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RESUMO

As bactérias resistentes a antibidticos tornaram-se um grande desafio para a salde publica
devido a dificuldade de combaté-las. Na busca por novas alternativas, as nanoparticulas de prata
(AgNPs) surgem como uma das possibilidades para ajudar nesta situacdo. A acdo antibacteriana
da prata é conhecida ha anos, no entanto, o seu potencial é ampliado quando em escala
nanométrica. Assim, as AgNPs podem ser uma promissora op¢ao contra as bactérias resistentes.
Este trabalho teve como objetivo realizar a sintese de AgNPs biogénica utilizando extrato de
Kalanchoe pinnata com a intencéo de ajudar a comprovar a eficacia das AgNPs contra bactérias
resistentes. Também avaliar toxicidade in vitro e propor a aplicacdo das AgNPs em hidrogéis
para futura utilizacdo de tratamentos de feridas cutaneas. Inicialmente, foi realizada a
otimizag&o da sintese de AgNPs de modo a selecionar os melhores parametros para isto. Deste
modo, foram realizadas a caracterizacdo fisico-quimica das AgNPs utilizando as técnicas de
espalhamento dindmico de luz (DLS) e analise de rastreamento de nanoparticulas (NTA). A
atividade antibacteriana foi comprovada através do teste de disco-difusdo em agar e
concentracdo minima inibitoria. A eficacia das AgNPs foi confirmada com ensaios de cinética
de crescimento com bactérias resistentes. Para avaliar a citotoxicidade foram realizados os
testes de reducdo de tetrazélio (MTT) e vermelho neutro. E para avaliar a genotoxicidade,
utilizamos os testes de Allium cepa e ensaio do Cometa. Também foi testado a possibilidade de
alergias atraveés de expressdo génica de genes ligados a formacdo de inflamossomos e
quimiocinas. Os resultados mostraram que a melhor condicdo de sintese de AgNPs foi na
concentragdo de 0,06 mg.mLde extrato de K. pinnata, pH 9 e AgNO3z a 1mM. Logo, geraram
AgNPs com tamanho de 121 + 6,5 nm, polidispersao 0,2 + 0,1 pdi, potencial zeta de -23 £ 0,1
mV e concentragdo de 9 x 10 Np.mL™. As AgNPs foram eficazes contra bactérias resistentes
a partir de concentracdes de 0,9 x 10'° Np.mL?. As AgNPs conseguiram interromper a
formacdo de biofilme e inibir o crescimento bacteriano durante 24 h. Nao apresentaram
citotoxicidade in vitro até a concentracdo de 3 x 10'° Np.mL?. Apresentaram efeitos
genotoxicos em raizes de Allium cepa em altas concentrac@es e no ensaio de cometa com células
animais a partir da concentracdo de 0,9 x 10'° Np.mL™ e indica alteracio na expressdo dos
genes. As AgNPs foram incorporadas em hidrogéis poliméricos de polaxamer, e isto melhorou
os perfis reolégicos dos géis tanto em funcdo da frequéncia quanto da temperatura, desta
maneira, modificou a viscosidade e comportamento ndo Newtoniano do sistema. Ainda, 0s géis
apresentaram acao antibacteriana, mostrando serem eficazes contra bactérias resistentes através
do contato direto. Tendo em vista os resultados, as AgNPs de extrato de K. pinnata sao eficazes
contra bactérias resistentes, mesmo depois de incorporadas em hidrogéis. Desta forma, sdo uma
excelente alternativa para tratar infec¢bes causadas por bactérias resistentes.

Palavras-chaves: AgNPs. Hidrogel. Bacteérias resistentes. Citotoxicidade. Otimizacéo.



ABSTRACT

Antibiotic-resistant bacteria have become a major public health challenge due to the difficulty
of combating them. In the search for new alternatives, silver nanoparticles (AgNPs) appear as
one of the possibilities to help in this situation. The antibacterial action of silver has been known
for years, however, its potential is increased when on a nanometer scale. Thus, AgNPs can be
a promising option against resistant bacteria. This work aimed to carry out the synthesis of
biogenic AgNPs using Kalanchoe pinnata extract with the intention of helping to prove the
effectiveness of AgNPs against resistant bacteria. Also evaluate toxicity in vitro and propose
the application of AgNPs in hydrogels for future use of skin wound treatments. Initially, the
optimization of the synthesis of AgNPs was carried out in order to select the best parameters
for this. Thus, the physical-chemical characterization of the AgNPs was carried out using the
techniques of dynamic light scattering (DLS) and nanoparticle tracking analysis (NTA). The
antibacterial activity was proven through the disk-diffusion test on agar and minimum
inhibitory concentration. The effectiveness of AgNPs was confirmed with growth Kinetics
assays with resistant bacteria. Tetrazolium reduction (MTT) and neutral red tests were
performed to assess cytotoxicity. And to assess genotoxicity, we used the Allium cepa tests and
the Comet assay. The possibility of allergies was also tested through gene expression of genes
linked to the formation of inflamossomes and chemokines. The results showed that the best
condition for the synthesis of AgNPs was at the concentration of 0.06 mg.mL™* of K. pinnata
extract, pH 9 and 1mM AgNOs. Therefore, they generated AgNPs with a size of 121 £ 6.5 nm,
polydispersion 0.2 + 0.1 pdi, zeta potential of -23 + 0.1 mV and concentration of 9 x 10%°
Np.mL™. AgNPs were effective against resistant bacteria from concentrations of 0.9 x 10%°
Np.mL*. AgNPs were able to stop biofilm formation and inhibit bacterial growth for 24 h. They
did not show cytotoxicity in vitro until the concentration of 3 x 10'° Np.mL*. They showed
genotoxic effects in Allium cepa roots in high concentrations and in the comet assay with animal
cells from the concentration of 0.9 x 10%° Np.mL™ and indicates alteration in gene expression.
The AgNPs were incorporated into polymeric polaxamer hydrogels, and this improved the
rheological profiles of the gels both as a function of frequency and temperature, thus changing
the viscosity and non-Newtonian behavior of the system. Also, the gels showed antibacterial
action, showing to be effective against resistant bacteria through direct contact. In view of the
results, K. pinnata extract AgNPs are effective against resistant bacteria, even after being
incorporated into hydrogels. In this way, they are an excellent alternative to treat infections
caused by resistant bacteria.

Keywords: AgNPs. Hydrogel. Resistant bacteria. Cytotoxicity. Optimization.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 — Esquema de formacédo de nanoparticulas de prata biogénica..........c...cceeevvverivennnne 22
Figura 2- Mecanismo proposto da agdo antibacteriana das nanoparticulas de prata: 1) atracdo

eletrostatica, 2) producdo de radicais livres, alteragdes na permeabilidade, distUrbios da
respiracdo, vazamento de conteudo intracelular, 3) modulacdo dos perfis fosfotirosina das
proteinas envolvidas na progressao do ciclo celular e na sintese de polissacarideos capsulares,

4) interacdo com os grupos SH; inibicdo da sintese e fungdo de proteinas, 5) interacdo com

moléculas contendo fOSTOr0 (DINA). ..o e 25
Figura 3 - Linha do tempo do desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana. .................... 29
Figura 4- Mecanismo de resisténcia bacteriana.............cccecveveieeii e 32

Figura 5 — Otimizacio da sintese de AgNP para concentracdo de 0,06mg. mL™ de extrato e
concentracdo final de 1mM de AgNOs, Em A) Evolucdo do tempo de sintese de AgNP
utilizando diferentes pH. Em B) Espectro-Vis do estrado de K. pinnata e UV-Vis da sintese das
nanoparticulas em pH9 (0,06mg. mL™ de extrato e concentracéo final de 1mM de AgNO3). 42
Figura 6 - Resultados das leituras em espectrofotdmetro de UV-vis das diferentes reacdes de
pH e concentracfes do extrato apds 24h da sintese. Os graficos mostram padrdes de leitura
tipicos da presenca de AgNPs. Imagens: A Concentragdo 0,03 mg.mL™?; B — 0,06 mg.mL™?; C
872 1o T OO 43
Figura 7 - Esquema da proposta de sintese biogénica utilizando K. pinnata como agente redutor
e estabilizante, originando uma nanoparticula com um cerne de prata metalico e um capping
formado pelas substancias originadas do EXIrat0. ..........ccccererereriiinisieeee e 46

Figura 8 — Resultados das analises quantitativa de expressdo de genes ligados a inflamacao.

Figura 9 — (A) Leitura em UV-Vis mostra um pico de absorbancia no comprimento de onda
entre 430-450 nm, indicando a formacdo de AgNPs; (B) Foto do meio de reacdo ao iniciar a
sintese (AgNO3 + Extrato) e ao final da sintese (AgNPs), demonstrando a cor caracteristica da
TOrMAGED B AGNIPS. ...ttt ettt nre et nee e 62
Figura 10 - Cinética de crescimento bacteriano ao longo do tempo em exposicdao a AgNP
biogénicas na concentracdo de 1 vez o MIC de cada bactéria. Os controles estdo marcados com
linhas tracejadas. (A) cepas de S. aureus; (B) cepas de E. coli; (C) cepas de K. pneumonie; (D)

cepas de P. aeruginosa; (E) cepas de Enterbacter; (F) S. liquefaciens .........c.ccccccvvviiieiiieiinnns 64



Figura 11 — Resultados da Inibicdo da formacdo de biofilme expostos a diferentes
concentracfes de nanoparticulas, nos quadrados a porcentagem de biofilme encontrado ap6s
o3 010 ] [0 Lo TSR 65
Figura 12 — Resultados de viabilidade celular. Na figura (A) resultados da avaliacdo por MTT
e em (B) resultados da avaliagdo por Vermelno NEULIO...........ccceviiiiiiiiieieeec e 66
Figura 13 — Em A) Resultados dos indices relativos do ensaio cometa em diferentes linhagens.
As letras a e b indicam comparacdo do controle com a exposicdo em linhagens. Em B)
Resultados obtidos no ensaio com raizes de Allium cepa. As letras a e b indicam comparacao
das raizes expostas COM 0 CONLIOIE. ........cviiiirieiiirie e e 66
Figura 14 - Andlises reoldgicas em funcéo da variacao de temperatura para os hidrogéis a base
de PL407, isolado ou em associa¢do com PL403, antes e ap6s a incorporacgdo de nanoparticulas
de prata. As setas indicam a temperatura de transi¢do so0l-gel (Tsol-gel) (n=3/amostra)....... 67
Figura 15 - Anélises reoldgicas em funcdo da variagdo de frequéncia para os hidrogéis a base
de PL407, isolado ou em associacdo com PL403, antes e apds a incorporacdo de nanoparticulas
de prata. A- PL407; B- PL407AgNps; C-PL407-PL403; D-PL407-403AgNps (n=3/amostra)



Sumario

O [N 210] 16 107X JE T 12
2 REVISAO DA LITERATURA ...ttt een s 14
2.1 Um breve historico da prata e seus beneficios a sadde...........c.ccccevevernennen. 14
2.2 NANOTECNOIOGIA. ... vttt 16
2.2.1 Sintese bioldgica de nanoparticulas metalicas............cccoccevviveiieneeie s, 19

2.3 Aplicacdo, sintese, acao antimicrobiana e toxicidade de AgNPs................ 21
2.3.1 Acdo antimicrobiana das AgNPS ... 24
2.3.2 Toxicidade das AGNPS ...t 25

2.4 Acrise das bactérias reSiStENTES .......ccovevereieiiiese e 28
2.4.1 Mecanismos de resisténcia bacteriana aos antimicrobianos...............c........ 31

3 OBIETIVOS.....c ettt bbbttt bbb ne e 35
3.1 ODBJELIVO GEIAI ..o 35
3.2 ODbjJetivos €SPECITICOS. ....ccviiiiiieiieie e 35

4 RESULTADOS ...ttt st et e et e e snae e e nnae e s ana e e e nnees 36
Ot AN o 1 T o I USSP SOR 37
B2 ATTIZO 2.ttt 54

5 CONSIDERAGOES FINAIS ......ooveeeeeeeeeeeeeeeesese e eras s enes s nesn s, 81

B REFERENCIAS . ....ocoe oo oo e oo e e e et e e e et e e e et es e e e e eesan s 82



12

1 INTRODUCAO

Antes da descoberta da penicilina, qualquer ferida infeccionada poderia causar sérias
complicacdes e, como consequéncia, levar o individuo a morte. A penicilina tornou-se um
marco na histéria da medicina, pois deu inicio as pesquisas e investimentos para o
desenvolvimento de novos antibidticos, salvando incontveis pacientes da morte (PEREIRA,
PITA, 2005; FERREIRA et al. 2008; VENTOLA et al. 2015; BELL, 2016). Porém, o uso
abusivo e inadequado dos antibidticos trouxe a tona a crise das bactérias resistentes. Tal
situacdo, é considerada uma ameaca global e um dos principais problemas que a ciéncia e a
medicina enfrentam atualmente (KASSIROV et al. 2018; ALAVI; RAI, 2019).

Diversos 6rgdos publicos relacionados a satde, como a OMS (Organizacdo Mundial da
Salde) e a FDA (Food and Drug Administration), demonstram preocupacado com as bactérias
resistentes e alertam sobre uma crise que afetara todos os paises, desenvolvidos ou ndo. A OMS,
através de relatério, diz que até 2050 as bactérias resistentes acarretardo a morte de mais de 10
milhdes de pessoas por ano (SANTOS, 2004; WANNMACHER, 2004; FERREIRA et al. 2008;
WHO, 2014; VENTOLA et al. 2015; SAMPAIO et al. 2018).

Desde que os antibidticos sao utilizados para tratamentos de infec¢cdes e contaminagdes
ja foram identificadas centenas de bactérias resistentes. A cada dia cresce mais este numero.
Desta forma, desenvolver novos antibidticos pode ser uma boa estratégia neste embate. No
entanto, nos Gltimos anos foram poucos 0s novos antibidticos criados e aprovados para
tratamentos. Pois, tal processo € caro, complicado e trabalhoso para as empresas, além de exigir
anos de pesquisa e ainda correr o risco das bactérias adquirirem resisténcia a este novo
medicamento em pouco tempo de uso (BASSETI et al., 2013; PATERSON; HARRIS, 2015;
VENTOLA, 2015; CANIAUX et al., 2017; KASSIROV et al. 2018).

Neste cenario, é preciso buscar alternativas que possam ajudar no combate as bactérias
resistentes. Na antiguidade, a prata era bastante utilizada para tratar infecgcGes, justamente em
decorréncia do seu potencial bactericida e fungicida contra mais de 650 microrganismos
patogénicos (MOHLER et al. 2018). Recentemente, o uso da prata vem sendo reconsiderado e
unida a novas tecnologias, como a nanotecnologia, surge como esperanga para ajudar no
combate das bactérias resistentes (BEG et al. 2016; CHAUDHURI et al. 2016; SANCHEZ et
al., 2016; NANO.ORG, 2016; ALAVI; RAI, 2019; LIMA; DEL FIOL; BALCAO, 2019).

A nanotecnologia vem avancando e oferecendo novas estratégias para combater as
bactérias resistentes. Entre as alternativas de uso da nanotecnologia, estdo as nanoparticulas de
prata (AgNPs), pois quando tal metal estd em nanoescala o seu potencial antimicrobiano é
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ampliado e isto aumenta as suas possibilidades de aplicagdo (GOPINAPH et al. 2013; VERMA
& SRIVASTAVA, 2016; MOHLER et al. 2018; ALAVI; RAI, 2019). Diversas pesquisas ja
mostraram a efetividade das AgNPs contra as bactérias resistentes como Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Streptococcus pyogenes, Klebsiela
pneumonie, entre outras (NANDA et al. 2009; LARA et al. 2010; LOPEZ-CARRIZALES et
al. 2018; GUPTA et al., 2019; LIAO et al., 2019). Apesar de comprovada que as AgNPs sdo
bactericidas, 0 modo de acédo sobre as bactérias ainda precisa ser mais bem estudado (DURAN
et al. 2016).

No entanto, com o tempo, as AgNPs tendem a aglomerar e sedimentar quando estdo em
meio aquoso e isto faz que a agdo antimicrobiana diminua gradativamente, o que acaba
prejudicando as aplicacdes das AgNPs (SEVJI et al. 2014; BERDOU & FERFERA-HARRAR,
2016; MEKKAWY et al. 2017). Para contornar este problema as AgNPs devem estar suspensas
num substrato de suporte que as impecam de se aglomerarem e as mantenham estaveis por um
longo periodo (MEKKAWY et al. 2017; INOUE et al., 2019). Os sistemas utilizando hidrogéis
estdo entre as principais estratégias para manter as AgNPs estaveis. Os hidrogéis sdéo compostos
poliméricos tridimensionais que formam ligacdes cruzadas e absorvem uma grande quantidade
de liquido. S&o utilizados na area médica para reparar tecidos bioldgicos, como a pele, também
para liberacdo prolongada de medicamentos (KABANOV et al., 2002; KLOUDA; MIKOS;
2008).

Entre os diversos polimeros que compdem o0s hidrogeéis encontram-se os poloxamers
(PL). Os PL sdo materiais que respondem a estimulos de temperatura no local de aplicacéo e
em funcéo da sua alta biocompatibilidade e baixa toxicidade o PL 407 aparece como o de maior
interesse para aplicagcdes em humanos. Este pode ser usado como substrato para crescimento de
células hematopoiéticas, osteoblastos e recuperacdo de tecidos lesados por queimaduras
(SCHMOLKA, 1972; WEINAND et al., 2006; HIGUCHI et al., 2006). Além de ser usado
como veiculo em diferentes formula¢bes endovenosas, subcutaneo, intramuscular, oral,
oftdlmico e em produtos para uso tépico (KLOUDA; MIKOS, 2008).

Desta forma, o objetivo principal deste trabalho foi estudar o potencial antimicrobiano
de AgNPs biogénicas utilizando do extrato das folhas de Kalanchoe pinnata e propor a
suspensdo das AgNPs em hidrogeis de polaxamer com a intencdo de usar na prevencao de

contaminacdes de ferimentos e tratar feridas cutaneas infeccionadas.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Um breve histdrico da prata e seus beneficios a satude

Historicamente, a prata € utilizada para inumeros propdésitos desde sua descoberta, sendo
um dos primeiros metais descobertos e manipulados pelo homem. Ja foi considerada mais
valiosa que o ouro e tida como um simbolo de pureza no Egito e na Grécia
(EBRAHIMINEZHAD et al., 2016). Ha referéncia a prata inclusive na Biblia em Génesis 44:2,
“E o meu copo, o copo de prata (...) ", tratando-se de um relato de 3.000 anos a.C, durante as
civilizacdes egipcias. Hoje, a prata é empregada na producao de pecas decorativas e joias, mas
no passado ela tinha outras utilidades como conservar &gua, vinho e outros alimentos livres de
contaminaces, além de ser usada para prevenir e tratar infeccdes (SOUZA et al. 2013).

Ha relatos na histdria que reis persas apenas bebiam agua se ela estivesse armazenada
em recipientes de prata, onde mantinha-se fresca por um longo periodo. Alexandre, “o Grande”,
armazenava agua em vasos de prata quando ia as guerras, com o propésito de manter a agua
limpa para seus guerreiros (EBRAHIMINEZHAD et al., 2016). Na era das exploracdes, era
comum o uso de moedas de prata dentro dos barris de agua e leite para conserva-los livre de
contaminagdes. Na idade contemporanea, vasos de prata tinham grande aceitacdo para
armazenagem de leite, 4gua e vinho, onde mantinha-se puros por mais tempo (BARILO;
MARX, 2014). O uso de cantis de prata foi importante em conflitos militares durante a segunda
guerra mundial, pois 0 consumo de agua potavel era de dificil acesso e 0 consumo de &gua suja
poderia causar disenteria em um pelotdo inteiro. Embora os exemplos acima ndo sejam
estritamente a aplicacBes médicas, estes sdo importantes para manter uma pessoa saudavel
(ECKHARDT et al., 2013). Neste contexto, de manter agua, ambiente e alimentos livre de
microrganismos, hoje, a prata € utilizada em filtros para purificacdo de 4gua e em purificadores
de ar (ALEXANDER, 2009; WILKINSON et al., 2011; BARILO; MARX, 2014).

Quanto as aplica¢Oes da prata ligada a medicina, existem relatos do seu uso desde a
época dos maceddnios, onde a prata era aplicada na cicatrizagdo de feridas, prevenir e tratar
infeccdes (DIAS; FONTANA; RESENDE, 2013). O grego, Hipocrates, considerado o “pai da
medicina”, declarou que a prata possuia potencial medicinal e a utilizava para tratar Glceras e
feridas devido a sua acio antissépticas e antimicrobiana (SOLANO-UMANA et al., 2015). Na
Roma antiga, o uso de nitrato de prata € mencionado nas farmacopeias para tratar feridas
(PULIT; BANACH; KOWALSKI, 2011). Ha relatos do uso de nitrato de prata nas
farmacopeias romanas em 69 a.C, e era usado em 700 d.C para tratamento de feridas pelos
guerreiros romanos (EBRAHIMINEZHAD et al., 2016). Paracelso utilizava nitrato de prata
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como agente cauterizante de feridas (ALEXANDER, 2009). Ap6s 1800, era comum usar 0
nitrato de prata 1% nos olhos dos recém-nascidos para prevenir oftalmia neonatal
(LANSDOWN, 2006). Durante a primeira guerra, eram usados compostos de prata para evitar
infeccdes em feridas. E desde o século X1X, a prata é utilizada nos fios de suturas (fio de prata)
com a intencdo de diminuir a ocorréncia de infec¢des. Até a metade do século XX 0s compostos
de prata eram bastante utilizados, seja para prevenir contaminagfes ou para tratar infeccdes,
havendo mais de 50 produtos comercializados nos Estados Unidos, porém a prata deixou de ser
popular apos a descoberta dos antibidticos, no inicio dos anos de 1940 (ALEXANDER, 2009;
MEDICI et al., 2019).

