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RESUMO

A resisténcia bacteriana aos antibiéticos € um problema de saude publica preocupante, pois
as bactérias deixam de responder aos antibiéticos. A procura por materiais que contenham
propriedades biologicas, sobretudo a atividade antimicrobiana, € uma interessante area de
estudo para busca de alternativas aos compostos convencionais no controle de micro-
organismos. O desenvolvimento de novas sinteses de nanoparticulas de crescimento misto é
importante para unir e melhorar as funcionalidades individuais de metais diferentes,
permitindo a aplicacdo desses materiais em sistemas bioldgicos. As nanoparticulas de
crescimento misto sdo materiais nanocompdsitos, ou seja, materiais em que pelo menos um
de seus componentes apresentam dimensdes nanométricas. O nanocompésito € formado
pela unido de materiais distintos em que estéo presentes duas camadas de materiais com o
objetivo de obter um produto de maior qualidade em relagdo a nanoparticulas unicas. O
objetivo deste trabalho é testar a eficacia de nanoparticulas Fe;O4, Ag e Fe3O./Ag na inibicdo
da formagéo do biofilme por micro-organismos isolados de Pseudomonas aeruginosa. A
sintese da nanoparticula Fe;O4 foi realizada pelo método de co-precipitacdo, a sintese da
nanoparticula de prata foi realizada utilizando nitrato de prata e NaBH4 como agente redutor
e 0 nanocomposito foi sintetizado utilizando as nanoparticulas de Fe3O4 e a cobertura com a
prata utilizando solugao de NaBH4 1% como agente redutor. Para as nanoparticulas Fe3O4, 0
potencial zeta foi igual a -37,7 mV, o DLS apresentou raio hidrodindmico de 106,7 nm e ID de
0,159, o MET permitiu a visualizacao de nanoparticulas de Fe;O. de morfologia esférica. Para
as nanoparticulas de prata, o potencial zeta foi igual a -43,5 mV, o DLS apresentou raio
hidrodindmico 63,27 nm e ID de 0,491, o MET permitiu a visualizacdo de nanoparticulas de
Ag de morfologia esférica e hexagonal. Para as nanoparticulas de FesO4/Ag, o potencial zeta
foi igual a -15,1 mV, o DLS apresentou raio hidrodindmico de 573,9 nm e ID de 0,806, o MET
permitiu a visualizagdo de nanoparticulas de prata entre as nanoparticulas de FesO4 € 0
material apresentou morfologia esférica. Os resultados sugerem que a formacido do
nanocompdésito provocou um aumento no estado de agregacado das nanoparticulas. Sendo
assim, as nanoparticulas se mostraram estaveis, mas com grande estado de agregagao. Foi
avaliado a toxicidade (CLso) das trés nanoparticulas em Artemia salina. Os resultados
demonstraram que as nanoparticulas nao apresentaram toxicidade com CLso na concentragao
maxima testada de 20,5 ug mL™". As nanoparticulas de prata com concentragio de 1 ug mL™"
inibiram a formagao de biofilme por Pseudomonas aeruginosa para as cepas Pa6, Pa10, Pa13
e Pa ATCC 27853. Os nanocompdsitos Fe;O4/Ag na concentragdo de 0,258 / 1 uyg mL™
inibiram a formacao de biofilme nas cepas Pa5, Pa10 e Pa13. Por fim, as nanoparticulas de
FesO4 na concentragéo 0,258 ug mL™ inibiram formagao de biofilme das cepas Pa10 e Pa28.

Palavras-chave: Formacéao de biofilme. Toxicidade. Artemia salina. Nanocompdsito.
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ABSTRACT

Bacterial resistance to antibiotics is a public health concern of concern as bacteria fail to
respond to antibiotics. The search for biomaterials which contains biological properties,
especially antimicrobial activity, is an interesting area of study to search alternatives to
conventional compounds for the control of pathogenic microorganisms. The development of
new syntheses of hybrid nanoparticles is essential to improve the individual functionalities of
different metals, allowing the application of these materials in biological systems. Hybrid
nanoparticles are composite materials formed by joining different materials in two layers of
materials. The hybrid nanoparticle has the purpose of obtaining a higher quality product
compared to single nanoparticles. The composite nanoparticles will be used for future studies
on toothbrush bacteria. The aim of this work is to test the efficacy of Fes04, Ag and FesO4/Ag
nanoparticles in inhibiting the growth of Pseudomonas aeruginosa. The synthesis of the Fe;04
nanoparticle was performed by the co-precipitation method, the synthesis of the silver
nanoparticle was performed using silver nitrate and NaBH4 as a reducing agent and the
composite nanoparticle was performed using FesO4 nanoparticles, silver nitrate and solution
of 1% NaBH. as a reducing agent. For FesO4 nanoparticles, the zeta potential was equal to -
37.7 mV, the DLS presented a hydrodynamic radius of 106.7 nm and an ID of 0.159, the TEM
allowed the visualization of FesOs4 nanoparticles with spherical morphology. For silver
nanoparticles, the zeta potential was equal to -43.5 mV, the DLS presented a hydrodynamic
radius of 63.27 nm and an ID of 0.491, the TEM allowed the visualization of Ag nanoparticles
with spherical and hexagonal morphology. For FesO4/Ag nanoparticles, the zeta potential was
equal to -15.1 mV, the DLS presented a hydrodynamic radius of 573.9 nm and an ID of 0.806,
the TEM allowed the visualization of silver nanoparticles between the Fe;O4 nanoparticles, and
the material presented spherical morphology. The results suggest that the formation of the
composite increase the aggregation state of the nanoparticles. Thus, the nanoparticles proved
to be stable, but with a high state of aggregation. The three nanoparticles were evaluated
regarding their toxicity (LCso) in Artemia salina. The results showed that the nanoparticles did
not show toxicity with LCso at the maximum tested concentration of 20.5 yg mL". Silver
nanoparticles with 1 ug mL™" concentration inhibited biofilm formation by Pseudomonas
aeruginosa for the bacteria Pa6, Pa10, Pa13 and Pa ATCC 27853. The nanocomposites with
0,258 / 1 ug mL™" concentration inhibited biofilm formation by Pseudomonas aeruginosa for the
bacteria Pa5, Pa10 and Pa13. Lastly, FesO4 nanoparticles with 0,258 ug mL™" concentration
inhibited biofilm formation by Pseudomonas aeruginosa for the bacteria Pa10 and Pa28.

Keywords: Biofilm formation.Toxicity. Antimicrobial activity. Artemia salina.
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1 INTRODUGAO

A resisténcia bacteriana aos antibidticos € um dos problemas de saude publica
mais preocupantes, devido as bactérias deixarem de responder aos agentes
antimicrobianos. A resisténcia das bactérias aos antibiéticos € um fenébmeno natural
devido a diversos fatores como o uso inadequado de antibidéticos sem receitas
médicas, a interrupgao do uso do medicamento antes do periodo pré-determinado ou
a utilizacdo excessiva do medicamento e é responsavel por consequéncias clinicas
que dificultam o tratamento eficaz de infec¢gdes (LOUREIRO et al., 2016).

O processo de desenvolvimento de agentes biologicos antimicrobianos tornou-
se necessario devido ao declinio de antibidticos clinicamente eficazes, especialmente
para infecgdes relacionadas a biofilmes refratarios. O uso de cateter venoso central
(CVC) esta altamente associado a infecgbes sanguineas hospitalares e seu uso
requer uma avaliagao sistematica de beneficios e riscos. Nos hospitais € frequente a
contaminagdo bacteriana desses tubos e pode resultar no desenvolvimento de
peliculas protetoras para agentes microbianos, ou seja, desenvolvimento do biofilme.
O biofilme fornece uma defesa pratica contra agentes antimicrobianos, facilitando a
disseminagao bacteriana pelo corpo do paciente e o desenvolvimento de resisténcia
antimicrobiana, como as causadas por infecgdes de Pseudomonas aeruginosa
(RIBEIRO et al., 2018; ZHANG et al., 2020).

A Pseudomonas aeruginosa € uma bactéria Gram-negativa responsavel por
infecgdes hospitalares devido a alta adaptabilidade desta espécie, que pode exibir
fendtipos de multirresisténcia aos farmacos que limitam a eficacia da maioria dos
antimicrobianos disponiveis. Neste contexto, novos métodos sdo necessarios para
reduzir a morbidade e mortalidade de pacientes que sofrem de infecgcbes por estes
micro-organismos. Novas metodologias para um tratamento universal eficaz contra as
infeccbes causadas por P. aeruginosa precisam ser desenvolvidas (ARMIJO et al.,
2020; BOUCHER et al., 2013; ZAMPERINI et al., 2017).

A nanotecnologia voltada a area da saude pode permitir o desenvolvimento e
caracterizacdo de novos materiais, a serem utilizados em varios ambitos da
odontologia e medicina. Por exemplo, o desenvolvimento de materiais em escala
atbmica para tratamentos de contaminantes microbianos causados por fungos e
bactérias (SHAH et al., 2021). O intuito é sintetizar estruturas estaveis em escala

nanomeétrica para aplicacdes em diversas areas de pesquisa. A nanosintese permite
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essa formacado de materiais em nanoescala, na qual se incluem os nanocompadsitos
(NCs) (FERREIRA; RANGEL, 2009).

Nanoparticulas individuais possuem caracteristicas e aplicagdes especificas,
por isso € importante pensar na possibilidade de trabalhar com o conjunto delas, como
0s nanocompositos. A sintese de nanocompdsitos objetiva unir as caracteristicas
individuais de cada nanoestrutura para melhorar as aplicagdes e limitacbes de um
componente individual. Nanocompdsitos sao nanoparticulas hibridas formadas
através da sintese do 6xido metalico e posteriormente a sintese composito do metal
prata. E comum identificar nas bases de dados que o nanocompdsito estudado nesse
trabalho possui nomenclatura 6xido metalico/metal (SHARMA; JEEVANANDAM,
2013).

O oxido metalico escolhido neste trabalho como a semente da nanoparticula foi
a magnetita. A magnetita € um oxido de ferro formado por ions Fe?* e Fe3* na
proporcdo 1:2 que pode ser representado pela forma molecular FesOs4. A
nanoparticula magnetita pode ser sintetizada pela metodologia de coprecipitagéo, pois
€ um método de baixo custo e de facil manuseio e o solvente de sintese € a agua
(KHALAFALLA; REIMERS, 1980).

O metal escolhido neste trabalho como parte do compdsito foi a prata. As
nanoparticulas de prata (AgNPs), sdo estudadas ha muito tempo e possuem diversas
propriedades conhecidas na medicina, pois compostos a base de prata sao
considerados altamente toxicos para os micro-organismos. A prata foi utilizada, pois
ela é relativamente mais barata, ndo toxica ao ser humano e possui uma variedade
de aplicagdes antimicrobianas (CHEN; GAO; JIANG, 2013).

A sintese de nanocompdsitos foi pensada para garantir estabilidade das
nanoparticulas e aumentar a eficiéncia do material, pois a prata apresenta alta
toxicidade para micro-organismos e o Oxido de ferro possui caracteristicas
magnéticas, permitindo estudos futuros explorando analises com uso de campo
magnético alternado.

Considerando essas informagdes, as nanoparticulas definidas como objeto de
estudos sdo de prata (Ag), nanocompdésito FesOs/Ag e oxido de ferro (FesO4), com
objetivo de avaliar a atividade das nanoparticulas na formacédo de biofilme por

Pseudomonas aeruginosa.
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2 FUNDAMENTAGAO TEORICA
2.1 Nanotecnologia e Nanomateriais

Segundo recomendacédo da Comissao de 18 de outubro de 2011 sobre a

definigdo de nanomaterial (2011/696/UE) do jornal oficial da Unido Europeia:

Por nanomaterial, entende-se um material natural, incidental ou fabricado, que
contém particulas num estado desagregado ou na forma de um agregado ou
de um aglomerado, e em cuja distribuicdo nimero-tamanho 50 % ou mais das
particulas tém uma ou mais dimensdes externas na gama de tamanhos
compreendidos entre 1 nm e 100 nm. Em casos especificos e sempre que tal
se justifique devido a preocupagdes ambientais e ligadas a saude, seguranga
e competitividade, o limiar da distribuicdo numero-tamanho de 50 % pode ser
substituido por um limiar compreendido entre 1 e 50 % (COMISSAO
EUROPEIA, 2011).

Essas estruturas sdo objetos de estudos de diversas areas da ciéncia, pois 0
ramo da nanotecnologia se encontra em constante desenvolvimento. Além disso, as
propriedades de diversos nanomateriais ainda sao desconhecidas, o que permite
estudos em diversas areas, tais como, alimenticia (PATINO VIDAL et al., 2021),
farmacéutica (GONG et al., 2007), biotecnoldgica (FREIRE et al., 2018), médico-
hospitalar (DADFAR et al., 2019), odontolégica (MOTEVASSELIAN et al., 2017).

O aumento de pesquisas na area da nanotecnologia possibilita
desenvolvimento e inovagao. A revolugéo tecnoldgica, em ritmo acelerado, promove
uma competicdo tecnoldgica a nivel mundial e um avango econdémico e social
(ZANETTI-RAMOS; CRECZYNSKI-PASA, 2008). Os avangos atuais no
desenvolvimento de nanomateriais com aplicagdes biomédicas abriram novas e
empolgantes oportunidades na area da medicina.

