Universidade
Estadual de LondRrina

LUCAS MARCELINO DOS SANTOS SOUZA

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE NANOPARTICULAS DE
SELENIO SINTETIZADAS A PARTIR DE EXTRATOS DE Al-

lium cepa, Malpighia emarginata E Vernonia condensata.

Londrina
2021



LUCAS MARCELINO DOS SANTOS SOUZA

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE NANOPARTICULAS DE
SELENIO SINTETIZADAS A PARTIR DE EXTRATOS DE Al-

lium cepa, Malpighia emarginata E Vernonia condensata.

Dissertagao apresentada ao Programa de Pos-
graduagdo em Microbiologia da Universidade
Estadual de Londrina — UEL, como requisito par-
cial para obtengao do titulo de Mestre.

Orientador: Prof. Dr. Gerson Nakazato

Londrina
2021



Ficha de identificagdo da obra elaborada pelo autor, através do Programa de Geracgédo
Automatica do Sistema de Bibliotecas da UEL

S729a  Souza, Lucas Marcelino dos Santos.

Atividade antimicrobiana de nanoparticulas de selénio sintetizadas a partir de
extratos de Allium cepa, Malpighia emarginata e Vlernonia condensata. / Lucas
Marcelino dos Santos Souza. - Londrina, 2021.

64 f. : il

Orientador: Gerson Nakazato.

Dissertacao (Mestrado em Microbiologia) - Universidade Estadual de Londrina,
Centro de Ciéncias Biolégicas, Programa de Pos-Graduagdo em Microbiologia,
2021.

Inclui bibliografia.

1. Antibacteriano - Tese. 2. Nanotecnologia - Tese. 3. Biossintese - Tese. 4.
Nanoparticulas - Tese. |. Nakazato, Gerson. Il. Universidade Estadual de
Londrina. Centro de Ciéncias Bioldgicas. Programa de Po6s-Graduagdo em
Microbiologia. Ill. Titulo.

CDU 579




LUCAS MARCELINO DOS SANTOS SOUZA

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE NANOPARTICULAS DE
SELENIO SINTETIZADAS A PARTIR DE EXTRATOS DE Al-

lium cepa, Malpighia emarginata E Vernonia condensata.

Dissertacado apresentada ao Programa de Pos-
graduacdo em Microbiologia da Universidade
Estadual de Londrina — UEL, como requisito par-
cial para obtencao do titulo de Mestre.

BANCA EXAMINADORA

Orientador: Prof. Dr. Gerson Nakazato
Universidade Estadual de Londrina — UEL

Prof. Dr. Renata Katsuko Takayama Koba-
yashi
Universidade Estadual de Londrina — UEL

Prof. Dr. Leonardo Pinto Medeiros
Universidade Estadual de Londrina — UEL

Londrina 23 de fevereiro de 2021



AGRADECIMENTOS

A minha familia, principalmente minha mae que desde sempre me deu

apoio e ajuda em todas as horas.

Ao Prof. Dr. Gerson Nakazato por dedicar um pouco do seu tempo

para me orientar

A todos os integrantes do NIP 3 que de alguma forma contribuiram

para a elaboragéo desse projeto.

Aos orgaos de fomento, CAPES e Fundacgao Araucari, que subsidia-

ram minha manutencao para finalizar o trabalho.

Meu muito obrigado a todos.



SOUZA, Lucas Marcelino dos Santos, Atividade antimicrobiana de nanoparticulas
de selénio sintetizadas a partir de extratos de Allium cepa, Malpighia emarginata
e Vernonia condensata. 2021. 64 f. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) — Uni-
versidade Estadual de Londrina, Londrina, 2021.

RESUMO

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos é um grande problema para a saude pu-
blica e a nanotecnologia vem sendo empregada no controle do crescimento bacteri-
ano, incluindo os multirresistentes. Nesse contexto estudos com nanoparticulas de
diferentes elementos, principalmente metais, como: prata, ouro e ferro, apresentam
desejavel atividade antimicrobiana. Outro elemento que vem se destacando é o selé-
nio (Se), cuja nanoparticulas possui alta bioatividade e agao antibacteriana. Portanto,
0 objetivo do trabalho foi realizar a biossintese de nanoparticulas de selénio (SeNps)
a partir de extratos de trés plantas: Allium cepa (cebola), Malpighia emarginata (Ace-
rola), e Vernonia condensata (boldo-baiano). As nanoparticulas sintetizadas foram ca-
racterizadas por dynamic light scattering (DLS) e microscopia eletrénica de varredura
(MEV). Foram utilizadas. A atividade antibacteriana foi avaliada pelos métodos de mi-
crodiluicdo em caldo e curva de sobrevivéncia contra cepas padrao Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) BEC
9393, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Escherichia coli ATCC 25922. Os
efeitos citotoxicos das SeNps sintetizadas foram avaliados através da capacidade he-
molitica. As SeNps apresentaram tamanho entre 219 a 340 nm e morfologia majori-
tariamente esférica, também tiveram acgao contra todas as bactérias Gram positivas
com CIM variando de 6,125 a 98 ug/ml, porém sem acé&o nas Gram negativas testa-
das. E em relacdo a hemdlise as CC50 variaram de 0,82 a 2,1 mg/ml. Esses resulta-
dos indicam que elas podem ser usadas contra bactérias Gram positivas por possui-
rem boa atividade antimicrobiana, além de possuirem baixa concentracédo hemolitica
abrindo uma grande variedade de opg¢des para suas aplicagoes.

Palavras-chave: antibacteriano; nanotecnologia; biossintese.



SOUZA, Lucas Marcelino dos Santos, Antibacterial activity of selenium nanopar-
ticles synthesized from Allium cepa, Malpighia emarginata e Vernonia conden-
sata extracts. 2021. 64 p. Dissertation (Master's degree in Microbiology — Univer-
sidade Estadual de Londrina, Londrina, 2021.

ABSTRACT

Bacterial resistance to antimicrobials is a major problem for public health and nano-
technology has been used to control bacterial growth, including multi-resistant ones.
In this context, studies with nanoparticles of different elements, mainly metals, such as
silver, gold and iron, have a desirable antimicrobial activity. Another element that
stands out is selenium (Se), whose nanoparticles have high bioactivity and antibacte-
rial action. Therefore, the objective of the work was to perform the biosynthesis of se-
lenium nanoparticles (SeNps) from extracts from three plants: Allium cepa (onion),
Malpighia emarginata (Acerola), and Vernonia condensata (boldo-baiano). The syn-
thesized nanoparticles were characterized by dynamic light scattering (DLS) and scan-
ning electron microscopy (SEM). Were used. Antibacterial activity was evaluated by
broth microdilution and survival curve methods against standard strains Staphylococ-
cus aureus ATCC 25923, methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) BEC
9393, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 and Escherichia coli ATCC 25922. The
cytotoxic effects of the synthesized SeNps were evaluated through hemolytic capacity.
The SeNps had a size between 219 to 340 nm and mostly spherical morphology, also
had action against all Gram-positive bacteria with MIC ranging from 6.125 to 98 ug/ml,
but without action in the tested Gram-negative. Regarding hemolysis, CC50s ranged
from 0,82 to 2,1 mg/ml. These results indicate that they can be used against Gram-
positive bacteria because they have good antimicrobial activity, in addition to having a
low hemolytic concentration, opening a wide variety of options for their applications.

Key-words: antibacterial; nanotechnology; biosynthesis.
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1 INTRODUGAO

Bactérias resistentes aos antimicrobianos s&o uma grande preocupacgao e se
tornaram um problema a nivel global de grande complexidade. Sendo algumas das
consequéncias desse problema: a dificuldade e encarecimento do tratamento de
pacientes com infec¢cdes e elevagdo da taxa de mortalidade e morbidade dos

afetados causando impacto negativo na economia e em setores da saude.

As medidas relacionadas a sua solugdo consistem, principalmente, no
desenvolvimento de compostos e terapias alternativas, além de politicas de
conscientizagao da utilizagdo de antibiéticos, estudos epidemioldgicos da aquisi¢ao
de resisténcia por bactérias e monitoramento de casos de bactérias
multirresistentes ( MACK; BELICKI, 2019)

A producdo de terapias com novos compostos vem mostrando-se uma
grande ferramenta no combate a esse problema. Principalmente, compostos de
origem natural e relacionados a nanotecnologia como, por exemplo, nanoparticulas
de prata, ouro e selénio com propriedades antimicrobianas (NGUYEN et al., 2017;
SCANDORIEIRO et al., 2016; SHAMAILA et al., 2016).

Portanto, o presente trabalho tem como objetivo realizar a biossintese de
nanoparticulas de selénio (SeNps) com diferentes extratos de plantas, caracteriza-

las e analisar sua atividade antimicrobiana frente a algumas cepas bacterianas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 SELENIO

O elemento quimico selénio (Se) foi descoberto pelo quimico Jacob Berzelius
em 1817 na Suécia. Ele trabalhava em uma fabrica produtora de acido sulfurico e
acido nitrico que produzia sedimentos em seu processo de sintese, e ao analisar
esses sedimentos, encontrou um composto vermelho que chamou sua atengéo
(ZHANG, 2019)

O quimico verificou que o sedimento continha uma mistura de telurio e um
elemento desconhecido na época, o qual o nomeou de selénio devido a palavra
grega selene que significa lua. Provavelmente, o nome teve relagdo ao telurio,
encontrado junto ao selénio no sedimento, derivado da palavra grega tellus que
significa terra (ZHANG, 2019).

