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Resumo

Com o surgimento e crescimento de micro-organismos resistentes a
multiplos antibidticos, bem como a énfase continua sobre os cuidados e custos
na saude, muitos pesquisadores vem tentando desenvolver novos antibioticos
eficazes, livre de resisténcia e com baixo custo, de amplo espectro de acéo e
com menor propensao para induzir a resisténcia microbiana aos antibioticos. A
prata € conhecida pela sua eficdcia antimicrobiana, mas sua citotoxicidade
ainda nédo foi bem definida. Atualmente solugbes de prata desenvolvidas a
partir da nanotecnologia possuem particulas minusculas, que variam de 0,01 a
0,001 micrébmetro de diametro, que caracteriza uma maior superficie de
contato. Portanto, com a intengdo de reduzir micro-organismos de interesse
meédico, sera utilizado nesse estudo o Staphylococcus aureus resistente a
Meticilina (MRSA), um importante agente causador de Infec¢cdo Relacionada a
Assisténcia a Saude (IRAS). O efeito citotéxico na nanoparticula de prata
quando usada em células da linhagem RAW foram testados com o objetivo de
simular respostas bioldgicas, portanto, foi realizados testes in vitro da taxa de
sobrevivéncia celular, MTT Assay. Foram testadas nove tamanhos de
nanoparticulas de prata, onde identificamos que a melhor CMI foi da
nanoparticula de 20nM, ,as particulas de 65nM, 70nM e 75nM né&o
apresentaram atividade bactericida, as demais apresentaram atividade
moderada e boa. No teste de citotoxicidade, verificou-se que apenas as
particulas de 65nM, 70nM e 75nM apresentaram a concentracdo inibitoria
efetiva, as demais, a ICso foi maior que 50 pg/mL, indicado uma auséncia de

atividade citotoxica

Palavra-Chave: Nanoparticula de prata, CMI , Toxicidade



Abstract

With the emergence and growth of micro-organisms resistant to multiple
antibiotics, as well as the continued emphasis on the care and health costs,
many researchers have been trying to develop new effective antibiotics, free of
resistance and low cost, broad spectrum of action and with lower propensity to
induce microbial resistance to antibiotics. Silver is known for its antimicrobial
efficacy, but its cytotoxicity is not well defined. Currently silver solutions
developed on nanotechnology have tiny particles, ranging from 0.01 to 0.001
micrometer in diameter, featuring a larger contact surface. Therefore, with the
intention of reducing micro-organisms of medical interest, it will be used in this
study the Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA), a major
causative agent of hospital infections. The cytotoxic effects of silver
nanoparticles when used in RAW cell line were tested in order to have
biological responses; therefore, in vitro tests of cell survival ( MTT assay) were
done. Nine sizes of silver nanoparticles were tested , where we identify the best
CMI was the nanoparticle 20 nM, the particles 65nm, 70nm and 75nM showed
no bactericidal activity, the others showed moderate to good activity. In the
cytotoxicity assay, it was found that only particles of 65nM, 70nM and 75nM
showed effective inhibitory concentration, the others, the ICs, was greater than

50 mg / mL, indicating a lack of cytotoxic activity.

Keyword: silver nanopatrticle, CMI, toxicity
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1. INTRODUCAO

Com o0 surgimento e rapida disseminagcdo de micro-organismos
resistentes a multiplos antibiéticos, bem como a énfase continua sobre os
cuidados e custos na saude, muitos pesquisadores vém tentado desenvolver
novos antibidticos eficazes, livres de resisténcia e de baixo custo. Estes
problemas e necessidades levam ao ressurgimento do uso de anti-sépticos a
base de prata, os quais se caracterizam pelo amplo espectro de acdo e menor

propensdo em induzir resisténcia antimicrobiana.

A prata é conhecida pela sua eficacia antimicrobiana desde o inicio do
século XVIII. Os sais de prata, principalmente o nitrato de prata ja eram usados
nesse periodo para o tratamento de Ulceras, entretanto, a utilizacao da prata s6
foi aprovada pela US Food and Drug Administration (FDA) na década de 20.
Atualmente solucbes de prata desenvolvidas a partir da nanotecnologia
possuem particulas minusculas, que variam de 0,01 a 0,001 micrémetro de
didmetro, o que caracteriza uma maior superficie de contato. Assim, destaca-se
0 uso rotineiro da nanoparticula de prata em curativos, cateteres vasculares e
urinarios, cirurgias dentarias e em outros dispositivos como mascaras
cirurgicas, sistema de purificacdo de agua, ataduras para queimaduras, dentre

outros.
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Nesse sentido, com o intuito de buscar alternativas para reduzir os
indices de Infeccbes Relacionada a Assisténcia a Saude (IRAS), bem como
minimizar as taxas de resisténcia antimicrobiana, foi utilizado nesse estudo o
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), um importante agente
causador de infeccdo hospitalar. Este micro-organismo se destaca dentro
dessa problemética, porque é resistente a maioria dos antimicrobianos
disponiveis no comercio, tornando dificil o tratamento e controle de infec¢des

causadas por S.aureus resistente meticilina.

