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INTRODUCAO

Nanoparticulas de prata (AgNPs) sdo sistemas coloidais que vém
emergindo como uma alternativa ao uso de antibioticos, devido ao
fato desses ultimos comumente causarem  resisténcia,
desencadeando dificuldades na terapia (RAl et al., 2009). No
campo da nanotecnologia diversos materiais sao comumente
utilizados como tratamento alternativo antibacteriano, sendo a
nanoparticula de prata bastante efetivo (GONG et al., 2007).

Desde a antiguidade, ja se relatam efeitos antimicrobianos da
prata, sendo utilizada para controle bacteriano na odontologia, na
desinfeccao de cateteres e feridas (KIM et. al., 2007). Porém uma
nanoestruturacdo controlada da Ag e de outros metais, como o
cobre, pode levar a uma alternativa terapéutica mais eficaz. O
potencial terapéutico dessas particulas ainda pode ser amplificado
por meio da funcionalizagao de suas superficies (RUPARELIA et. al.,
2008).

Diversas sdao as metodologias utilizadas para a sintese das AgNPs
que podem ser divididas em quimicas, fisicas e bioldgicas (IRAVANI
et. al., 2014). Os métodos mais utilizados promovem como produto
a formagdo de nanoparticulas com boa distribuicdo de tamanho e
mesma regiao de absorcao, de forma a obter um material uniforme
(SAADE, 2013). Entre essas metodologias, temos o crescimento de
nanoparticulas por semente, relatada por Aherne et. al. (2008).
Esta metodologia utiliza um polimero anionico como agente
surfactante que ao se fixar a determinadas faces dos pequenos
cristais esféricos (denominados sementes), provoca uma
anisotropia na superficie, tal que, o crescimento de particulas na
forma de nanoprismas é favorecido gerando AgNPs anisotropicas
como produto majoritario da sintese (>95%). Essa metodologia
envolve a catélise das sementes sintetizadas com o polimero pelo
acido ascorbico, e uma maior adicdo de ions Ag*, podendo entao
controlar a forma e o tamanho por meio do controle da quantidade
adicionada das sementes no meio reacional.

O poli(4-estirenosulfonato) - PSSS é conhecido por conta de sua
preferéncia a algumas faces das esferas de prata, sendo esse fator,
determinante para definir as faces onde havera crescimento, e
também definido por conta do tamanho do polimero, onde maiores
conseguem separar melhor essas sementes no meio reacional, e
promovem um crescimento mais uniforme. Por ser um método
rapido, anisotropico e simples, essa metodologia € uma grande
alternativa para diversas aplicacdes biomédicas. Os nanoprismas
tém também potencial para gerar efeitos plasmonicos mais
acentuados pela geometria (MILLSTONE et. al., 2009). Dessa forma
o objetivo desse trabalho é avaliar a atividade antibacteriana dos
nanoprismas crescidos pela técnica de crescimento a partir de
sementes, frente a seis cepas isoladas de bactérias e observar

propriedades cinéticas de crescimento para AgNPs utilizando o PSSS
de 200 kDa.

