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RESUMO

A amonia (NH3) € fundamental como fonte de nitrogénio para bactérias, mas sua
toxicidade requer detoxificagdo em uréia para a manutencdo a homeostase. A
expressdo da urease e suaatividade pode levara alcalinizacdo daurinaeminfeccoes
do trato urinario (ITU), podendo gerar complicacdes como obstrucédo de cateteres e
pielonefrite. Patbgenos como Proteus mirabilis e Morganella morganii sdo produtores
de urease, exacerbando a condicao patologica. Nanoparticulas tem sido exploradas
como inibidoras da urease e da formacao de biofilme, mostrando-se como potencial
solucéo na prevencao ou controle de ITUs e suas complicacdes. As nanoparticulas
de prata foram sintetizadas através do sobrenadante de Escherichiacoli ATCC 25922,
sendo caracterizadas através de UV-Vis,EDL, EELe DRX.Cepas de P. mirabilis 7002
e M. morganii ATCC 8019 foram avaliadas quanto a sensibilidade, inibicao de biofilme
e inibicdo de atividade ureolitica em caldo urina pela prata. Os ensaios de
caracterizacdo demonstraram que as AgNP obtidas sdo na realidade nanoparticulas
de cloreto de prata (AgCI@NP), tendo demonstrado alta estabilidade, tamanho em
nanoescala e alta atividade antibacteriana,com CIM de 62,5 yM e CBM 125 pM para
as cepas utilizadas, alta atividade inibitoria da formacéo de biofilme, inibindo 100%
sua formacdo in vitro, e atividade inibitéria sobre a atividade ureolitica. As AQCI@NP
demonstraram baixa atividade hemolitica, implicando em baixa toxicidade para o
hospedeiro. Por fim, as AgCI@NP obtidas apresentam-se como possiveis
antimicrobianos para a prevenc¢ao da formacéao de biofilme cristalinapor P. mirabilise
M. morganii, entretanto pesquisas futuras sdo necessarias para avaliar mais

profundamente a eficacia antibiofilme e exporar sua atividade antiurease

MONTINI, Victor Hugo. Avaliagao in vitro do potencial inibitério de nanoparticulas
de prata bacteriogénicas sobre a producao de biofilme e atividade ureolitica de
Enterobacterales. 2024. 72. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduagdo em
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ABSTRACT

Ammonia (NH3) is crucial as a nitrogen source for bacteria, butits toxicity necessitates
detoxification into urea to maintain homeostasis. Urease expression and activity can
lead to urine alkalization in urinary tract infections (UTIs), potentially causing
complications like catheter obstruction and pyelonephritis. Pathogens such as Proteus
mirabilisand Morganellamorganii are urease producers, exacerbatingthe pathological
condition. Nanoparticles have been explored as urease and biofilm formation
inhibitors, showing potential as a solution in preventing or controlling UTIs and their
complications. Silver nanoparticles were synthesized using Escherichia coli ATCC
25922 supernatantand characterized via UV-Vis, EDL, EEL, and DRX. Strains of P.
mirabilis 7002 and M. morganii ATCC 8019 were evaluated for sensitivity, biofilm
inhibition, and ureolytic activity inhibition in urine broth by silver. Characterization
assays showed that the obtained AgNPs are actually silver chloride nanoparticles
(AgCI@NP), demonstrating high stability, nano-scale size, and high antibacterial
activity, with MIC of 62.5 uM and MBC of 125 uM for the strains used, high inhibitory
activity againstbiofilm formation, inhibiting 100% of its formation in vitro, and inhibitory
activity on ureolytic activity. The AgCI@NPs showed low hemolytic activity, implying
low toxicity to the host. Finally, the obtained AgCI@NPs appear as potential
antimicrobials for preventing crystalline biofilm formation by P. mirabilis and M.
morganii, however, further research is needed to more thoroughly evaluate antibiofiim

efficacy and explore their antiurease activity.
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1. INTRODUCAO

A aménia(NHs) é considerado o principal doador de nitrogénio no metabolismo
bacteriano. Sua permeabilidade pela membrana celulare suatoxicidade em elevadas
concentracfes exigem sua detoxificagdo como manutencdo da homeostase em
organismos superiores, diminuindo a disponibilidade de NHs livre nos 6érgaos
(Koniecznaetal., 2012; Paddapayil;Borger, 2023; Walker, 2014). Na ausénciade NH3
livre, tanto as bactérias da microbiota quanto as patogénicas competem por
compostos doadores de nitrogénio com o hospedeiro e entre si, e a utilizacdo de
compostos nitrogenados menos usuaistorna-se a diferencaentre o sucesso ecoldgico
ou a morte.

Nos animais ureotélicos, como o ser humano, NHz e sua forma protonada e
mais encontrada no corpo humano a pH fisiolégico, o ion aménio (NH 4*), séo
detoxificados sob a forma de uréia ((NH2)2CO) pelo cicloda ornitina (ou cicloda uréia)
no figado, sendo excretada na urina, mas também sendo possivel de ser encontrada
no soro sanguineo, suor e estbmago (Konieczna et al., 2012; Mobley; Hausinger,
1989; Paddapayil; Borger, 2023). A utilizacdo de (NH2)2CO) por bactérias requer a
expressdo da urease (uréia amidrohidrolase; EC 3.5.1.5), uma metaloenzima com
centro de niguel capaz de catalisar a conversao de (NH2)2CO em NHsz e acido
carbamico (NH2COOH) a qual é espontaneamente decomposto em NHz e CO2
(Konieczna etal., 2012; Mobley; Hausinger, 1989).

A expressdo da urease nos 6rgdos do sistema urinario durante infeccdes do
trato urinario (ITU) ocasiona a alcalinizacdo da urina acima do pH de cristalizagéo,
onde haprecipitacao de sais de calcioe magnésio (Jones et al., 2005; Stickler, 2014),
que associado a formacéo de biofilme pode gerar bloqueio do lUmen do cateter,
urolitiase, pielonefrite aguda e condigbes mais criticas como pielonefrite enfisematosa,
urosepse e hiperamonemia secundariaa ITU, das quais podem resultarem sequelas
ou na morte do paciente (Belyayeva; Jeong, 2022; Broomfield et al., 2009; Mobley;
Hausinger, 1989; Gorantla et al., 2022; Ito et al., 2023; Yohei; Takehiro; Ryusuke,
2018).

Dentre os patdgenos bacterianos produtores de urease destacam-se
principalmente Proteus mirabilis, o uropatégeno mais importante na obstrucao de

cateteres de demora e ITU associado a cateter e Morganella morganii (Nicolle, 2014;



Stickler, 2014).

Nesse quesito, a nanotecnologiatem se destacado no desenvolvimento e uso
de nanoparticulas com atividade antimicrobian, de inibicdo enzimatica e atividade
antibiofilme, evidenciando seu potencial uso como estratégia na prevencao ou
controle da evolucdo das ITU ou de patologias associadas através da inibicdo da

urease ou da formacgao de biofilme (Kumar etal. 2023; Stickler, 2009).

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Urease
2.1.1 Contexto

A urease (uréia amidrohidrolase; EC 3.5.1.5) é uma metaloenzima citoplasmatica e
multimérica capaz de hidrolisar (NH2)2CO em NH3ze COz2a uma taxade 1014 vezes mais
rapido que a reagdo ndo-catalisada (Balasubramanian; Ponnuraj,2009; Konieczna et
al., 2012; Mobley; Hausinger, 1989).

E uma enzimade peso molecularvariavel, sendo praticamente ubiquaem todas as
plantas (Hogan; Swift; Done, 1983; Polacco; Holland, 1993) e presente em diversos
géneros bacterianos dos filos Pseudomonadota, Bacillota, Fusobacteriota e
Mycoplasmatota (Krajewska, 2009; Mekonnen et al., 2021). Embora as ureases
fangicas e vegetais apresentam estrutura homohexameérica e ureases bacterianas
multimeros de complexos com duas ou trés subunidades, as ureases dos diferentes
dominios apresentam alta similaridade, sugerindo estrutura primaria conservadas e

mecanismos cataliticos iguais (Balasubramanian; Ponnuraj, 2009; Krajewska, 2009).

Historicamente, em 1926 James Batcheller Sumner cristalizou e purificou, pela
primeira vez, uma enzima ureolitica, obtida a partir de extratos de sementesde feijao-
de-porco (Canavalia ensiformis) e acetonafria, tendo sido um feitodesacreditado pela
maioria dos bioquimicos da época (Kappaun et al., 2018; Real- Guerra; Stanisguaski;
Carlini, 2013; Sumner, 1926). Segundo a Fundacédo Nobel (1964), a descoberta do
método de cristalizacdo de enzimas e a demonstracdo da natureza proteica da urease
purificada levou a laureacao de James B. Sumner com oprémio Nobel de quimicaem
1946, juntamente de John Howard Northrop e Wendell Meredith Stanley, ambos

também laureados pela purificacdo de enzimas e proteinas virais.

Embora as pesquisas envolvendo a urease purificada s6 tenhamocorrido apés



1926, as pesquisascom (NH2)2CO e a urease nao purificada datam desde 1773,
guando Hillaire M. Rouelle descobriu a (NH2)2CO (Kappaun et al., 2018;Krajewska,
2009). Nos anos seguintes, em 1798, Antoine Francois de Fourcroy e Louis Nicolas
Vauquelin descobrem que o NHs presente na urina provém do processo de
“fermentacao” de (NH2)2CO. Em 1828, Friedrich Wo6hler sintetizou inorganicamente
(NH2)2CO a partir de diversas reacdes quimicas utilizando cianato de amoénia
(CH4aN20) em um processo atualmente denominado sintese de Wohler (Kappaun et
al., 2018; Krajewska, 2009). Em 1864, van Tiehem isolou o primeiro microrganismo
ureolitico, o Micrococcus ureae (Kappaun et al., 2018; Krajewska, 2009). Em 1874, o
quimico francés Frédéric Alphonse Musculus extrai, pela primeira vez, uma enzima
ureolitica de urina putrida, sendo posteriormente nomeada "urease" como proposto
por Miquel em 1890 (Kappaun et al., 2018; Krajewska, 2009). Futuramente, a
descoberta da urease nas sementes da soja (Glycine max) por Takeuchi levaram a
pesquisas que culminaram no desenvolvimento da enzimologia e nos estudos que
levaram a confirmacéo das observacdes de Michaelis e Menten envolvendo taxas de
reacdes enzimaticas e substrato (Real-Guerra; Stanisguaski;Carlini,2013;Van Slyke;
Cullen,1914). Um melhor entendimento do mecanismo catalitico da urease somente
foi obtido em 1975, através dos estudos de inibicdo da urease de Glycine max com
fosforamidatos realizados por Dixon e colaboradores (1975) que nao apenas
demonstraram que o sitio catalitico contém ions niquel como também demonstraram

sua essencialidade para atividade catalitica da urease.

2.1.2 Urease de Proteus mirabilis

Cercade 4 a 5,4 kb de DNA cromossomal sdo necessarios para codificara apoenzima
urease de 253-322 kDa de Proteus mirabilis, uma enzima citoplasmatica composta
pelas subunidades estruturais UreA, UreB e UreC que se montam em homotrimeros
de heterotrimeros em uma conformagaodo tipo (ay)3 (Armbruster; Mobley; Pearson,
2018; Jones; Mobley, 1987). A enzima é cataliticamente ativa e funcional, i.e., torna-
se holoenzima, guando ions Ni?*sdo incorporados na subunidade UreA por meio das
proteinas acessorias UreD, UreE, UreF e UreG (Armbruster; Mobley; Pearson,2018).
O fornecimento doniqueldivalente é realizado principalmente pela UreE que contém
uma cauda de histidina que possibilita o carreamento de Ni?* (Armbruster; Mobley;
Pearson, 2018).



Embora a constante de Michaelis (Km) da urease de P. mirabilis seja relativamente
alta, de 13-60 mM de (NH2)2CO, a urease de P. mirabilis funcionaaVmax na urina
humana, que contém ~400 mM de (NH2)2CO, liberando 35-55 umol de NH3/min/mg
de proteina, o que representa uma atividade 6 a 25 vezes mais rapido que de outras
espécies da tribo Proteeae, fornecendo uma possivel explicacdo da maior frequéncia
de desenvolvimento de urolitiase por P. mirabilis do que por M. morganii (Armbruster;
Mobley; Pearson, 2018; Jones; Mobley, 1987; Krajewska, 2009).

