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RESUMO

A resisténcia aos antimicrobianos € um dos maiores desafios para a saude publica
global, pois reduz a eficacia dos tratamentos convencionais, aumentando a morbidade
e a mortalidade. Além disso, a formagéao de biofilmes por microrganismos patogénicos
e resistentes, como Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), Klebsiella
pneumoniae produtora de carbapenemase (KPC) e Candida albicans, agrava ainda
mais o cenario, pois as infecgbes ficam ainda mais dificeis de erradicar e o
microrganismo permanece por mais tempo no ambiente. Diante da necessidade de
novas estratégias antimicrobianas, as nanoparticulas de prata (AgNPs) tém sido
amplamente estudadas devido a sua potente atividade antimicrobiana e antibiofilme.
Neste contexto, este estudo teve como objetivo avaliar e comparar a atividade
antimicrobiana e antibiofiime de AgNPs biossintetizadas por microrganismos
(biogénicas; AgNP B) com AgNPs sintetizadas quimicamente (AgNP Q). Para isso,
AgNPs biogénicas foram produzidas utilizando uma bactéria como agente redutor dos
ions de prata. A atividade antimicrobiana e antifungica foi determinada contra diversas
cepas e isolados microbianos por ensaios de microdiluigdo em caldo, para estabelecer
a concentracao inibitéria minima (CIM) e a concentragao bactericida/fungicida minima
(CBM/CFM). Além disso, a atividade antibiofilme foi avaliada para MRSA e C. albicans
por meio de ensaios de inibicao e degradacao do biofilme, utilizando ensaios in vitro
em placas de microtitulacdo. A microscopia eletrénica de varredura foi utilizada para
visualizar os efeitos das AgNPs sobre a estrutura do biofilme pré-formado. A atividade
virucida também foi avaliada. Os resultados demonstraram que as AgNP B
apresentaram maior atividade antimicrobiana e antifungica em comparagdo com as
AgNP Q, sendo eficazes contra patégenos multirresistentes, como MRSA e Klebsiella
pneumoniae produtora de KPC, em concentragdes significativamente menores. Além
disso, as AgNP B inibiram de maneira mais eficiente a formagao de biofilmes e
promoveram uma degradacao mais rapida de biofilmes pré-formados. A microscopia
eletrdnica revelou que as AgNP B causaram reducgao evidente no numero de células
bacterianas e da matriz do biofime. No entanto, ndo foi observada atividade
antivirucida relevante. A maior eficacia das AgNP B contra microrganismos celulares
pode estar associada a presenca de metabdlitos microbianos e proteinas da
membrana bacteriana na superficie das nanoparticulas, que potencializam sua
interacdo com as células-alvo. Os achados deste estudo destacam o potencial das
AgNP B como uma alternativa promissora e mais sustentavel, quando comparada as
AgNP Q, para o controle de microrganismos resistentes a antibidticos e formadores
de biofilme. Essas AgNPs podem ser exploradas no desenvolvimento de novos
antimicrobianos e desinfetantes, tanto na &rea clinica quanto industrial. A
nanotecnologia aplicada ao combate a resisténcia aos antimicrobianos representa um
avancgo significativo no desenvolvimento de estratégias inovadoras para mitigar os
impactos das infecgbes resistentes, minimizando os efeitos adversos associados a
resisténcia.



Palavras-chave: nanoparticula de prata; nanoparticula biogénica; atividade
antimicrobiana; atividade antibiofilme.



ABSTRACT

Antimicrobial resistance is one of the greatest challenges to global public health, as it
reduces the effectiveness of conventional treatments, increasing morbidity and
mortality. Additionally, biofilm formation by pathogenic and resistant microorganisms,
such as methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA), carbapenemase-
producing Klebsiella pneumoniae (KPC), and Candida albicans, further exacerbates
the situation, making infections even more difficult to eradicate and allowing the
microorganism to persist longer in the environment. Given the need for new
antimicrobial strategies, silver nanoparticles (AgNPs) have been widely studied due to
their potent antimicrobial and antibiofilm activity. In this context, this study aimed to
evaluate and compare the antimicrobial and antibiofilm activity of biosynthesized
AgNPs (biogenic; AgNP B) with chemically synthesized AgNPs (AgNP C). For this
purpose, AgNP B were produced using a bacterium as a reducing agent for silver ions.
Antimicrobial and antifungal activity was determined for various microbial strains
through broth microdilution assays to establish the minimum inhibitory concentration
(MIC) and the minimum bactericidal/fungicidal concentration (MBC/MFC).
Furthermore, antibiofilm activity was evaluated for MRSA and C. albicans through
biofilm inhibition and degradation assays using in vitro microtiter plate tests. Scanning
electron microscopy was employed to visualize the effects of the NPs on microbial cells
and biofilm structure. Virucidal activity was also assessed. The results demonstrated
that AgNP B exhibited greater antimicrobial and antifungal activity compared to AgNP
C, being effective against multidrug-resistant pathogens such as MRSA and KPC-
producing Klebsiella pneumoniae at significantly lower concentrations. Moreover,
AgNP B more efficiently inhibited biofilm formation and promoted faster degradation of
pre-formed biofilms. Electron microscopy revealed that AQNP B caused a noticeable
reduction in the number of bacterial cells and the biofilm matrix. However, no relevant
virucidal activity was observed. The higher efficacy of AgNP B against cellular
microorganisms may be associated with the presence of microbial metabolites and
bacterial membrane proteins on the nanoparticle surface, which enhance their
interaction with target cells. The findings of this study highlight the potential of AQNP B
as a more promising and sustainable alternative, compared to AgNP C, for controlling
antibiotic-resistant and biofilm-forming microorganisms. These NPs can be explored
for the development of new antimicrobials and disinfectants in both clinical and
industrial applications. Nanotechnology applied to combating antimicrobial resistance
represents a significant advancement in the development of innovative strategies ._
mitigate the impact of resistant infections while minimizing the adverse effects
associated with resistance.

Keywords: silver nanoparticle; biogenic nanoparticle; antimicrobial activity; antibiofilm
activity; antibiofilm activity.
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1 INTRODUGAO

Infecgbes s&o causadas pela colonizacdo e proliferagdo de agentes
patogénicos, como bactérias, virus, fungos ou parasitas no organismo humano e em
outros seres vivos. Esses microrganismos podem afetar diferentes sistemas e 6rgaos
do corpo, levando a uma variedade de doencas, desde infecgbes leves até condi¢des
potencialmente fatais (LEWNARD; REINGOLD, 2019). Apesar de existir tratamento
para uma parcela destas infecgdes, alguns destes agentes microbiologicos s&do mais
desafiadores, por nao serem facilmente controlados por medicamentos ou
desinfetantes, como é o caso de bactérias resistentes aos antimicrobianos e
microrganismos capazes de formar biofiime (FERNANDEZ-BILLON et al., 2023;
WIESE-POSSELT et al., 2023). Novas moléculas com atividade antimicrobiana e
antibiofilme s&o desejaveis, para ampliar as possibilidades de controle de agentes
infecciosos, incluindo os mais desafiadores. Neste sentido, a nanotecnologia € uma
area que vem sendo explorada, com potenciais aplicagdes biotecnoldgicas, como o
desenvolvimento de produtos e processos com beneficios terapéuticos ou industriais
(TOLISANDO; DEL BUONO, 2023).

1.1 A PROBLEMATICA DA RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS

A resisténcia aos antimicrobianos, dentro de uma ampla gama de agentes
infecciosos, € uma ameaga crescente a saude publica, causando grande preocupagao
para multiplos setores, visto que implica em elevadas taxas de morbidade e
mortalidade, bem como no aumento dos custos do tratamento, impacto nos
procedimentos médicos e industriais e disseminagdo acelerada da resisténcia
(FREIRES; RODRIGUES JUNIOR, 2022; WIESE-POSSELT et al., 2023). Os dados
de resisténcia mundial divulgados em um estudo sistematico dos colaboradores do
GBD (do inglés: Global Burden of Disease) sobre resisténcia antimicrobiana, estimou
4,71 milhdes de mortes associadas e 1,14 milhées de mortes atribuiveis a resisténcia
em bactérias em 2021. Tanto para as mortes associadas como para as mortes
atribuiveis a resisténcia aos antimicrobianos o Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA; do inglés: Methicillin-resistant S. aureus) foi o que mais aumentou
a nivel global (NAGHAVI et al., 2024).

A resisténcia aos antimicrobianos € um problema complexo e multifacetado,

influenciado por diversos fatores interligados (BLOOMFIELD et al., 2024). Entre os
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principais fatores que contribuem para a resisténcia bacteriana, podemos destacar: o
uso inadequado de antimicrobianos, devido a pratica de se automedicar sem a devida
orientagdo médica ou quando utilizados para doengas virais ou em doses incorretas;
a prescricao inadequada de antimicrobianos por profissionais de saude, e a falta de
adesédo ao tratamento, como nao completar o ciclo de antimicrobianos ou o uso de
doses em horarios irregulares (BENVENGA et al., 2024; DUFF et al., 2024; WIETERS
et al., 2024). Ainda, outras causas se relacionam com o aumento da resisténcia
bacteriana, como o uso excessivo de antimicrobianos em animais de produgéo (como
aves, suinos e bovinos); a falta de saneamento basico e de acesso a agua potavel,
que facilita a proliferagdo de microrganismos e aumenta o risco de infecgdes; e as
mudangas climaticas, que podem exercer influéncia sobre as caracteristicas
fisioloégicas microbianas, contribuindo para melhor adaptacdo dos microrganismos aos
antimicrobianos (MARRANA, 2022; MacFADDEN et al., 2018).

