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RESUMO

A nanotecnologia é uma ciéncia que esta revolucionando vérios aspectos da vida. E
uma tecnologia que vem despertando o interesse da indUstria especialmente pela
sintese biologica rentavel e ndo toxica para meio ambiente, como a sintese de
nanoparticulas. Estas nanoparticulas podem ser sintetizadas por diferentes métodos
guimicos, fotoquimicos, fisicos ou bioldgicos. No campo da medicina o alarmante
problema da resisténcia a multidrogas e a dificuldade no tratamento de osteomielite
afetam fatores desde econdmicos e previdenciarios ao psicologico dos enfermos.
Logo, este projeto propos biossintetizar nanoparticulas de prata por microrganismos
e viabilizar suas atividades biolégicas para uso de pratica clinica. Foram estudadas
doze linhagens fungicas (Absidia cylindrospora UCP 1301, Aspergillus terreus UCP
1276, Aspergillus tamarii Kita UCP 1279, Aspergillus serratalhadensis URM:7866,
Aspergillus ochraceus URM 604, Rhizopus arrhizus URM 7651, Rhizopus microsporus
URM 7652, Rhizopus spp. SIS V295, Mucor subtillissimus UCP 1262, Rhodotorula
glutinis URM 6692) e quatro linhagens bacterianas (Streptomyces sp. DPUA 1542,
DPUA 1557, DPUA 1571 e DPUA 1573). O crescimento dos fungos foi realizado no
meio de producdo MS-2 (Meio de Soja a 2%) . Jao crescimento dos actinomicetos foi
realizado em fermentacdo submersa no meio de producdo MS-2 e o meio ISP-2
(International Streptomyces Project-2 Medium) por 72 horas a 30°C em 120 rpm. A
biossintese foi desenvolvida em solucéo de prata a 1mM a 30°C em 120 rpm por 72
horas no ambiente isento de luz. Os critérios indicadores de formacdo de AgNP foram
a mudanca de coloracdo da solucdo e a presenca na banda de ressonancia
plasmoénica superficial (RPS) nos comprimentos de onda entre 410-450 nm por
espectroscopia ultravioleta-visivel (UV-Vis). Dentre as linhagens microbianas
estudadas, somente duas linhagens (Streptomyces sp. DPUA 1542 e Streptomyces
sp. DPUA 1557) apresentaram capacidade em biossintetizar AGNP. A linhagem DPUA
1542 cultivada no meio ISP-2 realizou biossintese de AgNP e a banda de RPS
apresentou um pico evidente no comprimento 420nm, enquanto a linhagem DPUA
1557 utilizando o meio de producéo a farinha de soja como subproduto apresentou uma
forte ressonancia plasmonica superficial na regido proxima ao comprimento 400nm;
guanto ao ZETA potencial houve pico unico pico de AgNPs a -26,46 mV (Streptomyces
sp. DPUA 1557)e -26,9 mV (Streptomyces sp. DPUA 1542). Em relacdo as atividades

antibacterianas, as nanoparticulas advindas do Streptomyces sp. DPUA 1557



mostraram significativa agao contra Escherichia coli e Staphylococcus aureus que
estdo comumente envolvidos em varios tipos de infec¢cdes Osseas, indicando seu
potencial como um agente antibacteriano eficaz. A citotoxicidade foi avaliada diante de
células de Adenocarcinoma Humano da glandula maméria (MDA-MB-231) e
Macréfagos (J774A.1); em intervalos de concentracdo entre 6,2 e 100 mg/mL houve
comprometimento na viabilidade celular dos macréfagos. As linhagens bacterianas do
género Streptomyces estudadas no presente trabalho demonstraram potencial
aplicacdo em industrias biotecnolégicas, porém para essa aplicacdo serdo necessarias
pesquisas complementares com as AGNPs para aplicacdes especificas.

Palavras-chave: Bionanotecnologia; nanoparticulas; microrganismos; osteomielite.



ABSTRACT

Nanotechnology is a science that is revolutionizing many aspects of life. It is a
technology that has aroused the interest of the industry, especially for the profitable
and non-toxic biological synthesis, such as the synthesis of nanoparticles. These
nanoparticles can be synthesized by different chemical, photochemical, physical or
biological methods. In the field of medicine, the alarming problem of multidrug
resistance and the difficulty in treating osteomyelitis affect factors ranging from
economic and social security to the psychological of the sick. Therefore, this project
proposes to biosynthesize silver nanoparticles by microorganisms and make their
biological activities viable for use in clinical practice. Twelve fungal strains were studied
(Absidia cylindrospora UCP 1301, Aspergillus terreus UCP 1276, Aspergillus tamarii
Kita UCP 1279, Aspergillus serratalhadensis URM:7866, Aspergillus ochraceus URM
604, Rhizopus arrhizus URM 7651, Rhizopus microsporus URM 7659, Rhizopus
microsporus URM 76595, Rhizopus microsporus URM 76595. subtilissimus UCP 1262,
Rhodotorula glutinis URM 6692) and four bacterial strains (Streptomyces sp. DPUA
1542, Streptomyces sp. DPUA 1557, Streptomyces malasyensis DPUA 1571 and
Streptomyces parvulus DPUA 1573). Fungal growth was carried outin MS-2 production
medium (2% Soybean Medium). The growth of actinobacteria was carried out in
submerged fermentation in MS-2 production medium and ISP-2 (International
Streptomyces Project-2 Medium) for 72 hours at 30°C at 120 rpm. Biosynthesis was
carried out in 1mM silver solution at 30°C at 120 rpm for 72 hours in a light-free
environment. The indicator criteria for AQNP formation were the color change of the
solution and the presence in the surface plasmon resonance band (SRP) at
wavelengths between 410-450 nm by ultraviolet-visible spectroscopy (UV-Vis). Among
the microbial strains studied, only two strains (Streptomyces sp. DPUA 1542 and
Streptomyces sp. DPUA 1557) were able to biosynthesize AgNP. The DPUA 1542
strain cultivated in the ISP-2 medium performed AgNP biosynthesis and the SRP band
showed an evident peak at 420nm length, while the DPUA 1557 strain using the soy
flour production medium as a by-product showed a strong surface plasmonic
resonance in the region close to the length 400nm; as for the ZETA potential, there
was a single peak of AgNPs at -26.46 mV (Streptomyces sp. DPUA 1557) and -26.9
mV (Streptomyces sp. DPUA 1542). Regarding antibacterial activities, nanoparticles

from Streptomyces sp. DPUA 1557 showed action against Escherichia coli and



Staphylococcus aureus which are commonly involved in various types of bone
infections, indicating its potential as an effective antibacterial agent. Cytotoxicity was
performed ahead of Human Mammary Adenocarcinoma cells (MDA-MBA-231) and
Macrophages (J774A.1); at concentration ranges 6.2 and 100 mg/m noted a cell
inviability of macrophages line. As bacteria of the genus Strep compromised as a
potential application, 1000 mg/m does not exist application possibilities, however for
biological research, but for that they are apparently complementary with commitment
to applying AGNPs to specific research.

Keywords: Bionanotechnology; nanoparticles; microorganisms; osteomyelitis.
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1 INTRODUCAO

Bactérias, fungos, leveduras, virus, plantas e algas sao relatadas como fontes
para sintese de nanoparticulas. Possuem muitas vantagens como alta
reprodutibilidade, biocompatibilidade e ndo envolvem produtos quimicos téxicos ou
solventes organicos. A recuperacédo do produto é por centrifugacdo em alta velocidade
e é considerada como uma técnica eco-friendly (IRAVANI et al., 2014).

Os microrganismos se destacam nessa biossintese por ter a capacidade de
secretar para meio extracelular as nanoparticulas, ndo necessitando realizar nenhum
procedimento mais oneroso. Os fungos tém vantagem de suportar altas pressoes e
produzem diferentes biocompostos, como enzimas, fertilizantes, vitaminas e
antibioticos. Sobre o potencial das AgNPs, a literatura relata diferentes trabalhos
relacionados a sua atividade antimicrobiana. A eficiéncia dessas nanoparticulas esta
associada a sua facilidade em se ligar a superficie bacteriana e romper a parede
celular levando a morte celular (SINGH et al.,2020)

Microrganismo produtor, os actinomicetos sao bactérias Gram positivas que
apresentam crescimento filamentoso. Sdo encontrados em ambientes diversos, sendo
predominantes no solo, onde sdo essenciais na decomposicdo dos compostos
organicos. Produzem uma grande variedade de compostos bioativos, como
antibidticos e enzimas, o0 que tem propiciado intensas pesquisas visando as potenciais
aplicacbes destes produtos. Muitas destas enzimas podem ser utilizadas em
atividades biotecnolégicas, como na industria téxtil, de alimentos, papel, polpa e
detergentes (FLARD; BUTTNER, 2009).

A formacdo de estruturas filamentosas (hifas) e de esporos acarretou na
classificacao inicial como fungos. Logo, desde a sua primeira descri¢cdo no final do
século XIX e por um longo periodo, os actinomicetos foram considerados exéticas por
apresentarem caracteristicas tipicas de fungos filamentosos e de bactérias (GONZALEZ
et al., 2005). Porém, estudos realizados a partir da década de 1950 possibilitaram um
melhor conhecimento das suas estruturas genéticas e das composi¢des quimicas
celulares.

Em diferentes cenarios clinicos, o reparo de defeitos 6sseos infectados ainda &
um desafio nas areas de ortopedia, implantologia oral e cirurgia maxilofacial. Tem
havido extensa pesquisa no desenvolvimento de materiais que previnam a formagao

de biofilme e, portanto, reduzam o risco de infec¢do. A tecnologia de nanoparticulas
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de prata esté recebendo muito interesse no campo da ortopedia por suas propriedades
antimicrobianas, e os resultados dos estudos até o momento sdo encorajadores
(GREULICH et al., 2011).