Geneticamente, 0 operon responsavel pela expressdo da urease de P. mirabiliséo
operon ureRDABCEFG.Historicamente, 0 operon ure foi caracterizado a partir de um
fragmento de DNA de P. mirabilis HI4320,com 7,6 kb e contendo seis fases de leitura
aberta que codificavam seis polipeptideos: UreD de 31 kDa, UreA de 11 kDa, UreB de
12,2 kDa, UreC de 61 kDa, Ure de, 17,9 kDa e UreF de 23 kDa (Armbruster; Mobley;
Pearson, 2018). Trabalhos posteriores revelaram a presenca de um sétimo genedo
operon, o ureG, que codificao polipeptideo UreG, necessario para a formacédo da
apoenzima, e um oitavo gene, o ureR, que codifica UreR, um polipeptideo de 33,4
kDa que atua como um ativador transcricional positivo tipo AraC/XylS responsavel
pela regulacdo positiva induzivel do operon (Armbruster; Mobley; Pearson, 2018;
Coker; Bakare; Mobley, 2000; Dattelbaum et al., 2003; Island;Mobley., 1995).

Na auséncia do UreR, e portanto ndo havendo expressdo do operon, proteinas
estruturantes de nucledide semelhante a histona repressora de gene (H-NS)
encontram-se ligadas em uma sequéncia nucleotidica intergénica localizada entre
ureR e ureD, 16 pb a montante do promotor do tipo ¢’ do gene ureR, inibindo sua
expressao (Armbruster; Mobley; Pearson, 2018; Coker; Bakare; Mobley, 2000;
Dattelbaum et al., 2003; Island; Mobley., 1995). Na auséncia de (NH2)2CO e a 25 °C,
a ligacdopor H-NS nositio intergénico é favorecida,reprimindo a expressao do operon
ureRDABCEFG.Napresencade (NH2)2COe a 37°C, a repressao de ureR peloH-NS
é aliviada, favorecendo a transcricdo constitutiva do gene, expressando UreR que,
formandodimeros de UreR-UreR,liga-se naregido intergénica ureR-ureD, ativando a
expressao do operon (Armbruster; Mobley; Pearson, 2018; Coker; Bakare; Mobley,
2000; Poore; Mobley, 2003).

2.1.3 Urease de Morganella morganii



A ureas citoplasmatica de M. morganii,além de possuir maior afinidade por
(NH2)2CO, com Km de 0.7-0.8 mM, também é a de maior peso molecular dentre as
ureases da tribo Proteeae, com peso molecular de 590-712 kDa e atividade de 0,4
pumol de NH3/min/mg de proteina (Hu et al. 1990; Jones; Mobley, 1987; Young., Amid;
Miller, 1996)

Estruturalmente, € composta por trés subunidades estruturais com peso

molecularde 63, 15 e 6 kDa em uma configuracao de homotrimeros de heterotrimeros
(aBy)3.
O operon responsavel pela urease de M. morganii é o operon ureABCEFGD,que néo
dispde de um ativador transcricional como o operon ureRDABCEFG de P. mirabilis,
sendo um operon constitutivamente expresso e nao induzivel (Chen etal., 2012; Liu
etal., 2016).

A diferenca genética entre ambos os operons também foi evidenciada por Hu e
colaboradores (1990) que nao observaram hibridizacéo entre os primers de genesde
urease de Proteus e Providenciacom Morganella. Posteriormente, trabalhoscomo o de
Young,Amid e Miller (1996) e Chen e colaboradores (2012) demonstraram que urease
de M. morganii possui maior homologia com a urease de Yersinia pseudotuberculosis

e Y. enterocolitica tanto em nivel nucleotideo quanto de aminoacidos.

2.1.4 Mecanismo de acao

A proposta de mecanismo de reacdo de hidrolise de (NH2)2CO pela urease
atualmente aceita € o mecanismo da “ponte de hidroxido”, descrito por Benini,
Rypniewski e Wilson (1999), a qual descreve que a hidrélise de (NH 2)2CO em NHze
NH2COOH provém da acéo nucleofilica da ponte de hidroxido que interliga ambos
ions niquel e do residuo de aHis323 que estabiliza a carga positiva formada pelo
estado de transicao e auxilia na liberacdo de NHs.

Para a entrada do substrato no sitio ativo da holoenzima, € necessario quea
urease esteja com sua aba mével (ou flap) em conformacéo aberta. Ao entrar no sitio
ativo, (NH2)2CO substitui as moléculas de agua W(1), W(2) e W(3) anteriormente
ligadas aos ions niquel, ligando-se com o ion Ni(1) e com o grupamento -NH do

residuo de aHis222 através do oxigénio de sua carbonila.



Coma mudancaconformacional do flap para fechado, 0 movimentode aHis323
do flap forgca o grupamento -NH2 de (NH2)2CO a se aproximar de Ni(2), gerando uma
ligacdo bidentada estabilizada pela ligacdo entre -NH2 e oxigénio da carbonila do
residuo de aAla366 e entre -NH2 e oxigénio do residuo de oAla170 que juntos aumentam
a basicidade de Lewis do grupamento -NH2 da (NH2)2CO, possibilitando que, em
decorrénciadessa assimetria de residuos, os residuos mais préximos de Ni(1) tornam-
se doadores de ligagcdesde hidrogénio e aqueles proximosaNi(2) tornam-se aceptores
dessas ligagoes.

A polarizacdo entre as interacbes C-O e C-NH2 de (NH2)2CO levam a
aproximacdo do atomo de carbono de (NH2)2CO a ponte de hidroxido-niquel, que
realiza umataque nucleofilico,gerando umaligacdo C-O entre o carbono de (NH2)2CO
e o oxigéniodaponte de hidréxido-niquel,formando umestado de transicaotetraédrico
cuja clivagemse da pelatransferénciade umpréton apartir do grupamento carboxilato
de aAsp363.

Apos a transferéncia do préton, ocorre a abertura do flap, liberando NHs,
NH2COOH e permitindo a entrada de 3 moléculas de 4gua. O NH 2COOH sofre um
processo de decomposi¢cdo espontanea, liberando NHze CO2. O NH3z produzido, em

pH bioldgico, é entdo protonado formando NHa4* (figura 1).

Figura 1 — Mecanismo de acdo da urease poroposto por Benini e colaboradores
(1999).
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2.1.5 Papel em patologias humanas

A toxicidade da urease e processos patologicos associados a sua atividade se
da tanto pela alcalinizagdo do meio quanto pela toxicidade associada ao NH 3, ambos
interferindo na homeostase do hospedeiro. Essa interferéncia estd associada a
quadros clinicos que variam a depender do sitio da infeccao, atividade da urease e
propriedades do patégeno.

Dentre os quadros clinicos associados a producdo da urease encontra-se a
urolitiase e bloqueio de cateter urinario, contribuindo diretamente na patogénese e
mortalidade ae pielonefrite, encefalopatia hepatica, coma hepatico e Ulcera péptica
(Konieczna etal., 2012; Mobley; Hausinger, 1989; Rokita etal., 1998).

A urina humana é um liquido que contém sais inorganicos, (NH2)2CO, sais
organicos e outros compostos organicos, encontrando-se em um estado de
estabilidade em relacdo a solubilidade de seus compostos (Rose et al., 2015).
Normalmente, a urina é levemente acidica em raz&o da atividade metabdlica, com pH
variando entre 5,5 a 6,5, todavia sua alcalinizacdo (pH>7), na maioria dos casos em

decorréncia do crescimento de microrganismos produtores de urease em funcao



clivagem de (NH2)2CO em NH3, pode ocasionar a precipitacdo de anions e cations
polivalentes dissolvidos na urina sob a forma de estruvita (MgNH 4(PO4)sH20) e apatita
carbonatada [Ca10(PO4)sCOs], dandoinicio a urolitiase (Armbruster; Mobley; Pearson,
2018;Milani; Jialal, 2023; Stickler, 2014).

Durante a bacteritria, P. mirabilis se adere ao cateter e se multiplica, formando
biofilme sobre sua superficie externa ou interna. A subsequente expressaoe atividade
ureolitica ocasiona a precipitacdo de cristais que ligam-se a matriz polimérica do
biofilme, formando um biofilme cristalin 0 que ndo apenas protege a populacdo
bacteriana do sistema imune como também de antimicrobianos (Armbruster; Mobley;
Pearson, 2018; Flores-Mireles et al., 2015; Jones et al., 2005; Wilks; Fader; Keevil,
2015). Poucos sado os estudos patofisiolégicos a respeito das ITU e urolitiases
ocasionadas por M. morganii, todavia é sabido que sua urease esta relacionada a
formacao de calculos de xantina, estruvita e apatita carbonatada (Jungetal., 2023; Hu
et al. 1990).

A producédo de calculos durante uma bacteridria em pacientes cateterizados
pode ocasionar incrustacéo do instrumento e o bloqueio de seu limen, sendo P.
mirabilis o principal responséavel pelo bloqueio de cateter em infecgbesdotrato urinario
associados a cateter urinario (ITU-AC).

O bloqueio do lumen do cateter e consequentemente o bloqueio da urina
ocasionam o refluxo da urinainfectado para os rins, podendo levar a progressao do
quadro clinico para pielonefrite (Armbruster; Mobley; Pearson,2018; Flores-Mireles et
al., 2015).

Ao ascender para os rins, P. mirabilis e M. morganii podem ocasionar a
pielonefrite e induzirem a alcalinizacdo da urina nesse sitio. Os solutos, sob
alcalinidade, precipitam sob formas cristalinas e iniciam um processo de nucleacdo e
agregacdao, cuja explicacdo pode ser dada por suas teorias: a teoria de particulas
livres, cuja mecanismo de agregacao e crescimento se da pela agregacéo dos cristais
no interior dos tubulos renais, e a teoria das particulas fixadas, onde os calculos
formados se ligam as placas de Randall calcificadas,localizadas nointersticio medular
(Ratkalkar; Kleinman,2011; Thakore; Liang,2023). Apds seu crescimento, os célculos
podem migrar e obstruir a passagem da urinaem trés localidades: préximo a juncao
ureteropélvica, em razdo do didmetro estreito, no cruzamento das ureteres sobre as

veiasiliacas e najuncao ureterovesical. O bloqueiodofluxodaurinagera umatenséao



luminal e hidronefrose, ocasionando a classica colica renal da urolitiase (Ratkalkar;
Kleinman, 2011; Thakore; Liang, 2023). Os subsequentes danos teciduais
ocasionados pelastoxinas e cristais possibilitama bacteremia pela via hematogénica,
com bactérias adentrando tanto a artéria renal quanto a veia renal (Flores-Mireles et
al., 2015).

As ITU ocasionadas por P. mirabilistendem a ser mais severas que aquelas
ocasionadas por M. morganii,como evidenciado por Pearson e colaboradores (2011)
gue demonstraram que a atividade da urease e o processo de incrustacao de cateter
durante uma ITU por P. mirabilis induzia uma cistite mais severa. Também utilizando
modelo murino, Gué e colaboradores (2001) demonstraram que P. mirabilisé a Gnica
espécie que causa alta incidéncia de calculo renal em modelo murino, ocasionando
maior lesdo renais e calculosrenaisque outrasespécies produtoras de urease como
M. morganii.

A importancia da urease para a uropatogenicidade de P. mirabilis também foi
evidenciadaporJohnson e colaboradores (1993) que, utilizandoummodelo murino de
ITU ascendente com camundongos CBA/J, demonstraram que cepas mutantes de
ureC possuiam uma dose infectante 50% (Dlso) maior, de 2.7x10°UFC, que as cepas
selvagens possuiam, de 2.2x10% UFC, impactandotanto napersisténciade P. mirabilis
no trato urinario quanto nas patologias renais mais severas, com menor
desenvolvimento de inflamacdo aguda, necrose tubular, pielonefrite aguda,
inflamacao intersticial aguda e abscessos em camundongos por parte das cepas

mutantes.

A urease e o biofilme sdo um dos mecanismos de patogenicidade associados
ao aumento da morbidade e mortalidade das ITU-AC, bem como tornarem-na a
segunda principal causa etiolégica de bacteremias secundarias a ITU (Flores-Mireles
et al., 2015).

Outra condicao clinica associada a atividade ureolitica no sistema urinario séo
as as manifestacfes de encefalopatias portossisttmicas como a hiperamonemia
encefalopatica, caracterizadas por alterac6es neuroldgicas e psicologicas causadas
pelos elevados niveis de NHsno plasma (Ali; Nagalli, 2023; Gorantla et al., 2022;

Mobley; Hausinger, 1989; Mun etal., 2021; Norenberg; Rao; Jayakumar, 2005).