Os mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos, com énfase ao grupo dos
patogenos humanos ESKAPE (Enterobacter aerogenes, S. aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterococcus
faecium), podem ser intrinsecos do microrganismo ou adquiridos por mutagdo ou
transmissao horizontal de material genético, onde elementos genéticos moveis, como
por exemplo plasmideos, sdo veiculos para transferéncia genética de genes de
resisténcia entre as bactérias (DRALI et al., 2018; MOUANGA-NDZIME et al., 2023).
A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos pode ocorrer devido: (1) a degradagao
enzimatica do antimicrobiano, o qual € um dos mecanismos de resisténcia bacteriano
mais frequente. Como exemplo, pode-se citar as enzimas [3-lactamases de espectro
estendido (ESBL; do inglés Extended Spectrum betalactamases), Klebsiella
pneumoniae carbapenemase (KPC) e new delhi metallo-beta-lactamase (NDM-1), que
sao capazes de degradar diversos antimicrobianos da classe dos beta-lactamicos,
como penicilinas, cefalosporinas e carbapenemas; (2) a diminuigdo da permeabilidade
da membrana, devido principalmente a diminuicdo da expressao de porinas, que sao
proteinas transmembranas associadas ao transporte de moléculas através da
membrana bacteriana, onde, neste caso, o antimicrobiano ndo consegue penetrar no
citoplasma bacteriano na concentragdo necessaria para sua agao; (3) a atividade de
efluxo, exercida por bombas de efluxo, que sédo proteinas transmembranas capazes

de transportar (“bombear”) antimicrobianos do meio intracelular para o extracelular,
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fazendo com que a droga nao alcance concentragbes efetivas no citoplasma
bacteriano, e (4) alteragao de sitio alvo, que é quando ha alteragao do local-alvo onde
atua determinado antimicrobiano, de modo a impedir a ocorréncia de qualquer efeito
inibitorio ou bactericida, que ocorre em Enterococcus resistentes a vancomicina (VRE;
do inglés: Vancomycin-resistant Enterococcus) (COSTA, 2019; OTEO; ARACIL,
2015). Este ultimo mecanismo ocorre também em MRSA, devido a presenca do gene
mecA, que codifica uma proteina de ligagdo a penicilina alternativa, denominada
PBP2a, que apresenta baixa afinidade de ligagcdo por antibidticos beta-lactamicos.
Assim, a bactéria utiliza esta PBP2a para sintetizar as ligagdes cruzadas das unidades
de peptioglicana da parede celular, mesmo na presenga de beta-lactamicos
(CASCIOFERRO et al., 2020). Apesar do nome meticilina, MRSA ¢é resistente a
praticamente todos os antibidticos beta-lactdmicos, com excec¢ao de cefalosporinas
de 52 geracdo em diante (AHMED; BAPTISTE, 2018; STOGIOS; SAVCHENKO,
2020). Uma das ultimas linhas de tratamento contra infec¢gdes por MRSA sao os
glicopeptideos, como a vancomicina. No entanto, ha diversos relatos na literatura de
isolados resistentes também a vancomicina, conhecidos como VRSA (do inglés:
Vancomycin-resistant S. aureus) (CAMERON et al., 2016). Assim, alternativas para o

tratamento de MRSA sao extremamente necessarias (MASIMEN et al., 2022).
1.2 O BIOFILME MICROBIANO

O biofilme microbiano constitui uma comunidade de células bacterianas ou
fungicas complexa (figura 1). Estas células estdo em grande quantidade, fortemente
aderiras entre si e a uma superficie, e embebidas em outras moléculas (RATHER,;
GUPTA; MANDAL, 2021; FERNANDEZ-BILLON et al., 2023). A estrutura do biofime
€ constituida por, além de células microbianas aderidas, agua, matriz de polimeros
extracelulares (fibronectina, colageno, elastina, etc) e moléculas retidas diversas (ex.:
DNA) (EDWARD et al., 2023). Infecgbes relacionadas a biofilme estdo comumente
associadas a utilizacao de dispositivos médicos implantaveis, como cateteres, sondas
e proteses, uma vez que microrganismos podem aderir a estes dispositivos. Em geral,
a formacao de biofilme em um destes dispositivos requer a remogao do mesmo, pois
o biofilme reduz a suscetibilidade microbiana a agentes antimicrobianos e as defesas
imunoldgicas, complicando a erradicagao de infec¢des relacionadas a ele (RATHER,;
GUPTA; MANDAL, 2021). Diversas bactérias de importancia clinica sdo capazes de

produzir biofilme, incluindo S. aureus, Escherichia coli, A. baumannii e P. aeruginosa.
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Estes biofilmes estdo relacionados principalmente a cronificacdo de infecgbes, em
diversos contextos clinicos (RATHER; GUPTA; MANDAL, 2021). Adicionalmente, o
biofilme produzido no ambiente pode ter impacto negativo nas industrias (ex.: biofilme
em tubulagdes industriais) e nos locais de atendimento a saude (ex.: biofilme
superficies e equipamentos hospitalares), aumentando a problematica (RATHER;
GUPTA; MANDAL, 2021; EDWARD et al., 2023). Estudos evidenciam que biofilme
de S. aureus pode persistir em superficies hospitalares por até 5 meses, e biofiime
de P. aeruginosa pode sobreviver por até 4 semanas em superficies de aco
inoxidavel, mesmo apos a aplicacdo de desinfetantes hospitalares comuns
(ABDALLAH et al., 2014; CENTELEGHE et al., 2022). A persisténcia de biofilmes em
superficies e utensilios hospitalares aumenta o risco de infec¢gdes nosocomiais,
especialmente em pacientes imunossuprimidos. A resisténcia de biofilmes a métodos
tradicionais de limpeza e desinfecgcao exige o desenvolvimento de novas estratégias
de controle, como o uso de agentes antimicrobianos inovadores e métodos de
desinfeccéo mais eficazes (WEBER et al., 2023).

Figura 1 — Microscopia eletronica de varredura de biofilme de S. aureus. Barra

de escala=1 um

Fonte: LAMRET et al. 2020.
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S. aureus é uma das espécies bacterianas mais frequentemente associada a
infeccbes relacionadas a formacéao de biofiime. (FIGUEIREDO et al., 2017; TAHAEI
et al., 2021). Em S. aureus, diversos fatores bacterianos ja foram relacionados com a
capacidade de formar biofilme, como as proteinas de ligagéo a fibronectina (FNnBP; do
inglés fibronectin binding-protein), o DNA extracelular, a proteina BAP (do inglés:
biofilm associated protein) e moléculas de adesao codificadas pelo operon ica
(FIGUEIREDO et al., 2017; KHASAWNEH et al., 2020; LESHEM et al., 2022; SINGH
et al., 2023). A matriz do biofilme apresenta uma barreira fisica para a penetragdo dos
antimicrobianos e mediadores imunoldgicos. Adicionalmente, no ambiente de biofilme,
as células de S. aureus sdo encontradas em diferentes estagios metabdlicos, incluindo
estagios de inatividade metabdlica ou persisters (células em estado de persisténcia,
um tipo de resisténcia), fazendo com que ndo sejam afetadas adequadamente por
antimicrobianos ou por mecanismos do sistema imunolégico (FIGUEIREDO et al,,
2017; RICHTER et al., 2020). A adesdo das bactérias em um biofilme também
possibilita o contato célula-a-célula, facilitando a troca genética, podendo estar
associada a disseminacéo de genes de resisténcia por mecanismos de transferéncia
horizontal de genes (SHREE et al., 2023).

A resisténcia aos antimicrobianos nao se limita as bactérias, e afeta um amplo
espectro de patdégenos, incluindo fungos com impactos significativos na saude publica
(KHAN et al., 2020; RATHER et al., 2021). Fungos, especialmente Candida sp. e
Aspergillus sp., apresentam resisténcia crescente a antifungicos (RATHER et al,,
2021), dificultando o tratamento de infecgbes, particularmente em pacientes
imunocomprometidos.

Adicionalmente, fungos como Candida albicans, podem formar biofilmes em
dispositivos médicos e superficies hospitalares, contribuindo para a persisténcia das
infeccbes e aumentando o risco de complicagées (RAIl; GUPTA, 2019). A matriz
extracelular do biofilme de C. albicans é predominantemente composta por 55% de
proteinas, 25% de carboidratos, 15% de lipidios e DNA extracelular, contribuindo para
sua estabilidade. Proteinas plasmaticas, como albumina e fibrinogénio, podem atuar
como intermediarias na adesdo de microrganismos do biofilme a cateteres
colonizados. No entanto, entre os componentes celulares presentes, a levedura
representa a fragdo mais significativa, contribuindo diretamente para a densidade e a

formacao do biofilme, onde os polissacarideos ligados a 3-1,6-glucana desempenham
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um papel essencial na organizacao estrutural da matriz (HERNANDEZ-CUELLAR et
al., 2022).

1.3 NANOPARTICULAS BIOGENICAS

A nanotecnologia tem se destacado como uma area de crescente importancia,
especialmente devido ao interesse nas nanoparticulas (NPs) biogénicas, que
possuem grande potencial na prevengdo de infecgcbes e outras aplicagdes
biotecnolégicas (TOLISANDO; DEL BUONO, 2023). Essa tecnologia abrange a
produgao, manipulagao e utilizagao de materiais nanoestruturados, como as NPs, que
possuem dimensdes entre 10 e 100 nm. Essas particulas podem ser sintetizadas por
meétodos fisicos, quimicos ou bioldgicos, apresentando diferentes morfologias, como
amorfa, esférica, triangular ou bastonete (figura 2). Suas propriedades, como
estabilidade e tamanho, sao diretamente influenciadas pelo método de sintese
empregado (NISAR et al., 2019). NPs biogénicas tém aplicagbes promissoras em
catalise, sensores, remediagdo ambiental e ciéncia dos materiais (MAHAWAR et al.,
2023). Na medicina, elas sao exploradas para diagndstico, terapia, liberacao
controlada de medicamentos e aplicagdes em curativos para promover a cicatrizagao
de feridas (EGHBALIFAM; SHOJAOSADATI; HASHEMI-NAJAFABADI, 2023;
GAREEYV et al., 2022). Na area de energia, sua estrutura unica e propriedades de
transporte de elétrons estdo sendo aproveitadas para melhorar a eficiéncia e a

sustentabilidade de dispositivos energéticos (PATIL et al., 2023).

Figura 2 — Diferentes morfologias das nanoparticulas. (A) amorfa;

(B) esférica; (C) triangular e (D) bastonete.

Fonte: ARAUJO et al. 2019; DURAN et al. 2018.

Essas NPs biogénicas sao produzidas por organismos vivos ou derivadas de
materiais biolégicos, como plantas, bactérias, fungos e algas. Este tipo de NP é

formada naturalmente, como resultado de processos bioquimicos complexos, e
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oferecem vantagens unicas, devido as suas propriedades especiais (DAS;
KARANKAR, 2019). A sintese biolégica de NPs apresenta uma série de vantagens
em comparagédo com os métodos tradicionais fisico-quimicos de sintese de NPs, que
envolvem o uso de produtos quimicos toxicos. Os processos bioldgicos de produgéo
das NPs sao frequentemente mais sustentaveis (impacto reduzido ao ambiente), além
de permitir um melhor controle sobre a forma, tamanho, composi¢ao, estabilidade
coloidal, dispersao uniforme e menor aglomeragao das NPs (DAS; KARANKAR, 2019;
GHORBANI, 2013).