Entretanto, deve-se também ter uma atencdo ao efeito citotoxico da
nanoparticula de prata quando usada em tecidos humanos, a mesmas devem
ser testadas com o0 objetivo de simular respostas biol6gicas. A International
Organization Standardization (ISO) recomenda testes in vivo e in vitro para
estudar a biocompatibilidade e toxicidade. Dentre estes testes, a taxa de
sobrevivéncia celular (Ensaio MTT) € um dos mais utilizados, porque pode

refletir na viabilidade celular.

Apesar de n&o ser recente 0 uso da prata, muitos aspectos a respeitos
da sua interagdo com sistemas biolégicos, como também sua influéncia sobre o
metabolismo celular ainda permanecem sem uma completa compreensao. Os

estudos sobre a toxicidade séo variados, porém ha muito a se entender sobre a
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toxicidade no que rege a nanoparticula de prata com efeito antimicrobiano para

o Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA).

Dentro deste contexto, focamos o trabalho na analise dos efeitos da
nanoparticula de prata sobre cultura de macréfagos imortalizados, a fim de
elucidar os efeitos envolvidos na agressdo causada por estas nanoparticulas

de prata sobre o sistema biol6gico em questao.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Resisténcia Bacteriana

A resisténcia bacteriana é um fenbmeno genético relacionado a expressao
de genes contidos no micro-organismo, 0s quais codificam diferentes
mecanismos bioquimicos que impedem a acdo das drogas. (WITTE W., et al
2001). Da perspectiva epidemiolégica, segundo o Centro de Controle e
Prevencdo de Doencas (CDC), nos Estados Unidos, micro-organismos
resistentes sdo aqueles resistentes a uma ou mais classes de antibiéticos.
(AZEVEDO F.M., 2005) e sob o ponto de vista laboratorial, guando bactérias in
vitro se mostram resistentes a duas ou mais classes de drogas que interferem
nas funcdes de crescimento. (MARTINS M.A., et al, 2001).

Na década de 60 surgiu o primeiro caso de resisténcia as penicilinas B-
lactamicas, como a meticilinas, e ja na década de 70, Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA) era considerada uma pandemia. (OLIVEIRA
A.C., et al 2006 ; ALANIS A.J., et al 2005). A resisténcia antimicrobiana é
considerada um problema de saude publica mundial, portanto, na tentativa de
minimizar essa alteracdo, tem sido proposta varias alternativas de controle

constituindo um grande desafio, a0 mesmo tempo em que sdo adotadas
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medidas de auditoria em uso de antimicrobianos, a higienizacdo das maos, o
isolamento dos pacientes e campanhas educativas nem sempre tem trazido a
contribuicdo para o controle da resisténcia. (HAMBRAEUS A., 2006 ; BECKER
K., et al, 2006 ; PASKOVATY A. et al, 2005)

No Brasil, as Infec¢cdes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) séao
causadas por cerca de 70% de bactérias resistentes a pelo menos um dos
antimicrobianos comumente utilizados para o tratamento de pacientes, de
acordo com o Ministério da Saude. Pessoas infectadas com esses micro-
organismos apresentam maior tempo internamento de hospitalar, que muitas
vezes faz-se necessario o tratamento com farmacos de segunda e terceira
geracdo, que podem ser menos efetivos, mais toxicos ou mais caros
(MARTINS 1.S., et al 2007).

Uma forma de disseminacdo da resisténcia bacteriana é a introducédo de
micro-organismos resistentes em uma populacédo susceptivel, pelo homem ou
atraves fomites. Assim, bactérias podem chegar aos seres humanos por meio
das maos, roupas dos profissionais de saude, por instrumentacdo (ou
procedimentos) ou mesmo através do uso de antimicrobianos na agricultura.
(ALANIS A.J., 2005)

Quanto ao micro-organismo em questdo, o Staphylococcus aureus

resistente a meticilina (MRSA), que néo sofre acdo da maioria dos antibiéticos
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betalactamicos, excetuando o ceftobiprole, uma nova cefalosporina de amplo
espectro (DAUNER D.G. et al, 2010), e o razupenem, um novo carbapenem
(LIVER MORE , D. M. et al, 2009). Dessa forma, habitualmente os farmacos de
escolha para o tratamento de infec¢cbes causadas por essas bactérias
pertencem classe dos glicopeptideos (vancomicina e teicoplanina), que agem

impedindo a sintese da parede celular (ROSSI F.; ANDREZZI D.,2006)

2.2 MRSA como agente causador de Infeccéao

Relacionada a Assisténcia a Saude (IRAS)

O Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) é bem frequente
em ambiente hospitalar e na prépria comunidade, assim o uso indiscriminado
de antimicrobianos fez com que surgissem cepas com sensibilidade diminuida.
Esse tipo de infeccdo esta se tornando cada vez mais comum, sendo
responsavel por 40% a 70% de todas as infec¢des estafilocdécicas no mundo.
(LUCET, J. C. et al., 2003)

CUERVAS O, et al.,2010, afirmaram que a resisténcia a meticilina vem
aumentando progressivamente, passando de 1,5% em 1986 para 31,2% em
2002. Além disso, os mesmos autores demostraram o aumento de cepas

encontradas na comunidade. Mesmo assim, o Centers for Disease Control and
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Prevention -CDC, de 2005 a 2011 observou uma queda significativa desse tipo
de infeccdo em ambiente hospitalar.(CDC, 2012)

BOYCE et al. 1997 encontraram uma incidéncia de 42% de contaminagéo
das luvas usadas por enfermeiros que ndo tinham contato direto com o
paciente, mas que tinham tocado superficies no quarto de um paciente
infectado por MRSA.