Em média, sdo conhecidos dezoito compostos de prata utilizados para fins
farmacéuticos, entre os quais estdo o nitrato de prata, sulfadiazina de prata, acetato de prata,
fluoreto de prata e arsfenamina de prata, segundo o Merck Index (2019). No entanto, o nitrato
de prata e a sulfadiazina de prata sdo os mais citados para aplicacdes médicas. Antes da
descoberta da penicilina, o nitrato de prata foi utilizado em hospitais por cerca de 150 anos
como principal substancia para tratamento de doencas infecciosas, também era utilizado para
tratar feridas de queimaduras (LEE et al., 2014). As propriedades causticas e adstringente do
nitrato de prata foram documentadas nas primeiras farmacopeias escritas. E os alquimistas o
chamavam de céustico lunar e o utiliza para tratar verrugas (KLASEN, 2000). O uso de nitrato
de prata em concentracdo de 0,5% € capaz de inibir o crescimento de bactérias como a
Pseudomonas aeruginosa (MOSER et al., 2013).

A sulfadiazina de prata € um farmaco usado para tratar feridas de queimaduras e evitar
possiveis infeccBes (DIAS; FONTANA; RESENDE, 2013; MOSER et al., 2013). Charles Fox
desenvolveu um complexo combinado com sulfamida, o qual foi utilizado para recobrimento
de cateteres, dispositivos médicos, curativos e cremes, sendo mais vantajoso que o nitrato de
prata, por ter baixa toxicidade e boa eficacia como agente antimicrobiano (MEDICI et al.,
2019). Este composto tem um amplo espectro de acdo, ou seja, sua forma de atuacdo nédo é
especifica e atinge grande parte dos microrganismos. A solucdo de 1% de sulfadiazina de prata
é eficiente para inibir o crescimento de Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus,
principais contaminantes de feridas (DIAS; FONTANA; RESENDE, 2013).

O mecanismo de agdo da prata contra bactérias é complexo, e independe do composto,
0 importante € que ocorra a ionizagdo da prata. O bidlogo Karl Wilhelm von Naegeli foi o
primeiro a atribuir os efeitos antimicrobianos da prata aos seus ions bioativos e fez estudos que
levaram a descoberta da eficAcia da prata contra mais de 650 agentes patdgenos

(ALEXANDER, 2009). De uma forma geral, a prata em solucdo aquosa sofre ionizacdo e 0s
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fons biorreativos (Ag*) interagem com proteinas, enzimas e aminoacidos, agem sobre a
membrana citoplasmatica causando alteracdo da permeabilidade. Também age inibindo a
replicacdo do DNA e prejudica a cadeia respiratoria, assim, exercendo acéo bactericida imediata
e bacteriostatica residual (LANSDOWN, 2006; WILKINSON et al., 2011; ECKHARDT et al.,
2013; KONORP et al., 2016, MEDICI et al. 2019). Este efeito residual prolongado é chamado
de “efeito zumbi”, onde as bactérias viaveis sdo induzidas a morte por entrarem em contato
com as bactérias mortas. Isso ocorre porque os ions Ag* ficam internalizados nas bactérias
mortas. Tais bactérias mortas funcionando como um reservatério de prata, onde séo
responsaveis por transmitir a prata para as bactérias vivas. Assim, quando as bactérias vivas
vao consumir os restos celulares das bactérias mortas, acabam entrando em contato com a prata
residual e sofrendo a acéo bactericida dos ions (WAKSHLAK; PEDAHZUR; AVNIR, 2015).

A prata e seus compostos sdo utilizados hd milénios para prevenir infeccdes e
contaminagfes, sendo um importante agente antimicrobiano antes da descoberta dos
antibidticos (LEE et al. 2014). Mas o uso dos antibidticos deu origem a crise das bactérias
resistentes e hoje existe uma preocupacdo para encontrar alternativas para combaté-las.
Atualmente, unida a nanotecnologia, a prata € bastante cogitada para ajudar a combater as
bactérias resistentes. O uso das AgNPs se d& em razdo de sua agdo antimicrobiana e
quimioterapica. As AgNPs tém uma taxa maior de liberacdo de ions Ag* quando comparada
aos seus outros compostos. No entanto, devido as caracteristicas fisico-quimicas das AgNPs
existem novas perspectivas em sua aplicacdo em virtude da sua grande area de superficie e,
principalmente, devido ao seu pequeno tamanho. Assim, a nanotecnologia pode ser uma
alternativa e grande aliada na guerra contra as bactérias resistentes (WILKINSON et al., 2011;
EBRAHIMINEZHAD et al., 2016; KONOP et al., 2016).

2.2 Nanotecnologia

A nanotecnologia ¢é a tecnologia que descreve, manipula e cria materiais em escala
nanométrica, e tem como objetivo desenvolver e criar produtos e processos atraves da
manipulagdo dos atomos (MANSOORI; SOELAIMAN, 2005; WANG, 2018; SINGH;
DUBEY; DUBEY, 2019). O termo “nano” esta relacionada a escala nanométrica, que ¢ a
bilionésima parte do metro (1x10° m = 1nm) ou a milionésima parte do milimetro. Quanto a
palavra “nanotecnologia”, esta foi utilizada pela primeira vez pelo Professor Norio Taniguchi
(1974) para definir a tecnologia que vai além da microescala e que utiliza da escala nano para
produzir inovagoes. Devido a possibilidade de construir estruturas manipulando 4&tomo a &tomo,

existe uma infinidade de nanoestruturas que podem ser formadas, como nanoparticulas,
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nanotubos, nanofibras e nanocamadas. Além da grande variedade de elementos e compostos
quimicos que podem ser utilizados na producdo de nanomateriais como, metais, 6xidos
metalicos, carbono, polimeros e biomoléculas, e isto abre infinitas possibilidades de uso desta
tecnologia (SATALKAR; ELGER; SHAW, 2015; FERREIRA,; et al., 2017).

O interesse pela nanotecnologia surgiu quando os pesquisadores observaram as suas
peculiaridades e a versatilidade de uso. Isto se deve ao fato de que quando um material esta
arranjado em nanoescala ele apresenta comportamentos 6ticos, mecanicos, magnéticos e/ou
eletronicos incomuns de sua forma bruta. E isso torna o material mais leve, mais forte, mais
rapido, menor e/ou mais duravel, assim, dando nova aplicabilidade aos materiais (KHAN;
SAEED; KHAN, 2017; WANG, 2018; SINGH; DUBEY; DUBEY, 2019).

Por ser uma ciéncia multidisciplinar, a nanotecnologia concebe um dos dominios mais
amplo da ciéncia. Ela pode ser aplicada junto a area biotecnoldgica, fisica, engenharia,
computacgdo, eletrbnica, cosmética, medicina, farmacéutica, entre outras, isto devido as
condigdes da nanoescala (SINGH; DUBEY; DUBEY, 2019). E é por isso que esta tecnologia
¢ um grande passo para a ciéncia, por ser possivel empregar os seus conceitos em diversos
campos do conhecimento, melhorando o uso das tecnologias e produtos que utilizamos em
nosso dia a dia (SINGH; DUBEY; DUBEY, 2019). Da mesma forma, existe um grande
potencial de aplicacdo da nanotecnologia nas areas biomédicas que promete trazer muitos
beneficios para a medicina. Por exemplo, no melhoramento de captura de imagens e nas
aplicacdes farmacéuticas para carreamento de farmacos para o tratamento de doencas
(FIGUEIRAS et al., 2014; MOBASSER; FIRROZI, 2016).

Uma das nanoestruturas mais utilizadas na medicina sdo as nanoparticulas (NPs), sendo
elas definidas como um pequeno objeto que se comporta como uma unidade inteira em termos
de transporte e propriedades, e possuem diversas formas e composi¢do (HEILIGTAG;
NIEDERBERGER, 2013; HOFMANN-AMTENBRINK et al., 2015; SHARMA; KANCHI;
BISETTY, 2015; KHAN; SAED; KHAN, 2017). As NPs fornecem diversas vantagens, mas a
principal esta ligada ao seu tamanho, que permite uma melhor interacdo da NPs com a
biomolécula-alvo (ex.: DNA, proteinas, receptores). Outro fator é que estas também apresentam
uma enorme diversidade de caracteristicas, como composicdo quimica, forma, meio de
dispersdo, estado de dispersdo e superficie, que pode ser funcionalizada, o que torna as
nanoparticulas ainda mais abrangente em aplicacgdes terapéuticas (ZHANG et al. 2008; KHAN;
SAED; KHAN, 2017). Dependendo da utilizacdo final, é possivel ajustar as propriedades das
NPs, seja através do método de sintese ou por funcionalizacéo, fazendo com que a particula
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responda a um determinado pH, temperatura ou campo magnético, e isso melhora ainda mais
sua aplicagéo dentro da medicina (ZHANG et al. 2008; GARIMELLA; ELTORAI, 2017).

As NPs compreendem, basicamente, a dois tipos de estrutura, as nanocapsulas e
nanoesferas, as quais podem ter composic¢ao polimérica ou metalica, mas existem outros tipos
de nanoestruturas bastante utilizadas na area biomédica como os lipossomos, as nanoemulsdes,
as micelas, os dendrimeros, cada qual com seu potencial de aplicacdo (GARCIA, 2014,
DARAEE et al. 2016).

As nanocapsulas sao estruturas que tem uma cavidade central com um invélucro fino de
um polimero biodegradavel ou com nucleo liquido diferenciado (6leo ou agua), no qual a
substancia ativa encontra-se dissolvida servindo como um sistema reservatdrio. Neste caso a
substancia ativa pode estar dissolvida no nucleo e/ou adsorvida na parede polimérica
(HEILIGTAG; NIEDERBERGER, 2013; HOFMANN-AMTENBRINK et al., 2015;
SHARMA; KANCHI; BISETTY, 2015; KHAN; SAED; KHAN, 2017).

As nanoesferas sdo formadas por matrizes poliméricas ou metélica, onde possuem um
nacleo solido. Nas nanoesferas poliméricas as substancias que serdo carreadas ficam
distribuidas por toda a nanoparticula, mas também podem ser transportadas apenas adsorvidas
a superficie da nanoesfera. Com as NPs poliméricas, existe a possibilidade de se buscar uma
liberagdo mais seletiva de farmacos em 6rgdos, tecidos ou células, direcionando-as ao local
onde é necessario a acdo da substancia (FIGUEIRAS et al., 2014; GARCIA, 2014). Deste
modo, utilizando NPs poliméricas, é possivel aumentar a eficacia de aplicacdo e diminuir a
toxicidade da substancia. Aumentando a concentracdo da NPs em sitios especificos e reduzindo
os efeitos toxicos em sitios ndo-especificos (FIGUEIRAS et al., 2014; KHAN; SAED; KHAN,
2017). As NPs poliméricas podem ser formadas por polimeros hidrofilicos, biodegradaveis,
biocompativeis tais como Poli(D,L-lactideo), Poli(acido lactico) (PLA), Poli(L-acido lactico)
(PLLA), Poli(acido lactico-co-acido glicélico) (PLGA), poli(cianoacrilato) (PCA), poli(e-
caprolactona) (PCL) entre outros (ZHANG et al., 2008; DANHIER et al., 2012; CHO et al.,
2015; LUZ et al., 2017).

Ja as nanoparticulas metalicas (NPMet) sdo as nanoestruturas que mais apresentam
diferentes propriedades fisicas (Otica, eletrbnica, magnética, mecanica) quando comparadas as
suas estruturas macroscépicas, por isso sdo as mais versateis e utilizadas nanoparticulas, sendo
aplicadas em diversos campos (RAI et al., 2015; SOLANO-UMANA et al., 2015; KHAN;
SAED; KHAN, 2017). Elas sdo utilizadas para diagndsticos e na terapia de doencas devido as
suas propriedades Unicas de tamanho, area de superficie, caracteristicas fisico-quimicas, alta

bioatividade, biocompatibilidade etc. Podendo ser encontradas com diferentes tamanhos e
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formatos, e isto influencia suas caracteristicas fisico-quimica-biol6gicas. Sdo diversos o0s
metais utilizados nas aplicagcbes médicas, entre os quais, a prata, o ouro, o palddio, o ferro, a
platina, o cobre etc., estes sdo bastante utilizados devido a sua alta compatibilidade com o corpo
humano (SOLANO-UMANA et al., 2015). Sdo exemplos de aplicacdo das NPMet na éarea
biomédica o diagndstico de doencas, distribui¢do e entrega de drogas, diagndstico médicos por
imagens, biomarcadores, sistema de distribuicdo de genes, usados como antimicrobianos e na
terapia anticancer (KLEBOWSKI et al. 2018).

2.2.1 Sintese bioldgica de nanoparticulas metalicas

As NPMet podem ser sintetizadas usando métodos fisico, quimico e bioldgico. Os
processos podem ser divididos em “bottom-up” e “top-down”. O “bottom-up” é baseado na
sintese das particulas por meio da reducdo de um sal metéalico usando produtos quimicos ou
biologicos. No “top-down” a formagdo de nanoparticulas, se da através da desintegracdo da
superficie de uma peca metélica, ou seja, 0 material é dividido até chegar a particulas
nanométricas. Aqui se encaixam 0s metodos fisicos de sintese (ECKHARDT et al. 2013;
SWEET et al. 2017; MEDICI et al. 2019). Cada método tem seus prds e contras, contendo
problemas como alto custo, uso de substancias toxicas em seu processo de sintese, necessidades
de equipamentos especificos, baixa escalabilidade, problemas com tamanho e distribuicdo de
tamanho das nanoparticulas (ECKHARDT et al. 2013; SWEET et al. 2017; MEDICI et al.
2019).

Na sintese fisica existem as técnicas de evaporacao-condensacdo, de corrente alternada
e de descargo em arco, essas técnicas sdo exemplos de processos “top-down” (ABASSI et al.
2016). Estas técnicas tém como vantagens a rapida velocidade de sintese e a ndo utilizacdo de
substancias toxicas. Mas sdo desvantajosas devido ao alto consumo de energia e a falta de
distribuicdo uniforme das nanoparticulas (ABASSI et al. 2016). Quanto aos processos “bottom-
up” acontece através da reducdo quimica dos ions metalicos (ZHANG et al., 2016). Alguns
métodos quimico e fisico apresentam bons resultados devido ao alto rendimento de
nanoparticulas, mas estes metodos fazem o uso de solventes e substancias que séo toxicas e,
desta maneira, inviabiliza as aplica¢cbes médicas que venham a ter contato direto com o corpo
(DAUTHAL et al., 2016).

Devido aos problemas das sinteses quimicas e fisicas, a sintese biogénica passou a ser
uma alternativa interessante, pois é econdmica, ecoldgica e segura e biocompativel
(DAUTHAL et al., 2016). Isto ocorre devido ao fato dos métodos biologicos ndo precisar de
equipamentos sofisticados ou de condigOes extremas como alta temperatura, alta presséo, alto
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consumo de energia ou 0 uso de produtos quimicos téxicos (AHMED et al., 2016). A sintese
biogénica também apresenta vantagens como o facil escalonamento e a possibilidade de
controlar as condic@es de sintese afim de encontrar as caracteristicas fisico-quimica adequadas
das nanoparticulas (DHUPER et al., 2012).

O principal requisito da sintese biogénica é, em geral, uma solucédo de sal metalico e um
agente bioldgico redutor. Os ions metélicos sdo requisitos priméario para a sintese de NPMet
biogénicas e séo obtidos a partir de diversos sais metalicos que tenha boa solubilidade em agua
(PERALTA-VIDEA et al., 2016). No caso das AgNPs, o nitrato de prata (AgNO3) é o sal
metélico mais utilizado, isto se deve aos nitratos terem 6tima solubilidade em agua (PERALTA-
VIDEA et al., 2016; SRIKAR et al., 2016). Na sintese de nanoparticulas de ouro é bastante
utilizado o &cido cloroadrico (HAuCls) (PERALTA-VIDEA et al., 2016; AHMAD et al. 2018).
E na sintese de nanoparticulas de cobre (CuNPs) é comum o uso de nitrato de cobre (Cu(NO3)2),
sulfato de cobre (CuSOa) e cloreto de cobre (CuCl,)(PERALTA-VIDEA et al., 2016). Na
maioria dos casos, 0s agentes biolégicos tém dupla funcdo, além de serem redutores, atuam
como agentes estabilizadores e de recobrimento, portanto, ndo ha necessidade de adicionar
agentes estabilizadores apds a sintese (VASEGHI et al., 2018). Na sintese biogénica de NPMet
sdo relatados o uso de varios microrganismos, como bactérias, fungos, leveduras e plantas
(VANAJA et al. 2013; CHITRA; ANNADURAI, 2014; VELGOSOVA et al. 2016; GUILGER
et al. 2018; RHEDER et al. 2018).

O uso de plantas para a sintese de NPMet biogénicas € bastante citada por proporcionar
protocolos de sintese rapidas, econémicas, ecoldgicas e a ndo utilizacdo de produtos toxicos. O
uso de plantas como um agente de reducdo tem vantagens sobre a sintese microbiana, incluindo
aumento na taxa de sintese, aumento da monodisperséo, particulas estaveis e a ndo necessidade
de tratamento complexo, como exemplo, o isolamento e cultivo microbiano. Além de ser
necessario apenas uma etapa para o processo de sintese (MITTAL et al.,2013; YADI et al.,
2018). E a sintese usando microrganismo ndo é viavel perante a industria devido aos requisitos
de condicbes altamente assépticas e a sua manutencdo (AHMED et al., 2016). A capacidade
redutora das plantas é baseada em varios componentes reativos, como terpendides,
polissacarideos, polifendis, agucares redutores, proteinas e aminoacidos. Além disso, diferentes
orgdos vegetais, como caules, folhas, flores e sementes, podem ser utilizados na sintese
(MITTAL et al.,2013; YADI et al., 2018).

As aplicacGes das NPMet biogénicas variam do campo biomédico a catalizadores e
sensores na inddstria quimica (SHARMA et al., 2015). Devido ao método de sintese, as

propriedades das NPMet biogénicas sdo diferentes das sintetizadas por vias quimicas e fisicas.
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Assim, as NPs biogénicas sdo mais aceitas para aplicacdes meédicas, por ndo envolver nenhum
tipo de substancia toxica em sua sintese e ter alta biocompatibilidade (SHARMA et al., 2015;
SRIKAR et al., 2016; TRIPATHI; CHUNG; 2019). Algumas NPMet biogénicas tém atraido
bastante a atencdo devido a sua propriedade antimicrobiana, e neste quesito, as mais aplicadas
e pesquisadas sdo as AgNPs. Devido a essa propriedade antimicrobiana intrinseca da prata, as
AgNPs sdo bastante visadas para recobrir materiais cirdrgicos e cateteres, em curativos para
feridas e cremes antibacterianos (SLAVIN et al., 2017).

2.3 Aplicacao, sintese, acdo antimicrobiana e toxicidade de AgNPs

As AgNPs sao aplicadas em setores como cosmética (GAJBHIYE; SAKHARWADE,
2016), alimentos (CARBONE et al., 2016), ambiental (YU et al., 2012), energia (CIESIELSKI,
CZAJKOWSKI; SWITLIK, 2019), ciéncias biomédicas (PATIL et al., 2019), quimica
(STARK et al., 2012) e eletrénico (YANG et al., 2011). Isto se deve as suas propriedades de
alta condutividade elétrica, térmica, 6tica e magnética, estabilidade quimica, alta atividade
catalitica e atividade antimicrobiana, entre outras. Porém o maior uso das AgNPs esta
relacionado a sua acdo antimicrobiana em embalagens de alimentos (CARBONE et al., 2016),
em tecidos — para evitar proliferacdo de bactérias (BALLOTIN et al., 2017), em revestimento
materiais cirdrgicos e dispositivos médicos (SOLANO-UMANA et al., 2015). Na éarea
biomédica, além de agente antimicrobiano, também é utilizada em diagnosticos, na
administracdo de medicamentos, na entrega de genes e como agente antitumoral (PATIL et al.,
2019).

