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CORREA, Alana Elke do Nascimento. Biossintese de nanoparticulas de prata de
diferentes fontes e a influéncia do pH sobre sua atividade antibacteriana.
2021.87 f. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) — Universidade Estadual de
Londrina, 2021.

RESUMO

As nanoparticulas representam um grande mercado em expanséo, suas propriedades
fisico quimicas, Opticas, eletrbnicas, térmicas e cataliticas permitem sua aplicacao
em diversas areas. Sua atividade antimicrobiana conhecida e amplo espectro de
acdo tornaram seu uso frequente na Microbiologia. Por apresentarem uma
alternativa promissora ao combate a bactérias multirresistentes seu uso é realizado
em diversos estudos a fim de compreender melhor seu funcionamento. Nesse
contexto, o objetivo desse estudo foi sintetizar e caracterizar nanoparticulas de prata
(AgNPs) de origem biogénica (fungica e vegetal), e testar a atividade antibacteriana
das mesmas em condicbes de pH acido (6,0), neutro (7,0) e basico (9,0). As
nanoparticulas sintetizadas foram caracterizadas por métodos de espalhamento
dindmico de luz (DLS), fluorescéncia de raios X por dispersao em energia (EDXRF)
e potencial zeta. A atividade antimicrobiana foi determinada pelos testes de
concentragdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida minima (CBM).
Também foram realizados ensaios de curva de crescimento e morte, atividade
antibiofilme e observacgéo de alteracdes ultraestruturais superficiais por microscopia
eletrbnica de varredura (MEV). De acordo com os resultados de CIM, a AgNP fungica
foi a NP que mais apresentou influéncia do pH em sua atividade antibacteriana,
especialmente em pH bésico. Nos ensaios de curva de crescimento e morte,
amostras de S. aureus e E. coli obtiveram comportamentos semelhantes em todas
as condicdes de pH com AgNP fungica, e comportamentos distintos em todas as
condicBes com a AgNP vegetal. Uma cepa de

E. coli rugosa demonstrou comportamento semelhante em todas as condi¢cbes
testadas com ambas AgNPs. Supostamente, 0 comportamento cinético pode ser
influenciado predominantemente por fatores além do pH, como caracteristicas do
antimicrobiano e do microrganismo em questao. Nos ensaios de atividade antibiofilme
a condicdo de pH basico se destacou de forma negativa com a AgNP flngica,
principalmente em amostras de K. pneumoniae. Ja para a AgNP vegetal, a condi¢cao
de pH basico se destacou de forma positiva, apresentando maior atividade antibiofilme
em relacdo as condicbes de pH &cido e neutro. Em imagens de MEV, foram
observadas alteracbes em forma de vesiculas e protuberéncias, e também
fragmentacdo e alongamento de células. De acordo com os resultados obtidos, foi
possivel concluir que o pH do meio pode influenciar na atividade antibacteriana da
nanoparticula, e que possivelmente esse acontecimento € definido por
caracteristicas oriundas da sintese da mesma. No presente trabalho o pH exerceu
maior influéncia sobre a atividade antibacteriana da AgNP de origem fungica.

Palavras-chave: nanotecnologia; sintese biogénica; antimicrobianos; potencial
hidrogenionico.



CORREA, Alana Elke do Nascimento. Biosynthesis of silver nanoparticles from
different sources and the influence of pH on their antibacterial activity. 2021.87
p. Dissertation (Masters in Microbiology) — State University of Londrina, 2021.

ABSTRACT

Nanoparticles represent a large expanding market, their physical chemical, optical,
electronic, thermal and catalytic properties allow their application in several areas. Its
known antimicrobial activity and broad spectrum of action have made its use frequent
in microbiology. As they present a promising alternative for combating multidrug-
resistant bacteria, their use is carried out in several studies in order to better
understand their functioning. In this context, the aim of this study was to synthesize
and characterize biogenic silver nanoparticles (AgNPs) of distinct origins (fungal and
plant), and to test their antibacterial activity under conditions of acidic (6,0), neutral
(7,0) and basic (9,0) ph. The synthesized nanoparticles were characterized by
methods of dynamic light scattering (DLS), energy dispersive X ray flourescence
(EDXRF) and zeta potential, and the antimicrobial activity was evaluated by the tests
of minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration
(MBC). Time-kill curve, antibiofilm activity and observation of superficial ultrastructural
changes by scanning electron microscopy (SEM) were also performed. According to
the MIC results, the fungal AQNP was the NP that most presented influence of the pH
on its antibacterial activity, especially at basic pH. In time-kill curve assays, samples of
S. aureus and E. coli showed similar behavior in all pH conditions with fungal AgNP,
and different behavior in all conditions with plant AgNP. A strain of rough E. coli showed
similar behavior in all conditions tested with both AgNPs. Supposedly, the kinetic
behavior can be influenced predominantly by factors other than pH, such as
characteristics of the antimicrobial and the microorganism in question. In the antibiofilm
activity assays, the basic pH condition stood out in a negative way with fungal AgNP,
mainly in samples of K. pneumoniae. As for plant AgNP, the basic pH condition stood
out positively, with greater antibiofilm activity compared to acidic and neutral pH
conditions. In the SEM images, changes in the form of vesicles and protuberances
were observed, as well as cell fragmentation and elongation. According to the results
obtained, it was possible to conclude that the pH of the medium can influence the
antibacterial activity of the nanoparticle, and that possibly this event is defined by
characteristics arising from its synthesis. In the present work, pH had a greater
influence on the antibacterial activity of fungal AgNP.

Key-words: nanotechnology; biogenic synthesis; antimicrobials; hydrogen potential.
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1. INTRODUCAO

Nanoparticulas (NPs) e materiais nanoestruturados (NSMs) representam uma
area ativa de pesquisa e um setor técnico-econdmico em plena expansdo e com
muitos dominios de aplicagdo. NPs e NSMs ganharam destaque nos avancos
tecnologicos devido as suas caracteristicas fisico-quimicas ajustaveis.
(JEEVANANDAM et al., 2018). As NPs de prata, em particular, exibem vérias
propriedades atrativas, incluindo boa condutividade elétrica, estabilidade quimica, e
propriedades antimicrobianas (LIAO; LI; TJONG, 2019).

7z

A descoberta dos antimicrobianos € uma das grandes conquistas da area
médica. Estes se tornaram indispensaveis em procedimentos meédicos como cirurgias,
transplante de Orgdos e tratamento de varias infeccdes. O uso desenfreado,
particularmente o uso intensivo de antimicrobianos, ocasionou o desenvolvimento de
resisténcia em varias espécies bacterianas (SINGH et al., 2020). Além disso, o
excesso do uso indevido em animais e agricultura favorece esse processo, levando a
um aumento gradual do numero de microrganismos resistentes aos antibioticos.
Consequentemente, bactérias que antes eram facilmente trataveis, tornam-se dificeis
de tratar ou requerem a ultima linha de antibioticos (PAITAN, 2018; VENTOLA, 2015).
De acordo com o relatério da Organizacdo Mundial da Saude, a resisténcia aos
antibidticos se tornou uma das principais ameacas a saude publica do século XXI
(SINGH et al., 2020; WHO, 2014).

Para contornar essa situacdo, diversas pesquisas tém sido realizadas com o
intuito de desenvolver medicamentos para o tratamento de tais infeccées microbianas.
Muitos sais de metal e NPs de metal tém se mostrado eficaz na inibicdo do
crescimento de diversas bactérias infecciosas. Prata e NPs de prata (AgNPs) ocupam
um lugar de destaque na classe de metais que sdo usados como agentes
antimicrobianos desde tempos passados (JONES et al., 2004; SIDDIQI; HUSEN;
RAO, 2018).

O uso de NPs como agentes antimicrobianos tem as vantagens de baixo custo,
simples preparacdo, alta eficiéncia e maior velocidade de acdo, dessa forma
apresentando um alternativa promissora de superar a resisténcia microbiana em
comparagao com agentes antimicrobianos convencionais (HOSEINZADEH et al.,
2017; HOSEINZADEH et al., 2014).
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Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi sintetizar nanoparticulas de prata
biogénicas de origem fungica e vegetal, e avaliar a influéncia de diferentes condi¢es

de pH sobre sua atividade antibacteriana.

2.0. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Nanotecnologia

A nanotecnologia compreende principalmente o uso de nanoparticulas
variando de 1 nm a 100 nm de tamanho (BERA; BELHAJ, 2016). Um nan6metro (nm)
é um bilionésimo de um metro (10° m), cerca de cem mil vezes menor que o diametro
de um fio de cabelo humano, mil vezes menor que um glébulo vermelho ou cerca de
metade do diametro de uma cadeia de DNA (MORRIS; WILLIS, 2007).

fio de cabelo

hemacias

nanotubos
de carbono

atomos e
moléculas

L LU
T T T
=i fiRN AR

-l
- 10NN

1 L 1 | 1 1 1 ]
L L | L] L | L] 1
0,1 1 . 0 100 1 10 |
nandémetro micron milimetro
{nm) {pm) {mm)

Figura 1. Comparacdo de tamanho entre itens de escala nanometrica, micrométrica e

milimétrica.

Fonte: www.betaeq.com.br

A nanotecnologia abrange a pesquisa e o desenvolvimento de tecnologia na
area atbmica a niveis moleculares ou macromoleculares, a criagdo e uso de
estruturas, dispositivos e sistemas que possuem novas propriedades e funcdes devido
ao seu tamanho pequeno e a capacidade de controlar ou manipular a matéria em
escala atdmica (NOWACK; KRUG; HEIGHT, 2011).

Hoje em dia, existem vérias legislagbes na Unido Europeia (UE) e Estados
Unidos da América (EUA) com referéncias especificas aos hanomateriais (NMs). No

entanto, uma Unica definicdo internacionalmente aceita para NMs ndo existe.
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Diferentes organizagdes possuem opinides divergentes ao definir NMs (BOVERHOF
et al., 2015; JEEVANANDAM et al., 2018).

Recentemente, a instituicdo British Standards propds as seguintes definicbes

para os termos cientificos usados:
* Nanoescala: faixa de tamanho de aproximadamente 1 a 1000 nm.

* Nanociéncia: a ciéncia e o0 estudo da matéria em nanoescala, que trata da
compreensao de seu tamanho e propriedades dependentes de sua estrutura e
compara o0 surgimento de &tomos ou moléculas individuais, ou diferencas

relacionadas ao "bulk".

* Nanotecnologia: manipulagédo e controle da matéria na dimensdo de nanoescala

usando o conhecimento cientifico de varias aplica¢des industriais e biomeédicas.

* Nanomaterial: material com qualquer estrutura interna ou externa na dimenséo

nanoescala.

» Nano-objeto: material que possui uma ou mais dimensdes periféricas em

nanoescala.

* Nanoparticula: nano-objeto com trés dimensdes externas em nanoescala. Os termos
nanobastao ou nanoplaca sdo empregados, em vez de nanoparticula (NP), quando o

comprimento do eixo mais longo e o mais curto de um nano-objeto séo diferentes.

» Nanofibra: quando duas dimensdes externas semelhantes em nanoescala e uma
terceira dimensao maior estdo presentes em um nanomaterial, ele é referido como

nanofibra.

» Nanocomposto: estrutura multifasica com pelo menos uma fase na dimensao de

nanoescala.

» Materiais nanoestruturados: materiais que contem nanoestrutura interna ou de
superficie (BSI, 2011; JEEVANANDAM et al., 2018).

Um termo que também pode se referir a particulas de prata maiores é prata
coloidal. Particulas coloidais podem ser definidas como particulas microscopicamente
dispersas em outra substancia, onde o tamanho da particula na fase dispersa é
normalmente de 2 a 500 nm (HADRUP; LAM, 2014; Ll et al., 2010a).
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2.2. Historico da nanociéncia e nanotecnologia

O desenvolvimento da nanociéncia pode ser rastreado até a época dos gregos
e de Demacrito no século V a.C., quando os cientistas consideraram a questdo de a
matéria ser continua e, portanto, infinitamente divisivel em pedacos menores, ou
composta de particulas pequenas, indivisiveis e indestrutiveis, que passaram a ser
chamadas de atomos (BAYDA et al., 2019).

Algumas das evidéncias do uso de NMs na histéria humana pode ser
encontrada no "Calice de Lycurgus" (Figura 2), que tem propriedades Opticas

incomuns decorrentes de nanoparticulas metéalicas que o fazem parecer vermelho ou

verde em luz transmitida ou refletida, respectivamente (FREESTONE et al., 2007;
LEON; CHUNG; RINALDI, 2020).

Figura 2. Célice de Lycurgus na cor verde quando visto por reflexdo, e vermelho quando visto por
transmissao.

Fonte: British museum (2021).

A andlise de fragmentos do célice, realizada nos laboratorios da General
Electric em 1959, mostrou que este € constituido por vidro soda-cal-quartzo e tem
cerca de 1% de ouro e prata, e também 0,5% de manganés como componentes. Os
pesquisadores entdo presumiram que a cor incomum e o efeito disseminador do vidro
sao fornecidos pelo ouro coloidal. Posteriormente, quando as técnicas de pesquisa se

tornaram mais avangadas, com o auxilio de um microscopio eletrénico e radiografias
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foi descoberto que a causa da coloragdo incomum do calice € advinda de particulas
de ouro e prata de 50 a 100 nm de tamanho (TOLOCHKO, 2009).

Na Idade Média, a engenharia de fabricacédo de vitrais multicoloridos na Europa
alcancou grande perfeicdo. Como mostrado em pesquisas, as janelas continham

aditivos de ouro e nanoparticulas de outros metais (Figura 3) (TOLOCHKO, 2009).

Figura 3. Vitral medieval “Adoracao dos magos”, 1390 d.C., colorido com nanoparticulas.

Fonte: Metropolitan Museum of Art (2021).

NPs podem absorver e espalhar luz, bem como exibir diferentes cores
dependendo de seu tamanho e forma (KHAN et al., 2018; MA et al., 2004). A absorcéo
dependente do tamanho e espalhamento de nanoparticulas metalicas foram
resolvidos analiticamente pelo fisico Gustav Mie em 1908. Sua teoria prevé que a
absorcdo e o espalhamento, bem como a taxa de espalhamento para absorcéo
aumentam de acordo com o aumento de tamanho da NP, possibilitando um melhor
entendimento desses materiais, além de permitir uma forma para calcular o tamanho
das NPs por espalhamento de luz fosse determinada (TCHERNIAK et al., 2010).
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Figura 4. Efeito das nanoparticulas em cores de um vitral.

Fonte: Adaptado de The New York Times (2021).

A nanotecnologia moderna foi fruto do cérebro de Richard Feynman, ganhador
do Prémio Nobel de fisica em 1965. Em 1959, durante a reunidao da American Physical
Society, na Universidade Caltech (California Institute of Technology), ele apresentou
uma palestra intitulada, “ There's Plenty of Room at the Bottom”, em que introduziu o
conceito de manipulacdo da matéria a niveis atbmicos. Esta ideia demonstrou novas
maneiras de pensar, desde entdo as hipoteses de Feynman tém se provado corretas,
e por essas razoes ele é considerado o pai da nanotecnologia moderna (HULLA,;
SAHU; HAYES, 2015).

A historia exata da nanotecnologia ainda € desconhecida, e embora Richard
Feynman seja considerado o cientista pioneiro na area, isso ndo é necessariamente
verdade. Antes de Feynman, 0s nanomateriais jA& eram usados para diversas
aplicacdes. John Utynam patenteou o vidro a base de nanoparticulas de ouro em
1449. No século XVI, Theophrastus von Hohenheim, um médico suico mais conhecido
como Paracelsus, usou nanoparticulas de ouro para tratar pacientes que sofriam de
varias doencas. Portanto, o campo da nanotecnologia ndo é necessariamente novo,

mas seus meétodos tém avancado ao longo do tempo (RAFIQUE et al., 2020).

Como mencionado, Feynman n&o introduziu o conceito de nanotecnologia,
embora o tenha elaborado por meio de sua palestra. Tal termo, foi introduzido por

Norio Taniguchi, em 1974, para descrever os diferentes mecanismos de
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processamento de materiais nanométricos e para a descri¢cdo de precisdo de materiais
superfinos até nanoescala. O surgimento de clusters na ciéncia coloidal e a invencéo
do microscépio de tunelamento com varredura (STM) encorajaram mais trabalhos em
nanotecnologia. Essas conquistas abriram novos caminhos de pesquisa, levando
pesquisadores e cientistas a novas areas cheias de potencial para uso de
nanotecnologia (RAFIQUE et al., 2020).

2.3. Sintese de nanoparticulas metélicas

Ha uma variedade de métodos para obtencdo de NPs metélicas, e o tamanho,
estabilidade e propriedades séo intimamente dependentes da metodologia escolhida.
De todos os métodos, aqueles que envolvem sistemas coloidais sdo os mais usados,

visto que permitem uma faixa maior de aplicacdo (RYCENGA et al., 2011).

Os métodos de sintese de NPs de metal sdo divididos principalmente em
abordagens "top down" (de cima para baixo) e "bottom up” (de baixo para cima)
(Figura 5). A abordagem de cima para baixo desincorpora materiais a granel para
gerar as nanoestruturas necessarias, enquanto o método de baixo para cima reune
atomos e moléculas individuais em nanoestruturas maiores para gerar materiais
nanomeétricos (CHUGH et al., 2018; LEE; JUN, 2019).

Top Down

@ % Nanoparticulas

‘CD
P6 DQ .I o
L_EQ ,'i:."‘ Clusters
Qa o % o
t
4
Nanoparticulas % Bottom up

Figura 5. Representacao das vias top down e bottom up na sintese de nanoparticulas.

Fonte: adaptado de Gorup (2010).

Véarios métodos fisicos e quimicos sao utilizados para sintetizar as AgNPs,
geralmente estes necessitam de estabilizantes, porém métodos de sintese
biolobgicos apresentam alto rendimento e elevada estabilidade natural
(GURUNATHAN et al., 2009).
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2.3.1. Sintese de nanoparticulas metélicas por métodos quimicos

Quando um precursor de prata (Ag) é misturado com um agente redutor e um
estabilizador em condi¢bes adequadas, ocorre a formacao de nanoestruturas de Ag
com diferentes tamanhos e formas (RYCENGA et al., 2011; ZHANG et al., 2010).
Agentes redutores quimicos, como borohidreto de sddio, alcoois e citrato de sodio,
sdo normalmente usados para reduzir os cations Ag dissolvidos em &tomos de Ag que
crescem em pequenos aglomerados e, eventualmente, nanoestruturas (RYCENGA et
al., 2011; WU et al., 2008; YEE et al., 1999). Polimeros e surfactantes sdo usados
para estabilizar as nanoestruturas durante e ap6s a formacdo, e em alguns casos,
também podem desempenhar o papel de direcionar o crescimento das particulas para
as formas desejadas (RYCENGA et al., 2011).