O selénio pertence ao grupo dos calcogénios (grupo 16) na tabela periddica,
onde também sdo encontrados: oxigénio, enxofre, telurio, polénio e livermério.
Possui caracteristicas fotoelétricas e semicondutoras bem definidas e pode ser
utiizado em muitas areas da industria, principalmente na confeccdo de
componentes eletronicos, células solares, metalurgica, producdo de vidro e
fabricacdo de pigmentos (MASTALERZ et al., 2004; ZHANG et al., 2004). Além de
sua grande importancia na industria, o Se também é um micronutriente essencial
para o metabolismo dos animais, participa de vias antioxidantes, aumenta a funcao
do sistema imunoldgico e melhora a fungcédo da tireoide contra doencas cardiacas
(SCHWARZ; FOLTZ, 1957).

Devido a sua grande importancia bioldgica, o Se é bem visado pela industria
farmacéutica (HATFIELD; BERRY; GLADYSHEYV, 2011; HOLUBOVA et al., 2006).
Como é um micronutriente essencial sua ingestdo diaria recomenda é proxima a
300 ug / dia, entretanto sua janela terapéutica € baixa, sendo a ingestdo acima de
950 pg / dia considerada toxica (FILIPPINI et al., 2018; YANG et al., 1989). Além
disso, é utilizado como complemento nutricional, sua deficiéncia pode afetar a

espermatogénese ocasionando queda na qualidade dos espermas.
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2.1.1DISPONIBILIDADE GLOBAL

O Se é encontrado na litosfera, atmosfera e hidrosfera e sua distribuicdo
varia muito entre as localidades. A principal forma de liberacdo e espalhamento de
selénio no ambiente se da pela erosdo de rochas contendo o minério, emissao de
gases vulcanicos e decomposi¢gao de material organico rico em Se, que produz
compostos volateis como seleneto de hidrogénio e 6xido de selénio (KIELISZEK,
2019).

A média global da concentracado de Se presente na superficie varia de 0,22 a
2 mg/kg de solo. Regides temperadas possuem uma quantidade maior do elemento,
ja éareas aridas e semiaridas possuem deficiéncia do mesmo, algumas areas
deficitarias sdo: Argentina, China, Chile, Africa do sul e sudoeste dos Estados
Unidos (DOS REIS et al 2017; MASON et al.,2018)

Em algumas dessas regides, sdo reportadas doencas causadas pela baixa
ingestao do elemento. Na China, por exemplo, foi registrada a doenga de Keshan
(KD), primeiramente, vista no municipio de Keshan em 1935 e ela consiste em uma
cardiomiopatia ( ZHOU et al., 2018)

2.1.2 Formas de Se Encontradas

O Se possui diversas formas sendo elas inorganicas como: selenato (SeQ4%),
selenido (Se?) e selenito (Se03?) e organicas como: selemetionina e selenocisteina
que compdem aproximadamente 25 selenoproteinas. (DHANJAL; CAMEOTRA,
2010).

As mudancas de estado das formas inorganicas s&o influenciadas por
diversos fatores como: pH, umidade, concentragédo de oxigénio e potencial redox.
Basicamente, em ambientes acidos e com oxigénio, ha a formacado de compostos
mais oxidados, ja em ambientes com menos oxigénio e pH alcalino os compostos
menos oxidados s&o mais produzidas (KIELISZEK; BLAZEJAK, 2016).

Ja em relacao as selenoproteinas as principais identificadas sao: a glutationa
peroxidases (GSH-Px), tiorreodoxina redutases (TRXR) e tetraiodotironina
desiodase (DIO). A GSH-Px possui grande importancia no organismo com sua

funcdo antioxidante que protege as células contra agentes oxidantes que podem
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ocasionar processos mutagénicos e/ou promover a morte celular, ja a TRXR é
necessaria para regulacéo do sistema redox de inumeros processos celulares, em
relacdo a DIO s&o um grupo enzimas importantes na regulagdo do horménio da
tireoide triidotironina (T3), essa enzima tem acado clivando tiroxina (T4) em T3
aumentando sua disponibilidade no organismo, sem ela podem ocorrer inumeras
disfuncdes metabdlicas no corpo (BRIGELIUS-FLOHE, 2008).

Além das formas apresentadas, o Se também pode adquirir caracteristicas
de nanoparticulas (SeNps). Nanoparticulas s&o particulas em escala nanométrica
sendo comumente apresentadas com tamanhos variando de 1 — 100 nm, no entanto
muitos autores consideram particulas até 1000 nm como nanoparticulas ou
nanomateriais. Elas possuem caracteristicas fisico-quimicas distintas do elemento
em escala macro como: ponto de fusao, condutibilidade elétrica/térmica e absorgao
luminosa possibilitando seu uso em inumeros campos da ciéncia (JEEVANANDAM
et al., 2018).

2.1.3 Nanoparticulas de Selénio

As SeNps possuem uma grande biodisponibilidade e uma toxicidade menor

em comparagao as demais formas inorganicas e orgéanicas (MENON et al., 2018).

Por apresentar tais caracteristicas, sua agao antimicrobiana ja foi testada
mostrando-se relevante contra Staphylococcus aureus (NGUYEN et al., 2017).
Khiralla e EI-Deeb (2015) verificaram que as SeNps produzidas com o
sobrenadante de Bacillus licheniformis apresentaram acido contra 6 bactérias
patogénicas de origem alimentar, Bacillus cereus, Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli O157:H7, Salmonella Typhimurium e
Salmonella Enteritidis. Estudos com SeNps estabilizadas com quercetina e
acetilcolina também foram feitos e mostraram grande atividade antimicrobiana
contra S. aureus e E.coli (HUANG et al., 2016).

2.1.4 Possiveis Mecanismos de A¢cao Antimicobiana

Os reais mecanismos de acdo das SeNps ainda ndo estdo totalmente
elucidados, no entanto, existem algumas hipoteses de como ocorre essa atividade
antimicrobiana. Huang et al (2019) constataram a producédo de EROs, depleg¢ao de

ATP e mudanca de polaridade da membrana em S. aureus, apds tratamento com
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SeNps. As EROs podem lesar o DNA, membrana e proteinas da bactéria inibindo

seu metabolismo e consequentemente levando-a a morte.
2.1.5 Tipos de Sintese das Nanoparticulas

A producgao de nanoparticulas possui duas principais classificagdes. Bottom-
up (de baixo para cima) e Top-down (de cima para baixo). A sintese top-down
ocorre com moléculas grandes que sédo degradadas para formarem particulas em
escala nanométrica. Normalmente, sdo empregados métodos de moagem e
deposicgao fisica de vapor. Ja a abordagem bottom-up é feita a partir de ions que
sdo reduzidos, se aglomeram e formam as nanoparticulas (KHAN; SAEED; KHAN,
2019).

Na sintese botfom-up é necessario que haja um agente redutor e moléculas
de revestimento. O agente reduz os ions para seu estado elemental, essas
particulas se juntam criando um centro de nucleagdo, a medida que ocorre a
reducdo do precursor de selénio o centro de nucleagdo comecga crescer, para que
nao ocorra o crescimento indefinido dessa nanoparticula ha a adicdo das moléculas
de revestimento que controlam o tamanho das nanoparticulas produzidas.
(IRAVANI et al., 2014; KHAN; SAEED; KHAN, 2019).

A producéao de nanoparticulas também pode ser dividida em: quimica, fisica
ou biolégica (IKRAM et al., 2021).

A sintese quimica utiliza-se de reagentes quimicos para reduzir os ions
precursores presentes no sal e sintetizar nanoparticulas, € um método rapido que
nao produz muitas diferengas entre os lotes fabricados, no entanto, pode ocorrer a
produgao ou descarte de produtos téxicos ao meio ambiente, pois muitos reagentes
utilizados sado ou podem se tornar téxicos. A utilizacdo de sintese quimica para
producdo de SeNps é, normalmente, feita com acido ascorbico e algum polimero

como glucomannan ou quitosana (IKRAM et al., 2021).

Ja a sintese fisica ndo utiliza reagentes quimicos, mas utiliza equipamentos
caros e ha um maior gasto energético no processo de sintese, a ablagao por laser
pulsado € um exemplo de sintese fisica, ja a fotocatalitica € um processo de sintese
fisico-quimica (CHAUDHARY; UMAR; MEHTA, 2016).
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A técnica de ablagao por laser é feita com um equipamento que emite feixes
de laser pulsado de alta energia focado na amostra.  Quando o feixe de luz atinge
o material, ele cria diversas microexplosdes na superficie da amostra liberando
micro e nanoparticulas, portanto, além de fisica também pode ser classificada como
Top-down (AMENDOLA; MENEGHETTI, 2009). Esse método, segundo Quintana et
al. (2002), pode ser facilmente ajustado conforme a necessidade de tamanho, forma
e densidade da nanoparticula sintetizada, além de ser utilizado para obtencao de

selénio trigonal com alta pureza.

O método fotocatalitico é feito com ajuda de um Reagente catalisador
sensivel a luz que promove uma série de reacdes de oxidorreducdo ao sofrer
irradiacdo luminosa. A sintese acontece a temperatura ambiente em poucos
segundos e é possivel controlar o tamanho das SeNps (CHAUDHARY; UMAR,;
MEHTA, 2016). Triantis et al. (2009) sintetizaram SeNps utilizando esse método,
eles irradiaram uma solugdo contendo polioxometalato (catalisador), promovendo
sua reducgao, adicionaram selenito de sodio agitando por 3 s e obtiveram SeNps

com 60 nm.

A sintese bioldgica, biogénica, verde ou biossintese recebe esse nome por
ser produzida, principalmente, por bactérias, fungos e extratos de plantas. E
considerada“eco friendly” por ndao produzir residuos téxicos. No entanto, a taxa de
fidelidade entre os lotes pode sofrer variacbes devido a diferengas na composi¢cao
dos extratos dependendo das caracteristicas do cultivo do microrganismo ou da

época de plantio e colheita da planta utilizada.

