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RESUMO

A resisténcia bacteriana, conforme a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), é uma das
principais ameacas de saude publica do mundo no século 21, devido a maior dificuldade no
tratamento eficaz de patologias causadas por bactérias e fungos de origem clinica, levando, por
consequéncia, a um aumento nos gastos com salde publica pelo prolongamento dose
tratamentos e das internacfes. O uso das nanoparticulas vem ganhando destaque como uma
alternativa aos tratamentos convencionais. Dentre as nanoparticulas metélicas utilizadas, se
destacam as nanoparticulas de prata (AgNPs) formadas a partir de sintese verde, que séo
atualmente amplamente pesquisadas e consideradas como promissoras para o controle da
multirresisténcia microbiana, uma vez que, podem transformar-se em nanoantibioticos e
potencializadoras para aqueles antibioticos ja existentes, alem ,é claro, de devido ao seu
potencial antimicrobiano sua aplicacdo em diversos produtos da area da salde, da industria e
meio ambiente vem ganhando destaque nos ultimos anos. Diferentes organismos biologicos
sdo capazes de sintetizar nanoparticulas a partir de um método mais eficiente e ecologicamente
correto, dentre eles, destaca-se as plantas, as quais produzem extratos com substancias de
potencial redutor, as quais atuam reduzindo ions metalicos presentes em um sal inorganico a
forma reduzida desse metal, transformando-os em nanoparticulas. O objetivo deste estudo foi
avaliar a possivel atividade antimicrobiana de nanoparticulas de prata sintetizadas a partir de
diferentes extratos de plantas, mel e glicerol frente aos isolados bacterianos Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Proteus mirabilis, Salmonella sp. e Escherichia coli e a
levedura Candida albicans. Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana das diferentes
nanoparticulas foi utilizada a técnica de agar difusdo em poc¢os. A concentracdo inibitdria
minima (CIM) foi determinada para as nanoparticulas que apresentaram atividade
antimicrobiana. Como resultados observou-se que das oito nanoparticulas de prata testadas,
seis apresentaram atividade antimicrobiana frente aos microrganismos testados, podendo ser
observada uma maior resisténcia as AgNPs pelas bactérias Gram-negativas. Os valores de CIM
observados mostram inibi¢do, em sua maioria, no valor de 32 ug/mL. Apenas a bactéria Gram
negativa Pseudomonas aeruginosa ndo sofreu a acdo inibitoria de nenhuma nanoparticula. A
AgNP de rabanete pH 11,4 (3) obteve o maior espectro de acdo. A nanoparticula de prata
sintetizada com rabanete (pH 6,8) foi 0 antimicrobiano cuja menor concentracdo foi capaz de
impedir o crescimento visivel do fungo Candida albicans. Concluiu-se que as AgNPs
sintetizadas a partir de produtos naturais, em sua maioria, inibiram, em algum grau, o
crescimento dos isolados clinicos testados evidenciando que essa nanotecnologia pode ser uma
alternativa promissora para o desenvolvimento e auxilio de novos produtos antimicrobianos.

Palavras-chaves: Nanoparticulas de prata, Sintese verde, Multirresisténcia, Atividade
antimicrobiana.



ABSTRACT

The World Health Organization (WHO) claims bacterial resistent is one of the main public
health threats in the world in the 21st century. This happens due to the greater difficulty in the
effective treatment of pathologies caused by bacteria and fungi of clinical origin. As a
resultthere is an increase in public health expenses due to the extension of treatments and
hospitalizations. The use of nanoparticles has gained prominence as an alternative to
conventional treatments. Among the metallic nanoparticles used, silver nanoparticles (AgNPSs)
formed from green synthesis stand out. AgNPs are currently widely researched and considered
as promising for the control of microbial multiresistance, since they can be transformed into
nanoantibiotics and enhancers for those that already exist. When used in products for health,
industry and the environment. Different biological organisms are capable of synthesizing
nanoparticles using a safer, more efficient and ecologically correct method, among them, plants
stand out, which produce extracts that act as metal ion reducers, transforming them into
nanoparticles. The aim of this study was to evaluate the possible antimicrobial activity of silver
nanoparticles synthesized from different plant extracts, honey and glycerol against bacterial
isolates Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Proteus mirabilis, Salmonella sp.,
Escherichia coli and Candida albicans yeast. To evaluate the antimicrobial activity of different
nanoparticles, the well diffusion method was used. The minimum inhibitory concentration
(MIC) was determined for the nanoparticles that showed antimicrobial activity. As a result, it
was observed that of the eight silver nanoparticles tested, six showed antimicrobial activity
against the tested microorganisms, with greater resistance to AgQNPs by Gram-negative bacteria
being observed. The MIC values observed show mostly inhibition at 32 ug/ml. Only the Gram
negative bacteria Pseudomonas aeruginosa did not suffer the inhibitory action of any
nanoparticles. The radish AgNP pH 11.4 (3) had the largest action spectrum. The silver
nanoparticle synthesized with radish (pH 6.8) was the antimicrobial whose lowest concentration
was able to prevent the visible growth of the fungus Candida albicans. It was concluded that
AgNPs synthesized from natural products, mostly, inhibited, to some degree, the growth of the
clinical isolates tested, showing this nanotechnology can be a promising alternative for the
development and assistance of new antimicrobial products.