Nos ultimos anos a nanotecnologia mudou-se dos laboratérios para o mercado
e existem diversos produtos utilizando nanotecnologia identificados pelo fabricante no
mercado comercial. Além disso, existem diversas matérias primas e itens de
equipamentos que sao utilizados por nanofabricantes e isso € apenas o inicio do
desenvolvimento e comercializagdo da nanotecnologia. Esse interesse em materiais
nanotecnoldgicos, faz paises desenvolvidos e em desenvolvimento buscarem o
continuo desenvolvimento de novos nanomateriais de baixo custo. A tendéncia é que
sejam destinados altos investimentos nessa area da pesquisa. Os estudos e
aplicagdes de nanomateriais impulsionam o mercado mundial e potencializam o
consumo desses produtos (DAVIES; WILSON, 2007).
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Apesar do alto investimento em nanotecnologia, € possivel observar que a
maior quantidade de material desenvolvido, se encontram no meio académico de
pesquisas sobre nanotecnologia. Mas a aplicagdo desses materiais ja se encontra em
produtos no mercado. O cenario mundial esta com foco voltado ao desenvolvimento
de nanomateriais no desenvolvimento cientifico e tecnoldgico com a utilizacédo de
poucos recursos (SANT’ANNA; ALENCAR; FERREIRA, 2013).

O desenvolvimento mundial de nanotecnologia aumentara consideravelmente
devido ao interesse das grandes industrias de utilizagdo desses materiais com o
objetivo de gerar lucro e economia para o mercado. O cenario mundial mostra que os
maiores desenvolvedores no mercado mundial de nanotecnologia, sdo os Estados
Unidos da América (EUA) com participacdo em 54% da produgdo global, Unido
Europeia (UE) com 19% e o Sudeste Asiatico com 19%. Contudo, apesar do Brasil
nao estar entre os primeiros em rankings mundiais de desenvolvimento em
Nanociéncia e Nanotecnologia (N&N), ele investe e apresenta médio desenvolvimento
nesse setor (SERGEEVICH GOLUBEV et al., 2018; SISNANO DO MINISTERIO DA
CIENCIA, 2016).

2.2 Nanoparticulas de 6xido metalico

Os materiais nanoestruturados atrairam grande atencdo devido as suas
propriedades Opticas e elétricas, que os tornam potencialmente adequados para
aplicacbes em eletrébnica (FRANZOI et al., 2011), optica (ROGOV; MUGNIER;
BONACINA, 2015), e sensores (DOS SANTOS; GRASSESCHI, 2020). E comum
observar que estruturas de Oxido metalico de ferro apresentam caracteristicas
magnéticas e geralmente utilizam o método de coprecipitagdo para sintese desses
materiais.

E possivel identificar 6xidos metalicos com diversas morfologias, como:
nanofios, nanobastdes, nanotubos, nanoanéis e nanofitas. A sintese e investigagao
desses diferentes 6xidos metalicos ajudam ndo apenas na compreensdo dos
fenbmenos em sistemas nanométricos, mas também no desenvolvimento da nova
geragcao de nanodispositivos. O mesmo acontece com as nanoparticulas de éxido
metalico, sdo estruturas com tamanho entre 1 e 100 nanbmetros e possuem

caracteristicas que podem variar de acordo com esse tamanho (XU et al., 2015).
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Nanoparticulas metalicas e de 6xido metalico sdo amplamente utilizadas em
trabalhos de diversas éareas de atuagdo. No trabalho de Daud et al. (2015)
nanoparticulas bimetalicas foram utilizadas para remocgéao de nitrato de agua bruta de
abastecimento de agua potavel, os resultados indicaram que as nanoparticulas de
Fe/Pt com grande area de superficie foram potencialmente mais eficientes que resinas
anibnicas usadas comercialmente para remoc¢do do nitrato de agua bruta para
abastecimento de agua potavel.

Nanocatalisadores de TiO2 suportados em alumina recoberta com carbono
(CCA) exibiram maior eficiéncia na fotodegradagao geral sob luz ultravioleta e visivel
do que sem suporte de TiO2. As nanoparticulas de TiO2 demonstraram capacidade de
degradar completamente poluentes orgénicos em um meio aquoso resultando na
formacédo de produtos e, portanto, tem um enorme potencial para ser usado em
processos de tratamento de agua (MAHLAMBI; NGILA; MAMBA, 2015).

Muitos trabalhos utilizando 6xido de ferro avaliaram aplicagcdes biomédicas,
sejam em testes in vitro, pré-clinicos ou clinicos. Nanoparticulas de 6xido de ferro
foram utilizadas em estudos pré-clinicos para configuragdes diagnosticas,
terapéuticas e terandsticas (Terapia e diagnéstico juntos). E impossivel identificar as
amplas aplicabilidades das nanoparticulas de 6xido de ferro e a integragcéo delas na
pratica médica (DADFAR et al., 2019). Nanoparticulas de o&xido de ferro
superparamagnéticos apresentam propriedades meédicas e sdo promissores na
terapia oncologica (especialmente no cérebro, mama, prostata e tumores
pancreaticos) (DULINSKA-LITEWKA et al., 2019).

Nanoparticulas de 6xido de zinco e 6xido de cobre foram usadas para testar
respostas celulares desencadeadas por macrofagos. Os macréfagos s&o as primeiras
células a interagir as duas nanoparticulas de 6xido metalico causando alteragéo na
expressao de genes que modulam o fenétipo e as fungdes dos macréfagos, permitindo
0 uso das nanoparticulas em imunoterapias contra o cancer, por exemplo. A revisao
mostra varios estudos nessa linha de pesquisa e embora varios estudos tenham
comprovado que nanoparticulas de éxidos metalicos podem induzir imunotoxicidade
em macrofagos tanto in vitro quanto in vivo, mais pesquisas sdo necessarias para
elucidar os mecanismos precisos de toxicidade (GUTIERREZ-ARAUJO; VAZQUEZ-
DUHALT; JUAREZ-MORENO, 2021).

Nanoparticulas de 6xido de zinco de tamanho menor apresentaram maior

inibicdo de crescimento dos micro-organismos em teste que avaliou a atividade
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antibacteriana de suspensdes de nanoparticulas de ZnO em micro-organismos € a
influéncia do tamanho das nanoparticulas nesses testes bioldgicos. O estudo testou
trés materiais de tamanho diferentes (>1 ym, 8 nm e 50-70 nm) em um ensaio de
inibicdo do crescimento de Staphylococcus aureus, nos testes de particulas maiores
(>1 pm, 50-70 nm) foram observadas taxa de reducdo de crescimento de 40-50 % e
no teste do material menor (8 nm) a taxa de reducéo de crescimento foi de 95-99 %
(JONES et al., 2008).

2.2.1 Sintese e funcionalizagao de nanoparticulas de é6xido de ferro

As nanoparticulas de Oxidos metalicos podem ser sintetizadas utilizando
métodos de coprecipitagdo e decomposicdo térmica. Essas sinteses possuem
métodos experimentais especificos e podem apresentar resultados diferentes de
tamanho e aplicagdo das nanoparticulas.

Khalafalla, S. E.; Reimers (1980) sintetizaram fluido magnético de 6xido de ferro
utilizando o método de coprecipitagao. A coprecipitacao € um meétodo simples, rapido
e barato, que consiste na mistura de solu¢cdes aquosas de ions Fe3* e Fe?* na
proporcdo molar de 2:1 em uma solugéo basicas de pH>11, resultando na formacéao
de Fe304 NPs, esse método é feito utilizando agitagcdo mecénica vigorosa.

Sun e Zeng (2002) sintetizaram as FezO4 NPs com tamanhos controlados por
decomposicdo térmica. Nesse trabalho o tamanho das nanoparticulas variou de 3 a
20 nm de didmetro. Os autores demonstraram uma reacdo de decomposi¢cao do
precursor de ferro em alta temperatura (265 °C) misturando acetilacetonato de ferro
(Il1) em éter fenil na presenca de alcool, acido oleico e oleilamina, a mistura foi
aquecida com refluxo durante 30 min. Apds resfriada a temperatura ambiente, a
mistura marrom escura foi tratada com etanol ao ar e formacao do precipitado. Essa
sintese permitiu a formacgao de nanoparticulas monodispersas de 4 nm.

Controlar essas interagcdes entre nanoparticulas e biossistemas € fundamental
para seu uso efetivo em biomedicina. A funcionalizacdo das nanoparticulas pode
melhorar a aplicagao para uso na nanomedicina. Nanoparticulas conjugadas de RNA-
ouro foram sintetizadas para regular genes no contexto de interferéncia de RNA.
Esses materiais conjugados s&o usados para aproveitar as propriedades cooperativas
de ambos os materiais. A nanoparticula desenvolvida foi funcionalizada para que

aumente o knockdown de genes (técnica da genética molecular em que um organismo
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€ geneticamente modificado mediante a insergéo na célula de pequenos fragmentos
ou oligonucledtidos curtos de DNA ou RNA), proporcionando melhorias em
comparagao com os transportadores lipidicos convencionais. Conforme relatado pelos
autores, essas nanoparticulas de RNA-ouro, além de serem materiais uteis de
regulacéo de genes intracelulares, podem ser candidatos promissores para aplicagdes
terapéuticas e diagnésticas (GILJOHANN et al., 2009).

Nanoparticulas de oOxido de ferro (nominalmente magnetita) com diametro
hidrodinamico médio de 16 nm foram testadas na formacdo de biofiime por
Pseudomonas aeruginosa. Foi possivel identificar a inibicdo bacteriana por
nanoparticulas de 6xido de ferro e determinado a concentragdo minima inibitéria (CMI)
nas colénias bacterianas PAO1. A aplicagdo do campo magnético aumenta a agao
destas nanoparticulas, provavelmente por meio da difusao aprimorada das Fe3O4 NPs
através das barreiras de mucina e alginato, que s&o caracteristicas de infec¢des
respiratorias de fibrose cistica (ARMIJO et al., 2020).

2211 Método de coprecipitacao

O método de coprecipitacdo € o método mais simples utilizado na sintese de

nanoparticulas de magnetita (Fe3O4) (equacéo 1).
Equacao 1 — Reacgao de precipitagdo da magnetita (FesOa).
Fe?*(aq) + 2Fe3*(aq) + 80H (agq) = Fe(OH)2(aq) + 2Fe(OH)3@aq) = Fe3O4s) + 4H20 [1]

Esse método consiste na mistura de ions Fe3* (férricos) e Fe?* (ferrosos) na
proporgcao molar de 2:1. Contudo, Khalafalla, S. E.; Reimers, (1980) sintetizam o fluido
magnético utilizando a proporgdo 3:2 de Fe?* e Fe3*, respectivamente. Utilizando a
propor¢ao ideal em meio aquoso a precipitacdo da magnetita é realizada utilizando
solugdes basicas como hidroxido de amoénio ou hidroxido de sodio (GIESE, 2018).
Apoés a formagéo da magnetita ela pode se transformar em maghemita (y-Fe203) com
a submissao do precipitado a tratamento térmico em altas temperaturas (200°C) por
1 h (DA COSTA; DE SOUZA, 2014).

2.3 Magnetita

A magnetita tende a ser um sodlido nao-estequiométrico, mas essa

caracteristica se repete para outros 6xidos de ferro, como, FeO e maghemita (Fe203).
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Essa tendéncia a ndo-estequiometria esta relacionada com a facil mudanca estrutural
desses oOxidos. Além disso, todos os Oxidos de ferro possuem estrutura conhecida
como espinélio invertido e formas cubicas, com ions Fe?* e Fe®" nos intersticios
octaédricos ou tetraédricos (Figura 1a) (DA COSTA et al., 1995; MCCAMMON; LIU,
1984).

A magnetita (FesO4) e a maghemita (y-Fe203) apresentam espinélio invertido
devido ao empacotamento de ions de oxigénio em um arranjo cubico de face centrada.
Espinélios de ferro sdo representados pela equagao geral (MxFe1x)tetra[M1-xFe1+x]octaY 4,
onde: M é um cation divalente, Fe um cation trivalente e Y pode ser os elementos O,
S, Se, etc. Os espinélios sao divididos em normais (x=1) em que (M)tetra[F€2]octaO4 €
invertidos (x=0) em que [MFelocta(Fe)etraO4. Os ions metalicos de ferro ocupam sitios
entre os ions de oxigénio, assim formando as geometrias tetraédricas e octaédricas
(Figura 1b).

Figura 1 — lons metalicos nos sitios octaédricos e tetraédricos.

a) o

N

o fon Oxigénio

Q@ ion metalico no sitio octaédrico

@ ion metalico no sitio tetraédrico

Uma célula unitaria da magnetita contém 8 ions metalicos de sitios A, 16 de
sitios B e 32 oxigénios. A magnetita € um éxido de ferro misto com FeO e Fe203 e é
muito usado para obtencéo de ferro metalico. Observa-se na estrutura da magnetita
ions O? de empacotamento cubico, ions Fe?* nos intersticios octaédricos, metade dos
ions Fe3* em sitios octaédricos e a outra metade em sitios tetraédricos (HANNICKEL,
2011).