NPs biogénicas podem exibir atividade antimicrobiana tanto individualmente
quanto em combinagdo com agentes antimicrobianos ja conhecidos, como alguns
metais (ex.: prata). Os microrganismos possuem mecanismos de formacéo de NPs
muito especificos e as etapas sdo a captura de ions de ferro do meio ambiente e a
precipitacdo em mineral de ferro dentro de projegdes intracitoplasmaticas ou vesiculas
formadas a partir da membrana plasmatica bacteriana, onde serdo reduzidos por
agentes redutores em diferentes formas e tamanhos de NPs (CORREA;
PRESCILIANO; ABREU, 2021; PATEL, et al., 2020). Os possiveis mecanismos de
agao antimicrobiana dessas NPs combinadas com metais incluem: (a) producao
excessiva de espécies reativas de oxigénio (EROs) dentro dos microrganismos, que
podem inibir enzimas e processos metabdlicos; e (b) danos as membranas
plasmaticas microbianas, envolvendo acumulo de ions metalicos, atragao eletrostatica
entre NPs e células microbianas, e a ruptura de enzimas vitais na cadeia respiratéria
(HUH; KWON, 2011; NISAR, 2019).

Enquanto a resisténcia bacteriana a antimicrobianos € bem documentada, o
desenvolvimento de resisténcia a nanoparticulas de prata (AgNP) permanece pouco
investigado. O estudo de Panacek e colaboradores (2017) mostrou que cepas de
bactérias Gram-negativas, como E. coli O13, P. aeruginosa CCM 3955 e E. coli O
CCM 3954, podem adquirir resisténcia apds exposicdes repetidas. Esse processo
ocorre devido a producao de flagelina, uma proteina do flagelo com habilidade de
adesado, que provoca a agregacao das NPs. A resisténcia surge por alteragdes
fenotipicas, sem modificacdes genéticas, reduzindo a estabilidade coloidal das NPs e
compromentendo sua eficacia antibacteriana.

Segundo Quinteros e colaboradores (2019), as AgNPs sintetizadas por

bactérias demonstraram maior atividade antibacteriana, quando comparadas com as
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sintetizadas pela via quimica. A hipotese que justifica este achado € de que ha uma
biocompatibilidade entre a NP e a célula microbiana, facilitando a interacgéo,
diretamente relacionada a atividade observada. O envelope de membrana natural
encontrado nas NPs biogénicas melhora as caracteristicas de biocompatibilidade,
reduzindo a toxicidade contra células humanas e animais e ao meio ambiente
(CORREA; PRESCILIANO; ABREU, 2021). Chuy e colaboradores (2022)
demonstraram que as AgNP biossintetizadas por uma cepa de K. quasipneumoniae
apresentou atividade antibacteriana maior, com valores de concentrag&o inibitoria
minima (CIM) e concentragdo bactericida minima (CBM) menores, quando
comparadas a AgNP sintetizadas pelo extrato de Aloe vera em cepas de KPC.

Adicionalmente, foi relatado que as NPs biogénicas podem superar os
problemas de resisténcia aos antibidticos associados a formagdo de biofilme
bacteriano, pois ndo apenas os destroem, mas também diminuem as doses de
antimicrobianos necessarias, quando administradas em combinacdo com as NPs
(DAS; KARANKAR, 2019; SINGH et al., 2020). Quando essas NPs penetram na
membrana celular do biofilme, danificam a estrutura celular e alteram sua fisiologia,
pois enzimas proteicas, polissacarideos e lipidios presentes na matriz se rompem
(SHIVASHANKAR, 2021).

No estudo de Chuy e colaboradores (2022), uma AgNP biogénica foi obtida.
Resumidamente, uma cultura da cepa K. quasipneumoniae ATCC700603 foi cultivada
em caldo Mueller-Hinton (MHB; Kasvi®, Brasil) e incubada por 18h a 37°C. A cultura
foi adicionada a uma solugao contendo o precursor metalico nitrato de prata (AgNO3
99,9%, Sigma-Aldrich®, EUA) na proporgdo 1% (v/v). A solugéo foi colocada sob
radiagao visivel (75 W/30 min), e a mudanga de coloragdo para marrom sugeriu a
formacao de AgNPs. A solugao foi, entdo, colocada em banho-maria (56°C por 30
min), para que ocorresse precipitacdo das NPs e, em seguida, o sobrenadante foi
descartado, e o precipitado foi seco (60°C por 24 h) e rotulado como AgNP B.

A AgNP B foi caracterizada por difratometria de raio X (DRX), espectroscopia
no infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR), microscopia Eletrénica de
Varredura acoplada a Espectroscopia de Energia Dispersiva (MEV-EDS) e por
espalhamento dindmico de luz (DLS; do inglés: Dynamic Light Scattering), em que
foram identificadas caracteristicas e pureza da amostra, conforme descrito por Chuy

e colaboradores (2022).
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A problematica das infec¢gbes causadas por diversos agentes microbioldgicos,
incluindo os agentes mais desafiadores, como bactérias e fungos resistentes aos
antimicrobianos e produtores de biofilme, exige o desenvolvimento de novas
alternativas para controla-los. A AgNP biogénica anteriormente desenvolvida (AgNP
B) apresentou atividade antimicrobiana contra uma cepa de bactéria de importancia
clinica, e resistente aos antimicrobianos, K. pneumoniae produtora de KPC (CHUY et
al.,, 2022). Assim, no presente estudo, ampliou-se o estudo da atividade
antimicrobiana anteriormente observada para outros agentes infecciosos, como
outras espécies de bactérias resistentes a antibioticos, fungos e virus de importancia
clinica. A atividade antibiofilme também foi estudada para MRSA e C. albicans. Uma
vez que as AgNPs biogénicas apresentam vantagens quando comparadas a NPs
sintetizadas quimicamente, este estudo demonstrou o potencial para futuras
aplicagdes biotecnologicas mais sustentaveis, como o desenvolvimento de produtos
e processos com beneficios terapéuticos ou industriais, como por exemplo um
desinfetante hospitalar eficaz e mais sustentavel que os encontrados no mercado

atual.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar e comparar a atividade antimicrobiana e antibiofime de AgNPs
biossintetizadas a partir de microrganismos (AgNP B; biogénica) com as AgNPs

sintetizadas pela via quimica (AgNP Q).
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar a atividade antimicrobiana das AgNP B e AgNP Q frente a cepas padrdes

e isolados clinicos de bactérias de importancia clinica;

- Avaliar a capacidade das AgNP B e AgNP Q em inibir a formagéo do biofilme de S.

aureus e C. albicans;

- Avaliar a capacidade das AgNP B e AgNP Q em destruir o biofilme pré-formado de

cepas de S. aureus;

- Avaliar a atividade antifungica das AgNP B e AgNP Q frente a levedura C. albicans
e espécies de fungos filamentosos: Alternaria alternata, Rhizopus stolonifer,

Aspergillus niger e Fusarium oxysporum.
- Avaliar a atividade virucida das AgNP B e AgNP Q frente ao Adenovirus;

- Comparar as atividades antimicrobiana e antibiofilme da AgNP B e AgNP Q.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 NANOPARTICULAS E MICRORGANISMOS

A AgNP biogénica (AgNP B) foi obtida do estudo de Chuy e colaboradores
(2022). A AgNP quimica (AgNP Q) foi sintetizada conforme Pratheesya e
colaboradores (2019), adicionando-se uma solugao de borohidreto de sodio (NaBH.,,
Sigma-Aldrich®, EUA) em banho de gelo, e sob agitagdo magnética por 15 min a uma
solucao de AgNO; 99,9% (taxa de 1 gotals).

Os isolados clinicos bacterianos avaliados neste estudo incluem isolados de
MRSA previamente caracterizados em um estudo anterior de nosso grupo de
pesquisa (DOMINSKI et al., 2018). A cepa de MRSA BMB9393 (COSTA et al., 2013)
foi gentilmente fornecida pela Prof?. Agnes Figueiredo (UFRJ), e um isolado clinico de
K. pneumoniae produtora de KPC, doado pela Prof?. Jussara Palmeiro (UFSC). Além
disso, foi incluida uma cepa clinica multirresistente de P. aeruginosa, gentilmente
doada pela Prof?. Izabella da Silva (UFSC), juntamente com P. aeruginosa ATCC9027,
K. quasipneumoniae ATCC700603 e S. aureus ATCC25923 doadas pelo Prof. Admir
José Giachini (UFCS) e C. albicans ATCC14053, doada pela Prof?. Jussara Palmeiro
(UFSC), além da cepa C. albicans ATCC10231, doada pelo Prof. Diogo Robl (UFSC).
Todos os isolados e cepas sdo armazenados a -80°C em glicerol a 10% (p/v). O perfil
de resisténcia aos antimicrobianos dos isolados clinicos utilizados no estudo, incluindo

origem clinica e ano de isolamento, s&o apresentados no quadro anexo.

3.2 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A atividade antimicrobiana, a concentragdo inibitéria minima (CIM) e a
concentragédo bactericida minima (CBM) foram determinadas através do método de
microdiluicdo em placas de microtitulagdo, seguindo as diretrizes preconizadas pelo
BrCAST (2023). Inicialmente, os estoques das cepas foram inoculados pela técnica
de esgotamento em placas de agar Mueller Hinton (MHA; Kasvi®, Brasil) e incubadas
por 18-20h a 37°C, para garantir a pureza da cultura. Em seguida, suspensdes
contendo os microrganismos foram preparadas, individualmente, em caldo Mueller-
Hinton (MHB; Kasvi®, Brasil), e caldo RPMI 1640 (Merck®, Alemanha) para as C.
albicans. As suspensdes de células microbianas foram padronizadas para escala de
0,5 McFarland (correspondente a 1,5x108 UFC/mL para bactérias e 1,5x10° a 5,0x10°

células/mL para leveduras) e, em seguida, os inéculos bacterianos e fungicos foram
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diluidos em caldo MHB/RPMI no fator 1:20, e inoculados nos pogos da placa,
conforme a figura 3, em duplicata. Foram utilizadas placas de 96 pogos de poliestireno
de fundo plano (Eppendorf®, Alemanha).

Diluicbes seriadas (no fator 1:2) da solugdo com AgNP B e da AgNP Q foram
realizadas em um volume de 100uL de MHB/RPMI, a partir da 42 coluna de pogos
(figura 3). Foi adicionado um volume de 100 puL das AgNPs B e Q ao caldo MHB/RPMI,
com a concentragéo testada variando de 312,5 pg/mL a 1,22 pg/mL. A partir da 22
coluna de pogos da placa, um volume de 10 yL dos indculos bacterianos/fungicos foi
adicionado. A 12 coluna de pogos indicou o controle de esterilidade do meio,
possuindo apenas MHB/RPMI, a 22 coluna de pogos indicou o controle negativo,
sendo adicionado MHB/RPMI e um volume de 10uL do inéculo bacteriano/fungico, a
32 coluna de pocgos indicou o controle positivo, adicionando MHB/RPMI, um volume
de 10uL do inéculo bacteriano/fungico e uma solugédo contendo clorexidina 2% (p/v).
As placas foram incubadas por 24h a 37 = 2 °C, em condigbes aerdbias, e com

agitacédo de 200rpm.