Para que se tenha as propriedades desejadas das AgNPs € importante selecionar bem o
método de sintese. Como ja dito, existem os métodos fisicos, quimicos e bioldgicos. Nos dois
ultimos, geralmente envolve um sal metalico precursor (por exemplo, AgNOs3), um agente
redutor (NaBH4 ou citrato de s6dio) e um agente estabilizante/de recobrimento (tiois, aminas,
polimeros) (ZHANG et al., 2016). O agente precursor fornece os ions de prata, enquanto o
agente redutor fornece elétrons para reducéo (Ag™ — AgP). Apos a reducio, ocorre o estagio de
nucleagdo onde os ions reduzidos comegam a formar um ndcleo que serve como referéncia para
atrair novos os ions (processo de crescimento da NPs), logo formando as AgNPs (Figura 1). A
estabilizagdo decorre da adsorcdo de um agente estabilizador, que evita que as nanoparticulas

sofram aglomeracéo ou agregacdo (ZHANG et al., 2016).
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Figura 1 — Esquema de formacdo de nanoparticulas de prata biogénica.
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Os métodos quimicos tém como grande vantagem o alto rendimento de nanoparticulas
sintetizadas, facilidade de sintese e sdo mais baratas que as sinteses fisicas. Mas apresentam
desvantagens como agentes redutores prejudiciais a satde e ambiente, a possibilidade de tais
substancias ficarem aderidas a superficie das nanoparticulas. Também €é necessario uma etapa
a mais para recobrir e dar estabilidade as particulas (ZHANG et al., 2016; SIDDIQI et al. 2018).
Sdo exemplos de técnicas da sintese quimica sintese crioquimica, sonoquimico, litografia,
reducdo eletroquimica, decomposicéao sol-gel (ABASSI et al. 2016; BEYENE et al., 2017).

A sintese biogénica tem baixo custo, é ecologicamente correta, tem rapida formacao de
nanoparticula, apresentam alto rendimento, boa solubilidade e alta estabilidade, além de
apresentar tamanho e morfologia bem definidos sob condic¢des otimizadas (ZHANG et al. 2016;
SIDDIQI et al. 2018). Tanto na sintese quimica como na bioldgica, existem o0s estagios de
reducdo de ions de prata, o estagio de nucleacédo e o de crescimento da particula. Em ambos os
métodos é utilizado um sal metalico como precursor, 0 mais utilizado é o nitrato de prata
(AgNO:s), o qual fornece ions de prata (KIM et al. 2018). Na sintese quimica s&o comumente
utilizados dois reagentes para as etapas de reducao e estabilizacdo/recobrimento da particula.
Enquanto que na sintese biogénica as biomoléculas tém funcdo dupla, de agente redutor e
estabilizador/recobrimento das nanoparticulas, e tais biomoléculas podem ser de origem
vegetal, bacteriana ou fingica (VANAJA et al. 2013; CHITRA; ANNADURAI, 2014;
VELGOSOVA et al. 2016; GUILGER et al. 2018; RHEDER et al. 2018).

No entanto, s extratos vegetais sdo 0s meios redutores mais utilizados na sintese
biogénica de AgNPs. Neste caso, 0s agentes redutores podem ser metabolitos hidrossolluveis
(alcaloides, compostos fendlicos, terpendides) biomoléculas (enzimas, proteinas, aminoacidos,
polissacarideos, flavonoides, acido citrico) e grupos funcionais (alcool, aldeidos e aminas,

compostos heterociclicos e acido tanico) que podem ser encontrados em talos, folhas e sementes
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(KRISHNARAJ et. al, 2012; MAKAROQV et al. 2014). A sintese utilizando extrato de plantas
é bastante simples, basta adicionar o agente precursor ao extrato da planta para que haja a
formacéo de nanoparticulas (VANAJA et al. 2013; YADI et al. 2018).

Basicamente, existem 3 fases no processo da sintese biogénica de AgNPs. O primeiro
estagio consiste na reducdo dos ions de prata. Nesta etapa, 0s ions recebem um elétron das
biomoléculas e passam a ser prata metalica (Ag* — Ag?). Logo ap6s, acontece o estagio de
nucleacdo, onde os atomos de prata comegam a Se atrair € Se concentrarem em um unico ponto,
isto ocorre concomitantemente em milhdes de diferentes pontos, e assim, originam as AgNPs.
E para finalizar, acontece o processo de recobrimento AgNPs, onde as biomoléculas séo
atraidas para a superficie das nanoparticulas e funcionam como agentes estabilizadores,
evitando o processo a aglomeracdo das AgNPs (ZHANG et al. 2016).

Na biossintese de nanoparticulas utilizando extrato de plantas existem quatro fatores
importantes que podem influenciar na sintese das AgNPs, séo eles o pH, temperatura, tempo de
reacdo e proporcdo do extrato/AgNOs (CHITRA; ANNADURAI, 2014). O pH é um fator
determinante na sintese, pois sua variacdo altera as cargas das biomoléculas que
consequentemente interagem de maneira diferente com os ions Ag* afetando a producédo de
AgNPs. O pH influencia diretamente o tamanho das particulas, quanto mais alcalino o meio de
reacdo, menor sera o tamanho das particulas sintetizadas (SINGH; SINHA; MANDAL, 2009;
VELGOSOVA et al. 2016; ANIGOL et al., 2017; NURFADHILAH et al., 2018). No caso da
temperatura, temos a influéncia em relacdo a taxa de rendimento da formacdo de AgNP
(VELGOSOVA et al. 2016; KUMAR et al., 2018). Estudos mostram que em altas temperaturas
o rendimento, ou seja, a quantidade de nanoparticula formadas, € maior. O tempo de reacdo
também influéncia na taxa de rendimento, sendo este dependente dos demais fatores. A
proporcédo extrato/AgNOs interfere no tamanho e forma das AgNPs (KUMAR et al., 2018).

Além disso, as AgNPs apresentam atividade antimicrobiana e citotoxicidade diferentes
dependendo do metodo de sintese, tamanho, forma e agentes redutor/recobrimento. As AgNPs
sintetizadas por extratos de plantas tém mostrado um potencial impressionante contra varios
patégenos, incluindo bactérias resistentes, fungos, protozoarios, 4acaros e larvas
(ABBASZADEGAN et al., 2015; RAFIQUE et al., 2016; PRASAD et al., 2017; JUGANSON
et al., 2017). Outro fato é que as NPs biogénicas tém mostrado potencial citotoxico contra
ceélulas tumorais e a0 mesmo tempo mostram baixa ou nenhuma toxicidade para as células
normais (BHOWMIK et al., 2019). Além disso, sua alta estabilidade leva a potenciais
aplicacdes em deteccdo quimica, imagem bioldgica, silenciamento de genes e administracdo de
medicamentos (BINDHU; UMADEVI, 2015;).
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2.3.1 Acéo antimicrobiana das AgNPs

A aplicacdo da prata como agente antimicrobiano é antiga, tal propriedade é a mais
visada aplicacio das AgNPs (BAPTISTA et al., 2018; LIMA; DEL FIOL; BALCAO, 2019). O
mecanismo exato de acdo da AgNPs ndo é claramente conhecido, mas € uma questdo que gera
bastante discussdo (FRANCI et al., 2015; BAPTISTA et al., 2018). Existem muitas teorias
sobre sua agdo bactericida. No entanto, alguns fatores s&o importantes para que exista a
atividade antimicrobiana das AgNPs, tais como tamanho, forma, distribuicdo de tamanho,
recobrimento, aglomeracdo, carga elétrica superficial, concentracdo das nanoparticulas e
liberacdo de ions Ag* (OUAY;STELLACCI, 2015; DAKAL et al., 2016; DURAN et al., 2016;
RAMALINGAM et al., 2016; PAREEK; GUPTA; PANWAR, 2018). Atualmente, alguns
estudos mostraram que as AgNPs menores que 10 nm sdo as responsaveis pela acdo
antimicrobiana, enquanto as AgNPs de tamanhos maiores, 0 mecanismo predominante ocorre
através dos ions de prata (DURAN et al., 2016).

O tamanho das AgNPs é um fator importante para atividade antimicrobiana, pois quanto
menor a particula maior sera sua area de contato e a sua interacdo com a superficie e estruturas
internas das bactérias (PAREEK; GUPTA; PANWAR, 2018; MEDICI et al. 2019). Logo, as
AgNPs aderem a membrana celular bacteriana e causam alteracOes estruturais que afetam a sua
permeabilidade e transporte, levando a célula a um desequilibrio na respiracdo celular e
consequentemente a morte (DAKAL et al., 2016; DURAN et al., 2016). Além disso, as AgNPs
também podem penetrar a célula e interagir com estruturas celulares internas que contém
enxofre, como proteinas e enzimas (DURAN et al., 2016; PAREEK; GUPTA; PANWAR,
2018). Estudos sugerem que ha a formacdo de radicais livres quando as AgNPs entram em
contato com as bactérias, esses radicais podem danificar os componentes celulares causar a
morte celular (FIGURA 2) (DAKAL et al., 2016; PAREEK; GUPTA; PANWAR, 2018).

Também é proposto que as AgNPs servem como um reservatério de ions Ag*, que sdo
quando as nanoparticulas aderem as células (OUAY; STELLACCI, 2015; PAREEK; GUPTA;
PANWAR, 2018; MEDICI et al. 2019). Assim, os ions liberados pelas AgNPs entram em
contato com as bactérias e causam danos na membrana da célula. Dentro da célula, os ions
podem inibir enzimas da cadeia respiratoria e causar a formagdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) que rapidamente atacam as organelas da célula (DAKAL et al., 2016; DURAN
etal., 2016).
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Figura 2- Mecanismo proposto da acdo antibacteriana das nanoparticulas de prata: 1) atracdo eletrostatica, 2)
producdo de radicais livres, alteragGes na permeabilidade, distrbios da respiragdo, vazamento de contetido
intracelular, 3) modulagdo dos perfis fosfotirosina das proteinas envolvidas na progressdo do ciclo celular e na
sintese de polissacarideos capsulares, 4) interagdo com os grupos SH; inibicéo da sintese e funcdo de proteinas,
5) interagdo com moléculas contendo fésforo (DNA).
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A prata é um &cido mole, e seus ions tém a predisposi¢do natural para interagir com
bases moles. Diversas estruturas celulares sdo compostas por enxofre e fésforo, que sdo bases
moles, as interacdes com estes elementos podem inativar ou danificar diversas estruturas celular
e levar a célula a morte (DURAN et al., 2016; PAREEK; GUPTA; PANWAR, 2018). O DNA
também contém enxofre e fdsforo como seus principais componentes, desta maneira 0s ions
podem atuar no material genético levando a problemas na estrutura ou funcdo do DNA,
implicando na impossibilidade de sobrevida da bactéria (OUAY; STELLACCI, 2015). A
ionizacdo das AgNPs € proporcional a area de sua superficie exposta, uma AgNP pode ser
constituida de 20 a 15.000 mil a4tomos de prata (SOLANO-UMANA et al. 2015). Assim,
acredita-se que a atividade antimicrobiana esta diretamente ligada ao nimero de ions de prata
biologicamente ativo e a sua disponibilidade para interagcdo com os microrganismos (OUAY;
STELLACCI, 2015; PAREEK; GUPTA; PANWAR, 2018).

2.3.2 Toxicidade das AgNPs

E inegavel que as propriedades das AgNPs as tornam excelentes candidatas para
diversas aplicacGes do nosso dia a dia, principalmente a sua atividade antimicrobiana que traz
grandes perspectivas para a area biomédica (GE et al., 2014). No entanto, alguns estudos
sugerem que as AgNPs podem causar danos a salde e ao ambiente, mas tal fato ainda néo é
considerado completamente elucidado e € relativamente inexplorado (REZVANI et al., 2019).
Também é necessario considerar que diversos aspectos podem influenciar a toxicidade das
AgNPs. Além da concentracdo, as caracteristicas das particulas como método de sintese,
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tamanho, forma, carga elétrica superficial, recobrimento, entre outros, devem ser consideradas
na avaliacdo da toxicidade (ZHANG et al., 2014). Foi atribuido que parte da toxicidade das
AgNPs ¢ devido aos ions de prata livres na fase aquosa. E os efeitos adversos mais comuns
causados por esses ions, em humanos e outros seres vivos, incluem o tom cinza-azulada
permanente da pele e dos olhos (argiria/argirose), efeitos toxicos no figado e nos rins; irritacoes
oculares, cutaneas, respiratorias e do trato intestinal; e alteracBes nas células sanguineas
(REZVANI et al., 2019).

As AgNPs podem ter efeitos toxicos ambientais, principalmente sobre a microbiota do
solo, podendo matar as bactérias responsaveis pela desnitrificacdo, prejudicando o ciclo do
nitrogénio e como consequéncia afetar a nitrificagdo do solo, essencial para o crescimento das
plantas (YU et al., 2013). Os efeitos tdxicos também podem se estender aos ambientes aquaticos
onde os ions de prata podem interagir com as branquias afetando a osmorregulacdo dos peixes
(RAJKUMAR et al., 2016). Também ja foram observados estresse oxidativo e peroxidacéo
lipidica em tecido cerebral de peixes (KHAN et al., 2015; AFIFI et al., 2016). Em ensaios
realizados com peixes Daphnia Magna, os resultados mostram que a prata causa efeito toxico
agudo (Griffitt et al., 2009). Outros estudos mostram que AgNPs causaram estresse oxidativo,
seguido pelo aumento da atividade da enzima catalase e diminuigéo da glutationa peroxidase e
glutationa s-transferase em quase todos os tecidos de Danio rerio (RHEDER et al. 2018).

Embora alguns detalhes dos mecanismos citotoxicos das AgNPs ndo estejam claros. Um
dos principais mecanismos citados é o estresse oxidativo através da formacéo de espécie reativa
de oxigénio (ROS) e danos aos componentes celulares, como ao DNA, deplecdo de moléculas
antioxidantes, ligacdo e desativacdo de proteinas e danos a membrana celular (MCSHAN, et al;
2014; ZHANG et al., 2016). No entanto, ha detalhes que ainda precisam ser melhor estudados
como, a relagdo tdxica das formas ibnicas da prata e as AgNPs, quais as vias de sinalizacdo
envolvidas na toxicidade e principais enzimas, e o efeito das substancias residuais da sintese e
a relagdo com o revestimento das AgNPs (AKTER et al., 2018).

As avaliacOes de riscos sdo projetadas para testar os possiveis mecanismos de efeitos
toxicos. Assim, fatores como método de exposi¢do, vias de exposi¢do e tempo de exposicao
sdo criticos para determinar o potencial toxico das AgNPs. A vias mais comuns de exposi¢ao
sdo através da administracdo oral, inalacéo e contato dérmico (ZHANG et al., 2014). O figado
é o principal orgéao alvo, seguido pelo baco, pulmdes e rins (TANG et al., 2009). Um estudo
sobre a toxicidade por inalacdo das AgNPs revelou distribuicdo das nanoparticulas nos
pulmdes, figado e inducdo de respostas inflamatorias, como exemplo, a inflamac&o alveolar
crénica (BRAAKHUIS et al., 2016).
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Em experimentos com ratos Brown-Noruega e Sprague-Dawley, foi notado que as
AgNPs podem induzir inflamagao, eosinofilia e neutrofilia pulmonar com hiperresponsividade
brénquica, caracteristicas da asma (SEIFFERT et al., 2015). Além disso, os AgNPs afetam a
expressdo de marcadores bioquimicos de hepatotoxicidade, como fosfatase alcalina sérica e
colesterol, bem como apoptose e inflamacdo (KIM et al., 2008; SONG et al., 2013). Também
foi descrito que a exposicdo oral a AgNPs produziu alteragdes na composi¢do quimica do
sangue e hepatotoxicidade, conforme indicado pelo aumento dos niveis de atividade sérica de
AST (aspartato amino transferase) e ALT (alanina aminotransferase) e danos histoldgicos no
figado (HEYDRNEJAD et al., 2015). Atraves da alanina, isoleucina, L-serina desidratase/L-
treonina desaminase e outros aminodcidos e proteinas, foi possivel constatar que as AgNP-
citrato alterou o metabolismo da glicina, serina e treonina, cisteina e metionina, afetando a
oxidacdo e a desaminacdo e, finalmente, levando a danos no figado (XIE et al., 2018).

E bastante comum encontrar trabalhos que realizaram teste de toxidade in vitro, pois
tais ensaios sdo simples e pertinentes para testes iniciais, existe a possibilidade de realizar
ensaios utilizando celulas humanas e animais como NIH/3T3, A549, V79, HaCat, HeLa, entre
outras. Também é possivel realizar diferentes tipos de ensaios citotoxicos e genotdxicos
(MUKHERJEE et al., 2012; SAMBALE et al., 2015; RHEDER et al. 2018).

Em estudo realizado sobre a citotoxicidade de AgNPs comerciais com tamanho < 100
nm (Sigma), utilizando as linhagens HeLa e HaCat, mostram que as células HeLa foram
consideradas como mais sensiveis que as células HaCaT em todos 0s ensaios de citotoxicidade
a curto prazo realizados (MUKHERJEE et al., 2012). Uma possivel explicacao para a diferenca
na sensibilidade das diferentes linhagens celulares pode ser explicada pelos niveis de
antioxidantes naturais de cada linhagem, fato que € a chave por tras de seu mecanismo de defesa
natural durante o estresse oxidativo. Portanto, isso provavelmente governa a sensibilidade das
linhagens celulares quando expostas as nanoparticulas (MUKHERJEE et al., 2012). Outros
dados também demonstraram que as AgNPs comerciais resultaram em efeitos citotoxicos e
imunotoxicos em células epiteliais do pulmdo humano A549, tais efeitos podem ter sido
mediados pela geracdo de ROS e estresse oxidativo (SULIMAN et al., 2013).

No trabalho de Rolim et al. (2019) foram sintetizadas AgNPs utilizando cha verde e
posteriormente recoberta com PEG (polietileno glicol 200) para aumentar a biocompatibilidade.
Embora os resultados utilizando difusdo de Franz demonstrasse que as AgNPs permeia a pele
humana, as nanoparticulas ndo geraram efeito citotoxico em células HaCaT avaliadas por
ensaio de viabilidade com MTT (Brometo de tetrazélio azul de tiazolil). Em avaliacfes de

citotoxicidade utilizando o sistema InQ ™ Cell Research System com células HEK 293 foi
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demonstrado que AgNPs bioldgica ndo sdo toxicas nas concentragdes de 2 ppm e 4 ppm
(OKAFOR et al., 2013).

Assim, a determinacdo da citotoxicidade das AgNPs pode ser considerada complexa
devido aos diversos fatores que podem influenciar a toxicidade, como diferentes métodos de
sintese, tamanho, se h& ou ndo recobrimento da particula e, principalmente, o ensaio que foi
utilizado para avaliar a toxicidade (ZHANG et al., 2014). Normalmente € visto que as particulas
bioldgicas tém efeito citotdxico menor do que as particulas sintetizadas de outras formas
(SENTHIL et al., 2017). Por isso, ndo ha como prever se a AgNP sintetizada sera toxica
considerando apenas a sua composi¢do. Portanto, € necessario testar os efeitos toxicos de cada
nanoparticula independente de suas caracteristicas, pois cada nanoparticula é Unica. No atual
momento, os estudos das AgNPs estdo focados principalmente em sua atividade antimicrobiana
devido ao aumento excessivo de bactérias resistentes. As AgNPs sdo promissoras nessa luta,
pois eliminam bactérias resistentes em concentracdes relativamente baixas (OKAFOR et al.,
2013) e sdo pouco tdxicas para as culturas de células humanas (LIMA et al., 2012).

2.4 A crise das bactérias resistentes

A descoberta da penicilina, em 1928, abriu as portas para a era da medicina moderna.
Desde entdo os tratamentos com antibidticos ja salvou milhGes de pessoas no mundo inteiro e
aumentou a expectativa de vida da populacdo (PEREIRA; PITA, 2005; BELL, 2006;
FERREIRA et al. 2008; VENTOLA et al. 2015;). Até o aparecimento dos antibi6ticos as
infeccBes eram as principais causas de morte da populagéo, sendo os primeiros registros do uso
da penicilina para tratamento de infeccdes da década de 1940 (CHAIN et al., 2005; BELL,
2006; FEREIRA et al., 2008).

Entre as décadas de 1930 a 1960 foram descobertos muitos outros novos antibidticos,
tal época ficou conhecida como a “era do ouro” dos antibidticos (AMINOV, 2010; NATHAN;
CARS, 2014). Dentre as descobertas estdo penicilinas, cefalosporinas, tetraciclinas,
aminoglicosideo, cloranfenicol, macrolidos e glicopeptideos (AMINOV, 2010; VENTOLA et
al. 2015; LI; WEBSTER, 2018). A industria farmacéutica conseguiu desenvolver e introduzir
novos antibioticos no mercado até o inicio dos anos de 1980, e com o passar do tempo este
ritmo foi desacelerando e poucos antibiéticos novos foram introduzidos no mercado. Entre 0s
anos de 1983 a 2002 foram aprovados cerca de 47 antibidticos, e entre 0s anos de 2003 a 2012
foram aprovados apenas 7 (CHOPRA et al., 2002; VENTOLA et al. 2015).

Infelizmente hoje, mais de 60 anos apds a “era de ouro” dos antibidticos, as infecgoes

bacterianas, mais uma vez, tornam-se uma grande ameaga a vida humana. Isto porqué com o
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passar do tempo algumas bactérias criaram mecanismos para se defenderem dos antibi6ticos,
tornando-se resistentes a quase todos os antibidticos ja desenvolvidos (Figura 3). E infelizmente
a industria farmacéutica ndo conseguiu acompanhar este ritmo (CHOPRA et al., 2002;
NATHAN; CARS, 2014). Até agora, nenhuma classe de antibidticos escapou deste fendbmeno
implacavel, embora o tempo decorrido entre a introducéo do antibiético na prética clinica e o
surgimento de resisténcia tem sido variavel (NATHAN; CARS, 2014; VENTOLA et al. 2015).