Muitos microrganismos sao capazes de produzir nanoparticulas metalicas, o
selénio, por exemplo, pode ser reduzido por Bacillus megaterium, Bacillus subtilis,
Bacillus cereus, Aspergillus terreus, Enterococcus faecalis e inumeros outros
(SHOEIBI; MASHEREGHI, 2017 ; ZARE et al., 2013).

Alguns microrganismos sdo capazes de promover a redugdo do Se** para
Sel (selénio elemental), sendo que na natureza essa redugdo ocorre como
mecanismo de defesa contra o selénio para transforma-lo em uma forma menos
téxico (HOSNEDLOVA et al., 2018)

Os microrganismos capazes de realizar a redugdo o fazem por meio de

diversas enzimas que determinam as diferentes caracteristicas morfolégicas das
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SeNps, resultando em nanoparticulas complexas e exclusivas, impossivel, muitas

vezes, de se conseguir através da sintese quimica (OREMLAND et al., 2004).

Ja a sintese com extratos de plantas possui algumas vantagens em relagao
as outras, ela nao requer condigdes especiais como, por exemplo, o cultivo de

microrganismos, equipamentos sofisticados nem reagentes toxicos.

Para realizar a biossintese com extratos de plantas € necessario verificar a
capacidade redutora do extrato, caso seja fraca ou insuficiente € necessario a
adicdo de algum tipo de redutor que supra essa caréncia, analisar as possiveis
moléculas de revestimento presentes no extrato, pois de acordo com o objetivo da

sintese o revestimento das nanoparticulas é crucial.

Existem na literatura biossinteses feitas com extratos de Allium sativum
(alho), folhas de liméo, feno grego, folhas de Terminalia arjuna, entre outros
(EZHUTHUPURAKKAL et al., 2017; PRASAD et al 2014; PRASAD et al., 2013;
RAMAMURTHY et al., 2013;

Por apresentar grandes vantagens, principalmente ao minimizar impactos
ao meio ambiente e ser de facil realizacao, a sintese verde com extratos de plantas

vem sendo bastante visada e focada nas pesquisas (HOSNEDLOVA et al., 2018).
2.2 PLANTAS DE INTERESSE
2.2.1 Allium cepa (Cebola)

Allium cepa, popularmente conhecido como cebola, é uma planta herbacea
com folhas tubulares e lisas, possui um bulbo grande formado pelas bainhas das
folhas que se sobrepdem, essa estrutura € responsavel pelo armazenamento de

nutrientes.

E considerada uma cultura anual para producdo de bulbos e seu plantio
ocorre em uma extensa area do territorio brasileiro (TRANI; BRESA; FACTOR,
2014). Tendo o Brasil a oitava maior producdo de cebola, sendo China e india as
primeiras (BARBOSA et al., 2018).

A cebola é rica em vitaminas B1 (tiamina), B2 (riboflavina), tendo
quantidades medianas de vitamina C (acido ascérbico) como visto na Tabela 1 e

possui inumeros minerais (REIS FILGUEIRA et al, 2000). Também possui grandes
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quantidades de flavonoides como: antocianinas (presentes na cebola roxa) e
quercetina (promove a coloragdo amarelada da cebola) (COSTA; DE RESENDE,
2007).

Devido a esses compostos, e muitos outros n&o listados, a cebola pode ser
usada no tratamento de aterosclerose, cancer, obesidade, hipertensao e diabetes (
MURAYYAN et al., 2017; RABINOWITCH; CURRAH, 2002). A quercetina (Figura
1), encontrada em grandes quantidades na cebola, € um flavonoide polifendlico, que
quando purificado tem aspecto de pé amarelado, possui atividade antioxidante, anti-
inflamatadria, anticarcinogénica e antimicrobiana (GALO et al., 2018). Na literatura, ja
existem relatos de SeNps sintetizadas com quercetina purificada que demonstraram
aumento da atividade antimicrobiana contra S.aureus em comparagdo as

nanoparticulas revestidas com acetilcolina (HUANG et al, 2016).

Nanoparticulas metalicas produzidas com extrato de cebola ja foram
reportadas. Wu et al. (2019) sintetizaram nanoparticulas de 6xido de zinco com
extrato aquoso de cebola e verificaram sua agao protetora em queratindcitos contra
raios UVB. Gomaa (2017) biossintetizou nanoparticulas de prata com extrato
aquoso de cebola e constatou atividade antibacteriana contra diversas bactérias
Gram positivas e negativas. Jini et al. (2020) sintetizaram nanoparticulas de prata e
testaram sua atividade antidiabética, mostrando-se uma alternativa no tratamento

da doenca.

Como visto, existem varios trabalhos com diferentes finalidade acerca da
producdo de nanoparticulas metalicas com extrato de cebola, essa variedade se
deve as muitas substancias/moléculas com diferentes propriedades farmacéuticas

presentes na planta.
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Figura — 1 Estrutura molecular da quercetina
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Fonte:MARUNAKA et al. (2017)

Tabela 1: Composicao da cebola (cada 100 g)

Componentes Quantidade
Proteina 1,60 g
Célcio 32,00 mg
Fosforo 44,00 mg
Ferro 0,50 mg
Vitamina A 120 U.I.
Tiamina 50 pg
Riboflavina 50 pg
Niacina 0,50 mg
Vitamina c 32,00 mg

Fonte: REIS FILGUEIRA(2000)

2.2.2 Vernonia condensata (Boldo)

A Vernonia condensata, também conhecida como boldo baiano, pertence a
familia Asteraceae. E uma arvore de porte pequeno que atinge até 5 metros de
altura com clico de vida perene. Encontra-se distribuida no Brasil nas regides
Nordeste, Sudeste e Centro-Oeste (VICENTE et al., 2009). E pode ser utilizada
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como analgésico, antinflamatério antitérmico, antibacteriano e digestiva (DA SILVA
et al., 2011).

Suas atividades farmacologicas sdo atribuidas principalmente a presenca
de saponinos, taninos, alcaloides, compostos fendlicos e flavonoides (LOPES; DA
CAMARA; DE MORAIS, 2019). Com relagao a sua atividade antibacteriana, alguns
trabalhos analisaram a agao dos extratos etandlicos e metandlicos das folhas do
boldo contra Gram positivas e negativas tendo melhor atividade em S. aureus com
concentragdes inibitérias minimas (CIMs) de 10 e 5 mg/ ml para cada extrato
respectivamente (BRASILEIRO et al., 2006; FABRI et al., 2011).

No entanto, apesar do amplo espectro de aplicacbes do boldo baiano em
diversas areas, nao ha, até o presente momento, estudos a respeito de sua

utilizagdo como extrato para a sintese de nanoparticulas metalicas.
2.2.3 Malpighia emarginata (Acerola)

A Malpighia emarginata conhecida como acerola, € um fruto de uma
arvoreta de até 3 metros de altura originaria das ilhas do Caribe, Américas do sul e
central ( RITZINGER: RITZINGER, 2011). A acerola € uma das frutas com maior
teor de acido ascoérbico (Tabela 2) tendo cerca de 3% do peso de sua polpa
composta de vitamina C. Possui também em sua composicdo carotenoides,
antocianina, tiamina, riblofavina niacina e alguns minerais (ALVAREZ-SUAREZ et
al. 2017).

A quantidade das substancias presentes na acerola depende dos cultivares
analisados e o estagio de sua maturagdo. Os compostos presentes na fruta
possuem atividade antioxidante, principalmente o acido ascérbico, além de
atividade anti-inflamatoéria que diminui o risco de doencgas vasculares e previne
doencas (LEFFA et al 2017).

A sintese de nanoparticulas metalicas utilizando extratos de acerola ja foi
descrita. Kumar et al. (2020) sintetizaram nanoparticula de o6xido de cobre e
relataram sua atividade antibacteriana contra S. aureus e E. coli. Kiruba et al. (2015)
produziram nanoparticulas de prata com tamanho médio de 10 nm com o objetivo

de usa-las em conjunto com carvéo para filtragem de agua.
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Como visto, a polpa de acerola possui grandes quantidades de &acido
ascorbico viabilizando-a como wuma grande candidata na produgdo de
nanoparticulas metalicas.

Tabela 2: Concentragdes de composto fendlicos e acido ascorbico em frutos
e polpas congeladas.