A formacdo de solugdes coloidais por meio da reducdo do sal de prata
geralmente ocorre em dois estagios: nucleacdo e subsequente crescimento (Figura
6). O estagio de nucleacgdo envolve a reducéo de Ag* a atomos de Ag®, e subsequente
agregacao de atomos de Ag° para formacéo de clusters (KYTSYA et al., 2015; LIAO;
LI; TJONG, 2019). Esses estagios podem ser manipulados monitorando as condi¢des
de reacéo, como pH, temperatura, precursores, redutores e estabilizadores. Assim, a
forma, o tamanho e a distribuicdo de tamanhos dos AgNPs podem ser controlados
variando os parametros da reacéo (LIAO; LI; TJONG, 2019).

2.3.2. Sintese de nanoparticulas metalicas por métodos fisicos

A sintese fisica de NPs inclui a abordagem de evaporacédo-condensacéo e a
técnica de ablacdo a laser (AMENDOLA; MENEGHETTI, 2009; IRAVANI et al., 2014;
LEE;JUN, 2019). Ambas abordagens séo capazes de sintetizar grandes quantidades
de NPs com alta pureza e sem o uso de produtos quimicos, que liberam substancias
toxicas e prejudicam a saude humana e do meio ambiente. No entanto, a formacéo
de aglomeracéo € muitas vezes um grande desafio, pois nesse caso, 0s agentes de
cobertura ndo sdo usados. Além disso, também consomem mais energia e requerem
uma duracao relativamente maior de sintese, além de equipamentos complexos, 0s
quais aumentam seu custo operacional. A técnica de evaporacdo-condensacao
normalmente usa uma rota de fase gasosa que utiliza um forno tubular para sintetizar
nanoesferas a pressao atmosférica (KRUIS; FISSAN; RELLINGHAUS, 2000; LEE;
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JUN, 2019). O centro do forno tubular contém um recipiente que transporta uma fonte
de metal de base que é evaporada no gas de transporte, permitindo a sintese final de
NPs. No entanto, a sintese por evaporacao-condensacao através desse método tem
inumeras desvantagens. O forno tubular ocupa grande espaco, consome alta energia
e requer uma durag¢do maior para manter sua estabilidade térmica (JUNG et al., 2006;
LEE; JUN, 2019).

Outra abordagem de sintese fisica € por meio da ablacédo a laser. As NPs
podem ser sintetizadas por ablacdo a laser de uma fonte de metal a granel, colocada
em um ambiente liquido (Figura 7). ApOs ser irradiado com um laser pulsado, o
ambiente liquido passa a conter apenas as NPs do metal base utilizado, livre de outros
ions, compostos ou agentes redutores (CHEN; YEH, 2002; LEE; JUN, 2019). Varios
parametros, como poténcia do laser, duracdo da irradiacéo, tipo de fonte do metal
base e propriedade do meio liquido, influenciam as caracteristicas das NPs metalicas
formadas. Ao contrario da sintese quimica, a sintese de NPs por ablacdo a laser é
pura e ndo contaminada, pois este metodo utiliza surfactantes suaves no solvente sem
envolver nenhum outro reagente quimico (CHUGH et al., 2018; LEE; JUN, 2019).
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Figura 6. Representacdo da técnica de ablacéo a laser, utilizada nos métodos fisicos de sintese.

Fonte: Rosa (2014).

2.3.3. Sintese de nanoparticulas metalicas por sistemas bioldgicos
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Dentre os diferentes métodos para a sintese de NPs, os métodos de
biorreducéo sdo ambientalmente benéficos, econémicos e diretos. Muitos organismos
vivos diferentes podem ser usados para a sintese de NPs, tais como, plantas,
bactérias e fungos. Devido a presenca natural de metabdlitos secundarios,
aminoacidos, proteinas e vitaminas nas fontes bioldgicas, a aglomeracéo de particulas
€ evitada durante o processo de biorreducdo (SABLE et al., 2020; ZHANG et al.,

2016).
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Figura 7. Representacéo dos métodos de sintese biolégica de nanoparticulas metalicas através do uso
de plantas, bactérias e fungos.

Fonte: Adaptado de Singh et al. (2020).

A sintese de NPs mediada por plantas e microrganismos é uma abordagem
“bottom up” em que a oxidacao e reducao sao as duas principais reacdes envolvidas
na formacao de nanoparticulas. Biomoléculas como proteinas, compostos fendlicos,
acucares, polissacarideos e outros sao considerados responsaveis pela conversao de
ions metalicos carregados em suas nanoformas (AHMAD et al., 2019; OVAIS et al.,
2018). A sintese mediada por plantas pode ser classificada em extracelular e
intracelular. O método extracelular € empregado quando o extrato vegetal é usado
como matéria-prima para a sintese. A sintese intracelular ocorre nas células do tecido
vegetal, através do uso de enzimas. Pés-sintese, as NPs sdo recuperadas através da
ruptura da parede celular das células vegetais. A sintese a partir do extrato vegetal é

comparativamente um método mais barato e resulta em maior rendimento devido a
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presenca de maior quantidade de fitoquimicos presentes, que podem estabilizar ou
reduzir os ions metélicos em NPs metalicas (MOHAMMADINEJAD et al., 2019;
SINGH et al., 2020).

A sintese por bactérias ocorre através da enzima redutase, presente na célula,
gue catalisa a reducédo de ions metalicos em nanoparticulas metélicas (LI et al., 2016;
SINGH et al., 2020).

Os fungos podem ser usados para a sintese de nanoparticulas tanto de forma
intracelular quanto extracelular. O mecanismo proposto durante a sintese intracelular
envolve aligacdo de metais pesados a parede celular fingica através de proteinas ou
enzimas, o que produz interacdes eletrostaticas. Isto leva a transferéncia de elétrons
e a reducao dos ions de metal. Na sintese extracelular, a interacdo de ions metalicos
e enzimas, principalmente redutase, causa a subsequente formagdo de
nanoparticulas na solugdo (KASHYAP et al., 2013; KHAN et al., 2018). No método
intracelular, as nanoparticulas sdo produzidas dentro do citoplasma, seguido de
agregacdo em vesiculas e secrecao através da membrana celular por exocitose
(ZHAO et al., 2018).

2.4. Tipos de nanoparticulas
2.4.1. Nanoparticulas proteicas

As NPs a base de proteinas tem interesse especial por serem biodegradaveis,
metabolizaveis, facilmente manipuladas e possuirem diversas possibilidades de
alteracao de superficie e/ou modificacdo (TARHINI; GREIGE-GERGES; ELAISSARI,
2017; WEBER; KREUTER; LANGER, 2000). Os avancos na tecnologia médica
também trouxeram técnicas para sintetizar materiais a base de proteinas que
oferecem maior eficacia e custos reduzidos em comparacdo com materiais sintéticos
(DEFRATES et al., 2018; JAO et al., 2017).

Polimeros de proteina sdo macromoléculas naturais derivadas de plantas e
animais, o que as torna um recurso renovavel de facil obtencdo. Além de sua
biodegradabilidade e propriedades ajustaveis, nanoparticulas fabricadas a partir de
materiais a base de proteinas sdo frequentemente biocompativeis e podem ser
facilmente processadas (MAHMOUDI et al., 2011; TARHINI; GREIGE-GERGES,;
ELAISSARI, 2017; WEBER; KREUTER; LANGER, 2000). Ha uma variedade de
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polimeros de proteinas diferentes adequados para a entrega de drogas a base de
nanoparticulas, cada um com suas proprias relagbes estruturais-funcionais
exclusivas. O uso dessas NPs na medicina € focado principalmente em sua aplicacédo
para a entrega de medicamentos (TARHINI; GREIGE-GERGES; ELAISSARI, 2017).

Devido a ampla gama de aplicac6es para NPs de proteinas, existem muitos
tipos diferentes de biomateriais usados para cria-las. O tipo de polimero de proteina
necessario pode variar dependendo da aplicacdo. Alguns dos materiais mais comuns
sdo: fibroina de seda, queratina, colageno, gelatina, elastina, zeina de milho e proteina
de soja (DEFRATES et al., 2018).

2.4.2. Nanoparticulas lipidicas

NPs de lipidios solidos e carreadores de lipidios nanoestruturados sé&o
particulas coloidais com tamanhos variando de 10 a 1000 nm (DUONG; NGUYEN;
MAENG, 2020; MEHNERT; MADER, 2001). Eles oferecem alternativas para outros
sistemas coloidais de entrega de drogas, tais como lipossomas, emulsdes e
nanoparticulas poliméricas. Podem ser preparados de forma reproduzivel na auséncia
de solventes organicos toxicos, usando técnicas como homogeneizacdo em alta
pressao ou agitacdo em alta velocidade (DE SOUSA MARCIAL; CARNEIRO; LEITE,
2017; DUONG; NGUYEN; MAENG, 2020; MULLER; MADER; GOHLA, 2000).

Os lipidios usados sao fisiolégicos, estaveis em temperatura ambiente e
corporal, e as NPs sado estabilizadas por um ou dois surfactantes (MEHNERT,;
MADER, 2001). As vantagens das NPs de lipidios sélidos sobre outros sistemas
coloidais incluem: liberacdo controlada e direcionada do medicamento; maior
estabilidade dos medicamentos incorporados; maior capacidade de carga de drogas;
facilidade de producdo em grande escala; e toxicidade diminuida ou inexistente, pois
os lipidios e emulsificantes sdo geralmente reconhecidos como seguros, e solventes
organicos ndo sao usados na producdo desses materiais (CUNHA et al., 2017,
WISSING; KAYSER; MULLER, 2004; MEHNERT; MADER, 2001).

NPs lipidicas foram investigadas pela primeira vez em 1990 para obter novos
sistemas de entrega coloidal com maior eficiéncia e seguranca do que os existentes
na época. Desde entdo, varios grupos de pesquisa tém estudado esses sistemas,
disponibilizando muitas informacdes sobre a preparagdo, caracterizagéo, seguranca

e potenciais beneficios terapéuticos dos mesmos. Até o presente momento, apenas
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produtos cosmeéticos sdo comercializados, embora algumas formulacdes de
medicamentos estejam em ensaios clinicos (CUNHA et al.,, 2017; MULLER;
SHEGOKAR; KECK, 2011; WICKI et al., 2015;).

2.4.3. Nanoparticulas de polissacarideos

A quitosana é um polissacarideo alcalino de natureza Unica, derivado a partir
da quitina por um processo de desacetilacdo, esse processo foi realizado pela primeira
vez por Charles Rouget em 1859, ao ferver a quitina na presenca de hidréxido de
potassio concentrado para obtencdo de quitosana. (ROUGET, 1859; ZHANG et al.,
2019). Este polimero natural tem atraido grande atencdo de pesquisadores para uso
como agente em compostos farmacéuticos por suas especificacbes particulares,
como baixo custo, baixa toxicidade, biodegradabilidade, biocompatibilidade, baixa
imunogenicidade e compatibilidade com tecidos (MEHRABI et al., 2018;
MOHAMMADPOURDOUNIGHI et al., 2010).

As NPs com estrutura de quitosana tem sido amplamente estudadas, elas
podem aumentar a entrega paracelular de agentes por meio de interacdes entre as
cargas positivas do polimero e a cargas negativas da membrana celular, ou por meio
da complexacéo de ions de calcio (MEHRABI et al., 2018; SANDRI et al., 2015).

Até agora, diversas técnicas foram introduzidas para a sintese de
nanoparticulas de quitosana, como complexacdo de polieletrélitos, gelificacédo
ionotrépica, evaporacdo ou co-precipitacdo de solvente, microemulsificacao,
coacervacao complexa e emulsificacdo-difusdo do solvente (MEHRABI et al., 2018;
SONAJE et al., 2010).

2.4.4. Nanoparticulas metélicas

De todas as NPs, as metalicas (NPMs) geram consideravel interesse comercial
devido suas propriedades Unicas, como tamanho reduzido e a maior area de
superficie em relacdo ao volume, bem como diferentes propriedades eletrénicas,
magnéticas, Opticas e mecanicas. As NPMs tém sido amplamente incluidas em uma
grande diversidade de produtos e em varios campos, como dispositivos eletrénicos,
cosméticos, tintas, aditivos em alimentos, e sistemas biol6gicos e médicos (ANDRA
et al., 2019; PARADA et al., 2019; YAO et al., 2019).
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Uma das serventias mais atrativas desses materiais para aplicagdo médica sédo
as NPs magnéticas. Essas ndo apenas podem ser direcionadas para o local especifico
sob a orientagdo do campo magnético, como também podem ser aquecidas sob a
forca magnética (AMINI, 2019; DOBSON, 2006).

Devido as diversas propriedades Opticas, as NPMs foram atraindo a atencéo
da comunidade cientifica ha séculos. Alguns dos recursos 6pticos vinculados a NPMs
sdo: indices de refracdo baixo e alto, propriedades de fotoluminescéncia, ressonancia
plasmbnica de superficie e cristais fotbnicos. Além disso, possuem diversas
aplicacbes no campo biomédico com um vasto potencial para o crescimento continuo
nesta area. Varias NPMs foram amplamente implementadas por suas propriedades
antibacterianas, Opticas, e anticancerigenas, aplicadas principalmente para fins

diagnosticos e terapéuticos (AHMAD et al., 2019).
2.4.5. Nanoparticulas de prata

O tipo de material usado para preparar as NPs é um dos parametros
importantes que afetam a eficacia antimicrobiana resultante (HOSEINZADEH et al.,
2017). Recentemente, AgNPs foram investigadas extensivamente devido as suas
caracteristicas fisicas, quimicas e biologicas superiores, essa superioridade decorre
principalmente do tamanho, forma, composicdo, cristalinidade e estrutura das
mesmas em comparac¢dao com suas formas em massa (LEE; JUN, 2019; SUN; XIA,
2002; SYAFIUDDIN et al., 2017).

De acordo com evidéncias, AgNPs sdo consideradas NPs inorganicos mais
comuns usados como agentes antimicrobianos (KHEZERLOU et al., 2018;
ZINJARDE, 2012). Sao potenciais agentes frente a uma ampla gama de
microrganismos (ALLAHVERDIYEV et al., 2011; KHEZERLOU et al., 2018), e tem sido
revelado que AgNPs mostram altas atividades antimicrobianas em comparacdo com
sua forma iénica (JO; KIM; JUNG, 2009; KHEZERLOU et al., 2018). A aplicacéo de
aditivos Ag como antimicrobianos € amplamente usada em diversos plasticos,
produtos de biopolimeros e téxteis, fora as diversas aplicacbes biomédicas
(KHEZERLOU et al., 2018; MALARKODI et al., 2014). Também séo utilizados em
ferramentas cirdrgicas, roupas, cosméticos, desinfetantes, curativos (FILON et al.,
2015), desinfecgdo de agua, terapia anticancer, optoeletrénicos e diagnosticos (LEE;

JUN, 2019). Recentemente, tem ocorrido o amplo uso de AgNPs em varios
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subcampos da nanomedicina, incluindo nanoeletrdnica, diagndstico e imagem
molecular. AgNPs podem ser utilizadas como sondas altamente sensiveis para
direcionamento e imagem de pequenas moléculas, DNA, proteinas, tecido de células
e até mesmo tumores, NPs com ressonéancia de plasmon mais forte e mais nitida tém
sido amplamente utilizados em sistemas de imagem, particularmente para imagem

celular com agentes de contraste (LEE; JUN, 2019).
2.5. Mecanismos de atividade antimicrobiana de nanoparticulas de prata

Os mecanismos de toxicidade das NPs dependem da composic¢ao, modificacao
de superficie e propriedades intrinsecas das mesmas, além da espécie bacteriana
(HAJIPOUR et al., 2012).
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Figura 8. Propriedades fisico-quimicas dos NPs envolvidos na atividade biolégica: tamanho, forma,
area de superficie, composi¢cdo quimica, revestimento, carga e interagdes entre NPs e proteinas ou
receptores que levam a aglomeracédo e agregacdo na membrana celular.

Fonte: Adaptado de Khezerlou et al. (2018).

A atividade antibacteriana da prata € atribuida principalmente aos ions Ag+,
gue séao liberados de uma substancia que contém prata (MARAMBIO-JONES; HOEK,
2010; NAKAMURA et al., 2019). Geralmente, AgNPs bem dispersos em solucdes
fisiol6gicas exibem maior eficacia bactericida. Além disso, o efeito de eliminacao de
AgNPs contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas aumenta com a diminuicéo
do tamanho das particulas (LIAO; LI; TJONG, 2019).

AgNPs podem servir como um veiculo para entrega de Ag+ de forma mais
eficaz (sendo menos suscetivel a ligacédo e biodisponibilidade reduzida por ligantes

naturais comuns) para o citoplasma e membrana da bactéria, cuja forca motriz de
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protons diminuiria o pH local, aumentando a liberagéo de Ag + (DURAN et al., 2016;
XIU et al., 2012).

Um parametro importante da toxicidade antimicrobiana das nanoparticulas de
prata € a area de superficie do nanomaterial. J& foi constatado que a maior
concentracdo de ions de prata liberados foi observada no caso da maior area de
superficie de AgNPs, enquanto a menor concentracdo liberada foi observada em
AgNPs com a area de superficie mais baixa, resultando em propriedades
antimicrobianas fracas (DURAN et al., 2016; ZAWADZKA et al., 2014).

Muitos estudos tém buscado estabelecer um mecanismo de acéo da atividade
antibacteriana exibida pela prata em sua forma coloidal e ibnica. Duas teorias
importantes sobre 0 mecanismo proposto sugerem; 1) uma interrupcdo da
funcionalidade da membrana a partir de uma interacéo entre os ions Ag + liberados e
a membrana celular, e Il): danos extensivos na membrana celular causados pela
formacéo de espécies reativas de oxigénio (ROS), causando danos a célula devido
ao estresse oxidativo (AGNIHOTRI; MUKHERJI; MUKHERJI, 2013; IVASK et al.,
2014; VIMBELA et al., 2017). Em suma, 0 primeiro mecanismo sugere que o0s ions Ag
+ liberados de AgNPs podem se ligar a grupos tiol (—SH) de proteinas e enzimas
encontradas na superficie celular, causando desestabilizacdo da membrana celular.
AgNPs podem entdo aderir a parede da membrana, causando orificios através dos
guais eles podem mais tarde penetrar na bactéria e interagir com componentes
intracelulares ou proteinas contendo enxofre. O segundo mecanismo sugere que
ROS, como o oxigénio reativo, podem ser produzidos na membrana celular e levar a
danos irreversiveis a replicacdo do DNA, afetando os processos metabdlicos e a
divisdo celular (VIMBELA et al., 2017; ZHANG et al., 2013). Algumas espécies de
ROS, séo peroéxido de hidrogénio (H2032), radicais hidroxila (OH") e superoxido (027) (
GURUNATHAN; CHOI; KIM, 2018; LIAO; LI; TJIONG, 2019).