Figura 3 — Metodologia da CIM.
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*Para C. albicans: RPMI 1640
O caldo MH*

O Caldo MH* + inéculo (controle negativo)

. Caldo MH* + in6culo + clorexidina 2% (controle positivo)
. Caldo MH* + in6culo + AgNP Biogénica

.Caldo MH* + inéculo + AgNP Quimica
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Fonte: elaborado pela autora
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A leitura da CIM foi realizada de forma visual, de acordo com a turvagao visivel
dos pocos, sendo a CIM definida como a menor concentragcdo do composto que nao
apresentaram turvacado. A CBM foi determinada espalhando na superficie das placas
de MHA 10pL do conteudo dos pogos das trés primeiras concentragdes que nao
apresentaram turvacao visivel, e nas duas primeiras concentracoes que apresentaram
turvacao visivel. As placas foram incubadas por 18-24h a 37 + 2 °C em condigbes

aerobias, e verificadas quanto ao crescimento visivel. A menor concentragdo do
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composto que ndo apresentou nenhum crescimento visivel em placa foi considerada
a CBM/CFM.

3.2.1 Curva de crescimento

A fim de comparar o padrao de crescimento entre as cepas bacterianas
utilizadas no estudo e determinar o estagio metabdlico em que se encontram, realizou-
se um ensaio de cinética para obter a curva padrao de crescimento de cada uma das
amostras, seguindo a metodologia de Wang e colaboradores (2019). No primeiro dia,
as amostras foram semeadas por esgotamento em MHA, e as placas foram incubadas
a 37°C por 16-18h. No segundo dia, as colbénias isoladas foram ressuspendidas em
solugdo salina estéril (0,85%), padronizando a densidade celular para escala
McFarland 0,5 (1,5x108 UFC/mL). Em seguida, a diluigdo foi realizada na proporgao
de 1:1000 em caldo TSB (Tryptic Soy Broth; Kasvi®, Brasil). Foi pipetado um volume
de 200 pL de cada amostra diluida em placas de 96 pogos, sendo cada amostra
pipetada em quadruplicata e selada com papel filme. A placa foi incubada a 37°C por
18h, com intervalos de agitagao branda (em torno de 150 rpm). A leitura da densidade
otica (DO) foi realizada a cada 60 minutos, em 600 nm, utilizando uma multileitora de
placas sob agitacdo e temperatura de 37°C. A confeccédo dos graficos de curva de
crescimento foi realizada no programa Excel (Microsoft®) e os valores finais
representam as médias das quadriplicatas técnicas e da duplicata biolégica.

Para definir o tempo de geracao de cada cepa utilizou-se duas férmulas: na
primeiro os dados da DO obtidos partir da leitura no espectrofotbmetro foram
transformados em unidades formadoras de col6nia por mililitro (UFC/mL) utilizando a

seguinte equacéao, onde x corresponde a DO a ser convertida:

1,5x10%. x
0,1

UFC/mL =

E a segunda férmula, foi usada para obter o tempo de geragdo (TG) em
minutos. Os caélculos foram realizados considerando a fase log da curva de
crescimento, através da conversao dos dados UFC/mL em Jlog, conforme a equacéao
abaixo, onde “N” € o numero de células final, “No” € o numero de células iniciaise to

tempo (60 minutos):



29

log2

TG = .t
logN —log NO

3.3 ATIVIDADE ANTIFUNGICA

Os testes seguiram as diretrizes do EUCAST (2022) e foram realizados em
colaboracdo com o Laboratorio de Microbiologia e Processos Biotecnoldgicos
(LAMPB) da UFSC, sob coordenacéo do Prof. Diogo Robl. Foram selecionados quatro
isolados fungicos de interesse para carcinocultura, saude humana e conservagao pos-
colheita: F. oxysporum MUCL909, A. niger DR02, A. alternata CCT2816 e R. stolonifer
CCT0276. Os fungos foram cultivados em agar dextrose de batata (BDA; Kasvi®,
Brasil) a 28°C até atingirem esporulagdo abundante. Os esporos foram coletados com
solugao estéril de Tween 20 (0,1%), filtrados para remogao de hifas, e ajustados para
uma concentracao de 2-5x107 esporos/mL. As suspensdes foram armazenadas a -80
°C em glicerol 30% e peptona 0,1% até o momento de uso. Os testes de CIM foram
realizados em placas de 96 pocos, com indculos contendo 1-2x10° esporos/mL em
meio RPMI 1640 suplementado com L-glutamina e 2% (p/v) de glicose. As AgNPs B
e Q foram testadas em concentrag¢des de 312 a 1,21 pg/mL, com anfotericina B como
controle positivo. Apds incubacao a 28°C por até 72 horas, a germinagao dos esporos
e a morfologia das hifas foram analisadas utilizando o microscépio invertido Olympus
CKX53®, com aumento de 400x. Para confirmar o efeito fungistatico ou fungicida, os
pocos sem crescimento foram inoculados em meio BDA e incubados por sete dias a
28°C.

3.4 ATIVIDADE ANTIBIOFILME

3.4.1 Inibicao da formagao do biofilme de MRSA e MSSA

Para realizar o ensaio de inibicao da formacéao do biofilme, foram selecionadas
uma cepa clinica de MRSA (BMB9393) e uma cepa de S. aureus sensivel a meticilina
(MSSA; do inglés: Methicillin- sensitive S. aureus) ATCC25923, ambas fortemente
produtoras de biofilme (FERREIRA et al., 2012; NEOPANE et al., 2018). Para estimar
de forma quantitativa a formagao de biofilme, foi utilizado o ensaio in vitro em placa
de microtitulagdo, de acordo com Ferreira e colaboradores (2012). Placas de
microtitulagao de 96 pogos de poliestireno e com fundo chato (Eppendorf®, Alemanha)

foram utilizadas. Inicialmente, os estoques das cepas foram inoculados pela técnica
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de esgotamento em agar em placas de MHA, por 18-20h a 37°C. Em seguida, uma
unidade formadora de colbnia (UFC) isolada foi inoculada em caldo TSB e incubadas
a 37°C por 18-20h, sob agitagdo (200rpm). As culturas liquidas foram diluidas 1:100
(v/v) em TSB com glicose 1% (p/v) em quadriplicata, e adicionadas aos pogos da placa
de 96 pogos. As solugdes de AgNPs B e Q foram misturadas as bactérias
imediatamente apds a inoculagdo das mesmas na placa, de modo a verificar se as
AgNPs iriam inibir a formagao de biofilme. A solugdo contendo as AgNPs foram
preparadas em concentracdes sub-inibitérias abaixo da CIM, de modo a ndo matar as
bactérias.

Foi adicionado um controle da esterilidade do meio (pogos A1 e B1), um
controle negativo (S. aureus ATCC29213; cepa n&o produtora de biofilme) e controles
experimentais, que foram as cepas de MRSA e MSSA sem o tratamento das AgNPs,
conforme figura 4 (representados pela letra S). As placas foram incubadas por 20h a

37 £ 2 °C em condic¢bes aerdbias, sem agitagao.

Figura 4 — Metodologia da inibicdo da formagao do biofilme.

‘
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O = Branco (TSB)

O = Controle negativo (S. aureus ATCC 29213)
@ = vRsA BMB9393

. = MSSA ATCC25923

S = Cultura diluida

B = Cultura diluida + AgNP Biogénica

Q = Cultura diluida + AgNP Quimica

0000080 8
00000000
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Fonte: elaborado pela autora

Apés incubagdao, a DO do crescimento microbiano foi determinada em
espectrofotbmetro em um comprimento de onda de 540 nm. Em seguida, o
sobrenadante da placa foi removido, e os pogos foram lavados delicadamente 2x com
solugao salina (NaCl 0,85%; p/v) estéril. As células no biofilme foram fixadas em uma
temperatura de 65-70°C, por cerca de 2h. Apds secagem, um volume de 200uL de

solugao de cristal violeta (Newprov®, Brasil) foi adicionado em cada pog¢o da placa e,
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ap6s 1 minuto, as placas foram novamente lavadas 3x com agua destilada. Apds nova
secagem (65-70°C por 1h), a DO do biofilme formado em cada pogo da placa foi
novamente determinada em espectrofotometro (540 nm). A atividade antibiofilme foi
estudada comparando a DO do biofilme formado nos pogos controle com a DO do
biofilme formado na presenca de AgNPs.

O biofilme foi calculado conforme equacao (FERREIRA et al., 2012):

Valor da leitura 2 (biofilme corado)

Unidade de Biofil UB) =
nidade de Biofilme (UB) Valor da leitura 1 (crescimento)

E os resultados foram considerados de acordo com o quadro 1:

Quadro 1 — Resultados das leituras da DO em espectrofotdmetro.

DO <ou=0,24 Nao aderente
0,25>D0 < 0,45 Fracamente aderente
0,46 > DO < 0,91 Moderadamente aderente

DO >ou=0,92 Fortemente aderente

Fonte: elaborado pela autora

3.4.2 Concentragao Inibitéria Minima do Biofilme (CIMB)

A concentragdo minima de AgNPs B e Q necessarias para inibir 50% da
formacao de biofime (CIMBso) e 80% da formagdo de biofiime (CIMBso) foi
determinada de acordo com metodologias descritas anteriormente (KASPAROVA et
al., 2021; YAP et al., 2023). Para determinar a CIMB, seis concentragbes de AgNP B
abaixo da CIM foram diluidas em série (1:2) e testadas em placas de 96 pocgos,
conforme o método descrito no item 3.4.1. As placas foram incubadas por 18-20h a
37°C e a DO do crescimento microbiano foi determinada em espectrofotdmetro em
um comprimento de onda de 570 nm. Os biofilmes bacterianos nao tratados serviram
como grupo controle, representando 0% de inibigdo do biofilme.

A porcentagem de biofilme foi calculada usando a seguinte equacéao, descrita
anteriormente (YAP et al., 2023):

(DO grupo controle — DO amostra)

% Biofilme = .100
% Biofilme DO grupo controle
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3.4.3 Inibicao da formagao de biofilme de C. albicans

A atividade de inibicdo de biofilmes de C. albicans ATCC14053 e ATCC10231
foi avaliada em presenga de AgNP B e Q, seguindo metodologias descritas
anteriormente (PIERCE et al. 2008; GULATI et al. 2018; ABOUALIGALEHDARI et al.,
2016).