Amostras Compostos fendlicos Acido ascérbico
(mg/g de fruto) (mg/100 g de fruto)
Acerola in natura 14,89 + 1,01 1457,69 + 279,92
Acerola polpa 10,79 + 0,31 7781 + 74,13
congelada
Caju 2,48 £ 0,15 219 + 29,48
Caju polpa congelada 2,34 £ 0,11 153 + 43,99
Morango in natura 2,41+ 0,02 71,8 £ 9,22
Morango polpa 2,29 + 0,00 44,4 + 8,55
congelada
Goiaba in natura 1,24 + 0,04 218 £ 45,77
Goiaba polpa 1,56 + 0,06 69,7 + 2,71
congelada

Fonte: FREIRE et al.(2013)
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e caracterizar uma metodologia de sintese verde de SeNps

apartir de extratos de Allium cepa, Malpighia emarginata e Vernonia condensata.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Padronizar a sintese de SeNps de acordo com a marca do sal precursor

(selenito de sédio) , concentracdo de sal e extratos de plantas;

Caracterizar as SeNps sintetizadas quanto ao tamanho, forma, potencial zeta

e polidispersividade;
Avaliar a atividade antimicrobiana e cinética de atuacdo das SeNps;

Verificar a hemolise das nanoparticulas produzidas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 PREPARACAO DOS EXTRATOS

Foram comprados no comércio 100 g de polpa de acerola (Malpighia
emarginata) (Polpasul), e 200 g de cebola roxa (Allium cepa). O boldo baiano
(Vernonia condensata) foi colhido, lavado em agua destilada e seco. Foram
produzidos trés extratos hidroalcoodlicos com etanol (Merck) a 80 % (v/v), sendo um
extrato para cada planta citada. As plantas (polpa de acerola, folha de boldo e bulbo
de cebola) foram colocadas separadamente, cada uma em uma solugao
hidroalcodlica, na proporcdo de 100 g de planta para 100 ml de solugdo. Em
seguida, foram trituradas em liquidificador e deixadas macerando por 48 h com
agitacédo esporadicas a cada 24 h. Posteriormente, os extratos foram filtrados em
papel filtro e filtro de 0,22 ym (MF-Millipore) e estocados na geladeira com

temperatura de 4 °C para realizacao dos testes.
4.2 QUANTIFICACAO DE ACUCARES TOTAIS E REDUTORES NOS EXTRATOS

A quantificagcdo de agucares totais foi feito de acordo com Santos et al. (2017)
e Maldonade, De Carvalho, Ferreira (2013), com modificagbes. Para agucares
totais, 1 ml das amostras (extratos de cebola, extrato de boldo e extrato de acerola)
foram tratadas com 1 ml de HCI (2 N) (Merck), colocadas em banho maria fervente
por 10 min, resfriadas em gelo e acrescidas de 1 ml de NaOH (2 N) (Merck). Foram
colocados 25 yl das amostras tratadas e nao tratadas (para agucares redutores),
todas diluidas 1:2, 1:10, 1:50 e 1:100, em microplaca de polietileno de 96 pocgos
(Kasvi), junto de 25 ul de reagente DNS (1 % acido 3,5-dinitrosalicilico e 30 %
tartarato duplo de sédio e potassio em 0,4 mol/l de NaOH).

Para a curva padrao, foram feitas cinco concentra¢des de glicose (0,5 a 2,5
mg/ml) e colocadas com o DNS. A microplaca com as amostras e glicose foi
fechada com filme adesivo para microplacas (Axygen), colocada em banho fervente
por 5 min, resfriada em gelo e adicionado 250 pl de agua destilada em todos os
pocos. Em seguida, foi feita a leitura dos pogos em espectrofotdmetro (Bioteck
Synergy™ HTX Multi-Mode Microplate Reader) em 490 nm.
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4.3 SINTESE DAS SENPS

Como precursor de Se, foi utilizado selenito de sodio (Na2SeOs) de duas
marcas (A e S). Foi realizada uma solucédo estoque de selenito de sédio 0,3 M de
ambas as marcas com agua destilada, as solugdes foram filtradas em filtro de

0,22 um (MF-Millipore) e estocados na geladeira.

Foram realizadas oito sinteses diferentes, quatro sinteses utilizando selenito
de sddio da marca S e quatro da marca A em concentragées de 10 e 20 mM com
duas combinacgbes de extratos (boldo + acerola e cebola + acerola). Para a sintese
com os extratos de boldo + acerola, o extrato de boldo foi adicionado em agitador
magnético junto com o selenito de sodio para concentragéo final do sal de 10 e 20
mM. A solugdo foi agitada por 30s, ainda em agitagdo, foi colocado,
paulatinamente, o extrato de acerola na proporcao de 1:1 com a solugéao, ajustou-se
o pH para 7 e a solucao foi deixada na estufa a 30 °C por 6 dias. Para a sintese
com os extratos de cebola + acerola foi realizado o mesmo processo descrito

anteriormente apenas com a substituicao do boldo pela cebola.

As sinteses foram nomeadas com a primeira letra do extrato utilizado,
seguido da concentragdo de sal e da marca do sal, portanto, b10s se refere a
sintese feita com boldo + acerola na concentracdo de 10 mM com sal da marca S.
c20a se refere a sintese com extrato de cebola + acerola com sal na concentragao
de 20 mM da marca A e assim por diante, as outras abreviagbes seguem o0 mesmo

padrao.

4.4 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS

4.4.1 Espalhamento Dinamico da Luz (Dynamic Light Scattering, DLS)

A mensuragdo da média do tamanho hidrodindmico das nanoparticulas
acompanhado do potencial zeta e indice de polidispersividade (Pdl) foi realizada por
DLS, as amostras foram enviadas para Universidade Federal do ABC para serem
analisadas no equipamento ZetaSizer Nano ZS, Malvern® Brasil.

4.4.2 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Foi realizada a verificagdo da morfologia e tamanho através da MEV, as
amostras de SeNps sintetizadas foram diluidas com &agua deionizada a uma

concentragdo de 1 mM, aliquotas de 10 ul foram colocadas em laminas revestidas
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com poli lisina (1 %) e deixadas secar. Posteriormente, foram fixadas com 0,1 M de
solugado tampao de cacodilato de sodio (Merck) (pH 7,2) com 2 % de glutaraldeido
(Sigma-Aldrich) e 2 % de paraformaldeido (Merck) por 20 h e pds fixadas com
tetroxido de 6ésmio (Merck) a 1 % por 2 h. As laminas, apos todo procedimento de
fixagcdo, foram expostas a concentragdes crescentes de etanol (70, 80, 90 e 100
°GL) para desidratagdo. Apos isso, foram submetidas a desidratagdo por ponto
critico com CO2 (BALTEC CPD 030 Critical Point Dryer), cobertas com ouro
(BALTEC SDC 050 SputterCoate) e analisados em microscépio eletrénico de
varredura (FEI Quanta 200).

4.5 CEPAS TESTADAS

Foram utilizadas cepas padrao ATCC (American Type Culture Collection)
de Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Streptococcus agalactiae ATCC 13813 e
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) BEC 9393, pertencentes a
colecao do Laboratério de Bacteriologia Basica e Aplicada do Departamento de
Microbiologia da UEL. As amostras foram estocadas em caldo BHI (Brain Heart

Infusion) (Acumedia) contendo 20% de glicerol (Sigma-Aldrich) a -80 °C.

4.6 CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) E CONCENTRAGCAO BACTERICIDA MiNIMA
(CBM)

Foi realizado o teste de microdiluicdo em caldo para obter as CIMs das
SeNps sintetizadas frente as cepas ja citadas de acordo com Clinical & Laboratory
Standard Institute (CLSI, 2015) com algumas modificagées. As cepas bacterianas
de S. aureus, MRSA, E. coli e P. aeruginosa foram semeadas em agar Muller-
Hinton (MHA) (Acumedia), enquanto que S. agalactiae foi semeada em agar BHI.
As bactérias semeadas foram incubadas por 24 h a 37 °C. Foram retiradas de duas
a cinco coldnias bacterianas do agar e adicionadas em salina (0,85 % de NaCl)
obtendo a turbidez 0,5 da escala Mc Farland ou 1,5 x 108 UFC/m.

O teste de microdiluigao foi realizado em placa de polietileno de 96 pocos,
50 uyl de caldo MH (Acumedia) foram adicionados em todos os pogos, 50 yl das
SeNps foram colocados nos primeiros pogos totalizando 100 ul, com essa solugao
foram feitas diluicbes seriadas com 8 faixas de concentragdes, variando de 1,5 a
196 pg/ml, ao final as salinas com as bactérias solubilizadas foram diluidas a
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concentragdo de 1,5 x 106 UFC/ml em caldo MH. 50 pl dessa solugdo bacteriana foi
colocada em cada pogo, completando assim a diluigdo dos compostos. A placa foi
incubada a 37 °C por 18 a 24 h em estufa bacterioldgica. Os testes foram realizados
em, triplicata contendo controle positivo (somente bactéria), controle de esterilidade
(somente meio de cultura), controle dos extratos (apenas extratos sem
nanoparticulas) e controle do selenito de sédio (somente o sal selenito de sodio nas
mesmas concentragbes das nanoparticulas), a leitura da CIM foi feita pela

visualizacao da turbidez.

A CBM foi feito retirando uma aliquota de 10 ul dos pogos da placa apés
incubacédo, feito o plaqueamento em MHA e posterior contagem do numero de
colbénias. Considera-se a CBM quando a quantidade de morte bacteriana for =
99,9 % em 24 h de tratamento.

4.7 CURVA DE SOBREVIVENCIA

O teste foi feito de acordo com NCCLS (1999). Todas as cepas foram
cultivadas em meio MHA a 37°C, durante 18-24 h, exceto S. agalactiae que foi
cultivado em agar BHI. Colbnias das culturas cultivadas foram suspensas em salina
esterilizada (NaCl a 0,85 %) atingindo a turbidez 0.5 da escala McFarland (1,5 X 108
UFC/ml). Em seguida, a suspensao bacteriana foi diluida em caldo MH obtendo
1,5x 108 UFC/mL. As SeNps foram adicionadas a cultura bacteriana na
concentracdo dos seus respectivos CIMs para cada cepa bacteriana diluindo a
concentragdo bacteriana para 5 x 10° UFC/ml. Os tubos dos testes foram incubados
a 37 °C. Aliquotas foram retiradas em diferentes tempos de incubagéo (0 h, 1 h, 3 h,
5h, 7h,9h, 12 h e 24 h) diluidas em salina e plaqueadas em ftriplicatas em agar
MH para a determinagdo da UFC/ml. Uma curva logaritmica de sobrevivéncia foi

construida em funcédo do tempo de incubacgao e tratamento.
4.8 TESTE DE HEMOLISE

O teste de hemdlise foi feito de acordo com Izumi et al. (2012) com
modificacdes. O sangue foi coletado de um doador humano saudavel em tubos
heparinizados com aprovacao do comité de ética humano
(CAAE47661115.0.0000.5231, No. 1.268.019 — UEL) encontrado no anexo A. Os

tubos com sangue foram centrifugados a 2700 g, 4 °C por 5 min. ApoOs
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centrifugacao, o plasma foi descartado e as hemacias foram diluidas em PBS (pH

7,4) para ficarem a uma concentracao de 6 % (v/v).