O surgimento de cepas de MRSA de origem comunitaria é atribuido por
diversos autores, pelo uso indiscriminado e empirico de antibioticos, fazendo
com que ocorra a pressao seletiva da bactéria. (RIBEIRO A., et al., 2005)
Entretanto, a dimenséo exata da doenca relacionada ao MRSA permanece
desconhecida, mas existe consenso entre a maioria dos infectologistas que as
infeccbes por MRSA sdo um problema importante de salude publica.
(STRUELENS M.J., 2009 ; CIMOLAI N., 2007)

Assim, o controle hospitalar de MRSA endémico tem se baseado em
diversas estratégias complementares: identificacdo precoce e isolamento de
portadores assintomaticos, para evitar sua disseminacao; lavagens do corpo
com antissépticos; tratamento sistémico e/ou tépico, bem como um melhor
cumprimento da higiene das mé&os e de outras medidas de precaucgdes
convencionais para reduzir o estado de portador; e medidas de controle dos

antimicrobianos para reduzir a pressdo seletiva dos antibidticos. Essa
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abordagem pode ajudar a minimizar a propagacao de MRSA e reduzir as taxas
de portadores da bactéria em hospitais onde had endemia. Além disso, o
cumprimento dessas medidas devera ter uma repercussao clinica positiva nos
pacientes de alto risco, como aqueles na unidade de terapia intensiva (UTI).(
CALFEE D.P., et al, 2008)

Assim, existe uma teoria, que sdao os ions de prata liberados pelas
nanoparticulas difundem-se com o fésforo das moléculas do DNA resultando
na inativacdo de sua replicacdo, ou também pode reagir com proteinas que
inibem as fungdes enziméaticas das bactérias. (GUPTA et AL, 1998; Matsumura
et al, 2003). Ja (GOGOI S.K., et AL, 2006) verificou que a nanoparticula de
prata perfura a superficie da parede celular bacteriana, que mesmo ligada ao

DNA bacteriano, ndo apresenta efeito direto na morte celular.

2.3 Nanoparticula de Prata

Desde o inicio do século 18 a prata ja era conhecida pela sua eficacia
antimicrobiana, pois o nitrato de prata era usado nessa época para O
tratamento de Ulceras (KLASEN, 2000). Entretanto, somente na década de 20

seu uso foi aprovado, por serem menos téxicos e considerados mais seguros,
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mas a utilizacdo da prata foi sendo reduzido devido ao aparecimento dos
antibioéticos.

A partir de 1940, com o desenvolvimento de outros antibioticos, passaram a
preterir a prata, por serem considerados menos tOxicos e mais seguros.
(GEMMELL C.G., et AL, 2006). Na década de 60 o uso do sal de prata &
retomado devido a crescente resisténcia dos micro-organismos aos
antibioticos, principalmente em tratamento de queimados. (PRINCE
W.R.;WOOD M., 1966). Assim, a prata fica sendo considerada como anti-
séptico para o tratamento de queimados.

No inicio do século 20, a prata também passou a ser usada em tamanhos
nanoparticulados, que eram desenvolvidas particulas bastante reduzidas, com
tamanhos que variavam de 0,01 a 0,001 micrdmetro de diametro, pois assim
aumentavam sua superficie de contato, intensificando a ac¢éo antibacteriana da
prata. (MAYNARD A.D.,2007)

Quando as dimensfes das particulas de prata sdo maiores, causam
obstrucdo das membranas celulares, acarretando em um envenenamento por
prata, isto ndo acontece se utilizarmos particulas nanométricas, pois elas estao
dispersas e com baixa concentragcdo, podendo circular pelas membranas
celulares sem ocasionar danos no organismo humano. (OLIVEIRA E.M.N.,

2006)
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Existem varias teorias a respeito do mecanismo de acdo da nanoparticula
de prata com as bactérias. (SONDI |.; SALOPEK-SODI B., 2004; LOK et al.,
2006 ) acredita que as nanoparticulas atuam com elementos da membrana
celular das bactérias, alterando a estrutura celular, fazendo com que haja a
dissipacéo de protons e morte celular. Assim, a atividade antimicrobiana esta
relacionada com as reacdes que ocorrem com 0S componentes internos da
membrana, relacionando esse efeito ao tamanho da particula testada, pois teria
a capacidade de permear pela membrana.

A forma mais usada para sintetizar a nanoparticula de prata é a partir da
corrente elétrica ou por redutores quimicos. Entretanto, metodologia de
fabricacdo das nanoparticulas nao interfere na eficacia antimicrobiana, mas o
tamanho e sua dispersédo na solugao interferem no seu desempenho. Quanto
menor a particula, maior sera sua acdo antimicrobiana.