As infeccbes dsseas sao dificeis de tratar e podem levar a destruicdo grave
do tecido; o principal agente causal é o Staphylococcus aureus. Os osteoclastos, que
pertencem a linhagem mondcito / macrofago, sdo as células- chave na compreensao
da fisiopatologia. Eles ndo exercem uma funcao adequada no combate as bactérias e
podem servir como reservatério para esses patégenos (OKAFOR et al., 2013).

Efeitos antimicrobianos foram observados quando nanoparticulas de prata séo
utilizadas em implantes traumaticos, proteses tumorais, cimento 0sseo e também
guando combinadas com revestimentos de hidroxiapatita. Embora existam resultados
promissores com estudos in vitro e in vivo, 0 numero de estudos clinicos permanece
pequeno (XU XN et al., 2004).

Os defeitos 0sseos infectados s@o convencionalmente tratados por uma
administracdo sistémica / local de antibidticos para controlar a infeccdo e uma
implantacdo subsequente de enxertos 6sseos, como autoenxertos e aloenxertos. No
entanto, essas opc¢des de tratamento sdo demoradas e geralmente de baixa eficacia.
Para abordar esses problemas, novos biomateriais com propriedades antibacterianas
e osteoindutivas surgem no mercado como modelos alternativos (GOGOI et al., 2006)
Ao manipular os modos de transporte e a cinética de liberacdo, esses biomateriais sao
otimizados para maximizar suas funcdes antibacterianas e osteoindutivas com
citotoxicidade minimizada (ZHANG et al., 2014).

Por fim, a aplicacdo de um bioativo capaz de combater infeccdes, estimular a
regeneracao 0ssea e que seja biocompativel torna-se uma necessidade preemente
na pluralidade do tratamento dessa patologia 6ssea. Desta forma, é fundamental a
busca por fontes de nanoparticulas, o aprimoramento na metodologia de obtencao da
mesma, compreensao de suas propriedade fisicas, bem como alternativas que sejam

economicamente viaveis e que nao tragam agressao ao meio ambiente.



1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Sintetizar nanoparticulas de prata por via microbioldgica visando a utilizagdo na

pratica clinica.

1.1.2 Objetivos Especificos

- Selecionar a linhagem fangica/bacteriana que tenha capacidade de
biossintetizar nanoparticulas de prata (AgNPs) através de fermentacédo submersa;

- Caracterizar através de analises fisico-quimicas as AgNPs sintetizadas;

- Verificar a citotoxicidade das AgNPs sintetizadas por fungos filamentosos;

- Avaliar o potencial antibacteriano das nanoparticulas de prata

biossintetizadas frente as bactérias multiressistentes presentes nas infeccdes 0sseas.

18



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 SINTESE DE NANOPARTICULAS DE PRATA

Dentre as nanoparticulas de metal, as nanoparticulas de prata (AgNPs) sao os
nanomateriais mais amplamente estudados. A prata tem sido usada ha anos como
um excelente agente antimicrobiano. A conversdo da prata em sua forma de
nanoparticulas oferece propriedades fisicas e quimicas Unicas que aumentam a sua
eficacia. AQNPs sdo usados como desinfetantes e como revestimento antimicrobiano
em instrumentos e dispositivos médicos, como cateteres (KO et al., 2007; SALATA et
al., 2004). Vvarios mecanismos atribuidos a atividade antimicrobiana demonstrada
pelos AgNPs, no entanto, ainda néo foram elucidados, pois as nanoparticulas atuam
sobre diferentes organismos de maneiras diferentes (ZHANG et al., 2014).

Para a sintese de nanoparticulas, duas abordagens tém sido analisadas:
bottom-up e top-down (Figura 1). A técnica de top-down parte do principio de uma
maior particula para menores particulas, usando varias forgas fisicas para sintetizar
NPs, como cauterizagao térmica, interferométrica litografica. Ja a técnica bottom-up é
conceituada como aglomeracdo de compostos complexos para formacao das NPs a
partir de pequenos aglomerados, nessa abordagem estdo inclusos os métodos
guimicos e biolégicos, no entanto, o método biolégico ndo produz subprodutos toxicos,
menores custos, ecologicamente correta e facil aumento de escala (ODULARU et al.,
2018).

19



20

Figura 1: Sintese de nanoparticulas metalicas: mecanismos de top-down e bottom-up: Fisico, Quimico

e Bioldgico.
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(Fonte: ODULARU et al., 2018).

No ambito da caracterizacdo das AgNPs, sdo necessarios estudos mais
complexos e essenciais, visto que entender o tamanho, formato e interacao do sistema
coloidal € de extrema importancia para sua aplicacdo. Porguanto, a técnica de
espectroscopia UV- visivel € normalmente utilizada para confirmar a sintese e
estabilidade de NPs; a espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) € usada para medir as propriedades de NPs, como concentragcdo quimica,
guimica de superficie, grupos funcionais de superficie e arranjo atdmico; microscopia
de transmisséo eletrénica (TEM); microscopia eletrdnica de varredura (SEM) e a
microscopia de forca atbmica (AFM) podem ser utilizadas para visualizar a posicao,
tamanho e morfologia de NPs. A difracdo de raios X em p6 (DRX) tem como objetivo
determinar a estrutura cristalografica. A composicao elementar de NPs € geralmente
examinada por energia dispersiva espectroscopia de raios-X (EDS) e para avaliar o
tamanho e carga superficial das NPS é utilizado a técnica de dispersdo de luz
dindmica (DLS) (KAABIPOUR & HEMMATI, 2021). Portanto, € uma area que muitos
estudos sdo necessarios para entender, manipular e aplicar para contribuir
diretamente em diferentes areas, seja animal, humano e ambiental.

As aplicacBes das nanoparticulas de prata sdo inUmeras, sendo o0 seu potencial

antimicrobiano um dos campos de maior interesse. A prata tem apresentado potencial
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antimicrobiano de amplo espectro na literatura, com atuagéo contra bactérias gram-
positivas e gram-negativas, bem como protozoarios, virus e fungos. Entre os
mecanismos de acéo frente as bactérias caracterizados na literatura, as AgNPs
apresentam a capacidade de ligacdo a diversos sitios do microrganismo, como
aderéncia a parede celular ou receptores da superficie bacteriana, além de entrada
na membrana plasmatica, consequentemente desencadeando a destruicdo da
membrana celular (YAMANAKA et al, 2005). A interacao de ionsde particulas de prata
a parede celular bacteriana resulta no comprometimento das camadas celulares
externas, causando perda de contetdo celular e criando anormalidades estruturais
(SAMBHY et al., 2006).

Alem disso, as nanoparticulas de prata podem agir na sintese proteica e
enzimatica das bactérias, gerando danos a fun¢des importantes, como respiracao e
permeabilidade celular. Quanto a interacdo com acidos nucleicos do material genético,
a acao das AgNPs tem sido relacionada a interrupcao da reproducao celular. Um outro
mecanismo de toxicidade é evidenciado sobretudo na desintegracdo das paredes
celulares bacterianas, que consiste na producédo de espécies reativas de oxigénio
(ROS). Tais compostos estéo relacionados a prejuizos estruturais do DNA bacteriano
e podem ser altamente toxicos para as bactérias, envolvendo processos fundamentais
da cadeia respiratoria, deturpando a replicacdo do DNA e inibindo a divisdo celular
(PATIL & KIM, 2018; SANCHEZ- LOPEZ et al., 2020). A seguir, sdo ilustrados os
mecanismos de acdo das nanoparticulas de prata em seus diferentes sitios de ligacéo
(Figuras 2A e 2B).
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Figuras 2A e 2B: Esquemas representativos dos mecanismos de AgNPs frente a bactérias, relatando a
via dependente de ROS, danos ao DNA, desnaturacdo de proteinase enzimas inativagédo pela acao
antibacteriana de AgNPs.

AgNPs

ta podem desnaturar os
ribosszomaos, inibindo a sintese de
proteinas e causando a degradac3o

rata ligam bases de DMA. I==0
ue o DMAse condense e perca
cidade de se replicar,

o assim a reproducdo

a via fus3o binaria.

Fontes: Xu et al, 2020 (5A); SA Brenan et al, 2015 (5B) — traduzido.

Porém, junto com as amplas aplicacdes, € crescente a preocupagdo com 0S
impactos bioldgicos do uso das nanoparticulas de prata em larga escala e os possiveis
riscos ao meio ambiente e a saude. O tamanho nanométrico das nanoparticulas
permite que elas entrem facilmente nas células de organismos vivos, levando a varias
lesdes celulares. O potencial de citotoxicidade e genotoxicidade das nanoparticulas
aumentou significativamente e foram estudadas. Um dos mecanismos responsaveis

pela inducéo do efeito citotoxico dos AgNPs é a formagédo de espécies reativas de
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oxigénio (ROS) (DAS B et al., 2015). Os ROS podem causar efeitos nocivos tanto ao
homem como aos animais, bem como ao meio ambiente. Além disso, uma vez que as
nanoparticulas podem afetar ndo apenas as células que compdem as barreiras
celulares (fibroblastos, células endoteliais ou intestinais), mas também as células do
sistema imunoldgico, é crucial definir a imunocompatibilidade das nanoparticulas,
especialmente aquelas com potencial aplicacdo médica (DRUSZCYNSKA et al.,
2013).

Através do progresso da nanotecnologia direcionada para a area médica,
descobriu-se que diferentes microrganismos, como bactérias, microalgas e fungos sao
habilitados a producéo de nanoparticulas (NPs) inorganicas como ouro, prata, calcio,
silicio, ferro, gesso e chumbo. Tal cadeia de producdo tem sido designada como
tecnologia verde, que esta substituindo as nanoparticulas sintéticas, de alto potencial
poluidor. A tecnologia verde tem se mostrado cada vez mais importante, e por iSso
gerado importante interesse na literatura atual, sobretudo emrazéo de seus potenciais
beneficios em questdes de ecologia, visdbes econdmicas, viabilidade e ampla gama de
aplicacdes em varias areas, como a hanomedicina (KHAN et al., 2022).