A prata pode interagir com a porcdo proteica para formar complexos com
doadores de elétrons que contém atomos de oxigénio, fosforo, nitrogénio ou enxofre
(AHEARN; MAY; GABRIEL, 1995; DURAN et al., 2016; HOLT; BARD, 2005). A
interacdo com grupos tiol é a mais descrita e estudada para ions de prata e
nanoparticulas de prata. Varias proteinas de membrana bacteriana sdo conhecidas

por conter enxofre, e a interagdo quimica entre a prata e essas proteinas pode levar
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ainativacdo de enzimas e proteinas ligadas & membrana (DURAN et al., 2016; HOLT;
BARD, 2005).

AgNp AgNp

Desestabilizagdo dos ribossomos e Ruptura da parede celular

Formacao de radicais livres Danos ao DNA

| |

AgNp Aghp

Figura 9. Mecanismos de acéo da atividade antimicrobiana de nanoparticulas de prata.

Fonte: Adaptado de Franci et al. (2015).

Outro possivel mecanismo proposto, envolve o gradiente eletroquimico de
prétons por processos respiratorios em bactérias, que € a forca motriz da sintese de
ATP. AgNPs podem interromper a fonte de energia para todas as reacdes que
dependem de energia, o que leva a morte celular, pois a sintese de ATP permite a
adesdo e proliferacéo celular (CAO et al., 2011; DURAN et al., 2016; REIDY et al.,
2013).

A atividade das nanoparticulas de prata abaixo de 10 nm ocorre principalmente
pela propria nanoparticula, enquanto em tamanhos maiores, 0 mecanismo
predominante ocorre através dos ions de prata. Os alvos deste material
nanoestruturado foram claramente comprovados: ruptura da membrana celular e

transformacdo do DNA via ROS como agente principal (DURAN et al., 2016).
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A Ultima década foi favoravel para o desenvolvimento dos mecanismos
antimicrobianos das nanoparticulas de prata. Particularmente para bactérias,
elementos-chave neste processo foram elucidados; por exemplo, o oxigénio é
necessario para a toxicidade das nanoparticulas de prata e para a correlacdo entre as
concentracdes intracelulares de prata e seus efeitos toxicos (BONDARENKO et al.,
2013; DURAN et al., 2016; XIU et al., 2012). As nanoparticulas de prata devem estar
em contato com a bactéria, na superficie ou mesmo no citoplasma. Para atender a
essa necessidade, as nanoparticulas de prata ou os ions de prata liberados devem
cruzar a parede da célula bacteriana (DURAN et al., 2016; LI et al., 2010b).

2.6. Antimicrobianos

Em 1947, S. A. Waksman definiu o termo "antibiético” da seguinte forma: "Um
antibidtico € uma substancia quimica, produzida por microrganismos, que tem a
capacidade de inibir o crescimento e até causar a destruicdo de bactérias e outros
microrganismos” (MOHR, 2016; WAKSMAN, 1947). Hoje, "antibiotico" tem varios
significados: (I) um produto quimico organico de origem natural ou sintética que inibe
ou mata bactérias patogénicas; (Il) qualquer substancia com potencial antimicrobiano,
ou, (Il) na tradicdo de Waksman, limitado a substancias antimicrobianas de origem
microbiana. De qualquer forma, todas essas definicbes coexistem na literatura (
BENTLEY; BENNETT, 2003; MOHR, 2016).

Os antibidticos tiveram efeito ndo apenas no tratamento de doencas
infecciosas, mas também na sociedade, alterando a morbidade e a mortalidade.
Desde a introducdo dos primeiros antimicrobianos, em 1911, varios novos
medicamentos foram descobertos, fornecendo aos médicos mais opcoes terapéuticas
para doencas que antes ameacavam a vida (ZAFFIRI; GARDNER; TOLEDO-
PEREYRA, 2012).

Com a descoberta da penicilina em 1928, os antibiéticos entraram sua era de
ouro, e muitos foram isolados de produtos naturais ou sintetizados quimicamente (
AMINQV, 2010; BEUTLER, 2009; TANG; ZHENG, 2018). A descoberta e subsequente
producdo em grande escala de antibioticos no inicio século XX foi uma das conquistas
mais importantes na histéria da medicina. Esta nova droga, além de possibilitar um

amplo conhecimento sobre patdgenos e causar melhora nas medidas de higiene,
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tiraram o medo de muitas doencas infecciosas e aumentaram consideravelmente

gualidade e expectativa de vida da populacdo (MOHR, 2016).

No entanto, o uso excessivo e indiscriminado de antibiéticos, em conjunto com
o declinio das pesquisas e o desenvolvimento de novos antibiéticos, resultaram no
rapido aumento de microrganismos resistentes a essas drogas, como resultado,
infecgbes bacterianas continuam a ser a principal causa de morbidade e mortalidade
hoje em dia (ABRAHAM; CHAIN, 1940; AMINOV; MACKIE, 2007; TANG; ZHENG,
2018).

2.7. Resisténcia bacteriana: um problema para antimicrobianos

A resisténcia antimicrobiana é um problema global de saude publica que
ameaca nossa capacidade de tratar infec¢cdes bacterianas com sucesso (MCEWEN,;
COLLIGNON, 2018; WHO, 2014). Desde a descoberta dos antibioticos em 1920, o
uso de novos agentes antimicrobianos tem sido acompanhado pelo aparecimento de
resisténcia bacteriana a eles. A grande flexibilidade genética de bactérias e a presséo
seletiva exercida pelo uso desses agentes sdo responsaveis para o aparecimento e
perpetuacéo da resisténcia (KLEMM; WONG; DOUGAN, 2018; NINO-MARTINEZ et
al., 2019).

Através do processo de selecao natural, os microrganismos confrontados com
a pressdo da selecdo antimicrobiana aumentam sua aptiddo adquirindo e
expressando genes de resisténcia, e entdo, passam esses genes para outras
bactérias. Dessa forma, 0 uso excessivo de antimicrobianos é um fator importante do
fendmeno de resisténcia, assim como outros fatores que promovem a disseminacgao
de bactérias resistentes de forma local e global (AMINOV; MACKIE, 2007;
TANG;ZENG, 2018). Existem varios fatores que podem contribuir para a propagacéo
de resisténcia a antibiéticos, incluindo uso inadequado de antibiéticos na saude e na

agricultura, e a falta de novos agentes antimicrobianos (MARTIN; BACHMAN, 2018).

O desenvolvimento de resisténcia se tornou um fator importante na luta contra
doencas infecciosas. Os mecanismos de resisténcia a antibidticos sao
extensivamente estudados, desde a desintoxicacdo da molécula do antibidtico a

mutagdes no alvo designado. As moléculas de antibioticos podem ser: (I) removidas
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por bombas de efluxo, (Il) modificadas para serem menos eficientes, ou (ll)
destruidas. Os alvos antibiéticos podem ser: (I) modificados enzimaticamente, (II)
tornados insensiveis por mutacfes, (lll) protegidos por uma barreira, e (IV)
substituidos (PAITAN, 2018).

Existem trés tipos principais de resisténcia aos antibidticos: intrinseca,
adquirida e adaptativa. A resisténcia intrinseca compreende todas as propriedades
inerentes fornecidas pelas caracteristicas de um microrganismo especifico que
limitam a acdo dos antimicrobianos. O segundo tipo é a resisténcia adquirida, em que
um microrganismo originalmente suscetivel pode se tornar resistente, seja pela
incorporacao de novo material genético (plasmideos, transposons, integrons ou DNA
nu, etc.) ou como resultado de mutacdes. Finalmente, existe a resisténcia adaptativa,
uma area relativamente inexplorada que envolve um aumento temporario na
capacidade da bactéria de sobreviver a um contato com o antibidtico devido a
alteracdes na expressao de genes e/ou proteinas como resultado da exposi¢cdo a um
gatiiho ambiental, por exemplo, estresse, condi¢des nutricionais, estado de
crescimento, e niveis subinibitorios de antibioticos (FERNANDEZ; HANCOCK, 2012).

2.8. Microrganismos
2.8.1. Escherichia coli

Entre as bactérias resistentes, Escherichia coli € o patégeno bacteriano Gram-
negativo mais conhecido e estudado, e ocasiona uma ampla gama de doencas
clinicas que afetam todas as faixas etarias. Esse microrganismo habita principalmente
o trato intestinal de humanos e outros animais de sangue quente e pode ser
encontrado no meio ambiente por meio de fezes e estacdes de tratamento de aguas
residuais (BERTHE et al., 2013; PAITAN, 2018). Representa uma colec¢éo diversa de
bactérias que geralmente sdo comensais, mas também incluem patégenos que
causam uma variedade de doencas humanas, resultando em mais de 2 milhdes de
mortes a cada ano (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004; PAITAN, 2018).

A resisténcia de E. coli e outras bactérias Gram-negativas a varios
antimicrobianos é devido ao desenvolvimento de muitos mecanismos diferentes.

Estes incluem a inativagdo de antibiéticos e enzimas modificadoras, p-lactamases,
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alteracao da permeabilidade, bombas de efluxo, e mutacdes de alvo e desvio da via
metabdlica (PAITAN, 2018).

2.8.2. Enterococcus faecium

Enterococcus faecium, é uma espécie de cocos Gram-positivos, reconhecido
como um patégeno oportunista globalmente importante, capaz de causar uma
variedade de infeccbes humanas associadas a altas taxas de mortalidade,
particularmente em individuos hospitalizados ( DE FATIMA SILVA LOPES et al., 2005;
GORRIE et al., 2019; VAN TYNE; GILMORE, 2014;). S&o uma das principais causas
de endocardite, infec¢des do trato urinario e bacteremia (RAZA et al., 2018; ZHANG
et al., 2017).

Os enterococos tornaram-se reconhecidos como importantes patdogenos
nosocomiais devido a sua resisténcia intrinseca a varios antimicrobianos (por
exemplo, penicilina, ampicilina e a maioria das cefalosporinas) e sua capacidade de
rapidamente adquirir viruléncia e determinantes de resisténcia a multiplas drogas
(AHMED; BAPTISTE, 2018; KRISTICH; RICE; ARIAS, 2014; TENOVER;
MCDONALD, 2005). Nas ultimas décadas, houve um aumento significativo nas taxas
de resisténcia antimicrobiana adquirida em E. faecium, incluindo E. faecium resistente
a vancomicina (DESHPANDE et al., 2007; GORRIE et al., 2019; WERNER et al.,
2008).

2.8.3. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus € uma bactéria em formato de cocos, Gram-positiva,
imovel e coagulase-positiva. Embora o género Staphylococcus inclua 52 espécies e
28 subespécies, S. aureus é de longe o mais relevante clinicamente. Pode ser
encontrado na microbiota comensal humana da mucosa nasal em 20-40% da
populacdo em geral (BECKER et al., 2017; LEE et al., 2018; WERTHEIM et al., 2005).
Staphylococcus aureus € um importante patdgeno humano e foi reconhecido pela
primeira vez como o agente etioldgico de abscessos supurativos ha mais de 130 anos
(MACDONALD; SMITH, 1984; MCGUINNESS; MALACHOWA; DELEO, 2017). As
infecgbes por S. aureus variam de infeccOes leves de pele e tecidos moles a
endocardite, osteomielite crénica, pneumonia ou bacteremia, que estdo associadas a
taxas significativas de morbidade e mortalidade (LOWY, 1998; MCGUINNESS,;
MALACHOWA; DELEO, 2017; ROBERTS; CHAMBERS, 2005). As infeccbes
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causadas por esse patdgeno ameacam seriamente a saude humana, além de causar
enormes perdas economicas em fazendas (POSADOWSKA; BRZYCHCZY-WLOCH,;
PAMULA, 2015; VON EIFF et al., 2001; ZHOU et al., 2018).

Existem varios mecanismos de resisténcia em S. aureus, o desenvolvimento
de genes é um deles. A resisténcia a meticilina ou cefalosporina foi conferida pelo
gene mecA e seus genes homologos mecB e mecC (BECKER et al., 2014; ZHOU et
al., 2018). O gene mecA codifica PBP2a ou PBP2’, um tipo especifico de proteina de
ligacéo a penicilina (PBP). Essas proteinas degradam o anel B-lactamico, que confere
a atividade da penicilina, cefalosporina e meticilina (DEURENBERG; STOBBERINGH,
2009; ZHOU et al., 2018). Outra estratégia de resisténcia presente € a bomba de
efluxo, que € capaz de expulsar ativamente os agentes antimicrobianos para fora da
célula (HALL-STOODLEY; STOODLEY, 2009; ZHOU et al., 2018).

2.8.4. Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae foi descoberta pela primeira vez por Edwin Klebs, um
microbiologista alem&o. E uma bactéria gram-negativa, ndo mével, encapsulada, em
forma de bastonete e pertencente a familia das Enterobacteriaceae. Podem ser
encontradas comumente no ambiente, como aguas superficiais, esgotos, solo e
também nas plantas. Podem também, colonizar a camada mucosa de mamiferos,
como a cavidade oral e trato gastrointestinal (KAUR; VADIVELU; CHANDRAMATHI,
2018; MATSEN; SPINDLER; BLOSSER, 1974; SELDEN et al., 1971). Elas sé@o o
agente causador agente de varios tipos de infec¢coes em humanos, incluindo infecgbes
do trato respiratorio, trato urinério e corrente sanguinea (MARTIN; BACHMAN, 2018;
PODSCHUN; ULLMANN, 1998).

K. pneumoniae pode ser distinguida e classificada por sorotipagem com base
em seus antigenos de capsula. Existem atualmente cerca de 82 sorotipos, sendo 77
pertencentes ao antigeno K e outros 12 pertencentes ao sorotipo antigeno O. Entre
todos os sorotipos, 0 K1 e K2 sdo os mais virulentos devido a sua cépsula de
polissacarideo que proporciona escapar da fagocitose por macrofagos (BRISSE;
ISSENHUTH-JEANJEAN; GRIMONT, 2004; KAUR; VADIVELU; CHANDRAMATHI,
2018; IRSKOV; FIFE-ASBURY, 1977).

Esse patdgeno esta presente no grupo das diversas bactérias que

apresentaram um aumento dramatico na resisténcia a antimicrobianos nas Ultimas
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décadas. Varios mecanismos de resisténcia a antibioticos sédo encontrados neste
microrganismo. O genoma acessorio é fundamental para a resisténcia aos antibioticos
em K. pneumoniae, contendo genes de resisténcia baseados em plasmideo e
rapidamente reduzindo o arsenal de antibidticos eficazes contra este microrganismo
(MARTIN; BACHMAN, 2018).

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Sintetizar biologicamente e caracterizar as nanoparticulas de prata produzidas,
bem como, avaliar a atividade antimicrobiana das mesmas em pH &cido, neutro e

basico.

3.2. Objetivos especificos:

e Produzir e caracterizar nanoparticulas de prata biogénicas de origem fungica e
vegetal;

e Determinar ainfluéncia do pH acido, neutro e basico na atividade antibacteriana
das nanoparticulas;

e Determinar a influéncia do pH acido, neutro e basico na cinética de crescimento
bacteriano em contato com as AgNP;

e Determinar a influéncia do pH &cido, neutro e basico na atividade
antimicrobiana das AgNPs na inibicdo da formacao de biofilmes bacterianos;

e Observar as alteracdes ultraestruturais causadas na morfologia das bactérias

pelas AgNPs.

4.0 MATERIAIS E METODOS
4.1. Producado de AgNP fungica

Para a producao da AgNP de origem fungica, foi utilizado o fungo Lichtheimia
ornata, que foi previamente cultivado em Agar Malte (Acumedia, Michigan, USA)
enriquecido com 0,5% de extrato de levedura (Himedia, Mumbai, india) em pH 5,6 a
28° C por trés dias. Apés o crescimento, os discos miceliais de 0,9 cm foram retirados

e depositados em placas contendo Agar malte e incubados a 28° C novamente por
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trés dias. Apos esse periodo, o micélio foi separado dos meios de cultura e inserido
em frascos Erlenmeyer contendo agua destilada estéril, em uma proporcao de 1 g de
micélio para 10 mL de agua, e entdo incubado em shaker a 28° C, 150 rotacdes por
minuto (rpm), durante trés dias. Apés esse periodo, o conteudo do Erlenmeyer foi
centrifugado, e o sobrenadante separado da massa micelial, e posteriormente
submetido a exposicao de nitrato de prata (Sigma Aldrich®, St Louis, MO, USA) a 10
mM e entdo incubado novamente por quatro dias a 28° C. Posteriormente, as AgQNPs
formadas foram lavadas com centrifugacbes a 15000 rpm por 30 minutos e

ressuspendidas com agua ultrapura, esse processo foi repetido trés vezes.
4.2. Producédo de AgNP vegetal

A AgNP vegetal foi produzida a partir do extrato bruto da planta Trichilia catigua,
popularmente conhecida como catuaba. Sua metodologia de producéo € patenteada
e pertencente a GRAL Bioativos LTDA.

4.3. Caracterizacdo das nanoparticulas de prata biogénicas

A caracterizacdo da AgNP vegetal foi realizada no Instituto de Pesquisas
Tecnoldgicas, em Séo Paulo (IPT-SP). Enquanto a AgNP fungica foi caracterizada na
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) e no Instituto Federal do Parana

(IFPR) campus Londrina.

4.3.1 Potencial Zeta

As medidas de potencial () foram realizadas no equipamento Zetasizer Nano-
ZS, Malvern Instruments, Southbourough, UK. O potencial foi determinado pela
direcdo e a velocidade do movimento das particulas, em exposicdo a um campo
elétrico. As amostras foram diluidas para uma concentragao de 1 ug/mL utilizando
agua destilada. Em seguida, foram dispostas em células capilares equipadas com

eletrodos de ouro.

4.3.2. Espalhamento dindmico de luz (DLS)
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O tamanho das AgNPs foi determinado por DLS utilizando o equipamento
ZetaSizer Nano-ZS. O movimento browniano faz com que a intensidade da luz
disperse a partir de uma variagdo do tempo. Desta forma, particulas grandes
apresentam uma movimentacao lenta e menores uma movimentacdo mais rapida,

apresentando variagdes na dispersao da luz.

4.3.3 Fluorescéncia de raios X por disperséo em energia (EDXRF)

A técnica de fluorescéncia de raios X por dispersdo em energia foi escolhida
para medir as concentracdes das AgNPs. O espectrometro utilizado foi o EDX-7000
da SHIMADZU. Para as medidas o tubo de raios X foi submetido a uma tenséo de 50
kV e corrente de 20 uA. Amostras padroes de 5 mL com diferentes concentragcfes de
AgNOs3 (1,0 mM, 2,5 mM, 5,0 mM, 7,5 mM e 10,0 mM) foram utilizadas para fins de
calibracdo. Todas as amostras foram depositadas em células descartaveis, com dupla
abertura, sobre uma pelicula de polipropileno com 5 um de espessura, ambos da

SPEX SamlePrep, e medidas durante o periodo de 60 segundos.