A continua busca por uma particula mais eficiente tem impulsionado a
pesquisa de redutores menos téxicos e com producdo simplificada, como
(PANACEK, et al) sugeriu a solugdo de aménia com maltose, lactose, glucose
e galactose. Dentre os redutores avaliados, a solugdo de amdnia com maltose
gerou as menores particulas, com 25nm de didametro, e com particulas bem

dispersas.
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Compostos estdo sendo pesquisados para estabilizar a solucdo de
nanoparticula de prata, que auxilia na ndo agregacédo das particulas, a exemplo
do acido ascorbico um agente redutor que estabiliza a solugdo. (SONDI 1.;
SALOPEK-SODI B., 2004). Assim, pode-se produzir uma nanoparticula mais
eficiente, com maior efeito antibacteriano e menor toxicidade.

A ciéncia e a inovacao tecnolégica seguem o mesmo caminho, o que reflete
na producdo académica e em novas utilizacdes pratica, portanto, novos
modelos de biomateriais estdo surgindo com a incorporacdo das
nanoparticulas nas matrizes. Aos poucos, na area de saude ja podemos ver
cateteres vasculares e urinarios (PHUNG, 2006), e em outros materiais, como
nanoparticulas de prata em mascaras cirargicas e sistemas de purificacdo de

agua (Ll.et al ,2006 ; LEE.et al, 2007)

2.4 Macroéfagos

Os macrofagos sédo células de defesa, amplamente distribuidas pelo
organismo, que recebem diferentes nomes de acordo com sua localizac&o.

Tem-se a microglia no Sistema Nervoso Central, células de Kuppfer no figado,
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macrofagos alveolares no pulmao, células dendriticas na regido subcortical dos
linfonodos e células de Langerhans na pele (ABBAS et al, 2012).

Possui um tamanho que varia entre 25-50 um de diametro, apresentam
ndcleo irregular, possuem um ou mais nucléolos, cromatina pouco condensada,
citoesqueleto bem desenvolvido, inUmeras projecdes citoplasmaticas, grande
namero de lisossomos, complexo de Golgi e mitocondrias (DINARELLO, 1996).
E uma das mais importantes tipos de célula do sistema imune inato e podem
assumir formas morfoldgicas diferentes conforme sua localizagdo (HALLIWELL,
et al, 1999).

Exercem funcdo de defesa de maneira indireta, por meio de atividades
antitumorais e microbicidas, da secrecdo de citocinas, da apresentacdo de
antigenos, regulando assim o sistema imune (KLIMP et al, 2001) ou de forma
direta, identificando, fagocitando e destruindo efetivamente corpos estranhos.
O macrofago tem papel central no inicio da resposta inata e adquirida e a
efetividade da resposta contra patégenos depende da sua forma de ativacéo
(AUGER ,et al 1992).

A fagocitose desenvolvida pelos macréfagos compde o inicio do conjunto
das atividades bioldgicas de toda a resposta imunolégica e da resposta inata, e

€ constituida pelas etapas: aderéncia ao substrato, quimiotaxia, ingestao de
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células e particulas inertes e producéao radicais livres (SPORN et al, 1990; DE
LA FUENTE et al, 1991)

Durante a etapa de aderéncia ao substrato, ocorre a ativacao de receptores
para moléculas de adesdo, como fibronectina, vibronectina e laminina,
ocasionando rearranjo do citoesqueleto celular para que ocorra a fagocitose .
Com a internalizacdo do patégeno, que pode ser uma nanoparticula, ha
formacdo de uma vesicula onde o agente agressor permanece confinado, e
esta fica acessivel ao endossoma (SWANSON E BAER, 1995).

Desta forma, linhagens macrofagicas sdo de grande interesse para
obtencdo de informacdes sobre a resposta produzida frente a presenca de
agentes agressores desconhecidos em organismos.

Dentre as linhagens imortalizadas de macrofagos disponiveis, se destaca as
RAW 264.7, oriundas de células tumorais peritoneais induzidas por virus
(Abelson Leukemia Virus) em ratos (SILVA R.A.B., 2007). Estas células sdo
aderentes, apresentam alta taxa de fagocitose e de multiplicacdo. Séo
resistentes e de facil cultivo. S&o viaveis para testes de toxicidade, pois
apresentam metabolismo que mimetiza macrofagos de culturas primarias, mas
nao sofrem fase de declinio no seu crescimento, por serem imortalizadas.

( HOLGATE et al, 1996; ADEREM et al, 1999; ZAPOLSKA-DONAR et a, 2000).
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2.5 Citotoxicidade

Um aumento significativo do estudo da biocompatibilidade dos materiais é
uma realidade para pesquisa das diversas especialidades. O conhecimento
direcionado a composicdo dos materiais, suas propriedades alergénicas e
irritantes e sua toxicidade séo essenciais para a avaliagcdo das etiologias dos

sintomas clinicos. ( GRIMSDOTTIR M.R.; HENSTER-PETERSEN A., 1993)