A divisdo dos sitios octaédricos e tetraédricos dos ions Fe®* sdo consideradas

igualmente proporcionais 50:50 e por isso possui um momento magnético resultante
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nulo. Entretanto, os ions Fe?* estdo em maioria nos intersticios das posicdes
octaédricas e sao considerados os responsaveis pela magnetizagdo do material. Vale
ressaltar que a magnetizagado da magnetita s6 pode ser observada com a indugao de
um campo magnético externo (FARIA; LIMA, 2005).

A magnetita € uma nanoparticula a base de ferro que geralmente se encontra
dispersa e estabilizada em solugdo. Assim, a magnetita pode formar um ferrofluido
usualmente granular, de cor preta e fortemente magnético. Esse mineral apresenta
solubilidade em acido cloridrico e possui o elemento quimico ferro nos dois estados
de oxidagao, Fe?* e Fe®*. Um ferrofluido possui caracteristicas valiosas e é de grande
importancia cientifica, tecnolégica e ambiental. E possivel mencionar algumas
aplicagbes do oxido de ferro em motores, lubrificantes de discos magnéticos,
catalisadores, suporte catalitico de metais, nucleo de catalisadores tipo core-shell,
entre outros (NOVAL; PUENTES; CARRIAZO, 2017; RAJ; MOSKOWITZ, 1990).

2.4 Nanoparticulas de prata

As nanoparticulas de prata tém atraido muita atencdo de pesquisadores nas
Ultimas décadas, levando a estudos em diversas areas. E possivel observar
aplicagbes das nanoparticulas de prata na medicina (KIM et al., 2007), catalise (LU et
al., 2006), biotecnologia (GARCIA et al., 2021) e bioengenharia (XIE et al., 2019),
optica (WANG et al., 2011), entre outras.

Contudo as nanoparticulas de prata possuem como principal caracteristica a
capacidade antibacteriana e antifungica, por isso € comum observar 0 uso dessas
nanoparticulas em produtos higiénicos e alimentares, como: desinfetantes,
detergentes, sabonetes, xampus, pasta de dente, revestimento de geladeiras,
armazenamento de alimentos, entre outras (BUZEA; PACHECO; ROBBIE, 2007).

O aumento de organismos microbianos resistentes a antibiéticos levou ao
ressurgimento do uso de antissépticos a base de prata. Investigagbes puderam ser
feitas com nanoparticulas de prata contra Escherichia coli e Staphylococcus aureus.
Foi possivel observar a inibicAo das bactérias Escherichia coli em baixas
concentracbes de nanoparticulas de prata, mas os efeitos inibidores em
Staphylococcus aureus em diferentes concentragdes de nanoparticulas de prata
foram leves. Resultados como esse sugerem que as nanoparticulas de prata podem

ser inibidoras eficazes contra varios micro-organismos (KIM et al., 2007).

Introdugao




26

A boa capacidade antibacteriana e antifungica da prata esta na relagao entre
quantidade de prata versus a taxa de ions Ag* liberada em contato com esses micro-
organismos. A prata se liga a parede celular bacteriana e a membrana celular, se
ioniza e fica altamente reativa (DUNCAN, 2011).

As AgNPs sao um novo tipo de agente antimicrobiano que pode tratar biofilmes
e a resisténcia bacteriana, mas seu mecanismo na formacgao de biofilme ainda nao foi
elucidado. Em teste do impacto das AgNPs na formagdo de biofilme por
Pseudomonas aeruginosa multirresistente. Os resultados demonstraram que as
AgNPs inibiram a formacédo de P. aeruginosa. Apds, a analise de microscopia
eletrénica de varredura (MEV) mostrou que quando exposto a AgNPs, a estrutura do
biofilme de P. aeruginosa foi destruida, juntamente com reducéo significativa de sua
biomassa. Os resultados ofereceram uma nova visao para esclarecer o mecanismo
de AgNPs contra biofilmes. Assim, metodologias de sintese de AgNPs sao estudadas
para aplicagdo destas nanoparticulas (ZHANG et al., 2020).

As nanoparticulas de prata podem ser obtidas por métodos quimicos. Existem
métodos mais comuns e divulgados para a redugéo do ion prata Ag* para Ag®, usando
agentes redutores como o NaBHs e citrato. Nos métodos contendo o citrato, ele
costuma agir como agente redutor e estabilizador, atuando para evitar a aglomeragao
das nanoparticulas (JORGE DE SOUZA; ROSA SOUZA; FRANCHI, 2019).

Quadro 1 — Levantamento de sinteses de nanoparticulas de prata.

Solvent Agente redutor / Proporgéao

Reagentes e estabilizante mol:mol Referéncia
Nitrato de prata e ; Hidréxido de amdnio ) i
Aménia ([Ag(NHs)zl*) Agua e sacarideos 1:10 (PANACEK et al., 2006)
Nitrato de prata Agua Boro-hidreto de 1:2 (KIM et al., 2007)

sodio

Citrato de sodio atua (DONG et al., 2009;

. . _ TURKEVICH,;

Nitrato de prata Agua co.mo.as duas 1:7 STEVENSON: HILLIER,
finalidades
1951)

. < Acido ascorbico e _
Nitrato de prata Agua citrato de sédio 1:3 (QIN et al., 2010)
Nitrato de prata Etanol Etanol / PVP 1:1 (LEE; OH, 2015)
Sulfato de prata Agua Pc\illg:tflij:aﬁzz doe:S 1:64
Nitrato de prata Agua NaBH4 / PVA 2,51 (LEE; MEISEL', 1982)
Nitrato de prata Agua Citrato de sédio 0,18:1%
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2.5 Nanoparticulas de crescimento misto

As nanoparticulas de crescimento misto sdo materiais compdsitos, ou seja,
formados pela unido de materiais distintos em que estao presentes duas camadas ou
diferentes materiais diretamente ligados. Esses materiais de crescimento misto tem o
objetivo de obter um produto de maior qualidade em relagdo a nanoparticulas unicas,

unindo as principais caracteristicas dos dois materiais (GUTIERREZ et al., 2014).

2.5.1 Nanoparticulas do tipo core-shell

Nanoparticulas core-shell sao definidas como nanoparticulas com um nucleo
completamente coberto por uma camada, uma estrutura de superficie uniforme e bem
definida. Nanoestruturas do tipo core-shell podem ser chamadas nucleo@casca e sua
estrutura e representagdo pode ser observada na Figura 2. Sistemas core-shell
baseiam-se em estruturas em que um material nanométrico é revestido por outro a fim
de se obter um efeito sinérgico entre os constituintes. Por exemplo, recobrir uma
nanoparticula magnética com o metal prata permite a atuagdo compartilhada entre o
nucleo magnético e as propriedades antibacterianas da casca de prata para
determinadas aplicagdes.

Figura 2 — Representacao de nanoparticula core-shell.

() Core / Nucleo

< g © Shell / Casca

Nanoparticulas core-shell possuem diferentes atividades na area da medicina.
Diversos testes, que serao citados posteriormente, com estudos in vitro e in vivo foram
feitos utilizando essas nanoparticulas.

Um estudo utilizando nanoparticulas Ag@Au e nanoparticulas de Au permitiu a
avaliacdo da redugédo da glicemia em ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina.
Os resultados revelaram que ratos diabéticos tratados com AuNPs ou Ag@AuNPs
com doses de 0,5 mg kg™! de peso corporal em dispersdo de NPs em agua/dia, tiveram

seu nivel de glicose restaurado. Todos os grupos de ratos foram tratados por vinte e
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um dias por via de administragao oral por intubagao gastrica. Em conclusao, observou-
se que as NPs melhoram a condicao diabética como uma cura terapéutica econémica
em tratamento diabético e suas complicagcées (SHAHEEN et al., 2016).

Nanoparticulas core-shell com nucleo de silica dopada com fulereno e casca
de silica dendritica também foram utilizadas para estudos com intuito de inibir
significativamente o crescimento de células cancerigenas (ABBARAJU et al., 2017).

Em estudos de nanoparticulas FeszO4/Ag, foi identificada a sintese usando o
meétodo de micela reversa. Neste estudo foi possivel identificar o efeito bactericida no
que diz respeito a S. epidermidis, B. subtilis e E. coli. Além disso, devido ao
superparamagnetismo dessas nanoparticulas, as nanoparticulas puderam ser
removidas facilmente de agua apds o efeito bactericida ter ocorrido e reutilizadas
varias vezes no tratamento de agua com as bactérias. Esses resultados indicaram que
as nanoparticulas de Fez0O4/Ag podem ter aplicagao na desinfecgao no tratamento de
aguas (GONG et al., 2007).

Nanoparticulas core-shell de FezOs-aminosilano funcionalizadas com peptideo
antimicrobiano clavanina A (clavA) foram utilizadas para estudo na formagédo de
biofiime por Pseudomonas aeruginosa. Foi modificada a tubulagdo de cateteres
venoso central (CVC) com as nanoparticulas para estes testes e os resultados
mostraram diminui¢do da adesao da bactéria em até 70-90% quando comparados ao
CVC de controle. Além disso, quando o tratamento térmico é acionado por 5 min a
80°C em uma tubulagéo que ja apresenta biofilme bacteriano (CVC-BF), a viabilidade
das bactérias aderidas reduz em até 88%, mas ainda foi observado bactérias
remanescentes que poderiam ser tratadas testando materiais com maior resisténcia
térmica. Os resultados obtidos s&o muito semelhantes aos dos cateteres comerciais
impregnados com antibiético e prata (RIBEIRO et al., 2018).

Nanoparticulas core-shell de Y203:Tb@SiO2 foram utilizadas para estudo na
formacgao de biofilme por Pseudomonas aeruginosa (PAO1) em ensaio de microplaca
com biofilmes cultivados por 24 h, coradas com cristal violeta e quantificadas medindo
a absorbéncia a 470 nm. Uma diminuicdo dependente da concentragéo (14-60%) foi
registrada na capacidade de formacgao de biofilme do PAO1, apds o tratamento com
a core-shell. As nanoparticulas core-shell apresentam potencial inibitério na formagao
de biofilme que podem ser explorados para tratar infec¢des resistentes a drogas de P.
aeruginosa no futuro (HUSAIN et al., 2019).
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Barrientos, Iparraguirre e Cavero (2019) sintetizaram nanoparticulas de
FesO4/Ag para estudo de suas propriedades antibacterianas contra as bactérias
Enterobacter aerogenes (Gram-negativas) e Enterococcus faecalis (Gram-positivas).
As nanoparticulas de Fe3O4 foram sintetizadas pelo método sol-gel e a redugéo das
nanoparticulas de prata foi realizada por meio de redugao quimica in situ com glicose.
As nanoparticulas core-shell apresentaram diametro médio de 28 nm. O teste
antibacteriano indicou que o uso do nanocomposito Fe3O4/Ag na concentragdo de 5
mg mL-" permite a inibigdo total do crescimento das bactérias Enterobacter aerogenes
e Enterococcus faecalis estudadas a partir de uma concentragao inicial de 108

bactérias mL-' em um tratamento de 50 min e incubacgéo a 37 °C.
2.5.2 Nanoparticulas do tipo nucleo-satélite

As nanoparticulas nucleo-satélite possuem um nucleo recoberto de forma
irregular (Figura 3) (WENG et al., 2013).

Figura 3 — Representagao da nanoparticula nucleo-satélite.
O Oxido metalico
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Lee et al. (2006) desenveram uma nanoparticula do tipo nucleo-satélite,
composta por um nucleo de silica dopado com corantes e multiplos satélites de
nanoparticulas de oxido de ferro. O objetivo foi desenvolver uma nova geragéo de
nanossondas fundindo varios corantes fluorescentes e multiplas nanoparticulas
magnéticas em uma unica nanossonda. Essa nanossonda teria como objetivo ser
capaz de fornecer recursos superiores de fluorescéncia, imagens de ressonancia
magnética e excelentes sondas de imagem dupla para a detecgédo de PSAs.

Chen e Wang (2018) desenvolveram uma técnica de injegdo sequencial para
sintetizar nanoparticulas nucleo-satélite de NaYbF4@CaF2, para construir um
biossensor revestiram nanofolhas de MnO2 em nanoparticulas de nucleo a-

NaYbF4#Tm@CaF2 para aumentar a sensibilidade de detecgdo de biotiol.
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Comparando com nanoparticulas core-shell, as nanoparticulas nucleo-satélite
apresentam maiores proporgdes de superficie, ou seja, maior volume. Elas foram
adequadas para outras modificagdes de superficie.

Nanoparticulas de ouro e prata em estruturas nucleo-satélite assimétricas do
tipo Janus (nanoparticula simples composta por duas faces) foram sintetizadas para
melhorar e controlar as propriedades plasménicas de nanomontagens. O método de
montagem tem base na eficiéncia de dessor¢cdo marcadamente diferente de
nanoparticulas, dependendo do tamanho e do solvente. Esse método apresentado &
extensivel a preparacdo de nanomontagens nucleo-satélite composicionalmente
heterogéneas (YOON; LIM; YOON, 2012).