Entre estes microrganismos, 0s actinomicetos estdo sendo explorados como
verdadeiras nano-maquinas distintas para a sintese de ouro, prata e varios tipos de
NPs metéalicas por meios extra e intracelulares. Os actinomicetos representam um
grupo de micrébios atraente para nanomateriais, principalmente devido a sua
capacidade unica de produzir diferentes compostos bioativos e enzimas que atuam
como fortes redutores. NPs sintetizadas a partir de actinomicetos tém sido

extensivamente avaliada para alcancar inmeras aplicacdes (SUMAN et al, 2020).

2.2 ACTINOMICETOS

Os actinomicetos constituem um grupo bem-sucedido de organismos quanto
ao habitat, ocorrendo em uma multiplicidade de ambientes, tanto naturais quanto nos
modificados pela acdo humana. Estdo extensivamente distribuidas no solo e em
outros ambientes terrestres. A maioria das espécies é saprofitica, contudo existem
aquelas que formam associa¢cdes mutualisticas e parasiticas com outros organismos.
Assim, diferentes estilos de vida podem ser encontrados, incluindo habitantes do solo
(Streptomyces spp.), comensais de plantas (Leifsonia spp.), simbiontes fixadores

de nitrogénio (Frankia), residentes do trato gastrintestinal (Bifidobacterium spp.) e
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patdgenos (Mycobacterium spp., Nocardia spp., Tropheryma spp., Corynebacterium
spp., Propionibacterium spp.) (WOSTEN et al., 2000). Estudos confirmam sua
natureza procariética retirando-os completamente do Reino Fungi ( Flard; Buttner et
al., 2009) (Figura 3).

Figura 3: Ciclo de vida do género Streptomyces.
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Fonte: Flard; Buttner, 2009.

Produtos naturais provenientes dos actinomicetos sdo fontes de moléculas
bioativas com grande potencial para o desenvolvimento de produtos na industria
farmacéutica, incluindo aqueles utilizados em ensaios clinicos para o tratamento do
cancer. Os microrganismos sintetizam diversas substancias quimicas para a producéo
de antibiéticos, imunossupressores, anticancerigenos, agentes redutores de
colesterol, entre outros. Em seres humanos, essas bactérias também foram descritas
como agentes potenciais na acdo contra diversos tipos de microrganismos
patogénicos. ApoOs a descoberta da actinomicina por Wasksman e Woodruff em 1940,
membros da ordem Actinomycetales, tornaram-se uma das principais fontes de
antibidticos tais como antraciclinas, cloranfenicol e tetraciclinas. Os representantes
do género Streptomyces produzem importantes antibiéticos, como a
estreptomicina,sintetizada por S. griseus, a clorotetraciclina, sintetizada por S.

aureofaciens, a terramicina, sintetizada por S. rimosus, entre muitos outros


https://pt.wikipedia.org/wiki/Streptomyces
https://pt.wikipedia.org/wiki/Estreptomicina
https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Clorotetraciclina&action=edit&redlink=1
https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Terramicina&action=edit&redlink=1
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(GOODFELOW et al., 1983). Mais de oitenta antibioticosja foram obtidos de espécies

do género Streptomyces (Tabela 1).

Tabela 1: Mecanismo de acao de alguns antibiéticos e suas classes.

Mecanismo de agao Antibiéticos
Inibidores da sintese de parede celular Penicilina, Cefalosporinas,
Vancomicina e Isoniazida

Inibidores de sintese proteica Tetraciclinas, Eritromicina,
Estreptomicina, Oxazolidinonas e
Estreptograminas

Dano a membrana plasmatica Polimixina B

Inibidores da sintese de acidos Rifamicinas, Quinolonas e

nucleicos fluoroquinolonas

QOutros Sulfonamidas

(Fonte): (LEVY; MARSHALL, 2004)

2.3 OSTEOMIELITE

As infeccbes Osseas e articulares representam um grupo extremamente
heterogéneo de doencas, incluindo infeccbes associadas a implantes (tanto na
ortopedia quanto na odontologia), artrite séptica e osteomielite. O aumento da
incidéncia dessas patologias apresentado nos ultimos anos, principalmente devido ao
aumento das substituicbes articulares e ao uso de equipamentos ortopédicos,
representa atualmente um problema social e econémico crescente para 0s sistemas
de saude. De fato, a taxa de infec¢éo relacionada ao uso de implantes é de 5% para
casos primarios, 6% para casos de revisdo e aumenta para 43% para casos
previamente infectados. A osteomielite, definida como uma inflamacéo éssea causada
por infeccéo, pode ser o desfecho comum na rotina médica (FIORE et al., 2022).

As células especialmente afetadas pelas particulas estranhas, como bactérias,
virus e quaisquer outros estimulos externos sédo as células imunes da imunidade inata
como células assassinas naturais (NKs), células dendriticas (DC) e monécitos. Os
ultimos séo indicadores imunol6gicos muito sensiveis da ativagado celular e detectam

antigenos por receptores Toll-like (TLRs). Quando reconhecido, um antigeno induz
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uma cascata de transmisséo de sinal, que termina com o fator nuclear kappa-light-
chain-enhancer de células B ativadas (NF-kB) ativagdo do fator de transcrigao,
resultando na produgé&o de citocinas, como interferon (IFN) -y ou interleucina (IL) -12.
Essas moléculassollveis alarmam outras células do sistema imunolégico e iniciam o
processo de inflamacao, que leva a inimeras consequéncias prejudiciais (THAISS et
al., 2015).

Tecido 6sseo recém-regenerado com volume adequado é indispensavel para
restaurar a estética maxilofacial e as funcées musculoesqueléticas. Grandes defeitos
0sseos podem ocorrer como consequéncia de lesdes, cancer e inflamacao, etc. A taxa
de reparo de um defeito 6sseo depende principalmente do tamanho de um defeito
0sseo. Quando o tamanho é maior que a capacidade de cicatrizacdo dos tecidos
0sseos, os tecidos conjuntivos fibrosos, que podem migrar mais rapido que o0s
osteoblastos, ocupam predominantemente os defeitos 6sseos (CAMPANA et al.,
2014). Um defeito 6sseo de tamanho critico € oprotétipo de defeitos de

descontinuidade, com um reparo espontaneo falho. (Figura 4).

Figura 4: Imagem radiografica de um defeito 6sseo ndo consolidado com importante area hipotréfica.

Fonte: banco de dados do autor - 2020.

A capacidade de autorreparacdo do 0sso pode ser ainda mais limitada quando

ocorre uma atividade bacteriana em defeitos 6sseos. Os defeitos 6sseos infectados
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podem ser resultado de lesdes agudas de alta energia e doencgas infecciosas cronicas.
Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, tais leses sdo um problema de saude
publica global. Existem aproximadamente 3-9 milhdes de lesbes registradas
anualmente nos paises desenvolvidos. Com o desenvolvimento da economia e do
transporte, os ferimentos de alta energia relacionados ao trafego rodoviario sédo
responsaveis por quasel,2 milhdo de mortes. O niumero de mortes devido a lesdes
dobrou nos ultimos 30 anos nos paises europeus (JENISSON et al., 2014).

LesOes de alta energia nas extremidades podem resultar em fraturas abertas
cominutivas. Esse tipo de lesdo costuma estar associado a danos graves aos tecidos
moles, defeitos 6sseos, infec¢des e, por fim, ndo unido. Lesbes de alta energia podem
facilmente evoluir para osteomielite grave quando uma infeccdo bacteriana é
introduzida devido a uma protecao imunologica comprometida. A osteomielite é dificil
de eliminar completamente, especialmente quando acompanha grandes defeitos
0sseos. Staphylococcus aureus € o principal patdgeno bacteriano, uma vez que é
responsavel por 80% da osteomielite humana (MANDRACCHIA et al., 2004) .

Outra causa importante de defeitos 0sseos infectados sdo as infeccOes
bacterianas crénicas, como periodontite e peri-implantite. A periodontite e a peri-
implantite sdo as doencas inflamatdrias que envolvem os dentes naturais e implantes
dentarios, com perda do osso de suporte devido a uma etiologia bacteriana. A
prevaléncia de periodontite grave com bolsas periodontais profundas (=6 mm) varia de
10% a 15% em adultos (SAMBRI et al., 2022).

Os tratamentos padrédo para defeitos 6sseos infectados incluem a remocéao de
fragmentos 6sseos necroéticos, uma administracéo local e / ou sistémica de antibiéticos
e uma reconstrucdo dos defeitos dsseos por enxertos 0sseos. No entanto, esses
tratamentos sdo realmente demorados (geralmente levam de varios meses a anos) e
nem sempre produzem resultados satisfatorios (BUSCH et al., 2021). Essa situacéo se
deve, em grande parte, as dificuldadesde controle das infec¢cdes, ao retardo na
reconstrucdo Ossea dos tecidos (que geralmente é realizada somente apdés a
erradicacdo completa das infec¢des) e ao lento progresso da nova formacdo 6ssea
(GALLO et al., 2016).

Além da administracdo de antibidticos, um sistema que trata defeitos 6sseos
infectados requer propriedades especiais, que incluem propriedades osteocondutoras
e osteoindutoras. Os autoenxertos ainda sédo considerados enxertos 6sseos “padrao

ouro” porque possuem todos os elementos osteogénicos importantes: andaimes
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osteocondutores, células osteogénicas e fatores de crescimento osteoindutores.
Porém, a autoenxertia estd associada a uma série de limitacbes, como dor e
morbidade nas areas doadoras, cirurgia prolongada, volume disponivel limitado e
taxas de reabsorcédo incontrolaveis (LANDSDOWN et al., 2007).

A alternativa convencional para um autoenxerto € um aloenxerto ou polimeros
sintéticos (por exemplo, PLGA (copolimero de &cido latico e glicdlico).Sao de volumes
disponiveis e tém sido amplamente aceitos para reconstrucfes 6sseas. No entanto,
nenhum deles é intrinsecamente osteoindutivo. Embora forneca uma estrutura 6ssea
natural e boa, 0os enxertos 0sseos alogénicos estdo associados a certos riscos,
como transmissdo de doencas, toxicidades associadas a esterilizacdo, respostas
imunes variaveis do hospedeiro e suprimentos limitados. Como alternativas aos
enxertos autologos e alogénicos, existem 0s de matrizes inorganicas e organicas (por
exemplo, 0sso bovino desproteinizado e colageno o0sseo desmineralizado)
(SCHNEIDER et al., 2011).