Os testes de citotoxicidade sdo recomendados para todos o0s materiais
usados na area da saude. Os modelos de estudo in vitro sdo uma alternativa
imprescindivel na pesquisa de toxicidade. (BATISTA A.C., et al,2002) Estes
testes permitem uma rapida avaliacdo, produzem dados quantitativos e
comparaveis, e devido a sua sensibilidade, permitem que os materiais toxicos
sejam descartados previamente aos experimentos em animais. (COSTA

C.A.S.; SOUZA P.P.C.,2005)

A citotoxicidade é um mecanismo complexo, o qual pode resultar em um
amplo espectro de efeitos, desde a morte celular até alteracdes metabdlicas,
onde ocorrem mudancgas funcionais ou de alguma via especifica. (BAEK H.S.,

et al., 2005). Testar a citotoxicidade é a primeira etapa para assegurar a
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biocompatibilidade de algum material, assim o resultado negativo indicara que
o material esta livre de produtos prejudiciais ou que a quantidade € insuficiente

para causar efeitos agudos em células do corpo. ( TSUCHIYA T., et al, 1994)

Contudo, apesar da importancia do teste, ndo se pode afirmar que o
material € biocompativel, uma vez que o teste de citotoxicidade in vitro é o
primeiro passo para a analise do material. (WATAHA J.C., 2001) Por outro
lado, um teste de toxicidade positivo pode ser um sinal que o material contém
uma ou mais substancias que comprometam um metabolismo celular.(

SCHMALZ G., 2002)

A avaliacdo do metabolismo celular pelo MTT assay, pode ser um teste
relativamente simples de ser realizado, apesar de ser criterioso. O teste é um
dos mais utilizados para se determinar a citotoxicidade sobre células em

cultura. (COSTA C.A.S.; SOUZA P.P.C.,2005)
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a acdo antibacteriana da nanoparticula de prata sobre o
Staphylococcus aureus resistente & meticilina (MRSA) e avaliar a citotoxicidade

em linhagens de macrofagos RAW 264.7.

3.2 Objetivos Especificos

e Determinar a concentracdo inibitéria minima (CMI) da nanoparticula de
prata frente as cepas de Staphylococcus aureus resistente a meticilina

(MRSA) ATCC 6057, pelo teste microplaca;

e Determinar através da citotoxicidade in vitro, a viabilidade celular de

macrofagos da linhagem RAW 264.7, frente as nanoparticulas de prata

através do ensaio do MTT, através da ICsq
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4. METODOLOGIA

4.1 Desenho do Estudo

O estudo foi realizado no setor de microbiologia clinica do Laboratoério de
Imunopatologia Keizo Asami (LIKA). Determinou-se a concentracdo inibitoria
minima (CMI), segundo normas descritas pelo National Commitee for Clinical

Laboratory Standards, em nove tamanhos de nanoparticulas de prata.

Com a concentracao das nanoparticulas de prata definidas, o estudo utilizou
células da Linhagem de macrofagos RAW 264.7 como modelo celular para
avaliar in vitro, o efeito causado pela administracdo de varias concentracdes e
tamanhos de nanoparticulas de prata por um periodo de 24 horas de incubacédo
de acordo com o teste utilizado. As células foram divididas nos seguintes
sistemas:

Sistema 1: Nanoparticula de 20nm
Sistema 2: Nanoparticula de 30nm
Sistema 3: Nanoparticula de 40nm
Sistema 4: Nanoparticula de 50nm
Sistema 5: Nanoparticula de 55nm
Sistema 6: Nanoparticula de 60nm

Sistema 7: Nanoparticula de 65nm
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Sistema 8: Nanoparticula de 70nm

Sistema 9: Nanoparticula de 75nm

Apés os periodos de incubacdo com as nanoparticulas de prata, as células
foram testadas para avaliar a viabilidade celular por atividade enziméatica
mitocondrial (MTT Assay)

Nos ensaios MTT foram testadas 9 (nove) concentracdes diferentes de
prata nanoparticulada, sendo no minimo um N = 6 de amostras experimentais
das diferentes concentracdes, além de 6 controles negativos e 6 controles
positivos confeccionados utilizando Lipopolissacaridio de Escherichia coli (LPS)

como agente ativador de macrofago.

4.2 Sintese da Nanoparticula de Prata

A solucdo de Nanoparticula de Prata foi preparada a partir de diferentes
cargas elétricas emitidas em placas de prata imersa em agua destilada. A
solucdo nanoparticulada foi produzida pela Khemia (Centro de Inovacéo
Empreendedorismo e Tecnologia (CIETEC/USP), na concentragcdo de 100

partes por milhdo (ppm) e sua concentracao foi aferida
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pela diferenca de potencial condutivo entre o veiculo base e o produto final

obtido pela eletroforese.

Fig.01: Nanoparticula de Prata (Khemia — CIETEC-USP)

A fim de evitar uma possivel contamina¢do, as nanoparticulas foram
purificadas utilizando o filtro Pierce Protein Concentrator de 20K MWCO, da
Thermo Scientific. O filtro possui uma membrana de celulose aderida em um
suporte acoplado a um tubo tipo Falcon (15 mL), que durante a
centrifugacédo retém as moléculas de peso superior a 20.000 Daltons,

concentrando a amostra e eliminando residuos.
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4.3 Cepas de Staphylococcus aureus resistente a

meticilina (MRSA)

Foram obtidas cepas de Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA) (American Type Culture Collection — ATCC 6057), obtidas do Newprov
Produtos para Laboratério (Para,Brasil). Essas cepas foram mantidas em caldo
Tryptic Soy Broth (TSB), adicionado de 20% de glicerol a uma temperatura de

- 20°C até sua utilizacao.