Nanoparticulas do tipo nucleo-satélite funcionalizadas com acido borénico
foram sintetizadas para enriquecimento avangado de glicopeptideos e glicoproteinas.
Este novo material hibrido € composto por um nucleo de ferrita revestido de silica com
propriedades superparamagnéticas, e numerosos satélites de nanoparticulas de ouro,
compostas com muitas ancoras de acido 3-aminofenilborbénico, projetadas para
capturar moléculas alvo, pois foram altamente especificas para espécies glicosiladas.
Além disso, as novas nanoparticulas compostas foram aplicadas para enriquecer
proteinas glicosiladas de tecidos de cancer colorretal humano para identificagcado de
sitios de N-glicosilagdo (ZHANG et al., 2009).

2.5.3 Nanoparticulas do tipo heterodimero

Nanoparticulas do tipo heterodimero diferem das nanoparticulas core-shell e
nucleo-satélite devido a mesma nao possuir o recobrimento do nucleo por completo,
em uma particula do tipo heterodimero as nanoparticulas de oxido metalico se
encontram diretamente ligada a superficie de um metal (Figura 4). Essa estrutura

apresenta a superficie com duas nanoparticulas de composi¢cao quimica diferente.
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Figura 4 — Representacéo da nanoparticula heterodimero.

O Oxido metdlico @ Metal

Em estudo tedrico da resposta Optica bioestavel de nanoparticulas do tipo
heterodimero, composto por um ponto quéantico semicondutor com espagamento
préximo e uma nanoparticula metalica, mostra que a natureza bioestavel da resposta
resulta da interagdo entre a ndo linearidade 6ptica do ponto quéantico e sua auto acao
originada da presenga da nanoparticula metalica. As condi¢gdes para que ocorra a
bioestabilidade podem ser realizadas, por exemplo, para um heterodimero composto
por um ponto quantico de CdSe (ou CdSe/ZnSe) estreitamente espagadas e uma
nanoesfera de ouro (NUGROHO et al., 2013).

Nanoestrelas de PbS-Au do tipo heterodimero obtidas da reacdo com acido
oxalico, concentragao e temperaturas 6timas de Brometo de Cetriménio (CTAB) para
deposicéo seletiva de ouro nas nanoestrelas. Elas sdo candidatas promissoras para
os blocos de construcdo em nanoescala e possuem aspectos que precisam ser
estudados (ZHAO et al., 2010).

Shams, Ghazanfari e Schmitz-Antoniak (2019) fizeram uma revisao
descrevendo brevemente os aspectos menos conhecidos dos heterodimeros,
incluindo composicao eletrénica, morfologia interfacial e propriedades criticas. Foram
apresentados exemplos concretos de progressos recentes em sintese e aplicagdes
biomédicas, por exemplo, diagndsticos e tratamentos biomédicos emergentes. O
principal beneficio dos heterodimeros € o ganho sinérgico de propriedades
magnéticas e plasmoénicas em estruturas unicas com desempenho principalmente
aprimorado quando comparado a componentes individuais.

Wu et al. (2021) realizaram uma revisdo dos aspectos menos conhecidos dos
heterodimeros e apresentaram exemplos de progressos em sintese e aplicagdes. As
propriedades das nanoparticulas heterodimeros € de um material versatil que pode
ser usado em imagem intracelular, como agente antibacteriano, macromolécula

fotocatalitica e bioldgica, por exemplo. Além disso, a cooperagéo interdisciplinar entre
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disciplinas como quimica, ciéncia dos materiais, fisica, biologia e medicina fornecem

as nanoparticulas heterodimeros mais opg¢des para modificacédo e aplicacao.

2.6 Teste de toxicidade com Arfemia salina

O teste de letalidade com Artemia salina foi proposto em 1956, por Michael,
Thompson e Abramovitz e aprimorado em 1981 por Vanhaeche e colaboradores. No
entanto, seu reconhecimento como teste preliminar para validagao toxicolégica veio
com Meyer em 1982, quando avaliou a toxicidade de extratos brutos de plantas da
familia Euphorbiaceae (LHULLIER; ANTUNES HORTA; FALKENBERG, 2006;
PISUTTHANAN et al., 2004).

Artemia salina é um pequeno invertebrado halofilico pertencente a classe
Crustaceo e subclasse Braquiopoda, que vive em agua salgada e desempenha papel
importante nos ecossistemas aquaticos e marinhos. Seu ciclo de vida compreende os
estagios de cisto, nauplios, metanauplios, pré-adultos e adultos. A Artemia salina é
muito valorizada por sua aplicagdo na detecgdo de toxicidade usando nauplios
eclodidos (ensaio de letalidade). O ensaio de letalidade com Artemia salina é rapido,
conveniente e de baixo custo, por isso € amplamente empregado em pesquisa e
toxicologia aplicada (NTUNGWE N et al., 2020).

O teste de letalidade com Artemia salina tem um bom relacionamento com
outros ensaios laboratoriais. Araujo et al. (2011) estudou a toxicidade geral e
antitumoral in vivo contra Sarcoma 180 de Crataeva tapia Bark Lectina (CrataBL).
Neste estudo, o teste de toxicidade geral de CrataBL exibiu mortalidade por A. salina
com CLso de 71,73 yg mL™". Enquanto no teste antitumoral in vivo, o tratamento de
camundongos albinos Swiss com CrataBL, a concentragdo 20 mg kg’ reduziu
significativamente (p < 0,05) o volume do Sarcoma 180 em relagédo ao volume do
tumor do grupo controle. Assim, os resultados reforcaram a boa correlagdo entre

esses dois ensaios.

2.7 Atividades biolégicas dos nanomateriais

Nanomateriais sdo capazes de permitir atividade nas areas médica e

farmacéutica, que levam ao desenvolvimento de compostos antimicrobianos voltados
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a criagao de antibidticos para tratamento de infeccbes causadas por diversas
bactérias.

Bactérias tém estruturas de parede celular diferentes que permitem uma
classificagao geral como Gram-negativas e Gram-positivas. As diferengas estruturais
dessas classificagdes estdo no peptidoglicano, pois as bactérias Gram-positivas
exibem uma espessa camada de peptidoglicano e nao possuem membrana externa,
enquanto as bactérias Gram-negativas exibem uma camada fina de peptidoglicano
entre a membrana citoplasmatica e a membrana externa (Figura 5) (MOREIRA,;
CARVALHO; FROTA, 2015; SHOCKMAN; BARREN, 1983).

A nanotecnologia voltada a area da saude permite o desenvolvimento e
caracterizacdo de nanomateriais a serem utilizados em varios ambitos da medicina e
odontologia, como, por exemplo no desenvolvimento de materiais para tratamentos

de contaminantes microbianos causadas por bactérias (BAYGIN et al., 2017).

Figura 5 — Representagéo das bactérias Gram-negativas e Gram-positivas
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Nanoparticulas de prata sintetizadas utilizando extrato metandlico da bactéria

Spirulina platensis. As caracterizagdes de potencial zeta e MET mostraram
nanoparticulas estaveis (-43,6 mV) esféricas e dispersas com tamanho médio de 29
nm. O potencial de inibicdo da formagao de biofilme das AgNPs (10, 25, 50, 75 e 100
ug mL™") foi testado contra Pseudomonas aeruginosa (Pa14) mostrou um maximo de
85,63 % de inibigdo da formacgao de biofilme a 100 ug mL~". O potencial de AgNPs em
inibir a formacéao inicial de biofilme afirma a potencial aplicagdo de AgNPs como
material de revestimento no futuro (LEWISOSCAR et al., 2021).

Coriolano et al. (2021) realizaram uma revisao de literatura relacionada a
atividade antibiofiime de nanoparticulas de prata contra cepas de Pseudomonas
aeruginosa sensivel a antibiéticos e multirresistente. O tamanho das AgNPs é um
elemento crucial para determinar a atividade terapéutica das nanoparticulas, uma vez

que particulas menores apresentam maior area de superficie de contato com o micro-
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organismo, afetando seu funcionamento vital. O estudo mostra atividade antibiofilme
ocasionada pela ruptura da estrutura do biofiime e estresse oxidativo. Conforme
observado na Figura 6, As AgNPs agem em 4 etapas, (A) Fixacado de células para
formar biofilme; (B) Biofilme maduro; (C) AgNPs se ligam a matriz exopolissacaridica
do biofilme e causam a produgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS); (D)
rompimento do biofilme inibindo o crescimento do biofilme em concentragdes entre 1
e 600 ug mL" de AgNPs.

Figura 6 — Representacdo do mecanismo de destruicdo do biofilme.
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Fonte: Coriolano et al. (2021).

Armijo et al. (2020) testaram a atividade antibacteriana de Fe3Os4 NPs
(nominalmente magnetita) e nanocompdsito de nitreto de ferro e tobramicina
contra biofilmes de Pseudomonas aeruginosa (PAO1). A suscetibilidade e a
concentragcdo minima inibitéria (CMI) das NPs foram determinadas nas colbnias
bacterianas PAO1 usando método de difusdo em disco. A CMI de todos os compostos
de interesse foi determinada apdés 60 dias de crescimento, para garantir o
estabelecimento completo de coldnias de biofiime. Os resultados mostram que o
nanocomposito tem o potencial de superar a barreira do biofilme bacteriano. Além
disso, a aplicagdo do campo magnético aumenta a agao, provavelmente por meio da
difusdo aprimorada das Fe3O4 NPs. Esses resultados mostram que Fe3O4 NPs s&o

alternativas promissoras de baixo custo para revestimentos de AgNPs.

2.7.1 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa (Figura 7) pertence a familia Pseudomonadaceae, é

um patégeno Gram-negativo, ndo fermentador e aerdbio. A P. aeruginosa é
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considerada de maior relevancia epidemioldgica entre as espécies de Pseudomonas,
ela esta associada a infecgdes hospitalares, principalmente em pacientes
imunocomprometidos (BAHMANI et al., 2016; BERNAL-ROSAS; OSORIO-MUNOZ;
TORRES-GARCIA, 2015; JUAN; PENA; OLIVER, 2017; RIVAS et al., 2015;
ROSHANI-ASL et al., 2018; STREETER; KATOULI, 2016).

Figura 7 - Aspecto macroscopico do cultivo de P. aeruginosa ATCC 9027 em agar cetrimide.

P. aeruginosa multiplica-se facilmente em diversos meios de cultivo, dos quais
mais relatados na literatura, agar sangue, agar MacConkey e agar cetrimide. Esse
micro-organismo desenvolve colbénias grandes, redondas, lisas e acinzentadas com
odor tipico de uva, com capacidade fluorescente de branco a azul-esverdeado na
presenca de luz ultravioleta de longo comprimento de onda (400 nm) (PROCORP et al.,
2017; WAGNER et al., 2016).

A P. aeruginosa € uma causadora de infecgbes e € uma ameaca a saude, pois
possuem necessidade nutricional minima para o seu crescimento, tolerancia de vida
a ambiente hostil e a capacidade de adquirir novos mecanismos de resisténcia aos
agentes antimicrobianos (GALES et al., 2001; GONCALVES, 2015; GUEVARA;
SAHAI; TEDESCO-MAIULLARI, 2015; HORCAJADA et al., 2019).

As infecgbes causadas por esse patdogeno ocorrem de forma subita, rapida e
dura pouco. Em pacientes gravemente doentes, a P. aeruginosa contribui com 3% a
15% das infec¢des da corrente sanguinea, com taxa de mortalidade de 27% a 48%,
além disso, mais de 50% das mortes acontecem em poucos dias apos a infecgao. Ela
ocorre de forma aguda devido a producé&o de toxinas, cronicamente devido a formagéo
de um biofilme espesso, ou podem ocorrer com ambas as formas, que combinadas
podem causar septicemia (infeccdo generalizada). Novas abordagens sao

necessarias para diminuir a mortalidade de pacientes que tém infecgdes por P.
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aeruginosa, pois apesar de extensa pesquisa neste campo, nenhum método eficaz de
tratamento universal para a infeccao por P. aeruginosa foi descoberto devido a alta
adaptabilidade e desta espécie (ARMIJO et al., 2020; PRAGASAM et al., 2018; SILVA
et al., 2016).

2.7.2 Formacao de biofilme

A capacidade de formar um biofilme € uma caracteristica comum de uma
variedade de micro-organismos. A P. aeruginosa € um importante patdégeno e
organismo modelo representativo para estudo de biofilme. O biofilme é uma espécie
de pelicula protetora formada por uma comunidade estruturada de micro-organismos.
O processo de formagao de biofiime comega com a adeséo inicial irreversivel das
células bacterianas a uma superficie especifica (BALASUBRAMANIAN et al., 2013;
HA; O'TOOLE, 2015; KIM; LEE, 2016; TAYLOR; YEUNG; HANCOCK, 2014).

O sistema de modulagao génica e de proteinas de P. aeruginosa permite que
as camadas celulares do biofilme se adaptem rapidamente as condi¢gdes ambientais
adversas. Isto pode envolver a bomba de efluxo a multiplas drogas, que consiste no
bombeamento ativo de antimicrobianos do meio intracelular para o extracelular,
produzindo resisténcia bacteriana a determinados antimicrobianos (WANG et al.,
2018).