Keywords: Silver nanoparticles, Green synthesis, Multiresistance, Antimicrobial activity.
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ANEXO A



1 INTRODUCAO E JUSTIFICTIVA

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos é um sério problema de saude publica, ndo
sO no brasil, mas também em todo o0 mundo, uma vez que doencas causadas por bactérias e
fungos, que antes eram tratadas eficientemente com o auxilio destes medicamentos, hoje estéo
cada vez mais dificeis de serem tratadas (BODNAR, 2018). A resisténcia desenvolvida por
alguns microrganismos é algo natural e evolutivo, no entanto, ultimamente essa resisténcia tem
acelerado de forma preocupante e, muitas vezes, mais rapida que a producdo de novos
antibidticos eficientes, pois o uso indiscriminado e incorreto desses medicamentos fez com que
esses microrganismos ficassem seletivos e multirresistentes (BODNAR, 2018). Esse fato &,
segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) uma das principais ameacas de saude publica
do mundo no século 21, uma vez que, ocorre um aumento nos gastos de saude publica, devido
ao prolongamento de tratamentos e internagcdes e um aumento nos numeros de morbidade e
mortalidade (SINGH et al., 2020).

A partir disso, a nanotecnologia, em especial as nanoparticulas metélicas, surgem como
uma viavel e promissora alternativa e auxilio para esses antibidticos convencionais e, também
para o uso em produtos desenvolvidos que tenham como objetivo tentar minimizar danos que
uma bactéria ou fungo, em especial em ambientes hospitalares, possam causar a salde de
pacientes, uma vez que essas hanomoléculas conseguem interagir com diferentes componentes
estruturais de bactérias e fungos, levando-os a morte celular e a uma dificuldade de
desenvolverem resisténcia e a formacdo de biofilmes frente a essas NPs. Dentre essas
nanoestruturas, é importante destacar as nanoparticulas de prata (AgNPs), pois se trata de um
excelente antimicrobiano devido a seu tamanho reduzido e sua grande area de superficie, lhe
permitindo uma eficiente acdo sobre diversos microrganismo, afetando suas estruturas e
prejudicando importantes funcdes celulares (SCHROFEL et al., 2014). Além disso, as
nanoparticulas de prata podem ser sintetizadas biologicamente, pela conhecida sintese verde
gue é um processo de baixo custo, ecologicamente correto, com efeitos adversos reduzidos
sobre os tecidos bioldgicos, com baixa toxicidade e sem a producdo de residuos toxicos. As
NPs podem ser produzidas a partir do extrato vegetal de diferentes partes de uma planta ou
composto, sendo esse extrato o responsavel por reduzir os ions metalicos a nanoparticulas por
meio de enzimas normalmente presentes em sua estrutura e esséncias para a manutencéao de sua
sobrevivéncia (AKHTAR; PANWAR; YUN, 2013).

Portanto, é necessario e extremamente importante para a salde pablica e para a saide dos

pacientes que essas patologias advindas desses microrganismos multirresistentes sejam tratadas



de forma eficiente, evitando, assim, o prolongamento da doenca e a possibilidade de um
aumento na multirresisténcia bacteriana, em especial em ambientes hospitalares (ALMEIDA,
2017). Por esse motivo a biossintese de AgNPs vem crescendo como possivel solucdo a essas
importantes questdes, justificando o interesse no desenvolvimento desse trabalho de pesquisa
como forma de compreender como ocorre a biossintese das nanoparticulas e a sua possivel agdo

antimicrobiana e antifingica frente a isolados de origem clinica.



10

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar a potencial atividade antimicrobiana de nanoparticulas de prata, produzidas por

sintese verde, frente a microrganismos de origem clinica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Testar a atividade antimicrobiana de nanoparticulas de prata sintetizadas a partir de extratos
boténicos e de mel de abelhas frente aos isolados bacterianos de origem clinica Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Proteus mirabilis, Salmonella sp. e Escherichia coli e ao
isolado fungico Candida albicans;

-Determinar a Concentracao Inibitéria Minima (CIM) das nanoparticulas que apresentaram

atividade antimicrobiana.
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3 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

3.1 Nanotecnologia

A nanociéncia foi definida, em 1959, por Richard Feynman como o estudo e a
manipulagdo de substancias em sua escala atbmica, molecular e macromolecular, nas quais
suas propriedades séo diferentes de quando estdo em escala normal (BODNAR, 2018). A faixa
de tamanho normalmente utilizada para caracterizar produtos de escala nanométrica é de 1 a
100 nm (BOVERHOF et al., 2015) e, além do tamanho formado, esses hanomateriais possuem
composicdo quimica, forma e estrutura especificas que acabam por determinar caracteristicas
Unicas a esses produtos (HULL, 2018).

Por possuirem especificidades importantes as substancias nanomoleculares estdo em
expansao na contemporaneidade, uma vez que, sua manipulacdo, producdo e suas possiveis
utilizacbes, em diferentes areas, sdo focos de pesquisa (SHARMA et al., 2019). Dentre os
diferentes setores em que a nanotecnologia vem sendo aplicada, pode-se destacar o setor
agricola, que em busca de alternativas para minimizar a utilizacdo de pesticidas, aumentar a
producdo agricola e encaixar-se nos parametros de sustentabilidade estd promovendo a
pesquisa e o desenvolvimentos de novas ferramentas que envolvam a nanotecnologia
(FORTUNATI et al., 2019). Outro setor que vem se destacando nesse quesito é a satde, sendo
essa tecnologia empregada em diferentes areas, dentre elas pode-se citar a farmacologia e a
biotecnologia que sdo responsaveis pela composicdo de farmacos e novos compostos viaveis
para tratar patologias de origem clinica, como por exemplo, as nanoparticulas (SBALQUEIRO
etal., 2018).