4.4 Determinacao da Concentragdo Minima Inibitéria (CMI)

Nos ensaios para determinag¢do da concentracdo minima inibitéria (CMI), o
caldo Miiller-Hinton foi utilizado para padronizacao dos in6culos e o meio sélido
de Mdller-Hinton para manutencdo do micro-organismo. Estes meios foram
preparados segundo as instrucdes dos fabricantes e esterilizados em autoclave

por 15 minutos a 121°C.

A suspensao bacteriana foi produzida com as culturas em agua destilada e
a diluicdo era ajustada segundo o tubo padréao 0,5 da escala de MacFarland, o

que equivale a 108 UFC/mL.
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As nanoparticulas foram solubilizadas em um sistema composto por DMSO
(dimetil sulféxido 10%)/Tween80/agua destilada aquecida(1:1:8), a fim de obter
solugbes padronizadas de concentragdo igual a 1000 pg/mL. Em seguinda
foram esterilizados por filtracdo em filtro de membrana microbiologico de 0,45

pum de diametro.

Foi utilizado o método de microdiluicdo, que determina o perfil de
suscetibilidade do micro-organismo a nanoparticula de prata, é também um
método quantitativo, sendo possivel determinar a CIM. O ensaio foi realizado
em microplacas estéreis de 96 cavidades com fundo em forma de “U”. Um
volume de 200 pL da nanoparticula foram depositados nas colunas de 1 a 10
da linha A. Os demais orificios foram preenchidos com 100 pyL de caldo
Mueller-Hinton . Em seguida, uma diluicdo da solucéo de nanoparticula foi feita
transferindo uma aliquota de 100 pL do conteddo de cada orificio da linha A
para os orificios da linha B, e apdés homogeneizacdo, o mesmo volume foi
transferido para a linha C, e assim sucessivamente, até a linha H, e
desprezando-se ap6s homogeneizacdo o excesso da diluicdo, obtendo-se
assim concentracdes decrescentes da solucdo de nanoparticula (1000 mg/mL,
500 mg/mL, 250 mg/mL, 125 mg/mL, 62,5 mg/mL, 31,25 mg/mL, 15,625 mg/mL
e 7,81 mg/mL). Um volume de 5 pL de cada indculo microbianos padronizados

na concentracdo de 0,5 de McFarland (10® UFC/mL) foi depositado em uma
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coluna diferente. Os orificios da coluna 11 e 12 foram destinados para os testes
de controle do experimento. A coluna 11 serviu como controle negativo da
atividade inibitéria dos diluentes (DMSO/tween 80). Os orificios da coluna 12
receberam apenas o0 caldo Mueller-Hinton e o inoculo microbiano,
possibilitando o controle positivo da viabilidade microbiana. As microplacas

foram incubadas em estufa bacteriol6gica a 35 °C por 24 horas.

A revelagao do crescimento bacteriano ou da inibicdo foi realizada
pela adicdo de uma solu¢do aquosa de cloridrato de 2,3,5 trifenil tetrazdlio
(TTC) a 0,5%. As enzimas oxidativas presentes nas membranas celulares dos
micro-organismos vivos reagem com o TTC oxidando-o, provocando a
mudanca de coloracdo de incolor (forma reduzida) para vermelho de formazan

(forma oxidada).

As microplacas foram novamente incubadas por mais trés horas a
35°C. Apoés esse intervalo de tempo, a leitura da placa foi realizada. Quando a
coloracao nos orificios ficou vermelha, foi interpretada como prova negativa do
efeito inibitdrio da nanoparticula, ou seja, houve crescimento do MRSA, quando
foi visualizada a auséncia de cor, foi considerada prova positiva da acdo
antimicrobiana da prata particulada, ou seja, concentragdo minima inibitoria

(CMI) foi considerada a menor concentracdo da amostra que impede
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visivelmente o crescimento microbiano, o aparecimento da coloracao vermelha.

(BARBOSA M.A., 2010)

4.5 Cultivo da Célula RAW 264.7

A linhagem celular imortalizada, RAW 264.7 foi escolhida para fazer o
teste de citotoxicidade. A célula pertence a uma linhagem macroféagica
aderente e imortalizada por virus (SOUSA M.T , 2008) que preserva todas as
caracteristicas de uma célula fagocitica do sistema mononuclear. As células
RAW 264.7 foram adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro - UFRJ e
foram mantidas em garrafas de cultura de 25 cm? , com filtro , em atmosfera de
CO;, a 5% e a 37 °C durante todo o periodo do experimento.

Na manutencdo das células, utilizou-se o meio de cultura Dulbecco
Medium Eagle Modified (DMEM) (Invitrogen), suplementado com 10% de Soro
Fetal Bovino (SFB) (Invitrogen), mais 1% de antibiotico-antimicotico
(penicilina/estreptomicina, Invitrogen), de acordo com instru¢bes do Banco de
Células do Rio de Janeiro, trocado a cada trés dias. E importante a troca do
meio de cultura, pois oferece novos nutrientes e um pH ideal para que as

células permanecam viaveis.