A formagédo de biofilme ocorre com o agrupamento das bactérias e seu
processo de formagdo ocorre em 5 estagios (Figura 8). (1) Anexo inicial de células
isoladas ou aglomerados de bactérias de biofilme; (2) Produgdo de substancia
polimérica extracelular para aderir mais firmemente as células a superficie; (3)
Desenvolvimento e expansao do biofilme; (4) Biofilme maduro quando o biofilme esta
em (pseudo) estado estacionario; (5) Dispersédo de células unicas. O proximo estagio
€ o declinio do biofilme e é chamada de fase da morte (KONING, 2010; MONROE,
2007; STOODLEY et al., 2002, 2013).
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Figura 8 - Etapas da formagéao de biofilme.

Fonte: Adaptado de Monroe (2007), Image credit: D. Davis.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade de nanoparticulas de prata, compésito FesO4s/Ag e éxido de

ferro na formacéao de biofilme por Pseudomonas aeruginosa.

3.2 Objetivos especificos

1. Sintetizar a nanoparticula de Oxido de ferro (FesOs) pelo método de
coprecipitacio;

2. Sintetizar as nanoparticulas de prata (Ag);

3. Sintetizar os compdsitos FezO4/Ag a partir das nanoparticulas de 6xido de ferro
e nitrato de prata;

4. Caracterizar as nanoparticulas por meio de microscopia eletrbnica de
transmissdo (MET), potencial zeta, espalhamento dindmico de Iluz (DLS),
espectroscopia de absorcdo atdmica, espectroscopia vibracional de absor¢do na
regidao do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), espectroscopia
eletrénica de absorg¢ao na regido do ultravioleta e visivel (UV-vis), difragdo de elétron
de area selecionada (SAED);

5. Avaliar a toxicidade das nanoparticulas pelo método de letalidade de Artemia
salina.

6. Estudar o impacto das nanoparticulas na formacgao de biofilme por Pseudomonas

aeruginosa.
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4 METODOLOGIA

4.1 Sintese e funcionalizagao de nanoparticulas de 6xido de ferro

A sintese foi realizada pelo método de coprecipitagdo segundo metodologia
descrita por Khalafalla e Reimers (1980) de preparacdo de fluidos magnéticos
aquosos. Em um béquer de 600 mL, 6 g de FeCl2.4H20 e 12 g de FeCls.6H20 foram
dissolvidos em 50 mL de agua deionizada, em seguida foram adicionados 25 mL de
NH4OH 30% rapidamente com agitagcdo mecéanica de 600 rpm. O béquer contendo o
precipitado resultante foi separado por decantacdo magnética utilizando um ima
permanente de neodimio até as NPs obtidas serem decantadas. O precipitado foi
inicialmente lavado com 100 mL de uma solugéo de NH4OH 5% (v/v). Posteriormente,
o precipitado foi lavado com agua destilada e separado por decantagdo magnética,
essa etapa do procedimento foi repetida dez vezes. Por fim, foi adicionado 100 mL de
agua e a mistura foi armazenada em frasco com identificagdo na geladeira
(KHALAFALLA; REIMERS, 1980).

O pH e condutividade da amostra foram inicialmente medidos. Depois, 5 g de
acido citrico foram dissolvidos em 30 mL de agua. Em um béquer de 50 mL as
nanoparticulas foram aquecidas a 60 °C em agitacdo mecanica de 250 rpm. Em
seguida, adicionou-se lentamente a solugéo de acido citrico até atingir o pH de 2,5 a
3,5. Com o auxilio de um ima permanente de neodimio, a dispersao foi lavada duas
vezes com agua deionizada. Apds, adicionou-se 150 mL de agua e adicionou-se gota
a gota de amdnia concentrada para atingir o pH 7. As nanoparticulas ficaram dispersas
na solugdo e armazenadas na geladeira. As nanoparticulas funcionalizadas foram

filtradas em filtro para seringa de membrana 250 nm.

4.2 Sintese de nanoparticulas de prata

Em um béquer de 400 mL foram pipetados 3 mL de AgNOs3 0,016 mol L' e
completou-se o volume com agua para 200 mL. Em seguida adicionou-se 5 mL de
citrato de sédio 0,0054 mol L™, iniciou a agitagdo magnética e zerou-se o cronémetro.
No tempo de 15 min, adicionou-se de uma vez 8 mL de solugao boro-hidreto de sddio
(NaBH4) 0,04 mol L' que estava armazenado na geladeira. No tempo de 20 min a

agitagdo magnética foi interrompida e a mistura reacional foi mantida destampada no
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escuro por 2 h. Todo o procedimento foi realizado em uma caixa escura e a solugao
foi armazenada em frasco ambar coberto de papel aluminio (KERESELIDZE et al.,
2012).

4.3 Sintese do nanacompdésito Fe304/Ag

Inicialmente, a amostra de Fe3O4 NPs foi colocada no sonicador de ponteira
por 20 minutos a 40 % de poténcia. Em um béquer, foi adicionado 400 uL de
nanoparticulas Fes3Os e adicionou-se 20 mL de agua deionizada, em seguida no
sonicador de ponteira adicionou-se gotejando 100 mL de solugdo de AgNO3 0,01 mol
L-'. Ainda no sonicador de ponteira, adicionou-se 500 uL de boro-hidreto de sodio 1
% (m/v), a mistura ficou no sonicador de ponteira por 20 minutos a 40 % de poténcia.
Em seguida, com agitagdo mecanica de 950 rpm a mistura foi mantida em
aquecimento de 80 °C por 2 horas. Por fim, as nanoparticulas foram lavadas trés
vezes com agua deionizada utilizando decantagdo magnética. Por fim, adicionou-se
200 mL de agua deionizada e as nanoparticulas ficaram dispersas em agua e
armazenadas na geladeira (adaptado de LIU et al., 2008).

Observacdes da sintese: Com a finalidade de manter as particulas dispersas
no coloide foi realizado a funcionalizagdo das nanoparticulas de 6xido metalico e toda
a etapa inicial da sintese foi realizada com auxilio do ultrassom, pois analises de
microscopia eletrbnica de transmissdo feitas em testes anteriores da sintese
mostraram muita agregacdo nas nanoparticulas Fe3Os/Ag, 0 que impossibilitava
observar de forma efetiva as imagens microscopicas. As etapas finais da sintese
foram realizadas em agitag&o vigorosa constante com auxilio de agitador mecanico a
950 rpm.

4.4 Potencial Zeta e Espalhamento dinamico de luz (DLS)

Para analise foram medidos 100 yL de cada amostra de nanoparticulas (6xido
de ferro, Fe3sO4/Ag e Ag) e adicionados 900 yL de agua deionizada gota a gota na
tentativa de evitar a agregacao da amostra. Apds, a amostra foi levada para o
ultrassom por 5 minutos. Aproximadamente 1 mL dessas suspensdes diluidas foram
transferidas para a célula em forma de U de poliestireno Malvern do potencial zeta,

em seguida procedeu-se a estabilizacdo de temperatura a 25 °C e cada uma das
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medicdes foram realizadas utilizando-se o aparelho Malvern ZetaSizer, modelo Nano-
ZS90 da Central de Analise Multiusuario (CAM) da UFG.

4.5 Microscopia eletronica de transmissao (MET)

As amostras foram caracterizadas por Microscopia Eletrénica de Transmissao
(MET), utilizando o equipamento da marca Jeol, modelo JEM-2100, equipado com
detector de energia dispersiva de raios (EDS), também foi realizado o SAED das
amostras. Para analise, as amostras ja dispersas em agua foram gotejadas em grade
de cobre e recobertas com filme de carbono. As analises de microscopia das amostras
foram realizadas no Laboratério Multiusuario de Microscopia de Alta Resolugao
(LABMIC) da Universidade Federal de Goias (UFG) - Campus Samambaia.

A microscopia eletronica de transmissao (MET) fornece imagens microscopicas
que permitem andlises em softwares de analises de imagens como o Imaged. A
analise do ImageJ é baseada em software que faz medidas dos diametros das
nanoparticulas nas micrografias obtidas na analise MET. Os resultados obtidos em
analise de software ImagedJ sao fundamentalmente diferentes dos resultados obtidos
na analise de DLS. O DLS é uma técnica baseada nas flutuacdes de intensidade da
luz espalhadas na amostra e fornece informacdes sobre o movimento da particula,

movimento que € a causa das flutuagdes da intensidade.

4.6 Espectroscopia vibracional de absor¢ao na regidao do infravermelho com

transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia no infravermelho (FTIR) determina as frequéncias
vibracionais de grupos funcionais presentes nas amostras. Os espectros foram
adquiridos pela técnica de absor¢ao no infravermelho, em equipamento Perkin-Elmer
modelo Spectrum Frontier FT-IR/NIR (Perkin-Elmer Corp., Norwalk, CT) do Centro de
Analises, Inovacgéo e Tecnologia da UEG (CAITEC) do Campus Central de Ciéncias
Exatas e Tecnoldgicas da Universidade Estadual de Goias (CCET-UEG). As amostras
das nanoparticulas foram analisadas liquidas utilizando Reflectancia Total Atenuada
(ATR). Cada amostra foi colocada separadamente no ATR Crystal e efetuada as
leituras no intervalo espectral de 700 — 4000 cm™', com uma resolugéo de 4 cm™', feixe

unico e acumulacdes de 128 varreduras.
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4.7 Espectroscopia eletronica de absor¢ao na regiao do ultravioleta e visivel
(UV-vis).

Os espectros foram adquiridos pela técnica de absor¢édo na regidao do
ultravioleta e visivel (UV-vis), em equipamento Perkin EImer Lambda 35 UV-Visible
Spectrometer do Centro de Analises, Inovacdo e Tecnologia da UEG (CAITEC) do
Campus Central de Ciéncias Exatas e Tecnologicas da Universidade Estadual de
Goias (CCET-UEG). Foram separadas uma aliquota de 2 mL das amostras de
nanoparticulas de 6xido de ferro (FesOa4), FesO4/Ag e prata (Ag) que foram analisadas

no espectrofotdbmetro UV-vis.

4.8 Espectroscopia de absorgao atébmica

A analise de cada amostra foi feita em triplicata. Para analise foram medidos
100 pL de cada amostra de nanoparticulas (0xido de ferro, FesO4/Ag e AQ) e
adicionados 900 uL de acido nitrico. Em seguida, adicionou-se 50 mL de agua
deionizada e colocou-se as amostras em aquecimento por 30 min, posteriormente as
amostras foram transferidas para baldes volumétricos de 100 mL. Aproximadamente
1 mL dessas suspensdes diluidas foram utilizadas para leitura do aparelho de
absorcao atbmica, utilizando-se o espectrofotbmetro de absor¢cado atébmica AAnalyst
400 da Perkin Elmer da Central de Analise Multiusuario (CAM) da UFG.

4.9 Bioensaios

4.9.1 Ensaio de letalidade com Artemia salina

Foi utilizado o método descrito por Molina-Salinas e Said-Fernandez (2006)
com pequenas modificacdes para determinar a toxicidade dos compostos pelo ensaio
de letalidade de Artemia salina. A 4gua marinha artificial (AMA) foi preparada com a
dissolugdo de sal marinho (36 g L") e extrato de levedura (6 g L-') em agua destilada.
A solucao foi autoclavada e o pH medido foi 8,5, como esperado. Se porventura o pH
estiver abaixo do ideal, deve ser ajustado utilizando solugdo de 1M de Na2COs. 0,3 g

de cistos de Artemia salina foram incubados em 500 mL de AMA por um periodo de
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36 h, aproximadamente 25 °C, ao abrigo da luz e com oxigenagdo constante

(Esquema 1).

Esquema 1 - Preparo da agua marinha artificial e incubagéo de cistos.

No funil adicionou-se 500 mL
Pesagem’ Dissolvelu-se de AMA + 0,3 g de cistos A.
- 36 g de sal asmassas em | =4 salina.
-~ é marinho 1L de agua :
.'“-_ -6 mg de extrato —* Duriﬂcada e —r OBTS .36 h
W de levedura autoclavou a = | AEHmPD;
._._J i AMA - Ao abrigo da luz
- s - Temperatura: 25 °C
Agua marinha c———> | - Oxigenacéo constante

artificial (AMA)
Fonte: Elaborado pela autora (2022).

As larvas foram atraidas com luz, pipetadas utilizando uma pipeta de Pasteur e
agrupadas em uma placa de Petri a fim de se selecionar os nauplios de Artemia salina
dos cistos, sobrenadantes e cistos n&o eclodidos. 10 nauplios foram selecionados em
100 pL de AMA fresco utilizando micropipeta e foram transferidas para os pocos de
uma microplaca que possuia previamente as concentragdes a serem testadas
conforme Esquema 2, e incubou-se tal placa por um periodo de 24 h. Apds este
periodo, com o auxilio de um estereoscopio fez-se a contagem do numero total de
nauplios mortos por poco através da mobilidade apresentada por cada nauplio.
Posteriormente os nauplios moveis — vivos - foram inativados utilizando cerca de
100uL de dicromato concentrado em cada pogo e incubado por 15 minutos, apos este
periodo fez-se a contagem do numero total de nauplios. Os valores obtidos foram
analisados através de analise de Probit utilizando o software R para calculo da CLso.

Cada teste das nanoparticulas foi realizado em 3 repeti¢oes.

Esquema 2 - Diluicdo dos compostos para o teste de letalidade em Artemia salina.