Foram colocados 100 yl de PBS em todos os pogos de uma placa de 96
pocos. Posteriormente, foram adicionados 100 pl de SeNps nos primeiros pogos
para realizacao de diluigbes seriadas. Apos isso, 100 yl das hemacias a 6% foram
adicionadas nos pog¢os, promovendo a diluicdo das hemacias para 3 % e deixando
as SeNps com concentragdes finais de 1,5 a 196 yg/ml. A placa foi incubada a
37 °C por 3 horas. Apos isso foi realizada a leitura do sobrenadante em
espectrofotometro (Bioteck Synergy™ HTX Multi-Mode Microplate Reader) no
comprimento de 550nm. Foi utilizado como controle positivo o Triton X-100 (Sigma-
Aldrich) a 1 % representando 100 % de hemdlise e controle negativo apenas com

hemacias e PBS, representando 0 % de hemdlise.
4.9 ESTATISTICA

Os dados foram analisados em software PAST (4.03) foi realizado analise de
variancia (ANOVA) entre os grupos de dados e pos teste de Tukey, foram
considerados estatisticamente  significativo p<0,05. Os resultados foram

apresentados como média + erro padrao.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 SINTESE E CARACTERIZACAO DAS SENPS

Foi determinada a concentracdo de acgucares totais e redutores nos extratos
através da fungao y = 1,2224x - 0,1204, obtida por regressao linear da curva feita no

software Excell (Figura 2). As concentragdes encontradas estdo na Tabela 3.

Como visto, as maiores concentracbes de acgucares redutores estido
presentes nos extratos de cebola e acerola. Apesar da grande quantidade de
agucares redutores, cerca de 29,9 mg/ml, o extrato de cebola sozinho nao foi capaz
de promover a redugdo dos ions de selénio em nanoparticulas (a principio, os
extratos de cebola e boldo foram testados sozinhos quanto a sua capacidade de

produzirem SeNps, mas nao foram capazes de reduzirem o Se** para Se?).

Foi necessario a adigdo de redutores mais fortes como acido ascorbico
(vitamina C), encontrado em frutas citricas como o extrato da polpa de acerola, que
possui uma grande quantidade de vitamina C variando préximo de 1-3 % da matéria
da polpa (MOURA et al., 2018). O extrato de acerola foi escolhido para
complementar o extrato de cebola e o extrato de boldo na sintese das
nanoparticulas por apresentar altas concentracbes de agentes redutores e assim

auxiliar na sintese de SeNps.

A cebola, mais especificamente a cebola roxa, e o boldo possuem altas
quantidades de quercetina além de outros compostos. A quercetina € um flavonoide
que possui atividade antimicrobiana contra algumas bactérias Gram positivas. A
sintese quimica de SeNps estabilizadas com quercetina purificada ja foi realizada e

demonstrou eficacia antimicrobiana contra S. aureus e E. coli (HUANG et al, 2016).

No presente trabalho, foram escolhidos 3 extratos, 1 por sua grande
capacidade redutora (acerola) e os outros dois por apresentarem potencial

estabilizante para as SeNps.



Figura 2 - Grafico da curva padr&o de glicose
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Fonte: Préprio autor
Tabela .3: Concentracido de agucares totais e redutores presentes nos
extratos de acerola, boldo e cebola
Acucares totais Acucares redutores
Extratos (mg/ml) (mg/ml)
Acerola 22,04 22,00
Boldo 1,89 0,68
Cebola 37,20 29,90

Fonte: Proprio autor
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5.1.1 Sintese das Nanoparticulas

A sintese das SeNps foi acompanhada por 6 dias (Figuras 3, 4 e 5)
observando a coloragdo da solugdo de selenito de sddio com os extratos. A
mudanca de cor da solugdo para vermelha indica a redugdo de Se** para Se°
(WANG et al., 2010). Essa mudanga ocorreu com bastante intensidade no dia 3
(Figura 4) e ndo houve mudancga de coloragao entre os dias 3 e 6 (Figura 4 e 5),
indicando o fim da sintese de SeNps. A coloragao adquirida, também pode revelar a
morfologia das nanoparticulas, solugbes vermelhas tendem a ser monociclicas ou
amorfas, solugdes escuras e pretas tendem a apresentar formato trigonal, linear ou
bastao (CAO et al., 2004; HO et al., 2010; DONG et al., 2014).

A sintese utilizada é classificada como biolégica, também chamada de verde
ou biossintese, pode ser feita também com ajuda de microrganismos. Em relagéo a
sintese quimica, a biossintese tem um melhor custo beneficio e € ambientalmente
segura (SHOEIBI et al., 2017).

5.1.2 Imagens da Microscopia Eletréonica (MEV)

A caracterizacao foi feita por Microscopia eletrobnica de varredura. As
solugdes sintetizadas (Figuras 6 e 7) foram analisadas quanto sua morfologia e
tamanho, todas apresentaram morfologia aproximadamente esférica néo
demonstrando, visualmente, alteragbes de formas nos diferentes extratos,

concentragcdes ou marcas dos sais utilizados.

O didametro das nanoparticulas foi medido com software Imaged variando de
219 a 340 nm, apresentados na Tabela 4 e Figura 8. Nao houve diferenga
significativa p<0.05 relacionado ao tamanho médio das SeNps sintetizadas com as
diferentes marcas de sais, indicando que em condigdes iguais, ou seja, com a
utilizacdo do mesmo extrato, temperatura, concentracdo de sal, pH e tempo de
sintese ha a producdo de nanoparticulas com tamanhos parecidos. No entanto,
houve diferenga significativa entre as SeNps produzidas com extrato de boldo na
concentragdo de 10 mM das demais nanoparticulas (Figura 9), provavelmente, as
moléculas presentes no extrato de boldo com uma menor concentragdo de sal
(10mM) permitam uma agregagcdo maior e um crescimento aumentado em relagao

as encontradas no extrato de cebola nas mesmas condigdes.
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Foram descritos na literatura tamanhos de SeNps de 250 nm, produzidas de
forma biologica utilizando cloreto de selénio junto a Klebsiella pneumoniae, a
bactéria promove a reducdo do selénio e produz proteinas que atuam como
revestimento estabilizando a sintese (FESHARAKKI et al., 2010).

Outro estudo utilizando extrato de feno grego e acido ascérbico produziu
nanoparticulas com tamanhos entre 50 e 150 nm (RAMAMURTHY et al., 2013).
Prasad et al (2013) utilizaram folhas de limdo para sintetizar SeNps de
aproximadamente 80 nm. Como pode ser visto, o tamanho das nanoparticulas
produzidas € influenciado pelo tipo de agente redutor e estabilizantes utilizados que,

no caso da sintese verde com plantas, sdo encontrados nos extratos.

Figura 3 — Sintese de nanoparticula de selénio com extratos de cebola
+ acerola e boldo + acerola no dia 0. (A) Sal S com extrato de cebola
+ acerola a 10 mM e 20 mM. (B) Sal A com extrato de cebola +
acerola a 10 mM e 20 mM. (C) Sal S com extrato de boldo + acerola a
10 mM e 20 mM. (D) Sal A com extrato de boldo + acerolaa 10 mM e
20 mM
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Figura 4 — Sintese de nanoparticula de selénio com extratos de
cebola + acerola e boldo + acerola no dia 3. (A) Sal S com extrato de
cebola + acerola a 10 mM e 20 mM. (B) Sal A com extrato de cebola +
acerolaa 10 mM e 20 mM. (C) Sal S com extrato de boldo + acerola a
10 mM e 20 mM. (D) Sal A com extrato de boldo + acerolaa 10 mM e
20 mM
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Fonte: Préprio autor



Figura 5 — Sintese de nanoparticula de selénio com extratos de cebola

+ acerola e boldo + acerola no dia 6. (A) Sal S com extrato de cebola +

acerola a 10 mM e 20 mM. (B) Sal A com extrato de cebola + acerola a
10 mM e 20 mM. (C) Sal S com extrato de boldo + acerolaa 10 mM e
20 mM. (D) Sal A com extrato de boldo + acerola a 10 mM e 20 mM.

Fonte: Préprio autor
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Figura 6 - Imagens da microscopia eletrénica de varredura das SeNps produzidas

com sal da marca S. (A) b10s (extrato de boldo + acerola com 10 mM de selenito de

sodio). (B) b20s (extrato de boldo com 20 mM de sal). (C) c10s (extrato de cebola +

acerola com 10 mM de selenito de sédio). (D) c20s (extrato de cebola + acerola com
20 mM de selenito de sodio)

™
i £ _W 7o deer = (=R
12/4/2020 | WD HV Sig Mag — )V 111} 12/3/2020 WD HV Sig Mag 2.0pm
3:35:01 PM 9.8 mm 25.0 kV SE 30000x B10 S 12:52:43 PM 9.9 mm 25.0 kV SE 30000x B20 S

12/4/2020 | WD HV Sig Mag . 2.0um
2:58:01 PM 9.8 mm|25.0 kV SE 30000x C20 S

Fonte: Préprio autor
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Figura 7 - Imagens da microscopia eletrénica de varredura das SeNps produzidas
com sal da marca A. (A) b10a (extrato de boldo + acerola com 10 mM de selenito de
sédio). (B) b20a (extrato de boldo com 20 mM de sal). (C) c10a (extrato de cebola +
acerola com 10 mM de selenito de sédio). (D) c20a (extrato de cebola + acerola
com 20 mM de selenito de sodio)

12/4/2020 WD HV Sig Mag —2.0um D 12/3/2020 = WD HV Sig Mag
2:18:25 PM 10.0 mm 25.0 kV SE 30000x B10 A 2:27:36 PM 9.7 mm 25.0 kV SE 30000x

b 3
12/3/2020 WD = HV Sig Mag - 2.0ym . 12/3/2020 WD HV Sig Mag - 2.0um
2:45:23 PM 9.4 mm 25.0 kV SE 30000x C10 A 1:41:05 PM 9.6 mm 25.0 KV SE 30000x C20 A

Fonte: Préprio autor




37

5.1.3DLS

Com método de DLS foi possivel obter o tamanho hidrodinamico, Pdl, e
potencial zeta das SeNps (Tabela 5). Os tamanhos variaram de 889,7 a 3559 nm,

essa discrepancia se deve ao método utilizado.