Essa constante procura por novas tecnologias, em especial na area da salde, se deve ao
grande desafio que essa area e a satde publica vem enfrentando com relacdo a multirresisténcia
bacteriana e fungica de cepas de origem clinica, uma vez que, esses microrganismo, passam
por um processo evolutivo, devido a frequente utilizacdo, pela sociedade, de antibioticos de
amplo espectro, acabam por evoluir e tornarem-se multirresistentes a medicamentos que antes
eram eficazes contra esses patdgenos, diminuindo, por consequéncia, drasticamente as opgoes
de tratamentos existentes (BODNAR, 2018). E dentro desse contesto que as nanoparticulas
metalica veem sendo amplamente estudadas e associadas a uma promissora e eficiente
alternativa aos antibidticos convencionais ou entdo uma maneira de auxiliar esses
medicamentos a se tornarem mais eficientes, uma vez que, essas nanomoléculas conseguem

interagir com diferentes componentes celulares de um mesmo microrganismo, como por



12

exemplo, o DNA, enzimas, ribossomos e lisossomas, afetando a permeabilidade da membrana
celular, causando estresse oxidativo, expressdo génica e ativacdo de diferentes proteinas e
enzimas celulares, dificultando, por consequéncia que bactérias e fungos consigam

desenvolver resisténcia perante essas NPs (SINGH et al., 2020).

3.2 Nanoparticulas metalicas (sintéticas e bioldgicas)

Dentre as alternativas estudadas e proporcionadas pela nanociéncia, as nanoparticulas
metalicas, em especial as formadas por prata e ouro, destacam-se como alternativas viaveis e
promissoras, ndo apenas para a area farmacéutica, de alimentos e da medicina, mas também
para &reas como a cosmética e eletroquimica, podendo, essas nanoparticulas, serem
sintetizadas a partir de diferentes métodos, destacando-se os métodos quimicos e bioldgicos
(JIRAVOVA et al., 2016).

A sintese quimica € o método mais utilizado para produzir nanoparticulas metélicas, o
qual consiste na reducdo quimica de sais (OTTONI et al., 2018) e necessita de produtos que
atuem como estabilizantes e redutores, que, em sua maioria, acabam por serem toxicos e caros
(XUE et al., 2016). O método de sintese quimica de nanoparticulas metalicas mais utilizado
consiste em uma reagdo em meio aquoso, na qual como agente redutor, normalmente, utiliza-
se citrato de sodio ou borohidreto, formando uma suspensdo coloidal, no entanto, para que
ocorra de maneira correta essa suspensdo é necessario que ela seja estavel, sendo essa uma das
principais dificuldades encontradas nesse tipo de processo, ja que essas particulas possuem
uma alta energia superficial, favorecendo termodinamicamente a agregacdo das nanoestruturas,
impedindo que ocorra a formacgdo de nanomateriais estaveis. A fim de evitar que ocorra a
agregacdo das nanoestruturas é necessario que agentes estabilizantes poliméricos, como por
exemplo o PVP (polivinilpirrolidona), o PVA (alcool polivinilico) e o PAA (acido poliacrilico)
gue possuem cadeias organicas longas, compostas por anions (sitios basicos de Lewis), que 0s
confere uma alta afinidade com as nanoparticulas e um efeito estérico com as NP’s, impedindo
interacdes entre elas. (MELO JR et al., 2012).

Ja a sintese bioldgica ou entdo chamada “sintese verde” consiste na sintese de
nanoparticulas a partir de um outro microrganismo biologico, podendo este ser uma planta,
bactéria ou um fungo, o qual pode produzir as NP“s de duas formas, a extracelular, que consiste
na reducdo do material organico fora das células por meio de enzimas como a nitrato redutase
ou com o transporte de elétrons por quinonas, € a intracelular, na qual esse material é reduzindo
dentro da propria célula do microrganismo produtor (LATHA et al., 2015) (FIGURA 1). Esse
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processo vem sendo cada vez mais utilizado pois consiste em uma abordagem que utiliza, em
diferentes hospedeiros biol6gicos, uma reacdo moderada capaz de produzir nanoparticulas de
caracteristicas estaveis e com dimensoes pré-definidas, sem gerar residuos (AJITHA; ASHOK
KUMAR REDDY; SREEDHARA REDDY, 2015). Além da estabilidade, essas nanoparticulas
possuem uma boa compatibilidade biolégica, ou seja, os efeitos adversos sobre tecidos
biolégicos sdo menores, reduzindo, portanto, a sua toxicidade (SCHROFEL et al., 2014), é um
processo de baixo custo, ndo demanda de uma alta energia e ndo necessita da utilizacdo de
produtos toxicos e/ou agressivos, sendo, por consequéncia, uma alternativa viavel e

ecologicamente correta se comparada a sintese quimica (SINGH et al., 2015).