No primeiro dia, as cepas foram semeadas por esgotamento em placas de MHA
e incubadas a 37°C por 24 a 48 horas. No segundo dia, de oito a dez colbénias isoladas
das placas foram transferidas para um volume de 20 mL de caldo MHB, e incubadas
sob agitagcado a 180 rpm por 18 a 24 horas até o crescimento macigo. No terceiro dia,
as células foram centrifugadas a 3000 g por cinco minutos a 4°C, o sobrenadante
descartado e o sedimento (pellet) ressuspendido em um volume de 20 mL de PBS
(Phosphate-Buffered Saline) gelado e estéril, seguido de vortex vigoroso até completa
solubilizacdo. Ap6s nova centrifugagao nas mesmas condigdes, o sobrenadante foi
descartado e o pellet ressuspendido em um volume de 5 mL de RPMI 1640 pré-
aquecido a 37°C. A partir desta suspensao, foi feita a padronizacédo para escala 0,5
de McFarland, sendo a cultura posteriormente diluida na propor¢ao 1:100. Em placas
de 96 pocos, um volume de 200 uL das culturas diluidas foi adicionado a cada poco,
juntamente com as AgNPs nas concentragdes previamente determinadas abaixo da
CIM, além dos controles de RPMI 1640 puro e cultura sem AgNPs. As placas foram
incubadas a 37°C por 24 horas sem agitagdo. No quarto dia, o sobrenadante foi
cuidadosamente removido com pipeta, sem tocar no fundo dos pogos, seguido de trés
lavagens delicadas com solug&o salina para remover células ndo aderidas. A placa
foi, entdo, invertida sobre papel absorvente por 45 minutos em temperatura ambiente,
para remocgao do excesso de solugdo. Em seguida, um volume de 200 uL de cristal
violeta foi adicionado a cada poc¢o, e, apds 45 minutos, o corante foi descartado. Cada
poco foi lavado pelo menos quatro vezes com agua destilada estéril até que os pogos
brancos (somente com meio) estivessem limpos. Posteriormente, um volume de 200
ML de etanol a 95% foi adicionado a cada poco por 45 minutos, sendo um volume de
100 pL transferido para uma nova placa para leitura da densidade 6tica a 595 nm.

A capacidade de formacdo de biofiimes foi analisada comparando-se a
absorbancia das amostras com a do controle positivo de C. albicans formador de

biofiilme, sendo a formacéo classificada como fortemente aderente (=275% da
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biomassa do controle), moderadamente aderente (25-74%) ou fraca (£24%)
(ABOUALIGALEHDARI et al., 2016).

3.4.4 Degradacao do biofilme pré-formado e Concentragdao Minima de
Erradicacao do Biofilme (CMEB)

Para avaliar o potencial de degradacgéo do biofilme pelas AgNPs, os biofilmes
de MRSA BMB9393 e MSSA ATCC25923 foram estabelecidos em placas de 96
pocos, conforme descrito no item 3.4.1. Em seguida, seguiu a metodologia conforme
o protocolo de Haney, Trimble e Hancock (2021). Resumidamente, apds o biofilme ser
formado por 20h, o sobrenadante foi removido, e o biofilme lavado delicadamente para
retirar as células ndo aderidas. Foi adicionado um volume de 100uL das AgNPs B e
Q, separadamente, em concentragdes iguais a CIM. As AgNPs foram adicionadas aos
pocos delicadamente, por gotejamento na lateral dos pogos da placa. As placas foram
novamente incubadas por 30min, 1h, 1h30min, 2h, 4h e 20h a 37°C e os
procedimentos posteriores de leitura do biofilme foram iguais aos citados no item
3.4.1.

Para determinar o CMEB, seis concentracdes de AgNP B abaixo da CIM foram
diluidas serialmente e testadas em placas de microtitulagcdo de 96 pocos, conforme
descrito acima, com incubacéo por 20 h a 37°C. O CMEBso foi identificado como a
menor concentracdo de AgNP B que causou uma redugéo de 50% nas células do

biofilme, enquanto o CMEBso causou uma redugéao de 80%.

3.4.5 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As alteragdes morfologicas na estrutura do biofilme de MRSA BMB9393 foram
observadas por microscopio eletronico de varredura Zeiss FIB-SEM Auriga 40® de
acordo com Portes e colaboradores (2020). Este experimento foi realizado na
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), em colaboragdo com as
pesquisadoras Débora Foguel e Marcia Attias.

Resumidamente, o biofilme foi crescido conforme descrito no item 3.4.1 em
laminulas redondas estéreis, tratadas com 0,1% de poli-L-lisina e incubado por 24h a
37°C. Apos formado, as AgNPs B e Q foram adicionadas e incubadas por 4h, junto
com o grupo controle sem tratamento. As amostras foram fixadas com 2,5% de

glutaraldeido e 4% de formaldeido em tampao cacodilato 0,1M por 2h.



34

Posteriormente, as amostras foram lavadas em tampao cacodilato 0,1M e pds-fixadas
com 1% de tetroxido de 6ésmio com 2,5% de ferrocianeto de potassio e lavadas
novamente. Em seguida, as amostras foram desidratadas em uma série de etanol e
secas em ponto critico em CO:2 liquido em um aparelho Leica EM CPD300, e
submetidas ao sputtering de uma camada de platina de 2 nm de espessura no

equipamento Quorum Q150V Plus.

3.4.6 Analise estatistica

Todos os ensaios foram realizados em ftriplicatas bioldgicas. A analise
estatistica dos dados foi realizada utilizando two-way ANOVA, seguida pelo teste t de
Student, no  GraphPad Prism  10.4.1 (GraphPad  Software, Inc.,
https://www.graphpad.com).

3.5 ATIVIDADE VIRUCIDA

Este ensaio foi realizado em colaboracdo com o Laboratério de virologia
aplicada, coordenado pela Profa. Gislaine Fongaro da UFSC. Antes de realizar o
ensaio virucida, a citotoxicidade das amostras de AgNPs B e Q foram avaliadas
usando o ensaio colorimétrico de sulforodamina B (PAVI et al., 2023). Para isso, foram
utilizadas placas de cultura de 96 pogos contendo a linhagem celular de
adenocarcinoma pulmonar humano (A549). A atividade virucida foi avaliada pelo
meétodo quantitativo de suspensao, de acordo com a norma europeia DIN EN 14476

(https://www.din.de/en), utilizando uma cepa de Adenovirus Humano Tipo 5

propagada na linha celular A549/ATCC. O teste foi realizado na presenca de AgNP B
e Q, comparando a quantidade de virus nas células expostas e nao expostas a
substancia (MICHELON et al., 2022). Para controle interno, pogos também foram
deixados na placa de cultura celular para controle celular (sem amostras adicionadas)
e controle viral (somente a suspensdo viral adicionada) (PAVI et al., 2023). As
concentragdes das AgNPs testadas foram: 30ug/mL, 15ug/mL, 7,5ug/mL, 3,75ug/mL,
1,88ug/mL, 0,94ug/mL, 0,47ug/mL, 0,22ug/mL e 0,11ug/mL.


https://www.graphpad.com/
https://www.din.de/en
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 A AgNP B APRESENTA MAIOR ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E
ANTIFUNGICA EM COMPARACAO COM A AgNP Q.

AgNP B demonstrou atividade antimicrobiana em concentra¢cdes mais baixas
(2,44 pg/mL — 19,53 ug/mL) contra bactérias susceptiveis e resistentes a antibioticos,
em comparagao com AgNP Q (39,06 pg/mL — 156,25 ug/mL), apoiando a hipotese de
biocompatibilidade (QUINTEROS et al., 2019), conforme mostrado na tabela 1. As
cepas P. aeruginosa ATCC 9027 e MRSA 16007 apresentaram os menores valores
de CIM/CBM para AgNP, indicando maior sensibilidade, enquanto MRSA 17030 e K.
pneumoniae KPC+ exibiram os maiores valores de CIM/CBM para AgNP.

Com relagao as cepas de C. albicans, AQNP B demonstrou menor CIM (39,06
pMg/mL) em comparagao com a AgNP Q, atingindo 156,25 pug/mL (tabela 1). Os valores
de CIM das leveduras foram maiores que os valores de CIM para todas as cepas
bacterianas testadas. As células fungicas tém uma parede espessa rica em
polissacarideos, composta principalmente de betaglicanos e quitina, que pode atuar
reduzindo a penetracdo de NPs (HERNANDEZ-CUELLAR et al., 2022). Em contraste,
as paredes celulares bacterianas sdo mais permeaveis, o que pode facilitar a
interagcéo e absorgédo das NPs (JAIN et al., 2021; MASIMEN et al., 2022).

Tabela 1 — Concentragao Inibitéria Minima (CIM) e Concentragao
Bactericida/Fungicida Minima (CBM/CFM) de AgNP B (biogénica) e AgNP Q

(quimica) testadas contra diferentes cepas microbianas e isolados clinicos.

CEPA AgNP CIM CBM/CFM

P. aeruginosa B 2,44 4,88
ATCC9027 Q 39,06 39,06

K. quasipneumoniae B 9,76 19,53
ATCC700603 Q 156,25 312,5

. B 19,53 19,53
K. pneumoniae KPC+ Q 156.25 156.25
S. aureus B 9,76 19,63
ATCC25923 Q 78,12 156,25

B 9,76 19,53
MRSA 17022 Q 156,25 156,25

B 4,88 9,76

MRSA 16007 a 39.06 39,06
MRSA 17041 B 9,76 19,53
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Q 156,25 312,5

B 9,76 19,53

MRSA BMB9393 a 39,06 7512
B 19,53 19,53
MRSA 17030 Q 156,25 156,25

P. aeruginosa cepa B 9,76 9,76
clinica multirresistente Q 19,53 39,06
C. albicans B 39,06 39,06
ATCC14053 Q 156,25 312,5

C. albicans B 39,06 39,06
ATCC10231 Q 156,25 156,25
Mg/mL Mg/mL

Fonte: elaborado pela autora

Os resultados confirmam o papel das AgNPs no combate a patégenos
multirresistentes a antibiéticos, destacando a superioridade da AgNP B (CUNHA et
al., 2023). Estudos apontam que NPs biogénicas produzidas por cepas bacterianas
podem atingir CIM tdo baixa quanto 3,3 pg/mL e 2,0 ug/mL contra P. aeruginosa,
comparavel aos 2,44 ug/mL observados para AgNP B neste estudo, e de 10 ug/mL
para S. aureus comparaveis aos 9,76 ug/mL encontrado (KARLEY; SHUKLA; RAO,
2024; TUFAIL et al., 2022). Outro estudo também relatou eficacia semelhante contra
MRSA, reforgando seu potencial como alternativa aos desinfetantes e antimicrobianos
convencionais (CUNHA et al., 2023). A variagao na eficacia entre as cepas, como a
maior sensibilidade de P. aeruginosa ATCC9027 e MRSA 16007, esta ligada a
funcionalizagédo das NPs e sua interagdo com as membranas bacterianas (GHOSH et
al., 2021). AgNP B tem menor toxicidade e maior biocompatibilidade, caracteristicas
essenciais para terapias mais seguras contra infeccbes relacionadas a
microrganismos resistentes a antimicrobianos (CHUY et al., 2022; QUINTEROS et al.,
2019; TUFAIL et al., 2022).