Solugéo 41 pg mL 20,5 ug 100 pL de cada 100 pL de AMA nova com 10 nauplios
concentrada (82 concentragio por pogo \ por pogo
Mg mL-1) (2 pogos por concentragéo) -
=7 500uL 41; 20,5; 10,25; 5,125; N l
i fele 000000000
8 O@ Y

D@,
500, DO
ANA

500pL

amostra | t

Incubar 24h estufa (25°C
sob abrigo da luz)

l

Contagem dos nauplios
mortos em cada pogo

Contagem do total de
nauplios em cada pogo

Inativacdo dos nauplios
com dicromato

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Metodologia



44

4.9.2 Ensaio para a formagao de biofilme

4.9.21 Obtencdo e manutencao das bactérias

Um total de 13 cepas de P. aeruginosa foram testadas, 11 isolados clinicos
gentilmente cedidos pela profa. Lilian Carneiro do Instituto de Patologia e Saude
Tropical da Universidade Federal de Goias, IPTSP/UFG (Pa3, Pa5, Pa6, Pa10, Pa11,
Pa13, Pa20, Pa22, Pa23, Pa28 e Pa29) e duas cepas padrao American Type Culture
Collection (ATCC) de P. aeruginosa ATCC 27853 (Pa85) e ATCC 9027 (Pa90) da
colegao do Laboratério de Bioensaios da Universidade Estadual de Goias (UEG).

A manutengdo dos micro-organismos foi realizada conforme metodologia
descrita por Silva, Costa e Reche (2008). Para obter colbnias isoladas, as cepas foram
repicadas em agar cetrimide pela técnica de esgotamento por estrias e incubadas a
35,5 °C por 24 horas. Em seguida, 3 a 5 col6nias isoladas tipicas foram transferidas
para um tubo com 10 mL de caldo BHI (Brain Heart Infusion) com 20 % de glicerol e
homogeneizadas em agitador de tubos (vortex) por 15 segundos. Apds este
procedimento os tubos foram incubados por 12 horas a 35,5 °C. Em seguida, foram
transferidas fracbes de 1 mL para tubos de Eppendorf esterilizados e devidamente
rotulados. Posteriormente as fracbes foram armazenadas a 8 °C por sete dias e

congeladas em freezer a -20 °C.

4.9.2.2 Ensaio de formagao de biofilme por P. aeruginosa

Com algumas modificagbes, o ensaio foi realizado seguindo a metodologia
descrita por Stepanovic et al. (2000). Na primeira etapa, preparou-se os inoculos
bacterianos com a suspensao de 3 a 5 colénias em tubo com 4,5 mL de solucao
fisiologica estéril (NaCl 0,9 %) até obtencdo de uma turvagao correspondente a 0,5 da
escala de McFarland. Em seguida, foram transferidos 100 pyL do in6culo para tubo
com 9,9 mL de caldo TSB (trypticase soy broth), obtendo-se assim a concentragéo de
células de 1,5x108 unidades formadoras de colénia (UFC) por mL™".

Apds, foram transferidos 50 uL desse caldo para os pocos da microplaca de
poliestireno de 96 pogos contendo as nanoparticulas de prata e éxido de ferro nas
concentragdes iniciais de 2,0 e 0,516 ug mL™', respectivamente. O nanocompdsito foi

adicionado na concentragdo 2,0 e 0,516 ug mL-" referente a concentragao de prata e
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ferro na amostra, respectivamente (essas concentragcbes foram reduzidas pela
metade ao adicionar o inéculo). Apds a incubagao das microplacas a 35,5 °C durante
24 horas, foi realizada a leitura visual para confirmar o ndo crescimento em poc¢o
controle.

Na segunda etapa, realizou-se a lavagem do meio TSB 2 vezes com 150 uL de
SFE em lavadora automatica de microplacas Aquari® (MA 615, Brasil) para a remogéao
das células ndo aderidas. Adicionou-se 150 yL do corante cristal violeta 1% por 10
min. Desprezou-se o corante, lavou-se os pogos 3 vezes com 200 pyL de agua
destilada e descartou o volume total. Por fim, as microplacas foram secas em estufa
a 35,5° por 20 min, adicionou-se 150 uL de etanol absoluto em cada pogo para
coloracao das bactérias aderidas, incubou as microplacas em temperatura ambiente
por 10 min e realizou as leituras de densidades opticas (DO) dos pogos a 492 nm no
espectrofotdometro de microplacas BioTech Epochm.

Todos os testes foram realizados em ftriplicata. O experimento do ensaio de
determinagdo da concentragdo minima inibitoria esta representado no Esquema 3 a

sequir.
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Esquema 3 - Ensaio da concentragdo minima inibitéria (CMI).

=] =) =]
Y ¥Y YY¥ LK ] LK N

N 325 LL ?50 pLtransferidos Pa3 Pall pa23 Ag%%{g(‘)g@(}?g/\
Pl arapocos ' x
1 coldnias ‘ 3 coﬂtengoggm B 90000000
tipicas 100 L “| doscompostos Pas Pal3 Pa2g 58%%98@880%8"_\ Incubagdio 24 h
‘ J L= -0/0/0000.00000e @
el ;

A Pa6 Pa20 Pa29 Q
45 ml de SFE 0,9% =t : ;
em escala 0,5 FIOOO0 900 Leitura visual

Mcariand Tubo com 8,8 mL Pa10 Pa22 Pa%0 682 ;8QQC )8;2888&)
de caldo trypticase O
soy broth (TSB) Pa85| H (9. 2, )

Ag — Nanoparticulas de prata
Co - Nanocompdsitos

Fe — Nanoparticulas de ferro
CV: Controle de Viabilidade
CNI: Controle N&o inoculado

ETAPA1

ETAPA2

Lavagem dos pocos Desprezou o corante

150pL SFE 0,9%
(2x) emlavadora
automatica de
microplacasAgquar®

Lavagem dos pocos
200 pL comégua
destilada (3x)

150 pL do corante
cristalvioleta 1% Descartou volume total

Incubacde 10 min

150 pL de
etanol
absoluto

incubou as

microplacas

25*Cpor10
min

Secouem estufa
a 355° por 20
min

Leituras de densidades
dpticas (DO) dos pocos
a492nm

Fonte: elaborado pela autora, 2022.

Baseado no trabalho de Stepanovic et al. (2000) as leituras de densidades
opticas (DO) obtidas das placas com biofiilme foram classificadas em quatro
categorias, sendo elas: formador forte (FF), formador moderado (FM), formador débil
(FD) e ndo formadora (NF). As formulagbes para a determinagdo da densidade optica
foram feitas utilizando as seguintes formulas:

NF = DOsa < DOrcni

FD = DOsga > DOpcni < 2x DOpcnI

FM = DOsa > 2x DOpcni < 4x DOpcni

FF = DOsga > 4x DOpcni

Sendo que DOpcni = densidade 6ptica do pogo controle ndo inoculado e DOsa =
densidade 6ptica da bactéria aderida.

O impacto de nanoparticulas de magnetita (FesOa4), FesOs/Ag e prata (Ag) na

formacéo do biofilme de Pseudomonas aeruginosa foi avaliado com a comparagao
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dos resultados dos testes de formacao do biofiime na presenca e na auséncia das
nanoparticulas. Para a analise dos resultados da formagcao do biofilme na presenca
das NPs, realizou-se a comparacéo da meédia do controle de viabilidade (CV) com os
resultados médios das AgNP, NCs e Fe3zOs4 NP. Neste aspecto a significancia das
diferencas foi avaliada com o teste t de Student (p < 0,05) e foram calculadas as
porcentagens de formacdo de biofime de P. aeruginosa na presenga das

nanoparticulas em relagédo ao controle de viabilidade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Espectroscopia de absorg¢ao atomica

As NPs foram caracterizadas por espectroscopia de absor¢ao atbmica para
identificar a concentracdo do metal. As NPs apresentaram concentragdo de prata na
amostra 82 mg L' nas AgNPs e ferro 3.560 mg L' nas Fe3O4 NPs, respectivamente.
Os NCs apresentaram concentragdo para ferro e prata de 72 e 280 mg L,

respectivamente.

5.2 Espectroscopia eletronica de absorgao na regiao do ultravioleta e visivel
(UV-vis)

As Fe304 NPs, AgNPs e os NCs foram caracterizadas por espectroscopia UV-
vis. As absorbancias foram normalizadas utilizando OriginPro8.5. Pode-se observar
na Figura 9 os espectros UV-vis das amostras, na imagem é possivel observar uma
forte banda plasménica centrada em aproximadamente 400 nm para a AgNP, o que
condiz com a literatura e sugere a formagdo das AgNPs e sugere que elas séo
uniformemente esféricas de formato regular (SHERVANI et al., 2008).

Na Fe3O4 NP observa-se banda em aproximadamente 300 nm, que indica uma
banda energética e sugere transicdo de transferéncia de carga do metal ligante. No
espectro UV-vis do NC é possivel observar a banda plasménica centrada em
aproximadamente 450 nm. Esta banda corresponde a formagdo da AgNPs
(SHERVANI et al., 2008). Também ¢é observado uma banda pouco energética de 300
nm que corresponde a FezO4 NP.

NPs consideradas plasménicas possuem caracteristicas diferenciadas para
diferentes aplicagdes como o aumento da reatividade das NPs em comparagéo a
particulas macro e o fenbmeno de ressonancia plasmdnica de superficie. A incidéncia
de uma onda eletromagnética na superficie das NPs plasménicas provoca a oscilagéo
coletiva dos elétrons da camada de valéncia do metal, de maneira que todos os
elétrons confinados ficam submetidos ao campo eletromagnético em um dado tempo.
Sob influéncia desse campo, o movimento da nuvem eletrénica causa uma separagao

dipolar de cargas em sua superficie, o que caracteriza um Plasmon de Superficie.
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Esta oscilagdo pode atingir ressonancia quando a frequéncia da luz coincide com a
faixa de absorcdo da NP — a banda plasmoénica. Este € o fenbmeno denominado
ressonancia plasmonica de superficie (DUTT; UPADHYAY, 2018).

O NC possui uma banda plasménica que sugere caracteristicas diferenciadas
para diferentes aplicagdes, como o aumento da reatividade do NC em comparacgao a
particulas macro. Além disso, no espectro do NC ¢é observado bandas

correspondentes as Fe3O4 NPs e AgNPs isoladas.

Figura 9 — Espectros de absor¢ao na regiao do UV-vis.
L 1 ' I * I % I

Oxido de ferro
Prata
Compésito

Absorbéancia

| ' I ! | ! I ! 1 ! I 1
200 300 400 500 600 700 80(
Comprimento de onda (nm)
Fonte: elaborado pela autora, 2022.

5.3 Espectroscopia Vibracional de Absorg¢ao na Regiao do Infravermelho

A obtencéao dos espectros vibracionais de absor¢ao na regiao do infravermelho
para as amostras de AgNPs e NCs foram realizadas pelo método de refletancia total
atenuada — ATR. Os resultados obtidos na analise foram normalizados no eixo y. As
amostras de Fe3sO4 NPs e os reagentes NaBHps4, citrato de sédio e acido citrico foram
caracterizados por FTIR. Na Figura 10 estao presentes os espectros de infravermelho
das NPs na regidao de 4000 a 700 cm™' das amostras caracterizadas por FTIR-ATR e

na regido 4000 a 400 cm-! das amostras caracterizadas por FTIR.
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Figura 10 — Espectros das amostras pelo método FTIR e FTIR-ATR.
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Fonte: elaborado pela autora, 2022.

Nota-se que as amostras de NCs, FesO4 NPs e AgNPs possuem bandas largas
na regido de 3390-3350 cm-'. A amostra de citrato de sédio apresenta banda larga na
regido de 3450 cm™' e a amostra de NaBH4 apresenta banda larga na regigo de 3390
cm'. Bandas largas na regidao de 3300 cm™' s&o referentes a estiramento de ligagao
O-H. (PAIVA et al., 2015).

Todas as amostras apresentam bandas na regido de 1700 cm'. Uma absorgéo
na faixa de 1715 + 100 cm-! normalmente se deve a presenca da ligagdo C=0 (grupo
carbonila) na molécula. Sendo que, o acido citrico possui uma banda fraca préxima

de 1650 cm™' que normalmente séo referentes a ligagbes C=C. O espectro do acido
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citrico também apresentou banda na regido de 1450 cm™', normalmente referente ao
dobramento CHz (PAIVA et al., 2015).

A amostra de NaBH4 possui uma banda alongada na regido de 2200 — 2400
cm-' considerada uma vibragdo de alongamento (stretching vibration) da ligagdo B-H.
E na regido de 1120 cm-' identifica-se uma vibragdo de deformacao (deformation
vibration) da ligacao B—H (LANG et al., 2017).

A banda observada em aproximadamente 1429 cm™ pode ser atribuida ao
alongamento assimétrico da curvatura C—O—-H do citrato. As bandas presentes entre
900 — 400 cm™! dos espectros do citrato de sddio e acido citrico sdo caracteristicas de
ligacoes de deformacgao de C—H e dobras para fora do plano de C—H e CH2 (PAIVA et
al., 2015).