Figura 3 - Linha do tempo do desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana.
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As mortes hoje causadas por doengas infecciosas ja sdo o segundo maior motivo de
Obitos no mundo. Em paises desenvolvidos é a segunda maior causa de mortes e quarta nos
Estados Unidos. InfeccBes por bactérias resistentes ja& matam mais de 33 mil pessoas por ano
na Europa e 23 mil nos Estados Unidos. No Brasil, ainda ndo ha relatérios oficiais sobre o
namero de vitimas por bactérias resistentes (MUNITA; ARIAS, 2016; MARTENS; DEMAIN,
2017; CASSINI et al., 2019). Acredita-se que até 2050 as infecgdes por bactérias resistentes
matara 10 milhdes de pessoas por ano, podendo matar mais do que o cancer (SANTOS, 2004;
WANNMACHER, 2004; FERREIRA et al. 2008; WHO, 2014; VENTOLA et al. 2015;
MICHAEL et al. 2016; SAMPAIO et al. 2018).

A resisténcia aos antibidticos € antiga, no entanto, e tornou-se um problema atual
dindmico e crescente. Um dos motivos deste problema é o uso excessivo de antibioticos. O
aparecimento de cepas resistente deve-se a selecdo de bactérias que acontece quando utilizamos
os antibidticos (SPELLBERG et al., 2013). O alerta ja havia sido dado em 1945, quando
Fleming alertou sobre os perigos do uso deste tipo de medicamento (SPELLBERG et al., 2013).
No inicio dos anos 1960, foram detectadas as primeiras cepas resistentes de Salmonella,
Shigella e Escherichia coli. Na década seguinte, foi observado Neisseria gonorrhoeae
resistentes a ampicilina e Haemophilus influenza resistentes a ampicilina, tetraciclina e
cloranfenicol (NEU, 1992; ROSSOLINI et al., 2014; ECONOMOU; GOUSIA, 2015;
VENTOLA et al. 2015; ASLAM et al., 2018).

Além das prescricdes de antibidticos para tratamento em humanos, estdo entre as
estatisticas do uso excessivo dos antibidticos a agropecuaria que contribui para este aumentar
0 numero de bactérias resistentes (ECONOMOU; GOUSIA, 2015). Os antibi6ticos sdo
equivocadamente usados para prevenir doencas nos animais, sendo usado pelo setor
agropecuario cerca de 30 diferentes antibidticos na agua ou nos alimentos servidos para estes
animais (ECONOMOU; GOUSIA, 2015; MARTENS; DEMAIN, 2017). Fatores como
descarte incorreto, a falta de tratamento de esgoto e residuos de antibidticos em fezes/estrume,
também contribuem para que as bactérias possam ter contato com o medicamento, gerando a
selecdo natural das bactérias resistentes no ambiente (CAUCCI et al., 2016). Assim 0s
antibidticos eliminam as bactérias sensiveis e seleciona as resistentes que apresentam

mecanismos especificos de resisténcia.
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2.4.1 Mecanismos de resisténcia bacteriana aos antimicrobianos

A resisténcia bacteriana acontece através do processo natural de evolugdo, onde as
bactérias sofrem alteracdes nos varios mecanismos fisiologicos e bioguimicos especificos
envolvidos na acdo antimicrobiana, os quais ajudam a bactéria a sobreviver na presenca dos
antibioticos (BLAIR et al., 2014; LIN et al., 2015). Portanto, o surgimento da resisténcia aos
antibidticos € algo natural, uma vez que tais bactérias sofrem mutacdes e selecéo natural ou por
transferéncias de material genético. Existem dois tipos distintos de resisténcia a antibioticos:
intrinseco e adquirido (BLAIR et al., 2014; MUNITA,; ARIAS, 2016). As bactérias podem ter
intrinsicamente resisténcia a uma determinada classe de antibidticos como resultado de suas
caracteristicas estruturais ou funcionais. Também pode adquirir resisténcia através da heranca
de genes parentais, ja que existem mais de 20.000 genes que tem potenciais de resisténcia, ou
entdo surgir através de uma mutacéo espontanea (LI1U; POP, 2009; HOLMES et al., 2016). Tais
genes, na grande maioria, fazem parte do DNA plasmidial ou fazem parte de unidades de DNA
denominadas transposons (BLAIR et al., 2014; HOLMES et al., 2016). A resisténcia adquirida
ocorre atraves de transferéncia génica horizontal entre bactérias por meio de plasmideos ou
transposons, ou seja, em trocas de DNA entre espécies, com subsequente recombinacdo
interespécies (BLAIR et al., 2014; HOLMES et al., 2016).

Ao discutirmos 0s mecanismos de resisténcia bacteriana é preciso ter em mente o modo
de acdo e as propriedades dos antibacterianos, que em geral apresentam as caracteristicas: 1)
Alcancar os alvos moleculares, quando sdo intracelulares, para isso, o antibi6tico, precisa
ultrapassar a membrana celular bacteriana em quantidades suficientes; 2) Interagir com uma
molécula-alvo de modo a desencadear a morte da bactéria; 3) Evitar a acdo das bombas de
efluxo que jogam os antimicrobianos para fora da célula bacteriana; 4) Evitar a inativacao por
enzimas capazes de modificar o farmaco no ambiente extracelular ou no interior da célula
bacteriana (ANVISA, 2019).

As bacterias utilizam diversas taticas para evitar a agdo dos antibidticos, muitas vezes
mais do que uma delas é necessario (Figura 4). Os principais mecanismos de resisténcia aos
antibioticos estdo relacionados a inativacdo do antibidtico por enzimas, como as p-lactamase;
aumento do efluxo do antibiotico para fora das células; diminuigdo da captagdo do antibidtico,
alterando a permeabilidade da membrana; modificacéo o sitio de ac¢do, para diminuir a ligagcdo
do antibidtico; e protecao do alvo atraves da formacdo de biofilme (HALL; BARLOW, 2004;
POOLE, 2005; BLAIR et al., 2014; LIN et al., 2015; FLEMMING et al., 2016; MUNITA;
ARIAS, 20186).



32

Figura 4- Mecanismo de resisténcia bacteriana.
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Fonte: Adaptado de Anvisa, 2019.

A degradacao dos antibidticos por agdo enzimatica € 0 mecanismo de resisténcia mais
presente nas bactérias. As B-lactamases atualmente sdo as enzimas mais importantes para o
mecanismo de resisténcia aos antibioticos P-lactdmicos (penicilinas, cefalosporinas,
carbapenens, monobactamicos) (HALL; BARLOW, 2004; MUNITA; ARIAS, 2016).). A acéo
dessas enzimas se da pela hidrolise da ligacdo amida do anel beta-lactamico, destruindo a
estrutura quimica que os antibidticos p-lactdmicos usam para ligar-se em seus alvos, assim, o
antibidtico perde a capacidade de inibir a sintese da parede celular bacteriana (HALL;
BARLOW, 2004; BLAIR et al., 2014).

Essas enzimas podem ser encontradas extracelularmente em bactérias Gram-positivas e
no espaco periplasmatico em bactérias Gram-negativas (HALL; BARLOW, 2004; BLAIR et
al., 2014). Ja foram descritos variados tipos de B-lactamases, a dissiminagéo da resisténcia aos
B-lactdmicos acontece através de genes localizados em plasmideos conjugaveis ou transposons,
podendo ser produzidas de modo constitutivo ou induzido (HOLMES et al., 2016). As B-
lactamases podem ser detectadas em Enterobacteriaceae, Haemophilus influenza,
Pseudomonas aeruginosa, Neisseria gonorrhoeae, Vibrio cholerae, Klebsiella pneumoniae. A
S. aureus tem resisténcia quase universal a penicilina devido terem a enzima f-lactamase
(HALL; BARLOW, 2004; MUNITA; ARIAS, 2016).

Para ter efeito o antibidtico deve estar em alta concentracdo dentro das células
bacterianas. Algumas bactérias possuem proteinas de membrana que agem como uma bomba
de exportacdo ou efluxo, que transportam uma variedade de compostos, como moléculas
sinalizadoras e nutrientes na célula bacteriana (WEBBER; PIDDOCK, 2003; POOLE, 2005;

BLANCO et al., 2016). As bombas de efluxo também podem transportar antibioticos para fora
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da bacteéria, expulsando-o0 o0 mais rapido possivel, o que resulta na diminui¢do da concentracdo
intracelular do antibidtico, assim, diminuindo a sua agdo, sendo um dos mecanismos que mais
contribui para a resisténcia (BLANCO et al., 2016; BLAIR et al., 2014; LIN et al., 2015).

Algumas bombas de efluxo sdo seletivas e expulsam antibidticos especificos, como
macrolideos, lincosamidas, estreptograminas e tetraciclinas, enquanto outras (chamadas de
multiplas bombas de resisténcia a drogas) expelem uma outra variedade de antibidtico com
diferentes modos de acdo, por exemplo, clorexidina, propamidina e amonio quaternario
(WEBBER; PIDDOCK, 2003; POOLE, 2005; BLANCO et al., 2016). Em alguns casos, as
mutacBes no DNA bacteriano podem fazer com que as bactérias produzam mais de uma
determinada bomba, o que por sua vez, aumenta a resisténcia (POOLE, 2005; BLAIR et al.,
2014, BLANCO et al., 2016).

Quase sempre 0s antibioticos requerem acesso ao interior da bactéria para que consigam
chegar aos seus alvos, para isso, é necessario ultrapassar a membrana da célula (KOJIMA,;
NIKAIDO, 2013; BLAIR et al., 2014). Certas alteracbes diminuiu a permeabilidade da
membrana bacteriana, o que dificulta a passagem dos antibidticos, desta forma, menos
antibidtico entra nas bactérias. A permeabilidade dessa membrana reside na presenca de
proteinas especiais, as porinas, que sao canais por onde os antibidticos utilizariam para cruzar
a membrana externa da bactéria, assim, podem passar para 0 espaco periplasmatico e, em
seguida, para o interior da célula (WEBBER; PIDDOCK, 2003; WOZNIAK et al., 2012;
BLAIR et al., 2014). A permeabilidade limitada constitui uma propriedade das bactérias Gram-
negativas, tais bactérias reduzem a absorcdo de certos antibidticos como aminoglicosideos,
modificando a frequéncia, o tamanho e a seletividade do canal de porina da membrana celular
(VARGIU; NIKAIDO, 2012; WOZNIAK et al., 2012). Esta tética evitara que os antibiéticos
alancassem seus alvos dentro da célula, como no caso dos aminoglicosideos, que agem sobre
0s ribossomos e as proteinas de ligacdo a penicilina (PBPs), respectivamente (KOJIMA,
NIKAIDO, 2013; BLAIR et al., 2014).

Algumas bactérias resistentes evitam a agdo dos antibidticos camuflando ou
reprogramando os seus sitios alvos, este mecanismo de resisténcia é considerado um dos mais
importantes. Pois apesar da presenca de um antibiotico intacto, ativo e em concentragoes altas
dentro da bactéria, nenhuma ligacdo, acdo ou inibicdo ocorrera (LAMBERT, 2005;
GIEDRAITIENE et al., 2011). Na camuflagem, acontecem alteragGes na composicdo da
estrutura alvo, que pode impedir que o antibi6tico interaja com o seu sitio de acdo, uma das
alternativas é a adigdo de diferentes grupos quimicos a estrutura alvo, deste modo, a bactéria se

protege do antibidtico. Algumas vezes as bactérias podem produzir uma estrutura variavel da
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que precisa, como por exemplo, uma bactéria resistente & vancomicina pode produzir uma
parede celular diferente das bactérias suscetiveis ao antibiotico impedindo que este seja capaz
de interagir com o seu alvo. As bactérias também podem adquirir um gene que codifica um
novo produto resistente ao antibidtico, como a Staphylococcus aureus que apresenta o gene de
resisténcia mec A e produz uma nova proteina resistente a ligacdo da penicilina. Desta maneira,
enquanto as proteinas “originais” sdo inativados, esta nova proteina ndo sofre interferéncia dos
B-lactamicos, o que é suficiente para manter a integridade da parede celular da bactéria (BLAIR
etal., 2014; LAMBERT, 2005).

Uma outra situacdo problematica para tratamento com antibidticos é quando existe a
formacdo de biofilmes (OLSEN, 2015; SINGH et al., 2017; LI; WEBSTER, 2018). Os
biofilmes consistem na formacdo de uma comunidade de bactérias envolta por substancias
poliméricas produzidas pela propria bactéria, esta tem como funcgéo proteger a comunidade da
falta de nutrientes, acdo de antibioticos ou outras substancias nocivas as bactérias (FLEMMING
et al., 2016; SINGH et al., 2017), porém o biofilme ndo é um mecanismo de resisténcia
permanente a antibidticos, mas pode reduzir a eficacia dos antibioticos, sendo, portanto, um
mecanismo de tolerancia aos antibioticos, pois € um estado natural, uma vez que as bactérias
desenvolveram este fenbmeno para se proteger (GILBERT; ALLISON; MCBAIN, 2002;
OLSEN, 2015; FLEMMING et al., 2016; SINGH et al., 2017).

Devemos lembrar que a formacgdo de biofilme acontece naturalmente para a grande
maioria das bactérias que colonizam os organismos, um exemplo é a Escherichia coli que
produz biofilme, porém reside em nosso organismo e vive em simbiose conosco. A grande
preocupacdo com os biofilmes é que com eles as bactérias podem chegar a ser 100 a 1.000 vezes
mais resistentes aos antibioticos, e se imaginarmos este mecanismo agindo em conjunto com
um mecanismo de resisténcia € possivel aumentar ainda mais a dificuldade do tratamento de
bactérias resistentes (OLSEN, 2015; FLEMMING et al., 2016; SINGH et al., 2017).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi sintetizar e estudar o potencial antimicrobiano de

AgNPs biogénicas utilizando extrato das folhas de Kalanchoe pinnata e propor seu uso em

hidrogéis para aplicaces em feridas na pele.

3.2 Objetivos especificos

Sintetizar AgNPs utilizando Kalanchoe pinnata como agente redutor e estabilizante.
Otimizar a sintese de AgNPs.

Caracterizar as AgNPs para definicdo de parametros como distribuicdo de tamanho,
indice de polidispersdo, potencial Zeta, concentracdo atraves rastreamento de

nanoparticulas e espectrometria de luz visivel.

Avaliar a atividade antibacteriana das AgNPs produzidas, por analise suscetibilidade de
disco-difusdo, Concentracdo Inibitéria Minima (MIC) e Concentracdo Bactericida
Minima (CBM).

Avaliar a citotoxicidade e genotoxicidade das AgNPs em linhagens celulares de
fibroblastos embrionario (NIH/3T3), queratindcitos humano (HaCaT), células

cancerigenas epiteliais (HeLa) e células de pulmao (V79).

Preparar hidrogeis contento AgNPs e caracterizar os aspectos fisico-quimico do perfil
de permeacdo de hidrogéis sensiveis a temperatura.

Avaliar a agdo antimicrobiana das AgNPs nos hidrogéis.
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4 RESULTADOS
Como resultados foi possivel gerar 2 artigos cientificos:

1. Otimizacdo da sintese de nanoparticulas de prata biogénica utilizando a planta

Kalanchoe pinnata

2. Avaliacdo da atividade antibacteriana e de toxicidade in vitro de nanoparticulas de
prata biogénica sintetizadas com Kalanchoe pinnata
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4.1 Artigo1l

Otimizacao da sintese de nanoparticulas de prata por rota biogénica a
partir do extrato da planta Kalanchoe pinnata

Resumo

As nanoparticulas de prata (AgNPs) biogénicas sdo um dos nanomateriais mais estudados da
atualidade, devido a sua propriedade antimicrobiana. Embora existam muitos trabalhos sobre
as AgNPs biogénicas, ainda existe a necessidade de estudar as particularidades da sua sintese e
caracteristicas fisico-quimicas. Desta maneira, aprimorar e entender o processo de sintese de
AgNPs biogénicas é essencial. O objetivo deste estudo foi investigar a relagcdo entre o pH e as
caracteristicas das AgNPs biogénicas, como tamanho e polidispersdo, além avaliar a sua
atividade antimicrobiana. Para a sintese, foi utilizado diferentes concentracdes do extrato das
folhas da planta Kalanchoe pinnata sob variados pH. O processo de sintese das AgNPs foi
acompanhado por espectrofotometria e posteriormente o tamanho das nanoparticulas
caracterizadas por espalhamento dindmico da luz (DLS) e analise de potencial zeta por
microeletroforese. Para medir o potencial antimicrobiano foi utilizado o método disco-difusao
para os organismos Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. Os
resultados mostram que as AgNPs sintetizadas com extratos na concentracdo final de 0,06
mg.mL" e pH alcalino (9,00) produziram particulas menores e mais homogéneas, com didmetro
121 + 8, polidispersdo 0,2 + 0,01 e potencial zeta -22,6mv. Da mesma forma, as AgNPs
sintetizadas em meio alcalino (pH 8 e 9) apresentaram halos maiores, o que corresponde a maior
atividade antimicrobiana. Logo, pode-se concluir que a sintese de AgNPs biogénica as
condigdes de preparo dependem da concentracéo e do pH. Este estudo abre perspectiva para o
uso destas nanoparticulas como opcdo para serem utilizada em diferentes areas.

Palavras-chave: Nanotecnologia. Nanoparticulas de prata. Biogénicas. Otimizacao. pH.
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INTRODUCAO

As pesquisas com nanotecnologia crescem a cada dia e despertam o interesse de diversos
setores. Isto € porque quando um material esta em escala nanométrica apresenta propriedades
quimicas, cataliticas, mecanicas, magneticas, eletronicas e oticas diferentes das propriedades
de quando em macroescala. Isto possibilita melhorar a aplicacdo de um determinado material,
buscando produzir produtos de alto desempenho (NIKALJE, 2015; KHAN; SAEED; KHAN,
2017; SINGH; DUBEY; DUBEY, 2019).

Dentre os diversos nanomateriais, as nanoparticulas de prata (AgNPs) tém atraido a
atencdo da comunidade cientifica por causa das suas caracteristicas fisico-quimicas e
versatilidade de aplicagdo. Elas sdo utilizadas como sensor, material fotovoltaico e catalizador
(AKHTA et al. 2019; COUZON et al. 2019). O maior interesse nas AgNPs esta em sua acao
antibacteriana. Pois, elas podem ser aplicadas para tratamento de feridas, queimaduras, na
superficie de dispositivos médicos, para assim, combater e prevenir contaminages e infecces
por bactérias (MEDICI et al. 2014; NIKALJE, 2015; SINGLA et al. 2016; MAURICIO et al.
2018; MUHAMMAD et al. 2018).

Atualmente existem trés maneiras de se obter AgNPs, através de métodos quimicos,
fisico ou bioloégico (ECKHARDT et al. 2013; SWEET et al. 2017; MEDICI et al. 2019). Diante
destes métodos, a biossintese de nanoparticulas sdo as mais atraentes, pois, em comparagdo aos
demais procedimentos, apresentam menor toxicidade e consequentemente menos risco
ambiental e ocupacional, além de ser uma sintese rapida e de baixo custo, pois sua execugdo
necessita de poucos reagentes (ZHANG et al. 2016; SIDDIQI et al. 2018).

Na sintese biogénica de AgNPs sdo necessarios 2 reagentes: um sal precursor e um meio
aquoso rico em moléculas bioldgicas. O sal precursor € responsavel por fornecer ions de prata,
comumente é utilizado o nitrato de prata (AgNO3z). O extrato liquido de moléculas biologicas
(proteinas, acucares, fenois, entre outras) podem ser provindas de fungos, bactérias ou plantas
(GUILGER et al. 2017; 2019; RHEDER et al. 2018). Aqui, as biomoléculas tém as funcGes de
agir como redutor e estabilizador das nanoparticulas. Ou seja, elas doam elétrons para o meio
de reacdo, o que possibilita a reducio dos ions de prata (Ag* — Ag®) para gerar as AgNPs, e
posteriormente recobrem as AgNPs conferindo estabilidade e biocompatibilidade a elas
(VANAJA et al. 2013; CHITRA; ANNADURAI, 2014; VELGOSOVA et al. 2016).

Os extratos de plantas sdo 0os meios redutores mais utilizados na sintese biogénica de
AgNPs, por proporciona uma rapida formagdo de particulas e por serem ricos em moléculas
bioldgicas. Pois, tais moléculas sdo essenciais para 0 sucesso da sintese, biocompatibilidade e
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aplicacdo das AgNPs (KRISHNARAJ et. al, 2012; MAKAROV et al. 2014). A planta
Kalanchoe pinnata (Lam) Pers, conhecida popularmente como folha-da-fortuna, é uma planta
sublenhosa nativa de Madagascar (CRUZ, et al 2012). Tal planta apresenta agdo anti-
inflamatdria e atividade antimicrobiana. Ela € usada na medicina popular, em paises como
Brasil e india, para tratar diarreia, conjuntivite, dermatites, infecc@es e cicatrizagio de feridas
(OJEWOLE, 2005; COSTA et al., 2008; ABDELLAOUI et al. 2010; GOTAHNDAM,
AISHWARYA & KARTHIKEYAN, 2010; BARBOZA et al., 2016, ARAUJO et al., 2019).