34



Fig 02: A, células RAW 264.7 oriunda do Banco de Células do Rio de
Janeiro; B, imagem do banco de células ( microscopia éptica)

A cada semana as células foram tripsinizadas para a manutencédo da
confluéncia celular. Durante a descolagem das células, todo o meio de cultura
€ removido e as células sao lavadas com PBS, 1x e pH 7.4, com a finalidade
de remover todos os vestigios de soro fetal bovino, que sdo agente inativante
da tripsina. Adiciona-se de 5 mL de Tripsina + EDTA 0,05% (Invitrogen) por
garrafa, que posteriormente sdo encaminhadas para a estufa, onde ficam em
incubacéo por 8 a 10 min, em temperatura ideal para acdo da enzima (37 °C).

Apdés o periodo na estufa, as células sdo descoladas sob intensa
agitacdo e homogeneizacado, e transferidas para tubo de centrifugacao, tipo
Falcon, contendo 5 mL de meio DMEM . Os tubos séo centrifugados a 24 °C,
1200 rpm, por 10 minutos para formacéo de pellet de células. O sobrenadante

€ descartado e o pellet é ressuspendido em 1 mL de meio DMEM. Uma
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aliquota de 10 pL é retirada e homogeneizada em 90 puL de Azul de Tripan,
para avaliacdo e contagem. A concentracdo de células é ajustada para 106
células/mL de meio, distribuidas em placas de 06 pocos e mantidas para

conducédo dos experimentos.

4.6 Incubacao com Nanoparticulas

No teste MTT, 10°cels/mL foram distribuidas em placas de 06 pocos e
encubadas por 2 horas em estufa para adesao das células e estabilizacdo de
seu metabolismo. Apds este periodo, todo o sobrenadante foi descartado e
prosseguiu-se a lavagem com PBS 1x e entdo foi adicionado novo meio de
cultura: suplementado apenas com 10% SFB e antibidtico. Foram entéo
adicionadas 5 aliquotas em diferentes volumes de cada tamanho de
nanoparticula de prata a fim de se obter em cada poco as concentragdes finais
desejadas.

Ap6s a adicao das nanoparticulas , as placas foram mantidas em estufa,
por um periodo de 24 horas, ao término deste periodo, foi realizado o teste. Os
pocos com controles negativos e positivos foram testados concomitantemente
com as amostras experimentais e ambos nédo receberam o tratamento com as

nanoparticulas. O controle negativo era composto por amostras de células que
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nao receberam nenhum tipo de estimulo, apenas meio de cultura, e por isso

suas medidas foram utilizadas com padréo de viabilidade 100%.

Fig 03: Garrafas e placas de cultura das células RAW 264.7 em estufa
de CO,

4.7 MTT

A solucdo de MTT foi preparada dissolvendo-se 5 mg de MTT comercial
(Sigma-Aldrich) em 1 mL de PBS 1x, pH 7,4. ApOs as 24 horas de incubacédo
das células com as nanoparticulas nas diferentes concentragdes (20nM, 30nM,
40nM, 50nM, 55nM, 60nM, 65nM, 70nM, 75nM), o sobrenadante foi aliquotado
e as células foram lavadas com PBS, e entdo foram adicionados 550 pL de
PBS e 55 pL da solugdo de MTT. As placas retornaram a estufa onde ficaram

mantidas por mais 2 horas. A partir deste ponto foi preciso proteger as
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amostras da luz, pois os cristais de formazan sdo fotossensiveis e degradam-

se na presenca de luminosidade.

Fig4: Manipulacdo das células na estufa de co;

Foram adicionados 400 pL de DMSO em cada poc¢o e com o auxilio de
um screaper, raspa-se a monocamada celular aderida ao fundo da placa e o
sobrenadante € armazenado para a leitura, ao abrigo da luz. Cada aliquota &
lida em espectrofotbmetro (Evolution 600 da Thermo Scientific) sempre
utilizando a agua ultra-pura como referéncia, em comprimento de onda de 570
nm. Quanto maior a absorbancia, mais células viaveis presentes na amostra.
Os resultados sé@o expressos em percentuais de viabilidade celular em relacéo

a média do grupo controle, que é estabelecida como 100% de viabilidade.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Concentracdo Minima Inibitoria (CMI)

Segundo (TAKANA et al.,2005 e HOLETZ et al.,2002) a atividade
antimicrobiana pode ser classificada de acordo com a CMI em: Inativa (CMI >
1000 pg/mL); atividade fraca (500 < CMI < 1000ug/mL); atividade moderada
(100 < CMI < 500 pg/mL) e ativa boa (CMI < 100 pg/mL). Portanto, a CMI dos
diferentes tamanhos de nanopatrticulas € analisada segundo o trabalho acima.

As nanoparticula de prata com tamanho de 70, 75 e 65 nm nao
apresentaram atividade inibitoria, verificando a presenca do vermelho de
formazan , quando enzimas oxidativas que estdo presentes nas membranas
celulares do MRSA reagem com o revelador (TTC).