Figura 1. Mecanismos de sintese verde de NPs através de diferentes organismos biol6gicos.
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As nanoparticulas metélicas biossintetizadas podem variar em tamanho e forma , uma
vez que, essas caracteristicas estdo diretamente ligadas ao microrganismo e aos parametros
definidos durante seu processo de formacao, dentre essas parametros, pode-se citar o pH do
meio, a temperatura de estufa, a concentragdo metélica utilizada, a agitacdo e o tempo de
exposicao ao metal escolhido, os quais irdo determinar como a nanoparticula iré se caracterizar,
em especial o tamanho, em nanémetros (nm) que ira ter (ZHANG et al., 2016), como pode ser
observado na tabela 1, que traz diferentes especies formadoras de NPm bioldgicas e seus

respectivos tamanhos.



Tabela 1: Microrganismos sintetizadores de NPs metalicas.
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Microrganismos Tipo | Tamanho Referéncias
de NP | (nm)
Penicillium oxalicum Ag 21 Sukla Bhattacharjee et al 2017
Arthroderma fulvum Ag 15,5 XUE et al., 2016
Aspergillus fumigatus Ag 1-20 Kalyani et al., 2018
Fungos Penicillium polonicum Ag 10-15 Neethu et al., 2018
Trichoderma longibrachiatum Ag 5-25 Elamawi et al., 2018
Aspergillus niger Ag 20-40 Noguti., 2019
Bacillus sp. Ag 42 - 92 Dasetal., 2013
Bacillus thuringiensis Ag 43-143 Najitha et al., 2014
Acinetobacter sp. Ag 15-50 Zaki et al., 2011
Bacillus megaterium Ag 15-50 Zaki et al., 2011
Escherichia coli Ag 15-50 Zaki et al., 2011
Bactérias | Stenotrophomonas maltophilia Ag 15-50 Zaki et al., 2011
Klebsiella pneumoniae Ag 5-32 Zaki et al., 2011
Staphylococcus aureus Ag 160-180 Shahverdi et al., 2007
Morganella sp. Ag 15-25 Nanda; Saravanan, 2009
Pseudoduganella eburnea Ag 8-24 Parikh et al., 2008
Sphingobium sp. Ag 7-22 Hug., 2020
Eriobotrya jap6nica Ag 46 Rao, 2017
Justicia adhatoda L Ag 5-50 Bose, 2015
Plantas Ananas. comosus Ag 12,4 Emeka et al., 2014
Melissa. de fi cinalis Ag 12 Baltazae et al., 2017

Essas NPs metalicas normalmente possuem formato esférico e normalmente, sdo

estruturadas em camadas distintas, com funcbes especificas, sendo elas a camada funcional
central (6 comum apresentar comportamento éptico e magnético como, por exemplo a
fluorescéncia), a camada protetoras (responsavel por preservar tanto a camada funcional de
possiveis danos quimicos, quanto a célula de possiveis propriedades toxicas que possam estar
presente e constituir a camada central), e a camada exterior (responsavel pela
biocompatibilidade a outros componentes celulares, a solubilidade em agua e do
reconhecimento especifico). E nessa camada superficial que os grupamentos bioquimicos estdo
agrupados, podendo, assim, permitir que ocorra ligagdo entre a nanoparticula e outras moléculas
e/ou estruturas celulares, como por exemplo, de fungos e bactérias (ALMEIDA, 2017). Quando

essa NP é formada, sendo seu tamanho em escala nanométrica, boa parte de seus atomos iréo
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se dispor em volta de sua camada exterior, sendo a quantidade de 4&tomos presentes em seu
interior bem menor, isso ocorre, pois quanto menor o tamanho da nanoparticula, maior a
quantidade de atomos em sua superficie externa, quando comparada a outras nanoparticulas
maiores, € por isso que as reacGes envolvendo essas particulas ocorre em sua superficie,
indicando que, nanoparticulas menores sdo mais reativas. No caso das AgNPs (nanoparticulas
de prata), elas possuem tendéncia a terem tamanho menor , fazendo com que estejam mais
propensas a interagir com outras estruturas bioldgicas e, por consequéncia, serem mais efetivas
em suas acdes, em especial como antimicrobiana e antifungica (THAKKAR; MHATRE;
PARIKH, 2010).

3.2.1 Nanoparticulas sintetizadas por plantas e outros produtos naturais

As plantas sdo outra importante opcdo para a sintese ecologicamente amigavel de
nanoparticulas metalicas, uma vez que, esses organismos vivos conseguem utilizar metabdlitos
que normalmente usam para sua sobrevivéncia como redutores de ions metélicos para as rotas
de sintese verde e como estabilizantes para as NPMs formadas (AKHTAR; PANWAR; YUN,
2013). Diferentes partes do vegetal como as folhas, sementes, cascas, raizes e extratos podem
produzir nanoparticulas com diferentes caracteristicas, uma vez que, o extrato de diferente parte
da planta escolhida pode gerar nanoparticulas diferentes e com caracteristicas distintas, sendo,
devido a isso, nanoparticulas que foram sintetizadas a partir de uma mesma planta, mas de
extratos de locais diferentes, como por exemplo extrato da folha e extrato da casca de uma
mesma planta, devem ser consideradas como NPMs diferentes, com formas e tamanhos
distintos (DAS; DAS; VELUSAMY, 2013).

Dentre as diferentes partes de uma mesma planta que podem servir como agente redutores
de ions metélicos, como as folhas, a casca, as flores e sementes, uma coisa ha em comum sobre
a formacdo de nanoparticulas derivadas desses extratos, a concentracdo de extrato e de ions
metalicos presentes, o tempo de reacdo, a temperatura e o pH influenciam diretamente na forma
e no tamanho da nanoparticula formada, influenciando, por consequéncia, na sua acdo frente a
diferentes microrganismos (MITTAL; KALER; BANERJEE, 2012).