Alguns estudos mostraram que o0 extrato de Kalanchoe pinnata tem atividade
antimicrobiana contra Bacillus cereus, Candida albicans, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Aspergillus niger e Staphylococcus aureus, inclusive contra cepas resistentes a
meticilina (SILVA et al. 2009; ABDELLAOQUI et al. 2010; GOTAHNDAM, AISHWARYA
& KARTHIKEYAN, 2010). Além do mais, o extrato da folha da planta ndo apresenta acéao
citotoxica e nem mutagénica (Umbuzeiro-Valent, 1999; BARBOZA et al., 2016). Tais
caracteristicas tornam a K. pinnata uma interessante candidata para utilizar na sintese biogénica
de AgNPs. Pois, as diversas biomoléculas da planta podem atuar em sinergia com as AgNPs e
melhorar a acdo antibacteriana, a biocompatibilidade e conferir ademais funcdes devido ao
recobrimento das AgNPs.

Apesar do grande interesse e volume de pesquisas sobre AgNPs biogénicas, pouco se
discute sobre as condi¢es do meio de sintese e como as mudancas neste meio influencia os
parametros fisico-quimicos das nanoparticulas. Fatores como concentracdo dos reagentes,
temperatura e 0 pH da reacdo podem prejudicar ou melhorar as caracteristicas das AgNPs
influenciando no tamanho, distribuicdo, forma e grau de dispersédo, afetando diretamente a
qualidade da nanoparticula e sua aplicacéo, principalmente quando o interesse final é a sua acdo
antimicrobiana (VANAJA et al. 2013; CHITRA; ANNADURAI, 2014; VELGOSOVA et al.
2016, KUMAR et al. 2017; KIM et al. 2018; KUMAR et al. 2018).

O objetivo deste trabalho foi otimizar a biossintese de AgNPs modificando os valores
de pH do meio de sintese e testar diferentes concentracdes finais de extrato das folhas de

Kalanchoe pinnata e, finalmente, avaliar a atividade antimicrobiana das AgNPs sintetizadas.
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MATERIAL E METODOS
Material bioldgico

Foram adquiridas mudas da planta Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers através da
floricultura SL flores e Cia, situada na cidade Terra Boa, Parana, Brasil. As mudas foram
cultivadas conforme indicacéo do fornecedor, em vasos em ambientes internos e protegida da
luz solar direta.

As cepas utilizadas para as andlises microbiologicas foram: cepas Staphylococcus
aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC
10145), doadas pela empresa CeFar, S&o Paulo - SP.

Preparo do extrato de reducéo de Kalanchoe pinnata

Folhas da planta K. pinnata, foram lavadas com agua destilada e colocadas para secar
em temperatura ambiente. Quando secas, 20 g das folhas foram picadas e aquecidas em 30 mL
de agua ultrapura a 60 °C por 30 minutos. O extrato foi filtrado em papel filtro com porosidade
de 0,2 mm. O extrato foi armazenado a 4 °C até o momento de uso.

Biossintese de AgNPs

Para a sintese das AgNPs foi realizado o ajuste do pH do extrato das folhas de K. pinnata
para os valores desejados (2, 5, 6, 7, 8, 9 e 11), para isto foi utilizado acido cloridrico (HCI 1M)
ou hidroxido de sédio (NaOH 0,1M). Também foram utilizadas diferentes concentragdes de
extrato, sendo estes obtidos por diluicdo com agua ultrapura, as concentracdes finais utilizadas
foram 0,03; 0,06 e 0,12 mg.mL™*. O sal AgNOs foi adicionado para obtencgdo de concentragio
final de 1 mM (VEERASAMY et. al, 2011; KRISHNARAJ et. al, 2012).

Caracterizacéo das AgNPs

As reagdes foram monitoradas observando a mudanca da coloracéo do meio de reagéo.
Também foram analisados o espectro de absorcao pelo espectrofotdmetro de UV-vis (Shimadzu
MultiSpec 1501) nos comprimentos entre 300 e 600 nm. A distribuicdo do tamanho, a
polidispersao e potencial zeta das AgNPs foi analisada em ZetaSizer Nano ZS 90 (Malvern). O
potencial zeta foi verificado pela técnica de microeletroforese em angulo fixo de 90°. Em todas
as medicOes, as amostram foram diluidas em &gua na proporcao de 9:1 (gua:AgNPs). Em cada
experimento foram feitas trés leituras e os resultados expressos pela média das leituras. Para
avaliacdo da concentragdo em NP.mL™ foi utilizada a técnica de Nanoparticles Tracking
Analysis (NTA - NanoSigth LM14) (ZHANG et al., 2016), onde as amostras foram diluidas
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100 vezes e analisadas utilizando o equipamento NanoSight LM14 e analisadas no software
NanoSight v.2.3.

Potencial antibacteriano - teste de disco-difusao

Para o teste de suscetibilidade antibacteriana foram utilizados discos de papel filtro
previamente cortados em tamanho de 5 mm de didmetro. Os discos foram colocados sobre placa
de &gar pré-preparada com bactérias S. aureus, E. Coli e P. aeruginosa na concentracio de 108
UFC.mL™. Em cada disco foram adicionados 10 pL das diferentes AgNPs sintetizadas, assim
como, o extrato da planta para controle. As placas foram incubadas por 24 horas a 35 °C. Ao
final das 24h os didmetros dos halos foram mensurados em milimetros com o uso de um

paquimetro. Os ensaios foram realizados em triplicata.
Quantificacdo da expressao génica por qPCR

Apbs exposicdo as células de linhagem HaCaT foi realizada a extracdo de RNA
utilizando o kit Zlustra™ RNAspin Mini RNA (GE-heltcare), a seguir o RNA foi transcrito em
cDNA utilizando-se o High-Capacity RNA-to-cDNA™ Kit (Applied Biosystems). A
quantificacdo de expressdo foi realizada por gPCR utilizando método de Sybr, os genes alvos
analisados foram NLRP3, NLRC4, AIM2, ASC, DNMT, MDC (CCL22), RANTES (CCI5),
IL-8, TARC (CCL17) e como controle foi utilizado o gene da B-actina, os primers utilizados
foram os descritos por Tang et al (2016) e Yang et al (2015). Os genes escolhidos para as
analises estdo relacionados com a resposta inflamatéria da pele em concentragdo de 3,15 x10°
NP.mL™.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Otimizacao da sintese de AgNPs utilizando o extrato de Kalanchoe pinnata

Para este trabalho foi considerado como parametro de elegibilidade das AgNPs a sua
acao antibacteriana, seguida da polidisperséo (pdi), com a intencédo de obter uma suspenséo de
nanoparticulas monodispersa.

Foram sintetizadas um total de vinte e uma nanoparticulas, considerando as
combinac6es dos variados pH (2, 5, 6, 7, 8, 9 e 11) e diferentes concentragdes finais do extrato
de K. pinnata (0,03; 0,06 e 0,12 mg.mL™). Das 21 reages, apenas as com pH 2, independente
da concentracdo de extrato, ndo apresentaram mudancga na coloragdo da reacdo para tons
castanhos. Bem como, ndo apresentaram picos de absorbancia em espectrofotometro, indicando
a ndo houve sintese de nanoparticulas. Na concentragdo de extrato 0,06 mg.mL ™ foi observada
alteracdo cinética da reacdo das sinteses de nanoparticulas quando modificado o pH (Figura
1A). A maior biorreducao ocorreu no pH 9, seguida do pH 7. A ndo sintese em pH &cido ja foi
relatada por Velosova et al. (2016) que obtiveram resultados parecidos em reacGes de sintese
com pH 2. Outros trabalhos também mostraram que pH acido a ndo favorece a formacao de ou
tem baixa produtividade (KRISHNARAJ et al. 2012; KUMAR et al. 2017).

Figura 5 — Otimizacéo da sintese de AgNP para concentracdo de 0,06mg. mL-! de extrato e concentragéo final de
1mM de AgNO3 Em A) Evolugédo do tempo de sintese de AgNP utilizando diferentes pH. Em B) Espectro-Vis do
estrado de K. pinnata e UV-Vis da sintese das nanoparticulas em pH9 (0,06mg. mL™ de extrato e concentragio
final de 1ImM de AgNO3).
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A anélise UV-Vis do extrato mostrou pico de absorbancia em torno de 280 nm e 350
nm (Figura 1B). O pico de absorbancia em 280 nm é observado também apds a sintese das
nanoparticulas, sugerindo que estas substancias possam ter sido incorporadas ao capping das
nanoparticulas. Ao final das 24 horas, todas as reacdes, exceto pH 2, mostraram picos de
absorcéo de ressonéncia plasmonica (Figura 2) nos comprimentos de onda entre 430 a 500 nm,
sendo tais padrdes de leitura caracteristico da formacdo de AgNPs (ANGIGOL et al., 2017,
MALDOVAN et al. 2018; MUKHERJI et al., 2018).

Figura 6 - Resultados das leituras em espectrofotdmetro de UV-vis das diferentes rea¢fes de pH e concentragdes
do extrato apos 24h da sintese. Os graficos mostram padrdes de leitura tipicos da presenga de AgNPs. Imagens: A
Concentragéo 0,03 mg.mL%; B — 0,06 mg.mL%; C — 0,12 mg.mL%,
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Os valores de absorbancia maximo foram diferentes em cada concentragéo de extrato.
Na concentragio de 0,03 mg.mL? (Figura 2A) o pH 6 foi 0 qual apresentou maior pico de
absorbancia em comprimento de onda de 480 nm. J& na concentracéo de 0,06 mg.mL™* (Figura
2B) e 0,12 mg.mL"* (Figura 2C), os picos estdo, respectivamente, nos comprimentos de onda
450 nm e 430 nm, sendo o pH 9 o responsavel pelo maior pico de absorcéo.

Os resultados obtidos por DLS (Tabela 1) confirmam que o valor de pH tem importante
papel na formacdo de AgNPs. As reagdes com pH alcalino foram as que originaram AgNPs
com homogeneidade de tamanho, com polidisperséo inferior a 0,5, considerados padrdes de
boa qualidade (MULVANEY, 1996; KHAN et al., 2019). Os pH alcalinos apresentaram
potencial zeta entre -20 e -30 mV, além de um rapido inicio de sintese. Por outro lado, as AgNPs
sintetizadas em pH &cidos (pH 5 e 6), além de demorarem para iniciar o processo de sintese,
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apresentaram formacdo de nanoparticulas grandes e com polidispersdo entre 0,6 a 1,0,
indicando baixa qualidade das AgNPs, e potencial zeta entre -1 e -13 mV.

Tabela 1 - Resultados das caracterizagdes fisico-quimicas (tamanho em diadmetro, polidisperséo e potencial zeta)
das nanoparticulas sintetizadas nas diferentes concentracdes e pH.

Tamanho (nm) Polidisperséo (pdi) Potencial Zeta (mV)
Extrato (mg.mL-1)

pH 0,03 0,06 0,12 0,03 0,06 0,12 0,03 0,06 0,12
pH2 | 570+13 905 + 10 408+10 | 08+0,01 1+001 08+001 | -71 -191 -2,6
pH5 | 553+21 1351 + 100 1010+ 100 | 06 +0,01 0,7+,001 1+001 |-168 -168 -133
pH6 | 814+93 676 + 59 380+13 | 08+0,01 06+001 04+001 |-212 -199 -19,7
pH7 | 622+43 550 £ 30 150+ 4 05+0,02 04£001 032£001|-229 -21.8 -189
pH8 | 374+ 30 275114 408+14 | 04+£001 02+001 0,2£001 |-21,7 -212 -211
pH9 | 171+06 156 + 08 248 +08 02+001 02+001 02%0,01 |-21,7 -226 -22.2
pH 11 | 109 + 05 117+ 05 372+13 | 02+001 03%£0,01 03001 |-209 -22,7 -232

Os resultados de DLS indicam que em pH 5 e concentracéo de 0,06 mg.mL™as AgNPs
tiveram tamanho de até 1351+57 nm de didmetro, as maiores obtidas nos experimentos, e
polidisperséo de 0,72 + 0,11 pdi e potencial zeta de -16,8 mV. Em experimento realizado por
Velosova et al. (2016), observamos que os pH 4 e 6 tiveram alteracdes no tamanho das
nanoparticulas ap6s 10 dias da sintese, ficando maiores neste periodo. E possivel que o pH afete
0 recobrimento das nanoparticulas, e isto pode comprometer a estabilizacdo das AgNPs,
prejudicando a sua aplicacdo e vida util (KUMAR et al 2017; SIBIYA; MOLOTO, 2018).
Outros autores também observaram que os pH acidos formam nanoparticulas maiores e com
alta heterogeneidade de tamanhos e baixa estabilidade das AgNPs (SINGH; SINHA,;
MANDAL, 2009; CHITRA; ANNADURALI, 2014; VELGOSOVA et al. 2016; ANIGOL et al.
2017; KUMAR et al. 2017).

A partir do pH 7, os resultados em DLS, mostram a formacg&o de nanoparticulas menores
e indices de polidispersdo relativamente alto. Os resultados das analises em DLS para os pH 8,
9 e 11 mostram nanoparticulas pequenas, quando comparadas aos pH &cidos, potencial zeta
entre -20 e -30 mV e populagdo de nanoparticulas homogénea. O pH alcalino também aumentou
a velocidade de sintese e o rendimento de AgNPs. Como notado em outros trabalhos, os pH
alcalinos favorecem a sintese de nanoparticulas altamente dispersas, pequenas e esféricas,
também se nota estabilidade das particulas durante mais tempo (VEERASAMY et. al, 2011,
KRISHNARAJ et. al, 2012; CHITRA; ANNARAI, 2014; KUMAR et al. 2017). No entanto,
acima de pH 10, pode causar baixa estabilidade dos AgNPs (RAMESH; KOKILA; GEETHA,
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2015). Ja os pH entre 7 e 9 oferecem maior tempo de estabilidade para as AgNPs (SIBIYA;
MOLOTO, 2018; NURFADHILAH et al. 2018).

A concentracdo de extrato mostrou ter influéncia no diametro das AgNPs sintetizadas.
A concentracdo 0,12 mg.mL" para os valores de pH 8, 9 e 11 formaram nanoparticulas maiores
que as outas concentragdes, como Vvisto nos resultados obtidos por DLS (Tabelal). O tamanho
da particula depende da proporcdo de ions de prata e agente estabilizador/recobrimento, com
isto, é possivel que a alta concentracéo de biomoléculas residuais no extrato comecem a ter uma
interacdo secundaria com as moléculas de recobrimento das AgNPs, assim, gerando
nanoparticulas maiores (TRIPATHY et al. 2010; AHMED et al. 2016; CHOUDHARY;
KATARIA; SHARMA, 2018).

A alteracdo no pH resulta em uma mudanca de carga nas biomoléculas contidas no
extrato afetando sua capacidade de ligar e reduzir os cations e anions metalicos no decorrer da
sintese. No que se refere, afetando a forma, tamanho, rendimento de nanoparticulas e
velocidade de sintese (MAKAROV et al. 2014; NURFADHILAH et al. 2018; SIBIYA;
MOLOTO, 2018). Em pH alcalino existe uma maior disponibilidade de grupos funcionais
doadores de elétrons e isso facilita que mais Ag® possa nuclear e posteriormente formar um
grande nimero de nanoparticulas com menor diametro. A utilizacdo de extrato plantas para
sintese de nanoparticulas metalicas biogénica propde a formacdo de um capping natural e ndo
toxico, contendo entre diferentes substancias proteinas, polifendis, triperpenos, flavonoides,
alcaloides, taninos, saponinas (SHARMA et al., 2009; PRASAD, 2017; QAYYUM et al., 2017;
OVES et al., 2018; AZIZ et al., 2019; MASUM et al., 2019).

Em relacdo a Kalanchoe pinnata, estudos que avaliam seus extratos e sua capacidade
bactericida mostram em meio etanélico, metandlico e aquoso apresentam diferente composi¢do
e apresentaram diferentes potenciais bactericidas (AKINSULIRE et al., 2007; MAJAZ et al.,
2011; NWADINIGWE, 2011; PATTEWAR et al., 2013; IQBAL et al., 2016; LEBEDEVA et
al., 2017). Pattewar et al. (2013) avaliaram o potencial bactericida de diferentes formas de
extrato e verificaram que o extrato metanolico 60% das folhas foi o que apresentou melhores
resultados. O estudo ainda mostrou que além de potencial bactericida os extratos apresentaram
atividade fungicida.

Outros estudos descreveram diversos grupos funcionais como fendlicos, alifaticos,
benzeno e hidroxilas, podendo estes serem o0s principais responsaveis pela reducdo e
recobrimento das particulas (BAISHYA; SHARMA; BORA, 2012; PHATAK; HENDRE,
2015a; PHATAK; HENDRE, 2015b; AGARWAL 2019). Também ha indicios de proteinas

presentes no recobrimento de AgNPs, devido a presenca de grupos carbonilas, 0s quais possuem
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grande capacidade de se ligar com o metal, favorecendo a adsor¢do na superficie da particula e
gerando o recobrindo da nanoparticula (PHATAK; HENDRE, 2015a; PHATAK; HENDRE,
2015b)

Desta maneira a sintese biogénica de nanoparticulas metalicas utilizando K. pinnata
provavelmente ocorre por redugdo do sal AgNOs realizada com a ajuda de NADPH o qual
forma a um cerne de prata metalica (Ag®) e um capping formado pelas diferentes substancias

encontradas no extrato da planta utilizado para a sintese (Figura 3)0.

Figura 7 - Esquema da proposta de sintese biogénica utilizando K. pinnata como agente redutor e estabilizante,
originando uma nanoparticula com um cerne de prata metélico e um capping formado pelas substancias originadas
do extrato.
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Atividade antimicrobiana

No presente estudo, foram testadas a atividade das AgNPs biogénicas sintetizadas e 0s
extratos da planta K. pinnata nos diferentes pH (2, 5, 6, 7, 8, 9 e 10). As bactérias utilizadas
para o teste foi S. aureus, E. Coli e P. aeruginosa, responsaveis pela maioria das contaminacoes
existentes que sdo empregadas como modelo inicial para testes de substancias antimicrobianas.

Os resultados mostraram que praticamente todas as AgNPs sintetizadas mostram zona
de inibicdo nos microrganismos testados (Tabela 2). As AgNPs também mostram ter maior
acdo inibitoria quando comparados aos seus extratos redutores em seus devidos pH. Dentre
todas as AgNPs sintetizadas, os pH 8 e 9 (0,06 mg.mLt) foram as que tiveram melhor atividade
antimicrobiana. As AgNPs em pH 6 e 7 apresentaram atividade antimicrobiana moderada, com
halos que variaram de 6 a 11 mm de diametro. J& as AgNPs sintetizadas em pH 2 e 5, ndo

tiveram nenhuma atividade inibitéria.
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Hé& algum tempo j& é conhecido que as AgNPs tém forte atividade antibacteriana contra
bactérias tanto gram-negativas quanto gram-positivas, incluindo cepas multirresistentes
(RAMESH; KOKILA; GEETHA, 2015; KUMAR et al., 2017). A atividade das nanoparticulas
é principalmente devido a capacidade destas se ligarem a superficie da membrana celular e
perturbar a permeabilidade e as funcdes respiratorias da célula (DAKAL et al., 2016; DURAN
etal., 2016; PAREEK; GUPTA; PANWAR, 2018; MEDICI et al. 2019).

Tabela 2 - Resultados das analises de disco difusdo realizado com as diferentes nanoparticulas sintetizadas neste
estudo em diferentes valores de pH (6 a 11) e diferentes concentragfes (0,03 a 0,12 mg.mL1). Os valores dos halos
estdo representados em milimetro do didmetro (valores expressos em média de 3 ensaios).

E. coli P. aeruginosa S. aureus
Extrato mg.mL*!
AgNPs
0,03 0,06 0,12 0,03 0,06 0,12 0,03 0,06 0,12
pH 6 10£2 10+2 10+0 7+2 9+2 9+2 62 61 6=+2
pH7 10£2 10+1 10+1 I1+£1 100 6=+0 61 6+0 6+0
pH 8 14+1 14+£2 11+1 10£0 11£0 9+1 12+£1 121 9=£0
pH 9 14+£1 121 9=+1 14+£1 141 9+1 10£1 11+1 10+1
pH 11 61 61 6+0 60 6+0 7+1 8+t1 71 6+0
Extrato 61 61 6+0 60 6+£0 6=%1 61 6+1 6+0
Penicilina (300 U) 16+3 17+1 15+£2

A hipétese sugerida para o melhor desempenho das nanoparticulas sintetizadas no pH 9
se deve a sinergia do cerne metalico e o capping formado, sendo este mais estavel e com um
arranjo de componentes mais interessantes que as demais nanoparticulas. Desta maneira esta
nanoparticula mostrou ter melhor desempenho e caracteristicas fisico-quimica, sendo realizada
a analise de NTA da mesma para obtencdo da concentracdo de nanoparticulas por mL, 0s
resultados mostraram que a solugdo de nanoparticulas apresentava 9 x 101° NPs.mL™.