Embora a etiologiamais comum sejam as desordensdo cicloda ornitina, cirrose

hepatica e uso de medicamentos, as causas n&o-hepaticas incluem uropatias



obstrutivas ocasionadas por infec¢gdes do trato urinario (ITU) (Gorantla et al., 2022;
Mun etal.,2021).

Durante uma ITU obstrutiva, a estagnacdo da urina gera uma pressao
intravesical, possibilitando a transferéncia de NHs para o plexo venoso vesical e
circulacéo peri-vesical, aumento os niveis séricos de NHz e ocasionando a condicdo
de hiperamonemia, condicdo que possui alta mortalidade e morbidade mesmo na

auséncia de doencas hepaticas (Gorantla etal., 2022).

O NHspresente nacorrente sanguinea atravessa a barreira hematoencefalica,
levando a hiperproducéo de glutamato pelos astrocitos na tentativade detoxificacdo da
NH3s (Gorantla et al., 2022; Norenberg; Rao; Jayakumar, 2005). Ahiperproducao de
glutamato resulta na ativacao de receptores N-metil-D-aspartato (NDMA), um receptor
ionotrépico que controla um canal ibnico controlado por ligante. A ativacdo de
receptores NDMA diminuem a fosforilagdo da proteina quinase C, ativando canais
Na/K-ATPase que levam a deplecao de ATP (Ali; Nagalli, 2023; Jewett; Thapa, 2022).

Concomitante a deplecédo de ATP, a hiperproducédo do glutamato, o estresse
oxidativo, aumento da captacdo de piruvato, lactato, glutamina e diminuicao da
captacao de corpos cetonas, glutamato e glicose livre ocasionainchaco dos astrocitos,
ocasionando em edema cerebral, aumento da pressao intracraniana e possivelmente

herniacao cerebral (Ali; Nagalli, 2023; Jayakumar, 2005; Norenberg; Rao).

Além das patologias no sistema urinario,a acdo da urease em sitios como trato
gastrointestinal pode ocasionar doencas como a Ulcera péptica, uma doenca
caracterizada pela descontinuidade do revestimento interno podendo se estender até
a camada muscularis propria do epitélio géastrico, sendo uma condicdo que
normalmente ocorre no estbmago ou duodeno proximal e raramente o esofago menor,
duodeno distal ou jejuno (Baj et al., 2020; Malik; Gnanapandithan; Singh. 2023;
Mobley; Hausinger, 1989)

Comuma urease citoplasmatica com atividade em pH de 2.5 a 6.5, Helicobacter
pylori € capaz de neutralizara acidez gastrica, possibilitando a colonizagéo desse sitio
e o0 desenvolvimento da ulceracéo péptica (Baj et al., 2020; Malik; Gnanapandithan;
Singh. 2023; Mobley; Hausinger, 1989).

Embora nenhuma das duas bactérias testadas neste trabalho estejam
associadas a essa doenca, os resultados obtidos por Young, Amid e Miller (1996)

demonstraram que a urease de M. morganii € capaz de hidrolisar uréia em taxas



significativamente maiores sob condi¢des acidicas, funcionando a pH optimo (pH

externo) de 2.0, possibilitando suasobrevivénciadurante a passagem pelo estdmago.

2.2BIOFILME
2.2.1 Estrutura do biofilme

O biofilme é um dos modos de vida mais distribuido e bem-sucedidos adotado
pelos microrganismos. E sistema complexo, de alta densidade celular (108a10!1 g de
células/peso umido) e que coloniza, praticamente, todos 0s organismos superiores,
podendo estar associado a infecgbes persistentes em plantas, humanos e
contaminacao de implantes e outros dispositivos médicos (Flemming et al., 2016;
Kwiecinska-Pirog etal., 2014). O biofilme pode ser definidocomo uma comunidade de
células microbianas ligadas a uma superficie e embebidas em uma matriz de
substancias poliméricas extracelulares (SPE) autoproduzidas (Flemming et al., 2016;
Karygianni etal., 2020; Lila etal., 2023).

A matriz de SPE confere ao biofilme sua organizacao espacial (“scaffold”),
gerando estratificagbes de macro e micronutrientes e, consequentemente, uma
heterogeneidade metabdlica e fenotipica das células residentes (Flemming et al.,
2016; Karygianni et al., 2020). As SPE sao composta de exopolissacarideos, acidos
nucleicos (eDNA eRNA), proteinas, lipideos e, majoritariamente e invariavelmente,
agua (tabela 1), conferindo a essa complexa estrutura suas propriedades reoldgicas,
mecanicas e bioldgicas (Flemming et al., 2016; Karygianni et al., 2020; Kwiecinska-
Pir6g et al., 2014).

A matrixoma do biofilme, i.e., o inventario de biomoléculas do biofilme, sua
diversidade molecular, estrutural, funcional, propriedades fisico-quimicas e virulentas,
€ composto principalmente de biomoléculas associadas a superficie celular, como
flagelos, apéndices e amildides funcionais que modulam adesédo bacteriana, sua
estabilidade mecéanica e respostas autoimunes, e também por moléculas secretadas
extracelularmente e que compdem o EPS, cuja variagdo de suacomposi¢cdo depende
nao apenas do microrganismo como também da tensdo de cisalhamento local,
disponibilidade de determinados substratos e ambiente dohospedeiro (Karygianni
etal., 2020).



Tabelal - Classesde biomoléculasquecompdem o EPS e suasrespectivasfuncoes

dentro do biofilme.

Classe Funcéo

Polissacarideos Adeséo, coesdo, estruturacao, sorcao,
nutriente, protecédo contra
antimicrobianos, ambiente e sistema
imune, ligagdo célula-a-célula e
retencdo de agua.
Proteinas Adesao, ligacao célula-a-célula, evasédo
da resposta imune, motilidade pulsante,
detecgcdo mecénica, toxicidade e
degradacéo do EPS.
Acidos nucleicos Adeséo, coeséo, fonte de nutriente,
estruturacao, reparo de dano no DNA,
transferéncia de genes e interagdo com
outros componentes da matriz.
Lipideos Adeséao,coesdo, protecado e evasao ao
sistema imune.
Lipopolissacarideos Adeséo, colonizagéao, invaséo do
hospedeiro e ativacao do sistema

imune.

Fonte: elaborado pelo autor com base em KARYGIANNI et al., 2020

O modelo de formacé&o de biofilme amplamente utilizado é o modelo dos cinco
estagios, descrito originalmente com base em investigacdo sobre a formacédo de
biofiime de Pseudomonas aeruginosa. Nesse modelo, a formacdo de biofilme é
constituida em cinco estagios: |) estagio de adesao reversivel, onde células
plancténicasligam-se ao substrato por interacdes hidrofébicas, eletrostaticas e forcas
de Van der Waals, sendo uma etapa facilmente afetada pelo meio de cultura, pH,
temperatura, presenca e concentracdo de solutos; Il) estagio de ligagdo irreversivel,

mediado principalmente pelas interacdes das adesinas bacterianas ao substrato; IlI)



estagio de maturacao I, ou de desenvolvimento inicial, onde ocorre 0 aumento da
populacdo sobre o substrato, acionando mecanismos de quorum sensing que
ocasionam aumento da producdo e secrecdo de polissacarideos extracelulares e
outros componentes da matriz do biofilme; IV) o estagio de maturacéo Il, ou apenas
estagio de maturacdo, com crescimento tridimensional da biomassa do biofilme, que
passa a ser formada por células fenotipicamente persistente, sendo uma etapa de
dificil erradicacéo e V) estagio de dispersado, onde o biofilme, por acdo de enzimasou
outros mecanismos bacterianos, libera as células embebidas em forma de células
planctdénicas ou de microcolénias, que podem migrar para outro sitio, iniciando a

formacéo de umnovo biofilme (Lila etal., 2023 Sauer etal., 2022) (figura 2).

Figura 2 — Modelo dos cinco estagios de formacdo do biofilme tendo como
modelo P. aeruginosa.
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Fonte: Saur e colaboradores (2022)

Embora seja um modelo amplamente utilizado para descrever a formagéo de
biofilme, 0 modelo das 5 etapas vem sendo criticado por suas limitagcdes conceituais.
Para Sauere colaboradores (2022), essas limitagGes incluem a falta de classificagdo
de estruturas estaticas formadas por outras bactérias que ndo P. aeruginosa como
biofilmes, a ndo captura, pelo modelo, da variedade de arquitetura de biofilme em
sistemas in natura, como tapetes microbianos, a nao incorpora¢éo dadiversidade dos

mecanismos de agregacdo e desprendimento e a consideracdo da sucessao de



eventos em biofilmes que desenvolvem-se em sistemas abertos com influxo continuo

de novos colonizadores.

Como alternativa, Sauere colaboradores (2022) propuseram um modelo de3
estagios, composto da l) fase de agregacao e ligacdo,onde as bactérias se agregam
umasas outras ou se ligama superficies bidticas ou abibticas, Il) fase de crescimento
e acumulacédo, onde as bactérias agregadas ou ligadas se expandem e crescem,
recrutando células préximas, e a lll) fase de desagregacdo ou destacamento, onde
bactérias liberam-se do biofilme como agregados ou células planctbnicas,

dependendo de seus mecanismos.

2.2.2 Papel em uropatologia

A produc¢édo de um biofilme pelos uropatdgenos € considerado um importante
fator na sua patogenicidade, especialmente em ITU-AC, responsaveis por40% das
infeccOes hospitalares (Lila etal., 2023). O biofilme, em especial a matriz extracelular,
atua como uma barreira fisica que dificulta a entrada de antibioticos e a acéo do
sistema imune, aumentando suaresisténcia a até 1000x quando comparadoa células
planctdénicas conforme se desenvolve (Flores-Mireles etal., 2015; Lila etal.,2023). Sua
persisténciae a dispersdo de novas célulasplancténicaslevam a formacédode novos
biofilmes emtecidos adjacentes, levando a infec¢cdes cronicas e recorrentes(Lila etal.,
2023).

Muitos trabalhos ja evidenciaramque a formacao de um biofilme,bem como a
regulacdo de seu viruloma (com regulacdo positiva de toxinas, exoenzimas e
sideroforos), é orquestrada por um refinado sistema de comunicacdo que integra
metabolismo, fisiologia e a genética do patdgeno. Em Gram-negativos, esse refinado
sistema de sinalizacdo denominado quorum sensing é regulado por pela deteccéo de
um grupo de moléculas denominadas N-acil-homoserina lactonas (Acyl-homoserine
lactones; AHL) (Lila et al., 2023). Conforme o aumento da densidade populacional,
ocorre 0 acumulo de AHLs e sua interacdo com seus receptores, levando ao controle
da transcricdo de genes associados a formacao do biofilme e a regulacao positivade
fatores de viruléncia que aumentam a patogenicidade do uropatbgeno como a
expressao de toxinas visando o maximo de dano tecidual possivel a fim de ocorrer a

liberacdo de nutrientes intracelulares e fatores de crescimento no sitio de infecgdo



(Lila etal., 2023).

2.2.3 Biofilme de P. mirabilis M. morganii

Dos uropatégenos, a producao e formacdo de biofilme por P. mirabilis é
clinicamente conhecida e preocupante, uma vez que o mesmo pode formar-se sobre
materiais como silicone, latex, vidro e poliestireno, podendo formar biofilmes
cristalinosinvitro em até 6 horas pds-inoculacéo (Armbruster; Mobley; Pearson, 2018)
e padroes de biofilme diferentes de acordo com a fonte de isolamento, sendo
majoritariamente fortes e muito fortes em isolados humanos e de frango, mas fraco ou
moderado em isolados de carn es bovinas e suinas (Oliveira et al., 2021; Sanches et
al., 2021).

Tem sido demonstrado que a formacgao do biofilme e do biofilme cristalino de
P. mirabilis, € influenciada principalmente pela expressdo de urease, fimbrias,
catalase, pelo sistema Rcs do tipo fosforelay e pelo sistema de transporte de alta
afinidade de fosfato de alta afinidade Pst, pela producéo de capsulae polissacarideos
extracelular, lipopolissacarideos, pela expresséo de cinase polifosfato, chaperona de
RNA Hfqg, Glutamato-aménia-ligase adenilintransferase GInE, proteina reguladora
responsiva a leucina Lrp, nitrato-redutase NirB, bomba de efluxo Bcr, lipoproteina
putativa PMI1551, PMI1608, proteina de membrana putativa PMI2861 e proteina de
ligacdo ao DNA do tipo MuA PMI3402 (Armbruster; Mobley; Pearson, 2018).