Com o0s avancos tecnolégicos, novos biomateriais, com propriedades
antibacterianas e osteoindutoras, vém sendo desenvolvidos na area da ortopedia, no
intuito de contribuir com alternativas terapéuticas viaveis no manejo de defeitos
0sseos infectados por microrganismos resistentes. Entre 0s novos compostos, tém se
destacado as nanoparticulas de prata (AgNPs), as quais vém sugerindo na literatura
um potencial de aplicagdo clinica muito promissor devido a sua boa
biocompatibilidade, bem como um amplo espectro bactericida (PAUKSCH et al.,
2014). Por outro lado, componentes como os fatores de crescimento, a exemplo do
fator de crescimento de fibroblastos basico, fatores de crescimento semelhantes a
insulina (IGFs) e fator de crescimento endotelial vascular, também s&o capazes de
promover significativamente a osteogénese e a angiogénese (ZHANG et al., 2015).

No entanto, apenas as proteinas morfogenéticas 6sseas (BMPs) podem induzir
exclusivamente a neoformacdo de massa 6ssea em um microambiente pro-fibrotico,
como defeitos 6sseos de tamanho critico. Com o rapido progresso das técnicas de
engenharia de tecido 0sseo, uma grande variedade de novos materiais de
preenchimento 6sseo baseados em BMPs foi desenvolvida para acelerar e promover

uma nova regeneracao 0ssea de maneira significativa (VERNE et al., 2009).
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2.4 RESISTENCIA MICROBIANA

O uso indiscriminado dos antibioticos tem levado ao surgimento de patégenos
resistentes as drogas convencionais e aos complexos formados por véarias doencgas,
desenvolvendo o processo de multirresisténcia. Em 2004, mais de 70% das bactérias
patogénicas apresentaram resisténcia a pelo menos um dos antibiéticos atualmente
disponiveis no mercado (SANCHEZ et al., 2009).

O gene relacionado a codificagdo dos mecanismos de sobrevivéncia e
resisténcia das bactérias pode ser adquirido de diferentes formas (Figura 5), tais quais:
mutacdo, secundaria a erros na sintese de DNA durante a replicacdo; acdo de
bacteriofagos; por meio de plasmideos; por transmissao de fragmentos de material
geneético transponiveis através da interacdo entre bactérias de grupos taxonémicos e
ecologicos diferentes (LEVY; MARSHALL, 2004). Dessa forma, 0s principais
mecanismos de resisténcia bacteriana podem ser classificados em quatro categorias
(TORTORA et al. 2012):

- Prevencédo da entrada no sitio-alvo dentro da célula bacteriana: modificacao
da abertura das porinas, dificultando a acdo dos antibidticos no acesso ao espaco
periplasmatico;

- Inativacdo enzimatica: producédo de enzimas com ligacdo molecular atuante
na inativacao de estruturas especificas dos antibiéticos, inabilitando sua efetividade
parcialmente ou totalmente;

- Alteracdes no sitio-alvo da droga: transformacéo do sitio em que o antibiético
se liga a célula do microrganismo invasor, sendo estas transformacdes no sitio
capazes de neutralizar a acdo dos antibidticos sem que a célula bacteriana sofra
importantes alteracdes estruturais.

- Efluxo rapido: sintese de proteinas na membrana plasmatica das bactérias,
as guais atuam como bombas que expulsam os antibidticos, assim impedindo a
entrada e acao antimicrobiana dos compostos, mecanismo mais comum nas espécies

gram-negativas.
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Figura 5: Imagem representativa dos mecanismos de resisténcia bacteriana
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Fonte: Tortora et al. 2012.

Dessa forma, o presente estudo fundamenta-se em analisar a viabilidade de
producéo de nanoparticulas de prata por linhagens de microrganismos e caracteriza-
las em aspectos de forma, tamanho e composi¢cdo. Ademais, objetiva-se avaliar a
citotoxicidade desses compostos em células humanas e suas aplicacdes

antimicrobianas e efetividade frente a isolados bacterianos multirresistentes.
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RESUMO

Nanoparticulas de prata podem ser sintetizadas por diferentes métodos quimicos,
fotoquimicos, fisicos ou biologicos. Diante do alarmante problema da resisténcia a
multidrogas e a dificuldade no tratamento de osteomielite essas nanoparticulas
tornam-se uma alternativa de adjuvancia ao tratamento. O objetivo desta pesquisa foi
biossintetizar nanoparticulas de prata por microrganismos e viabilizar suas atividades
biolégicas para uso de prética clinica. Foram estudadas doze linhagens flngicas e
guatro linhagens bacterianas. O crescimento dos fungos foi realizado no meio de
producédo MS-2 (Meio de Soja a 2%) . Ja o crescimento dos actinomcetos foi realizado
em fermentacdo submersa no meio de producdo MS-2 e o meio ISP-2 (International
Streptomyces Project-2 Medium) por 72 horas a 30°C em 120 rpm. A biossintese foi
desenvolvida em solucdo de prata a 1mM a 30°C em 120 rpm por 72 horas no
ambiente isento de luz. Os critérios indicadores de formacdo de AgNP foram a
mudanca de coloracdo da solucao e a presenca na banda de ressonancia plasmoénica
superficial (RPS) nos comprimentos de onda entre 410-450 nm por espectroscopia
ultravioleta-visivel (UV-Vis). Dentre das linhagens microbianas estudadas, somente

duas linhagens (Streptomyces sp. DPUA 1542 e Streptomyces sp. DPUA 1557)
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apresentaram capacidade em biossintetizar AQNP. Carcaterizou-se 0 ZETA potencial,
atividade antimicrobiana frente a isolados de bactérias causadoras de osteomielite e a
citotoxicidade diante de células de Adenocarcinoma Humano da glandula maméaria
(MDA-MB-231) e Macrofagos (J774A.1). As linhagens bacterianas do género
Streptomyces estudadas no presente trabalho demonstraram potencial aplicagdo em
industrias biotecnoldgicas, porém para essa aplicacdo serdo necessarias pesquisas
complementares com as AGNPs para aplicacdes especificas.

Palavras-chaves: Nanoparticulas; Streptomyces sp; Osteomielite; Prata.
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ABSTRACT

Silver nanoparticles can be synthesized by different chemical, photochemical, physical
or biological methods. Faced with the alarming problem of multidrug resistance and
the difficulty in treating osteomyelitis, these nanoparticles become an adjuvant
alternative to treatment. The objective of this research was to biosynthesize silver
nanoparticles by microorganisms and enable their biological activities for use in clinical
practice. Twelve fungal strains and four bacterial strains were studied. Fungal growth
was carried out in MS-2 production medium (2% Soybean Medium). The growth of
actinobacteria was carried out in submerged fermentation in MS-2 production medium
and ISP-2 (International Streptomyces Project-2 Medium) for 72 hours at 30°C at 120
rpm. Biosynthesis was carried out in 1mM silver solution at 30°C at 120 rpm for 72
hours in a light-free environment. The indicator criteria for AQNP formation were the
color change of the solution and the presence in the surface plasmon resonance band
(SRP) at wavelengths between 410-450 nm by ultraviolet-visible spectroscopy (UV-
Vis). Among the microbial strains studied, only two strains (Streptomyces sp. DPUA
1542 and Streptomyces sp. DPUA 1557) were able to biosynthesize AgNP. Potential
ZETA, antimicrobial activity against isolates of osteomyelitis-causing bacteria and
cytotoxicity against Human Mammary Adenocarcinoma cells (MDA-MB-231) and
Macrophages (J774A.1) were characterized. The bacterial strains of the genus
Streptomyces studied in the present work showed potential application in
biotechnological industries, but for this application, complementary research with

AGNPs for specific applications will be necessary.

Keywords: Nanoparticles; Streptomyces sp; Osteomyelitis; Silver.
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INTRODUCAO

A nanotecnologia € uma ciéncia que esta revolucionando varios aspectos da
vida. E uma tecnologia que vem despertando o interesse da indUstria especialmente
pela sintese bioldgica rentavel e ndo toxicas para meio ambiente, como a sintese de
nanoparticulas. Estas nanoparticulas podem ser sintetizadas por diferentes métodos
qguimicos, fotoquimicos, fisicos ou bioldgicos, no entanto as produzidas por meios
fisicos e quimicos possuem custos altos e toxicidade elevada (SILVA et al., 2017).

Bactérias, fungos, leveduras, virus, plantas e algas sao relatadas como fontes
para sintese de nanoparticulas e tem muitas vantagens como, alta reprodutibilidade,
biocompatibilidade e ndo envolvem produtos quimicos toxicos ou solventes organicos
e a recuperacao do produto é por centrifugacdo em alta velocidade e € considerada
como uma técnica eco-friendly (KALIMUTHU et al., 2019).

Entretanto, os microrganismos se destacam nessa biossintese, por ter a
capacidade de secretar para meio extracelular as nanoparticulas, ndo necessitando
realizar nenhum procedimento mais oneroso. Os fungos tém vantagem de suportar
altas pressbes e produzem diferentes biocompostos, como, enzimas, fertilizantes,
vitaminas e antibioticos (AL-DHABI et al., 2019). Sobre o potencial das AgNPs, a
literatura relata diferentes trabalhos relacionados a atividade antimicrobiana das
AgNPs. SINGH et al. (2020) aborda em seu estudo a eficiéncia dessas nanoparticulas
devido a sua facilidade em se ligar a superficie bacteriana e romper a parede celular
levando a morte celular.

O alarmante problema da resisténcia a multidrogas (MDR —multi-drug
resistance) por parte de bactérias patogénicas obrigou os pesquisadores a enfrentar
o problema e a buscar novas drogas e moléculas na natureza e outras fontes como as
nanoparticulas. Ao longo das ultimas décadas, alguns antibidticos de terceira geracéo
como as cefalosporinas, imipenem, vancomicina e fluoroquinolonas tém apresentado
maior risco de gerar resisténcia (AL-DHABI et al., 2019).