4.4. Determinacao da atividade antibacteriana em pH neutro, acido e basico
4.4.1. Microrganismos utilizados

Para este trabalho foram utilizados microrganismos de diferentes origens, tanto
cepas padrdo ATCC (American Type Culture Collection) quanto isolados de patologias

de origem animal, como infeccao urinaria de animais de estimacao e mastite bovina.

Os microrganismos utilizados foram: Enterococus faecium (ATCC 6569),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Staphylococcus aureus MTS 26
multirresistente (isolado de mastite bovina), Escherichia coli (ATCC 25922),
Escherichia coli 428 (rugosa), Escherichia coli 004 multirresistente (isolado de
infeccdo urinaria animal), Escherichia coli 012 multirresistente (isolado de infeccéo
urinaria animal), Escherichia coli MTS 011 multirresistente (isolado de mastite bovina),
Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603), Klebsiella pneumoniae 013 multirresistente

(isolado de infecgdo urinaria animal).
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4.4.2. Tamponamento e ajuste de pH dos meios de cultura

Para a realizacao dos testes em condi¢cbes de pH acido, neutro e basico, foi
utilizado meio de cultura Mueller Hinton (Difco, Detroit, USA), tamponado com Tris
Base (Promega, Madison, USA). As quantidades de cada item foram usadas de
acordo com especificacdes definidas pelo fabricante. Apdés a pesagem, as
guantidades definidas de meio e tampé&o foram misturadas em um béquer. Com o
auxilio de uma proveta, foi medido um volume de &gua destilada com
aproximadamente 5 mL a menos do volume pré-definido e misturado no béquer
juntamente com 0s outros componentes. Posteriormente, o pH do meio tamponado foi
ajustado em pHmetro (Mettler Toledo, FE20) com soluc¢des de HCl e NaOH. O pH final
para meio acido foi 6,0, para 0 meio neutro 7,0, e para o meio basico 9,0. Apés o
ajuste, as solucdes foram colocadas novamente na proveta, e completadas com agua
destilada até o volume final definido anteriormente. Apos isso, 0 pH dos meios foi
medido novamente e entéo esterilizado em autoclave a 121° C por 15 minutos. Apos
a esterilizacdo em autoclave e previamente a todos os testes, foram retiradas
aliquotas de cada meio e mensuradas com fitas de papel indicadoras de pH (EMD

Millipore).
4.4.3. Determinacao da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

Os ensaios de microdiluicdo seriada em caldo foram realizados em triplicata,
utilizando uma metodologia adaptada do Manual Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2012).

4.4.4. Preparo do in6culo

Para todos os testes realizados, culturas bacterianas de cada espécie usada
foram crescidas em placas de Petri contendo meio Mueller Hinton (Difco, Detroit, USA)
por 24 horas. Foram selecionadas de 3 a 5 col6nias, e com o auxilio de uma alca
bacteriol6gica essas colonias foram homogeneizadas em solucédo salina a 0,9% de
NaCl, até atingir a turvacdo igual a 0,5 da escala MacFarland, indicando
aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL (Unidade Formadora de Col6nia), o ajuste foi
realizado visualmente. Posteriormente, foi adicionado 10 pL dessa suspensédo em 990
ML de meio MH liquido, resultando em uma diluicdo 1:100 e uma suspenséo
bacteriana de 7,5 x 108, que caird em 7,5 x 10° por poco na placa de teste. Esse

processo foi repetido trés vezes, e a cada repeticdo foi usado um meio com pH
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diferente para realizar a diluicdo, resultando em trés inoculos diferentes em pH acido
(6,0), neutro (7,0) e basico (9,0).

4.4.5. DiluigOes seriadas

Para ambas AgNPs foi testado a concentracao inicial de 500 pM. A diluicdo das
mesmas foi realizada na proépria placa do teste. Para a diluicdo seriada, o contetdo
dos pocos da primeira fileira foi homogeneizado e apés isso foi transferido 50 pL de
cada poco para o poco abaixo, esse processo foi repetido até o final da placa. Ao
chegar na ultima fileira, ap6s a homogeneizacdo os 50 pL remanescentes foram
descartados, resultando em um volume final de 50 pL em todos 0s pogos.
Posteriormente, foi realizado a adicdo de 50 pL do indculo bacteriano em todos os
pocos da placa (com excecao do controle negativo). Nos poc¢os do controle positivo,
foi adicionado 50 pL de meio e 50 pL de indculo bacteriano. No controle negativo, foi

adicionado 100 pL de meio.

Apbs o preparo do teste, as placas foram incubadas em estufa a 37° C por 24
horas. Posterior a isso, foi feita a leitura visual, definindo a CIMsp como a menor

concentragao que inibiu o crescimento do microrganismo.

4.4.6. Determinacao da Concentracéo Bactericida Minima (CBM)

Apoés a leitura visual das placas do teste de CIM foi feito, em triplicata, aliquotas
de 10 pL da concentracao inibitéria minima de cada poc¢o e pipetado em placas de
Petri contendo Agar Nutriente (Himedia, Mumbai, india). As placas foram incubadas
em estufa a 37° C por 24 h. Apés esse periodo, foi feito a leitura das placas e a
concentragdo bactericida minima foi definida como a menor concentracdo onde nao

houve crescimento bacteriano (99,9% de reducéo da populacao bacteriana).

4.5. Curva de crescimento e morte (Time-Kill curve)

Diferente do teste anterior, que foi realizado em microplacas de 96 pocos, este
foi realizado em microtubos do tipo eppendorf de 1,5 mL. Para os ensaios de curva de
crescimento, em algumas amostras a concentracdo utilizada foi uma faixa acima do

respectivo valor de CIM de cada microrganismo, com exce¢ao das cepas com a CIM
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mais alta, como 500 puM, por exemplo, nesses casos foi usado a concentracao exata
de CIM. Previamente ao inicio do teste, foram preparados seis microtubos contendo
as solugdes estoque de AgNPs. Sendo trés microtubos em condicdes de pH 6,7, e 9
para a AgNP fungica, e trés microtubos nas mesmas condicdes para a AQNP vegetal.

Os estoques foram feitos com o dobro das concentracdes desejadas no ensaio.
4.5.1. Preparo do teste

Para cada microrganismo testado foram usados seis conjuntos de microtubos
(Figura 10), cada um correspondente aos pontos de 0, 2, 4, 7, 10, e 24 h. Cada
conjunto foi composto por trés microtubos para controle positivo, trés microtubos
contendo tratamento com AgNP flungica, e trés microtubos contendo tratamento com

AgNP vegetal.

T Oh

Figura 10. Representacdo do conjunto de microtubos do ponto inicial da curva de
crescimento.

Fonte: autoria prépria (2021).

Apbs o preparo das solucdes estoque de AgNPs e identificacdo dos microtubos,
foi pipetado 100 puL de meio nos controles positivos e 100 pL das solucdes estoque
das AgNPs fangica e vegetal nos microtubos correspondentes aos tratamentos. Por
fim, foi adicionado 100 pL do in6culo bacteriano em todos os microtubos. Com
excecdo do conjunto correspondente ao ponto de 0 h, que foi pipetado e diluido logo

em seguida, os pontos seguintes foram incubados em estufa a 37° C.
4.5.2. Diluicbes e plagueamento

Posteriormente, foi acompanhado o tempo de incubacdo e a cada periodo
determinado um conjunto de microtubos foi retirado da estufa e diluido de forma
seriada. Para isto, foi adicionado 100 pL do contetdo do microtubo de teste em 900puL
de solucédo salina 0,9%, foram feitas diluicdes de 10! a 10, dependendo do ponto da
curva. Para cada teste, foram escolhidas trés das dilui¢cdes feitas e plaqueadas em

triplicata. O plagqueamento foi realizado pipetando-se 10 pL das solu¢cdes em placas
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de Petri contendo agar Mueller Hinton (MH). Apdés isso as placas foram incubadas em
estufa a 37° C.

4.5.3. Contagem de colbnias

Ap6s 18 a 24h de incubacdo das placas, o numero de UFC de todos os
controles e tratamentos foram contados. O critério para escolha da diluicdo a ser
contabilizada foi definido como a diluicdo que apresentasse entre 10 a 100 UFC. Apés
a contagem, foi feito a média dos valores obtidos de cada triplicata, que entédo foi
aplicada na seguinte formula: UFC/ml = Média da contagem de UFCs da triplicata x
Fator de diluicdo x Fator aliquota. Apos aplicar a férmula, os valores obtidos foram

usados para construir o grafico demonstrando a curva.

4.6. Formacao e inibic&do de biofilme

A avaliacdo da capacidade de inibicdo na formacéo de biofilmes bacterianos,
foi adaptada de acordo com o protocolo de STEPANOVIC et al., (2007). Para todas
as amostras a concentracdo utilizada foi de uma faixa abaixo do valor de CIM

respectivo de cada microrganismo.

Para este teste, todos os meios MH com pH ajustado foram suplementados
com 1% de glicose (Synth, Diadema, SP). O preparo do inéculo foi realizado de acordo
com os testes anteriores e ajustado uma concentragdo de 1,5 x 108 UFC/ml. O ensaio
de formacédo de biofilme foi realizado em microplacas de 96 pocos. Inicialmente foi
adicionado o controle positivo de todas as amostras, em triplicata, sendo 100 pL de
meio e 100 pL de in6culo bacteriano. Para as triplicatas com tratamento de AgNPs,
foram feitas solucdes estoque com as respectivas concentracdes de CIM de cada
cepa usada em condi¢des de pH acido, neutro e basico. Apds isso foi adicionado 100
pL da solucéo estoque de AgNP e 100 uL de indculo. Posteriormente as placas foram

incubadas em estufa a 37 °C por 24 horas.

ApGs o periodo de incubacao, o contetdo das placas foi vertido em um descarte
e o0s pocos foram lavados com tampéo fosfato-salino (PBS) 0,01M com pH 7,4, por
trés vezes, as placas foram deixadas para secar ao ar livre. Para a fixagdo, 0s po¢os

foram preenchidos com 150 pL de metanol durante 20 minutos. Passado esse tempo,
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o metanol foi descartado e a placa foi deixada para secar em temperatura ambiente.
Para a coloracéo foi adicionado 150 pL de cristal violeta 2% durante 15 minutos, ap6s
isso a placa foi lavada em &gua corrente até retirar todo o corante. Posteriormente foi
pipetado 150 uL de etanol 95% (Synth, Diadema, SP). O conteudo dos pocos foi
transferido para uma nova placa e foi realizada leitura de densidade 6ptica (DO) em
espectrofotometro (Thermo Scientific, Multiskan Go) a um comprimento de onda de
570 nm. As cepas foram classificadas como: nao formadora de biofilme, fracamente
formadora de biofilme, moderadamente formadora de biofilme e fortemente formadora
de biofilme. O ponto de corte (DOc) foi definido como trés desvios padréo acima da
média de D.O dos controles. A classificacdo das cepas foi definida conforme mostrado
a seguir: a) DO < DOc = nao formadora; (b) DOc < DO = (2x DOc) = fraca formadora;
(c) (2x DOc) < DO = (4x DOc) = moderada formadora; (d) (4x DOc) < DO = forte

formadora.

4.7. Microscopia Eletrénica de Varredura

As amostras escolhidas para a realizacdo da Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV) foram definidas de acordo com os valores de CIM e as curvas de
crescimento, usando como critério as diferencas de comportamento entre as
condicles de pH testadas e valores de CIM intermediarios nas duas AgNPs. O tempo
de incubacado das amostras também foi determinado a partir dos resultados da curva.
Para a microscopia foi escolhido uma bactéria de cada grupo, sendo, E. coli012, e S.
aureus MTS 26.

A amostra de E. coli 012 foi preparada no pH 9, com tempo de incubacao de 2
horas e concentracdo de 125 pM e 31,25 pM para a AgNP flngica e vegetal,
respectivamente. Por conta da susceptibilidade da espécie a nanoparticulas de prata
e do curto periodo de incubacéo, as amostras foram realizadas com os valores uma

faixa abaixo do valor encontrado no teste de CIM.

A amostra de S. aureus MTS 26 foi realizada no pH 7, com tempo de incubacéo
de 7 horas e metade da concentragédo encontrado no teste de CIM, sendo 250 uM e

62,5 UM para a AgNP fungica e vegetal, respectivamente.
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Ambas amostras foram preparadas da seguinte forma: em um microtubo, foi
adicionado 200 pL do in6éculo bacteriano no pH determinado (feito conforme citado
anteriormente), e 100 pL da solucdo estoque de AgNP, contendo o triplo da
concentragdo desejada na amostra. Os controles positivos foram realizados nas trés
condicdes de pH, pipetando-se 100 pL de meio e 100 pL de in6culo bacteriano. Apds
isso, 0s microtubos foram incubados em estufa a 37° C de acordo com 0 tempo

determinado para cada amostra.

Passado o periodo de incubacgédo, as amostras foram centrifugadas a 5000 rpm
por 10 minutos e o pellet celular de cada amostra foi ressuspendido em 100 pL de
PBS, uma aliquota de 40 pL de cada suspenséo foi retirada e transferida para laminas
de vidro revestidas por poli-L-isina. Apos isso, 0 material foi fixado com uma solugéo
tampédo de cacodilato de sodio 0,1 M contendo 2% de glutaraldeido durante 20h,
posteriormente foram feitas trés lavagens com cacodilato de sédio 0,1 M. A amostra
foi pos-fixada em 1% de tetroxido de 6smio (OsO4) por 2 h e novamente lavadas trés
vezes com cacodilato de sédio 0,1 M. Posterior a fixacao, foi realizado o processo de
desidratacéo, submetendo as laminas fixadas a sucessivos gradientes de etanol (70,
80, 90 e 100%). Em seguida, foi realizado a secagem em secador de ponto critico
utilizando CO2 (BALTEC CPD 030 Critical Point Dryer), e entéo feito o revestimento
com ouro no processo de metalizacdo (BALTEC SDC 050 Sputter Coater), ap0s iSso
as amostras foram examinadas em microscoépio eletronico de varredura (FEI Quanta
200).

A técnica de microscopia eletrénica de varredura foi usada para investigar a
atividade antibacteriana das AgNPs e as alteragcdes morfologicas ocasionadas nas
células, as imagens foram tiradas com aumentos de 30000x e 16000x. Para a escolha

das imagens usadas foram observados cerca de 30 campos em aumentos diferentes.
4.8. Analise estatistica

Os resultados coletados na curva de crescimento foram analisados através da
analise de variancia (ANOVA) utilizando o teste de Duncan para comparacao entre 0s
grupos. As analises foram feitas utilizando o programa R Statistical Software, verséo

3.1.0. Os valores de p <0,05 foram considerados significativos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Caracterizagcdo AgNPs

A biorreducdo dos ions de prata a nanoparticulas p6de ser visualizada
inicialmente através da mudanca de cor das solu¢gbes de acordo com tempo de
incubacdo. As técnicas de potencial zeta e DLS foram utilizadas para investigar a
carga e estabilidade das solu¢cdes coloidais e tamanho das nanoparticulas,

respectivamente.

O potencial zeta reflete a carga na superficie das nanoparticulas e
pode variar entre negativo e positivo, bem como em magnitude, de acordo
com o agente de revestimento ou dos reagentes utilizados na sintese (EL BADAWY
et al.,, 2011). Através da soma das forcas repulsivas e atrativas entre as
nanoparticulas dispersas é possivel obter dados sobre a estabilidade da solugéo, no
caso de solugdes instaveis pode ocorrer fenbmenos de agregacdo das NPs. Os
valores de potencial zeta geralmente relacionados com alta estabilidade de particulas
em uma suspenséo coloidal, ocorrem quando esse valor encontra-se abaixo ou igual
a -30 mV, ou superior, ou igual a +30 mV (ALMEIDA; DE OLIVEIRA; HOTZA, 2017,
MIRHOSSEINI et al., 2008). Conforme apresentado na tabela 1, o potencial zeta das
amostras encontra-se dentro dos valores citados, confirmando a estabilidade das

solucdes coloidais.

As nanoparticulas de ambas solucdes coloidais apresentam-se dentro do
tamanho médio aceito para que sejam considerados nanomateriais (entre 1 e 100 nm),
conforme descrito por BERA e BELHAJ (2016).

Apesar de ambas AgNPs apresentarem tamanhos mais elevados quando
comparadas a outras nanopratas descritas, este fator pode ser visto como uma
vantagem por possuirem uma toxicidade menor para células eucariéticas. Uma vez
gue guanto menores as particulas (4 a 20 nm) mais toxicas elas podem se tornar
FILON et al., (2015); RAI, (2020).

AgNP origem Potencial ¢ DLS Concentracdo Formato
(mV) (nm) (mM)
Fungo Lichtheimia ornata - 17,90 93,80 7,7 Esférico

Planta Trichilia catigua - 23,27 82,73 10,0 Esférico
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Tabela 1. Potencial zeta (¢), espalhamento dindmico de luz (DLS), concentragdo e formato das

nanoparticulas sintetizadas.

5.2. Concentracdo inibitéria minima (CIM) e Concentracdo bactericida minima

(CBM)

Microrganismo

Valores de CIM AgNP Fungica (uM)

pH 6 pH7 pH9
E. faecium (ATCC 6569) 250 500 250
S. aureus (ATCC 25923) 250 250 62,5
S. aureus MTS 26 500 500 250
E. coli (ATCC 25922) 62,5 62,5 62,5
E. coli 428 250 250 125
E. coli 004 250 250 250
E. coli 012 500 500 250
E. coli MTS 011 250 250 31,25
K. pneumoniae (ATCC 500 250 250
700603)
K. pneumoniae 013 250 250 125

Tabela 2. Valores da concentragdo inibitéria minima da AgNP fungica em pH éacido, neutro e basico.

Microrganismo

Valores de CIM AgNP Vegetal (UM)

pH 6 pH7 pH9
E. faecium (ATCC 6569) 31,25 31,25 31,25
S. aureus (ATCC 25923) 62,5 31,25 31,25
S. aureus MTS 26 62,5 62,5 62,5
E. coli (ATCC 25922) 7,8 7,8 7,8
E. coli 428 31,25 31,25 15,6
E. coli 004 15,6 62,5 31,25
E. coli 012 62,5 62,5 62,5
E. coli MTS 011 31,25 31,25 15,6
K. pneumoniae (ATCC 62,5 31,25 31,25
700603)
K. pneumoniae 013 62,5 62,5 31,25

Tabela 3. Valores da concentragéo inibitéria minima da AgNP vegetal em pH &cido, neutro e basico.
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Microrganismo

Valores de CBM AgNP Fungica (UM)

pH 6 pH 7 pH9
E. faecium (ATCC 6569) >500 500 >500
S. aureus (ATCC 25923) 250 250 62,5
S. aureus MTS 26 500 500 500
E. coli (ATCC 25922) 62,5 62,5 62,5
E. coli 428 500 500 500
E. coli 004 250 250 250
E. coli 012 500 500 250
E. coli MTS 011 250 250 250
K. pneumoniae (ATCC 500 500 250
700603)
K. pneumoniae 013 500 500 125

Tabela 4. Valores da concentracdo bactericida minima da AgNP flungica em pH &cido, neutro e basico.