Diversos estudos relatam que varias moléculas antimicrobianas apresentam
maior eficacia contra bactérias Gram-positivas, devido a sua parede celular mais
exposta e permeavel. Em contraste, as Gram-negativas tendem a ser mais
resistentes, pois possuem uma membrana externa adicional, composta por
lipopolissacarideos, que dificulta a entrada de agentes antimicrobianos e contribui
para a resisténcia intrinseca (JAIN et al., 2021). Além disso, esses microrganismos

frequentemente apresentam bombas de efluxo eficientes, que reduzem a acumulagao
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de compostos téxicos em seu interior (COSTA, 2019). No entanto, em nosso estudo,
esse padrao nao foi observado, ja que a AgNP B demonstrou alta atividade contra
patdogenos Gram-negativos, como P. aeruginosa e K. pneumoniae, sugerindo que
esses nanomateriais podem atuar por mecanismos distintos dos antimicrobianos
convencionais.

Outros estudos indicam que NPs menores possuem maior capacidade de
penetracdo celular (GHOSH et al., 2021), o que pode justificar a eficacia da AgNP B,
cujo tamanho médio € de 32 nm, em comparagao a AgNP Q, com 52 nm (CHUY et
al., 2022; IWUJI et al., 2024). No entanto, essa hipotese ainda € incerta, e a influéncia
do tamanho na atividade antimicrobiana precisa ser melhor investigada. Apesar dos
resultados promissores, os avangos nos métodos de funcionalizagdo podem expandir
as aplicagdes clinicas e ambientais desses NPs.

A analise dos valores de CIM das AgNPs B e Q, em conjunto com o perfil de
sensibilidade aos antimicrobianos convencionais (quadro anexo), revela que nao ha
uma correlagdo direta entre a resisténcia das cepas aos antibidticos e a sua
susceptibilidade as NPs. Embora algumas cepas multirresistentes, como MRSA
17022 e K. pneumoniae KPC+, tenham apresentado CIMs elevadas frente as AgNPs,
indicando menor susceptibilidade, outras cepas com o mesmo perfil, como a MRSA
BMB9393, foram inibidas por concentracbes consideravelmente menores,
evidenciando boa atividade das NPs. Além disso, cepas menos resistentes, como S.
aureus ATCC25923 e K. quasipneumoniae ATCC700603, apresentaram CIMs
comparaveis ou até superiores as de algumas cepas multirresistentes. Esses dados
sugerem que a eficacia das NPs nao depende necessariamente do padrao classico
de resisténcia antimicrobiana, reforcando seu potencial como alternativa terapéutica.

Para uma andélise mais detalhada da atividade antimicrobiana sob o aspecto
bioldgico, o tempo de geracdo e a velocidade de crescimento (tabela 2) de cada
cepalisolado bacteriano foram determinados exclusivamente durante a fase de
crescimento exponencial, com base em sua curva de crescimento (figura 5). Ao
comparar as fases de crescimento bacteriano entre as cepas, observaram-se algumas

diferencgas.
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Tabela 2 — Tempo de geracéo (TG) em minutos e a velocidade de

crescimento (VC) das 10 cepas bacterianas utilizadas no estudo.

TG 1

CEPA (min) VC p (h™)
P. aeruginosa cepa clinica 56.39 0,227

multirresistente
K. pneumoniae KPC+ 45,14 0,301
P. aeruginosa ATCC9027 41,61 0,294
K. quasipneumoniae

ATCC700603 38,18 0,280
S. aureus ATCC25923 34,47 0,277
MRSA 17022 57,08 0,275
MRSA 16007 45,28 0,275
MRSA 17030 51,16 0,204
MRSA 17041 32,51 0,252
MRSA BMB9393 42,52 0,256

Fonte: elaborado pela autora

Figura 5 — Curva de crescimento das 10 cepas bacterianas utilizadas no

estudo.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
Tempo

= P geruginosa ATCC9027 P. aeruginosa Cepa Multirresistente
— K, quasipneumoniae ATCC700603 === K. pneumoniae KPC+

S. aureus ATCC25923 MRSA 16007
—MRSA 17022 MRSA 17030
—MRSA 17041 = VMRSA BMB9393

Fonte: elaborado pela autora
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Cepas com um tempo de geragao mais curto alcangam a fase exponencial mais
rapidamente, exibindo alta atividade metabdlica e produgado intensificada de
biomoléculas essenciais, como proteinas e constituintes da parede celular.
Consequentemente, essas células podem apresentar maior vulnerabilidade a
antimicrobianos que atuam nesses processos bioldgicos ativos (LI et al., 2017).
Embora as AgNPs apresentem multiplos mecanismos de agao, sua eficacia pode ser
influenciada pelo estado fisiologico da célula. Durante a fase exponencial, as células
estdo metabolicamente ativas e podem internalizar mais AgNPs por processos como
endocitose ou transporte passivo, o0 que potencializa os efeitos citotéxicos. Além disso,
a maior demanda por divisdo celular pode amplificar o impacto das AgNPs na
integridade da parede celular e na replicagdo do DNA (SHIRALIYEV; ORMAN, 2024).
No entanto, cepas com crescimento mais lento ou em fase estacionaria podem
apresentar mecanismos de tolerancia ou resisténcia, como 0 aumento na expressao
de bombas de efluxo, reducdo da permeabilidade da membrana e inducdo de
respostas antioxidantes para neutralizar EROs geradas pelas AgNPs (SEBASTIAN;
FINKEL, 2022). Ao comparar os valores de CIM com os tempos de geragdo das
cepasl/isolados, nado foi possivel estabelecer uma relagdo direta entre esses
parametros. Cepas com maior CIM nao apresentaram necessariamente menor tempo
de geragao, nem aquelas com menor CIM exibiram, de forma consistente, tempos de
geragdo mais longos. No entanto, a cepa MRSA 17030, que apresentou uma CIM
baixa, também exibiu um tempo de geracao elevado. Por outro lado, K. pneumoniae
KPC+, que teve uma das maiores CIM, e MRSA 16007, que apresentou uma das
menores CIM, mostraram tempos de geracao bastante semelhantes (45,14 e 45,28
minutos, respectivamente). Os resultados sugerem que ndao ha uma relagao
significativa entre o tempo de geragéo das cepas e sua sensibilidade as AgNPs B e
Q, indicando que o perfil de crescimento bacteriano ndo € um bom preditor de
resisténcia frente a estes compostos.

A avaliagéo dos valores de CIM das AgNPs B e C contra diferentes cepas de
fungos filamentosos, apresentada na tabela 3 e documentadas na figura 6, revelou
diferencas na eficacia das NPs testadas. A cepa de R. stolonifer apresentou menor
CIM da AgNP B (CIM de 9,76 ug/mL), enquanto as cepas de A. niger e F. oxysporum
demostraram menor sensibilidade (CIM de 78 pg/mL). Para trés das quatro cepas

testadas, a AgNP Q né&o apresentou atividade antifungica para todas as



concentragbes testadas. Esses resultados sugerem que a composicao e as
propriedades fisico-quimicas das AgNPs influenciam diretamente na atividade

antifungica.

Tabela 3 — Concentragao inibitéria minima (CIM) de AgNP B e AgNP Q

testada contra diferentes cepas de fungos filamentosos. S| = sem inibi¢gao até 312,5

pMg/mL de AgNPs.
CEPA AgNP CIM
B 39,06
A. alternata CCT2816 Q S|
) B 9,76
R. stolonifer CCT0276 Q 156.25
. B 78,12
A. niger DR02 Q S|
B 78,12
F. oxysporum MUCL909 Q S|
Mg/mL

Fonte: elaborado pela autora

Figura 6 — Imagens microscopicas obtidas em microscopio invertido em um

aumento de 400X dos cultivos dos fungos em meio RPMI1640 a 28°C por 72 horas.

Alternaria alternata Aspergillus niger - Rhizopus stolonifer Fusarium oxysporun.

Controle
positivo

AGNP Q

AGNP B

39 ug/mL | 78ug/mL j | 575 ug/mL j 156 ug/mL

Fonte: elaborado pela autora
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Os resultados destacam o potencial das AgNPs como agentes antifungicos,
apoiando estudos anteriores sobre seu impacto em microrganismos potencialmente
patogénicos (GORKA; KUBINSKI, 2024). As espécies de fungos testadas podem estar
associadas a infecgdes oportunistas em pacientes imunocomprometidos, como
aspergilose e mucormicose. A. alternata pode causar alergias respiratorias e
infeccbes de pele, enquanto F. oxysporum esta relacionado a infecgdes raras, como
ceratite e infec¢des subcutédneas (ABEL-FERNANDEZ et al., 2023; IQBAL et al., 2014;
MANESS; ZUBOQOV, 2019).

Estudos sugerem que a geracao de EROs por AgNPs induz estresse oxidativo
e destruicdo da membrana celular, explicando sua atividade antifungica (KORA;
RASTOGI, 2018). Valores mais altos de CIM por AgNP B contra A. niger e F.
oxysporum podem ser atribuidos a espessura da parede celular destes fungos,
composta por quitina e glucanos, que podem dificultar a penetracdo da NP (NETALA
et al., 2018). Por outro lado, R. stolonifer, com paredes celulares menos robustas,
apresentou maior sensibilidade, refletida em menores valores de CIM. A diferenca
entre os NPs testados destaca a influéncia de fatores fisico-quimicos, como tamanho
e revestimento. Evidéncias sugerem que NPs menores que 40 nm apresentam maior
interacdo com membranas celulares (RAI et al., 2021). No presente estudo, a AgNP
B possui 32 nm (CHUY et al., 2022), enquanto a AgNP Q apresenta um tamanho
maior, variando entre 52 e 58 nm (dados nao publicados). Essa diferenga de tamanho
€ uma das hipéteses para explicar a variagao na atividade antimicrobiana entre as
duas. No entanto, ndo esta claro se essa diferenca é determinante para a atividade
das AgNPs analisadas. Além disso, as evidéncias mais robustas indicam que o
revestimento das AgNPs biogénicas com moléculas microbianas melhora sua
estabilidade e biodisponibilidade, aumentando sua eficacia contra células microbianas
em comparagao com a AgNP Q (LI et al., 2022; RAI et al., 2021).