Outro composto, ja descrito na literatura por Balasooriya et al., 2015 e Junior et al., 2017,
utilizado para a sintese de nanoparticulas de prata € o mel, que ¢ um fluido viscoso e doce
produzido por abelhas a partir do néctar de flores, que é constituido por agucares, como a glicose
e a frutose, de agua e por mais alguns compostos como vitaminas e enzimas (SOUSA et al.,

2017). Séo esses compostos fendlicos e agucares presentes na composicdo do mel que sdo 0s
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responsaveis por reduzir os ions metalicos Ag+, transformando-o0s em nanoparticulas de prata,
além é claro de servirem como agentes estabilizantes para essas AgNPs, evitando que elas se
agrupem (OSKUEE et al., 2016).

O uso do glicerol na biossintese de nanoparticulas deve-se ao fato de que atua como um
agente redutor flexivel, eco-friendly (biocompativel e biodegradavel) e de baixo custo
(NALAWADE et al., 2013).

O glicerol (1,2,3-propanotriol), também conhecido como glicerina (na sua forma impura),
é um composto derivado da producdo do biodiesel que é utilizado como fonte de carbono em
processos biotecnoldgicos, como aditivo combustivel, lubrificante e em diversos tipos de

industrias (farmacéutica, alimenticia, cosméticos etc.) (CAMPOS et al. 2017).

3.2.2 Nanoparticulas sintetizadas por microrganismos

As bactérias sdo uma Otima opcdo de microrganismos utilizados para biossintetizar
nanoparticulas metélicas, as quais utilizam métodos de reducdo do ion metélico que pode
ocorrer intracelular, caso em que os ions sofrem reducdo no meio citoplasmatico, ou entéo
extracelular, através da acdo de metabdlitos secretados ou por moléculas que ja estdo
localizadas na superficie da bactéria. Existem estudos que mostram que algumas bactérias,
como as bactérias magnetotaticas (BMT), possuem em seu interior, de forma natural,
nanoestruturas chamadas de magnetossomos, que sdo formadas por 6xido de ferro (Fe304) e
sulfeto de ferro (Fe3S4) (SAWOSZ et al., 2010). Além dessas bactérias existe a possibilidade
de produzir NPMs a partir de bactérias que conseguem reduzir, naturalmente, ions metalicos
que entram em contato com suas enzimas, sendo importante destacar a nitrato redutase, enzima
mais utilizadas nesse tipo de reacdo, a qual é importante para o ciclo do nitrogénio, onde
converte nitrato em nitrito e o elétron resultante é transferido para o ion de prata, sendo esse
reduzido a AgNPs (MANIKPRABHU; LINGAPPA, 2013). De acordo com estudos ja feitos
(Tabela 1), algumas bactérias aparecem como alternativas promissoras para a biossintese de
nanoparticulas de prata, como exemplo os pertencentes ao género Bacillus, Bacillus subtilis e
Bacillus amyloliquefaciens.

Os fungos também se destacam como 6timas opcdes para a biossintese de AgNPs, uma
vez que, diversos componentes celulares presentes normalmente em suas estruturas e para as
suas fungdes metabolicas, como proteinas, produtores de enzimas que possuem potencial de
reducdo, intra ou extracelular, dos ions metélicos para formacdo de nanoparticulas e sua
estabilizagdo (THAKKAR; MHATRE; PARIKH, 2010); como exemplo de espécies de fungos
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que aparecem na literatura como formadores de AgNPs, podemos citar Candida albicans,
Aspergillus fumigatus, Fusarium oxysporum (KAMINSKY] et al., 2008).

3.3 Nanoparticulas de prata

A prata é um composto que j& vinha sendo utilizada e comercializada para uso topico, ao
longo da historia, por sua eficiéncia em tratamentos contra diferentes patologias, como Ulceras,
infeccOes, queimaduras e feridas (SINGH et al., 2015), sendo reconhecida por sua excelente
acao antibiotica (BALAKUMARAN et al., 2016), uma vez que Seu uso como agente
antimicrobiano é antigo, podendo ser exemplificada com a utilizacdo de vasos feitos de prata
para armazenar agua e vinho, evitando possiveis contaminagdes ou entdo durante a idade
moderna (século XVII) em que a prata, na forma de sal de nitrato, era utilizada para tratar
feridas (KLASEN, 2000).

Quando se fala em sintese de AgNPs, diversos compostos organicos podem ser citados
como seus sintetizastes, como por exemplo bactérias, fungos, leveduras ou, entdo, extratos
vegetais. Esses compostos organicos sdo capazes de produzir nanoparticulas a partir de seu
préprio metabolismo, uma vez que, 0s agentes redutores e estabilizantes necessarios para a
formacao e estabilizagdo dessas nanomoléculas sdo produzidos pelo préprio metabolismo desse
microbio (GADE et al., 2010). Essa sintese pode ocorrer intra ou extra celular, sendo o
mecanismo de biossintese intracelular um processo que envolve o transporte de ions no interior
da célula produtora, ocorrendo uma interacdo de ions de carga positiva provenientes da prata
(Ag+) com a carga negativa da superficie interior da parede celular, e sdo as enzimas localizadas
na parede celular que irdo reduzir esses ions de prata para Ag®, formando nanoparticulas que,
posteriormente, irdo ser transportadas para o meio extracelular (HULKOTI; TARANATH,
2014). Ja no meio extracelular essa sintese ocorre a partir de interacdes entre ions metalicos da
prata com moléculas que sdo liberadas pelas células ou com proteinas presentes na membrana
celular. Esses extratos organicos produzidos por esses organismos, como as enzimas/proteinas,
aminoacidos, polissacarideos e vitaminas, sdo 0s responsaveis por reduzir os ions metalicos e
por estabilizar as nanoestruturas formadas, no caso da biossintese de nanoparticula de prata a
enzima nitrato redutase é a mais presente nas reacoes, essa enzima é importante para o ciclo do
nitrogénio pois é a responsavel pela converséo de nitrato em nitrito e, no caso da formagéo de
nanomoléculas de prata, na maioria dos microrganismos, € a responsavel por reduzir o ion