Nanoparticula de prata de 50 e 55 nm apresentaram atividades
semelhantes frente a bactéria Gram-positiva Staphylococcus. aureus resistente
a meticilina, ambas com CIM de 250 pg/mL (atividade moderada).
Nanoparticulas, com 60nM apresentou uma concentracao inibitoria de 500
pHg/mL,ou seja, uma atividade fraca, o que discorda com ( PALAVECICINO E.,

2007 ), onde houve inibicdo microbiana moderada.
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A prata particulada frente ao MRSA, com tamanhos de 40 e 30 nm ,
apresentaram a CMI de 145 pg/mL( atividade moderada). e 62,5 pg/mL (boa
atividade), respectivamente. A Nanoparticula de 20nm também apresentou boa
atividade (15,62 pg/mL), reafirmando o trabalho de (BRAYDICH-STOLLE, et
al.,2005)

BURD A.,et al, 2007 ,verificou nos testes antimicrobianos que a particula
de 10nm teve um maior efeito bactericida em relagdo a de 15nm, justificando
que a particula menor apresenta um aumento na sua atividade antibacteriana.

Comparando diferentes dados relatados na literatura, é possivel perceber
incoeréncias nos resultados. (PALAVECICINO E., 2007) testou a nanoparticula
de 20nm, e verificou que a CMI era de 10 pg/mL, o que € um equivoco, pois
verificou-se neste trabalho uma excelente atividade bactericida de 15,62 pg/mL,
e VELAZQUEZ-MEZA ME.,2005 j4 afirmava a excelente atividade de

nanoparticulas de prata com tamanho entre 10 nm- 20nm.
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NanoAg CMI(pg/mL)

20 nm 15,62
30 nm 62,5
40 nm 145
50 nm 250
55 nm 250
60 nm 500
65 nm ND
70 nM ND
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75 nM ND

Tabelal: Valores da Concentracdo Inibitéria  Minima(CMI)
*ND : Nao Determinado

5.2 Teste de Citotoxicidade: MTT

O teste do MTT mostrou a percentagem de células viaveis apos 24
horas de exposigcdo a cada concentragdo ativa de nanoparticula de prata (

todos os tamanhos de nanoparticulas foram testados).

Através do teste de citotoxicidade determinou-se a ICsg que determina a
concentracéo que inibe 50% do crescimento celular em relagéo ao controle. Foi
realizada através do grafico Dose-resposta, usando a curva sigméide. Todos 0s
dados foram processados pelo Excel, produzido pela Microsoft, pelo Bioestat

5.0.

42



A 1Cs5p maior que 50 pg/mL, indica uma auséncia de atividade citotoxica.
Para as nanoparticulas de 65nm , 70nm e 75nm, ICso de 1,7 pg/mL; 2,2 pg/mL;

2,7 ug/mL, respectivamente, conforme a tabela abaixo.

Em SONG,UK. 2006 , foi testado a citotoxicidade em particula que
variavam de 40nm — 60nm, e em todas a ICsp foi >50. No trabalho de (SOUSA
L.M., et al, 2013), a ICso foi de 2,3 pg/mL, na particula de 65nm, proximo a
atividade da nanoparticula de prata de 70nm testada no nosso trabalho, que foi
de 2,2 pg/mL.

Poucos testes de toxicidade foram realizados nos tamanhos das
nanoparticulas de prata testada neste trabalho, apenas em particulas maiores
que 67nm, que ja pode indicar uma certa atividade citotdxica, como em

SENJEN R, ILLUMINATO I. 2009 e MURDOCK RC., et al,2008.

ICs0 (ug/mL)

LINHAGEM | 20nm | 30nm | 40nm | 50nm | 55nm | 60nm | 65nm | 70nm | 75nm

CELULAR

>50 >50 |>50 |[>50 |>50 |>50 1,7 2,2 2,7
RAW

264.7

Tabela 2: Citotoxicidade das nanoparticulas de prata

6. CONCLUSAO
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Dentre as particulas testadas, nanoparticula de prata de 20 nM com
CMI de 15,62 pg/mL, foi a mais eficaz, uma vez que também néo afetou a
viabilidade das células RAW 264.7. Entretanto, existe também particulas que
nao respondem a atividade antibacteriana a MRSA, como observada no
trabalho com as particulas de 65nm, 70nm e 75nm, havendo até uma certa
resposta celular.

Assim 0 que se observa € que quanto menor a nanoparticula for, maior a
atividade bactericida e menor o efeito citotoxico. Portanto, € viavel o uso das
nanoparticulas na area da saude, podendo, inclusive, contribuir com a
diminuicdo das infec¢Bes hospitalares e até comunitaria por Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (MRSA).

Entretanto o que deve existir € uma maior intensificacdo de outros teste
de citotoxicidade, pois ainda é observado uma discordancia entre a atividade
bacteriana e atividade citotéxica , quando sao testadas as nanoparticulas de
diversos tamanhos. E uma preocupacgao que existe € que ja existe no mercado
alguns materiais com nanoparticulas, sobretudo na area de saude, e nao

sabemos o real risco a longo prazo.
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