As infeccBes Osseas e articulares representam um grupo extremamente
heterogéneo de doencas, incluindo infec¢cdes associadas a implantes (tanto na
ortopedia quanto na odontologia), artrite séptica e osteomielite. Osteomielite € o nome
gue se da a infeccdo no osso causada por bactérias, micobactérias ou fungos
(SAMBRI et al., 2021). Na grande maioria dos casos, 0 agente patogénico € o

Staphylococcus aureus, bactéria que pode formar colbnias na pele e instalar-se nas
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fossas nasais de pessoas saudaveis, sem causar danos ao hospedeiro (YUAN et al.,
2020). O tratamento desta enfermidade é multidisciplinar e por vezes desfiador por
fatores que envolvem a viruléncia do agente causador, defesa do hospedeiro,
resisténcia bacteriana e atraso diagnostico.

O aumento de sua incidéncia apresentado nos ultimos anos acontece,
principalmente, devido ao aumento das substituicbes articulares e ao uso de
equipamentos ortopédicos; representa atualmente um problema social e econémico
crescente para os sistemas de saude. A introducéo de substitutos sseos preenchidos
com prata ibnica ou nanoparticulas de prata na pratica clinica forneceria uma valiosa
contribuicéo adicional para o0 manejo destas patologias (SHIMABUKURO et al., 2022).

O objetivo deste trabalho foi sintetizar nanoparticulas de prata por via
microbiolégica visando a utilizacdo na pratica médica assim como suas caracteristicas
fisicas, citotoxicidade e atividade antimicrobiana frente a bactérias causadoras de

osteomielite.

MATERIAL E METODOS

Microorganismos e Meios de Manutencéo e Esporulacao

Entre os microrganismos elegiveis quantos a producédo de nanoparticulas de
prata, realizou-se a divisdo em duas importantes linhagens: fangica e bacteriana.
Quanto ao grupamento de fungos, foram selecionadas doze espécies, a seguir: Absidia
cylindrospora UCP 1301, Aspergillus tamarii Kita UCP 1279, Aspergillus terreus UCP
1276, Aspergillus ochraceus URM 604, Aspergillus sclerotiorum URM 5792,
Aspergillus serratalhadensis URM 7866, Mucor subtilissimus UCP 1262, Rhizopus
arrhizus URM 7651, Rhizopus microsporus URM 7656, Rhizopus microsporus URM
7652, Rhizopus spp. SIS V295 e Rhodotorula glutinis URM 6692. As referidas
linhagens foram isoladas do solo da Caatinga (Regido Nordeste do Brasil) e obtidas
através do Projeto RENNORFUN/CNPg/FACEPE, sendo armazenados na colecéo de
culturas da Universidade Catolica de Pernambuco (UCP) e também na colecéo de
culturas da Universidade Federal de Pernambuco (URM).

No referente a linhagem bacteriana, seis foram o0s grupamentos de
actinomicetos utilizados, a seguir: Streptomyces spp. DPUA 1542, Streptomyces spp.

DPUA 1557, Streptomyces malasyensis DPUA 1571 e Streptomyces parvulus DPUA
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1573. As linhagens de actinomicetos foram isoladas de liquens da Regido Amazonica,
sendo acondicionadas na cole¢céo de cultura do Departamento de Parasitologia da
Universidade Federal do Amazonas.

Biossintese Extracelular de Nanoparticulas de Prata

O método aplicado na analise da biossintese de nanoparticulas de prata
fundamenta-se em trés importantes etapas: reativagdo microbiana, recultivacao das
linhagens e producgédo de particulas argiricas. Nesta ultima etapa, foram avaliados os
meios de culturas em que se cultivaram as amostras microbianas, visando estabelecer
correlacdes entre a composicdo do meio e maiores indices de produtividade de
nanoparticulas.

Nesse sentido, as seis espécies de Streptomyces spp. foram inoculadas e
reativadas em meio de cultura ISP-2 (Pridham et al., 1957) modificado pela retirada
da glicose a 28°C por 168 horas em estufa microbiologica. Apos esse periodo de
esporulacéo, os esporos foram suspensos com solucdo salina de Tween 80 (NaCl a
0,9% (p/v) previamente esterilizada a 121°C/ 1 atm de pressao, durante 20 minutos.
As amostras foram preservadas em criotubos contendo glicerol a 20% a -20°C.

Outro meio de cultivo utilizado foi o MS-2 (Meio de soja a 2%) proposto por Porto
et al. (1996) composto por diferentes concentracbes de farinha de soja (0,5, 1,0 e
1,5%), e ainda com a presenca de sais: MgS04.7H20, 0,1% (p/v) de NH4CI, 0,435%
(p/v) de K2HPO4 e 0,1 mL de solucdo mineral (100mg de FeSO4, MnCl2. 4H20,
ZnS04,CaCl2 (Porto etal., 1996). H20 em 100 mL de agua destilada), com pH inicial
7,2, esterilizado em autoclave a 1 atm por 20 minutos a 121°C. Para a producéo, os
esporos foram colocados no meio MS-2 concentracdo celular de 108 UFC/mL a
condicBes de 30°C em agitador orbital a 120 rpm por 72 horas.

As linhagens fangicas foram inoculadas em Erlenmeyers contendo o meio CZ
(Czapek Dox Agar) e mantido em estufa microbiolégica a 30°C por 7 dias para
esporulacdo. Apos esse periodo os esporos foram suspensos com solucao salina de
Tween 80 (NaCl a 0,9% (p/v) previamente esterilizada a 121°C/ 1 atm de pressao,
durante20 minutos. A concentracéo de esporos (10* esporos/mL) foi determinada por
contagem microscopica de esporos em Camara de Neubauer. Para a producdo, 0s
esporosforam colocados no meio MS-2 concentracdo celular de 108 UFC/mL a

condi¢cdes de 30°C em agitador orbital a 120 rpm por 72 horas.
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Apo6s o cultivo submerso das linhagens fungicas e bacterianas, realizou-se
centrifugacgéo (incursées de 3000 a 4000 rpm em intervalo de quinze minutos) dos
componentes para composicdo do sobrenadante livre de células, em volumes de 90 a
100 mL. Em seguida, nas amostras de actinomicetos, o sobrenadante extracelular
livre de célula (90 mL) foi adicionado 10 mL de nitrato de prata a 1 mM e incubado
em um agitador orbital a 120 rpm em 30°C por 72h. Quanto aos fungos e leveduras,
na amostra de 100 mL de sobrenadante livre de células foram adicionados 10 mL de
solucédo de nitrato de prata (AgNO3) a 1mM, associado a dissolugéo em agitador

orbital a 150 rpm por 72 horas, 30°C.

Caracterizacdo das AgNPs sintetizadas por Streptomyces

Quanto as caracteristicas das AgNPs sintetizadas por Streptomyces DPUA
1557, a biossintese de nanoparticulas de prata pelas linhagens microbianas em
estudo foi avaliada por picos significativos nas bandas de Ressonancia Plasmonica
Superficial (RPS) registrados pelo método de Espectroscopia UV-visivel. Os valores
evidenciados compativeis com a neoformacao de nanoparticulas de prata enquadram-
se no comprimento de onda no intervalo de absorbéancia entre 400 a 500 nm (Naveen
et al. 2010).

Ademais, a formacdo de novas nanoparticulas foi analisada
macroscopicamente pela biorreducao de ions de prata nas solucdes. A mensuracao
foi monitorada pela mudanca de cor das amostras, de amarelo palido para marrom.
Tais indicadores tendem a corroborar com altos picos observados pelo espectro de
absorcao utilizando a metodologia UV-visivel no range de comprimento de onda entre
200 e 800 nm.

Andlise de tamanho de particula (DLS) e ZETA potencial

O diametro hidrodinamico avaliado no presente estudo seguiu parametros
preconizados em Silva et al, (2017), com afericdo de medidas por espalhamento
dindmico de luz com laser de comprimento de onda 633 nm e angulo de espalhamento
fixo de 173°. O dimensionamento das particulas em analise foi descrito considerando-
se particula como esférica. Cada amostra foi medida trés vezes para duas amostras

replicadas a uma temperatura constante de 25 + 1°C.
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Para as medidas de DLS néo foi realizado nenhum processo apés a producéo
da solucédo de nanoparticulas de prata, como por exemplo, a centrifugacdo para a
separacédo das nanoparticulas maiores das menores, ou a utilizacao de ultra-som para
provocar a desaglomeracao de possiveis aglomerados de nanoparticulas.

Para a medida de tamanho das particulas, utilizou-se cubetas de poliestireno
gue acompanham o equipamento. Para as medidas de Potencial Zeta foi utilizado o
aparelho de Potencial Zeta do Departamento de Farméacia da UFPE. A cela do
aparelho foi devidamente limpa com 4gua e sabéo e a solucdo de nanoparticulas foi

colocada no interior da mesma.

Citotoxidade Celular

A andlise da potencial atividade de citotoxidade das nanoparticulas de prata
foi realizada a partir da combinacdo com amostras de Macrofagos (J774.A1) e células
de Adenocarcinoma Humano da glandula mamaria (MDA-MB-231) A linhagem MDA
foi mantida em meio de cultura L-15 de Leibovitz e F-12 (propor¢cao de 50% de cada
meio) com L-glutamina 2 mM, sem bicarbonato de sodio e soro bovino fetal a uma
concentracao final de 10% com auséncia de CO2.

Ja a linhagem J774 foi mantida em Gibco Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM), suplementado com 10% de SFB e 5% de CO2. As células foram
contabilizadas em camara de Neubauer para o teste de viabilidade celular. O ensaio
de MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl) -2,5-difenil tetrazolium) consistiu na
técnicaelencada para funcéo de determinar o efeito das AgNPs na viabilidade celular.
Quanto a leitura da absorbancia, optou-se pelo advento de leitor de microplaca (BioteK
EIx808) a 630 nm (Mossman, 1983).