As bandas de alta intensidade encontradas na regido de 630 cm™' no espectro
FesO4 NPs, as bandas s&o caracteristicas de estiramento Fe—O em 6xido de ferro do
tipo espinélio inverso (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005). Essa regiao do
infravermelho nao foi analisada para o NC, porque amostras caracterizadas por FTIR-
ATR estdo na regido 4000 a 700 cm™, entdo bandas abaixo de 700 cm™ ndo sdo
identificadas. No espectro das Fe3Os4 NPs foram observadas bandas nas regides
3390, 1620 e 630 cm™'. As duas primeiras bandas sdo caracteristicas do estiramento
O-H e C=0 presente no Acido citrico utilizado na sintese das AgNPs (PAIVA et al.,
2015).

Assim, foi possivel observar no espectro das AgNPs a presenca de bandas nas
regides 3350, 2140 e 1630 cm™'. Essas bandas s&o caracteristicas do estiramento O—
H e B—H presente no Citrato de sédio e NaBH4 utilizado na sintese das AgNPs.

No espectro do NC foram observadas bandas nas regides 3350, 1620 e 750
cm'. As duas primeiras bandas sdo caracteristicas do estiramento O-H e C=0
presentes no Acido citrico e NaBH4 utilizados na sintese dos NCs. A banda
correspondente ao estiramento Fe—O nao foi identificada devido a analise em ATR
nao permitir andlises abaixo de 700 cm™! (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005).

5.4 Potencial Zeta e Espalhamento Dinamico de Luz (DLS)
Na Tabela 1 sao apresentados os resultados das caracterizagdes das Fes3O4

NPs, AgNPs e NCs por potencial zeta, raio hidrodindmico e indice de dispersao (ID).

Foi possivel observar que as Fe3O4 NPs e AgNPs apresentaram raio hidrodinamico
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de 106,7 nm e 63,27 nm e ID de 0,159 e 0,491, respectivamente. O ID foi analisado
de acordo com a ISO 22412 (2017), na ISO é relatado que o ID é tipicamente inferior
a 0,07 para amostras teste monodispersas de particulas esféricas, para amostras ISO-
ID<0,4 as particulas s&o consideradas homogéneas, amostras ISO-ID>0,4 a amostra
€ pouco homogénea e amostras de ISO-ID>1 sao consideradas heterogéneas (ISO
22412:2017). Assim, os dados de ID das amostras indicaram que as Fe3Os NPs
apresentam dispersdo de tamanhos homogéneas e as AgNPs apresentam disperséo
de tamanhos pouco homogéneas, pois o ID esta acima de 0,4. Verificou-se também
que as Fe3Os4 NPs e AgNPs apresentaram potencial zeta de -37,7 mV e -43,5 mV,
respectivamente. Estes valores de potencial zeta sdo considerados altamente
estaveis (como regra geral, sdo considerados altamente estaveis potenciais acima de
+30 ou abaixo de -30 mV) (MAKOWSKI et al., 2019).

Conforme Tabela 1, os NCs apresentaram raio hidrodinadmico de 443,2 e 573,9
nm e ID de 0,645 (baseando-se no indice de refragdo do éxido de ferro) e 0,806
(baseando-se no indice de refragdo da prata) para analise de 6xido de ferro e prata,
respectivamente. De acordo com a ISO 22412 (2017), os dados de ID das amostras
indicaram que os NCs apresentam dispersdo de tamanhos pouco homogéneos, pois
o ID esta acima de 0,4. Verificou-se também que os NCs apresentaram potencial zeta
de -21,9 mV e -15,1 mV para analise de 6xido de ferro e prata, respectivamente. Os
valores de potencial zeta do NC indica que os coldides sdo considerados pouco
estaveis, pois a analise indica que o potencial zeta se encontra fora do padrao de alta
estabilidade (MAKOWSKI et al., 2019).

Tabela 1 — Resultados obtidos na caracterizagao das nanoparticulas por potencial zeta e DLS.

Nanoparticula Potencial Raio hidrodindmico indice de indice de
zeta (mV) (nm) dispersao - ID refragao (n)
Oxido de ferro -37,7 £ 12,1 106,7 0,159 2,33
Prata -43,5+ 14,6 63,27 0,491 0,54
Compésito FesO4/ -21,9+5,70/ 443,2 /1 573,9 0,645/ 0,806 2,33/0,54
Ag -15,1 + 5,68

5.5 Microscopia eletrénica de transmissao

A Figura 11 apresenta as micrografias de microscopia eletrébnica de
transmissao (MET) Fe3sO4 NPs, AgNPs e NCs. Na Figura 11a é possivel observar NPs
em formatos esféricos, na Figura 11b é possivel observar NPs esféricas e ovais e na
Figura 11c é possivel observar NPs esféricas, ovais e hexagonais.
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Figura 11 — Micrografias das nanoparticulas de a) éxido de ferro; b) prata; c) e d) nanocompdsito em

diferentes escalas.

A Figura 11a sugere que as Fe3Os4 NPs podem estar ligadas entre si, isso
sugere que as ligagdes podem ter ocorrido por meio da funcionalizagao das NPs com
acido citrico, pois os ions citratos funcionalizados se ligaram por ligagoes cruzadas na
superficie das Fe3O4 NPs.

As AgNPs foram sintetizadas através do método de Kereselidze et al. (2012)
com a adi¢cao de NaBH4 para reducéo da prata. As AgNPs podem ser observada na
Figura 11b, a figura permite visualizar NPs de formatos esféricos e hexagonais com
pouco estado de agregacéo, pois a imagem mostra parte das NPs dispersas e parte
agregadas, confirmando os dados observados na analise de DLS e potencial zeta que
aponta as AgNPs com pouca homogeneidade.

Na Figura 11c é possivel observar que as NPs apresentaram uma camada com
diferente orientagdo o que sugere que houve formagdo do NC, ainda que o
crescimento do NC possa ter aumentado o estado de agregacao das particulas como
confirmado pelas analises de DLS e potencial zeta. Na Figura 11d a micrografia
sugere que os NCs sao do tipo heterodimero, pois a FesO4 NP se encontra ligada a
superficie da prata diretamente, mas nao a recobre por completo. Observa-se pontos
de estado de agregacao nas micrografias 11c e 11d obtidas, sinalizando a agregacgéao
dos NCs.

Utilizando o programa ImagedJ foi encontrado a média de 11,80 + 3 nm, 15,87

4 nme 15,51 £ 5 nm, para didametro das FesO4 NPs, AgNPs e NCs, respectivamente.
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Os valores encontrados estdo representados na Figura 12 dos histogramas de

distribuicdo de tamanho.

Figura 12 — histograma de distribuicdo do didmetro das nanoparticulas de a) 6xido de ferro; b) prata;

¢) nanocompdsito.
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Essa analise permitiu obter distribuicbes de tamanho de NPs de imagens MET

com informacdes sobre tamanho médio e desvio padrao. No entanto, tais informacdes

das micrografias MET muitas vezes n&o corroboram bem com dados obtidos do DLS,

pois s&o técnicas fundamentalmente diferentes. O tamanho obtido por DLS é

geralmente maior que o obtido na andlise de MET com software imageJ

(BHATTACHARJEE, 2016; KIM et al., 2015; ZHAO et al., 2015).

Sonbol, Mohammed e Korany (2022) sintetizaram AgNPs utilizando os agentes

biogénicos Phoma sp., chaetomium globosum e chaetomium sp. A distribuicdo do

tamanho das particulas das imagens MET foi calculada usando o software ImageJ e

apresentou tamanho médio de 12,7, 10,7 e 16,1 nm para as trés sinteses citadas

acima, respectivamente. Para analise do DLS o raio hidrodindmico das particulas foi

de 98,41, 83,15 e 51,76 nm, respectivamente. Isso mostra que os dados de tamanho

meédio utilizando imagem MET sdo menores em comparagao aos observados pelo

DLS, conforme dados encontrados acima. Além disso, os valores médios encontrados

estdo dentro do esperado de acordo com os dados encontrados para prata na

literatura.

A distribuicdo do tamanho das Fe3Os NPs sintetizadas foram avaliados

utilizando as micrografias de anadlise MET. Foi calculado o tamanho médio de 5,3 nm

das NPs usando o software Imaged. O valor médio encontrado esta dentro do

esperado de acordo com os dados encontrados para 6xido de ferro na literatura

(KURNIAWAN; KHUMAENI, 2018).
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5.6 Difracao de elétron de area selecionada (SAED)

As analises de SAED € uma técnica que permite analisar a estrutura cristalina
dos biomateriais através do padrao de pontos de difracdo obtidos na analise MET. Os
padrdes de d-spacing de AgNPs e Fe3O4 NPs foram considerados para encontrar os
valores dos padrdes de d-spacing do NC. Os picos observados com relagdo aos
valores de d-spacing conhecidos representando o plano cristalografico estdo contidos
na Tabela 2.

Tabela 2 — indices de Miller em relagdo aos valores de d-spacing conhecidos para prata, 6xido de

ferro e composito.

Plano Prata Oxido de ferro Composito
d-spacing d-spacing d-spacing

(220) 2,968239834 2,842524161
311) 2,531966072 2,444390125
111) 2,251491613 2,232392008
(400) 2,105484788

(200) 1,948368242 1,985111663
(422 1,733102253

1,630656339

1,683155228

(511)
(440)(214)

1,487099413

(220) 1,380357513 1,401345291
(311) 1,191043354 1,189909567
(222) 1,117505727

Foram encontrados os planos 111, 200, 220, 311 e 222 (Figura 13a) e 220,
311, 400, 422, 511 e 440/214 (Figura 13b) para prata e Ooxido de ferro,
respectivamente. Consequentemente, foi possivel observar através dos valores de d-
spacing os planos que representam a prata e o 6xido de ferro nos NCs 220, 311, 111,
200, 511, 220, 311 (Figura 13c) (GALATEANU et al., 2015; MEHTAB; ZAIDI; SIDDIQI,
2018; NJAGI et al., 2011; NOVAL; CARRIAZO, 2019; ZHU et al., 2011).

Para discussao dos resultados, as AgNPs sintetizadas foram analisadas
considerando a estrutura cubica de face centrada (MEHTAB; ZAIDI; SIDDIQI, 2018;
NJAGI et al., 2011). A prata ndo apresentou picos extras de difragdo, sugerindo que
ela é essencialmente pura (NJAGI et al., 2011). A alta pureza e a baixa toxicidade
dessa NP a torna potencialmente atraente para aplicagdes bioldgicas.

As Fe304 NPs apresentaram o padrdao de d-spacing 1,48. Esse padrao é
considerado por Noval e Carriazo (2019) referente aos planos 440 (Fe3Oa4) e 214 (a-

Fe203), o que sugere a presenca de Hematita na dispersdo de Fe3O4 NPs. O NC
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apresentou picos de difracdo de ambas as NPs, o que sugere a presencga das duas
NPs na amostra.

As AgNPs sao altamente cristalinas com picos de difragdo correspondentes a
fase cubica de face centrada, de acordo com o valor reportado de ICDD 4-783;
a=4,0862A. A analise indica uma amostra nanocristalina com indexacdo para Fe3O4
NPs como rede cristalina cubica com rostos de acordo com o arquivo ICDD numero
04-008-8146 (GALATEANU et al., 2015; NJAGI et al., 2011).

Figura 13 — Difragéo de elétrons de area selecionada (SAED) das nanoparticulas a) prata; b) 6xido de

ferro; ¢) nanocompdsito

b

5 1/nm 5 l/nm

5 1/nm

5.7 Estudo de toxicidade das nanoparticulas pelo teste de letalidade de Arfemia

salina

As NPs nao mostraram toxicidade nos testes de letalidade de Artemia salina.
Nao foi observada CL50 nas concentragdes testadas o que indica que o composto
nao apresentou toxicidade, pois sua dose letal € superior a maior concentragcao

avaliada (20,5 yg mL-1). O fator limitante desta concentracgéao foi o fato de que a AgNP
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possui concentragdo maxima de 100 ug mL-1, dificultando o teste com concentragbes
superiores a concentragao maxima testada em testes de microdilui¢ao.

Em uma avaliagdo dos potenciais efeitos toxicos de AgNPs em nauplios de
Artemia salina sob a diretriz ISO TS 20787, os nauplios foram expostos as
concentragdes 0 (controle), 0,39, 1,56, 6,25, 25 e 100 mg L' por24 h,48 he 72 h. Os
resultados indicaram baixa taxa de imobilizacdo dos nauplios no prazo de 24h,
somente apdés o tempo de 72h que houve imobilizagdo dos nauplios de forma
dependente da concentragdo. Assim, os resultados indicaram que no periodo de 24
h, a concentragdo maxima testada nao foi suficiente para imobilizar os nauplios (AN
et al., 2019).

O teste de letalidade de Artemia salina possui boa correlacdo com outros testes
mais complexos na determinacdo de varias atividades, tais como: antifungicas,
antivirais e antimicrobianas, além de ser um teste de baixo custo e de facil
interpretacao. Esse teste esta sendo amplamente empregado na triagem da atividade
biolégica de varios compostos com possiveis potenciais de bioatividade
(KRISHNARAJU et al., 2005; LUNA et al., 2005; PISUTTHANAN et al., 2004).