4.2 A AgNP B EXIBE ATIVIDADE ANTIBIOFILME, PREVENINDO A FORMACAO E
DEGRADANDO BIOFILMES PRE-FORMADOS.

A AgNP B reduziu a formagao de biofilme de MRSA em maiores niveis (p =
0,0101) em comparagao com a AgNP Q (p = 0,2969), em relagdo ao controle nao

tratado, conforme mostrado na figura 7. No entanto, para a cepa MSSA, o tratamento
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com AgNPs nao foi eficaz para impedir a formagao do biofilme, conforme mostrado no
quadro 2.
Figura 7 — Grafico de comparacao da atividade antibiofilme entre AGQNP B e
AgNP Q, em relac&o ao controle ndo tratado, na formagéao de biofilme pela cepa
MRSA BMB9393 e MSSA ATCC25923 apds 24h de incubagao. Os pogos de
microplacas abaixo das barras mostram os biofilmes formados em cada teste.

DO=densidade dtica.

2.5=
CJ MRSA BMB9393
2.0+ T E1 MSSA ATCC25923
1.5=
(@)
3 T
1.0
0.5+ *
-
0.0 | T T
Sem tratamento AgNP B AgNP Q

. o

Fonte: elaborado pela autora

Quadro 2 — Inibigao do biofilme. Classificagdo dos biofilmes tratados e nao tratados
de MRSA BMB9693 e MSSA ATCC25923, de acordo com os valores da DO

(densidade otica). fraca = fracamente aderente; e forte = fortemente aderente.

CEPA Sem Tratamento AgNP B AgNP Q
MRSA BMB9393 Forte fraca forte
MSSA ATCC25923 Forte forte forte

Fonte: elaborado pela autora

O grafico apresentado na figura 7 mostra o efeito das AgNPs B e Q na formacao
do biofilme de MRSA e MSSA apos 24 horas de interagdo. Os controles

correspondendo a pogcos nao tratados com NPs, confirmou a robustez do modelo
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experimental, enquanto o controle negativo, de uma cepa nao formadora de biofilme
(S. aureus ATCC29213), demonstrou a auséncia de formagao de biofilme. A analise
estatistica revelou uma reducédo na formacao de biofiime de MRSA nos tratamentos
com AgNP B em comparagdo com pogos ndo tratados (p=0,01). Esses achados
indicam a eficacia do AgNP B, particularmente na inibicado da formagéao de biofilme de
MRSA.

As AgNPs demonstraram capacidade de inibir a formagdo do biofilme em
MRSA  (predominantemente ica-independente), mas ndo em MSSA
(predominantemente ica-dependente). Esses resultados podem ser explicados, a
principio, devido as diferencas estruturais e composi¢cao entre os biofilmes: os
biofilmes ica-dependentes sdo predominantemente mediados pela adesao intercelular
de polissacarideos como PIA ou PNAG, enquanto os biofilmes ica-independentes sao
compostos maijoritariamente por proteinas (FIGUEIREDO et al., 2017). A adesao no
MRSA pode ser influenciada pela expressdo aumentada de proteinas como a
fibronectina (FnBP), facilitando sua ligagdo a AgNP B, devido a interagcbes com
proteinas da membrana externa da K. quasipneumoniae presentes na AgNP B apds
o processo de sintese (CHUY et al., 2022), enquanto em polissacarideos essa
interagao parece nao ocorrer, pelo menos nas cepas estudadas.

A dindmica da degradacéao do biofilme MRSA ao longo do tempo revelou que a
degradagao do biofilme comegou apdés 1h30min de contato com AgNP B (p = 0,0430),
enquanto apenas uma degradacéo limitada foi observada com AgNP Q (p = 0,1222)
(figura 8A). Em 2 horas de interagao (figura 8B), os AQNPs degradaram a maior parte
do biofilme MRSA pré-formado, resultando em nenhum biofilme visivel apds 20 horas
(figura 8D). Esses achados destacam a superioridade sustentada do tratamento com
AgNP B por longos periodos. Essas diferengas ndo ocorrem ao longo do tempo no
biofilme de MSSA.
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Figura 8 — Graficos demonstrando a degradacgéo do biofilme em 6 diferentes tempos
de contato com as AgNPs B e Q. O grafico (A) sendo os tempos de 30min, 1h e
1h30min e sido testado apenas na cepa MRSA BMB9393. O grafico (B) no tempo
de 2h, o grafico (C) no tempo de 4h e o grafico (D) no tempo de 20h, sendo esses
trés ultimos tempos testados em MRSA BMB9393 e MSSA ATCC25923.
DO=densidade dtica.
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Fonte: elaborado pela autora

O quadro 3 detalha as classificacbes dos biofiimes tratados e nao tratados,

reforgando a superioridade do tratamento com AgNP B em tempos prolongados.
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Quadro 3 — Degradacgéao do biofilme. Classificagao dos biofilmes tratados e
nao tratados de MRSA BMB9393 e MSSA ATCC25923 de acordo com os valores da
DO (densidade o6tica), onde NA = ndo aderente; fraco = fracamente aderente;

moderado = moderadamente aderente e forte = fortemente aderente.

CEPA 30min 1h 1h30min 2h 4h 20h

MRSA Sem tratamento forte forte Forte forte forte forte
MRSA + AgNP B forte forte  moderado fraco NA NA
MRSA + AgNP Q forte forte Forte forte forte forte
MSSA Sem tratamento - - - forte forte forte
MSSA + AgNP B - - - forte forte forte
MSSA + AgNP Q - - - forte forte forte

Fonte: elaborado pela autora

Os resultados demostraram que a degradagéao do biofilme pré-formado foi mais
eficaz apds 4 horas de exposi¢gao a AgNP B, ocorrendo apenas no biofilme de MRSA.
Isso corrobora estudos que indicam que as AgNPs penetram biofilmes ricos em
proteinas, interrompem a matriz extracelular e promovem o colapso estrutural
(QUINTEROS et al., 2019; SINGH et al.,, 2020). Além disso, ha indicios de que
tamanhos menores de NPs se mostraram mais eficazes devido a maior relagao
superficie/volume (HAMIDA et al., 2020).

Além dessa hipdtese inicialmente levantada, ha outras possiveis explicacdes
que podem justificar a maior suscetibilidade do biofiime de MRSA a AgNP B em
comparagao ao biofime de MSSA. Uma delas esta relacionada as diferencas na
permeabilidade da matriz extracelular. Os biofimes de MSSA, ricos em
polissacarideos, podem atuar como uma barreira mais eficaz contra a penetragao das
AgNPs, dificultando sua interacdo direta com as células bacterianas. Em
contrapartida, os biofiimes de MRSA, predominantemente compostos por proteinas,
podem apresentar uma estrutura mais permeavel, facilitando a difusdo das NPs e
aumentando sua atividade (ABRANTES; NOGUEIRA, 2022).

Outro fator relevante envolve a variagdo na carga superficial da matriz e das
células. As proteinas presentes no biofime de MRSA podem interagir mais
eficientemente com a superficie das AgNPs devido a diferencas na carga elétrica,
favorecendo sua adesdo e consequente degradacdo do biofiime. Ja a matriz

polissacaridica do MSSA pode criar uma repulsao eletrostatica ou dificultar a adesao
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das AgNPs, reduzindo sua eficacia antimicrobiana (FULAZ et al., 2020; HAYLES et
al., 2024).

Além disso, a expresséo diferenciada de fatores de resisténcia ao estresse
pode desempenhar um papel importante. MSSA pode apresentar mecanismos mais
eficientes de tolerancia a ions de Ag ou EROs geradas pelas AgNPs, como sistemas
de efluxo e enzimas detoxificantes, incluindo catalases e superoxidos dismutases. Em
contrapartida, MRSA pode ser mais susceptivel devido a uma menor regulagao
desses mecanismos de defesa, tornando-o mais vulneravel a agdo das NPs (SANTOS
et al., 2017; SOUZA et al., 2016).

Esses fatores, em conjunto, podem contribuir para a discrepancia observada
na atividade antibiofime da AgNP B frente aos biofimes de MRSA e MSSA,
reforcando a necessidade de investigagcdes adicionais para compreender os
mecanismos especificos que governam essa seletividade que ainda ndao sao bem
esclarecidos.

A tabela 4 mostra as porcentagens de inibi¢do do biofilme MRSA e degradacgéo
do biofilme por AgNP B, em diferentes concentragdes, apdés 20 horas de contato.
Inibicdo de até 87% foi observada na concentracao de 4,88 ug/mL, considerando-se
uma CIMBso de 2,44 pg/mL e uma CIMBso de 0,30 pyg/mL. A degradagéao de até 98%
foi observada na concentracédo de 4,88 pg/mL, considerando um CMEBso de 2,44
pg/mL e um CMEBso de 0,30 pg/mL.

Tabela 4 — CIMB e CMEB de MRSA BMB9393 apés 20 horas de contato com

AgNP B.
Concentragao % inibicao % degradagao
Grupo controle (sem tratamento) 0% 0%
4,88 pg/mL 87% 98%
2,44 pyg/mL 84% 96%
1,22 pg/mL 79% 65%
0,61 pg/mL 74% 63%
0,30 pg/mL 69% 54%
0,15 pg/mL 43% 39%

Fonte: elaborado pela autora
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Apés 4 horas de exposicdo as AgNPs B e Q, a degradagdo de MRSA BMB9393
biofilme é mostrada nas imagens de MEV (figura 9). O controle nao tratado (figura 9A
e 9D) mostra o biofilme de MRSA tipicamente maduro, com células organizadas em
uma matriz densa, indicando uma estrutura intacta. No tratamento com AgNP B (figura
9B e 9E), observa-se redugao na densidade da matriz e desintegracdo da membrana
celular. Isso sugere que a AgNP B pode interferir na estrutura do biofilme, promovendo
a dispersao de aglomerados bacterianos e reduzindo a densidade da matriz celular.
Uma hipotese € que as NPs podem enfraquecer as interagdes entre as células e a
matriz, facilitando a desorganizacgao do biofilme. Embora ndo sejam observados sinais
aparentes de dano celular, como desintegracdo da membrana, ndo se pode descartar
outros tipos de danos as células bacterianas. Apesar de ndo haver alteracdo no
volume celular, houve alteracdo no arranjo, pois ndo é mais visivel o arranjo
estafilococos. Em contraste, o tratamento com AgNP Q (figura 9C e 9F) néo

demostrou danos evidentes ao biofilme, semelhante ao controle ndo tratado.
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Figura 9 — Imagens de microscépio eletronico de varredura (MEV) ilustrando a
degradacao do biofiime MRSA pré-formado apds 4 horas de tratamento com AgNP
B (BeE)e AgNP Q (C e F). (A e D) Representa o controle ndo tratado, mostrando
uma estrutura de biofilme intacta. (1) Barra de escala = 1 ym, ampliagado de 9,58KXx;

(2) Barra de escala = 10 ym, ampliagcéo de 1,20Kx.
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Fonte: elaborado pela autora

Comparando as imagens (B e E) e (C e F), pode-se inferir que a AQNP B exibe
atividade superior em comparacédo com a AgNP Q, possivelmente devido a diferengas
na composig¢ao, tamanho, morfologia ou revestimento de particulas. Esses fatores
podem influenciar a interagdo dos NPs com a superficie bacteriana e sua capacidade
de penetrar na matriz do biofilme.