Outros trabalhos mostraram que a atividade antimicrobiana de AgNPs sintetizadas em
meio alcalino tiveram melhor efeito contra bactérias gram-negativa que em gram-positivas
(AJITHA; REDDY; REDDY, 2015; KUMAR et al. 2017; CHOUDHARY; KATARIA;
SHARMA, 2018). Este fato pode ser explicado devido ao pH alcalino proporcionar a sintese de
AgNPs menores, sendo estas caracterizadas por ter maior area de superficie disponivel para
interacdo, assim apresentam melhor efeito antibacteriano do que os AgNPs maiores. Também
é possivel que os AgNPs ndo apenas interajam com a superficie da membrana, mas que
consigam romper a membrana, ou até mesmo possam penetrar dentro da bactéria levando a
danos dos ribossomos e DNA (DURAN et al., 2016; PAREEK; GUPTA; PANWAR, 2018).

Algumas pesquisas mostram que nanoparticulas sintetizadas a partir de extrato de
plantas mostraram boa atividade bactericida, tanto para bactérias gram-positivas como gram-
negativas, devido & sinergia apresentada pelo cerne metéalico e o capping formado por moléculas
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bioativas provenientes dos extratos, além de serem mais Sseguros por apresentarem menor
toxicidade (ZHANG et al., 2016; AHMED et al., 2016).

Quantificacao da expressao génica

A expressao de genes ligados a resposta inflamatoria apresentou alteracGes em relacdo
ao controle (Figura 5). A expressdao aumentada dos inflamossomos indica que estes foram
estimulados por alguma alteracdo no microambiente, neste estudo é possivel verificar uma
resposta alterada de NLRC4, NLRP3 e AIM, também pode ser observada o aumento da
expressdao de ASC, o que era esperado, uma vez que, NLRP e AIM necessitam de ASC para
que sejam ativados. Esta ativacao leva a produgdo de procaspase e citocinas, em especial as
quimiocinas (TARC, MDC, RANTES e IL8). Assim, foi possivel observar o aumento de IL8 e
MDC, o MDC pode estar ligado a tentativa de homeostase celular, pois ndo foi observado o
aumento significativo da expressdo, as quais contribuem para uma resposta inflamatoria.

O aumento da expressao de IL8 é explicado devido a ativacdo dos inflamossomos, em
especial das vias NLRP3 e AIM, pois estas levam a producdo de caspase e aumento da
expressdo de IL-18 e IL-1p, esta Ultima estimula a expresséo de 1L-8 que se encontra alterado
em lesBes cutdneas e atdpicas. Esta alteracdo ja foi observada por outros autores com
nanoparticulas de prata ndo biogénicas (BARANOVA et al., 2015; AHMED et al., 2017,
GALBIATTI et al., 2018; CHEN et al., 2019).

Figura 8 — Resultados das andlises quantitativa de expressdo de genes ligados a inflamacao.
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De acordo com Chen et al. (2019) o aumento observado de IL-8 em culturas 2D de
queratindcitos se deve ao estresse oxidativo ocorrido mediante a exposi¢do as AgNPs em altas
doses, porém o mesmo estudo realizado com culturas celulares 3D ndo mostram esta resposta,

logo os autores sugerem que os estudos de exposicao a AgNP devem ser avaliados utilizando
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modelos epidérmicos 3D, pois estes podem fornecer melhores estimativas de condi¢des in vivo

do que 2D modelos.

CONCLUSAO

Os resultados mostram que diferentes valores de pH e concentracdes do extrato tém
interferéncia direta na sintese das AgNPs biogénicas. Observamos que o pH alcalino aumenta
a velocidade de reducdo de ions Ag®, e isto favorece a formacdo imediata de ndcleos
(nucleacéo) e, consequentemente, influéncia a sintese de AgNPs com diametro menor e alto
grau de homogeneidade. Outra observacao é que a alta concentracdo do extrato da planta junto
ao pH alcalino aumenta o didametro das AgNPs. Neste trabalho, a melhor condicdo de sintese
foi em concentragdo de 0,06 mg.mL™* do extrato de planta e pH 9. Tais condigBes também
melhoraram a agdo antimicrobiana da AgNPs sintetizadas com K. pinnata.

Em comparacdo com os métodos quimicos, os bioldgicos permitem maior facilidade no
controle da forma, tamanho e distribuicdo das AgNPs através da otimizacao das condicGes de
sintese. Desta foram, através de modificacGes no meio de sintese também podemos melhorar a
acao bactericida das AgNPs. Pois, a atividade antibacteriana das AgNPs depende do tamanho,
forma e concentracdo das particulas. Assim, as AgNPs sintetizadas em pH alcalino geram
nanoparticulas com melhor acdo antibacteriana.

Por fim, vale ressaltar as vantagens da sintese biogénica, que possibilita 0 uso de um
vasto recurso biologico, proporciona um menor de tempo de reacao de sintese, obtencdo de alta
concentracdo de nanoparticulas e estabilidade por longo prazo. Embora tenha sido observado
alteracOes na expressao de genes de células expostas as nanoparticulas existe a necessidade de
maiores estudos para se avaliar a seguranga da utilizacdo delas.
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4.2 Artigo 2

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E CITOTOXICIDADE
DE NANOPARTICULAS DE PRATA BIOGENICA LIVRES E INCORPORADA EM
HIDROGEIS.

Resumo

As bacteérias resistentes sdo um dos maiores desafios atuais da ciéncia. Neste cenario, as
nanoparticulas de prata (AgNPs) aparecem como alternativa a este confronto, pois possuem alta
acdo antimicrobiana. O objetivo deste trabalho foi sintetizar AgNPs biogénicas utilizando
folhas da planta Kalanchoe pinnata, avaliar sua atividade antimicrobiana utilizando bactérias
resistentes, verificar a citotoxicidade e genotoxicidade das nanoparticulas e realizar a
incorporacdo destas em hidrogel polimérico. As caracteristicas fisico-quimica foram avaliadas
utilizando espalhamento dindmico de luz (DLS) e analise de rastreamento de nanoparticulas
(NTA). A atividade antibacteriana realizada através de difusdo em &gar, concentracdo inibitoria
minima (CIM) e cinética de crescimento. Também foi verificado a capacidade das AgNPs inibir
a formacdo de biofilme. Para avaliar a toxicidade foram utilizados ensaios de reducdo de
tetrazolium (MTT), ensaio de vermelho neutro, ensaio cometa e teste de aberracdes
cromossdmicas em células animais e em Allium cepa. Os resultados mostraram AgNPs
apresentaram didmetro médio 121 + 6,5 nm e concentra¢do de 9 x 1010 Np.mL-1. As AgNPs
foram capazes inibir o crescimento das cepas resistentes em concentracao a partir 0,8 x 1010
Np.mL-1 e segurar seu crescimento por um periodo de até 24 h. Também foi possivel observar
que a formacdo do biofilme foi interrompida. As AgNPs ndo mostraram citotoxicidade em
células animais e foram citotoxicas apenas em concentracfes acima de 4 x 1010 Np.mL-1 em
células de Allium cepa. O ensaio cometa mostrou danos ao DNA a partir da concentracdo de 9
x 1010 Np.mL-1. As analises dos géis mostraram que a incorporacdo das AgNps alterou os
perfis reolégicos tanto para as analises em funcdo da frequéncia quanto da temperatura,
modificando a viscosidade e comportamento ndo Newtoniano do sistema. Ap6s incorporacao
das nanoparticulas, os géis passaram a apresentar acdo antimicrobiana. Logo as AgNP
sintetizada mostraram ser possiveis candidatas para utilizagdo no auxilio ao combate de
bactérias resistentes, pois mostram amplo espectro de acdo antibacteriana, inclusive contra
bactérias resistentes, e baixa toxicidade em células animais, sendo consideradas uma boa
alternativa terapéutica no futuro.

Palavras-chaves: Bactérias resistentes. AgNPs. Biofilme. Kalanchoe pinnata. Hidrogéis.
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INTRODUCAO

Diariamente, as pessoas sdo expostas a diversos microrganismos patogénicos que
podem trazer complicacdes a saude, entre eles o desenvolvimento de infecgdes graves (Sarmah
et al., 2018). Atualmente, 0 modo mais eficaz de tratar infec¢des, sobretudo bacteriana, € a
utilizacéo de antibidticos. No entanto, os tratamentos com antibidticos estdo mostrando néo ter
mais eficacia contra a maioria das bactérias, devido estas apresentarem resisténcia (Pereira,
Pita, 2005; Ferreira et al., 2008; Aslam et al., 2018). Nos ultimos anos, cada vez mais, sao
registradas novas bactérias resistentes, e as perspectiva para tratamento diminuem cada vez
mais (Ventola et al., 2015; Michael et al., 2014; Sampaio et al., 2018). Portanto, é indiscutivel
encontrar novas estratégias terapéuticas para combater as bactérias resistentes (Baptista et al,
2018; Lima et al., 2019).

A nanotecnologia é uma das alternativas que podem auxiliar no enfrentamento da crise
das bacterias resistentes, tendo como destaque as nanoparticulas de prata (AgNPs) (Figueiras
et al., 2014; Baptista et al., 2018; Lima et al., 2019). Antes dos antibidticos, a prata coloidal e
0 nitrato de prata eram bastante utilizados para prevenir e tratar infec¢des de feridas, devido a
sua propriedade antimicrobiana comprovada (Klasen 2000; Lansdown 2006; Alexander 2009;
Barilo, Marx, 2014; Ebrahiminezhad et al.,, 2016; Mohler et al., 2018; Medici et al.,, 2019).
Quando a prata estd em nanoescala suas propriedades fisico-quimicas sdo melhoradas,
principalmente a sua ac¢do antimicrobiana (Abassi et al; 2016; Alavi et al., 2019). As AgNPs ja
sdo usadas para prevenir, tratar e reduzir infeccdes bacterianas na pele, em queimaduras e para
evitar a colonizacdo bacteriana em dispositivos médicos e superficies em geral (Carbone et al.,
2016; Ballotin et al., 2017; Marassi et al., 2018; Wasef et al., 2019).

Desta maneira, AgNPs aparecem como uma alternativa aos antibioticos para contornar
0 problema das bactérias resistentes devido a seu amplo espectro de acdo (Kurek et al., 2011;
Okafor et al., 2013; Franci et al., 2015; Liao et al., 2019;Rolim et al., 2019). As AgNPs agem
causando danos as bactérias através de varios mecanismos, entre 0s quais, 0 aumento da
permeabilidade celular, oxidacdo de componentes celulares e proteinas, geracdo de espécies
reativas de oxigénio, inativacdo de enzimas vitais e degradacdo de DNA (Dakal et al., 2016;
Duran et al., 2016; Pareek et al., 2018). Também, devido ao seu pequeno tamanho, as AgNPs
conseguem interromper a formacdo de biofilme, formado quando as bactérias colonizam
superficies e sintetizam uma pelicula de exopolissacarideos (Mah and O’toole, 2001; Olsen,
2015; Singh et al., 2017). O biofilme serve como uma barreira para aumentar as defesas das

bactérias ajudando os patdgenos a evitarem a acdo dos antibioticos e respostas imunoldgicas, 0
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que traz complicagOes para o paciente pois infecgdes cronicas de dificil tratamento podem ser
estabelecidas (Mah; O’toole, 2001; Olsen, 2015; Singh et al., 2017; Li; Webster, 2018).

Entre diferentes sinteses de nanoparticulas biogénica seria a mais indicada, devido a
praticidade de producéo, baixo custo e por ndo envolver substancias toxicas em seu processo
de sintese (lravani et al., 2011; Zhang et al., 2016; Paosen et al., 2019). Na sintese biogénica as
proteinas, carboidratos, metabolitos secundérios e os biopolimeros de plantas, bactérias ou
fungos, atuam como agente redutor e estabilizante (Abdelghany et al., 2017). Este tipo de
sintese também ameniza problemas em relacdo a aglomeracdo e sedimentacdo ao longo do
tempo, que sdo observadas em nanoparticulas de sintese quimica (Seviji et al., 2014; Berdou
and Ferfera-Harrar, 2016; Mekkawy et al., 2017), fato que impossibilita sua acdo com o tempo.
Outro fato positivo da Sintese Biogénica é a baixa toxicidade observada em grande parte das
nanoparticulas de prata (Duran et al., 2019).

A incorporacdo de nanoparticulas em hidrogéis visa facilitar a utilizagdo destas, assim
como diminuir sua toxicidade. Os hidrogéis sdo compostos poliméricos tridimensionais que
formam liga¢des cruzadas e absorvem uma grande quantidade de liquido. Sao utilizados na area
médica para reparar tecidos biolégicos, como a pele, também para liberacdo prolongada de
medicamentos (Kabanov et al., 2002; Klouda and Mikos, 2008). Desta maneira, as AgNPs
suspensas num substrato de suporte sdo impedidas de se aglomerarem e permanecem estaveis
por um longo periodo (Mekkawy et al., 2017; Inoue et al., 2019; Tan et al., 2018; Rolim et al.,
2019).

As plantas sdo os organismos mais utilizados para a sintese biogénica, pois tem baixo
custo de cultivo, baixo tempo de sintese, possibilita sintetizar grandes volumes sendo
geralmente biocompativeis (Mohanty et al., 2012; Makarov et al., 2014; Hamidi et al., 2019).
A planta Kalanchoe pinnata (Lam) Pers é bastante utilizada na medicina popular por apresentar
acdo anti-inflamatoria, analgésica e atividade antimicrobiana (Ojewole, 2005; Costa et al.,
2008; Abdellaoui et al., 2010; Gotahndam et al., 2010). As folhas de K. pinnata possuem
substancias quimicas complexas, incluindo triterpendides, esteroides, polifendis e flavonoides
gue podem ajudar na sintese e contribuir com as caracteristicas fisico-quimicas AgNPs (Cruz
etal., 2012; Barboza et al., 2016, Araujo et al., 2019).

Neste estudo foram sintetizadas AgNPs biogénicas com extrato de K. pinnata, avaliadas
sua atividade antimicrobiana contra bactérias resistentes, assim como, foram avaliadas sua cito
e genotoxicidade. Ao final do estudo as nanoparticulas foram incorporadas em matriz
polimérica para facilitar sua utilizagdo e emprego do produto final em tratamentos de ferimentos

que necessitem de desinfeccdo imediata devido a risco de contaminacao.
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MATERIAL E METODOS
Material biol6gico

As mudas da planta Kalanchoe pinnata foram adquiridas da floricultura SL flores e Cia,
da cidade Terra Boa, Parana, Brasil. As mudas foram cultivadas conforme indicacdo do
fornecedor, em vasos em ambientes internos e protegida da luz solar direta. As cepas de
bactérias resistentes de E. coli, P. aeruginosa, S. aureus, S. liquefaciens, K. pneumonie,
Enterobacter clocae, Enterobacter aerogenes foram cedidas pelo laboratorio TriAnalises, na
cidade de Sorocaba, todas apresentam laudos de resisténcia realizados através de antibiograma.
As linhagens celulares (V79, HeLa, NIH-3T3 e HaCat) foram adquiridas no Banco de células
do Rio de Janeiro.

Preparo extrato

Folhas da planta K. pinnata foram higienizadas com &gua destilada e deixadas para secar
em temperatura ambiente. Apds secagem, 20 g das folhas foram picadas e aquecidas em 30 mL
de &gua ultrapura a 60°C por 30 minutos. O extrato foi filtrado em papel filtro com porosidade

de 0,2 mm. O extrato foi armazenado a 4 °C até 0 momento da sua utilizacao.
Sintese de AgNPs

O extrato das folhas de K. pinnata foi ajustado para pH 9 utilizando hidréxido de sédio
(NaOH) e a concentracéo final foi ajustada para 0,06 mg.mL™. Ao extrato foi adicionado
AgNOs para concentracéo final de 1 mM. A solucéo foi deixada sob agitacéo por 24 h. A sintese
foi acompanhada observando a mudanca na coloracdo do meio de sintese (AgNOs/extrato) e
dos controles (AgNOz e apenas extrato). O protocolo utilizado seguiu Veerasamy et al., (2011)
e Krishnaraj et al., (2012).

Preparo dos hidrogéis

Para a preparacdo dos hidrogéis, pesou-se massa adequada de poloxamer 407 (PL407),
isolado ou em associagdo com poloxamer 403 (PL403), em concentracfes finais de 20 %
(PL407) e 18-2% (PL407-PL403). Os polimeros foram dispersos em agua ultrapura, sob
agitacdo magnética, e mantidos em banho de gelo até completa dissolucdo. Posteriormente, 0s
recipientes foram acondicionados & temperatura de 8 °C por 12 h. Para ambas as composices,
as nanoparticulas de prata (1 mg.mL™) foram dispersas nos hidrogéis na razio de 1:4 (v/v) e

armazenadas a temperatura ambiente até o uso.
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Avaliacéo da atividade antimicrobiana
Teste de disco-difuséo

As bactérias foram cultivadas em caldo nutriente pelo periodo de 24h. Para realizacao
de teste de disco-difusdo, os discos de papel filtro de 5 mm de diametro foram pré-embebidos
em uma solugdo de AgNPs e colocados sobre uma placa de agar ja contendo as bactérias na
concentracéo de 1 x 108 UFC.mL™. As placas foram incubadas a 35 °C por 24 h. Ao final de 24
h os didmetros dos halos foram medidos. Todos os ensaios foram realizados em triplicada. Para
0s ensaios com o gel (AgNPs-PL) os procedimentos foram 0s mesmos citados acima, no
entanto, os hidrogéis foram moldados em forma de disco de 9 mm de didmetro sendo utilizados

diretamente na placa.

Concentracdo inibitéria minima (CIM) e Concentracdo minima bactericida (MBC)

Para determinar a eficiéncia antimicrobiana das AgNPs foi utilizado o ensaio
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), o teste foi realizado utilizando diferentes bactérias
resistentes. Em uma placa de microtitulacéo (placa de ELISA) foram adicionados de 5 x 10°
UFC.mL™? (conforme preconizado pela Anvisa). Foram testadas 6 diferentes concentragdes de
nanoparticulas da prata, entre 9 x 108 a 4,5 x 10%° Np.mL™. A placas foram incubadas a 35° C
por 24h, apos este periodo, foram adicionados 10 uL de resazurina (6,75 mg.mL™) em cada um

dos pocos e incubado por mais 24 horas.

Para avaliar o MBC uma aliquota de cada poco foi plaqueada em placas contendo meio
de cultura. Apos 24 h foi observado se estas aliquotas apresentavam crescimento bacteriano. A
MICcorresponde a menor concentracdo de AgNPs responsavel por limitar o crescimento visivel
(atividade bacteriostatica) e 0 MBC corresponde a concentracdo minima que resulta na morte

das bactérias, ou seja, concentracdo que as AgNPs sdo bactericidas.

Cinética de crescimento bacteriano

Para o ensaio foram utilizadas placas de microtitulagdo de 96 pocos, a qual permitiu o
cultivo simulténeo e a andlise do crescimento bacteriano. As concentracdes testadas foram as
que correspondiam a 1 vez o MIC de cada bactéria, os tempos avaliados foram 0, 3, 6, 12 e 24

horas ap0s o inicio da exposicéo, as placas foram mantidas em uma temperatura de 35°C entre
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as leituras. Para o teste, inicialmente foram inoculadas uma concentragdo 1 x 10° UFC.mL™ de
bactérias. O crescimento das bactérias foi detectado através da medicdo da densidade Optica

(DO) pelo leitor de absorbancia de microplacas em de 600 nm (Amin et al., 2009).
Ensaio de inibi¢do de formacéo de biofilme

Para o ensaio de formacé&o de biofilme a concentracdo bacteriana foi ajustada para 0,5
do padrdo de McFarland (1 vez 108 UFC.mL™) e posteriormente 200 pL desta solucdo foi
dispensado em cada poco da placa de 96 pocos. As concentracGes de AgNP testadas foram 0,09;
0,15; 0,2; 0,25; 0,3 e 0,35 x10%° Np.mL™. Apds exposicdo a placa foi incubada a 37° C por 48h.
Ao final do periodo de incubagdo a suspensdo bacteriana de cada poco foi removida, 0s pocos
foram lavados com 200 pL de solucdo salina tampéo fosfato (PBS pH 7,2). Para visualizacdo
da aderéncia das bactérias a placa de cultura os pogos foram corados com violeta de cristal
(0,1%, p/v), apds secagem o excesso foi retirado realizando lavagens com agua ultrapura e as
placas deixadas para secar em temperatura ambiente. Apds secagem a cada pogo foram
adicionados etanol 95% e as placas foram lidas em leitor de microplacas a 590 nm. O valor da
densidade Optica dos tratamentos foi considerado como a formacéo de biofilme na superficie

da placa de cultura. A analise foi realizada em triplicata (Goswami et al., 2015).

Avaliacdo de toxicidade das nanoparticulas
Viabilidade celular por MTT e Vermelho neutro

Para os ensaios de viabilidade MTT e Vermelho Neutro, foram plaqueadas 5 x10°
células por mL em placa de 96 pocos, apos 24h ja com as células aderidas foi realizada a
exposi¢do as AgNPs por um periodo de 24h. Ao final do periodo de exposicéo o meio de cultura
foi removido e em cada pogo foram adicionados 100 pL de solugdo de MTT (3-(4, 5-
dimethylthiazolyl-2)-2, 5-diphenyltetrazolium Bromide) a 5 mg.mL* ou Vermelho Neutro a 40
ug mL*em PBS. As placas foram deixadas pelo periodo de 4 h na estufa a 37°C, a seguir 0s
corantes foram retirados e foram adicionados 100 pL de uma solugdo composta de 50% etanol,
49% 4agua destilada e 1% &cido acético glacial por pogo. A leitura foi realizada utilizando
equipamento de leitura de microplacas a 540 nm. Com os valores obtidos foi calculado a

porcentagem de viabilidade celular em relagéo ao controle de células (considerado 100%).