metalico. Isso ocorre porque quando o nitrato é reduzido a nitrito, um dos elétrons da reacéo é
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transferido para os ions de prata presentes no microrganismo, bioreduzindo, por consequéncia,
a prata Ag+ em Ag° e formando as AgNPs (DURAN et al., 2011).

3.3.1 Utilizagdo das nanoparticulas de prata

O interesse na utilizacdo da prata associada a nanotecnologia € um recurso que veem
crescendo e ao longo dos ultimos anos como uma eficiente e importante ferramenta para a saide
e a biotecnologia, torna a nanoparticula de prata uma alternativa interessante e promissora de
nano antibiotico se comparado aos antibidticos comerciais comuns, uma vez que, a crescente e
preocupante resisténcia de bactérias clinicas frente a boa parte desses medicamentos 0s
tornaram ineficientes para diferentes patologias. A partir disso, as nanoparticulas de prata
(AgNP), em especial as sintetizadas a partir de metodos verdes, tendo ocorrido em 1984 o
primeiro relato de biossintese de AgNPs a partir de uma bactéria isolada de minas de prata, a
Pseudomonas stutzeri AG259 (HAEFELI; FRANKLIN; HARDY, 1984), sdo descritas,
estudadas e utilizadas como 0s novos e promissores agentes biotecnolégicos de nanoescala com
uma vasta aplicacdo em diferentes ambitos, desde o industrial ao comercial e clinico (SILVA
2019). Dentre exemplos de aplicacdo em area clinica, pode-se citar estudos feitos por
Rahisuddin et al. (2015) que evidenciaram a acdo antimicrobiana de nanoparticulas de prata
contra cepas bacterianas de Staphylococcus aureus (MTCC3160) e Escherichia coli
(MTCC405) e de espécies fungicas de Candida, como a Candida albicans (ATCC90028),
Candida glabrata (ATCC90030) e Candida tropicalis, também a sua utilizacdo em produtos
de higiene, curativos, dispositivos médicos e sua possivel atividade, além de antibacteriana,
antifangica e antiviral (ALSALHI et al., 2016).

A resisténcia bacterina aos antibidticos € um preocupante problema de sade publica em
diversos paises, em especial no Brasil, uma vez que as bactérias antes suscetiveis a
determinados antibioticos, hoje encontram-se resistentes. A resisténcia bacteriana aos
antibioticos € algo comum, resultante de uma selecdo e adaptacdo natural do microrganismo
aos antibidticos comumente utilizados contra ela, no entanto, o grande problema é que essa
adaptacao e essa resisténcia estdo em um ritmo acelerado, uma vez que, nas ultimas décadas o
uso indiscriminado desses medicamentos, fez com que amentasse a resisténcia de bactérias e
fungos, em especial de origem clinica, a esses medicamentos, sendo isso um fator determinante
para 0 aumento de gastos com os custos de satde da populagdo e com o aumento da morbidade
e mortalidade, ja que o tratamento eficaz contra diversas patologias causadas por bactérias

resistentes € mais prolongado, podendo causar hospitalizacdo prolongada desses pacientes,
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acarretando um aumento de gastos, a diminui¢do de leitos disponiveis, o prolongamento de
doengas e um problema sério de saude publica (MANAGEIRO et al., 2012).

O uso inadequado de antibidticos é um problema de muitas causas, podendo ser elas, a
prescricdo inadequada, o excesso de medicamentos, antes mesmo de exames comprobatorios
ficarem prontos, a ndo adesédo ou a utilizagdo inadequada pelos pacientes e a automedicacao
(HAWKEY, 2008). O processo de resisténcia bacteriana aos antibioticos € natural e evolutivo,
no entanto, veem crescendo progressivamente nos ultimos anos, essa evolucao ocorre a partir
de quatro mecanismos diferentes, sendo eles a modificacdo ou destruicdo enzimatica do
antibiotico (destrui¢do do antibidtico por enzimas presentes nas bactérias, como por exemplo,
0 B-lactamicos que sdo destruidos por enzimas B-lactamases), reducdo da permeabilidade
celular ao antibiotico (evitando sua acumulacdo intracelular, como exemplo, pode-se citar
Pseudomonas aeruginosa que sao resistentes a imipenem), sistemas de efluxos hiperexpressos
(corresponde a excre¢do de substancias toxicas) e a alteracdo, bloqueio e protecdo das células
alvo dos antibidticos (ocorre a producdo de células alternativas para se tornarem alvo dos
antibidticos, enquanto as moléculas alvo reais continuam a se reproduzir) (COGLIANI;
GOOSSENS; GREKO, 2011). Considerando esse processo evolutivo das bactérias frente aos
medicamentos, podemos destacar que nas bactérias Gram-positivas, 0 género Enterococcus e a
espécie Staphylococcus aureus sdo as mais susceptiveis a desenvolverem resisténcia, sendo
importante enfatizar o S. aureus resistente a meticilina (MRSA), que € extremamente
preocupante e presente em todo o mundo, em especial em ambiente hospitalar. Quanto as
bactérias Gram-negativas, é importante destacar a espécie Escherichia coli e o género
Klebsiella spp., sendo um dos principais mecanismos utilizados por essas bactérias a destruicdo
enzimatica de antibio6ticos (como por exemplo a producdo de enzimas B-lactamases) e que a
transferéncia dessa resisténcia entre bactérias ocorre através de plasmideos de resisténcia
(LOUREIRO et al., 2016).