As células foram inseridas em placas de 96 pocos, a uma densidade de 1x104
de células/mL e ap6s 24h de incubacéo as amostras foram colocadas e incubadas por
24h nas concentracfes finais de 6,25; 12,5; 25; 50; 100 mg/mL. Apds o periodo de
exposicao, foi adicionado 20uL de solucdo de MTT (4mg/mL), e as placas foram
incubadas em um periodo de duas a trés horas. Posteriormente, o sobrenadante foi
removido e 100puL de DMSO (Dimethylsulfoxide) foram adicionados.

A citotoxicidade foi mensurada e expressa segundo parametros de viabilidade
celular: (Absorbancia da populagéo celular tratada x 100 / Absorbéancia da populagéo

celular ndo tratada), estimado conforme referencial de Santos et al., 2005. A andlise
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estatistica foi realizada através do Programa GraphPad Prisma 5.0 com utilizacdo do

método ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni.

Atividade Antimicrobiana

A avaliacdo da atividade antibacteriana foi determinada conforme critérios de
Silva et al. (2016), em que foi realizada andlise apds 120 horas de fermentagdo em
microplacas de 96 pogos. A cada amostra foram adicionados 50ul da AgNPs e 5ul da
cultura da bactéria-teste na concentracdo de 5x10* UFC/mL e 45ul do meio Miiller
Hinton liquido (CLSI, 2003). O controle negativo foi feito sem a presenca do micro-
organismo teste adicionado do liquido metabdlico e o controle positivo com a presenca
da bactéria teste, sem o liquido metabolico livres de células. As microplacas foram
incubadas em estufa a temperatura de 37°C por 24 horas, e ap0s este periodo foram
determinadas as absorbancias por um leitor de microplacas no comprimento de onda
a 550nm de acordo com a classificacédo de sensibilidade de SILVA et al (2016). Nesse
sentido foram avaliadas as absorbéncias antes e apo0s a aplicacdo do corante
resazurina.

Quanto aos agentes microbianos avaliados, foram selecionadas linhagens de
bactérias multirresistentes relacionadas a infeccbes ortopédicas de incidéncia
prevalente na pratica médica. Dessa forma, elencaram-se as espécies de
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae e
Escherichia coli. Tais grupamentos sao isolados bacterianos de pacientes com
diagndstico de osteomielite do Hospital Otavio de Freitas (Recife-PE) e classificados
como multirresistentes por método molecular e antibiograma (MEDEIROS et al.,
2011).

Todas as linhagens selecionadas apresentaram-se resistentes a diferentes
antibidticos, tais quais: amicacina, ampicilina/sulbactam, cefepima, ceftazidima,
imipenem, meropenem, ciprofloxacina, benzilpenicilina, oxacilina, clindamicina.

Foram disponibilizadas para as avalia¢cdes do presente estudo um total de dez
grupamentos amostrais, em que cada composto apresentava um individuo de
bactéria, a seqguir: trés de Staphylococcus aureus, trés de Pseudomonas aeruginosa,
trés de Klebsiella pneumoniae e um de Escherichia coli.. Cada grupamento foi diluido
em trés novos recipientes para definicAo de absorbéncia, a fim deenriquecer as

evidéncias e prevenir erros metodologicos na leitura das microplacas.
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No que diz respeito aos aspectos éticos de pesquisa, o uso de isolados de
bactérias neste estudo, o uso de termos de consentimento livre e esclarecido
assinados pelos pacientes foi dispensado, tendo em vista tratar-se de bancos de
dados da instituicdo, isolados em laboratério e sem identificacdo. Todas as etapas
executadas no processamento das amostras foram realizadas somente apés o

consentimento do conselho de ética e pesquisa da instituicao.

Anélise Estatistica

A analise estatistica dos dados coletados a partir das amostras em estudo
guanto ao potencial de atividade citotoxica foram representados atraves dos resultados
expressos como as medias das repeticdes + desvio padrao. Para analise de variancia
(ANOVA) foi realizado o teste de Bonferroni para comparag¢des multiplas. Um valor de
p <0,05 foi adotado como nivel de significancia.

RESULTADOS

Selecédo da melhor linhagem microbiana produtora nanoparticulas de prata

Dois foram os principais critérios indicadores de linhagens de microrganismos
relacionadas a biossintese de AgNP. O primeiro indicador elencado consistiu na
mudanca de coloracdo das solucbes microbianas em meios de cultivo. O segundo
indicador refere- se a presenca de nanoparticulas de prata na banda de
ressonanciaplasménica superficial nos comprimentos de onda entre 410-450 nm,
através do método de espectroscopia ultravioleta-visivel (UV-Vis).

Os grupamentos microbianos foram selecionados segundo evidéncias
cientificas de potenciais produtores de biomoléculas de interesse biotecnolégico. No
presente estudo, entre as doze linhagens fungicas estudadas néo foi observada
sintese de nanoparticulas de prata em proporc¢des significativas. Quanto as culturas
de actinomicetos, entre as quatro linhagens estudadas, as amostras dos grupamentos
Streptomyces sp. DPUA 1542 e Streptomyces sp. DPUA 1557 apresentaram
capacidade em biossintetizar extracelularmente AgNP (Tabela 1). Entre os meios de
cultivo avaliados, ambas as espécies de actinomicetos potencialmente produtoras de

AgNPs com amostras no meio MS-2 apresentaram formacao de nanoparticulas.
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Tabela 1: Linhagens de actinomicetos analisadas em relacdo a capacidade de sintese verde
extracelular de AgNPs e os respectivos meios de cultivo das amostras.

Microrganismos Meios de Producéao Sintese Extracelular de
AgNPs
Streptomyces spp. MS-2 +
DPUA 1542 ISP-2 +
Streptomyces spp. MS-2 +
DPUA 1557 HT -
Streptomyces malasyensis  MS-2 -
DPUA 1571 HT -
Streptomyces parvulus MS-2 -
DPUA 1573 ISP-2 -

MS-2 - Meio de Soja 2%; ISP-2 - International Streptomyces Project-2 Medium; HT - Meio Hickey

Tresner; (+) indica sintese de nanoparticulas, (-) ndo houve producao. Fonte: o autor. 2022.

Quanto a avaliacédo da formacéo de nanoparticulas de prata por Espectroscopia
UV-visivel na faixa de 400 a 500 nm, duas linhagens de actinomicetos apresentaram
evidéncias de biossintese significativa de nanoparticulas de prata.

A linhagem Streptomyces spp. DPUA 1542 cultivada no meio ISP-2 realizou
biossintese de AgNP e a banda de RPS indicou pico de absorbéancia evidente no
comprimento de onda 420 nm, compativel com a producdo de nanoparticulas. Nesse
sentido, registraram-se na linhagem Streptomyces spp. DPUA 1557, preservada no
meio de producdo MS-2, evidéncias na ressonancia plasménica superficial de
montantes significativos em niveis proximos ao comprimento de onda 400 nm, também
compativel com a neoformacédo de particulas argiricas, conforme representado nas

figuras a seguir (Figura 1).
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Figura 1: (A) Streptomyces sp. DPUA 1542 cultivada no meio ISP-2 realizou biossintese de AgNP com
pico significativo no comprimento de onda 420 nm. (B) Streptomyces sp. DPUA 1557 no meio MS-2
evidenciou forte ressonancia plasménica superficial naregidao proxima ao comprimento de onda 400 nm.

Fonte: o autor. 2022
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Andlise por Potencial Zeta

A sintese verde de AgNPs foi avaliada espectroscopicamente pela tecnologia
de Potencial Zeta, a qual indica as mudancas na carga superficial liquida no decorrer
do tempo e acéo das nanoparticulas. Também foi sugerido o tamanho das AgNPs em
agua, conforme observado na Tabela 2.

O diametro hidrodinamico foi medido por espalhamento dinamico de luz com
laser de comprimento de onda 633 nm e um angulo de espalhamento fixo de 173°.
A afericdo considerou a particula como esférica. Cada amostra foi medida trés vezes
para duas amostras replicadas a umatemperatura constante de 25 + 1°C (SILVA et
al., 2017).

Tabela 2: ZETA Potencial e tamanho de AgNPs em 4gua.

Medicado Streptomyces sp. DPUA 1557Streptomyces sp. DPUA 1542
ZETA potencial (mV) -26,46 Mv -26,9 mV
Tamanho (nm) 695nm 1534.667nm

Fonte: o autor. 2022.
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Os resultados compativeis com bom padréo de estabilidade molecular (valores
de Potencial Zeta menores que -30 mV) foram evidenciados nas linhagens
Streptomyces sp. DPUA 1557, com unico pico de AgNPs a -26,46 mV e Streptomyces
sp. DPUA 1542, atingindo o montante de -26,9 mV. Os potenciais atingidos nas
amostras encontram-se representadas nas figuras 2A, 2B, 2C, e 2D, a seguir, sendo
diferenciadas as caracteristicas entre as nanoparticulas Al, resultado da linhagem
Streptomyces sp. DPUA 1542 e as Al6, originada das amostras de Streptomyces sp.

DPUA 1557.

Figuras 2A, 2B, 2C, 2D: Andlise gréafica do potencial Zeta das nanoparticulas de prata sintetizadas pelos
actinomicetos das linhagens Streptomyces spp. DPUA 1542 (Gréaficos A e B) e Streptomyces spp.

DPUA 1557 (Gréficos C e D).
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Todas as particulas em suspenséo possuem um valor de Potencial Zeta, e com

0 conhecimento deste, € possivel caracterizar se um coldide € estavel ou ndo. A

estabilidade total de um coldide vai depender de seu potencial total, que é a soma do

potencial devido ao solvente, do potencial atrativo e do potencial repulsivo. Para nédo

ocorrer o fenbmeno de aglomeracdo o potencial repulsivo deve ser maior que o
potencial atrativo.