Das fimbrias associadas a formacao do biofilme e sua arquitetura encontram-
se as fimbrias mannose-resistant Proteus-like (MR/P), ambient temperature fimbriae
(ATF), uroepithelial cell adhesin (UCA), P. mirabilis fimbriae (PMF) e fimbria 10, cuja
mutacdo nos genes mrpA, pmfA, ucaA, atfA e a subunidade fimbrial PMI2210,
responsaveis pela expressao da subunidade estrutural maior das respectivas fimbrias,
ocasionam alteracdo na arquitetura do biofilme, com formacédo de biofilmes menores
nas cepas mutantes de mrpA e atfA, mais espessos nas cepasmutantes de ucaA,
pmfA e PMI2210 quando comparados a cepa selvagem (Holling etal., 2014; Scavone
etal., 2016).

Além das fimbrias, White e colaboradores (2021) observaram que cepas néo
produtoras de catalase tiveram reducéo na producédo de SPE e, por consequéncia,
reducdo na biomassa do biofilme, embora o papel da catalase na patogenicidade

ainda ndo tenha sido experimentalmente determinado.



Existe evidéncia de que o sistema Rcs também exerce papel sobre a formacgéao
de biofilme.O regulator of colonic acid capsule synthesis (Rcs), ou reguladorde sintese
de capsulade acido colénico, € um sistema de transducdao de sinal do tipofosforelay
quecontrolaa diferenciacao de células swarmer, reprimindo o operon flhDCe ativando
o sistema de divisao celularminCDE responséavel. Em seu trabalho, Howery, Clemmer
& Rather (2016) observaram que cepas mutantes do gene rcsB, responsavel pela
expressao do reguladorde resposta RcsB, tiveram diminuicdo na formacao de biofilme
tanto em placas de poliestireno quanto em fragmentos de catéter de latex, tendo sido
argumentado que esse impacto se deva ao fato de RcsB regular genescomo minCDE
e speB (responsavel pelaexpressao da enzimaagmatinase que converte agmatinaem

putrescina e uréia), operon uca, pmfe mrp, afetando também a aderéncia bacteriana.

O sistema Pst é um sistema de transporte de fosfato inorganico composto pelos
genes pstS (proteina de ligacdo ao fosfato), pstC (permease de membrana
citoplasmatica), pstA (permease de membranacitoplasmatica), pstB (ATPase) e phoU
(proteina reguladora pho). Mutacdes no gene pstA e pstS induzidas por O’'May e
colaboradores (2009) resultaram em significativas reducao de biofilme in vitro quando

comparados ao tipo selvagem.

A parede celular,os lipopolissacarideos e os polimeros de capsulastambém
apresentam importancia na formacéo do biofilme, especialmente em decorréncia da
sua ligacéo a substratos no estagio | da formacéo do biofilme a qual € mediado por
forcas intermoleculares, interagcfes eletrostaticas e hidrofobicidade, sendo o potencial
Zeta e as cargas superficiais mais importantes para o processo de adesédo que a
hidrofobicidade (Czerwonka etal., 2016; Lila etal., 2023; Sauer etal., 2022).

De acordo com o trabalho de Czerwonka e colaboradores (2016), a formagéao
de biofilme por cepas de P. mirabilis foi maior naqueles com cargas superficiais mais
negativas como a cepa Prk61/57 sorotipo O17 com O-polissacarideocomposto de —4)-
B-D-GlcpA-(1—3)-a-D-GlcpNAc-(1—2)-B-D-Fucp3NHb4Ac-(1—-6)- a-D-Glcp3Ac-(1—
(Torzewska et al., 2006).

Em P. mirabilis,a capsulaesta principalmente associadaao crescimento invitro
de cristais de estruvita, sendo observado por Dumanski e colaboradores (1994) que a
adicdo desses polissacarideos de capsula purificados em urina artificial promove a
aceleracédodoprocesso de cristalizacao da estruvita, dessaforma afetandodiretamente

na producdo do biofilme cristalino. Essa aceleracdo pode ser explicada pela baixa



afinidade do polissacarideo purificadoao Mg?* e sua naturezaparcialmenteanionica,
possibilitandoaconcentracdo de ions de magnésio e posterior crescimentodos cristais

de estruvita.

MutacBes no gene pmrl, responsavel por codificar o UDP-acido glucurénico
descarboxilase que modifica a estrutura do LPS, resultaram na significativa reducao
da formacao in vitro de biofilme quando comparados a cepa selvagem (Jiang et al.,
2010).

Analises realizadas por lzquierdo e colaboradores (2002) demonstraramque
a mutacdo no gene waak, que codifica uma glicosiltransferase do cerne interno do
LPS, ocasionaram a reducéo do swarming e da habilidade in vitro de formacé&o do
biofilme, sendo sugerido que a reduc¢éo da formacao de biofilme por mutantes waak
se deva ao fendtipo swarming alterado bem como a diminuicdo da molhabilidade
(propriedade em que um liquido, geralmente agua, mantém-se em contato com uma
superficie solida) da superficie celular.

A polifosfato cinase, codificada pelo gene ppk, € uma das principais enzimas
envolvidas na sintese de polifosfato inorganico a partir do ATP, estando associada a
resisténcia ao estresse e a viruléncia em diversas bactérias. Através da mutacéo do
gene ppk, Peng e colaboradores (2015) demonstraram que cepas mutantes tiveram
resisténciareduzida ao estresse oxidativo, estresse hiperosmético e estresse térmico,
bem como a atenuacao do fen6tipo swarming e da formacéao de biofilme.Essesdados,
segundo os autores, podem ser explicados pela down-regulacdo de receptores
dependentes de TonB, proteina de estresse universal G, proteina fimbrial manose -
resistente Proteus-like maior, proteina de choque térmico, proteina flagelar capping,
proteinas putativas de membrana e proteinas de efluxo de multidrogas.

A proteina Hfg é umregulador pos-transcricional envolvido nariboregulacéode
genes através da ligacdo de sRNA com mRNA, sendo responsavel por processos
como resposta a estresse, homeostase de ferro e regulacdo de proteinas de
membrana externa. Como demonstrado por Wang e colaboradores (2014), a
chaperona Hfq é critica para o sucesso da colonizacéo da bexiga e rim em modelo
murino de ITU por P. mirabilis e cuja mutacdo afeta negativamente a habilidade de
detoxificacdo de H202, de resisténcia ao estresse osmético e crescimento em
temperaturas de 50 °C, bem como atenuacao da viruléncia com reducdo do nimero

de flagelos, menor expressdo de hemolisinas, menor tendéncia a formagédo de



biofilme, aderéncia e adesao a célula uroepiteliais.

Nos ensaios conduzidos por Holling e colaboradores (2014), a disrupc¢éo do
genes gInE, que codifica a glutamato-amonia-ligase adenililtransferase, bcr, que
codificaresisténcia a biciclomicina,do gene localizadono locus PMI3402 que codifica
uma proteina de ligacdo ao DNA do tipo MuA e o gene rsbA que codificauma cinase
sensorial do sistema de dois componentes ocasionaram 0 aumento da formacéo de
biofilme quando comparados a cepa selvagem, enquanto a disrup¢édo do gene gltS,
gue codifica uma proteina carreadora do simporte sédio/glutamato,geneslocalizados
nos locus PMI1551, uma lipoproteina putativa de funcéo desconhecida, PMI2861,
proteina putativa de membrana de funcéo desconhecida, o gene Irp, um regulador
leucina-responsiva, e 0 gene nirB, responsavel por codificar a subunidade maior da
nitrato redutase, tiveram reducao na capacidade de formacéo de biofilme.

Aindaque hajaconhecimento sobre quais genes mutados ocasionama reducao
ou aumentam a formacéao de biofilme, aindandao ha a completa elucidacao de como
esses genes se integram em um mecanismo molecular e seu papel na formacéo e
maturacdo do biofilme, também havendo pouquissima informacédo a respeito do
matrixoma de P. mirabilis (Gmiter; Kaca, 2022).

Em relacdo aos componentes da matriz extracelular, Zhang e colaboradores
(2009) identificaram, por meio de FTIR, os grupamentos funcionais dotipo carboxila,
hidroxila e grupamentos aminos na substancia polimérica extracelular extraida e
purificada a partir do biofilme produzido por uma cepa de P. mirabilis produtor de
floculante e cultivado em meio com glicose e peptona como fontes de carbono (Xia et
al., 2007).

Como observado por Jones e colaboradores (2007) que P. mirabilis cultivados
em meios ricos como caldo Luria-Bertani formam biofilmes com tipico formato de
cogumelo e contendo canais de nutrientes, enquanto biofilmes cultivados em urina
artificial formaram apena suma camada delgada em funcédo da baixa quantidade de

nutrientes.

Comparativamente a P. mirabilis, pouquissimo é conhecido sobre o biofilmede
M. morganii, sabendo-se apenas que os padrbes de formacdo de biofilme mais
frequentes sdo moderados, fracos, fortes e muitofortes, em ordem decrescente (Silva
et al., 2023).



2.3 NANOPARTICULAS DE PRATA

2.3.1 Nanoparticulas de prata

Nanoparticulas podem ser definidas como objetos com tamanho variando de 1
a 100 nm, sendo classificadas em diferentes categorias a dependerde sua morfologia,
tamanho e natureza quimica (Dhananjayan et al., 2019). Podem ser agrupadas em
nanoparticulas inorganicas que incluem as nanoparticulas metalicas, nanoparticulas
de o6xidos metalicos, nanoparticulas ceramicas; nanoparticulas organicas como
dendrimeros, lipossomas e micelas e nanoparticulas a base de carbono que incluem
fulerenos, grafenos, nanotubos de carbono, nanofibras de carbono e carbono negro
(Beyene etal., 2017; Dhananjayan et al., 2019; Zahoor et al., 2021).

No caso das nanoparticulas metalicas, podem formar-se &tomo por atomoa
partir da aglomeracao de atomos metalicos e estabilizados por ligantes, surfactantes,
polimeros ou dendrimeros (Dhananjayan etal., 2019). As nanoparticulas metalicas
mais conhecidas incluem as nanoparticulas de Cd, Al, Cu, Co, Au, Fe,Ag, ZnePbe
que, gracas a suas elevadas areas de superficie, podem adquirirnovas propriedades
fisico-quimicas, Opticas, magnéticas, cataliticas e antimicrobianas se comparados aos
atomos que as compdem ou ao seu material bruto em macroescala (Beyene etal.,
2017; Dhananjayan etal.,2019; Zahoor etal., 2021).

A prata (Ag) € ummetal de transicdo de namero atdémico 47, com densidadede
10,49 g/cm3 e massa atdmica de 107,8682 u, contendo 1 elétron em sua camada de
valéncia. Seus estados de oxidacdo sdo o +1, o mais estavel e podendo ser
encontrado na forma de AgNOs, +2, altamente oxidante e podendo ser encontrado
sob a forma de AgFz2e +3, extremamente oxidante e podendo ser encontrado sob a

forma de KAgFa.

Os ions de Ag* podem ser estabilizados biologicamente em nanoparticulas de
prata (AgNP) sob diversas espécies quimicas como Ag® Ag20 e AgCl (Archana;
Sharma; Srivastava, 2020; Beyeneet al., 2017; Dhananjayan et al., 2019; Trinh;
Nguyen; Nguyen, 2015).

As AgNP sdo uma das nanoparticulas mais extensivamente estudadas,
exibindo propriedades antivirais, antifingicas, antibacterianas, antitumorais, pticas,
elétricas e térmicas que possibilita sua aplicacdo em dispositivos médicos, sensores

opticos, cosmeticos, produtos farmacéuticos e produtos da industria alimenticia



(Beyene etal., 2017; Dhananjayan etal., 2019).

2.3.2 Métodos bioldgicos de sintese

A obtencdode nanomateriaiscomo as AgNP pode ser efetuadaatravés de duas
abordagens: o bottom-up e top-down. A abordagem bottom-up consiste na
aglomeracdo de diversos atomos de um determinado metal, no caso de
nanoparticulas metalicas, unidos por moléculas estabilizantes. A abordagem top-
down, por outro lado, consiste na utilizacdo de energia para reduzir materiais

macroscépicos em nanomateriais (Lee; Jun, 2019).

Os principais métodos de obtencdo dos nanomateriais envolve os métodos
fisicos, como a evaporacdo-condensacao e ablacéo a laser, os métodos quimicos,
como a reduc¢do quimica - a abordagem mais utilizada -, técnicas de microemulséo e
sintese assistida por microondas, e os métodos biolégicos como a sintese microbiana
e utilizando extratos vegetais (Beyene etal.,2017).