Valores de CBM AgNP Vegetal (M)

Microrganismo pH 6 pH 7 pH9
E. faecium (ATCC 6569) >500 >500 >500
S. aureus (ATCC 25923) 62,5 125 125

S. aureus MTS 26 125 125 >125
E. coli (ATCC 25922) 7,8 7,8 7,8

E. coli 428 62,5 31,25 31,25
E. coli 004 125 62,5 62,5
E. coli 012 125 125 125

E. coli MTS 011 31,25 62,5 31,25
K. pneumoniae (ATCC 250 250 125

700603)

K. pneumoniae 013 62,5 62,5 31,25

Tabela 5. Valores da concentracdo bactericida minima da AgNP vegetal em pH &cido, neutro e bésico.
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As tabelas 2 e 3 apresentam as concentragdes inibitorias minimas das AgNPs
fungica e vegetal, respectivamente. No geral, os valores de CIM mais baixos foram
encontrados na amostra de E. coli (ATCC 25922), tanto para a AgNP fungica quanto
para a vegetal. Entre as Gram-positivas o CIM variou entre 500 uM e 250 uM, com
excecao do menor valor atingido (62,5 uM) em pH béasico com a AgNP fungica. Para
a AgNP vegetal os valores de CIM das Gram-positivas ficaram entre 31,25 uM e 62,5
MM. Os resultados de Scandorieiro et al. (2016) e Nakazato et al. (2019), em estudos
utiizando AgNPs fungicas provenientes de espécies de Fusarium oxysporum,
corroboram com os resultados de CIM da AgNP fungica em E. coli (ATCC 25922)
utilizados neste estudo. Os resultados de Scandorieiro et al. (2016) também
corroboram com os resultados encontrados com a AgNP fungica em S. aureus (ATCC
25923) nas condicoes de pH 6 e 7.

Devido a diferenca estrutural na composicdo das paredes celulares de
microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos, em alguns casos as AgNPs tem
efeito consideravelmente menor no crescimento de bactérias Gram-positivas, como
encontrado no trabalho de FIGUEIREDO et al., (2019). As Gram-negativas possuem
lipopolissacarideos (LPS) na parte externa, e abaixo uma camada fina de
peptideoglicano. As cargas negativas do LPS séo atraidas pela carga positiva fraca
das AgNPs. Por outro lado, a parede celular das bactérias Gram-positivas é composta
principalmente por uma camada espessa de peptideoglicano, que consiste de pontes
cruzadas entre cadeias polissacaridicas lineares e peptideos, formando uma estrutura
rigida tridimensional. (FRANCI et al., 2015). Além disso, a afinidade entre os ions de
prata e o peptideoglicano € muito alta, e esses ions podem ficar presos na parede
celular e ndo alcancar o interior da membrana (NAKAMURA et al., 2019; VELUSAMY
et al., 2016). Desta forma, naturalmente ocorre uma interacdo maior das AgNPs com
bactérias Gram-negativas, o que pode explicar o motivo de algumas das cepas deste

estudo terem apresentado um valor de CIM tdo baixo em relagéo as outras.

Como descrito por FIGUEIREDO et al., (2019) outros aspectos que influenciam
a atividade antibacteriana das AgNPs séo o tamanho, a morfologia e fatores como o
coating. Conforme descrito anteriormente, as AgNPs fungica e vegetal utilizadas neste
trabalho possuem forma esférica e tamanhos de 93,8 nm e 82,73 nm, com potencial
zeta de -17,9 mV e -23,27 mV, respectivamente. A partir dos resultados encontrados

nos ensaios de CIM é possivel observar que a AgNP vegetal apresentou um potencial
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antimicrobiano maior em relacéo a fungica, um dos fatores que podem ser atribuidos
a isso vem de seu tamanho menor que pode permitir mais facilidade para penetrar na

célula.

FRANCI et al., (2015) cita que para uma eficacia maior NPs de tamanho
reduzido e potencial zeta positivo sé@o ideais, por conta da acdo das forcas
eletrostaticas. Existem relatos na literatura que mostram que a atracdo eletrostatica
entre células bacterianas carregadas negativamente e NPs carregadas positivamente
é crucial para a atividade das NPs como materiais bactericidas (HAMOUDA; BAKER,
2000; SONDI; SALOPEK-SONDI, 2004; STOIMENOV et al., 2002). No entanto, as
AgNPs usadas neste estudo encontravam-se carregadas negativamente, e mesmo
assim apresentaram atividade antibacteriana frente a diferentes microrganismos,
assim como encontrado nos trabalhos de FIGUEIREDO et al., (2019) e NAKAZATO
et al., (2019). Mesmo com as cargas negativas entre microrganismo e AQNP FRANCI
et al., (2015) e CHOI e HU (2008), relatam que com a dissolucdo das NPs em meio
liquido, ocorre a liberacdo de uma certa quantidade de prata catidnica, nesse caso,
atribuindo as propriedades antibacterianas as caracteristicas fisicas das NPs e a

liberacdo dos ions de prata.

Os resultados obtidos demonstraram amplo espectro de acdo das AgNPs
usadas em diferentes microrganismos. Em ambas NPs ocorreu influéncia da condicéo
de pH na atividade antimicrobiana, nesse casso, algumas amostras apresentaram um
valor de CIM menor na condicdo de pH basico, em relacdo as outras condicOes

testadas.

Foi observado um namero maior de amostras com essa caracteristica com o
uso da AgNP fungica, que apresentou atividade inibitéria em concentracées menores
no pH basico dentre seis das dez cepas testadas (S. aureus ATCC 25923, S. aureus
MTS 26, E. coli 428, E. coli 012, E. coli MTS 011 e K. pneumoniae 013), enquanto a
AgNP vegetal apresentou essa caracteristica apenas em trés cepas Gram-negativas
(E. coli 428, E. coli MTS 11, e K. pneumoniae 13). Dentre os resultados da AgNP
vegetal, também foi possivel observar alguns casos onde a atividade antimicrobiana
foi diminuida pelo pH, como ocorrido em S. aureus (ATCC 25923) e K. pneumoniae
(ATCC 700603) que apresentaram um CIM maior em pH acido, enquanto no pH neutro
e béasico os valores foram iguais e uma faixa abaixo do encontrado em pH acido. Essas

duas amostras sao isolados clinicos, e uma delas (K. pneumoniae ATCC 700603)
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isolado de um paciente com infec¢do urinaria, o que pode ter contribuido para esse
resultado, levando em conta que o microrganismo se encontrava em pH acido,
estando bem adaptado a prosperar nessa condicdo. Fora as amostras citadas
anteriormente, outras quatro testadas com a AgNP vegetal apresentaram valor de CIM

igual em todas as condic¢des de pH.

HAJIPOUR et al., (2012) cita que o pH do meio pode influenciar na estrutura
das NPs e consequentemente influenciar na atividade antimicrobiana, e hipotetiza que
a medida que o pH diminui para a faixa acida, a liberacao de ions de NPs, bem como
aminoacidos e peptideos de bactérias aumenta a dissolucdo de NPs e
consequentemente aumenta o potencial antimicrobiano, enquanto o pH basico pode
agir diminuindo ou aumentando o potencial antimicrobiano. O pH de uma solucéo
representa a concentracao de ions de hidrogénio e, portanto, ao alterar o pH, a carga

superficial das NPs podera ser alterada.

FERNANDO e ZHOU (2019), demonstraram mudancas ocasionadas por tempo
(1 h, 24 h, 7 dias e 24 dias) em AgNPs recém sintetizadas e sem revestimento
expostas a diferentes condicbes de pH em ambiente aquoso, permitindo o
monitoramento e compreensdao do comportamento das particulas. No geral, foi
observado que o pH exerceu forte influéncia nas propriedades das AgNPs, uma vez
gue comandou a carga superficial, agregacdo e dissolucédo oxidativa das mesmas.
Além disso, foi verificado que as AgNPs foram afetadas predominantemente pelo pH
sob os fenbmenos de agregacao e dissolucdo. Em pH acido e neutro, as particulas
foram desestabilizadas resultando em maior taxa de agregacdo. Em condi¢cdes
alcalinas, as particulas foram re-estabilizadas devido a presenca de ions hidroxila,

resultando em suspensfes mais estaveis.

Ao conduzir estudos de atividade antibacteriana NPs sdo geralmente expostas
a varios ambientes liquidos sob condicdes in vitro e condi¢des in vivo, como meio de
cultura, fluidos corporais, e sangue. Portanto, a estabilidade das NPs em meio aquoso
tornou-se um grande problema, uma vez que afeta significativamente o tamanho,
relacdo superficie-volume, morfologia, cinética de liberacdo de ions de prata, e a
atividade antibacteriana (TANG; ZHENG, 2018; YANG et al., 2012). Os problemas
gerais de estabilidade relacionados a AgNPs em tais condi¢des bioldgicas relevantes

incluem a estabilidade de disperséo contra agregacao e estabilidade quimica inibindo
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aliberacao de ions de prata processos de dissolu¢céo oxidativa de AgNPs na presenca
de oxigénio dissolvido (TANG; ZHENG, 2018).

Conforme mencionado anteriormente, a carga positiva dos ions Ag + € critica
para sua atividade bactericida através de atracfes eletrostaticas entre a parede celular
da bactéria carregada negativamente e ions Ag + positivamente carregados (LIAO; LI,
TIJONG, 2019; SLAVIN et al., 2017). Os agentes presentes no coating e
estabilizadores usados na sintese para prevenir a agregacdo de nanoparticulas
coloidais inevitavelmente exercem uma influéncia sobre suas cargas superficiais
(ABBASZADEGAN et al., 2015; EL BADAWY et al., 2011; LEE et al., 2011; LIAO; LI,
TJONG, 2019).

Por serem de naturezas diversas as AgNPs usadas neste estudo apresentam
propriedades diferentes, que variam conforme a rota de sintese utilizada. Dessa
forma, os biopolimeros presentes no coating de cada uma podem ter influenciado na

sua interacdo com o pH do meio.

A superficie de particulas pode ser definida como uma regido de transi¢cao entre
o interior do material e uma fase provida apenas de organizacédo de curto alcance.
Nesta superficie podem existir camadas nao estequiométricas com desequilibrio de
cargas. Quando em contato com um solvente, estas cargas interagem com as
moléculas do solvente ou ions sollveis e podem dar origem a cargas elétricas
adsorvidas. Os principais ions capazes de interagir com a superficie dos 6xidos e
determinar a carga superficial sdo H+ e OH- (ions determinantes de potencial), ou
seja, uma variacdo no pH de uma suspensdo € de relevante importancia para a
modificacéo das cargas superficiais (CASTRO; GOUVEA, 2000; ZUYIl; WENMING,
1998). Nesse aspecto, uma das suposicdes que pode ser feita € de que a condi¢cao
de pH béasico na AgNP fungica possa ter agido alterando as cargas superficiais da
mesma, de forma que aumentasse a atracao eletroestatica entre 0 microrganismo e a

NP, consequentemente aumentando a atividade.

5.3. Curva de crescimento e morte
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Figura 11. Painel comparativo das curvas de crescimento e morte realizadas nas condi¢cdes de pH
acido, neutro e basico, tratadas com AgNP flngica nos microrganismos: E. faecium (ATCC 6569), S.
aureus (ATCC 25923), S. aureus MTS 26, E. coli (ATCC25922), E. coli 428, E. coli 004, E. coli 012, E.
coli MTS 011, K. pneumoniae (ATCC 700603), K. pneumoniae 013. O asterisco representa significancia
estatistica. Os valores de UM entre parénteses indicam a concentracdo usada em cada tratamento.
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K. pneumoniae 013
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Figura 12. Painel comparativo das curvas de crescimento e morte realizadas nas condigbes de pH
acido, neutro e basico, tratadas com AgNP vegetal nos microrganismos: E. faecium (ATCC 6569), S.
aureus (ATCC 25923), S. aureus MTS 26, E. coli (ATCC25922), E. coli 428, E. coli 004, E. coli 012, E.
coli MTS 011, K. pneumoniae (ATCC 700603), K. pneumoniae 013. O asterisco representa significancia
estatistica. Os valores de UM entre parénteses indicam a concentracdo usada em cada tratamento.

Nos ensaios de curva de crescimento foi possivel observar algumas amostras
gue apresentaram uma caracteristica de tolerancia ao antimicrobiano, sendo capazes
de continuar se reproduzindo de forma exponencial, porém em taxas reduzidas.
Alguns dos microrganismos que apresentaram essa caracteristica foram: K.
pneumoniae (ATCC 700603) e K. pneumoniae 013 em pH é&cido, e E. faecium (ATCC
6569), S. aureus (ATCC 25923), E. coli MTS 011, e K. pneumoniae ATCC (700603)
em pH béasico com uso da AgNP fangica. Ja para AgNP vegetal ocorreu em E. coli
MTS 011 em pH &cido, K. pneumoniae ATCC (700603) em pH neutro, e E. faecium
(ATCC 6569), E. coli MTS 011, e K. pneumoniae ATCC (700603) em pH basico.

Esse resultado foi observado em grande parte das amostras de K. pneumoniae.
Com tratamento da AgNP fungica sobre a amostra K. pneumoniae 013 essa
caracteristica de tolerancia ao antimicrobiano ocorreu principalmente em pH acido. As
duas amostras da espécie usadas neste estudo foram isoladas de infec¢fes urinarias,
gue naturalmente contém um pH acido ao qual o microrganismo pode estar adaptado,
dessa forma contribuindo para este resultado. No entanto, no tratamento com AgNP
vegetal esta cepa apresentou essa caracteristica de forma mais acentuada no pH
basico do que nas outras condi¢des testadas. No geral, os isolados dessa espécie

apresentaram essa caracteristica em todas as condi¢cdes com as ambas AgNPs.




58

SALAS-OROZCO et al., (2019) cita alguns dos possiveis mecanismos de
resisténcia a AgNPs que podem ser encontrados em algumas bactérias. Os
mecanismos de resisténcia intrinseca podem incluir permeabilidade da membrana
externa, bombas de efluxo e genes de resisténcia cromossémica. Os mecanismos

extrinsecos incluem mutagdes e plasmideos contendo genes de resisténcia.

Bactérias ndo sdo capazes de desenvolver resisténcia a AgNPs em
comparacdo com o0s antibiéticos (RAI et al., 2012; SALAS-OROZCO et al., 2019;
SHRESTHA et al., 2010). Embora nem todos os mecanismos sejam bem conhecidos,
as AgNPs podem interagir simultaneamente com varios alvos na célula microbiana,
dificultando a gerac&o de resisténcia por bactérias (SALAS-OROZCO et al., 2019). E
conhecido a existéncia de algumas bactérias com resisténcia a ions de prata devido
a presenca de determinantes no genoma que facilitam a resisténcia mediada por
efluxo de ions metalicos (ACHARYA et al., 2018; LOSASSO et al., 2014). Cada
bactéria possui mecanismos regulatorios especificos que controlam diferentes
atividades dos transportadores de membrana. Proteinas de varias familias de
transportadores foram reconhecidas como tendo papel significativo no efluxo de ions
metalicos (ACHARYA et al., 2018; LEMIRE; HARRISON; TURNER, 2013).

MARQUES et al., (2019) analisou ao todo 101 cepas de Klebsiella pneumoniae
causadoras de infeccédo do trato urinario em animais de estimacdo e humanos na
unidade de tratamento intensivo (UTI). O gene ogxAB, relacionado a bomba de efluxo
foi comum em 95,0% das amostras analisadas. Além disso, 80% dos isolados de K.
pneumoniae de animais de companhia eram multirresistentes e a maioria das cepas

possuia resisténcia a mais de cinco categorias de antimicrobianos.

ACHARYA et al., (2018) encontrou uma cepa de K. pneumoniae (AWD5)
resistente a ions de prata. A analise de genoma dessa cepa, revelou a presenca de
dois operons que regulam a resisténcia sobre prata e cobre, compreendendo, um
operon estrutural e um regulatério. O inicio da transcricdo do operon estrutural é
dependente da concentracdo de cobre e prata presentes no meio. Este € o sistema

de efluxo catibnico que medeia a resisténcia ao cobre e prata hessa amostra.

A amostra de E. coli 011, isolado de mastite bovina, se demonstrou menos
suscetivel em pH basico com AgNP flngica, e em pH acido e basico com AgNP

vegetal. Sabe-se que durante essa patologia o pH do lumen da glandula do animal
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pode variar de alcalino a &cido conforme a doenca progride (ANDREWS et al., 2008;
COSTA et al., 2014; VANGROENWEGHE; LAMOTE; BURVENICH, 2005).

No inicio dos sintomas clinicos, o pH tende a ser elevado devido as grandes
guantidades de substancias alcalinizantes produzidas pelo organismo para
compensar a acidez produzida pela fermentagéo bacteriana. Além disso, nesta fase,
niveis elevados de células imunes do plasma atingem os alvéolos lactiferos pela
corrente sanguinea, que aumentam o pH devido a natureza alcalina do plasma
(ANDREWS et al., 2008; COSTA et al., 2014). A medida que o processo infeccioso
avanca, maiores quantidades de acido sao produzidas a partir da inflamacao e
fermentacdo dos acUcares pelas bactérias, fazendo com que o pH diminua e chegue
perto de 5 (ANDREWS et al.,, 2008; COSTA et al., 2014; VANGROENWEGHE;
LAMOTE; BURVENICH, 2005). Possivelmente esse isolado estava bem adaptado a
sobreviver nessas duas condi¢des de pH, dessa forma os resultados obtidos com essa

amostra podem estar ligados a caracteristicas de cada antimicrobiano.

As proteinas da membrana externa de bactérias Gram-negativas (porinas)
formam canais cheios de agua, permitindo o influxo e efluxo de compostos de baixo
peso molecular através da membrana externa da célula bacteriana (NIKAIDO, 1994;
RADZIG et al., 2013). A influéncia de mutacdes nos genes que codificam porinas na
sensibilidade de E. coli aos ions de prata mostram que as porinas estdo envolvidas
no transporte desses ions (LI; NIKAIDO; WILLIAMS, 1997; PUGSLEY;
SCHNAITMAN, 1978; RADZIG et al., 2013).