Ademais, realizou-se a avaliacdo de correlagbes dos niveis de Potencial Zeta

com o pH da solucéo. Através da analise foi evidenciada que o valor do Potencial Zeta

das solucdes de nanoparticulas de prata esta entre -37,8mV e -41,0mV. Pbde-se

inferir, a partir desses resultados, a estabilidade apresentada pelas nanoparticulas de

prata mesmo com a variagéo do pH.
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Atividade de Citotoxicidade

A citotoxicidade foi expressa em viabilidade celular: (Absorbancia da populagéo
celular tratada X 100 / Absorbancia da populacéo celular ndo tratada) (DA SILVA et
al, 2019). A representagcdo dos resultados de viabilidade celular obtidos e suas

respectivas titulagdes encontram-se nas ilustragdes Figura 3:

Figura 3: Andlise da viabilidade celular da AgNPs em MDA-MB-231 e J774A.1 por 24 horas em
diferentes concentracdes. As diferencas estatisticas com o controle foram determinadas por ANOVA
seguido por Bonferroni. Cada valor determina a média + DP de trés experimentos independentes e

foram comparados com a amostra controle.

A16

Viabilidad celular (%)

[mg/mL]

*p valor < 0,05. Fonte: o autor. 2022.

Tendo em vista os testes estatisticos evidenciados na andlise dos resultados,
infere-se que em intervalos de concentracdo entre 6,2 e 100 mg/mL houve
comprometimento na viabilidade celular dos macrofagos J774A.1. Quanto as
amostras de células do adenocarcinoma humano (MDA-MB-231), ndo houve

correlacdo estatistica para inviabilidade em todas as concentracdes avaliadas.
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Atividade Antimicrobiana

Quanto aos agentes microbianos avaliados, foram selecionadas linhagens de
bactérias multirresistentes relacionadas a infec¢bes ortopédicas de incidéncia
prevalente na pratica médica. Dessa forma, elencaram-se as espécies de
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae e
Escherichia coli. No comprimento de onda de 550 nm, as linhagens apresentaram
sensibilidade a acdo antimicrobiana das nanoparticulas de prata em diferentes
concentragdes, tanto contra microrganismos Gram positivos (Staphylococcus aureus),
como também Gram negativos (Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae e
Escherichia coli). Nesse sentido, ndo foram estabelecidas correlagbes diretas com
significancia entre a acdo antimicrobiana e os niveis de concentracdo de AgNP das
amostras.

Em comparagdo com o controle, os AgNPs tendem a aumentar a fase de
laténcia na curva de crescimento bacteriano dos microrganismos em todas as
concentragfes tratadas (5%, 25%, 50%, 75% e 100%). Na primeira amostragem,
foram avaliadas todas as linhagens bacterianas elencadas no presente estudo, sendo
evidenciados mecanismos bactericidas em aspectos macroscopicos (mudanca de
coloracdo), como também foram determinadas reducdes nas absorbancias
registradas no leitor de microplacas.

Quando a etiologia bacteriana, os resultados também sugerem que o0s
beneficios do efeito antimicrobiano das AgNPs foram mais evidentes na acédo de
combate as linhagens de Staphylococcus aureus, seguido das linhagens de
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli.

As tabelas e graficos a seguir representam a analise das amostras antes e apos
a acao das nanoparticulas de prata, em diferentes linhagens bacterianas, utilizando-
se amostras bacterianas distintas. Consideraram-se valores de concentracfes de
AgNPs de 5 a 100 pg/mL, comparando-se os valores das solucbes expressos em
percentuais relativos a amostra mais concentrada (100 pg/mL). Ademais, foram
avaliados os compostos em duas amostragens, sendo configurados como processos
independentes, apesar de preconizada a metodologia padréo do presente estudo.

Na tabela 3, estdo evidenciadas as amostras de trés individuos de
Staphylococcus aureus, comparando-se a efetividade do potencial antimicrobiano das

amostras de AgNP sob diferentes concentra¢cdes com as amostras controle (solugdes
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bacterianas isoladas). Nota-se que, na média geral entre todas as nove amostras
bacterianas em associagdo as cinco diferentes concentragdes de AgNP, registrou-se
a importante reducdo percentual de 12,59% no montante de microrganismos,
independente da concentracao de nanoparticulas. Além disso, avaliando-se a média
amostral de resposta bactericida e bacteriostatica quanto as proporcdes de AgNP
propostas, identificaram-se beneficios em todas as categorias: 100% AgNP — 3,03 %;
75% AgNP — 8,27%; 50% AgNP — 19,20%; 25% AgNP — 17,63%; 05% AgNP — 14,84%.

Tabela 3: Analise da fungdo antimicrobiana de nanoparticulas de prata sintetizadas pela linhagem do
actinomiceto DPUA 1557 em amostras de Staphylococcus aureus.

PLACAS STAPHYLO  CONTROLE POSITIVO  AMOSTRAS AgheP 100% AgNP 75% AgNP SO% AgNP 25% AgnP 5% AgNP

DIFERENCA PERCENTUAL

Fonte: o autor. 2022.

Na tabela 4, estdo evidenciadas as amostras de trés individuos de
Pseudomonas aeruginosa, comparando-se a efetividade do potencial antimicrobiano
das amostras de AgNP sob diferentes concentracbes com as amostras controle
(solucdes bacterianas isoladas). Torna-se pertinente que, na média geral entre todas
as nove amostras bacterianas em associacdo as cinco diferentes concentracdes de
AgNP, registrou-se a importante reducdo percentual de 10,64% no montante de
microrganismos, independente da concentracdo de nanoparticulas. Além disso,
avaliando-se a média amostral de resposta bactericida e bacteriostatica quanto as
proporcdes de AgNP propostas, identificaram-se beneficios em todas as categorias:
100% AgNP — 9,46 %; 75% AgNP — 13,63%; 50% AgNP — 12,54%; 25% AgNP —
17,48%; 05% AgNP — 0,09%.
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Tabela 4: Andlise da func@o antimicrobiana de nanoparticulas de prata derivadas do actinomiceto
DPUA 1557 em amostras de Pseudomonas aeruginosa.
Fonte: o autor. 2022.

PLACAS PSEUDOMONAS  CONTROLE POSITIVO  AMOSTRAS Agnp 100% AgNP TSN Agnp SO% Agher 25% Agnr SN Agne
MEDIA AMOSTRAL

OIFERENGA PERCENTUAL

Na tabela 5, estdo evidenciadas as amostras de trés individuos de Klebsiella
pneumoniae, comparando-se a efetividade do potencial antimicrobiano das amostras
de AgNP sob diferentes concentracbes com as amostras controle (solugbes
bacterianas isoladas). Assim como evidenciado nas duas linhagens bacterianas
citadas anteriormente, os beneficios das nanoparticulas de prata com potenciais
antimicrobianos sugeridos nos resultados sao fortalecidos com a média geral entre
todas as nove amostras bacterianas em associacao as cinco diferentes concentracdes
de AgNP. Na linhagem em questdo, foi identificada uma importante reducéo
percentual de 10,27% no montante de microrganismos, independente da
concentracdo de nanoparticulas, sob a metodologia de absorbéancia dos recipientes
através de leitores de placa no comprimento de onda de 550 nanémetros. Além disso,
avaliando-se a média amostral de resposta bactericida e bacteriostatica quanto as
proporcdes de AgNP propostas, identificaram-se beneficios em todas as categorias:
100% AgNP — 16,30 %; 75% AgNP — 11,90%; 50% AgNP — 10,64%; 25% AgNP —
8,04%; 05% AgNP — 4,50%.

Tabela 5: Analise da fungdo antimicrobiana de nanoparticulas de prata derivadas do actinomiceto
DPUA 1557 em amostras de Klebsiella pneumoniae.

PLACAS KLEBSIELLA  CONTROLE POSITIVO  AMOSTRAS Agh? 100% AgP 75% AghP S0% AgNP 25% AgNP 5% AgNP
MEDIA AMOSTRAL

DIFERENCA PERCENTUAL

Fonte: o autor. 2022.
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Na tabela 6, estdo evidenciadas as amostras de apenas um individuo da
linhagem bacteriana Escherichia coli, comparando-se a efetividade do potencial
antimicrobiano das amostras de AgNP sob diferentes concentracbes com as amostras
controle (solugcbes bacterianas isoladas). Apesar da avaliagdo dos potenciais
antimicrobianos das AgNPs frente a esse grupamento ter sido registrada em uma
Unica amostragem disponibilizada ao presente estudo, ainda assim foi evidenciado
gue na média geral entre todas as trés amostras bacterianas em associacao as cinco
diferentes concentracdes de AgNP, registrou-se reducédo percentual de 2,77% no

montante de microrganismos, independente da concentracdo de nanoparticulas.

Tabela 6: Analise da funcdo antimicrobiana de nanoparticulas de prata derivadas do actinomiceto DPUA
1557 em amostras de Escherichia coli.

PLACA 1E. COU MEDIA AMOSTRAL DIFERENCA PERCENTUAL
CONTROLE POSITIVO

AMOSTRAS AgNP

100% AgNP 3.104 2,52
75% AgNP 3.09¢ 2,79
50% AgNP 3.133 1.61
25% AgNP 3.101 2,63

5% AgNP 3.048 1,28

Fonte: o autor. 2022.

DISCUSSAO

A diversidade de biomoléculas produzidas por diferentes linhagens de
microrganismos tem sido amplamente relatada e discutida na literatura cientifica; a
sintese verde de nanoparticulas constitui-se de complexos e interligados processos
metabodlicos primarios e/ou secundarios. Considerou-se no presente estudo as
analises morfofuncionais de doze linhagens fungicas e quatro linhagens de
actinomicetos. Os grupamentos microbianos selecionados ja apresentavam potenciais
constatados previamente na producédo de biomoléculas de interesse biotecnoldgico,
tais como: proteases, lactases, substancias antimicrobianas e &cido clavulanico
(ALVES et al., 2021; COSTA et al., 2020, BATISTA et al., 2020; OLIVEIRA, et al.,
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2020; SILVA et al., 2017; SILVA et al., 2016; NASCIMENTO et al., 2014).