O DLS mensura o tamanho hidrodinamico das particulas através da refracéo
do raio laser emitido pelo equipamento nas particulas que estdo em movimento na
solugdo, de acordo com o tamanho, as particulas espalhardo a luz em angulos e
intensidades diferentes (CHAN et al 2017). Normalmente, o DLS mostrara um valor
maior em relagdo a MEV, o DLS trabalha com amostras em solugdo a MEV com
amostras secas (BHATTACHARJEE, 2016). Possivelmente, os valores obtidos pelo

DLS foram de aglomerados de nanoparticulas na solugao.

O valor do potencial zeta variou de -28 a -21 mV (Tabela 5), valores de + O -
10 mV, £10 - 20 mV, £20 - 30 mV e > + 30 mV sao, respectivamente, muito
instaveis, pouco estaveis, estaveis e muito estaveis (BHATTACHARJEE, 2016).
Todas as SeNps tiveram potencial zeta entre -20 a -30 mV indicando
nanoparticulas estaveis em solugcdo. O composto b10s apresentou valor mais
préximo de zero em relagao as outras -21,03 mV, revelando possuir as SeNps com
maior poder de agregacao, isso pode ser visto em seu alto tamanho hidrodinéamico,
enquanto que c10s apresentou valor mais distante de zero -28,03 mV sendo, em
valores absolutos, a mais estavel, o que reflete em seu tamanho reduzido em

relagao as outras nanoparticulas.

O indice de polidispersividade (Pdl) demonstra o quanto a solugdo é
homogénea, seu valor varia de 0, solugao ideal, onde todas as particulas possuem
o mesmo tamanho e 1 onde a solugdo é altamente polidispersa e as particulas
possuem tamanhos diferentes. Valores abaixo de 0,5 sao considerados
monodispersos, valores acima de 0,7 sdo considerados altamente polidispersos
(DANAEI et al.,2018).

Todas as amostras analisadas tiveram Pdl abaixo de 0,5, variando de 0,15 a
0,43. Esses valores indicam uniformidade de tamanho em solugao, sendo estaveis

e monodispersas.



Tabela .4: Tamanho médio das SeNps medidas por software Imaged das
imagens de microscopia eletrénica de varredura. b10a e b20a (sal A de 10 e 20
mM de selenito de sédio, respectivamente, com extrato de boldo + acerola).
c10a e c20a (sal A de 10 e 20 mM de selenito de sédio, respectivamente, com
extrato de cebola + acerola). b10s e b20s (sal S de 10 e 20 mM de selenito de
sodio, respectivamente, com extrato de boldo + acerola). c10s e ¢c20s ( sal S de
10 e 20 mM de selenito de sddio, respectivamente, com extrato de cebola +
acerola) Médias seguidas de letras iguais nao apresentam diferenca
significativa de acordo com teste de Tukey (p< 0,05)

Composto Tamanho
(nm)

b10a 321+24 AB
b20a 279 + 16 ABCD
c10a 254 + 10 BC
c20a 245+ 4 C E
b10s 340 £ 20 A
b20s 219+19 CD
c10s 236 £ 16 CDE
c20s 306 + 12 AB E

Fonte: proéprio autor
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Figura 8 - Tamanho médio das SeNps medidas por software
Imaged das imagens de microscopia eletronica de varredura.
b10a e b20a (sal A de 10 e 20 mM de selenito de sodio,
respectivamente, com extrato de boldo + acerola). c10a e
c20a (sal A de 10 e 20 mM de selenito de saodio,
respectivamente, com extrato de cebola + acerola). b10s e
b20s (sal S de 10 e 20 mM de selenito de sédio,
respectivamente, com extrato de boldo + acerola). c10s e
c20s ( sal S de 10 e 20 mM de selenito de sodio,
respectivamente, com extrato de cebola + acerola)
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Fonte: Préprio autor
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Figura 9 - Tamanho médio das SeNps medidas por software
ImagedJ das imagens de microscopia eletrénica de varredura.
b10a e b20a (sinteses feitas com boldo+acerola a 10 e 20 mM
respectivamente). c10 e c20 (sinteses feitas com cebola +
acerola a 10 e 20 mM respectivamente) Barra com (*) possui
diferencga significativa com as outras barras pelo teste de Tukey
p<0,05)
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N w 1N
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| | |
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-
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b10 b20 c10 c20
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Fonte: Préprio autor
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Tabela .5: Tamanho hidrodinamico, indice de polidispersividade (Pdl) e
potencial zeta das SeNps realizadas por DLS. b10a e b20a (sal A de 10 e 20 mM de
selenito de sddio, respectivamente, com extrato de boldo + acerola). c10a e c20a
(sal A de 10 e 20 mM de selenito de sbdio, respectivamente, com extrato de cebola
+ acerola). b10s e b20s (sal S de 10 e 20 mM de selenito de sédio,
respectivamente, com extrato de boldo + acerola). c10s e c20s (sal S de 10 e 20
mM de selenito de sédio, respectivamente, com extrato de cebola + acerola)
Médias seguidas de letras iguais ndo apresentam diferenga significativa de acordo
com teste de Tukey (p< 0,05).

Potencial zeta

Composto Tamanho (nm) Pdl mv)
B10A 3558+128 A 0,27 £ 0,02 -23,46 + 0,23
B20A 2285 + 26 D 0,36 + 0,08 -25,13 £ 0,31
C10A 916 £ 12 B 0,42 £ 0,02 -23,93+0,12
C20A 1100 + 45 B 0,39+ 0,01 -26,93 + 0,18
B10S 3559+206 A 0,15+ 0,05 -21,03 £ 0,91
B20S 1803 + 44 E 0,32+0,03 -25,13 £ 0,40
C10S 811 + 31 BC 0,43+ 0,04 -28,03 £ 0,29
C20S 871+ 10 BC 0,28 + 0,02 -26,56 + 0,28

Fonte: préprio autor



Figura 10- Tamanho médio hidrodinamico das SeNps realizadas
por DLS .b10a e b20a (sal A de 10 e 20 mM de selenito de sddio,
respectivamente, com extrato de boldo + acerola). c10a e c20a (sal
A de 10 e 20 mM de selenito de sodio, respectivamente, com
extrato de cebola + acerola). b10s e b20s (sal S de 10 e 20 mM de
selenito de sédio, respectivamente, com extrato de boldo + acerola).
c10s e c20s ( sal S de 10 e 20 mM de selenito de sodio,
respectivamente, com extrato de cebola + acerola)
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5.2 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA
5.2.1 Concentragéo Inibitéria Minima e Concentragcédo Bactericida Minima

Todas as nanoparticulas produzidas foram testadas nas concentragdes de
1,5 a 196 ug/ml, os extratos de boldo + acerola e cebola + acerola sem

nanoparticulas também foram testados, além do selenito de sodio.

Os extratos vegetais sem nanoparticulas e o selenito de sddio testados
contras as cepas bacterianas nao apresentaram atividade antimicrobiana nas
concentracdes usadas. Indicando que toda e qualquer acédo esta relacionada com

as SeNps produzidas.

Em relagdo as nanoparticulas testadas, ndo houve diferenga significativa
(p<0,05) entre as CIMs das SeNps sintetizadas com extratos de boldo + acerola e
cebola + acerola para todas as bactérias testadas, além de nédo haver diferenca
significativa entre as CIMs das SeNps sintetizadas com 10 e 20 mM de selenito de
sodio. Revelando que o tipo de extrato e a concentragdo de sal utilizado nao

influenciou na atividade antibacteriana das SeNps sintetizadas.

No entanto, as duas bactérias Gram negativas testadas, E. coli e P.
aeruginosa, nao foram sensiveis as nanoparticulas nas concentracoes avaliadas,
esse resultado esta de acordo com Nguyen et al. (2017) que testaram a acao
antibacteriana de SeNp em S. aureus, E. coli e Salmonella e apenas S. aureus foi
sensivel ao tratamento, eles produziram SeNps com carga de -32 mV o que foi um

pouco maior do que a encontrada no presente trabalho.

Segundo ARAKHA et al. (2015), a carga superficial de E. coli € mais negativa
em comparagdo com S. aureus. Bactérias Gram negativas possuem membrana
externa formada de lipopolissacarideo (LPS) que possibilitam essa diferenca de
cargas superficiais (HALDER et al., 2015). Possivelmente, ha interagbes entre as
cargas negativas encontradas na superficie bacteriana e as SeNps causando

repulsao e dificultando a agdes das nanoparticulas nas bactérias Gram negativas.