RADZIG et al., (2013) investigou o efeito de mutacdes dos genes que codificam
as porinas OmpF e OmpC, na sensibilidade de E. coli a AgQNPs e nitrato de prata
(AgNO3), e demonstrou que no caso de cepas mutantes desprovidas de porinas
OmpF ou OmpC, ou ambas as porinas eram mais resistentes aos ions de prata em
comparacdo a cepa de tipo selvagem, o que indica que as porinas podem estar
envolvidas no transporte de prata na célula. No caso das AgNP, as cepas mutantes
demonstraram aumento na resisténcia em até 4 a 8 vezes, 0 que sugere que as

porinas sdo fatores importantes nos mecanismos de acdo antibacteriana da AgNP.

A cepa de E. coli 428 (rugosa) também apresentou tolerancia as AgNPs, e
mesmo com a presenca do antimicrobiano foi capaz de continuar se multiplicando

mesmo que em taxas reduzidas. Esse microrganismo foi o Unico do estudo que
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apresentou comportamento semelhante em todas as condi¢des de pH testadas com
ambas AgNPs. Levando em conta as diferengas entre os outros resultados obtidos,
pode-se atribuir os resultados dessa amostra, especificamente, a caracteristicas

intrinsecas do microrganismo.

Devido a mutacdes em genes responsaveis pela sintese de cadeias
polissacaridicas, algumas cepas de E. coli podem sofrer variacfes de lisa para rugosa,
perdendo, assim, sua especificidade antigénica. Estas cepas se autoaglutinam em
solucéo salina e, portanto, ndo podem ser sorotipadas (LIOR, 1994). Dessa forma, as
mutacdes nesses genes especificos podem ocasionar a perda parcial ou completa da
cadeia polissacaridica. Este fator pode ter contribuido para os resultados obtidos nas
curvas, causando uma reducdo na acao do antimicrobiano, decorrente da falta de
parede e consequentemente da carga, impactando de forma negativa a atracao
eletroestatica entre NP e microrganismo, que compdem um papel importante do

potencial antimicrobiano das NPs.

Algumas amostras como S. aureus MTS 26 e E. coli 004, ambas tratadas com
AgNP fungica, apresentaram comportamentos semelhantes entre as trés condicdes
testadas. A cepa de E. coli 004 apresentou um declinio no ponto inicial, seguido de
uma recuperacdo e aumento populacional até os pontos entre 7 e 10 horas, a partir
de onde manteve um comportamento estacionario até o ponto final. A cepa de S.
aureus nao apresentou declinio nas primeiras horas, e sim nos pontos entre 7 e 10
horas, seguido de uma recuperacao nos pontos seguintes, que se manteve até o ponto
final de 24 horas. O mesmo nao foi observado com a AgNP vegetal, que apresentou
comportamentos distintos entre as trés condi¢des, o0 que sugere que em alguns casos,
0 comportamento observado nas curvas pode ndo ter sido influenciado

predominantemente pelo pH, mas também por componentes do antimicrobiano usado.
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Microrganismo Controle  Tratamento Controle Tratamento Controle Tratamento

positivo AgNP positivo AgNP positivo AgNP
pH 6 Flngica pH pH 7 Fungica pH pH 9 Fingica pH
6 7 9

E. faecium (+) (+) (+) (+) (+) (+)

(ATCC 6569)

S. aureus (++) (+) (++) (++) (++) (++)

(ATCC 25923)

S. aureus MTS (+) (+) (++) (+) (+) (+)

26

E. coli (ATCC (+) (+) (+) (+) (+) (+)

25922)

E. coli 428 Q) (+) (+) (+) (++) (+++)

E. coli 004 (+) (+) (+) (+) (+) (++)

E. coli 012 (+) (+) (+) (+) (+) (++)

E. coli MTS (+) (+) (+) (+) (+) (+)

011

K. pneumoniae  (++) (+) (++) (+) (++) (+++)

(ATCC 700603)

K. pneumoniae (++) (+) (+++) (+++) (++) (+++)

013

Tabela 6. Resultados dos testes de inibicdo da formacéo de biofilme da AgNP fungica nos pH’s acido,
neutro e basico. (-) = ndo aderido; (+) = fracamente aderido; (++) = moderadamente aderido; (+++) =

fortemente aderido.

Microrganismo Controle Tratamento  Controle  Tratamento  Controle  Tratamento
positivo AgNP positivo AgNP positivo AgNP
pH 6 Vegetal pH pH7 Vegetal pH pH9 Vegetal pH
6 7 9

E. faecium Q) Q) (+) (+) (+) (+)

(ATCC 6569)

S. aureus (++) ) (++) (+) (++) Q)

(ATCC 25923)

S. aureus MTS ) ) (+) (+) (++) Q)

26

E. coli (ATCC ) ) (+) (+) (++) (+)

25922)

E. coli 428 Q) Q) (+) (+) (+++) (+)

E. coli 004 (+) (+) (+) ) (++) Q)

E. coli 012 (+) Q) (+) ) (++) (+)

E. MTS 011 Q) Q) (+) (+) (+++) (+)

K. pneumoniae  (++) ) (++) (++) (+++) (+)

(ATCC 700603)

K. pneumoniae  (++) ) (+++) (++) (+++) )

013
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Tabela 7. Resultados dos testes de inibicdo da formagdo de biofilme da AgNP vegetal em pH acido,
neutro e basico. (-) = ndo aderido; (+) = fracamente aderido; (++) = moderadamente aderido; (+++) =
fortemente aderido.

Como o intuito do teste foi determinar a influéncia de cada pH na inibicdo da
formacéo de biofilmes, as concentragdes de AgNPs utilizadas foram metade do valor
de CIM de cada microrganismo. Desta forma, ndo houve um grande numero de
amostras onde a formagéo de biofilme foi totalmente impedida. No caso da AgNP
fungica, ndo houve inibicdo completa da formag&o de biofiime em nenhuma amostra
tratada. Ocorrendo no maximo uma diminuicdo de amostras com biofilme
moderadamente aderido para fracamente aderido, que foi observado nas cepas de S.
aureus (ATCC 25923) e as duas cepas de K. pneumoniae em pH acido, e em S.
aureus MTS 26 e K. pneumoniae (ATCC 700603) em pH neutro. Para os ensaios de
biofilme com a AgNP fangica, o pH basico teve um efeito negativo, ocasionando uma
formacao de biofilme maior nas amostras tratadas com antimicrobiano em relagéo as
amostras ndo tratadas. De acordo com os resultados de ambas AgNPs,
aparentemente, as cepas de K. pneumoniae desenvolvem melhor formacédo de
biofilme em pH basico, o que também pode ter contribuido para o resultado negativo
da AgNP fungica com esse microrganismo. Resultados semelhantes foram
encontrados por HANEY, ROWE e ROBINSON (2012), onde houve um aumento da
biomassa de biofilme apods o tratamento das células de Pseudomonas aeruginosa

com NPs de 6xido de ferro.

Como mostrado em testes anteriores, a AQNP vegetal apresentou um potencial
antimicrobiano maior, e consequentemente uma atividade maior na inibicdo da
formacédo de biofilmes. Em pH &cido, houve inibicdo em S. aureus (ATCC 25923), E.
coli 012, e as duas cepas de K. pneumoniae. Em pH béasico ocorreu o melhor indice
de inibicdo e diminuicdo de biofilmes em relacéo a outras condicfes de pH, inibindo
formacdo em duas cepas de S. aureus, E. coli 004 e K. pneumoniae 13, e causando
diminuicdo da formacdo em todas as cepas restantes, com excec¢ao de E. faecium
(ATCC 6569). Em pH neutro também foi observado inibicdo nas cepas de E. coli 004
e E. coli 012, e diminuicdo do biofiilme em S. aureus (ATCC 25923) e K. pneumoniae
013.
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Os resultados de um estudo semelhante de SIDDIQUE e colaboradores (2020)
realizado com cepas multirresistentes de K. pneumoniae, indicaram que na maioria
dos casos, o tratamento de células com concentra¢des subinibitérias de AgNPs reduz
significativamente a formacao de biofilme de maneira dose-dependente, e sugeriu que
a inibicdo do biofilme em K. pneumoniae pode ser devido ao rompimento da matriz

exopolissacaridica.

O mecanismo de acdo exato das nanoparticulas de prata em estudos
relacionados ao biofiime ainda nédo foi demonstrado. Sabe-se que a excrecao de
substancias adesivas (polissacarideos e proteinas) € crucial para a fixacéao inicial dos
organismos, bem como para manter as bactérias do biofilme unidas (LEWIS, 2001;
MASURKAR et al., 2012).

A AgNP vegetal demonstrou atividade nas trés condigbes testadas em S.
aureus (ATCC 25923), principalmente em pH acido e basico onde ocorreu a inibicéo
total da formacdo de biofilme, enquanto no pH neutro houve uma diminuicdo de
formacédo de biofilme moderada para fraca. Ja para a amostra de S. aureus MTS 26

ocorreu inibicdo apenas em pH basico.

Um estudo de MASURKAR et al., (2012) também demonstrou possibilidade de
prevencdo da formacao de biofilme utilizando AgNPs biogénicas em cepas de S.
aureus, e concluiram que o mecanismo de acdo pode estar envolvido na neutralizacéo
das substancias adesivas, evitando a fixacdo e consequentemente a formacao de

biofilme.

A atividade anti-biofilme de AgNPs também foi demonstrada em outros estudos,
focados principalmente em bactérias que apresentam resisténcia aos antibioticos
convencionais (FRANCI et al., 2015; ANSARI et al., 2015; ANSARI et al., 2014a).

5.5. Andlise estrutural por Microscopia Eletrénica de Varredura

Os resultados de microscopia eletrénica de varredura demonstraram uma
variedade de danos as células tratadas com AgNPs. Ja as células nao tratadas
apresentaram suas formas comuns, sem qualquer tipo de alteracdo anormal na

morfologia, conforme apresentado nas figuras 13 e 16.
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gura 13. Microscopia eletrénica de varredura da amostra E. coli 012 sem tratamento, ap6s 2 horas

1:
Fi
de incubacéo. (A) E. coli 012 em meio com pH 6. (B) E. coli 012 em meio com pH 7. (C) E. coli 012 em

meio com pH 9.
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Figura 14. Microscopia eletrénica de varredura da amostra E. coli 012, tratada com 125 uM de AgNP
fangica, apoés 2 horas de incubacdo em pH 9. (A, B, C, D) Aumento de 30000x.
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Figura 15. Microscopia eletrdnica da varredura da amostra E. coli 012, tratada com 31,25 pM de AgNP
vegetal, apés 2 horas de incubagdo em pH 9. (A, B, C, D) Aumento de 30000x.
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Figura 16. Microscopia eletrénica de varredura da amostra S. aureus MTS 26 sem tratamento, apés 7
horas de incubacé&o. (A) S. aureus MTS 26 em meio com pH 6. (B) S. aureus MTS 26 em meio com pH
7. (C) S. aureus MTS 26 em meio com pH 9.
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Figura 17. Microscopia eletrdnica de varredura da amostra S. aureus MTS 26, tratada com 250 uM de
AgNP fungica, apés 7 horas de incubacdo em pH 7. (A, B, D) Aumento de 30000x. (C) Aumento de
16000x.
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Figura 18. Microscopia eletronica de varredura da amostra S. aureus MTS 26, tratada com 31,25 uM
de AgNP vegetal, apés 7 horas de incubagéo em pH 7. (B, C) Aumento de 16000x. (A, D) Aumento de
30000x.

As amostras de E. coli 012 tratadas com AgNP flangica apresentaram
deformacgBes na superficie e formacao de cavidades de forma irregular, condizente
com resultados ja encontrados por SONDI e SALOPEK-SONDI (2004) e AMRO et al.,
(2000). Os tratamentos com AgNP vegetal apresentaram deformagcbes como
alongamento e fragmentacao das células, assim como encontrado por CHATTERJEE
et al., (2015). Neste tratamento também foi observado a formacédo de vesiculas
externas, como visto por CLEBIS et al., (2021) em um estudo feito com microparticulas

de prata encapsuladas em mel.

As amostras de S. aureus MTS 26 apresentaram alteracdes semelhantes tanto
para a AgNP fungica quanto para a vegetal, ocasionando o aparecimento de
protuberancias e diversas vesiculas externas nas células, assim como os resultados
obtidos por SCANDORIEIRO et al., (2016) em um estudo utilizando AgNPs e 6leo

essencial de orégano.

6.0. CONCLUSAO

A partir dos ensaios de caracterizacdo foi possivel concluir que as AgNPs
produzidas apresentaram boa estabilidade e tamanho dentro do normal para
nanoparticulas sintetizadas por sistemas biologicos. Além disso, ambas exibiram
atividade antibacteriana frente a todos os microrganismos testados. A AgNP de origem
vegetal apresentou um potencial antimicrobiano superior a AgNP de origem fungica,
no entanto a AgNP fangica apresentou mais influéncia do pH. Outros ensaios
demonstraram a influéncia da condicdo de pH na atividade antimicrobiana da
nanoparticula, e também a cinética de comportamento dos microrganismos quando
em contato com o antimicrobiano. Em suma, foi possivel observar que o pH do meio
pode influenciar a atividade antimicrobiana da AgNP, e que essa influéncia é
dependente de caracteristicas da nanoparticula que podem ser oriundas da sintese e

também do microrganismo usado.



69

7.0. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABBASZADEGAN, A. et al. The Effect of Charge at the Surface of Silver Nanoparticles
on Antimicrobial Activity against Gram-Positive and Gram-Negative Bacteria: A
Preliminary Study. Journal of Nanomaterials, v. 2015, p. e720654, 15 fev. 2015.

ABRAHAM, E. P.; CHAIN, E. An Enzyme from Bacteria able to Destroy Penicillin.
Nature, v. 146, n. 3713, p. 837-837, dez. 1940.

ACHARYA, D. et al. Shape dependent physical mutilation and lethal effects of silver

nanoparticles on bacteria. Scientific Reports, v. 8, n. 1, p. 201, 9 jan. 2018.

AGNIHOTRI, S.; MUKHERJI, S.; MUKHERJI, S. Immobilized silver nanopatrticles
enhance contact killing and show highest efficacy: elucidation of the mechanism of

bactericidal action of silver. Nanoscale, v. 5, n. 16, p. 7328-7340, 21 ago. 2013.

AHEARN, D. G.; MAY, L. L.; GABRIEL, M. M. Adherence of organisms to silver-coated
surfaces. Journal of Industrial Microbiology, v. 15, n. 4, p. 372-376, out. 1995.

AHMAD, F. et al. Biological synthesis of metallic nanoparticles (MNPs) by plants and
microbes: their cellular uptake, biocompatibility, and biomedical applications. Applied
Microbiology and Biotechnology, v. 103, n. 7, p. 2913-2935, abr. 2019.

AHMED, M. O.; BAPTISTE, K. E. Vancomycin-Resistant Enterococci: A Review of
Antimicrobial Resistance Mechanisms and Perspectives of Human and Animal Health.
Microbial Drug Resistance (Larchmont, N.Y.), v. 24, n. 5, p. 590-606, jun. 2018.

ALLAHVERDIYEV, A. M. et al. Antimicrobial effects of TiO(2) and Ag(2)O
nanoparticles against drug-resistant bacteria and leishmania parasites. Future
Microbiology, v. 6, n. 8, p. 933-940, ago. 2011.

ALMEIDA, E. S.; DE OLIVEIRA, D.; HOTZA, D. Characterization of silver nanoparticles
produced by biosynthesis mediated by Fusarium oxysporum under different
processing conditions. Bioprocess and Biosystems Engineering, v. 40, n. 9, p.
1291-1303, set. 2017.



70

AMENDOLA, V.; MENEGHETTI, M. Laser ablation synthesis in solution and size
manipulation of noble metal nanoparticles. Physical chemistry chemical physics:
PCCP, v. 11, n. 20, p. 3805-3821, 28 maio 2009.

AMINI, S. M. Preparation of antimicrobial metallic nanoparticles with bioactive
compounds. Materials Science & Engineering. C, Materials for Biological
Applications, v. 103, p. 109809, out. 2019.

AMINOV, R. I. A Brief History of the Antibiotic Era: Lessons Learned and Challenges
for the Future. Frontiers in Microbiology, v. 1, 2010.

AMINOV, R.; MACKIE, R. Aminov RI, Mackie RI.. Evolution and ecology of antibiotic
resistance genes. FEMS Microbiol Lett 271: 147-161. FEMS microbiology letters, v.
271, p. 147-61, 1 jul. 2007.

AMRO, N. A. et al. High-resolution atomic force microscopy studies of the Escherichia
coli outer membrane: structural basis for permeability. Langmuir, v. 16, n. 6, p. 2789—
2796, 21 mar. 2000.

ANDRA, S. et al. Phytosynthesized metal oxide nanoparticles for pharmaceutical
applications. Naunyn-Schmiedeberg’s Archives of Pharmacology, v. 392, n. 7, p.
755771, jul. 2019.

ANDREWS, A. H. et al. Bovine medicine: diseases and husbandry of cattle. [s.l.]
John Wiley & Sons, 2008.

ANSARI, M. A. et al. Gum arabic capped-silver nanopatrticles inhibit biofilm formation
by multi-drug resistant strains of Pseudomonas aeruginosa. Journal of Basic
Microbiology, v. 54, n. 7, p. 688—699, jul. 2014.

ANSARI, M. A. et al. Anti-biofilm efficacy of silver nanoparticles against MRSA and
MRSE isolated from wounds in a tertiary care hospital. Indian Journal of Medical
Microbiology, v. 33, n. 1, p. 101-109, mar. 2015.

BECKER, K. et al. Methicillin resistance in Staphylococcus isolates: the “mec alphabet”
with specific consideration of mecC, a mec homolog associated with zoonotic S.
aureus lineages. International journal of medical microbiology: IJMM, v. 304, n. 7,
p. 794-804, out. 2014.



71

BECKER, K. et al. Staphylococcus aureus from the German general population is
highly diverse. International journal of medical microbiology: IIMM, v. 307, n. 1, p.
21-27, jan. 2017.

BENTLEY, R.; BENNETT, J. W. What is an antibiotic? Revisited. Advances in
Applied Microbiology, v. 52, p. 303-331, 2003.

BERA, A.; BELHAJ, H. Application of nanotechnology by means of nanoparticles and
nanodispersions in oil recovery - A comprehensive review. Journal of Natural Gas
Science and Engineering, v. 34, p. 1284-1309, 1 ago. 2016.

BERTHE, T. et al. Evidence for Coexistence of Distinct Escherichia coli Populations in
Various Aquatic Environments and Their Survival in Estuary Water. Applied and
Environmental Microbiology, v. 79, n. 15, p. 4684-4693, ago. 2013.

BEUTLER, J. A. Natural Products as a Foundation for Drug Discovery. Current
Protocols in Pharmacology, v. 46, n. 1, p. 9.11.1-9.11.21, 2009.

BONDARENKO, O. et al. Particle-cell contact enhances antibacterial activity of silver
nanoparticles. PloS One, v. 8, n. 5, p. e64060, 2013.