MATERIAIS E METODOS
1. Sintese das AgNPs
A metodologia para sintese das AgNPs foi adaptada da
proposta por Aherne et. al., (2008). Em um experimento tipico,
combinou-se 5 mL de citrato de sodio (5 mL, 2,5 mmol.L™"), solucao
de PSSS (0,25 mL, 500 mg.L", MM 200.000) e borohidreto de sodio
[NaBH4 (0,3 mL, 10 mmol.L"), recém preparada], com posterior
adicdao de nitrato de prata (5 mL, 0,5 mmol.L™"), gota a gota,
resultando em particulas esféricas e uma solucdo de coloracdo
amarelada. Para o crescimento dessas particulas, utilizou-se as
mesmas condicdoes, onde combinou-se agua deionizada (5 mL),
acido ascérbico (75 pL, 10 mmol.L") e volumes variados da
suspensao contendo as sementes (i.e. 90, 200 e 650 pL), seguido
pela adicdo de solucdo aquosa de AgNOs (3 mL, 0,5 mmol.L"). Os
sistemas foram caracterizados utilizando espectroscopia UV-Vis,
com varredura entre 350 e 750 nm.
2. Preparacao das AgNPs
Para utilizacdo nesse estudo, as AgNPs foram
centrifugadas utilizando-se 12.000 rpm a 4 °C, sendo obtido um
precipitado. O sobrenadante foi retirado e o precipitado foi
redisperso em 500 pL, obtendo um concentrado, que foi utilizado
para o experimento. Também foi analisada a atividade do
sobrenadante, para confirmar que nao ha residuos toxicos da
sintese no sobrenadante.
3. Obtencdo dos microrganismos e preparacao dos indculos
Foram testados os microrganismos: Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella
pneumoniae ATCC 29665, Staphylococcus aureus ATCC 6538 e
Bacillus subtillis ATCC 6633. Eles foram reativados em meio caldo
nutriente em estufa bacteriologica a 37 °C por 24 h, passado esse
periodo foi feita uma suspensdao direta das colénias em uma
solucdo de caldo TSB (Tryptic Soy Broth) ajustada para
concentragao final de 1,0 x 107 UFC/mL através de leitura
espectrofotométrica de acordo com a NCCLS (2003).
4. Atividade antimicrobiana
A avaliacao da atividade antimicrobiana foi realizada em
microplacas de 96 pocos. Para tanto, 50 pL de cada uma das AgNPs
foram adicionados a 45 pL do meio caldo Miller Hinton juntamente
com 5 pL da cultura dos microrganismos testes ja previamente
padronizados. Como controle positivo foi utilizado clorexidina
0,12%, como negativo apenas o meio de «cultura e os
microrganismos. As microplacas entao foram incubadas em estufa a
37 °C por 24 h, apds este periodo, foram determinadas as

© 2019 CC BY-NC-ND LICENSE.

ANAIS: ENCONTRO ANUAL DA BIOFISICA (2019): 130-132.
BIOFISICA E RADIOBIOLOGIA, BIOCIENCIAS, UFPE

21 E 24 DE MAIO, RECIFE, PERNAMBUCO, BRASIL

ISSN: 2526-6071

DOI: 10.5151/biofisica2019-38



DOI: 10.5151/biofisica2019-38

absorbancias a 595 nm por um leitor de microplacas ELISA
Immunochem-2100 HTI Medical Inc. Apds a analise das absorbancias
em 595 nm, as microplacas foram submetidas ao revelador
resazurina (100 pg/mL) do qual 30 pL foi adicionado em cada poco
dos testes com os microrganismos por 2 h.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O perfil espectral observado para os produtos da sintese mostra
que temos nos sistemas coloidais predominantemente nanoprismas.
Na Figura 1, podemos ver que, ao alterar o volume de semente
utilizado para o crescimento, também ha alteracdo do
comprimento de onda, que se relaciona diretamente com o
tamanho, uma vez que todas tem a mesma forma induzida pela
presenca do polimero.
574 nm —— 650 uL semente

504 nm l —— 500 uL semente
3,04 l 541 n —— 400 uL semente

Extingao (u.a)
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Figura 1. Espectros de extingao observados para a sintese utilizando PSSS 200 kDa.

0 tamanho do polimero é de fundamental importancia para que se
obtenha um produto com maior quantidade de prismas. Quando
temos um polimero de maior massa molecular, os nucleos
conseguem ficar afastados de forma que os ions Ag*, quando
adicionados, consigam se ligar a esse nlcleo de forma uniforme,
sem que haja aglomeracao ou crescimento das sementes de forma
esférica. Quando utilizando o polimero de 70 kDa, foi possivel ver
que nao houve muito consumo de sementes, ocorrendo também o
processo de crescimento esférico, sendo ainda o produto
majoritario em alguns volumes de semente (RODRIGUES et. al.,
2018). As suspensoes de AgNPs foram utilizadas sem diluicao, uma
vez que ha uma grande dificuldade na obtencdo de pdé e de uma
diluicdo estimada de forma a se ter definida a concentracao
inibitéria média. Os sistemas entdo, foram padronizados na mesma
diluicao a partir do precipitado obtido, com a finalidade de se
manter uma uniformidade.