No intuito de solucionar o problema da multirresisténcia bacterina e fangica, a nanoprata
estd se tornando um dos nanomateriais mais estudados e pesquisados uma vez que estudos
mostram que, devido ao seu tamanho reduzido e sua grande area de superficie, as AgNPs
possuam uma promissora e eficiente acdo sobre microrganismo, afetando suas estruturas e
prejudicando algumas importantes fungdes da membrana celular como a respiragéo e a
permeabilidade (ALLAHVERDIYEV et al., 2013). Além disso, essas particulas possuem
atividade de amplo espectro contra diferentes patégenos e uma probabilidade muito menor de
induzir uma resisténcia microbiana, se compara as drogas atuais. Essas caracteristicas

fomentam o desenvolvimento, ndo s6 de nanoantibidticos a base de prata, mas também outros
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tipos de materiais e para diferentes func6es, como por exemplo, em estacdes de tratamento de
agua, em equipamentos e utensilios hospitalares, como conservantes de alimentos em
embalagens e para tratar infecgdes e queimaduras hospitalares (GUZMAN; DILLE; GODET,
2012).

Os ions de prata, componentes fundamentais das AgNPs, sdo capazes de se ligar a
importantes componentes das células de fungos e bactérias que estdo em contato, causando sua
morte celular, que pode ser ocasionada por diferentes mecanismos utilizados pelas
nanoparticulas, como por exemplo, a sua acao na parede celular (as AgNPs conseguem se fixar
na parede celular e penetrar, causando assim uma mudanga na estrutura e permeabilidade dessa
parede, levando a morte celular), a formacdo de radicais livres (quando em contato com as
células bacterianas, ocorre formacéo de radicais livres, 0s quais sdo responsaveis por tornar a
parede dessas organismos porosa, 0 que, por consequéncia, induz a sua morte celular) e a
deformacéo da estrutura do DNA bacteriano (as NPs agem sobre o0 DNA da bactéria, o qual é
composto por enxofre e fosforo e ndo se encontra condensado por ndo possuir o complexo de
proteinas de condensacao e compactacgdo, as histonas, ligando-se a essas moléculas de enxofre

e fosforo, promovendo problemas na replicacdo desse DNA) (THOMAS et al., 2014).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Local do estudo, amostras e microrganismos testados

Este estudo foi desenvolvido no Centro de Exceléncia em Produtos e Processos
Oleoquimicos e Biotecnoldgicos — CEPPOB do Parque Regional Cientifico e Tecnologico da
Universidade de Santa Cruz do Sul (TecnoUnisc), localizado no Bloco 55 e no laboratério de
Microbiologia, bloco 20, da UNISC.

O estudo foi feito em parceria com o grupo de pesquisa da professora Dra. Jacqueline
Ferreira Leite Santos, do Instituto de Quimica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS), o qual produziu e forneceu as nanoparticulas de prata para os testes de atividade
antimicrobiana. As nanoparticulas testadas e seus respectivos numeros para identificacdo
foram as seguintes: AgNP de rabanete pH 6,8 (1), AgNP da casca do rabanete pH 6,8 (2),
AgNP de rabanete com pH de 11,4 (3), AgNP de mel com pH de 3,0 (4), AgNP de mel com
pH de 7,0 (5), AgNP de mel com pH de 10 (6), AgNP de glicerol (7) e AgNP de aipim (8).
Todas as oito nanoparticulas foram testadas, pelo método de agar difusdo em pocos, para
verificar a possivel atividade antimicrobiana e antifungica dos isolados bacterianos
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Proteus mirabilis e
Salmonella sp. e da levedura Candida albicans. As nanoparticulas foram sintetizadas a partir
do extrato aquoso do rabanete e da sua casca, do aipim, glicerol e da dilui¢cdo do mel, em sintese

assistida por irradiacdo micro-ondas.

4.2 Avaliacdo da atividade antimicrobiana

O espectro de atividade antimicrobiana das AgNPs foi determinado pela técnica de agar
difusdo em pocos, conforme Perez et al (1990) com modificacBes. Placas de agar Mueller-
Hinton (MH-Himedia®) foram preparadas conforme as instruc@es do fabricante. O volume de

25 mL de agar foi distribuido nas placas de Petri para garantir uma profundidade uniforme.