A sintese bioldgica (sintese verde ou sintese quimica verde) de nanoparticulas
metalicas utilizaentidades biolégicas como microrganismos e extratos de plantas para
reduzir e estabilizar sais precursores de metais em nanoparticulas, sendo um método
mais conveniente de produg¢do comparada a sintese quimica e fisica em razéo da
simplicidade, rapidez, baixa pegada de carbono, e sobretudo a néo utilizacéo e
producado de substancias toxicas e ecologicamente agressivas (Beyene etal., 2017;
Lee; Jun, 2019; Zahoor etal., 2021).

A sintese utilizando a abordagem bottom-up de nanoparticulas metéalicas se
iniciapelaadi¢cdo deumsal precursorcontendo o metal de interesse (figura 3). No caso
das AgNP, o sal precursor mais utilizado é o nitrato de prata (AgNO3s), embora também
sendo possivel a utilizacdo do sulfeto de prata Ag2S e Ag20 (Singh etal., 2015). Apds
suaadicdo em umdeterminado solvente, o sal precursor libera o0 metal sob suaforma
ibnica,o Ag*, que sofre processo de reducdono solvente, sendo reduzidoa suaforma
zero-valente Ag°®. Apdés sua reducdo, ocorre a nucleagdo e a aglomeracdo em
agrupamentos oligoméricos que formam a prata coloidal (Singh etal., 2015; Lee; Jun,
2019). Os parametros de nucleacdo e crescimento podem ser controlados por
variaveis como temperatura, pH, concentracdo do extrato e de sal precursor, tipo de
precursor, tipos de agentes redutores e estabilizantes e a razdao molar entre

surfactante/estabilizante e o sal precursor (Lee; Jun, 2019).



Figura 3 — Abordagem top-down e bottom-up para a sintese de nanoparticulas

de prata.
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A sintese bacteriogénica, bacteriologica, assistida ou mediada por bactérias, de
AgNP pode ser realizada atraves de sinteses extracelulares, sinteses intracelulares e

sinteses utilizando componentes bacteriogénicos (Singh et al., 2015).

Na sintese extracelular, os ion Ag* sdo reduzidos a Ag® e se acumulam
extracelularmente, podendo ser recuperados via centrifugacédo, razao peloqual é um
método mais vantajoso comparado a sintese intracelularque exige métodos de
sonicacdo e de lise celular para a recuperacdo de AgNP citoplasméaticas ou
periplasmaticas (Singh et al.,, 2015). A sintese extracelular pode ser realizada
utilizando a biomassa bacteriana ou o sobrenadante bacteriano onde biomoléculas
como acgucares, aminoacidos (em especial arginina, aspartato, cisteina, glutamato,
lisina e metionina), peptideos contendo pontes dissulfeto, proteinas e enzimas
auxiliamno processo de reducédo dos ions de prata a AgNP (Singh etal., 2015; Javaid

et al., 2017; Mabey et al., 2018; Mikhailova, 2020).

No caso das proteinas associadas a superficie, a interacéo eletrostatica entre

seus grupamentos carboxilicos e os ions Ag* levam ao aprisionamento da prata sobre



a superficie celular e seu posterior acimulo (Javaid etal., 2017; Mikhailova, 2020;
Singh etal., 2015).

A teoria mais apoiada por pesquisadores em relacéo a identificacdo de quais
sdo as principais biomoléculas na producao extracelular de AgNP € a da nitrato
redutase NAD(P)H-dependente que atua como uma catapulta de elétrons,
transferindo elétrons do nitrato para o ion Ag* (Javaid et al., 2017; Mabey et al., 2018;
Mikhailova, 2020 Singh etal., 2015).

O mecanismode reducao vianitrato redutase envolve a doagéo de dois elétrons
NAD(P)H para o sitio ativo da enzima contendo molibdénio por meio deagrupamentos
ferro-enxofre. Subsequentemente, o nitrato se liga covalentemente aomolibdénio e
sofre reducéo ao nitrito (Mabey et al., 2018). Na presenca do ion Ag*, NAD(P)H e/ou
NADH séo oxidados a NADP+e NAD+, reduzindo o Ag*a Ag® a qual posteriormente
€ secretado pela célula (Javaid et al., 2017; Mabey et al., 2018; Singhet al., 2015).

Embora seja uma teoria elegante, Hietzschold e colaboradores (2019)
demonstraram que o NADPH sozinho tem potencial redutor o suficiente para reduzir
Ag+ e produzirAgNP, sendoque,narealidade, a propria presenca da nitrato redutase
gera um decréscimo na cinética de reducdo e o aumento no diametro das

nanoparticulas quando comparadas a sintese utilizando somente o NADPH.

Além do uso da biomassa, outro método extracelular utilizado para a
biossintese € o uso do sobrenadante bacteriano, geralmente de cultivos de 24 -48 h,
podendo ser sobrenadante centrifugado e/ou filtrado (Singh et al., 2015). Nesse
método, acucares, peptideos, metabdlitos priméarios, secundarios e subprodutos em
geral podem reduzir Ag* se possuirem potencial redutor o suficiente. Em pH alcalino,
por exemplo, anéis de monossacarideos séo cataliticamente abertos, formando
aldeidos de cadeia aberta que reduzem Ag*a Ag°. Também em condic¢ées alcalinas,
a tirosina pode ser convertida & semiquinona apos a ionizagdo de seu grupamento
fenol e o triptofano é convertido em radical triptofila, ambos Ag*a Ag° (Singh et al.,
2015).

Na sintese intracelular, sais de prata sédo acrescidos a uma cultura em
crescimento. Os sais sdo reduzidos no citoplasma ou periplasma, acumulando-se
dentro das células, 0 que torna necessario técnicas de ultrasonicacao, autoclavacéo

ou uso de detergentes para lise e recuperagédo das AgNP (Singh etal., 2015).

Notadamente, as bactérias mais empregadas para a sintese intracelular de



AgNP sédo as resistentes a prata. Isso decorre da presenca de maquinariaenzimatica
para sequestro e detoxificacdo do ion Ag* sob a forma reduzida Ag®. Um dos operons
responsaveis pela resisténciaa prata e por sua sintese intracelular é o operon sil. O
gene silE codifica um proteina periplasmética de ligacdoa prata que contém sitio de
histidina a qual Ag* e liga, sendo ativamente captado. Os ions captados sé&o
posteriormente acumulados, podendo complexar-se a proteinas, em especial
metaloproteinas ricas em residuos de cisteina e biomoléculas com grupamentos tiol,
ou serem reduzidos por nitrato redutases, nitrogenases, hidrogenases, amilases,
lacases, peroxidases, lisozimas, glutationas, tioredoxinas cuja localizacdo
citoplasmatica ou periplasméatica determina a localizacdo da deposicdo das AgNP
(Durén et al., 2015; Mabey et al., 2018; Singh et al., 2015). Até mesmo proteinas
desnaturadas, com grupamentos S-S e S-H expostos sado capazes de reduzir Ag*a
AgP e formar AgNP (Duran etal., 2015) (figura 4)

Figura 4 — Possivel mecanismo de sintese de AQNP por métodos bacteriogénicos. Os
ions Ag* sao reduzidos por a) aminoacidos, aclcares e peptideos, b) pela acao
catalitica em enzimas na superficie ou c) pela interagdo com grupamentos
carboxilicos de proteinas superficiais, sendo convertido a Ag°que pode se aglomerar
e d) depositar extracelularmente; Os ions Ag* podem ser e) internalizados para o
periplasma, sendo reduzidos a Ag° pela f) atividade catalitica de enzimas ou pela g)
interacdo com aminoacidos, aclcares e peptideos, podendo se aglomerar e h) serem
depositados no periplasma; os ions Ag* podem ser i) internalizados para o citosol,
sendo j) reduzidos por enzimas citosolicas ou ligadas a superficie interna da
membrana citoplasmatica ou k) reduzidos a Ag®pela interacdo com macromoléculas.

Os ions Ag® podem se aglomerar e |) se depositar citoplasmaticamente.
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2.3.3 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

As AgNP sdo conhecidas por possuirem um amplo espectro de acado
antibacteriana, possuindo atividade contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas
e micobactérias (Bondarenko et al., 2018; Duran et al., 2016; Islam et al., 2013;
Quinteroet al., 2018; Radziget al., 2013; Ramalingametal., 2016; Seong;Lee, 2017;
Yin etal.,2020; Zahooretal., 2021).

Utilizando AgNP estabilizadas por citrato, Liu e Hart (2010) demonstram queo
processo de dissolu¢do oxidativa, i.e.,a liberacdo de ions Ag™, requer tanto tensbesde
02 quanto H* dissolvidos, resultando em peroxidos intermediarios (H202) que
rapidamente reagem com AgO0, oxidando-o0s a Ag+ na seguinte reacao:

0, +H*+Ag® — Ag* + intermediarios de per6xido — Ag* + H,0

Futuramente ao trabalho de Liu e Hart (2010), Molleman e Hiemstra (2015)
observaram que conforme as AgNP reagem com o O2, ocorre a formagdo de uma

camada de =Ag30 subvalente, posteriormente removido pela acdo da dissolucao



oxidativa, gerando simultaneamente espécies reativas de oxigénio (EROs).
= Ag;0H® + 10, + 3H*(aq) — = Ags0° + 3Ag* (aq) + 2H,0 + O

O radical O« gerado cria um processo circularde dissolucdo da camada de
=Ag30, liberada sob a forma de Ag*t, expondo as camadas mais intemas de Ag0 que

reagem com radicais O°, gerando um octaedro de Ag6O0 subvalente que atua

protegendo as AgNP de futuras oxidacoes.

Ag® + 0" © = Agg0° + 34g* (aq) + 2H,0 + O

A formacéo de outras espécies reativas de oxigénio pode ocorrer se, conforme
aliberacdode Ag*, 0 O" ndoreaja instantaneamente comAg°nointeriordasAgNP, mas

sim entre si, gerando espécies reativas como OH« e H202 (Molleman; Hiemstra, 2015).

Molleman e Hiemstra (2017) analisaramo papel do tempo, pH e tamanho na
dissolucdo oxidativa das AgNP, tendo observado que AgNP menores liberam
proporcionalmente mais ions Ag+ em funcdo da estabilidade superficial, também
tendo observando que a dissolucdo oxidativa também pode ser aumentada por
ligantes fortes como moléculas com grupamentos Cl-, N- e S-, que podem substituir
grupamentos -OH quando ligarem-se a superficie das AgNP, alterando sua
estabilidade e potencialmente sua estrutura. Por outro lado, ligantes com baixa
atividade como aqueles contendo-COOH, podem ligar-se a superficie das AQNP, mas
nao altera-la.

Ao final do experimento, Molleman e Hiemstra (2017) desenvolveram um
modelo cinético de Langmuir na qual a taxa de liberacdo de Ag+ € governada pelo
oxigénio molecularadsorvido pela superficie e a qual pode ser ativado através de ions

H+, razdo pelo qual ha menorliberacdo de Ag+em pH alcalino.

Embora o mecanismo antibacteriano das AgNP néo tenha sido completamente
elucidado, suaacao € atualmente e principalmente atribuida aos ionsAg+, liberados a
partir da dissoluc¢éo oxidativa (Dong; Sun, 2019; Liu; Hart, 2010; Molleman; Hiemstra,
2015; Molleman; Hiemstra, 2017). A literatura evidencia que o mecanismo de acao
das AgNP tem como principais alvos a disrupgcao da parede celular e membrana
citoplasmatica, desnaturacdo de biomoléculas, interrupcdo da producdo de ATP,
inativacdo da cadeia transportadora de elétrons e perfuragdo fisicada membrana
(Dong; Sun, 2019; Singh etal., 2015;Yin etal., 2020).



Ramalingam e colaboradores (2016), utilizando microscopia de forca atdbmica,
observaram alteracdes ultraestruturais e das propriedades nanomecéanicas da
superficie de E. coli and P. aeruginosa, com desordem da membrana citoplasméatica
com oxidagdo de 4cidos graxos, proteinas e carboidratos demonstradapor técnica de
infravermelho por transformada de Fourier.

Buscando compreender os efeitos da exposicdo de AgNP sobre a membrana
externa e internade S. enterica serotype typhimurium,SeongeLee (2017)observaram
alteracdo da permeabilidade da membrana citoplasma em uma resposta dose-
dependente, enquanto a permeabilidade da membrana externa néo foi alteradapela
exposicdo a AgNP, dados corroborados por Bondarenko e colaboradores (2018) que
também observaram que a membrana plasmatica foi o principal alvo das AgNP
também n&o observando efeito sobre a membrana externa de E. coli e P. aeruginosa.