Porém, alguns trabalhos demonstram atividade contra bactérias Gram
negativas. Huang et al. (2020) realizaram a produc¢ado de SeNps com dois tipos de
revestimentos, um deixou as nanoparticulas com potencial zeta negativo e o outro

positivo, ambas com tamanho médio de 46 nm. Elas foram testadas contra E. coli e



44

foi observado que as nanoparticulas com cargas positivas tiveram melhor agao
antibacteriana em comparagdo as com cargas negativas. O comportamento das
nanoparticulas em contato com E. coli pode ser visto em imagens de MEV feitas
por eles, onde é possivel observar a interacdo entre bactérias e nanoparticulas que
se afastavam quando tinham cargas iguais (nanoparticulas negativas) e se

aglomeravam com cargas opostas (nanoparticulas positivas).

Khiralla e El-deeb (2015) também relataram acado de SeNps contra E. coli e
Salmonella, sua sintese foi feita com sobrenadante de Bacillus licheniformis. Como
nao foram apresentados dados em relacdo ao potencial zeta e nem testes
antibacterianos do sobrenadante utilizado para sintese dessas SeNps em seu
trabalho, apenas do tamanho médio, que foi de 30 nm, ndo ha como relacionar essa
acao as cargas superficiais das SeNps produzidas nem necessariamente as
proprias nanoparticulas, pois podem haver bacteriocinas no sobrenadante que

desempenham essa agao.

Ja Zhang et al.(2020), produziram SeNps com Providencia sp., e obtiveram
nanoparticulas com tamanho meédio de 120 nm e -25 mV de potencial zeta. Essas
SeNps foram mais eficazes em combater E. coli e P. aeruginosa do que S. aureus.
E interessante observar que as nanoparticulas por eles sintetizadas tiveram metade
do tamanho mas cargas parecidas com a do atual trabalho. No entanto, os
resultados, em relagdo a acado antibacteriana para Gram positivas e negativas,

foram contrarios.

Os trabalhos citados demonstraram acdo em bactérias Gram negativas e
apresentaram diametros de nanoparticulas menores do que os obtidos no presente
trabalho. Isso pode ser indicio de que, além do potencial zeta, o tamanho e o tipo de
molécula de revestimento das SeNps tenham um papel importante na agao

antibacteriana em Gram negativas.

Em todo caso, as SeNps produzidas variam muito de acordo com os
parametros da sintese e os nuances relacionados a sua agao antibacteriana tanto

em Gram positivas quanto Gram negativas ainda sao obscuras.
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Tabela .6: Concentragéo inibitéria minima das nanoparticulas de selénio
produzidas com selenito de sédio da marca S. c10s e c20s (sintese com 10 e 20
mM de selenito de sédio, respectivamente, com extrato de cebola + acerola). b10s e

b20s (sintese com 10 e 20 mM de selenito de sodio, respectivamente, com extrato
de boldo + acerola)

c10s c20s b10s b20s
(ng /ml) (ng /ml) (ng /ml) (ng /ml)

BACTERIAS
TESTADAS CIM ¢cesMm CiM CBM CIM CBM CIM CBM

E.coli >196 >196 >196 >196 >196 >196 >196 > 196

P. aeruginosa >196 >196 >196 >196 >196 >196 >196 > 196

S. agalactiae 6,125 12,25 6,125 12,25 6,125 12,25 6,125 12,25

S. aureus 24,5 98 24,5 196 24,5 196 49 >196
BEC 9393

(MRSA) 49 98 98 196 49 196 98 >196

Fonte: Préprio autor

Tabela .7: Concentracdo inibitéria minima das nanoparticulas de selénio
produzidas com selenito de sddio da marca A. c10a e c20a (sintese com 10 e 20
mM de selenito de sédio, respectivamente, com extrato de cebola + acerola). b10a e

b20a (sintese com 10 e 20 mM de selenito de sddio, respectivamente, com extrato
de boldo + acerola)

c10a c20a b10a b20a
(ng /ml) (ng /ml) (ng /ml) (ng /ml)

BACTERIAS
TESTADAS cm ¢6BM CIM CBM CIM CBM CIM CBM

E.coli >196 >196 >196 >196 >0,196 >196 >196 >196

P. aeruginosa >196 >196 >0,196 >196 >196 >196 >196 > 196
S. agalactiae 6,125 12,25 6,125 12,25 6,125 12,25 6,125 12,25
S. aureus 24,5 196 24.5 196 49 196 49 196

BEC 9393
(MRSA) 49 98 98 196 49 196 98 196

Fonte: Préprio autor



46

5.2.2 Curva de Sobrevivéncia

A curva de sobrevivéncia € importante para visualizar informacdes da cinética
e dinamica dos antimicrobianos analisados em contato com as cepas. E possivel
verificar se os compostos sédo bacteriostaticos ou bactericidas, compostos sao
considerados bactericidas quando a concentragao bacteriana decresce = 3 log 10
da concentracdo do indculo inicial (BOZKURT-GUZEL et al., 2020). Também é
possivel quantificar a morte bacteriana em relacdo ao tempo e dose do

antimicrobiano.

Para S. agalactiae, apenas c10s e c20s tiveram redugdo de 3 log10 na
concentragéo bacteriana no tempo de 24 h (Figura 11), os outros compostos, exceto
b10a apresentaram reducédo préxima, mas inferior, de 3 log e, portanto, séo
classificados com acao bacteriostatica, b10a também possui agao bacteriostatica,
no entanto ndo houve diminuicdo da contagem bacteriana para esse composto.
Vale ressaltar que, no periodo 0 a 3 h, houve aumento no numero de log bacteriano
para todas as SeNps, apds esse periodo, os compostos comecaram a ter agao
antibacteriana, indicando que é necessario um tratamento de no minimo 3 horas

para que seja visualizado agéo contra S. agalactiae.

Em relagdo a S. aureus, nenhum dos compostos apresentaram queda na
concentracao de UFC (Figura 12), sendo considerados bacteriostaticos, além disso
sua acao cessou no periodo entre 7 a 24 h tendo menor atividade em 24 h. A acao
dos compostos para S. aureus foi dependente do tempo de exposicdo a bactéria,
tendo acdo bacteriostatica maxima até um periodo de 7 horas. E interessante
observar que o composto b10s teve uma das menores agdes bacteriostaticas e teve
0 maior aumento de tamanho hidrodindmico e tamanho mensurado via software
ImagedJ, provavelmente a agdo em S. aureus esta ligada com o tamanho e o tipo de

extrato utilizado.

Na curva de sobrevivéncia de S. aureus BEC9393 (Figura 13), b20a, b10a,
c10a e c10s apresentaram queda de quase 2 log10 na concentragao bacteriana
inicial no tempo de 3 h, no mesmo tempo, c20a teve queda de um pouco mais de 2
log10 e c20s teve a maior queda com redugdo de 4 log10, mostrando-se
bactericida. No periodo de 7 horas, c20a conseguiu reduzir a concentragdo em

relagdo ao indculo inicial em 3 log10 e em 12 horas, ¢10s promoveu uma redugao
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de de 3 log10, ambos demonstrando serem bactericidas. Entre 12 e 24, € possivel

observar a retomada de crescimento bacteriano em todas as SeNps testadas,

revelando a diminuigdo da atividade antibacteriana dos compostos nesse periodo.

Figura11 — Graficos curva de sobrevivéncia de S. agalactiae em contato
com as SeNps. (A) SeNps produzidas com sal S, c10s e c20s (sintese
com 10 e 20 mM de selenito de sodio, respectivamente, com extrato de
cebola + acerola). b10s e b20s (sintese com 10 e 20 mM de selenito de

sodio, respectivamente, com extrato de boldo + acerola). (B) SeNps

produzidas com sal A, c10a e c20a (sintese com 10 e 20 mM de selenito

de sddio, respectivamente, com extrato de cebola + acerola). b10a e

b20a (sintese com 10 e 20 mM de selenito de sddio, respectivamente,
com extrato de boldo + acerola
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Figura12 — Graficos curva de sobrevivéncia de S. aureus em contato
com as SeNps. (A) SeNps produzidas com sal S, c10s e c20s (sintese
com 10 e 20 mM de selenito de sodio, respectivamente, com extrato de
cebola + acerola). b10s e b20s (sintese com 10 e 20 mM de selenito de
sodio, respectivamente, com extrato de boldo + acerola). (B) SeNps
produzidas com sal A, c10a e c20a (sintese com 10 e 20 mM de selenito
de sddio, respectivamente, com extrato de cebola + acerola). b10a e
b20a (sintese com 10 e 20 mM de selenito de sbdio, respectivamente,
com extrato de boldo + acerola)
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Figura13 — Graficos curva de sobrevivéncia de S. aureus BEC9393 em
contato com as SeNps. (A) SeNps produzidas com sal S, c10s e c20s
(sintese com 10 e 20 mM de selenito de sddio, respectivamente, com
extrato de cebola + acerola). b10s e b20s (sintese com 10 e 20 mM de
selenito de sédio, respectivamente, com extrato de boldo + acerola). (B)
SeNps produzidas com sal A, c10a e c20a (sintese com 10 e 20 mM de
selenito de sddio, respectivamente, com extrato de cebola + acerola).
b10a e b20a (sintese com 10 e 20 mM de selenito de sodio,
respectivamente, com extrato de boldo + acerola)
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5.3 TESTE DE HEMOLISE
Foram avaliadas 8 concentracbes de cada SeNps produzidas, além dos

extratos sem nanoparticulas. Os extratos sem nanoparticulas nao foram
hemoliticos, ja a hemodlise das SeNps pode ser vista na Figura 14. Foi realizado a
plotagem em grafico e através da regressdo linear foi possivel obter a CC50
(concentragdo minima que diminui 50% da quantidade celular) das SeNps mostrada
na Tabela 8. Como € possivel observar, apenas a b10s teve a CC50 abaixo de
1 mg/ml, mostrando-se mais téxica em relacdo as outras e promovendo maior
hemdlise em concentragdes mais baixas. A b10s, como visto, foi uma das SeNps
que tiveram maior tamanho em relacado as outras SeNps, o que é oposto do que
seria esperado da relagao entre tamanho da nanoparticula e sua citotoxicidade.