4.2.1 Padronizagéo da densidade do inéculo

As bactérias e a levedura testadas no estudo foram ativadas em caldo BHI e incubadas a
37 °C, por 24 h. Em seguida, as suspensdes de microrganismos foram centrifugadas a 5000 x
g por 10 min. O sobrenadante foi descartado e as células lavadas por duas vezes com solugdo
salina 0,85% m/v. O indculo foi preparado fazendo-se suspenséo direta do pellet obtido, em
solucéo salina. A absorbancia foi ajustada para 0,100 a 625 nm utilizando espectrofotdmetro
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(uv-vis 1800), o que corresponde ao padrdo McFarland 0,5, que contém, aproximadamente,
1,0 x 108 UFC-mL- As suspensdes microbianas foram semeadas com o uso de um swab estéril

na superficie do agar MH.

4.2.2 Inoculagéo das placas e leitura dos resultados

. No meio de cultura foram perfurados pocos de 5 mm de didmetro com o auxilio de
molde esteril. Apos, foram inoculados 30 uL das AgNP em cada po¢o. As placas foram
mantidas overnight sob refrigeracdo (7 °C a 10 °C), por 24 horas, para difusdo das
nanoparticulas e, em seguida, incubadas a 35 °C por 24 h.

Apbs o periodo de incubacdo os halos de inibicdo do crescimento microbiano foram
medidos (em milimetros) com o auxilio de um paquimetro. Todos os experimentos foram
realizados em duplicata.

Foram utilizados como controle negativo a dgua destilada estéril e como controles
positivos 0 AgNO:s e os antibioticos gentamicina para Pseudomonas aeruginosa, oxacilina para
Staphylococcus aureus, sulfametoxazol para Proteus mirabilis, levofoxacina para Escherichia
coli, Ciprofloxacino para Salmonella sp. e o antiflngico sulfazotrim para a levedura Candida
albicans.

4.3 Concentracao Inibitéria Minima

A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi feita utilizado o método de microdilui¢do
em caldo, segundo as metodologias propostas por Soberon et al., (2007) e Ellof (1998), com
algumas modificacBes: os ensaios foram realizados em caldo Mueller Hinton para as bactérias
e caldo Sabouraud para a levedura.

Primeiramente, para determinar a CIM das nanoparticulas sobre as bactérias 200uL de
caldo Mueller Hinton (MH) foram distribuidos em cada poco de placas de microtitulos de 96
pocos. Para a CIM da levedura o meio utilizado foi caldo Sabouraud. Uma aliquota de 200puL
da solucdo coloidal de cada nanoparticula de prata foi adicionada aos primeiros pocos da
primeira coluna da placa, homogeneizada e em seguida transferida para o pogo seguinte, e assim
sucessivamente obtendo-se as diluigdes de 1:1 até 1:512 pg/mL.

A concentracéo final de cada microrganismo-teste foi ajustada para 1x 108 UFC mL* a
partir da suspensdo direta do pellet obtido em solu¢ao salina, em um volume final de 100 uL e
10 uL foram adicionados aos pocos da placa que continham as diluicdes das AgNPs. Os

controles de crescimento microbiano foram feitos substituindo as nanoparticulas pelo mesmo
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volume de meio de cultura (caldos MH e Sabouraud). Controles de esterilidade foram
preparados usando apenas o0s caldos.

As placas foram seladas, homogeneizadas e incubadas a 35°C por 24 h. O crescimento
microbiano foi indicado pela turbidez do meio nos pogos da placa. A auséncia de crescimento
bacteriano foi interpretada como atividade antimicrobiana. O valor da CIM foi considerado
como a menor concentragdo da amostra capaz de causar inibicdo total do crescimento

microbiano.

4.4 Divulgacéo dos dados da pesquisa
Os resultados deste projeto foram compilados na forma de um artigo cientifico a ser
submetido a um periédico com classificacdo Qualis A1 a A4 da CAPES (Coordenacdo de

Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior).
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5 RESULTADOS

Os resultados e a discussdo deste estudo serdo apresentados na forma de um artigo
cientifico intitulado “POTENCIAL ANTIMICROBIANO DE NANOPARTICULAS DE
PRATA PRODUZIDAS POR SINTESE VERDE” a ser submetido para publicacdo na
revista JOURNAL OF BIOMEDICAL NANOTECHNOLOGY com classificacdo Qualis A2
em Biotecnologia.
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6 CONCLUSAO E CONSIDERAGOES FINAIS

Esse estudo mostrou, por conseguinte que as nanoparticulas sintetizadas atraves de um
método verde utilizando extratos de rabanete, aipim, glicerol e mel, conseguiram, em sua
maioria, apresentar atividade antimicrobiana e antifingica frente as cepas de bactérias e fungos
de origem clinicas que foram selecionados, mostrando que a utilizacao de extratos para a sintese
dessas nanoparticulas € eficiente e pode ser mais explorada a partir de novas pesquisas e testes.
Ademais, vale ressaltar que a utilizacdo das AgNPs como antimicrobianos, em especial na area
da salde apresentam nas literaturas resultados promissores, em especial para aquelas que
utilizam da sintese verde para serem originadas, no entanto algumas ddvidas ainda ndo foram
esclarecidas com relacdo a outras possiveis acdes dessa nanotecnologia no organismo humano
e nem quais nanoparticulas seriam mais eficientes contra determinados microrganismo, € por
iSS0, que é necessario que mais pesquisas e estudos sejam feitos nesse amplo campo da
nanotecnologia, uma vez que, € uma tecnologia promissora para futuros tratamentos na tentativa

de conter a multirresisténcia bacteriana e fangica cada vez mais presente na sociedade.
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