Uma explicacao para esse fendmeno pode se dar pelaimportacao de ions Ag+
por porinas, principalmente OmpF e OmpC, visto que podem translocar cations.
Utilizando cepas de E. coli, Radzig e colaboradores (2013) observaram que cepas
mutantes de porinas OmpF e OmpC eram de 4-8 vezes mais resistentes a AgNP

comparadas as cepas selvagens.

Dessa forma, € hipotetizado que os ions liberados pelas AQNP penetram pelas
porinas, interagindo inespecificamente com enzimas contendo grupamento sulfidrila
localizadas na membrana, inibindo arespiracéo celulare despolarizandoa membrana

citoplasmatica, como evidenciado pela liberacdo de K* (Bondarenko et al.,2018).

A acao de ions Ag*sobre E. coli ja foram analisadas por Holte Bard (2005)que
observaram alteracdo da permeabilidade da membrana e diminuic¢éo da forga préton-
motiva. Em funcédo do colapso da forca proton-motiva, os autores observaramum
efeito de desacoplamento da respiracdo da sintese de ATP, isto €, a respiracao se
tornou independente dasintese de ATP e ndo sendo determinada pela disponibilidade
de ADP, agindo apenas nafuncéo de restaurar o gradiente eletroquimico. Os autores
também argumentam que pela improbabilidade da razdo dodesacoplamento ser em
funcéo dainteracdo com as por¢cdes hidrofébicas da membrana, e sim pelainteracao
com proteinas de transporte e respiratorias, como futuramente corroborado por

Bondarenko e colaboradores (2018).



Em fato, utilizando a reducéo de ferricianeto e espectroscopia de Raman
amplificada por superficie, Holt e Bard (2005) observaram que os ions Ag*, além de
dificultarem a passagem de elétrons do complexo | para as moléculas de ferricianeto,
também observaram sua interacdo com grupamentos flavinas, corroborando a acéo
de Ag* sobre o complexo I.

A acdo oligodinamica do Ag* também pode ser explicada pela sua ligacéo a
enzimasde baixo potencial,o queresulta na produ¢ao macica de EROs em razéo da
néao transferéncia de elétrons para a oxidase terminal, resultando na producéo de Oz
e *OH (Holt; Bard, 2005).

Embora seja considerado um dos mecanismos de acdo das AgNP, o
mecanismo de morte causado pelas EROs néo esta totalmente elucidado. Ainda que
as células possuam mecanismos de detoxificacdo de EROs, o desbalanco entre as
EROs e os sistemas antioxidantes ocasiona o fenédmeno denominado de estresse
oxidativo onde hasubsequente acimulode EROs como Oz, H202 e *OH e a oxidacéo
de biomoléculas como proteinas, lipideos e acidos nucleicos.

No caso das proteinas, a oxidacdo de grupamentos tidis e a formacao de
grupamentos carbonila podem alterar conformacional e funcionalmente enzimas e
proteinas (Seixas et al., 2021). As proteinas mais suscetiveis incluem aquelas
contendo residuos de cisteinas e metionina. A cisteina, por ser altamente nucleofilica
(em razéo de seu grupamento -SH), pode reagir com Oz e *OH, produzindo radicais
tiil (RSe¢) que, também reagindo com *OH, podem formar acidos sulfénicos, uma
espécie quimica altamente reativa capaz de formar ligag@es dissulfeto com residuos
de cisteina proximais ou irreversivelmente serem oxidados a acido sulfinico (-SO2H)
e acido sulfénico (-SO3H) (Ezraty et al., 2017). O 4&tomo de enxofre da metionina
também pode ser oxidado a sulféxido-metionina (Met-O), a qual pode ser
irreversivelmente oxidado a sulfona-metionina (Met-O2). Em ambos 0s casos, seja na
oxidacao da cisteina ou da metionina, a alteracdo redox desses aminoacidos pode
ocasionar alteragcdo tridimensional da proteina e da enzima, alterando sua funcao
biolégica (Ezraty et al., 2017).

A alteracdo conformacional gerada pela interacéo proteina-AgNP foi estudada
do ponto de vista proteémico por Wigginton e colaboradores (2010) que observaram

que a triptofanase (TNase), embora em baixa concentracdo citosolicaem E. coli,

possui alta afinidade pela AgNP independentemente de sua modificacdo



superficial. Nesse estudo, os autores sugerem que a diminuicdo da atividade
enzimatica,de 50 a >90%, da TNase pelas AgNP se deve peladistor¢cado da estrutura
tridimensional gerada pela ligacdo AgNP-proteina.

Alémdas proteinas, a oxidacao dos lipidios em peroxidos lipidicos, a qual afeta
principalmente &cidos graxos poliinsaturados, pode ocasionar alteracdo da
permeabilidade da membrana e sua fluidez, afetando proteinas de transporte,
sistemas de sinalizacdo e a homeostase celular (Seixas et al., 2021). Em células
procarioticas, entretanto, a vasta maioria dos lipideos é composto de acidos graxos
saturados e monoinsaturados, portanto, sendo menos propensos a peroxidacao

lipidica como observada em eucariotos (Imlay, 2013).

Embora as EROs O2- e H202 nao danifiguem diretamente o DNA, sua ac¢ao
mutagénica provém principalmente da Reagéo de Fenton, um uma reagédo quimica
mediada por ions Fe2+ em associacdo com o H202 que ocasiona a formacéo de
Fe3+, HO- e *OH. Quando *OH é produzido proximo ao DNA, sua interacdo pode
danificar tanto as bases nitrogenadas quanto grupamentos desoxirriboses,
ocasionando mutacdo e quebra da fita dupla (Fasnacht, Polacek, 2021). A
sensibilidade dos &cidos nucleicos as EROs decorrem da reatividade dos atomos de
nitrogénio e oxigénio. Das quatro bases nitrogenadas, a mais propensa a oxidacéo é
a guaninadado seu menor potencial de reduc¢éo, podendo ser oxidada a 8-0x0-7,8-
dihidroguanosina (8-0xo0-G) (Fasnacht; Polacek, 2021; Seixas etal., 2021).

Como observado por Quinteros e colaboradores (2018), a incubacéo de cepas
de E. coli e S. aureus na presencade AgNP pode ocasionaro aumentode marcadores
de estresse  oxidatvo como o malondialdeido (MDA) e de 8-hidroxi-?'-
deoxiguanosina (8-OHdG), sendo este ultimo também um marcador de estresse de
guaninae, portanto, DNA. Os mesmos autores também observaram que, através do
agente quelante de superoéxido 2,2-bipiridil (BIP) e da enzima catalase (CAT), os

principais agentes responsaveis pela peroxidacao lipidica séo os radicais O2" e *OH.

Além dos acidos desoxirribonucleicos, as EROs também exibem atividade
oxidante sobre os acidos ribonucléicos, dos quais tendem a ser mais sensiveis ao
estresse oxidativo que o DNA (Fasnacht; Polacek, 2021). A sensibilidade do RNA as
EROs se deve ndo apenas por sua concentracédo exceder em porcentagemhomeérica
ao DNA, mas também por ser de fita simples, logo tendo bases mais expostas, menor

associacao a proteinas e a falta de mecanismos de reparo (Seixas etal., 2021).



Além do supracitado 8-0x0-G, o0 *OH gerado pelas reacdes de Fenton oxidao
RNA retirando o hidrogénio de ligacdes C-H, gerando adutos como 8-0xo-7,8-
dihidroadenosina (8-0xo0-A), 5-hidroxiuridina (5-HO-U) e 5-hidrocitosina (5-HO-C)
(Seixas et al., 2021). Por ter umtempo de meia-vida rapido, os efeitos da oxidag¢éo do
RNA sobre a homeostase celular é negligenciado, embora sua oxidacdo possa levar
a defeitos na montagem de ribossomos, a incorporacao incorreto de aminoacidos,
erros em processos de acilacdo de aminoacidos e alteracdo de sitios de
reconhecimento (Fasnacht; Polacek, 2021; Seixas etal., 2021).

Mesmo RNAs altamente estruturados como rRNA e tRNA podem sofrer
oxidacao pelas EROs.

A oxidacéo de bases nitrogenadas de mRNA, por exemplo, podem alterar o
processo de traducdo do mRNA na adocao de conformacédo ativa da subunidade
menor do ribossomo durante o processo de leitura dos codons (Fasnacht; Polacek,
2021). A etapa mais afetada pela oxidacdo do mRNA é a elongacdo uma vez que
MRNAs oxidadostendem a aumentar o numero de ribossomos paralisados (Seixas et
al., 2021).

No caso dos rRNA, embora alguns autores argumentam que, embora seja
oxidavel, sua oxidacdo enquanto dentro do ribossomo nao necessariamente interfere
na atividade de sintese proteica, podendo, na realidade, acelerar as taxas in vitro de
traducao (Fasnacht; Polacek, 2021), outros argumentam que oxidacdes em residuos
especificos da subunidade 23S podem afetar desde o processo de formacédo das

ligacOes peptidicas a ligacdo do tRNA ao ribossomo (Seixas etal., 2021).

A oxidacdo do tRNA também ocasiona profundas alteracGes estruturais e,
portanto, na traducdo, mais especificamente nos processos de decodificacdo do
coédon e na aminoacilacdo (Fasnacht; Polacek, 2021; Seixas etal.,2021).

Globalmente, a morte oxidativa ocasionada pela AgQNP nao provém apenasda
producado de EROs e seus respectivos subprodutos oxidados, mas narealidade esta
associada a alterac6es morfofisioldgicas e, sobretudo, respostas SOS que induzema
morte programada.

A morte celularprogramada, por definicdo, refere-se a processo geneticamente
codificados que levam ao su icidio celular. Ap6s ser danificada, a célulabacteriana
respondera aos danos induzindo sistemas toxina-antitoxina, como o sistema MazFE,

e mecanismos de reparo, como sistema SOS, queinduzemoestado um quiescéncia,



também denominada bacteriostase, que maximiza recursos na tentativa de
manutencéo e reparo dos danos. Nessa etapa, a atividade da holina CidAencontra-se
inibida pela antiholina LrgA. Se os danos forem irreparaveis, a atividade de CidA é
iniciada por mecanismos desconhecidos, levando a uma cascata sinalizadora que

ativa a hidrolases de peptideoglicano e nucleases como a BapE (Bayles, 2014).

As células bacterianas que sofrem morte programada podem sofrer a autélise,
com dissolucdo da membrana externa e liberacdo de conteddo citoplasmatico, e
processos de morte semelhantesa apoptose, com encolhimento celular,condensacdo
e fragmentacdo do DNA, despolarizacdo calcio-dependente da membrana
citoplasmatica e exposicdo extracelular de fosfatidilserina (Bayles, 2014). Autores
observaram que a delecdo da RecA é capaz de bloquear processos semelhantesa
apoptose, sugerindo que esses processos, portanto, estdo sob controledo sistema
SOS (Bayles, 2014).

Em seu trabalho, Kim e Lee (2021), buscando expandir informacdes sobre
processos de morte semelhantes a apoptose induzidos pelas AgNPs e o papel da
proteina dinF nesses mesmos processos, observaram aumento de marcadores de
estresse oxidativo como 8-OHdG e EROs como *OH e H202, com respectivo aumento
de enzimas antioxidantes como a catalase, mas a inativac¢ao funcional da glutationa
peroxidase (GPx) e diminuigdo da concentragdo de glutationa, o antioxidante de
menor peso molecularmais importante na célula, também responsavel por detoxificar
EROs. Concomitante ao aumento de 8-OHdG, os autores observaram que a
exposicdo a AgNP levou a fragmentacdo do DNA, todavia, células tratadas
previamente quelante de H20Oz2naotiveram esse fendmeno,sugerindo o papel do H202
na fragmentacdo do DNA. Os autores observaram que a filamentacéo celular, um
processo induzido pelo sistema SOS, também havia sido induzido pelo H 202
produzido pelas AgNP, além de terem observados classicas alteracfes fenotipicas do
processo de morte semelhante a apoptose como aumento da despolarizacao da
membrana citoplasmatica, externalizacdo de fosfatidilserina e ativacdo de proteinas

semelhantes a caspase.
Por fim, utilizando quelantes de OH, os autores observaram que a morte
semelhante a apoptose néo €, portanto, induzidapor *OH, mas sim o H202, cuja dano

severo ao DNA induzrespostas SOS quelevam a ativacao da proteina RecA quese

altera conformacionalmente, iniciando o processo de apoptose.



3. MATERIAIS E METODOS
3.1BIOSSINTESE DE NANOPARTICULAS DE PRATA

As nanoparticulas de prata (AgNP) foram preparadas a partir do sobrenadante
livre de células de Escherichia coli ATCC® 25922, acrescido de uma solucédo de
AgNO:s.