BOVERHOF, D. R. et al. Comparative assessment of nanomaterial definitions and
safety evaluation considerations. Regulatory Toxicology and Pharmacology, v. 73,
n. 1, p. 137-150, 1 out. 2015.

BRISSE, S.; ISSENHUTH-JEANJEAN, S.; GRIMONT, P. A. D. Molecular Serotyping
of Klebsiella Species Isolates by Restriction of the Amplified Capsular Antigen Gene
Cluster. Journal of Clinical Microbiology, v. 42, n. 8, p. 3388-3398, ago. 2004.

BSI. British Standards Institution. Nanoparticles Vocabulary. London, United
Kingdom: Pas 71, 2011.

CAO, H. et al. Biological actions of silver nanoparticles embedded in titanium controlled

by micro-galvanic effects. Biomaterials, v. 32, n. 3, p. 693-705, jan. 2011.

CASTRO, R. H. R. DE; GOUVEA, D. Estudo da estabilidade de dispersées de SnO2
utilizando L-Arginina ou quitosana como dispersantes. Ceramica, v. 46, n. 300, p.
214-219, dez. 2000.



72

CHATTERJEE, T. et al. Antibacterial effect of silver nanoparticles and the modeling of
bacterial growth kinetics using a modified Gompertz model. Biochimica Et
Biophysica Acta, v. 1850, n. 2, p. 299-306, fev. 2015.

CHEN, Y.-H.; YEH, C.-S. Laser ablation method: use of surfactants to form the
dispersed Ag nanoparticles. Colloids and Surfaces A: Physicochemical and
Engineering Aspects, v. 197, n. 1, p. 133-139, 4 fev. 2002.

CHOI, O.; HU, Z. Size dependent and reactive oxygen species related nanosilver
toxicity to nitrifying bacteria. Environmental Science & Technology, v. 42, n. 12, p.
4583-4588, 15 jun. 2008.

CHUGH, H. et al. Role of gold and silver nanoparticles in cancer nano-medicine.
Artificial Cells, Nanomedicine, and Biotechnology, v. 46, n. supl, p. 1210-1220,
2018.

CLEBIS, V. H. et al. Atividade antibacteriana de microparticulas de prata
encapsuladas com méis de Apis mellifera e Scaptotrigona bipuncatata / Antibacterial
activity of silver microparticles encapsulated with honeys from Apis mellifera and
Scaptotrigona bipunctata. Brazilian Journal of Animal and Environmental
Research, v. 4, n. 1, p. 933-948, 19 fev. 2021.

CLSI. Manual Clinical and Laboratory Standards Institute. Methods for dilution
antimicrobial susceptibility tests for bacteria that grow aerobically. Clinical and
Laboratory Standards Institute, Wayne, PA., 2012.

COSTA, J. C. M. et al. Increase in biofilm formation by Escherichia coli under
conditions that mimic the mastitic mammary gland. Ciéncia Rural, v. 44, n. 4, p. 666—
671, abr. 2014.

CUNHA, S. et al. Lipid Nanoparticles for Nasal/Intranasal Drug Delivery. Critical
Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, v. 34, n. 3, p. 257-282, 2017.

DE FATIMA SILVA LOPES, M. et al. Antimicrobial resistance profiles of dairy and
clinical isolates and type strains of enterococci. International Journal of Food
Microbiology, v. 103, n. 2, p. 191-198, 25 ago. 2005.



73

DE SOUSA MARCIAL, S. P.; CARNEIRO, G.; LEITE, E. A. Lipid-based nanopatrticles
as drug delivery system for paclitaxel in breast cancer treatment. Journal of
Nanoparticle Research, v. 19, n. 10, p. 340, 14 out. 2017.

DEFRATES, K. et al. Protein Polymer-Based Nanoparticles: Fabrication and Medical

Applications. International Journal of Molecular Sciences, v. 19, n. 6, 9 jun. 2018.

DESHPANDE, L. M. et al. Antimicrobial resistance and molecular epidemiology of
vancomycin-resistant enterococci from North America and Europe: a report from the
SENTRY antimicrobial surveillance program. Diagnostic Microbiology and
Infectious Disease, v. 58, n. 2, p. 163-170, jun. 2007.

DEURENBERG, R. H.; STOBBERINGH, E. E. The molecular evolution of hospital- and
community-associated methicillin-resistant  Staphylococcus aureus. Current
Molecular Medicine, v. 9, n. 2, p. 100-115, mar. 2009.

DOBSON, J. Magnetic nanoparticles for drug delivery. Drug Development Research,
v. 67, n. 1, p. 55-60, 2006.

DUONG, V.-A.; NGUYEN, T.-T.-L.; MAENG, H.-J. Preparation of Solid Lipid
Nanoparticles and Nanostructured Lipid Carriers for Drug Delivery and the Effects of
Preparation Parameters of Solvent Injection Method. Molecules (Basel, Switzerland),
v. 25, n. 20, 18 out. 2020.

DURAN, N. et al. Silver nanoparticles: A new view on mechanistic aspects on
antimicrobial activity. Nanomedicine: Nanotechnology, Biology, and Medicine, v.
12, n. 3, p. 789-799, abr. 2016.

EL BADAWY, A. M. et al. Surface charge-dependent toxicity of silver nanoparticles.
Environmental Science & Technology, v. 45, n. 1, p. 283-287, 1 jan. 2011.

FERNANDEZ, L.; HANCOCK, R. E. W. Adaptive and Mutational Resistance: Role of
Porins and Efflux Pumps in Drug Resistance. Clinical Microbiology Reviews, v. 25,
n. 4, p. 661-681, 1 out. 2012.

FERNANDO, I.; ZHOU, Y. Impact of pH on the stability, dissolution and aggregation
kinetics of silver nanoparticles. Chemosphere, v. 216, p. 297-305, fev. 2019.



74

FIGUEIREDO, E. et al. New Approach For Simvastatin As An Antibacterial: Synergistic
Effect With Bio-Synthesized Silver Nanoparticles Against Multidrug-Resistant Bacteria.
International Journal of Nanomedicine, v. 14, p. 7975-7985, 3 out. 2019.

FRANCI, G. et al. Silver nanoparticles as potential antibacterial agents. Molecules
(Basel, Switzerland), v. 20, n. 5, p. 8856-8874, 18 maio 2015.

FREESTONE, I. et al. The Lycurgus Cup — A Roman nanotechnology. Gold Bulletin,
v. 40, n. 4, p. 270-277, dez. 2007.

GORRIE, C. et al. Genomics of vancomycin-resistant Enterococcus faecium.

Microbial Genomics, v. 5, n. 7, jul. 2019.

GORUP, Luiz Fernando. Nanoparticulas coloidais de ouro e prata e sua

funcionalizagdo com dibutil-dicalcogenetos. 2010.

GURUNATHAN, S. et al. Biosynthesis, purification and characterization of silver
nanoparticles using Escherichia coli. Colloids and Surfaces. B, Biointerfaces, v. 74,
n. 1, p. 328-335, 1 nov. 2009.

GURUNATHAN, S.; CHOI, Y.-J.; KIM, J.-H. Antibacterial Efficacy of Silver
Nanoparticles on Endometritis Caused by Prevotella melaninogenica and
Arcanobacterum pyogenes in Dairy Cattle. International Journal of Molecular
Sciences, v. 19, n. 4, 16 abr. 2018.

HADRUP, N.; LAM, H. R. Oral toxicity of silver ions, silver nanoparticles and colloidal
silver--a review. Regulatory toxicology and pharmacology: RTP, v. 68, n. 1, p. 1—
7, fev. 2014.

HAJIPOUR, M. J. et al. Antibacterial properties of nanoparticles. Trends in
Biotechnology, v. 30, n. 10, p. 499-511, 1 out. 2012.

HALL-STOODLEY, L.; STOODLEY, P. Evolving concepts in biofilm infections.
Cellular Microbiology, v. 11, n. 7, p. 1034-1043, jul. 2009.

HAMOUDA, T.; BAKER, J. R. Antimicrobial mechanism of action of surfactant lipid
preparations in enteric Gram-negative bacilli. Journal of Applied Microbiology, v.
89, n. 3, p. 397-403, set. 2000.



75

HANEY, C.; ROWE, J. J.; ROBINSON, J. B. Spions Increase Biofilm Formation by
Pseudomonas aeruginosa. Journal of Biomaterials and Nanobiotechnology, v. 03,
n. 04, p. 508, 31 out. 2012.

HOLT, K. B.; BARD, A. J. Interaction of silver(l) ions with the respiratory chain of
Escherichia coli: an electrochemical and scanning electrochemical microscopy study
of the antimicrobial mechanism of micromolar Ag+. Biochemistry, v. 44, n. 39, p.
13214-13223, 4 out. 2005.

HOSEINZADEH, E. et al. Antimicrobial potential of synthesized zinc oxide
nanoparticles against gram positive and gram negative bacteria. Desalination and
Water Treatment, v. 52, n. 25-27, p. 4969-4976, 29 jul. 2014.

HOSEINZADEH, E. et al. A Review on Nano-Antimicrobials: Metal Nanoparticles,
Methods and Mechanisms. Current Drug Metabolism, v. 18, n. 2, p. 120-128, 2017.

HOSEINZADEH, E.; P, M. Sensitivity Coefficient and Death Kinetics of Escherichia
Coli and Staphylococcus Aureus to Zinc Oxide and Copper Oxide Nanoparticles.
Journal of Isfahan Medical School, v. 30, 1 jan. 2012.

HULLA, J.; SAHU, S.; HAYES, A. Nanotechnology: History and future. Human &
Experimental Toxicology, v. 34, n. 12, p. 1318-1321, 1 dez. 2015.

IRAVANI, S. et al. Synthesis of silver nanopatrticles: chemical, physical and biological

methods. Research in Pharmaceutical Sciences, v. 9, n. 6, p. 385-406, dez. 2014.

IVASK, A. et al. Toxicity mechanisms in Escherichia coli vary for silver nanopatrticles
and differ from ionic silver. ACS nano, v. 8, n. 1, p. 374-386, 28 jan. 2014.

JAO, D. et al. Protein-Based Drug-Delivery Materials. Materials (Basel, Switzerland),
v. 10, n. 5, 9 maio 2017.

JEEVANANDAM, J. et al. Review on nanoparticles and nanostructured materials:
history, sources, toxicity and regulations. Beilstein Journal of Nanotechnology, v. 9,
p. 1050-1074, 3 abr. 2018.

JO, Y.-K.; KIM, B. H.; JUNG, G. Antifungal Activity of Silver lons and Nanoparticles on
Phytopathogenic Fungi. Plant Disease, v. 93, n. 10, p. 1037-1043, out. 2009.



76

JONES, S. A. et al. Controlling wound bioburden with a novel silver-containing
Hydrofiber dressing. Wound Repair and Regeneration: Official Publication of the
Wound Healing Society [and] the European Tissue Repair Society, v. 12, n. 3, p.
288-294, jun. 2004.

JUNG, J. H. et al. Metal nanoparticle generation using a small ceramic heater with a
local heating area. Journal of Aerosol Science, v. 12, n. 37, p. 1662-1670, 2006.

KAPER, J. B.; NATARO, J. P.; MOBLEY, H. L. T. Pathogenic Escherichia coli. Nature
Reviews Microbiology, v. 2, n. 2, p. 123-140, fev. 2004.

KASHYAP, P. L. et al. Myconanotechnology in agriculture: a perspective. World
Journal of Microbiology & Biotechnology, v. 29, n. 2, p. 191-207, fev. 2013.

KAUR, C. P.; VADIVELU, J.; CHANDRAMATHI, S. Impact of Klebsiella pneumoniae
in lower gastrointestinal tract diseases. Journal of Digestive Diseases, v. 19, n. 5, p.
262-271, maio 2018.

KHAN, A. U. et al. Fungi-assisted silver nanoparticle synthesis and their applications.

Bioprocess and Biosystems Engineering, v. 41, n. 1, p. 1-20, jan. 2018.

KHEZERLOU, A. et al. Nanoparticles and their antimicrobial properties against
pathogens including bacteria, fungi, parasites and viruses. Microbial Pathogenesis,
v. 123, p. 505-526, 1 out. 2018.

KLEMM, E. J.; WONG, V. K.; DOUGAN, G. Emergence of dominant multidrug-
resistant bacterial clades: Lessons from history and whole-genome sequencing.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America, v. 115, n. 51, p. 12872-12877, 18 dez. 2018.

KRISTICH, C. J.; RICE, L. B.; ARIAS, C. A. Enterococcal Infection—Treatment and
Antibiotic Resistance. In: GILMORE, M. S. et al. (Eds.). . Enterococci: From
Commensals to Leading Causes of Drug Resistant Infection. Boston:

Massachusetts Eye and Ear Infirmary, 2014.

KRUIS, F.; FISSAN, H.; RELLINGHAUS, B. Sintering and evaporation characteristics
of gas-phase synthesis of size-selected PbS nanoparticles. Materials Science and
Engineering B, v. 69-70, p. 329-334, 19 jan. 2000.



I

KYTSYA, A. et al. The Kinetic Rate Law for the Autocatalytic Growth of Citrate-
Stabilized Silver Nanopatrticles. International Journal of Chemical Kinetics, v. 47, n.
6, p. 351-360, 2015.

LARESE FILON, F. et al. Nanoparticles skin absorption: New aspects for a safety
profile evaluation. Regulatory toxicology and pharmacology: RTP, v. 72, n. 2, p.
310-322, jul. 2015.

LEE, A. S. et al. Methicillin-resistant Staphylococcus aureus. Nature Reviews.
Disease Primers, v. 4, p. 18033, 31 maio 2018.

LEE, H. J. et al. Antimicrobial polyethyleneimine-silver nanoparticles in a stable
colloidal dispersion. Colloids and Surfaces. B, Biointerfaces, v. 88, n. 1, p. 505—
511, 1 nov. 2011.

LEE, S. H.; JUN, B.-H. Silver Nanoparticles: Synthesis and Application for
Nanomedicine. International Journal of Molecular Sciences, v. 20, n. 4, 17 fev.
20109.

LEMIRE, J. A.; HARRISON, J. J.; TURNER, R. J. Antimicrobial activity of metals:
mechanisms, molecular targets and applications. Nature Reviews. Microbiology, V.
11, n. 6, p. 371-384, jun. 2013.

LEON, L.; CHUNG, E. J.; RINALDI, C. Chapter 1 - A brief history of nanotechnology
and introduction to nanopatrticles for biomedical applications. In: CHUNG, E. J.; LEON,
L.; RINALDI, C. (Eds.). . Nanoparticles for Biomedical Applications. Micro and
Nano Technologies. [s.l.] Elsevier, 2020. p. 1-4.

LEWIS, K. Riddle of biofilm resistance. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, v.
45, n. 4, p. 999-1007, abr. 2001.

LI, J. et al. Biosynthesis of gold nanopatrticles by the extreme bacterium Deinococcus
radiodurans and an evaluation of their antibacterial properties. International Journal
of Nanomedicine, v. 11, p. 5931-5944, 2016.

LI, P.-W. et al. Induction of cytotoxicity and apoptosis in mouse blastocysts by silver

nanoparticles. Toxicology Letters, v. 197, n. 2, p. 82-87, 16 ago. 2010a.



78

LI, W.-R. et al. Antibacterial activity and mechanism of silver nanoparticles on
Escherichia coli. Applied Microbiology and Biotechnology, v. 85, n. 4, p. 1115-
1122, jan. 2010b.

LI, X. Z.; NIKAIDO, H.; WILLIAMS, K. E. Silver-resistant mutants of Escherichia coli
display active efflux of Ag+ and are deficient in porins. Journal of Bacteriology, v.
179, n. 19, p. 6127-6132, out. 1997.

LIAO, C.; LI, Y.; TIONG, S. C. Bactericidal and Cytotoxic Properties of Silver

Nanoparticles. International Journal of Molecular Sciences, v. 20, n. 2, 21 jan. 2019.

Lior H. Classification of Escherichia coli. Escherichia coli in domestic animals and
humans. United Kingdom, 1994.

LOSASSO, C. et al. Antibacterial activity of silver nanoparticles: sensitivity of different
Salmonella serovars. Frontiers in Microbiology, v. 5, p. 227, 2014.

LOWY, F. D. Staphylococcus aureus infections. The New England Journal of
Medicine, v. 339, n. 8, p. 520-532, 20 ago. 1998.

MA, H. et al. Spontaneous Organization of Individual Silver Nanoparticles into One-
Dimensionally Ordered Nanostructures. ChemPhysChem, v. 5, p. 713-716, 17 maio
2004.

MACDONALD, A.; SMITH, A. Classics in infectious diseases.” On abscesses".
Alexander Ogston (1844-1929). Rev Infect Dis, v. 6, p. 122-128, 1984.

MAHMOUDI, M. et al. Protein-nanoparticle interactions: opportunities and challenges.
Chemical Reviews, v. 111, n. 9, p. 5610-5637, 14 set. 2011.

MALARKODI, C. et al. Biosynthesis and Antimicrobial Activity of Semiconductor
Nanopatrticles against Oral Pathogens. Bioinorganic Chemistry and Applications,
v. 2014, p. 347167, 2014.

MARAMBIO-JONES, C.; HOEK, E. M. V. A review of the antibacterial effects of silver
nanomaterials and potential implications for human health and the environment.
Journal of Nanoparticle Research, v. 12, n. 5, p. 1531-1551, 1 jun. 2010.

MARQUES, C. et al. Klebsiella pneumoniae causing urinary tract infections in

companion animals and humans: population structure, antimicrobial resistance and



79

virulence genes. The Journal of Antimicrobial Chemotherapy, v. 74, n. 3, p. 594—
602, 1 mar. 2019.

MARTIN, R. M.; BACHMAN, M. A. Colonization, Infection, and the Accessory Genome
of Klebsiella pneumoniae. Frontiers in Cellular and Infection Microbiology, v. 8, p.
4, 2018.

MASURKAR, S. A. et al. Effect of biologically synthesised silver nanoparticles on
Staphylococcus aureus biofilm quenching and prevention of biofilm formation. IET
nanobiotechnology, v. 6, n. 3, p. 110-114, set. 2012.

MATSEN, J. M.; SPINDLER, J. A.; BLOSSER, R. O. Characterization of Klebsiella
isolates from natural receiving waters and comparison with human isolates. Applied
Microbiology, v. 28, n. 4, p. 672—678, out. 1974.

MCGUINNESS, W. A.; MALACHOWA, N.; DELEO, F. R. Vancomycin Resistance in
Staphylococcus aureus. The Yale Journal of Biology and Medicine, v. 90, n. 2, p.
269-281, jun. 2017.

MEHNERT, W.; MADER, K. Solid lipid nanoparticles: production, characterization and
applications. Advanced Drug Delivery Reviews, v. 47, n. 2-3, p. 165-196, 25 abr.
2001.