Esses resultados ja estdo mais de acordo com a sintese proposta
por Aherne, e utilizada como base, para a qual o polimero utilizado
tinha massa molecular de 1.000 kDa, e a quantidade de sementes
era minima, tendo realmente uma maior quantidade de
nanoprismas. A centrifugacao foi realizada para retirar a maior
quantidade de interferentes da sintese possivel, de modo que tudo
aquilo que nao reagiu fosse eliminado, e apenas restasse as AgNPs.
Esse sobrenadante nao desencadeou inativacao microbiana, e
alguma atividade exercida nos microrganismos se deu por conta da
presenca das particulas ainda no sobrenadante, e quao menor for o
tamanho da particula, mais dificil € de se obter um precipitado em
grande quantidade.

O mecanismo de acao das AgNPs foi explicado por Rai et. al.,
(2009), que justificou essa alta atividade pelo fato da grande area
superficial das nanoparticulas, que promovem alguns efeitos na
bactéria, como a associacdo a parede bacteriana e também a
penetracao na bactéria, sendo esses processos mediados por
grupos sulfidrilas, que possuem uma alta interacao com a prata.
Também sado alvos os grupos contendo fosforo do DNA e atacam a
cadeia respiratoria, liberando ions Ag*. Diversas formas de AgNPs
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foram estudadas por Morones et. al., (2005), e foi observado que o
efeito bactericida esta ligado diretamente a estrutura da particula
coloidal. Pal et. al., (2007) evidenciaram que uma menor
quantidade de particulas era necessaria para se obter uma
inativacao bacteriana utilizando nanoprismas quando comparados
aos sistemas esféricos.

As bactérias gram positivas utilizadas no presente estudo tiverem
uma maior sensibilidade corroborando com o estudo realizado por
Azam et. al., (2012) que utilizando AgNPs esféricas também teve
inibicdo das bactérias gram negativas. A susceptibilidade das
bactérias gram positivas frente as trés AgNPs utilizadas pode ser
vista na Figura 2, que mostra a morte das bactérias de acordo com
as particulas utilizadas. As AgNPs utilizando 200 pL da semente
promoveram a inibicdo completa das bactérias gram positivas B.
subtlis ATCC 6633 e do S. aureus ATCC 6538, entretanto nao foi
observada inibicao completa para a Corynebacterium sp. ATCC
6931, que teve uma viabilidade de 40,6% apos 24h de incubacao
com o sistema coloidal.

I controle
[ AgNP 500 uL semente

I AgNP 400 uL semente
I AgNP 200 uL semente

Viabilidade (%)

B. subtilis S. aureus Corynebacterium
Bactérias

Figura 2. Viabilidade bacteriana observada apds 24 h de experimento para bactérias gram
positivas, utilizando AgNPs.

Estudos realizados por RUPARELIA et al., 2008 utilizando
nanoparticulas esféricas de prata também foram efetivos frente as
bactérias B. subtlis e do S. aureus comprovando assim como o0s
resultados obtidos nesse trabalho a alta sensibilidade dessas
bactérias aos coloides de prata. Para as bactérias gram negativas,
nao foi observado nenhuma inativacao completa (Figura 3), uma
vez que essas bactérias possuem duas membranas de fosfolipideos,
uma interna e outra externa, o que pode impedir a penetrabilidade
da substancia (CARVALHO et al, 2016).
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Figura 3. Viabilidade bacteriana observada apos 24h de experimento para bactérias gram
negativas, utilizando AgNPs.

Diferente do que relatado por OUAY et al., 2015 a atividade
antimicrobiana foi proporcional ao tamanho da particula, sendo
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mais efetiva para as maiores. Através do uso da resazurina como
revelador foi possivel a visualizacdo da atividade antimicrobiana
como pode ser observado na Figura 4, onde a presenca da
coloracdo azul representou auséncia de crescimento e da cor rosa
presenca de crescimento bacteriano (PALOMINO et al., 2002).

o 43
A Z [ B\
Figura 4 - Avaliacdo de viabilidade das bactérias utilizando o reagente resazurin, onde
rosa indica a presenca do microrganismo e azul, sua inibicao.

CONCLUSOES

0 método de aplicacdo de AgNPs de maior tamanho frente as cepas
de S. aureus ATCC 6538 e B. subtilis ATCC 6633 testados
apresentou inibicdo completa microbiana, o que mostra uma
potencial aplicacdo das nanoparticulas crescidas por semente,
tendo uma alta anisotropia. A particula de maior tamanho,
utilizando 200 uL da semente, teve uma maior eficacia quando
comparada as outras utilizadas no percentual de inativacao, que
mostrou ser totalmente dependente do tamanho da particula.
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