5.8 Formacgao de biofilme

Todas as 13 P. aeruginosa foram capazes de formar biofiimes, 9 (69,23 %)
foram classificadas como formador forte, 4 (30,77 %) como formador moderado,

conforme pode ser verificado na tabela 3.

Tabela 3 - indice de formagéo de biofilme de Pseudomonas aeruginosa.

P. aeruginosa Med DP Formacao de biofilme
Pa3 0,142 0,069 Moderada
Pa5 0,356 0,109 Forte
Pa6 0,394 0,082 Forte
Pa10 0,256 0,067 Forte
Pa11 0,142 0,018 Moderada
Pa13 0,192 0,063 Moderada
Pa20 1,077 0,442 Forte
Pa22 0,166 0,068 Moderada
Pa23 0,265 0,072 Forte
Pa28 1,676 1,153 Forte
Pa29 0,983 0,731 Forte

Pa ATCC 9027 0,246 0,103 Forte

Pa ATCC 27853 0,170 0,051 Forte

CNI 0,061 0,011 -
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As cepas de P. aeruginosa Pa5, Pa6, Pa10, Pa20, Pa23, Pa28, Pa29, Pa ATCC
9027, Pa ATCC 27853 foram classificadas como formadoras fortes de biofilme; as
cepas Pa3, Pa11, Pa13 e Pa22 como formadoras moderadas. Corroborando nossos
resultados, Caixeta et al. (2018) identificou que as cepas de P. aeruginosa ATCC 9027
apresentaram melhor desempenho na produgcao de biofilme quando comparada a P.
aeruginosa ATCC 27853.

Os resultados da formacgao de biofilme de P. aeruginosa na presenga das NPs
estdo dispostos na Tabela 4. Os resultados foram tabulados e, assim, calculados o

desvio padrao e médias.

Tabela 4 - indice de formacdo de biofilme de P. aeruginosa na presenca de nanoparticulas.

AgNP NCs Fe304 NP cv
P. aeruginosa MED DP MED DP MED DP MED DP
Pa3 0,119 0,035 0,073 0,052 0,092 0,029 0,142 0,069
Pa5 0,220 0,081 0,293 0,085 0,527 0,125 0,356 0,109
Pa6 0,144 0,074 0,477 0,125 0,282 0,084 0,394 0,082
Pa10 0,164 0,030 0,185 0,051 0,136 0,046 0,256 0,067
Pa11 0,117 0,028 0,106 0,021 0,215 0,021 0,142 0,018
Pa13 0,180 0,069 0,167 0,027 0,31 0,090 0,192 0,063
Pa20 0,766 0,101 2,118 0,643 0,239 0,110 1,077 0,442
Pa22 0,143 0,028 0,415 0,071 0,218 0,013 0,166 0,068
Pa23 0,231 0,072 0,082 0,039 0,076 0,003 0,265 0,072
Pa28 0,560 0,230 0,141 0,005 0,368 0,055 1,676 1,153
Pa29 0,350 0,036 0,423 0,164 0,61 0,029 0,983 0,731

Pa ATCC 9027 0,422 0,046 0,377 0,100 0,314 0,018 0,246 0,103
Pa ATCC 27853 0,080 0,012 0,398 0,189 0,465 0,027 0,170 0,051

CNI 0,140 0,026 0,437 0,038 0,421 0,066 0,061 0,011

Legenda: Pa = Pseudomonas aeruginosa; ATCC = American type culture collection; CNI = Controle
nao inoculado; Med = média; DP = desvio padrao; CV = controle de viabilidade; AGNP = Nanoparticula
de prata; NC = Nanocompdsito; Fe3Os NP = Nanoparticula de 6xido de ferro; p = nivel de significancia.

Os resultados obtidos no teste t de Student estao dispostos na Tabela 5. AQNPs
1 ug mL" inibiram a formacgao de biofilme para as cepas Pa6, Pa10, Pa13 e Pa ATCC
27853. Os NCs 0,258 / 1 ug mL™" inibiram a formacgao de biofilme nas cepas Pa5, Pa10
e Pa13. Por fim, as Fe3Os4 NPs 0,258 ug mL™" inibiram a formagéo de biofilme das
cepas Pa10 e Pa28 (Tabela 5). As cepas Pa5, Pa6, Pa10, Pa28 e Pa ATCC 27853
inibidas sao consideradas fortes produtoras de biofime de acordo com dados
visualizados na tabela 3.

As AgNPs inibiram a formac&o de biofiime em 63,5%, 35,9%, 6,3% e 52,9%
para as cepas Pa6, Pa10, Pa13 e Pa ATCC 27853, respectivamente. Os NCs inibiram
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a formacao de biofilme em 45,8%, 27,7% e 13% nas cepas Pa5, Pa10 e Pa13,
respectivamente. Por fim, as FesO4 NPs inibiram a formacgéo de biofiime em 46,9% e
78% para as cepas Pa10 e Pa28, respectivamente. O nanocompdésito se mostrou
formador de biofilme para a Pa ATCC 9027, o biofilme aumentou 153,3% em relagao
ao controle.

Um estudo prévio demonstrou que as AgNPs foram bactericidas contra P.
aeruginosa multirresistentes de forma dose dependente possui a faixa de CMI
variando entre 1,406 e 5,625 ug mL"', o estudo mostrou que as AgNPs podem
desempenhar papéis antimicrobianos na P. aeruginosa multirresistente de maneira
dependente da concentragéo (LIAO et al., 2019). Por isso, foi utilizada a concentragéo

de 1 ug mL-' para o teste de inibigdo da formagao de biofiime deste trabalho.
Tabela 5 — Porcentagem de formacéo de biofilme de P. aeruginosa na presenga das nanoparticulas

em relagdo ao controle de viabilidade.

P. aeruginosa AgNP NCs Fe304 NP
% p <0,05 % p <0,05 % p<0,05
Pa3 16,2 48,6 35,2
Pa5 38,2 45,8 0,024 148,0
Pa6 63,5 0,022 55,1 28,4
Pa10 35,9 0,001 27,7 0,000 46,9 0,003
Pa11 17,6 25,4 19,0
Pa13 6,3 0,009 13,0 0,018 31,8
Pa20 28,9 196,7 77,8
Pa22 13,9 30,7 28,9
Pa23 12,8 69,1 71,3
Pa28 66,6 91,6 78,0 0,029
Pa29 64,4 57,0 83,6
Pa ATCC 9027 171,5 153,3 0,001 127,6
Pa ATCC 27853 52,9 0,013 234,1 2,9

O tamanho das AgNPs é uma caracteristica crucial na atividade antibiofilme
contra P. aeruginosa multirresistentes, uma vez que particulas menores apresentam
maior area de superficie de contato com o micro-organismo. Estudos mostram que a
atividade antibiofilme ocorre por meio da ruptura da estrutura do biofilme e estresse
oxidativo. E observado que o uso das AgNPs demonstram ser uma abordagem
promissora para o desenvolvimento de novos sistemas antimicrobianos contra cepas
de P. aeruginosa (CORIOLANO et al., 2021).

O diametro das Fe3Os4 NPs é importante para se obter efeito significativo na

inibicdo da formacgao do biofilme bacteriano. A analise da micrografias TEM deste
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trabalho identificou didmetro de 11,80 + 3 nm, contudo Sathyanarayanan et al. (2013)
mostraram efeito significativo no crescimento do biofilme bacteriano na presenga de
FesO4 NPs de didmetro menor que 10 nm e relataram que a concentragdo da
dispersao também possui relagdo com a inibicado no crescimento de biofilmes.

Em concentragdes baixas, as Fe3Os NPs apresentaram aumento de
crescimento do biofilme de P. aeruginosa em comparagao ao controle. No entanto,
concentragdes mais altas (50 yg mL', 100 ug mL-' e 150 ug mL") mostram redugéo
significativa no crescimento de biofilmes na presenca de Fe3sO4 NPs em comparagéo
a baixa concentragdo (10 yg mL") (SATHYANARAYANAN et al., 2013).

Um estudo prévio demonstrou que as NPs de 6xido de zinco (~20 nm) foram
bactericidas contra P. aeruginosa multirresistentes de forma dose dependente na
concentragdo de 350 ug mL™", o teste avaliou 15 isolados clinicos e uma referéncia
ATCC 9027 de P. aeruginosa. Os organismos tratados com NPs 350 pg mL™
resultaram em mais de 94% de inibicdo na redugdo da DOe20 (SANGANI;
MOGHADDAM; FORGHANIFARD, 2015).

O NC teve o objetivo de melhorar a estabilidade e a atividade antimicrobiana
das AgNPs (conhecida e muito estudada em testes antimicrobianos). Os resultados
sugeriram que o NC melhorou a inibicdo da formagéo de biofilme para as Pa5, Pa10
e Pa13 em relagédo as AgNPs isoladas.

Nanocompdésitos de quitosana (CS) / oxido de zinco (ZnO) com e sem
gentamicina (utilizada como agente antibiofilme) foi sintetizado com objetivo de inibir
a formacéo de biofilme de Pseudomonas aeruginosa (PAO1). Os NCs foram testados
em concentragdes de %4 concentragdo minima inibitéria (CMI) contra os biofilmes de P.
aeruginosa PAO1. Foi observado reducgéo significativa em todos os componentes
quimicos (p < 0,05). A concentragdo CMI de 128 ug mL" do NC CS-ZnO teve um
grande declinio de biofilme de 63% para P. aeruginosa PAO1, jd o NC CS-ZnO com
gentamicina de CMI de 0,5 ug mL-"! reduziu drasticamente a formagao de biofilme de
84% (HEMMATI et al., 2020).

Nanocompdsito de quitosana (CS) / polipirrol (PPy) foram testados na avaliagao
da formacao de biofilme de P. aeruginosa. NCs CS-PPy sao altamente estaveis e
atuam como um potente antibiofilme para o tratamento da infec¢ao por P. aeruginosa.
Para verificar a CMI de CS-PPy NCs para a P. aeruginosa, a cultura de células
crescidas foi tratada com diferentes concentragbes desse composto variando de 16 a
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4096 ug mL'. Apos 22 h de incubacao, foi determinada DO a 600 nm e os resultados
mostraram que a CMI de CS-PPy foi de 1024 ug mL-" (KHAN et al., 2019).

De modo geral, as concentragdes utilizadas nos trabalhos da literatura foram
superiores as testadas neste trabalho. Contudo, este trabalho usou a faixa de CMI da
AgNP dos autores Liao et al., 2019 para avaliar a inibicdo na formagao do biofilme
para as NPs. As concentragdes das amostras foram ajustadas de forma a tornar os
resultados comparaveis.

Os resultados apresentaram boas perspectivas na avaliacdo da inibicdo da
formacao de biofilme e o NC indica melhor porcentagem de inibigdo na formagao do
biofilme em 8 cepas de P. aeruginosa (Pa3, Pa5, Pa11, Pa13, Pa22, Pa23, Pa28 e Pa
ATCC 9027) em comparacédo com as AgNPs isoladas, mas apenas em trés casos
(Pa5, Pa13 e Pa ATCC 9027) os resultados apresentaram nivel de significancia. Além
disso, a nao toxicidade das NPs permite viabilizar uma futura pesquisa utilizando o

NC como nanocarreador.
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6 CONCLUSOES

° O NC foi sintetizado de acordo com as micrografias do MET e os resultados
sugeriram um aumento no estado de agregacao das particulas. As caracterizagdes
mostraram potencial zeta de -15,1 nm, raio hidrodindmico de 573,9 nm, ID de 0,806,
diametro médio 15,51 £+ 5 nm e morfologia esférica. Os resultados confirmaram a
avaliagao visual de alto estado de agregacao.

° A FesO4 NP foi sintetizada e funcionalizada de acordo com as micrografias de
MET e os resultados sugeriram que as NPs se ligaram através dos ions citrato durante
a funcionalizagcdo com acido citrico. As caracterizacbes mostraram potencial zeta de
-37,7 mV, raio hidrodindmico de 106,7 nm, ID de 0,159, didametro médio 11,80 + 3 nm
e morfologia esférica. Estes resultados sugerem alta estabilidade das NPs.

° A AgNP foi sintetizada de acordo com as micrografias do MET. Os resultados
apresentaram potencial zeta de -43,5 mV, raio hidrodindmico de 63,27 nm, ID de
0,491, didmetro médio 15,87 + 4 nm e morfologia esférica e hexagonal. Estes
resultados sugerem alta estabilidade das NPs.

° As NPs nao apresentaram toxicidade com CLsp na concentragdo maxima
testada de 20,5 yg mL"' com Artemia salina. Nesse sentido, as NPs testadas podem
ser seguras do ponto de vista da toxicidade, permitindo o emprego medicinal das NPs.
° Entre as cepas de P. aeruginosa inibidas, Pa5, Pa6, Pa10, Pa13, Pa28 e Pa
ATCC 27853, 5 delas sado classificadas como fortes formadoras de biofiime e 1
classificada como formadora moderada de biofiime.

° As AgNPs inibiram a formagao de biofilme para as cepas Pa6, Pa10, Pa13 e
Pa ATCC 27853. Os NCs Fe304/Ag inibiram a formagao de biofilme nas cepas Pa5,
Pa10 e Pa13. Por fim, as Fe3O4 NPs inibiram a formacgéao de biofilme das cepas Pa10
e Pa28.
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