Tratamento
Viabilidade Celular = Absorbancia—— X 100
Controle
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Ensaio de genotoxicidade utilizando analise cometa

As células das linhagens V79 e HaCaT foram expostas por cerca de uma hora as AgNP
nas concentracdes de 9x10° 4,5x10° e 9x10% Np.mL™. Apds exposicdo das células uma
suspensdo celular (20 pL) foi homogeneizada em 120 pL de agarose baixo ponto de fusédo
(LMP) 0,8% e aplicadas em laminas pré-gelificadas com 1,5% de agarose. Posteriormente, as
laminas foram colocadas em solugdo de lise (ImL Triton-X + 10mL DMSO + 89 mL de
solucdo: 2,5M NaCl; 100mM EDTA; 10mM Tris; 8g NaOH; 1% Na lauryl sarcosinato; pH 10),
e deixadas por 40 min. Ao final da lise celular, as ldminas foram colocadas em cuba de
eletroforese e cobertas com tampéo alcalino (30 mL NaOH 10N + 5 mL EDTA 200mM, pH 10
+ 965 mL H»0), seguida de eletroforese a 1,16VV/cm por 20 min. Ao final da eletroforese foi
realizado a neutralizacdo em solucédo Tris 0,4M pH 7,5 e fixacdo em etanol. As laminas foram
coradas com nitrato de prata e as analises realizadas em microscopio éptico. Para a leitura os
parametros utilizados foram os proposto por Olive e Banath (2006), onde os niveis de danos
sdo classificados de 0 a 4. O indice de danos relativo foi calculado com base no valor do
tratamento controle/negativo. Para a determinacdo do indice de danos (ID) foi utilizada a

equacao abaixo:

D = Valor de Score de células por categoria

Total de células analisadas

Ensaio de aberragdes cromossémica em raizes de Allium cepa

Raizes de Allium cepa com 2 cm foram expostas as AgNp nas concentracdes de 9 x 10%°,
4,5x10%, 2,210, 0, 9x10%, 0,45x10°, 0,09x10'° Np.mL™ pelo periodo de 24 h. A seguir
foram fixadas em Metanol: Acido Acético (3:1) e submetidas a hipotonia &cida com HCI 1M.
Ap0s hipotonia as raizes foram coradas em reativo de Schiff, seguido de montagem das laminas
pela técnica de esmagamento onde uma gota de Carmim Acético foi utilizada. As laminas foram
analisadas em microscopio Optico com objetiva 20X, observando divisbes celulares para
calcular o Indice Mitético, bem como observar aberragdes cromossdmicas, como a presenca de
cromossomos retardatarios, pontes, micronucleos entre outras. Os resultados do Allium cepa
foram usados para calcular o indice de Aberrac6es Cromossomicas, indice Mitdtico Relativo e

indice Relativo de AberragBes Cromossdmicas.
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Anélise reologica: influéncia da composicdo na temperatura de transicao sol-gel (Tsol-gel)
e nos parametros reoldgicos

Para a caracterizacdo estrutural de hidrogéis a base de PL uma das técnicas mais
empregadas € a analise reoldgica, que estuda a deformacéo da matéria sob a influéncia de uma
tensdo. Os estudos reoldgicos permitem determinar a temperatura de transicdo sol-gel (Tsol-
gel) dos sistemas, uma vez que os polimeros utilizados como bases para os hidrogéis,
apresentam propriedades termsensiveis, fase em que ocorre uma transformacéo significativa
nas propriedades reoldgicas das amostras, isto é, a temperatura relativa a maior variagdo entre
os parametros elastico (G’) e viscoso (G”), &€ acompanhada de uma variacdo pronunciada na

viscosidade do sistema (Shriky et al., 2020).

A temperatura de transicdo sol-gel (Tsol-gel) foi determinada por andlise reoldgica,
sendo este ensaio essencial para caracterizar os sistemas e verificar a compatibilidade entre PL
407 isolado ou em associacao com PL 403 (na presenca ou auséncia de AgNps). Para a execucao
dos ensaios foi utilizado um redémetro oscilatorio com geometria do tipo cone-placa (Kinexus
Lab., Malvern Instruments, localizado no Laboratério de Prospecc¢do e Caracterizacdo de
Bioativos, Lab 503-3, UFABC, Santo André). As analises foram realizadas na faixa de
temperatura de 0 °C a 50 °C, com variacao de frequéncia (0,1 a 10 Hz) e, posteriormente, a
frequéncia fixa de 1 Hz e temperatura de 37 °C, permitindo a obtencdo de parametros
relacionados ao modulo eléstico (G’) e o modulo viscoso (G’’). A temperatura onde foi

observada a maior variagdo entre os parametros G’ e G”, foi considerada como a Tsol-gel
(Akkari et al., 2016).

Contagem de unidades formadoras de colénias (UFC)

A contagem de UFC foi adaptada de Alcantara et al., 2019. As cepas de E. Coli, P.
aeruginosa e S. aureus e as cepas multirresistentes P. aeruginosa, S. aureus, E. coli, K.
pneumoniae, Serratia liquefaciens, Enterobacter cloacae e Enterobacter aerogenes foram
utilizados para avaliar o potencial antimicrobiano o hidrogel de poloxamer com AgNPs
(AgNPs-PL). As coldnias foram suspensas em meio nutriente até concentragdo de 1 x 10°
UFC.mL™. Em seguida, 0,1 mL da suspensdo de cada conjunto de bactérias foi colocado em
0,1 mL de hidrogel e espalhado em placas de agar, que foram mantidas a 35 ° C por 24 h. Foram

contadas o nimero de col6nias formadas em cada tratamento.
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Analises estatistica

As analises estatisticas foram realizadas no programa GraphPad Prism 7 utilizando
analise de variancia (one-way, anova com teste posterior de Tukey-Kramer), e foram

consideradas diferencas significantes com p < 0,05.

RESULTADOS

Sintese e Caracterizacdo das nanoparticulas

A reducdo de Ag* para AgP foi indicada pela mudanca de cor do meio de reacéo para
castanho (Figura 1B) e pelos resultados de espectrofotometro UV-Vis, que exibiram um
espectro de ressonancia plasmonica de superficie (SRP) variando de 430 a 460 nm de banda de
absorcdo (Figura 1A). O DLS indicou sintese de nanoparticulas de tamanho 179 + 15 nm e
indice de polidispersidade de 0,2 = 0,1. Em relacdo ao potencial zeta este permaneceu em -23
mV. As andlises de rastreamento de nanoparticulas (NTA) mostraram nanoparticulas de

tamanho entre 121 + 7 nm e a concentrago de sintese igual a 9 x 10'° Np.mL™,

Figura 9 — (A) Leitura em UV-Vis mostra um pico de absorbancia no comprimento de onda entre 430-
450 nm, indicando a formac&o de AgNPs; (B) Foto do meio de reacéo ao iniciar a sintese (AgNO3 + Extrato) e ao
final da sintese (AgNPs), demonstrando a cor caracteristica da formagao de AgNPs.
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Atividade bactericida das AgNPs

As AgNP apresentaram atividade bactericida, na concentracdo de 4,5 x 101 Np.mL™?,
contra dezessete diferentes bactérias resistentes provenientes de isolados clinicos (Tabela 1),
gerando zona inibitdria entre 10 mm a 15 mm de didmetro. O extrato de K. pinnata (pH 9) foi
utilizado como controle e ndo apresentou zona de inibicdo. O tratamento com o controle

positivo (penicilina) ndo apresentou efeito inibitorio sobre as bactérias resistentes P.
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aeruginosa, E. coli, K. pneumoniae, Serratia liquefaciens, Enterobacter cloacae, Enterobacter
aerogenes. Os resultados de difusdo em &gar mostraram que as AgNPs sintetizadas com K.
pinnata apresentaram maiores halos contra bactérias gram-negativas. A atividade
antimicrobiana das AgNPs também foi avaliada em diferentes concentragdes, mostrando existir
forte atividade antimicrobiana dependente da dose contra os microrganismos de teste (Tabela
1).

Né&o foram observadas atividade antimicrobiana (MIC e MBC) do extrato de K. pinnata
na concentracdo de 0,06 mg.mL™. Os valores de MIC ficaram em torno de 2,0 x 10*° Np.mL™,
sendo apenas as P. aeruginosa 7.5 e 7.11 mais sensiveis apresentando MIC em 0,9 x 10%°
Np.mL™. Porém as analises de MBC mostraram inibicéo de crescimento a 3,0 x 101 Np.mL™

para a maioria das bactérias e 2,0 x 10'° Np.mL™ para P. aeruginosa 7.5 e 7.11.

Tabela 1 — Resultados dos ensaios de disco-difuséo e concentra¢gdo minima inibitoria.

Disco-difusdo
Zona de inibicdo (mm) MIC CBM

Cepa Cadigo 1 1

AgNPs  Penicilina (Np-mL=)  (Np-mL")

7.2 12 7 2,0x10%° 3,0x10%

7.5 12 7 0,9x10%° 20x10%

P. aeruginosa 7.8 11 - 2,0x10% 3,0x10%
7.11 13 - 2,0x10%° 3,0x10%

15442 ATCC 13 16 0,9x10° 20x10%Y

14458 11 20 2,0x10%° 3,0x10%

43300 10 15 2,0x10% 3,0x10%

S. aureus 6538 12 17 2,0x 10  3,0x10%
33591 10 20 2,0x10%° 3,0x10%

29213 9 21 2,0x10%° 3,0x10%

25923 ATCC 12 20 2,0x10° 30x10%

3.05 14 - 2,0x10%° 3,0x10%

E. coli 3.40 12 - 2,0x10%° 3,0x10%

25922 ATCC 15 16 2,0x10%° 3,0x10%

4.5 10 - 2,0x10% 3,0x10%

K. pneumoniae 41 11 - 2,0x101° 3,0x10%0
4.9 10 - 2,0x10%° 30x10%Y

Serratia liguefaciens 0.3 12 - 2,0x10%° 3,0x10%
Enterobacter cloacae 2.3 13 - 2,0x 101 30x10%
Enterobacter aerogenes 2.10 13 - 2,0x10%  3,0x10%

O resultado da cinética de crescimento mostrou que as AgNPs exerceram atividade
bactericida gradual nas diferentes bactérias, melhores resultados foram obtidos apos 6h de
exposicdo (Figura 2). Embora cada bactéria tenha apresentado resposta diferenciada as AgNP,

é possivel observar que ao final de 24 h o crescimento foi inibido em todas as bactérias.

As S. aureus tratadas com as nanoparticulas (Figura 2A) diminuiram em até 60% do
crescimento ao final de 24 h. As E. coli 3.5 (Figura 2B) ndo apresentaram crescimento ao logo

do periodo de 24h, resultados semelhantes foram obtidos com a K. pneumonie (Figura 2C) que
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até 12 horas de exposi¢do os controles apresentaram grande crescimento bacteriano, ja 0s
tratamentos com as AgNPS o crescimento ocorreu deforma leva até as 6 h de exposicédo e apos
12 h foi possivel observar que ndo ocorreu o crescimento das bactérias. Nas cepas de P.
aeruginosa (Figura 2D) foi notado um crescimento exponencial nos tratamentos com AgNPs
até 3 hapds o inicio do experimento, poréem apds este tempo foi possivel observar que as AgNPs
seguraram o crescimento das bactérias. No entanto, a cepa denominada 7.1 foi observado um
aumento na quantidade de bactérias até as 12 h, mas esta quantidade decaiu ao logo do tempo.
A cepa de Enterobacter aerogenes 2.10 (Figura 2E) apresentou crescimento alto, porém néo
igual ao controle. Por outro lado, as bactérias Enterobacter cloacae (Figura 2E) e S.
liquefacieins (Figura 2F) apresentaram melhor efeito, ndo permitindo crescimento das bactérias

expostas em todo periodo do experimento.

Figura 10 - Cinética de crescimento bacteriano ao longo do tempo em exposicdo a AgNP biogénicas na
concentracdo de 1 vez o MIC de cada bactéria. Os controles estdo marcados com linhas tracejadas. (A) cepas de

S. aureus; (B) cepas de E. coli; (C) cepas de K. pneumonie; (D) cepas de P. aeruginosa; (E) cepas de Enterbacter;
(F) S. liquefaciens
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O ensaio de biofilme mostrou que houve uma reducgéo relevante na ligagdo microbiana
a superficie como aumento da concentracdo de AgNPs. A densidade e agregacao celular quando
as bactérias foram expostas foi visivelmente menor que o controle (Figura 3). Os resultados do
ensaio mostram que todas as concentracOes testadas foram capazes de inibir, pelo menos em
parte, a formacdo de biofilme pelas bactérias. A exposicdo das AgNPs apo6s 24 horas em S.
aureus resultou na diminuicdo da formacéo de biofilme a partir da concentragdo de 0,2 x10*°
Np.mL, chagando a inibir cerca de 90% em concentracdes mais altas. No entanto, a eficacia
das AgNPs mostrou ser diferente quando comparamos as diferentes cepas testadas. No caso da
E. coli (3.5) a maior concentragdo de exposicdo de AgNPs (0,35 x 10'° Np.mL™) apresentou a
diminuicdo de apenas 38% do biofilme. Nas demais bactérias, a porcentagem de diminuicao

ficou entre 70% a 85% para a concentracéo de 0,35 x 101 Np.mL™.

Figura 11 - Resultados da Inibicdo da formacgdo de biofilme expostos a diferentes concentracdes de
nanoparticulas, nos quadrados a porcentagem de biofilme encontrado ap6s exposi¢éo.
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Avaliacao in vitro da citotoxicidade e genotoxicidade das AgNPs
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A avaliacéo de citotoxicidade in vitro mostrou que nenhuma das concentracdes de exposi¢éo
das AgNPs realizadas chegou a apresentar inibicdo de 50% da viabilidade (ICso). Estes
resultados mostraram que as nanoparticulas ndo séo citotoxicas, havendo viabilidade das
células acima de 70% pelo ensaio de reducdo do MTT e 65% pelo ensaio do VN até a maior
concentragéo testada de 3,15 x 101 Np.mL™ (Figura 4). A célula A549 pelo ensaio do VN foi

a qual teve menor nimero de celulas vidveis seguida da V79.

Figura 12 — Resultados de viabilidade celular. Na figura (A) resultados da avaliacdo por MTT e em (B) resultados
da avaliagdo por Vermelho neutro.

A - V79 = A549 -« 3T3 -+ HaCat B - V79 = A549 — 3T3 - HaCat
1104 110
1004 1004
£ o0 £ 901
~
Z 804 £ 30
) s
= 704 = 70
= =
3 604 3 601
50 1/ & ———
40 ' . ; 40 r . .
1.0x10" 1.9x10" 2.8x10'° 1.0x10"  1.9x10' 2.8x10'®
Np.mL! Np.mL1

Os resultados dos ensaios de genotoxicidade realizados por analise Cometa (Figura 4A)
indicam que os danos encontrados foram significativos para a concentracdo de 0,9 x 10%°
Np.mL* em linhagens V79 e HaCaT (p<0,05).

Os resultados de Allium cepa (Figura 5B) mostraram que os indices mitéticos relativos
foram inferiores nas raizes expostas as AgNPs para a maior concentracdo 9 x 10*° Np.mL™,
sendo as demais exposi¢cdes semelhantes ao controle. Em relacao ao indice de danos foi possivel
observar que as raizes expostas apresentaram diferencas significativas em relacdo ao controle,

sendo a exposicao na concentracdo 9 x 10'° Np.mL™ a que apresentou maiores indices de danos.

Figura 13 — Em A) Resultados dos indices relativos do ensaio cometa em diferentes linhagens. As letrasa e b
indicam comparagdo do controle com a exposi¢do em linhagens. Em B) Resultados obtidos no ensaio com raizes
de Allium cepa. As letras a e b indicam comparacao das raizes expostas com o controle.
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Anélises reoldgicas e atividade antimicrobiana dos hidrogéis de poloxameros (PL)

Os resultados mostram que em 37 °C (temperatura corporal), as formulagdes
apresentaram-se estruturalmente liquido-viscosas, sendo obtidos valores maiores para 0 modulo

elastico (G’), quando comparados ao modulo viscoso (G”), conforme apresentado na Tabela 3.

A Figura 6 apresenta os reogramas em funcgdo da temperatura para os sistemas antes e
apos a adicdo de AgNps. Os hidrogéis de PL407 isolado ou em sistema binario com PL403,
mostraram comportamentos viscoeldsticos, sempre predominando o médulo elastico (G”) sobre
o modulo viscoso (G”), com valores de G’>G” em até 2.10% x (Tabela 3). O mddulo viscoso
(G”) apresentou perfil instavel, onde essa oscilacdo parece ser reduzida com a inser¢do do
copolimero PL 403 (2%) na formulagdo, um polimero mais hidrofébico em relagdo ao PL407
(valores de HLB 8 e 22, para PL403 e PL407, respectivamente), 0 que aumenta a capacidade
de estruturacdo do sistema. Com relacdo a viscosidade, as formulacbes mostraram valores
constantes até a temperatura de aproximadamente 20 °C, elevando a partir deste ponto até a fase
de transicdo sol-gel, que ocorreu entre 21 e 34 °C, mantendo-se regular até a maxima

temperatura avaliada (50 °C), mesmo ap0s a incorporacao das AgNps.

Figura 14 - Anélises reolégicas em fungéo da variagdo de temperatura para os hidrogéis a base de PL407, isolado
ou em associacdo com PL403, antes e ap06s a incorporacdo de nanoparticulas de prata. As setas indicam a
temperatura de transi¢do so0l-gel (Tsol-gel) (n=3/amostra).
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De forma diferencial, a incorporacao das AgNps nos hidrogéis também alterou os perfis

reoldgicos para as analises em funcéo da frequéncia (Figuras 6). Com a insercdo das AgNps
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nos hidrogéis, o comportamento reoldgico tende a alterar, para ambos os sistemas, modificando
0 comportamento de ndo-Newtoniano (acima da temperatura de gelificagdo) para Newtoniano

constante, resultando também em aumento nos valores de viscosidade (Figura 7), tabela 3.

Tabela 3 - Pardmetros reoldgicos obtidos para os hidrogéis a base de PL407, isolado ou em associacdo com PL403,
antes e apos a incorporacdo de nanoparticulas de prata

* %
GEL G Pa) G (P) GUG” Tsolgel (°C) e, CI,ImPa.s) 10, 37'}(:’ mPas)
PL407 726100 703 1032 342 577 760200
PL407-403 353300  829,2 427 21,0 2444 3230000
PL407AgNps 1769000 84,7 20885 31,1 68,7 1088000
PL407403AgNps 8845000 6938 12748 25,1 178900 1897000

Figura 15 - Andlises reoldgicas em fungéo da variacao de frequéncia para os hidrogéis a base de PL407, isolado
ou em associagdo com PL403, antes e apds a incorporagéo de nanoparticulas de prata. A- PL407; B- PL407AgNps;
C-PL407-PL403; D-PL407-403AgNps (n=3/amostra)
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Atividade antimicrobiana dos Hidrogeis

Os resultados obtidos pelo método de diluicdo em caldo para testes de atividade
microbiana dos hidrogéis de PL407AgNPs e PL 407/403AgNPs indicaram que as amostras
testadas apresentaram atividade antimicrobiana contra as bactérias E. coli (ATCC 25922), P.
aeruginosa (ATCC 15442) e S. aureus (ATCC 25923), assim como para as bactérias resistentes
P. aeruginosa (7.2), P. aeruginosa (7.5), P. aeruginosa (7.8), P. aeruginosa (7.11), S. aureus
— 14458, S. aureus (43300), S. aureus (6538), S. aureus (33591), S. aureus (29213), E. coli
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(3.05), E. coli (3.40), K. pneumoniae (4.5), K. pneumoniae (4.1), K. pneumoniae (4.9), Serratia
liquefaciens (0.3), Enterobacter cloacae (2.3), Enterobacter aerogenes (2.10). Os resultados de
atividade dos hidrogéis de PL407AgNPs e PL407/403AgNPs indicam que estes tém atividade
antibacteriana contra as bactérias testadas (Tabela 4). Os hidrogéis conseguiram inibir, mais
que 50% do crescimento das bactérias em 24 horas de incuba¢do na maioria das bactérias
testadas.

Tabela 4 - Resultados dos ensaios dilui¢do em caldo e de disco-difusdo dos géis contendo AgNPs.

Disco-difusdo indice relativo de UFC.mL?