3.2 CARACTERIZACAO DAS AgNP
3.2.1 ESPECTROSCOPIA NO ULTRAVIOLETA-VISIVEL

A dispersédo de AgNP obtida, o sobrenadante filtrado e a solu¢do de AgNOs
foram analisadosemEspectrometro UV-Vis 2600 (Shimadzu)nafaixa de ondade 200
a 600 nm no Laboratoério de Espectroscopia da Central Multiusuéria de Laboratérios
de Pesquisa da PROPPG/UEL.

3.2.2 ESPALHAMENTO DINAMICO E ELETROFORETICO DA LUZ

Tamanho (em nm) e potencial Zeta (em kV) foram determinados através de
Litesizer 500 (ANTON PAAR) utilizando a metodologia de espalhamento dinadmico da
luz (EDL) e dispersao eletroforética da luz (EEL) no Laboratério Multiusuario do

Campus Londrina da Universidade Tecnoldgica Federla do Parana.

3.2.3 DIFRACAO DE RAIOS-X

Para determinar a presenca de elemento prata e o tamanho do cristalino,
amostras da suspensao liofilizada de AQNP foram submetidas a Difracdo de Raios X
(XRD) realizadas no Laboratério de Difracdo de Raios X do LARX (Laboratério
Multiusuario da Pr6 Reitoria de Pesquisa e Po6s Graduacdo) da UEL, em um
difratdmetro da marca PANalytical modelo X'Pert PRO MPD, com radiagdo CuKa,
utilizando a técnica conhecida como 8-268, com tensédo e corrente de 40 KV e 30 mA,
respectivamente, intervalo de varredura 20 de 5 a 80 ° com passo angularde 0,0394
° e tempo de contagem por ponto foi de 89,0 s.

Para poder desprezar possiveis orientacdes preferenciais no processo de



preparacdo das amostras e homogeneizar a medida na superficie das amostras, 0
liofilizado foi girada ciclicamente.

Tamanho do analito de AgNP foi obtidao através da equacao de Scherrer com
andlise de padréo de Sipara correcdo de potencial influénciada parte instrumental no

tamanho do cristalito e microdeformacao da amostra.

3.3CEPAS BACTERIANAS

Foram utilizadas as cepas produtoras de urease Proteus mirabilisATCC® 7002
e Morganella morganii ATCC® 8019 gentilmente cedidas pelo Laboratério de
Bacteriologia, do Departamento de Microbiologia, do Centro de Ciéncias Bioldgicas,
da Universidade Estadual de Londrina (LABAC-UEL).

3.4 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA
3.4.1 ENSAIO DE MICRODILUICAO EM CALDO

Atividade antibacteriana foi determinada através do método de microdiluicéo
em caldo descrito por Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2018),
utilizando placas de microtitulacdo de 96 pocos e concentragcdes finais de 250, 125,
62.5, 31.25, 15.625 e 7.8125 pmol-t em volume final de 100 pL. A concentracdo
inibitéria minima (CIM) foi determinada visualmente, sendo definida como sendo a
menor concentracdo capaz de inibir totalmente o crescimento microbiano. A
concentragdo bactericida minima (CBM) foi determinada adicionando aliquotas 10uL
do conteido de pogos em agar Mueller-Hinton (AMH, Kasvi®) e incubando a placa por
24 h a 37 °C. A CBM foi acatada pelo n&o crescimento de colbnias, sendo definida

como a menor concentracdo capaz de reduzir 99,9% do inoculo final (NCCLS, 1999).

3.5 ATIVIDADE ANTIBIOFILME
351 INIBIQAO DO CRESCIMENTO EM BIOFILME

A inibicdo do crescimento bacteriano em biofilme foi realizada adicionando 200
uL de inéculo bacteriano a 5x10° UFC/mL diluido em caldo Mueller-Hinton contendo,
ou ndo, AgNP a 4x CIM, 2x CIM e CIM, em sextuplicata, em placas de poliestireno de
96 pocos. Placas foram cultivadas overnighta 37 °C.

A diminuicdo da biomassa do biofilme foi quantificado através da metodologia



descrita por Kwiecinska-Pirdg etal. (2014) utilizando solucéo de cristal violeta a 0,1%
e a diminuicdo da viabilidade celular das células aderidas foi quantificada através de
reducao de sal tetrazolio MTT  (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-brometo
dedifeniltetraz6lio), ambos com leitura da densidade Optica (DO) em

espectrofotdbmetrocom comprimento de onda em 570 nm.

A taxa de inibic&o de biofilme pelas AgNP foi quantificada através das seguintes
formulas:

Ensaio colorimétrico com soluc¢ao de cristal violeta a 0,1%

~ . DO tra—DO trol ti
Reducao de biomassa (%) =100 — ( qrosTa T corToe 1egtT™ )

DO controle positivo—DO controle negativo

Ensaio colorimétrico comreducédo de MTT

Reducao de viabilidade celular (%) =100 — (——22.mostra=bo controle negative

DO controle positivo—DO controle negativo

3.6 ATIVIDADE ANTIUREOLITICA
3.6.1 INIBICAO DE ATIVIDADE UREOLITICA

A inibicdo de atividade ureolitica pela exposicdo das cepas as AgNP sera
realizada em placas de poliestireno de 96 pogos com volume final de 100 uL e
utilizando urina artificial (U.A.; cloreto de calcio (0,049% m/v), cloreto de magnésio
hexahidratado (0,065% m/v), cloreto de sddio (0,46% m/v), di-sulfato de sédio (0,23%
m/v), citrato de trissédio di-hidratado (0,065% m/v), oxalato de di-sédio (0,002% m/v),
fosfato de potassio di-hidrogenado (0,28% m/v), cloreto de potassio (0,16% m/v),
cloreto de amoénio (0,1% m/v), ureia (2,5% m/v), caldo de soja triptona (0,1% m/),
gelatina (0,5% m/v)). Primeiramente, o inéculo bacteriano crescido em agar Mueller-
Hinton sera ajustado para 0,5 na Escala McFarland (1,5 x 108 UFC/mL) em solucéo
salina 0,9%. Inéculo foi diluido para 106 UFC/mL em urina artificial e 50 yL do in6culo
ajustado sera transferido para 50 pL de caldo urina contendo diferentes concentragdes
de AgNP (4x CIM, 2x CIM e CIM). A placade poliestireno foiincubada a 37 °C por 24
h.

Apés o periodo de incubacgao, uma aliquota de 5 pL foi submetido ao ensaio de

nitrofenol descrito por Weatherburn (1967) e a reducéo da atividade ureolitica sera



quantificada segundo a equacao:

Redugéo de atividade ureolitica (%) =100 — (———oamostra-D9 controle negative __y

DO controle positivo—DO controle negativo

3.7 BIOCOMPATIBILIDADE
3.7.1 HEMATOTOXICIDADE FRENTE A ERITROCITOS HUMANOS

A atividade hemolitica das AgNP foi determinada utilizando a metodologia
descrita por lzumi et al. (2012) com modificacdes. O sangue foi coletado a partir de
um doador humano saudavel e com consentimento voluntério utilizando tubos
heparinizados Vacutainer® (BD). Eritrécitos foram centrifugados a 5000 g por 5 min a
4 °C e foram utilizados para o preparo de uma suspensao a 6% (v/v) em 0,1 M de
salina tamponada com fosfato (pH 7,2). Foi adicionado 100 pL de 6% eritrOcitos
humanosa 100 pL de salinatamponada com fosfato contendo concentracdes finais
de AgNP a4x CIM, 2x CIM e CIM em placas de poliestirenode 96 pocos. Placas foram
incubadaspor3 h a 37 °C e o sobrenadante foi analisado em espectrofotometro em
comprimento de onda de 550 nm para avaliar a liberacdo de hemoglobina.

O Controle positivo (100% de atividade hemolitica) foi construido
utilizando solucdo de Triton X-100 a 1% e controle negativo (0% de atividade
hemolitica) foi construido adicionando 100 pL de PBS a 100 pL de disperséao.

A taxa hemolitica serd quantificada através da equacéo:

DO amostra—DO controle negativo

Taxa hemolitica (%) :( ) * 100

DO controle positivo—DO controle negativo

O ensaiode hemolise foi realizado sob aprovacéo do Comité de Etica Humana
da Universidade Estadual de Londrina (CAAE 47661115.0.0000.5231, N° 1.268.019).
4. RESULTADOS

Apés o periodo padronizado para sintese, a dispersdo de AgNP obtida
apresentou coloragdo acastanhada, indicando a reducéo dos sais de AgNOszem Ag°
(imagem 1).

Imagem 1 - Imagem da dispersao de AgNP obtida.



Fonte: o préprio autor

A andlise por UV-Vis da solucdo de AgNO3 demonstrou picos de
absorbancia proximos a 211 nm; a solugédo do extrato demonstrou pico em 200 nm
seguidode quedae a dispersao de AgNP indicou um platd de 200 a 288 nm com

subsequente queda (figura 5).

Figura 5 — Espectros de absorbancia ultravioleta-visivel das solu¢des de extrato (em
azul),de AgNO3 (em laranja) e da dispersdo de AgNP (em verde).
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Fonte: o préprio autor



A ausénciadaformacéo de precipitado também indica a estabilidade coloidal,
corroborada pelatécnicade EEL que demonstrou um potencial Zeta médio de -36,4+2
mV (figura 6). Particulas com potencial entre £0-10 mV, +10-20 mV, £20-30mV e
>+30 mV podem ser consideradas altamente instaveis, razoavelmente instavel,
moderadamente estavel e altamente estavel (Bhattacharjee, 2016). Utilizando esses

critérios, as AgNP produzidas podem ser classificadas como altamente estavel.

Figura 6. Distribuicdo do potencial Zeta das AgNP obtidas.

Distribuicdo do potencial zeta

Frequéncia relativa [%)

1
-200,0 -100,0 00 1000 2000
Distribui¢do de potencial zeta [mV]

MedicBes

indice Cor Pot. zeta médio [mV] Condutividade [mS/  Tensdo ajustada [V]
eletroforética cm]

Corridas processadas

[um*cm/vs]
1 336 -2,6217 0,126 200,0 200

2 e -384 -2,9908 0,127 200,0 100

3 -37,1 -2,8924 0,128 200,0 100

Fonte: o proprio autor

O tamanho em nanoescala foi evidenciado pela técnica de EDL,
demonstrando tamanho hidrodindmico médiode 88,3+6,4 nm(figura7). No quetange
a uniformidade dotamanho hidrodindmico das AgNP, o indice de polidispersidade, i.e,
indice querepresentaa distribuicdo dotamanho da populacdo dentro de uma amostra,
foi de 0,132+0,09. Amostras cuja valor excedem 0,7 (70%) s&o consideradas
polidispersas, portanto, as AgNP produzidas nesse trabalho podem ser classificadas
como monodispersas (Danaei etal.,2018).

Figura 7. Distribuicdo do tamanho hidrodinamico das AgNP obtidas.
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Fonte: o proprio autor

As anéalisesporDRX evidenciarama presencade 93,4% cloroargirita (AgCl;
codigo de referéncia 96-901-1667) e 6,6% de prata (Ag; codigo de referéncia 01-087-
0597) (figura 8). Em relacdo aos tamanhos,atraves da equacao de Scherrer observou -
se que o AgCI identificado apresentou tamanho de 16,3 nm, enquanto a Ag
identificada apresentou tamanho de 4,3 nm, ambos confirmando a natureza

nanocristalina da amostra e a presenca do elemento prata.

Figura 8. Difratograma da suspenséao de AgNP liofilizada.
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Fonte: o préprio autor



Nos ensaios de microdiluicdo em calda foi possivel determinara CIM e CBM
contra as cepas P. mirabilis ATCC 7002 e M. morganii ATCC 8019, bem como seus
respectivos indices CBM:CIM de 2 (tabela 2)

Tabela 2 - Concentracao inibitéria e bactericida minima das AgNP frente as cepas

testadas.
Cepa CIM CBM Indice CBM:CIM
abilis ATCC7002 62,5 uM 125 uM 2
‘ganii ATCC8019 62,5 UM 125 uM 2

Fonte: o proprio autor

Através dos ensaios de inibicdo de biofilme estatico de P. mirabilis, foi
possivel quantificar os valores brutos do biofilme tratado com concentracdes 4x CIM,
2x CIM, CIM e ndo tratado. Através do uso da solucéo de cristal violeta, a densidade
Optica obtida foi de 0,16283+0,03 (4x CIM), 0,17583+0,05 (2x CIM), 0,17683+0,065
(CIM), 2,01+0,22 (né&o tratado) e 0,14425+0,004 (controle negativo); através do uso
do sal tetrazdlio MTT, a densidade Optica obtida foi de 0,06516+0,004 (4x CIM),
0,066+0,002 (2x CIM), 0,074+0,002 (CIM), 0,8075+0,01 (n&o tratado) e 0,0535+0,004

(controle negativo) (figura 9).