A biossintese de nanoparticulas metalicas assistida por microrganimos tem
sido extensivamente estudada como uma forma ecologicamente correta e eficiente de
criar agentes bio-redutores. Todavia, nem todos 0s microrganismos apresentam
capacidade de sintetizar AgNPs, devido a deficiéncia de enzimas celulares e
intolerancia a concentracdo de metais pesados (ZHANG et al.,, 2014). Quanto as
linhagens avaliadas neste estudo, entre os doze grupamentos fungicos estudados,
ndo foram identificadas  sintese significativa de nanoparticulas de prata. Em
contrapartida, entre as linhagens de actinomicetos cultivadas, as amostras de
Streptomyces sp. DPUA 1542 e Streptomyces sp. DPUA 1557 apresentaram
capacidade em biossintetizar extracelularmente AgNP.

A producdo de AgNPs foi confirmada por andalise espectroscopica UV-Visivel
gue quantifica os espectros de absorcédo produzidos devido a excitacdo coletiva de
elétrons de conducéo em prata. Neste estudo, o espectro UV-Visivel da solucdo de
reacdo coloidal mostrou um pico caracteristico agudo em torno de 420 nm de
comprimento de onda que foi produzido devido ao SPR. Em linhagens de
Streptomyces olivaceus estudos observaram o pico maximo de absorcdo no
comprimento de 450 nm (SANJIVKUMAR et al.,, 2019). Em outro modelos de
Streptomyces griseoplanus observou-se o0 pico maximo de absorcao nas faixas 413-
417 nm, valores proximos ao que também foi observado nessa pesquisa
(GOPALAKRISHNAN et al., 2018).

Os espectros de absorcdo Optica de nanoparticulas metalicas séao
predominantemente dominados por SPR e o pico de absorc¢éo correlacionado com o
tamanho da particula. O deslocamento do pico SPR de AgNPs em dispersao aquosa
para comprimentos de onda mais longos esta associado ao aumento no tamanho de
particula. Estudos anteriores mostraram o efeito do tamanho, forma e ambiente
dielétrico das nanoparticulas na banda SPR de nanoparticulas de metal nobre. A
analise de espectroUV- Visivel dependente do tempo mostrou que a biorreducao
maxima foi feita dentro de 20 min do tempo de reac¢éo, o que foi confirmado por analise
de ICP (98%) (GONZALEZ et al., 2016).

Os sais de prata tém sido usados como agentes antimicrobianos ha décadas.
Nanoparticulas esféricas de pequeno tamanho monodispersas fornecem uma area de
superficie maior que aumenta o potencial antibacteriano da prata (OKAFOR et al.,

2013). Na verdade, a interagdo dependente do tamanho de AgNPs com bactérias e
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virus patogénicos foi relatada por muitos autores. O extrato aquoso do actinomiceto
também € bem conhecido por seu efeito antimicrobiano, indicando a presenca de
biomoléculas que possuem potencial antibacteriano (SHARMA et al., 2014).

Nas concentracdes estudadas as AgNPs apresentaram toxicidade frente as
linhagens de células de macrofagos. A literatura atual sugere resultados promissores
referentes a biocompatibilidade decorrente da grande &rea de superficie e do tamanho
microscopico das AgNPs, facilitando a permeabilidade & membrana celular e,
portanto, ndo se acumulando nas células (FU et al., 2014). A acdo de nanoparticulas
com as células humanas podem resultar em inflamacédo, danosa a membrana celular
e ao DNA, culminando em mecanismos de morte celular, interferéncias na interacao
da célula com outras ceélulas e producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
(CHAIRUANGKITTI et al., 2012).

Assim como a dimensao nanométrica das AgNPs, a concentracdo amostral tem
sido correlacionada ao potencial de citotoxicidade e genotoxicidade celular. A segunda
via de avaliacdo da viabilidade biolégica da aplicacdo de nanoparticulas em células
humanas foi em linhagens de adenocarcinoma humano da glandula mamaria (MDA-
MB- 231). Nesse grupamento, ndo houve comprometimento na viabilidade celular com
significancia estatistica. Contudo, estudos posteriores com novas concentracoes
podem buscar se as nanoparticulas tem eficacia em inibir células tumorais.

Quanto aos agentes microbianos avaliados, foram selecionadas linhagens de
bactérias multirresistentes relacionadas a infeccbes ortopédicas de incidéncia
prevalente na pratica médica. Elencaram-se as espécies de Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli. Tais
grupamentos séo isolados bacterianos de pacientes com diagndéstico de osteomielite
do Hospital Otaviode Freitas (Recife-PE) e classificados como multirresistentes por
método molecular e antibiograma (Medeiros et al., 2011). Todas as linhagens
selecionadas apresentaram-se resistentes a diferentes antibioticos, tais quais:
amicacina, ampicilina/sulbactam, cefepima, ceftazidima, imipenem, meropenem,
ciprofloxacina, benzilpenicilina, oxacilina, clindamicina. Todas as linhagens testadas
foram sensiveis as concentracfes de 1 e 100 pg/mL.

A medicao da turbidez foi realizada para avaliar o potencial antimicrobiano das
AgNPs contra as células bacterianas. Os resultados demonstram a fase de laténcia
prolongada, que sugere efeito antibacteriano dependente da dose de AgNPs em

microrganismos Gram positivos e Gram negativos, em consisténcia com estudos
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anteriores.

Ha demonstracdes de que os AgNPs podem causar danos a membrana celular
de E. coli e interferir na funcdo das enzimas da membrana, eventualmente levando a
morte celular (FLARD et al., 2014). A geracéo de estresse oxidativo e producao de
espécies reativas de oxigénio (ROS), possivelmente devido a inibicdo da enzima
respiratoria, também foi atribuida a morte celular bacteriana em alguns estudos.
Estudos de espectroscopia de ressonancia de spin de elétrons mostraram que a
geracao descontrolada de radicais livres de AgNPs pode se ligar a lipidios de
membrana,tornando porosidade a membrana celular, levando a funcdes de
membrana prejudicadas e morte celular (RODRUGES et al.,, 2017). A ligacéo
preferencial de AgNPs a moléculas contendo fésforo, como DNA, também foi revelada,
podendo causar replicacdo deficiente de DNA nos micrébios (BRENNAN et al., 21015).
A andlise da efetividade das nanoparticulas de prata frente a microorganismos vem
apresentando resultados promissores na literatura atual; credita-se, sobretudo, ao
tamanho das moléculas, permitindo a penetracdo mais facil na parede celular
bacteriana, bem como em razao das multiplas vias de acao antimicrobiana das AgNPs
(RAJENDRAN et al., 2018). As células imunolégicas sao indicadores muito sensiveis
gue reconhecem e reagem rapidamente a antigenos estranhos, como o0s
microbiolégicos, fisicos e quimicos (SHARMA et al). O ensaio de
imunocompatibilidade in vitro em células THP1-XBlue revelou que nanoparticulas de
prata biogénicas em concentracdo de 5 pg / mL ou inferior ndo causam a ativacéo de
monadcitos. No entanto, concentracbes de 50 pg / mL ou mais regularam
significativamente a ativacado de monacitos.

O modo de ativacdo em muitas células imunes, incluindo mondécitos, é
dependente de NF-kB e, se estimuladas, as células secretam citocinas inflamatérias,
levando a resposta imune, como inflamacdo (PAUKSCH et al, 2014). O NF-kB pode
ser ativado apos a exposicdo a AgNPs (100 ug/ mL); este efeito de acéo foi observado
apenas em células de carcinoma de figado humano, mas ndo em linhagens de cancer
de pulméo de células ndo pequenas (STEPKOWSKI et al., 2014).

Muitos estudos mostraram que as nanoparticulas de prata podem fornecer um
sinal de ativagéo para NF-kB e induzir a produgéo de mediadores pro-inflamatorios,
como TNF-q, IL-8, IL-2 e IL-6 (SINGH et al., 2016). SHI et al também notaram que os
AgNPs podem induzir a lesdo e disfuncdo das células endoteliais da veia umbilical

humana por meio da ativagdo do NF-kB, que estd associado ao estresse oxidativo,



60

induzido pelos AgNPs. Aqui, relatamos que AgNPs biogénicos obtidos em modelo de

actinomicetos podem ser um agente antibacteriano promissor e seguro.

CONCLUSAO

O presente estudo conclui um processo eco-friendly bem-sucedido para a
sintese de AgNPs usando Streptomyces sp. DPUA 1557, os quais produzem agentes
redutores de ions de prata. Além disso, as AgNPs apresentaram potencial
antimicrobiano contra bactérias multiressitentes isoladas de portadores de
osteomielite, sugerindo sua aplicacdo como um agente antimicrobiano eficaz no
futuro. Em relacéo a citotoxicidade demonstrou-se que as AgNPs promoveram dano
as células de macrofagos humano, no entanto correlacao estatistica nao foi vista frente
a células de adenocarcinoma humano. A avaliagdo de tais nanoparticulas frente a
capacidade osteoindutora e estudos in vivo podem demonstrar ainda mais robustez a
sua indicacao para uso clinico no combate as infec¢des, assim como a citotoxicidade

diante de outras células humanas.
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CONCLUSAO DO TRABALHO DE DISSERTACAO

J& é constatado na literatura o potencial de compostos bioativos nas areas
medicas e este trabalho constatou mais uma vez o potencial de microrganismos na
sintese de nanoparticulas de prata.

No entanto os fungos estudados nédo apresentaram essa capacidade, porém os
actinomicetos tiveram essa sintese e, confome apresentado, as AgNPs produzidas
por Streptomyces sp. DPUA 1557 foram eficazes na atividade antimicrobiana frente a
isolados multiressistentes de osteomielite.

Nesta perspectiva, este trabalho destaca o potencial de producédo de AgNPs de
interesse biotecnoldgico, e igualmente ressalta que a metodologia empregada oferece
alternativa para métodos de producdo quimica e o uso destes materiais na pratica

clinica como alternativa ao combate de infeccbes 0sseas.
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