Cepa Cddigo Zona de inibicdo (mm)
PL407AgNPs PL407/403AgNPs PL407AgNPs PL407/403AgNPs
7.2 14+0 11+0 0,42 0,50
7.5 12+1 10+1 0,48 0,17
P aeruginosa 7.8 10+ 1 10+ 1 0,52 0,56
' 9 7.11 13+1 10+1 0,34 0,32
15442
ATCC 11+1 11+1 0,42 0,40
14458 9+1 9+1 0,34 0,31
43300 10+1 9+1 0,37 0,45
6538 11+1 9+1 0,46 0,56
S. aureus 33591 10+1 10+1 0,48 0,38
29213 12+1 10+1 0,37 0,48
25923
ATCC 11+1 9+1 0,59 0,53
3.05 111 111 0,56 0,70
. 3.40 10+1 11+1 0,52 0,58
E. coli 25022
ATCC 10+1 11+1 0,34 0,26
45 10+1 11+1 0,54 0,61
K. pneumoniae 4.1 11+1 10+1 0,45 0,40
4.9 10+1 9+1 0,45 0,58
Serratia
liquefaciens 0.3 10+1 11+1 0,63 0,83
Enterobacter
cloacae 2.3 10+1 9+1 0,43 0,54
Enterobacter
aerogenes 2.10 12+1 10+1 0,55 0,43
Discussao

Os resultados aqui apresentados mostram que o extrato da planta K. pinnata adicionado
ao nitrato de prata possibilita a formacdo de AgNPs, a qual foi confirmada por meio de
espectrofotometria UV-vis. A concentragdo de 0,06 mg.mL? de extrato em pH 9 foram
selecionadas devido a estudos anteriores do grupo mostrarem que tais condi¢Oes favorece a
sintese de AgNPs, assim como e tém papel importante na reacdo, influenciando nas
caracteristicas fisico-quimicas das particulas, outros autores também observaram esta
influéncia de pH (Singh et al., 2009; Choudhary et al., 2018; Goyal et al., 2018; Kumar et al.,
2018; Nurfadhilah et al., 2018; Masum et al., 2019), da mesma forma, existem relatos de que
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o pH alcalino resulta no aumento da velocidade de redugdo dos Ag* para Ag’, o que propicia
AgNPs menores, homogeneidade de tamanho e alta concentracdo de AgNPs (Singh et al., 2009;
Chitra and Annadurai, 2014; Velgosava et al., 2016; Anigol et al., 2017; Sibiya and Moloto,
2018).

O PDI proximo a 0,1 é indicativo de distribuicdo homogénea (Ahmed et al., 2017). O
potencial zeta com valor alto (-23 mV) sugere que exista repulsdo entre as particulas e que estas
estdo dispersdo no meio (Phatak and Hendre, 2016; Fatima et al., 2020), embora em relagéo as
nanoparticulas biogénicas exista indicativo de que a presenca do capping leve a nao
aglomeracdo (Ahmad, et al. 2016).

Os resultados da atividade antibacteriana mostraram que as AgNPs sintetizadas com K.
pinnata apresentaram acdo antibacteriana eficaz contra as cepas resistentes de P. aeruginosa,
E. coli, K. pneumoniae, Serratia liquefaciens, Enterobacter cloacae e Enterobacter aerogenes,
com zona de inibicdo entre 10 mm e 15 mm. Os resultados mostraram também que as AgNPs
sintetizadas com K. pinnata apresentaram melhor atividade contra bactérias gram-negativas,
onde as AgNPs conseguem inibir o crescimento das bactérias a partir da concentracao de 0,9 x
10 Np.mL, com diferentes valores para cada cepa ou espécie de bactéria. O fato de as AgNPs
apresentarem concentracdes inibitorias e bactericidas diferentes contra bactérias gram-positivas
e gram-negativas, pode ser devido as diferencas na estrutura celular das bactérias (Phatak and
Hendre, 2016; Quinteros et al., 2018).

A répida reproducdo das bactérias € uma das principais preocupacdes em relacdo a
capacidade de infeccdo (Lara et al., 2010). Sabemos que o crescimento bacteriano € dividido
em quatro fases: fase Lag onde h& intensa atividade metabdlica, sem divisdo celular; fase
logaritmica, onde células e massa celular dobram a uma taxa constante e rapida; fase
estacionaria, algumas células estdo morrendo e outras ainda se dividindo, ndo ha aumento ou
diminuicdo no numero de células; fase de declinio onde ocorre a morte de bactérias de forma
exponencial (Kora et al., 2018). Em geral, as AgNPs conseguiram adiar a fase Log em todos as
exposicdes realizadas, inibindo o crescimento das bacterias. Os resultados indicam que quando
se trata de AgNPs para tratamento de infecces, pode-se pensar em uma Unica dose de
tratamento ou entdo em periodos maiores de reaplicacdo do que dos antibidticos. Isto
provavelmente ocorre porque as nanoparticulas metalicas ndo sao metabolizadas, ndo existindo
necessidade de reposicdo de dose (Maet al., 2017; Agrawal and Kulkarni, 2018; Rahman et al.,
2019).

Em relacdo a contencdo de formacdo de biofilme, uma possivel explicacdo para o

ocorrido seria o fato de que as AgNPs, além de inibir o crescimento bacteriano, também
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apresentaram a capacidade de impedir a sintese de exopolissacarideos, desta forma, as AgNPs
impedem a formacédo de biofilme (Zhang et al., 2017; Galvez, et. al, 2019). A formagéo de
biofilme desempenha um papel vital na viruléncia de bactérias patogénicas, através de varios
mecanismos, como aumento do potencial de sobrevivéncia em condic¢des inadequadas como
pouca disponibilidade de nutrientes, desenvolvimento de resisténcia a antibacterianos e
estimulo a colonizacdo do hospedeiro (Masum et al., 2019). Portanto, os biofilmes sdo
estruturas que dificultam o tratamento de feridas e pode ajudar as bactérias a aumentar a sua
tolerancia a agentes antimicrobianos (Gilbert et al., 2002; Flemming et al.,2016).

Estudo realizado por Kalishwaralal et al. (2010), utilizando concentra¢bes de AgNPs
abaixo do valor inibitorio, em P. aeruginosa e S. epidermidis, mostrou que as AgNPs
impediram a sintese de biofilme, mas ndo interferiram na viabilidade do organismo
(Kalishwaralal et al., 2010). Da mesma forma, doses abaixo da MIC foram capazes de inibir a
sintese de biofilme em P. aeruginosa, E. coli e S. epidermis, mas ndo o crescimento bacteriano
(Singh et al.,2018), ou seja, 0s microrganismos continuaram a crescer, mas sua capacidade de
sintetizar exopolissacarideos foi bloqueada, ndo permitindo a formacdo do biofilme. Desta
maneira, além do seu potencial bacteriostatico e bactericida, as AgNPs tém potencial para inibir
a formacdo de biofilmes e impedir a adesdo de bactérias a superficie, mesmo em concentracbes
abaixo de suas concentracdes inibitdrias. Este conjunto de caracteristicas torna as AgNPs uma
iminente opgao para tratamento de infecgdes bacteriana.

Apbs a confirmacdo atividade antibacteriana contra bactérias resistentes, a seguranca
das AgNP foi estudada utilizando testes in vitro. Os resultados mostraram que ndo ocorreu
citotoxicidade até a concentracdo de 3,3 x 10'° Np.mL™. Estudo realizado por Rheder et al.
(2018), utilizando AgNPs biogénicas sintetizadas com extrato de Althaea ofcinalis, mostraram
gue as nanoparticulas ndo apresentaram nenhuma citotoxicidade em diferentes tipos celulares
até a concentragdes até 0,0138 x 101 Np.mL™, estudo que reforca a baixa toxicidade encontrada
em reacdo as nanoparticulas biogénicas. Outra observacdo é a resposta diferenciada em
exposicdo a diferentes linhagens celulares, uma possivel explicagdo para a diferenca na
sensibilidade das diferentes linhagens celulares pode ser a producéo diferencial de antioxidantes
naturais produzidos pelas células, os quais sdo a chave do mecanismo de defesa natural durante
0 estresse oxidativo (Lima et al., 2012; Rheder et al.; 2018; Guilger-Casagrande et al., 2019)

Alguns estudos mostraram que AgNPs comerciais sdo citotdxicas e imunotoxicas para
células epiteliais de pulmdo humano (A549), estes efeitos podem ter sido consequéncia da
geracgdo de formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) que levou a um estresse oxidativo

celular (Suliman et al., 2015). Guilger et al. (2018) analisando as nanoparticulas comerciais de
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sintese quimica também citam a citotoxicidade de AgNPs em concentragdes a partir de 6x10**
Np.mL* em linhagem HeLa e a concentragdo 1,1 x 10'2 Np.mL™ em linhagem HaCaT.

Os resultados dos ensaios de genotoxicidade realizados por analise cometa indicam que
na concentracéo de 0,9 x 10'° Np.mL? os danos encontrados foram significativos em linhagens
V79 e HaCaT (p<0,05). A indugdo de danos no DNA por AgNPs pode ser devida a geracédo de
radicais livres e estresse oxidativo, resultando em quebras de DNA e uma série de danos aos
componentes celulares. No entanto, o ensaio cometa € considerado um pré-teste, devido a sua
capacidade de detectar lesdes pré-mutagénicas, ou seja, 0s danos ainda ndo sdo permanentes e
podem ser reparados durante a divisao celular (Kammann et al., 2001). Os resultados obtidos
da exposicdo das AgNPs a concentracdes de 4,5 x 10° e 9 x 108 Np.mL* mostraram baixa
toxicidade (Figura 4).

Os resultados de Allium cepa, considerado de exceléncia pela sociedade cientifica
(Cabrera and Rodrigues, 1999), mostraram que nas concentragdes 9 x 101 Np.mL* e 4,5 x 10%°
Np.mL?, ocorreu uma reducdo do indice mitético em torno de 40%, sendo nas demais
concentragdes o indice mitdtico manteve-se entre 75% a 90%. Na avaliacdo de danos
cromossomicos foram consideradas as C-metéafase, fragmentos, metafase pegajosa,
cromossomos retardatarios, anafases com ponte, anafase desarranjada e microndcleos. Nas
concentragdes 9 x 10° Np.mL e 4,5 x 10'° Np.mL* foi observado grande niimero de metafase
pegajosa seguida de C-metafase.

Esta alta frequéncia de aberragdes cromossdmicas pode ser atribuida a interacdo das
AgNPs com os grupos tiol dos microtubos, resultando no rompimento da ligacao do fuso com
0S Cromossomos, uma vez que, as AgNps comerciais mostraram interagir com as fibras do fuso
das cromatides levando ao aparecimento de metafase pegajosa ou divisdo desigual do material
genético (Babu et al., 2008; Kumari et al., 2009), j& o aparecimento de C-metafase
provavelmente se deve a perda de ligacdo dos microtdbulos aos eixos (Nagaonkar et al., 2015).

Outros estudos mostram que algumas AgNPs sdo capazes de atravessar a membrana
celular e adentrar a célula, interagindo desta maneira, de forma direta ou indireta com o material
genético, levando ao aparecimento de ponte cromossdmica, quebras cromossdmicas, C-
metafase, metafase pegajosa, atraso cromossdmico, entre outros (Kumari et al., 2009; Panda et
al., 2011; Patlolla et al., 2012). Os resultados de Panda et al., (2011) indicaram que AgNP
biogénicas e comerciais exibiram efeitos similares em causar baixa citotoxicidade e maior
genotoxicidade do que apenas ion Ag*. Outros resultados também identificaram que a
exposicdo de AgNPs a Vicia faba aumentou significativamente o nimero de aberracGes

cromossémicas, micronudcleos e diminuiu o indice mitotico, quando comparados ao grupo
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controle (Patlolla et al., 2012). Pesnya (2013) estudando AgNPs detectou anormalidades
mitdticas, cromossémicas e micronucleos na concentracdo de 50 mg/L. Acredita-se que as
alteracdes nos indicadores de indice mitético, indice de anormalidades nucleares e indice de
micronucleos, dependam do didametro das AgNPs e de sua forma de sintese, revelando que 0s
efeitos citotoxicos e genotdxicos em Allium cepa aumentam com a redugdo do didmetro das
nanoparticulas, sendo as préprias AgNPs as principais responsaveis pela citotoxicidade e
genotoxicidade, ndo sendo estas causadas por um processo secundario, como por exemplo a
geracdo de ROS (Scherer et al., 2019).

Para a utilizacdo das AgNps em matrizes de hidrogéis poliméricos, fez-se necessaria a
caracterizagdo reoldgica dos sistemas e a avaliagdo dos efeitos da incorporacdo das AgNps na
estrutura. Os hidrogéis de PL podem exibir dois tipos de comportamentos reolégicos:
Newtoniano (liquidos, abaixo da Tsol-gel), ou seja, em baixas concentra¢fes de polimero (ou
decorrentes de alteracdes no meio de dissolucdo, concentracdo de sais etc) e ndo-Newtoniano
(gel, acima da Tsol-gel) em altas concentracfes de polimero. Dessa forma, a concentragdo do
polimero, a incorporacdo de aitivos (nanocarreadores, moléculas bioativas, entre outos) bem
como a temperatura podem influenciar diretamente o comportamento reoldgico dos mesmos e,
consequentemente, a manutencdo dos hidrogéis no local de aplicacdo, como a pele, por
exemplo. Altas concentracbes de polimero, como 20 a 30 %, favorecem o0 aumento da
viscosidade do gel, resultando em um comportamento pseudoplastico, que pode ser observado
de forma macroscépica, onde o material pode apresentar uma reducdo da viscosidade com o
aumento da taxa de cisalhamento, favorecendo a formacéo de filmes pds-aplicacéo (Ricci, et
al., 2002; Antunes, et al., 2011). Os resultados corroboram com relatos da literatura, onde
maiores concentragdes de PL407 apresentaram resultados de Tsol-gel entre 26 e 29 °C (Dorraj
and Moghimi, 2013; Akkari et al., 2016).

Também foi possivel observar que a adi¢do do PL 403 induziu um aumento nos valores
de G’, com consequente aumento da relagio G’/G”, uma vez que, € um polimero mais
hidrofobico que o PL 407, o que proporciona uma maior organizagao nas estruturas micelares
dos géis, devido o0 aumento de viscosidade (Tabela 3). A incorporacdo das AgNps nos hidrogéis
também alterou os perfis reologicos para as analises em funcdo da frequéncia. Com a insercao
das AgNps nos hidrogéis, o comportamento reoldgico apresentou alteracdo em ambos 0s
sistemas, modificando o comportamento n&o-Newtoniano para Newtoniano constante,
resultando também em aumento nos valores de viscosidade até atingir a consisténcia de gel.

A atividade antibacteriana dos hidrogéis foi testada por meio do ensaio de disco-difusdo

em agar e contagem de col6nias. Os resultados mostram que os hidrogéis possuem efeitos
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bactericidas sobre as bactérias resistentes. O desempenho dos hidrogéis esta relacionado a
capacidade do polimero em carrear e liberar AgNPs no meio (Patil et al., 2012). No experimento
com as nanoparticulas em meio liquido, a difusdo de AgNPs ao redor do disco é mais visivel,
sugerindo que particulas em meio sdo mais difusiveis do que em gel, devido ao fato de o meio
liquido permitir maior contato entre células e particulas bacterianas. Por outro lado, a reducéo
no escoamento e menor difusdo das AgNps no gel, permite a manutencdo da matriz-gel em
contato com o local de aplicacdo, como por exemplo, feridas na pele, 0 que promoveria a
potencializacdo do efeito local das AgNps. Outros trabalhos utilizando diferentes tipos de
polimeros para a produgdo de hidrogeis também demostram a efetividade da incorporacéo de
AgNPs (Nagaich et al., 2016; Abdallah et al., 2020).

CONCLUSAO

As AgNPs foram sintetizadas e apresentaram alta homogeneidade de tamanho, também
foi possivel observar acdo antimicrobiana contra bactérias resistentes de alta importancia
clinica. Além disso, foram capazes de inibir o crescimento bacteriano e inibir a formacéo de
biofilme bacteriano. A citotoxicidade de genotoxicidade mostraram baixa toxicidade nos
ensaios.

A incorporacdo das AgNPs em gel permitiu que este apresentasse propriedades
bactericidas, fato que faz deste uma possivel opcdo para utilizacdo preventiva ou para
descontaminacdo local rapida, da pele. Desta maneira a utilizacdo de nanoparticulas biogénicas
para aplicacdo cutéanea pode ser uma opgéo interessante em casos de descontaminacéo local ou
tratamento de feridas com alto risco de contaminacao.



Material Suplementar

ANEXO |
Tabela S1 — Relagéo da resisténcia aos antibiéticos.
Espécie Cédigo Resistente a
Amicacina, Aztreonan, Cefepime, Cefotaxima, Ceftriaxona, Ciprofloxacina,
7.2 Gentamicina, Imipenem, Levofloxacina, Meropenem, PIP/Tazo, Piperacillin,
Pseudomonas Ticar/K CLAV, Tobramicina
aeruginosa 7.5 Ciprofloxacina, Amicacina, Ampicilina, Lomefloxacina, Ertapenen, Gentamicina
7.8 Ciprofloxacina, Amicacina, Ampicilina, Lomefloxacina, Ertapenen, Gentamicina
7.11 Amicacina, Cefotaxima, Ceftriaxona, Ciprofloxacina, Gentamicina, Imipenen,
35 Acido _Pipemidic_o, Ceftriaxorja, Sulfazotr_im, Aztreonan: Acido [\Igl_idixico,
E. Coli ' Clprqﬂoxacma, Cefotaxima, Cefalotina, Norfloxacin, Ampicilina
' Amoxacilina/Acido Clavulanico, Ampicilina, Cefoxitina, Cefuroxime, Piperacillin,
3.40 )
Trimeth/Sulfa
Enterobacter Amjcacina, Ampiclina, Ce_fgzoling, Cefepime, Cefot.axima, Cf_equitina_, Ceftriaxona,
cloacae 2.3 Ciprofloxacina, Gentamicina, P|p/l'l'z.;120, Plperacnlm, Tetraciclina, Ticar/K Clav,
Tobramicina, Trimeth/Sulfa
Enterobacter 210 Cefuroxima, Ceftriaxona, Ampicilina, Amox/Ac. Clav, Sulfazotrim, Gentamicina,
aerogenes ' Cefalotina
Serratia 0.3 Sulfazotrim, Amoxacilina/Acido Clavulanico, Ampicilina, Cefalotina, Ceftriaxona,
liquefaciens ' Gentamicina
41 Amicacina, Ampicilina, Cefepime, Cefuroxime, Ciprofloxacina, Getamicina,
) Piperacillin, Trombamicina
Klebsiella 45 Amicacina, Ampicilina, Cefazolina, Cefepime, Cefuroxime, Ertapenen,
pneumoniae ' Trombamicina, Trimeh/Sulfa
49 Amox/Ac Clav, Ampicilina, Cefepime, Cefuroxime, Ciprofloxacina, Levofloxacina,
) Pip/Tazo, Piperacillin, Tetraciclina, Ticar/K Clav, Trombamicina, Trimeth/Sulfa
14458 Meticilina, Vancomicina
43300 Meticilina, Vancomicina
S. aureus 6538 Meticilina, Vancomicina
33591 Meticilina, Vancomicina
29213 Meticilina, Vancomicina
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho foram sintetizadas AgNPs através do método bioldgico utilizando extrato
das folhas da planta Kalonchoe pinnata. Os resultados obtidos mostram que a concentracéo do
extrato e diferentes pH tem um papel importante na sintese das AgNPs biogénicas. Foi
observado que o pH alcalino proporciona melhor de reducéo de ions Ag*, o que favorece a
formacdo imediata de nucleos, portanto, de nanoparticulas. Em consequéncia a isto, ocorre a
formacéo de nanoparticulas com diametro menor e alto grau de homogeneidade, caracteristicas
gue melhoraram o potencial antimicrobiano das AgNPs. Neste trabalho, a melhor condicdo de
sintese obtida foi em concentracéo de 0,06 mg.mL* do extrato de planta, pH 9 e concentragéo
final de AgQNOs de 1mM.

As analises em UV-vis confirmaram a presenca de nanoparticulas ao gerar pico de
absorbancia em comprimentos de onda entre 430 e 450 nm. Os resultados em DLS e NTA
mostraram que as AgNPs possuem tamanho de 121 + 6,5 nm de didmetro, distribuicéo de
tamanho uniforme com 0,2 pdi, e alta concentracdo de particulas por mL, chegando a 9x10°
Np.mL™,

Os ensaios de atividade antimicrobiana claramente indicam que as AgNPs possuem acao
antimicrobiana contra bactérias a partir de concentragdes de 9x10® Np.mL™?, demostrado
melhores resultados contra as gram-negativas. Além disso, as AgNPs foram eficientes contra
bactérias resistentes, sendo capazes de inibir o crescimento bacteriano durante periodo de 24h
e inibir em até 90% a formacao de biofilme bacteriano.

Os estudos de toxicidade in vitro das AgNPs realizados em células animais mostraram
baixa toxicidade nos ensaios, mantendo a viabilidade das células acima 70% em ensaios por
MTT e vermelho neutro. No ensaio do cometa e indice mitdtico em HaCat, os resultados
mostraram valores significativo de toxicidade em concentracdes a partir de 3x10'° Np.mL™. Os
resultados ainda indicam que as AgNPs interferem no indice mit6tico e no aparecimento de
aberragBes cromossdmicas em células de raizes de Allium cepa, em concentragdes de 4,5x10%°
Np.mL™,

A incorporagdo das nanoparticulas em hidrogeéis termorreversivel mostrou que estes
mantiveram caracteristicas desejaveis de viscosidade e ainda apresentaram atividade
bactericida. Desta maneira, utilizacdo de hidrogéis com AgNPs sdo candidatas para tratar e
descontaminar infecgdes cutaneas , embora exista a necessidade de mais estudos sobre AgNPs

em hidrogeéis.
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