Figura 9 — Valores absolutos da inibi¢cao de biofilme de P. mirabilis pelas AgNP obtida
através dacoloracéo por a) solucéo de cristal violeta e b) pela reducéo do sal tetrazolio
MTT.



mm 250uM m 250uM
2.0 I = 125uM 2.0 = 125uM
£ = 62,5uM £ = 62,5uM
€ 1.5- 3 € 1.5- B
E =3 Controle positivo E =3 Controle positivo
8 1.0 mm Controle negativo 8 1.0 B Controle negativo
0.5+ 0.5
O-O-W e 0.0-
IR SN D%
DARNPIE Qo"’ & DA S Qog &
o \00 o \"’o
& 0 S
& & N &
(N (N

Fonte: o préprio autor

Utilizando a formula descrita na se¢éo 3.4.2, foi possivel quantificar a taxa
de inibicao do biofilme estéatico através de ambas as DO obtidas. Para P. mirabilis, a
taxa de reducao da biomassa foi de 99,94% (4x CIM), 99,904% (2x CIM) e 99,903%
(CIM), enquantoataxa de reducdoda viabilidade celulardo biofilme foi de 100% para

todas as concentracoes testadas (figura 10).

Figura 10 — a) Taxa de reducédo da biomassa do biofilme estatico de P. mirabilis pelas

AgNP e b) taxa de reducéo da viabilidade celular do biofilme estatico de P. mirabilis

pelas AgNP.
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Fonte: o préprio autor



Para M. morganii, a densidade Optica obtida foi de 0,136+0,003 (4x CIM),
0,1483+0,017 (2x CIM), 0,1662+0,02 (CIM), 0,6514+0,08 (nédo tratado) e
0,14425+0,004 (controle negativo); através do usodo sal tetrazolio MTT, a densidade
Optica obtida foi de 0,07175+0,002 (4x CIM), 0,07375+0,003 (2x CIM), 0,0773+0,002
(CIM), 0,5782+0,02 (n&o-tratado) e 0,0535+0,004 (controle negativo) (figura 11).

Figura 11 — Valores absolutos da inibicdo de biofilme pelas AgNP obtida através da

coloracéo por a) solucéo de cristal violeta e b) pela reducéo do sal tetrazélio MTT.
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Para M. morganii,a taxa de reducéo da biomassa foi de 99,984%( 4x CIM),
99,987% (2x CIM) e 99,969% (CIM). A taxa de reducao da viabilidade celular foi de

100% para todas as concentracfes testadas (figura 12).

Figura 12 —a) Taxa de reducédo da biomassa do biofilme estatico de M. morganii pelas
AgNP e b) taxa de reducao da viabilidade celular do biofilme estatico de M. morganii
pelas AgNP.
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Foi observadoumareducao de 99,83% (4x CIM), 99,79% (2x CIM) e 99,69%
(1x CIM) para P. mirabilis (figura 13a) e 99,45% (4x CIM), 99,35% (2x CIM) e 99,26%
(CIM) para M. morganii (figura 13b). Emboratenhaocorrido adiminuigdo naDO quando
comparado ao controle negativo, essa diminuicdo ndo foi substancial o suficiente para

impedirque o caldo urina se alcalinizasse e ocorresse a precipitacéo de sais.

Figura 13 — a) taxa da reducédo da atividade ureolitica pelas de P. mirabilis pelas

AgNP e b) taxa da reducéo da atividade ureolitica de M. morganii pelas AgNP.
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A toxicidade das AgNP frente aos eritrocitos humanos foi avaliada através
de sua taxa hemolitica. A maior concentracdo hemolitica foi de 250uM, de
aproximadamente 11%, as concentragéesde 125uM e 62,5uM foram menores que 2%

comparadas ao controle positivo (Triton a 1%) (figura 14)

Figura 14 — a) Taxa hemolitica da AgNP em concentragBes de 250uM, 125uM e
62,5uM.

100 =
90—
80—
70=-
60 =
50—
40 =
30 =
20+
10—

.

I I I
250uM  125pM  62,5uM Triton 1%

Taxa hemolitica (%)

Fonte: o proprio autor

5. DISCUSSAO

Esse foi o primeiro trabalho descrito que faz uso do sobrenadante de E. coli
ATCC 25922 para a obtencéo de nanoparticulas de prata. A sintese bacteriogénica
de AgNP utilizando E. coli ja foi relatada na literatura, especificamente através da
biomassa bacteriana (Muthukkumarasamy et al., 2012). Embora seja uma
metodologia eficaz, 0 uso da biomassa bacteriana esta associado ao risco de
potencial liberacdo de lipopolissacarideos e outras substancias imunogénicas
relacionadas a parede bacteriana ainda que o organismo utilizado nédo seja
necessariamente virulento, como a E. coli ATCC 25922, um microrganismo de nivel 1
de biosseguranca segundo especificacbes da American Type Culture Collection.

A presencade picos proximos a 300 nm(figura 1) pode ser atribuida a possivel
presenca de AgCI@NP, uma vez que AgCI@NP apresentam uma ressonancia
plasmonica de superficie (RPS) entre 250 e 290 nm (Bajrami et al., 2024). A presenca

de AgCl é comprovada através dos padrdes de difracdes obtidas pelo DRX (figura ).



A diferenca no tamanho de AgCI@NP obtida pelo EDL e pela equacéo de
Scherrer pode ser explicada pelas diferencas de medi¢cdes, uma vez que o EDL
analisaotamanhohidrodindmico de uma particula virtualmente esférica, dessa forma,
o tamanho pode ser superestimado tendo em vista que a pelicula de estabilizantes
também é analisada. Além disso, uma vez que a particula analisada é virtualmente
esférica, a diferencaentre o tamanho-reale o tamanhoinformado pode ser em funcdo
da morfologia da nanoparticula. Embora o "padrdo ouro” para a determinacdo do
tamanho de nanoparticulas seja a microscopia eletrébnica de transmisséo (TEM), seu
tamanho aproximado — em relacdo ao TEM - pode ser estimado através da equacéo
de Scherrer com menos de 0,4 nm de diferenca, com o tamanho do cristalito sendo
subestimado (Ali etal., 2023).

Em relagdo a atividade antimicrobiana das AgCI@NP obtidas, trabalhos na
literatura utilizandoisolados clinicos de P. mirabilis e AgNP biogénicas obtidas através
de Fusarium oxysporum com tamanho médio de 126,3 nm também relatam uma CIM
de 62,5uM (Saikawa etal., 2024). Outros trabalhos evidenciamvalores de CIM de até
7.8 yg/mL de AgNP (Kakian et al., 2024). Por outro lado, pouquissimos trabalhos
avaliaram a atividade das AgNP contra M. morganii, tendo sido relatado CIM de 8 a
64 ug/mL de AgNP (Arsene et al., 2016).

As AgNPs exercem suaacéao antibiofilme principalmente prevenindo a adesao
das célulasplancténica a uma superficie. Essa prevencao pode ocorrer diretamente
pelainibicdo do crescimento bacteriano ou danos que ocasionama propria lise celular.

A urease € um fator de virulénciacrucial para as infec¢des associadas a
cateteres por Proteus mirabilis, o que torna sua urease um possivel candidato para

a atenuacao ou limitacdo de suas patogenias.

Os ions Ag* sdo conhecidos por terem a capacidade de inibir enzimas,
principalmente se ligando a residuos contendo cisteina. Esse fenébmeno nao seria
diferente para a urease. Os ions Ag* sdo capazes de se ligar principalmente nos
residuos aCys322 e aHis323 localizados no flap mdvel do sitio catalitico, e no residuo
aMet367 da urease de Sporosarcina pasteurii, inibindo sua atividade através do
bloqueio da movimentacao do flap, necessario para a atividade hidrolitica da enzima
(Mazzei et al., 2018). Nenhumtrabalho naliteratura elucidou o mecanismo de inibicdo
das AgNP sobre as ureases, entretanto, dado o tamanho da enzima (~4 nm), a

alteracéo estrutural gerada pela interacéo fisica com a nanoparticula ndo pode ser



descartada como uma possivel hipotese.

Nesse trabalho em questdo, ainda que tenhahavido diminuicdo de até >90%
da densidade oOptica no ensaio do fenol-nitroprussiato (ou indofenol), e portanto da
concentracdo de amonia, a inibicdo da enzima propriamente dita ndo pode ser
afirmada, uma vez que a acdo pode néo ter sido necessariamente sobre a proteina,
mas sim ter agido sobre a célula bacteriana de tal forma que tenha alterado seu nivel
transcricional. Semelhante a este trabalho, Gurkok e Ozdal (2023) avaliarama inibicao
da ureasede P. mirabilisatravés da quantificacdo de aménia liberada por uma cultura
em caldo nutriente contendo solucdo de ureia e AQNP.Dados semelhantesndoforam
encontrados para M. morganii, tendo em vista que é um patégeno oportunista de
menor frequéncia nas ITUs. Entretanto, uma vez que M. morganii tenha levado a
precipitacdo na urina artificial, sua potencial atividade de bloqueio ndo pode ser
negligenciada.

Os autores supracitados observaram uma inibicdo de até 100% enquanto
nessetrabalho a maior inibigéo foi de 99,83%. Essa diferencapode ter surgidodo uso
de caldo urinainvés do de caldo nutriente suplementado com ureia, uma vez que a
maioria dos anions, como Cl- e -OOCCOO-, utilizados na formulagdo do meio podem
quelaros ions Ag+ livres, diminuindo a efetividade da prata, uma vez que os ions Ag+
sao mais reativos que a prata reduzida na forma de Ag0, AgO ou AgCl.

Ainda nas maiores inibices, 99,83% para P. mirabilis e 99,43% para M.
morganii, o caldo urinafoialcalinizado o suficiente pelaamdéniapresente, precipitando
os sais. E possivel que isso tenha ocorrido porque a rela¢do DO e concentracdo de
NH4 néo é linear, sendo necessério, dessa forma, a constru¢do de uma curva de
calibracdo para quantificar corretamente a quantidade de aménia liberada e, assim,
utiliza-la para avaliar a inibicdo da urease invés do uso da densidade éptica bruta.

Embora a maior concentracdo, de 250uM, tenha atingido 11% de taxa
hemolitica, esse valor é levemente menor comparado aos de Huang e colaboradores
(2016) que também analisaram as diferencas de taxa hemolitica entre AgQNP @citrato
e AgNP@PVP, indicando que o revestimento das AgNP também exerce efeito sobre
sua atividade bioldgica in vitro.

O tamanho das nanoparticulas € outro fator crucial na determinacdo da
nanotoxicidade aos eritrécitos visto que a alta reatividade e transportabilidade de

AgNP pequenas gerando danos mais severos na membrana citoplasmatica dos



eritrocitos (Chen etal., 2015).

O Scientific Committee for Consumer Safety estabelece que a determinacao da
atividade hemolitica € necessaria para a aprovacdo de itens de consumo para
humanos.A American Society for Testing and Masterials consideraque materiais com
atividade hemolitica abaixo de 5% tem atividade hemolitica consideradanula,abaixo de
10%, baixa atividade hemolitica e acima, marcadamente hemolitica (Gomez et al.,
2021). Utilizando esse critério, podemos considerar que a atividade hemolitica das
AgNP aquisintetizadastambém € dose-dependente e que as concentracdes abaixo de

250uM tem atividade hemolitica nula.

6. CONCLUSOES

Conforme resultados apresentados, foi possivel sintetizar nanoparticulas de
cloreto de prata (AgCI@NP) a partir de um extrato de Escherichia coli atcc 25922,
sendo essas nanoparticulas de confirmada natureza cristalina, tamanho diminuto e
alta estabilidade coloidal. As AgCI@NP também apresentaram atividade
antimicrobiana para P. mirabilis e M. morganii semelhante a encontrada na literatura.
Suacapacidade de inibiroprocesso de adeséao e, portanto, inibigdo de biofilme e sua
atividade antiurease também a torna potencial candidato para a prevencao de
formacao de biofilme em cateteres urinarios. Futuros trabalhos sdo necessarios para

confirmar sua atividade antibiofilme e elucidar sobre sua atividade antiurease.
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