Na analise de biofiime de C. albicans, a AgNP B apresentou desempenho
superior, quando comparada a AgNP Q (figura 10).
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Figura 10 — Grafico de comparacéao da atividade antibiofiime entre AQNP B e
AgNP Q, em relagdo ao controle ndo tratado, na formacéo de biofilme por cepas de

C. albicans ap6s 24 horas de incubagédo. DO=densidade o6tica.
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Fonte: elaborado pela autora

Ambos os isolados de C. albicans, sem tratamento, foram considerados como
100% de formacdo de biofime. Com o tratamento com AgNP B para a cepa
ATCC14053, observou-se 64% de redugéo na formacgao de biofilme, enquanto com o
tratamento com AgNP Q, ocorreu apenas 22% desta reducdo. Para a cepa
ATCC10231, o tratamento com AgNP B indicou 69% de reducé&o no biofilme, enquanto
o tratamento com AgNP Q resultou em 20% de reducao. Esse efeito pode ser atribuido
a interagdo de NPs com componentes lipidicos e proteicos da matriz extracelular
fungica.

Os resultados destacam o potencial das AgNPs, especialmente as biogénicas
sintetizadas a partir de K. quasipneumoniae, como agentes eficazes contra biofilmes
in vitro de MRSA e C. albicans. A eficacia do AgNP B se deve a fatores especificos
do processo de sintese, como a incorporagcdo de proteinas de membrana de K.
quasipneumoniae e metabdlitos extracelulares, que promovem a interagdo com
componentes de biofilmes bacterianos e fungicos (YOUNIS; SEMARY; MOHAMED,
2021). Além disso, a falta de atividade significativa de AgQNP Q contra biofilmes reforga
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a importancia da abordagem biogénica para a sintese de NP. Os metabdlitos
secundarios de K. quasipneumoniae parecem ser essenciais para a eficacia da AgNP
B, possibilitando maior interagdo com componentes proteicos da matriz extracelular

em biofilmes bacterianos e fungicos.
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4.3 AgNPs NAO REDUZIRAM A REPLICACAO VIRAL EM CONCENTRAGCOES NAO
CITOTOXICAS

Observou-se que as maiores concentracdes de AgNPs B e Q (30 pg/mL, 15
pg/mL, 7,5 pg/mL, 3,75 pug/mL, 1,88 ug/mL) apresentaram citotoxicidade, causando
destruicao significativa da camada celular. No ensaio virucida, as concentragées nao
citotoxicas (0,94 ug/mL, 0,47 ug/mL, 0,22 ug/mL, 0,11 ug/mL) n&o reduziram
significativamente a replicagéo viral (menos de 90%), demostrando apenas o efeito
citopatico do adenovirus, em comparagdo com o controle viral (figura 11). Assim, as
AgNPs B e Q nao apresentaram atividade relevante para inibir a replicagéo viral no

modelo testado.

Figura 11 — Analise microscopica da atividade virucida da AgNP B. (A)
Controle celular, com células integras e sem tratamento; (B) Controle celular com a
AgNP B, sem alteragdes morfologicas aparentes; (C) Efeito citopatico observado
apo6s a adicao da AgNP B em células infectadas; (D) Controle viral, demonstrando a

destruicao celular causada pela infecgao.

A B

Fonte: elaborado pela autora
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Estudos recentes sugerem que AgNPs interagem com proteinas de superficie
ou capsideos virais, impedindo os processos iniciais de entrada celular (LUCERI et
al., 2023; SALLEH et al., 2020). No entanto, os virus ndo envelopados, como os
adenovirus, possuem capsideos altamente estaveis, o que reduz a interagdo com NPs
e, consequentemente, sua eficacia virucida em concentragbes seguras para as células
hospedeiras. Essa caracteristica foi explorada em estudos que avaliaram o uso de
adenovirus como modelo para desenvolver NPs destinados a desinfecgdo de
superficies (PFAFF et al., 2019). Para esse tipo de aplicagdo, a escolha de virus n&o
envelopados é estratégica, pois sdo mais estaveis, e podem permanecer viaveis por
longos periodos no ambiente. Por outro lado, os virus envelopados apresentam menor
resisténcia a agentes externos e, portanto, ndo seriam os tipos de virus mais
adequados para testes de formulacado de desinfetantes, dada a sua rapida inativagao
em condi¢des ambientais.

O efeito citotdxico observado em células A549 em concentracdes mais altas de
AgNPs pode ter aplicagdes terapéuticas especificas, como no tratamento
antineoplasico, onde a citotoxicidade controlada € vantajosa. Um estudo recente
sugere que as AgNPs induzem a morte celular programada (apoptose) em células
tumorais por meio da geragao de EROs e danos ao DNA, causando estresse oxidativo
e interrompendo as vias metabdlicas em células cancerigenas, destacando seu
potencial como agentes quimioterapicos alternativos (KASPAROVA et al., 2021).
Metodologias especificas adaptadas para avaliar os efeitos anticancerigenos da AgNP
B precisariam ser aplicadas para explorar ainda mais seu potencial como agentes

anticancerigenos.

5 CONCLUSAO

Este estudo contribuiu para o avango no conhecimento de AgNPs biogénicas
para o combate a patdégenos multirresistentes e formadores de biofilme, preenchendo
lacunas cientificas relevantes no contexto da problematica da resisténcia aos
antimicrobianos. AgNP B demonstrou notavel eficiéncia antimicrobiana e antibiofilme,
incluindo bactérias e fungos, mesmo em concentragdes extremamente baixas, o que
reforgca seu potencial como uma alternativa promissora em comparagao as AgNPs Q.
A atividade significativa em doses reduzidas valoriza ainda mais sua aplicabilidade,

possibilitando efeitos terapéuticos com menor toxicidade e menor impacto ambiental.
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Além disso, a producao biogénica de AgNPs se alinha a demanda por solugdes
sustentaveis e ecologicamente corretas.

Embora o estudo tenha revelado que o AgNP B ndo demonstrou atividade
virucida significativa em concentra¢des nao citotdxicas, o efeito citotoxico observado
nas células A549 sugere potenciais aplicagdes terapéuticas, incluindo o tratamento do
cancer. Outras metodologias devem ser aplicadas para testagem das AgNPs como
agentes terapéuticos antivirais.

A relevancia deste estudo também reside em seu potencial de aplicagcao
pratica. Em ambientes hospitalares e industriais, a AgNP B pode mostrar-se
promissora como agente de desinfecgcdo de superficies, enquanto sua atividade
citotoxica controlada pode ser explorada em contextos terapéuticos
anticarcinogénicos. Testes especificos para aplicagdo das AgNP B nestes contextos
devem ser aplicados no futuro.

Apesar dos resultados promissores, o estudo apresenta algumas limitagdes,
como a auséncia de testes em condi¢des de anaerobiose. Considerando que as cepas
utilizadas sao anaerodbicas facultativas, essa avaliagdo seria fundamental para
entender melhor a eficacia das AgNPs em um ambiente mais proximo das condigdes
clinicas, onde microrganismos podem estar sujeitos a baixos niveis de oxigénio. A
eficiéncia de AgNP B foi limitada contra fungos com estruturas celulares mais
resistentes, como F. oxysporum e contra MSSA. Além disso, a auséncia de atividade
virucida em concentragdes seguras para células saudaveis destaca uma restricdo em
sua aplicabilidade para o combate a virus em superficies. O efeito citotoxico
observado também requer mais investigacdes para garantir sua seguranga em
aplicagdes clinicas.

As perspectivas futuras incluem a otimizagdo da funcionalizagdo de AgNPs
para aumentar sua eficacia e potenciais aplicagbes. O desenvolvimento de
formulacbes combinadas pode aumentar sua eficiéncia e reduzir as doses
terapéuticas. Além disso, a estabilidade das NPs biogénicas sob diferentes condi¢des
ambientais ainda precisa ser avaliada, incluindo variagdes de pH e resisténcia a
presenca de enzimas comuns no ambiente. Outra questao relevante é a analise da
eficiéncia das NPs contra bactérias em diferentes fases da curva de crescimento, uma

vez que sua atividade pode variar significativamente ao longo do tempo.
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Quadro anexo — Origem clinica, ano de isolamento e perfil de resisténcia aos
antimicrobianos das cepas utilizadas no estudo.

Ano
. . de Perfil de resisténcia aos .
Cepa Origem clinica . - ) Referéncia
isolam antimicrobianos
ento
P. aeruginosa ATCCQ027  M00¢20 40 OWVIdO 49,3 ERY, CFX, CFZ, SXT ATCC 2025
K . , Urina d ient ATCC 2025
. quasipneumoniae rina de paciente
ATCC700603 hospitalizado 1994 AMP, AMX, CFX, CFZ, SXT
ND
K. pneumoniae KPC+ ND ND KPC
S. aureus ATCC25923 Isolado clinico 1945 PEN ATCC 2025
MRSA 16007 Sangue 2016 FOX, CIP, CLI, ERY (MDR) Dominski et al 2024
FOX, CIP, CLI, ERY, GEN, Dominski et al 2024
MRSA 17022 Fragmento de osso 2017 RIF, SXT (MDR)
MRSA 17030 Sangue 2017 FOX, CIP(l), ERY Dominski et al 2024
MRSA 17041 Sangue 2017 FOX, CIP, ERY Dominski et al 2024
FOX, CIP, CLI, ERY, RIF, Costa et al 2013
MRSA BMB9393 Sangue 1993 GEN, SXT (MDR)
P. aeruginosa cepa clinica ND ND  AMP, AMX, CLO, CPT, CTX, ND

multirresistente

FOX, GEN, SXT (MDR)

LEGENDA: ND: nao disponivel; AMP: ampicilina; AMX: amoxicilina; CIP: ciprofloxacino; CFX: cefalexina; CFZ:

cefazolina; CLI: clindamicina; CLO: cloranfenicol; CPT: cefalotina; ERY: eritromicina; FOX: cefoxitina; PEN:

penicilina G; RIF: rifampicina; GEN: gentamicina; SXT: trimetoprima-sulfametoxazol. KPC: Klebsiella pneumoniae

produtora de carbapenemase; MDR: multirresistente a drogas, classificado quando a bactéria é resistente a

pelos menos trés classes diferentes de antimicrobianos, além da resisténcia aos beta-lactamicos.

Fonte: elaborado pela autora
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