MEHRABI, M. et al. Chitosan-based Nanoparticles in Mucosal Vaccine Delivery.
Archives of Razi Institute, v. 73, n. 3, p. 165-176, set. 2018.

MIRHOSSEINI, S. H. et al. Effect of Arabic gum, xanthan gum and orange oil contents
on (-potential, conductivity, stability, size index and pH of orange beverage emulsion.
Colloids and Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects, v. 315, n.
1-3, p. 47-56, 2008.

MOHAMMADINEJAD, R. et al. Plant molecular farming: Production of metallic
nanoparticles and therapeutic proteins using green factories. Green Chemistry, v. 21,
6 mar. 2019.

MOHAMMADPOURDOUNIGHI, N. et al. Preparation of chitosan nanoparticles
containing Naja naja oxiana snake venom. Nanomedicine: Nanotechnology,
Biology, and Medicine, v. 6, n. 1, p. 137-143, fev. 2010.



80

MOHR, K. I. History of Antibiotics Research. Current Topics in Microbiology and
Immunology, v. 398, p. 237-272, 2016.

MORONES, J. R. et al. The bactericidal effect of silver nanoparticles.
Nanotechnology, v. 16, n. 10, p. 2346—2353, out. 2005.

MORRIS, J.; WILLIS, J. US Environmental Protection Agency nanotechnology white
paper. US Environmental Protection Agency: Washington, DC, p. 1-133, 2007.

MULLER, R. H.; MADER, K.; GOHLA, S. Solid lipid nanoparticles (SLN) for controlled
drug delivery - a review of the state of the art. European Journal of Pharmaceutics
and Biopharmaceutics: Official Journal of Arbeitsgemeinschaft Fur
Pharmazeutische Verfahrenstechnik e.V, v. 50, n. 1, p. 161-177, jul. 2000.

MULLER, R. H.; SHEGOKAR, R.; KECK, C. M. 20 years of lipid nanoparticles (SLN
and NLC): present state of development and industrial applications. Current Drug

Discovery Technologies, v. 8, n. 3, p. 207-227, set. 2011.

NAKAMURA, S. et al. Synthesis and Application of Silver Nanoparticles (Ag NPs) for
the Prevention of Infection in Healthcare Workers. International Journal of Molecular
Sciences, v. 20, n. 15, 24 jul. 2019.

NAKAZATO, G. et al. Violacein@Biogenic Ag system: synergistic antibacterial activity
against Staphylococcus aureus. Biotechnology Letters, v. 41, n. 12, p. 1433-1437,
dez. 2019.

NIKAIDO, H. Porins and specific diffusion channels in bacterial outer membranes. The
Journal of Biological Chemistry, v. 269, n. 6, p. 3905-3908, 11 fev. 1994.

NINO-MARTINEZ, N. et al. Molecular Mechanisms of Bacterial Resistance to Metal
and Metal Oxide Nanoparticles. International Journal of Molecular Sciences, v. 20,
n. 11, 8 jun. 2019.

NOWACK, B.; KRUG, H. F.; HEIGHT, M. 120 years of nanosilver history: implications
for policy makers. Environmental Science & Technology, v. 45, n. 4, p. 1177-1183,
15 fev. 2011.

@RSKOV, |.; FIFE-ASBURY, M. A. New Klebsiella Capsular Antigen, K82, and the

Deletion of Five of Those Previously Assigned. 1977.



81

OVAIS, M. et al. Role of plant phytochemicals and microbial enzymes in biosynthesis
of metallic nanoparticles. Applied Microbiology and Biotechnology, v. 102, n. 16, p.
6799-6814, 1 ago. 2018.

PAITAN, Y. Current Trends in Antimicrobial Resistance of Escherichia coli. Current

Topics in Microbiology and Immunology, v. 416, p. 181-211, 2018.

PAL, S.; TAK, Y. K.; SONG, J. M. Does the antibacterial activity of silver nanoparticles
depend on the shape of the nanoparticle? A study of the Gram-negative bacterium
Escherichia coli. Applied and Environmental Microbiology, v. 73, n. 6, p. 1712—
1720, mar. 2007.

PANACEK, A. et al. Silver colloid nanoparticles: synthesis, characterization, and their
antibacterial activity. The Journal of Physical Chemistry. B, v. 110, n. 33, p. 16248—
16253, 24 ago. 2006.

PARADA, J. et al. The nanotechnology among US: are metal and metal oxides
nanoparticles a nano or mega risk for soil microbial communities? Critical Reviews in
Biotechnology, v. 39, n. 2, p. 157-172, mar. 2019.

PODSCHUN, R.; ULLMANN, U. Klebsiella spp. as nosocomial pathogens:
epidemiology, taxonomy, typing methods, and pathogenicity factors. Clinical
Microbiology Reviews, v. 11, n. 4, p. 589-603, out. 1998.

POSADOWSKA, U.; BRZYCHCZY-WLOCH, M.; PAMULA, E. Gentamicin loaded
PLGA nanoparticles as local drug delivery system for the osteomyelitis treatment. Acta

of Bioengineering and Biomechanics, v. 17, n. 3, p. 41-48, 2015.

PUGSLEY, A. P.; SCHNAITMAN, C. A. Outer Membrane Proteins of Escherichia coli
VII. Evidence That Bacteriophage-Directed Protein 2 Functions as a Pore. Journal of
Bacteriology, v. 133, n. 3, p. 1181-1189, mar. 1978.

RADZIG, M. A. et al. Antibacterial effects of silver nanoparticles on gram-negative
bacteria: influence on the growth and biofilms formation, mechanisms of action.
Colloids and Surfaces. B, Biointerfaces, v. 102, p. 300-306, 1 fev. 2013.

RAI, M. Nanotechnology in Skin, Soft Tissue, and Bone Infections. [s.l.] Springer,
2020.



82

RAI, M. K. et al. Silver nanopatrticles: the powerful nanoweapon against multidrug-
resistant bacteria. Journal of Applied Microbiology, v. 112, n. 5, p. 841-852, maio
2012.

RAZA, T. et al. Vancomycin resistant Enterococci: A brief review. JPMA. The Journal
of the Pakistan Medical Association, v. 68, n. 5, p. 768—772, maio 2018.

REIDY, B. et al. Mechanisms of Silver Nanoparticle Release, Transformation and
Toxicity: A Critical Review of Current Knowledge and Recommendations for Future
Studies and Applications. Materials, v. 6, n. 6, p. 2295-2350, 5 jun. 2013.

ROBERTS, S.; CHAMBERS, S. Diagnosis and management of Staphylococcus
aureus infections of the skin and soft tissue. Internal Medicine Journal, v. 35 Suppl
2, p. S97-105, dez. 2005.

ROSA, Ramon Gabriel Teixeira. Caracterizacdo de nanoparticulas de Bi produzidas

por ablacéo a laser. 2014.

ROUGET, C. Des substances amylacées dans les tissus des animaux, spécialement
des Articulés (chitine). Comp. Rend, v. 48, p. 792—-795, 1859.

RYCENGA, M. et al. Controlling the Synthesis and Assembly of Silver Nanostructures
for Plasmonic Applications. Chemical Reviews, v. 111, n. 6, p. 3669-3712, 8 jun.
2011.

SABLE, S. V. et al. Bioreduction mechanism of silver nanoparticles. Materials Science
& Engineering. C, Materials for Biological Applications, v. 107, p. 110299, fev.
2020.

SALAS-OROZCO, M. et al. Mechanisms of Resistance to Silver Nanoparticles in
Endodontic Bacteria: A Literature Review. Journal of Nanomaterials, v. 2019, p.
7630316, 20 jan. 2019.

SANDRI, G. et al. Opportunities offered by chitosan-based nanotechnology in
mucosal/skin drug delivery. Current Topics in Medicinal Chemistry, v. 15, n. 4, p.
401-412, 2015.

SCANDORIEIRO, S. et al. Synergistic and Additive Effect of Oregano Essential Oil
and Biological Silver Nanoparticles against Multidrug-Resistant Bacterial Strains.

Frontiers in Microbiology, v. 7, p. 760, 2016.



83

SELDEN, R. et al. Nosocomial klebsiella infections: intestinal colonization as a

reservoir. Annals of Internal Medicine, v. 74, n. 5, p. 657-664, maio 1971.

SHRESTHA, A. et al. Nanoparticulates for antibiofilm treatment and effect of aging on
its antibacterial activity. Journal of endodontics, v. 36, n. 6, p. 1030-1035, 2010.

SIDDIQI, K. S.; HUSEN, A.; RAO, R. A. K. A review on biosynthesis of silver
nanoparticles and their biocidal properties. Journal of Nanobiotechnology, v. 16, n.
1, p. 14, 16 fev. 2018.

SIDDIQUE, M. H. et al. Effect of Silver Nanoparticles on Biofilm Formation and EPS
Production of Multidrug-Resistant Klebsiella pneumoniae. BioMed Research
International, v. 2020, p. 6398165, 2020.

SINGH, A. et al. Green synthesis of metallic nanoparticles as effective alternatives to
treat antibiotics resistant bacterial infections: A review. Biotechnology Reports
(Amsterdam, Netherlands), v. 25, p. e00427, mar. 2020.

SLAVIN, Y. N. et al. Metal nanopatrticles: understanding the mechanisms behind

antibacterial activity. Journal of nanobiotechnology, v. 15, n. 1, p. 1-20, 2017.

SONAJE, K. et al. Enteric-coated capsules filled with freeze-dried
chitosan/poly(gamma-glutamic acid) nanoparticles for oral insulin delivery.
Biomaterials, v. 31, n. 12, p. 3384-3394, abr. 2010.

SONDI, I.; SALOPEK-SONDI, B. Silver nanoparticles as antimicrobial agent: a case
study on E. coli as a model for Gram-negative bacteria. Journal of Colloid and
Interface Science, v. 275, n. 1, p. 177-182, 1 jul. 2004.

STEPANOVIC, Srdjan et al. Quantification of biofilm in microtiter plates: overview of
testing conditions and practical recommendations for assessment of biofilm production
by staphylococci. Apmis, v. 115, n. 8, p. 891-899, 2007.

STOIMENOV, P. K. et al. Metal Oxide Nanoparticles as Bactericidal Agents.
Langmuir, v. 18, n. 17, p. 6679-6686, 1 ago. 2002.

SUN, Y.; XIA, Y. Shape-controlled synthesis of gold and silver nanopatrticles. Science
(New York, N.Y.), v. 298, n. 5601, p. 2176-2179, 13 dez. 2002.



84

SYAFIUDDIN, A. et al. A Review of Silver Nanoparticles: Research Trends, Global
Consumption, Synthesis, Properties, and Future Challenges. Journal of the Chinese
Chemical Society, v. 64, n. 7, p. 732-756, 2017.

TANG, S.; ZHENG, J. Antibacterial Activity of Silver Nanoparticles: Structural Effects.
Advanced Healthcare Materials, v. 7, n. 13, p. e1701503, 2018.

TARHINI, M.; GREIGE-GERGES, H.; ELAISSARI, A. Protein-based nanoparticles:
From preparation to encapsulation of active molecules. International Journal of
Pharmaceutics, v. 522, n. 1-2, p. 172-197, 30 abr. 2017.

TCHERNIAK, A. et al. Probing a Century OIld Prediction One Plasmonic Particle at a
Time. Nano Letters, v. 10, n. 4, p. 1398-1404, 14 abr. 2010.

TENOVER, F. C.; MCDONALD, L. C. Vancomycin-resistant staphylococci and
enterococci: epidemiology and control. Current Opinion in Infectious Diseases, V.
18, n. 4, p. 300-305, ago. 2005.

TOLOCHKO, N. K. History of nanotechnology. Encyclopedia of Life Support
Systems (EOLSS), 20009.

VAN TYNE, D.; GILMORE, M. S. Friend turned foe: evolution of enterococcal virulence
and antibiotic resistance. Annual Review of Microbiology, v. 68, p. 337-356, 2014.

VANGROENWEGHE, F.; LAMOTE, I.; BURVENICH, C. Physiology of the
periparturient period and its relation to severity of clinical mastitis. Domestic animal
endocrinology, v. 29, n. 2, p. 283-293, 2005.

VELUSAMY, P. et al. Biopolymers Regulate Silver Nanoparticle under Microwave
Irradiation for Effective Antibacterial and Antibiofilm Activities. PloS One, v. 11, n. 6, p.
e0157612, 2016.

VENTOLA, C. L. The antibiotic resistance crisis: part 1: causes and threats. P & T: A
Peer-Reviewed Journal for Formulary Management, v. 40, n. 4, p. 277-283, abr.
2015.

VIMBELA, G. V. et al. Antibacterial properties and toxicity from metallic nanomaterials.

International Journal of Nanomedicine, v. 12, p. 3941-3965, 2017.



85

VON EIFF, C. et al. Nasal carriage as a source of Staphylococcus aureus bacteremia.
Study Group. The New England Journal of Medicine, v. 344, n. 1, p. 11-16, 4 jan.
2001.

WAKSMAN, S. A. What is an antibiotic or an antibiotic substance? Mycologia, v. 39,
n. 5, p. 565-569, out. 1947.

WEBER, C.; KREUTER, J.; LANGER, K. Desolvation process and surface
characteristics of HSA-nanoparticles. International Journal of Pharmaceutics, v.
196, n. 2, p. 197-200, 10 mar. 2000.

WERNER, G. et al. Emergence and spread of vancomycin resistance among
enterococci in Europe. Euro Surveillance: Bulletin Europeen Sur Les Maladies
Transmissibles = European Communicable Disease Bulletin, v. 13, n. 47, 20 nov.
2008.

WERTHEIM, H. F. L. et al. The role of nasal carriage in Staphylococcus aureus

infections. The Lancet. Infectious Diseases, v. 5, n. 12, p. 751-762, dez. 2005.

WICKI, A. et al. Nanomedicine in cancer therapy: challenges, opportunities, and
clinical applications. Journal of Controlled Release: Official Journal of the
Controlled Release Society, v. 200, p. 138-157, 28 fev. 2015.

WISSING, S. A.; KAYSER, O.; MULLER, R. H. Solid lipid nanoparticles for parenteral
drug delivery. Advanced Drug Delivery Reviews, v. 56, n. 9, p. 1257-1272, 7 maio
2004.

World Health Organization (WHO). Antimicrobial Resistance:
Global Report on Surveillance. WHO, Geneva, Switzerland, 2014.

WU, X. et al. Photovoltage mechanism for room light conversion of citrate stabilized
silver nanocrystal seeds to large nanoprisms. Journal of the American Chemical
Society, v. 130, n. 29, p. 9500-9506, 23 jul. 2008.

XIU, Z. et al. Negligible particle-specific antibacterial activity of silver nanopatrticles.
Nano Letters, v. 12, n. 8, p. 4271-4275, 8 ago. 2012.

YANG, X. et al. Mechanism of silver nanoparticle toxicity is dependent on dissolved
silver and surface coating in Caenorhabditis elegans. Environmental Science &
Technology, v. 46, n. 2, p. 1119-1127, 17 jan. 2012.



86

YAO, Y. et al. The Toxicity Of Metallic Nanoparticles On Liver: The Subcellular
Damages, Mechanisms, And Outcomes. International Journal of Nanomedicine, v.
14, p. 8787-8804, 2019.

YEE, C. et al. One-Phase Synthesis of Thiol-Functionalized Platinum Nanopatrticles.
Langmuir, v. 15, n. 13, p. 4314-4316, 1 jun. 1999.

ZAFFIRI, L.; GARDNER, J.; TOLEDO-PEREYRA, L. H. History of antibiotics. From
salvarsan to cephalosporins. Journal of Investigative Surgery: The Official Journal
of the Academy of Surgical Research, v. 25, n. 2, p. 67-77, abr. 2012.

ZAWADZKA, K. et al. Surface area or diameter — which factor really determines the
antibacterial activity of silver nanoparticles grown on TiO2 coatings? New Journal of
Chemistry, v. 38, n. 7, p. 3275-3281, 18 jun. 2014.

ZHANG, E. et al. Advances in chitosan-based nanoparticles for oncotherapy.
Carbohydrate Polymers, v. 222, p. 115004, 15 out. 2019.

ZHANG, Q. et al. Seed-mediated synthesis of Ag nanocubes with controllable edge
lengths in the range of 30-200 nm and comparison of their optical properties. Journal
of the American Chemical Society, v. 132, n. 32, p. 11372-11378, 18 ago. 2010.

ZHANG, W. et al. Photogeneration of reactive oxygen species on uncoated silver, gold,
nickel, and silicon nanoparticles and their antibacterial effects. Langmuir: the ACS
journal of surfaces and colloids, v. 29, n. 15, p. 4647-4651, 16 abr. 2013.

ZHANG, X.-F. et al. Silver Nanoparticles: Synthesis, Characterization, Properties,
Applications, and Therapeutic Approaches. International Journal of Molecular
Sciences, v. 17, n. 9, 13 set. 2016.

ZHANG, Y. et al. Incidence, clinical characteristics, and outcomes of nosocomial
Enterococcus spp. bloodstream infections in a tertiary-care hospital in Beijing, China:
a four-year retrospective study. Antimicrobial Resistance and Infection Control, v.
6, 4 jul. 2017.

ZHAO, X. et al. Fungal silver nanoparticles: synthesis, application and challenges.
Critical Reviews in Biotechnology, v. 38, n. 6, p. 817-835, set. 2018.



87

ZHOU, K. et al. A review on nanosystems as an effective approach against infections
of Staphylococcus aureus. International Journal of Nanomedicine, v. 13, p. 7333—-
7347, 9 nov. 2018.

ZINJARDE, S. Bio-inspired nanomaterials and their applications as antimicrobial

agents. Chronicles Young Sci., v. 3, p. 1-74, 1 jan. 2012.

ZUYI, NULL; WENMING, NULL. Comparison between the One pK and Two pK
Models of the Metal Oxide-Water Interface. Journal of Colloid and Interface
Science, v. 208, n. 1, p. 248-251, 1 dez. 1998.



	1feddbf2750552f9e171bf8ec7fdbf19357ac611d4fb3634cb2ad19bcc99c08b.pdf
	1feddbf2750552f9e171bf8ec7fdbf19357ac611d4fb3634cb2ad19bcc99c08b.pdf
	1feddbf2750552f9e171bf8ec7fdbf19357ac611d4fb3634cb2ad19bcc99c08b.pdf
	agradecimentos
	LISTA DE FIGURAS
	LISTA DE TABELAS
	LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS
	SUMÁRIO
	Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi sintetizar nanopartículas de prata biogênicas de origem fúngica e vegetal, e avaliar a influência de diferentes condições de pH sobre sua atividade antibacteriana.
	4.3. Caracterização das nanopartículas de prata biogênicas
	4.3.1 Potencial Zeta
	4.3.2. Espalhamento dinâmico de luz (DLS)