O efeito citotdéxico das nanoparticulas em geral esta relacionado a inumeros
fatores sendo os mais relevantes: tamanho, tipo de revestimento e estabilidade em
solugdo. Luesakul et al. (2016) testaram dois tamanhos de SeNps (198 e 322 nm) e
observaram que as nanoparticulas menores tiveram maior efeito toxico em células.
Normalmente, quanto menor o tamanho das nanoparticulas maior seu efeito
citotéxico, devido a maior superficie de contato e a facilidade de interiorizacao
(CHAUDHARY; UMAR; MEHTA, 2016).

O efeito citotoxico de SeNps em células tumorais ja foi descrito. (MITTAL;
KUMAR; BANERJEE, 2014). Nguyen et al. (2017), relataram o efeito téxico,
reducdo de até 30 % da viabilidade celular em alguns casos, em células Caco-2
testadas com SeNps. Luesakul et al. (2016) observaram o efeito citotdoxico em
células de cancer de mama (BT474) e baixa citotoxicidade contra células
pulmonares normais (WI38). Foi descrito na literatura efeito ndo toéxico, segundo o
autor, em células saudaveis humanas Hs68 (células fibroblasticas) apresentando
CC50 de 68 pl/ml, (MAHMOUDVAND et al.,, 2014). Em termos gerais, muitos
estudos indicam maior efeito citotdxico em células de origem tumorais em
comparagao as células normais (CHAUDHARY; UMAR; MEHTA, 2016; TAN et
al.,2018).

Yang et al. (2012) desenvolveram uma metodologia de sintese de SeNps
revestidas com polissacarideos, as nanoparticulas produzidas tiveram um aumento
na citotoxicidade contra linhagem de células tumorais que se deve, segundo o
estudo, ao aumento de fragmentagdo do DNA e condensagao de cromatina levando

as células a apoptose. Outro estudo feito com SeNps envoltas em pectina



51

demonstrou baixa toxicidade em células normais (RWPE-1 ) e células tumorais
(HeLa) que, segundo o autor, deve-se ao fato das SeNps estarem envoltas com

pectina diminuindo sua toxicidade (QIU et al., 2018).

Um estudo avaliando o efeito citotéxico em células Vero foi realizado, no qual
as SeNps avaliadas foram biossintetizadas com Alliym sativum (alho) e possuiam
tamanho médio de 70 nm, as nanoparticulas demonstraram CC50 de 31 ug/ml
(ANU et al., 2017).

Pelos estudos citados podemos deduzir que existem varias caracteristicas
que influenciam na atividade das nanoparticulas em impedir o crescimento ou
promover a morte celular. Os testes citotoxicos apresentados, foram feitos em
células que possuem nucleo, diferente da hemacia que € uma célula anucleada e,
portanto, alguns possiveis mecanismos do efeito citotoxico ndo se apliquem a ela, o

que é percebido na baixa taxa de hemolise.



Figura14 — Grafico do teste hemdlise. (A) SeNps produzidas com sal S, c10s e
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c20s (sintese com 10 e 20 mM de selenito de sddio, respectivamente, com extrato

de cebola + acerola). b10s e b20s (sintese com 10 e 20 mM de selenito de sddio,
respectivamente, com extrato de boldo + acerola). (B) SeNps produzidas com sal
A, c10a e c20a (sintese com 10 e 20 mM de selenito de sddio, respectivamente,
com extrato de cebola + acerola). b10a e b20a (sintese com 10 e 20 mM de
selenito de sédio, respectivamente, com extrato de boldo + acerola)
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Tabela .8: CC50 das SeNps feito por regressao linear

CC50 (mg/ml)

c10s c20s b10s b20s c10a c20a

1,66 1,64 0,82 1,67 1,6 2,1

b10a

1,5

b20a

1,67

Fonte: Proprio autor
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6 CONCLUSAO

A biossintese e caracterizacdo das nanoparticulas de selénio com extratos
de Allium cepa, Malpighia emarginata e Vernonia condensata foi realizada como
esperado.

As SeNps apresentaram tamanhos, via MEV e DLS, diferentes pelos testes
medirem parametros distintos. Nanoparticulas produzidas com 10 mM de selenito
de sodio e com extrato de boldo + acerola teve maior tendéncia a se juntarem. Os
potenciais zeta e Pdls foram considerados estaveis em solucdo para todas as
nanoparticulas sintetizadas. A atividade antimicrobiana foi relevante em todas as
bactérias Gram positivas e sem agcdo nas Gram negativas testadas, mostrando uma
restricdo no espectro de agdo. Os compostos demonstraram tanto  acao
bacteriostatica quanto bactericida de acordo com a bactéria, em relacdo a hemolise
elas tiveram um bom CC50 tendo pouca toxicidade em hemacias. No entanto, os
mecanismos presentes na acado bacteriano das SeNps produzidas ainda séao

desconhecidos.

Portanto, ainda sdo necessarios maiores estudos para avaliar sua agao
contra outras cepas bacterianas e obter os reais mecanismos dessa agao

antibacteriana.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIAGAO DA TOXICIDADE DE COMPOSTOS ALTERNATIVOS COM AGAO
ANTIMICROBIANA

Pesquisador: Renata Katsuko Takayama Kobayashi

Area Tematica:

Versdo: 3

CAAE: 47661115.0.0000.5231

Instituicao Proponente: CCB - Departamento de Microbiologia

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 1.268.019

Apresentagao do Projeto:

Trata-se de um projeto para avaliar a toxicidade de compostos alternativos com agao antimicrobiana, pois é
sabido que a disseminagdo de microrganismos resistentes aos antimicrobianos convencionais € um
problema que estad afetando o recinto hospitalar, o ambiente e a comunidade de forma geral.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar agdo citotoxica de compostos antimicrobianos.

Objetivo Secundario:Determinar a concentragdo téxica em hemacias (CC50; ou seja, concentragdo que
danifica 50% das células)de compostos antimicrobianos alternativos. Comparar os resultados encontrados
nessa linhagem celular

com os resultados encontrados em células tumorais (HEp-2, HeLa, LLCMK2).

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos: O risco serd minimo. O risco & préprio de uma coleta de sangue, como dor, hematoma ou outro
desconforto no local da coleta. Raramente desmaio ou infecgdes no local de pungédo podem ocorrer. Por
isso, o procedimento serd realizado por profissionais qualificados e normas de biosseguranca serédo
utilizadas, como uso de luvas, jaleco e técnicas assépticas. Além disso, todos
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os materiais que entrarem em contato com o sangue, seja por meio da coleta ou do experimento, seréo
descartados adequadamente.

Em caso de desconforto ou outros danos devido ao procedimento de coleta de sangue, o voluntario sera
encaminhado para a Diviséo de Assisténcia & Saude da Comunidade (DASC — UEL).

Beneficios:

Esse estudo ir4 auxiliar no processo de desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos. Apds testes de
toxicidade, tais agentes podem ganhar potencial para serem utilizados em industrias farmacéuticas,
alimenticias, hospitais, clinicas, entre outros.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um estudo importante para area pois, a disseminagdo de microrganismos resistentes aos
antimicrobianos convencionais € um problema que esta afetando o recinto hospitalar, o ambiente e a
comunidade de forma geral. A pesquisadora pertence a um grupo de pesquisa que vem avaliando a
resisténcia de microrganismos isolados de humanos e alimentos a antibiéticos comerciais, principalmente no
aspecto epidemiolégico. O conhecimento resultante desse estudo podera reverter em beneficios no
desenvolvimento de novos agentes para controle de infecgdes bacterianas, visando métodos alternativos
para o combate as bactérias, principalmente as multirresistentes aos antimicrobianos.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Os termos de apresentagao obrigatéria estdo corretos.

Recomendacdes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

O pesquisador atendeu satisfatériamente as pendéncias levantadas pelo CEP, apresentando o documento
da DASC, com ciencia da pesquisa e se compromentendo em atender os participante do estudo caso, for
necessario. E adequou o cronograma. Projeto esta aprovado

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Prezado (a) Pesquisador (a),

Este é seu parecer final de aprovacgdo, vinculado ao Comité de Etica em Pesquisas Envolvendo Seres
Humanos da Universidade Estadual de Londrina. E sua responsabilidade imprimi-lo para apresentagdo aos
érgaos e/ou instituicdes pertinentes.

Coordenagao CEP/UEL.
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacado
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 18/09/2015 Aceito
do Projeto ROJETO_549298.pdf 21:42:46
Outros dasc.pdf 18/09/2015 |Renata Katsuko Aceito

21:42:13 | Takayama Kobayashi
Projeto Detalhado / | Projeto3.pdf 18/09/2015 |Renata Katsuko Aceito
Brochura 21:40:00 |Takayama Kobayashi
Investigador
TCLE / Termos de | TCLE.pdf 09/09/2015 |Renata Katsuko Aceito
Assentimento / 08:37:39 [Takayama Kobayashi|
Justificativa de
Auséncia
Folha de Rosto Doc1.pdf 09/09/2015 |Renata Katsuko Aceito

08:28:09 [Takayama Kobayashi

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Néo

LONDRINA, 08 de Outubro de 2015

Assinado por:
Alexandrina Aparecida Maciel Cardelli

(Coordenador)
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