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RESUMO

A prata na forma de nanoparticulas possui elevada razdo area volume, o que eleva
grandemente suas propriedades antimicrébiais. Apresenta a¢do contra uma ampla
faixa de microrganismos patogénicos como bactérias Gram Negativas e Gram
Positivas, algas e fungos. Nanoparticulas de prata podem ser obtidas empregando-
se agentes redutores como alcoois, carboidratos, acido tartarico, acido ascérbico,
etc. O presente trabalho teve como objetivo preparar nanoparticulas de prata para
investigacao biocida. Para isso, realizou-se a sintese das nanopatrticulas através da
reducado por citrato de sodio na presenca do surfactante dodecilsulfato de sodio. A
caracterizacdo das nanoparticulas de prata foi feita através de espectroscopia UV-
Vis. Obteve-se nanoparticulas com didmetro entre 10 e 50 nm. Foi feito um
planejamento fatorial 23 utilizando como variaveis as concentracoes dos reagentes e
0s comprimentos de onda caracteristicos das bandas de plasmons de superficie das
nanoparticulas de prata. Através de superficies de resposta obteve-se uma relacao
entre as concentracfes dos reagentes utilizados na sintese e os tamanhos das
nanoparticulas formadas. Como o tamanho das nanoparticulas influencia
diretamente nas propriedades biocidas, foram empregadas nanoparticulas na faixa
de 10-14 nm sobre Candida Albicans. Buscou-se avaliar também a toxicidade da
prata em suspensdo e veiculada a lipossomos como carreadores em meio
planctbnico e biofilme. Concluiu-se que as nanoparticulas de prata em suas
diferentes microformulacdes (suspensao e lipossomo) possuiram atividade biocida

sobre a C.albicans tanto em meio planctdénico quanto em biofilme.

Palavras-chave: Nanoparticulas de prata, Lipossomos, Candida albicans



ABSTRACT

Silver nanoparticles have a high area/volume ratio, therefore their antimocrobial
property is greatly increased. They exhibit action against a wide range of pathogenic
microorganisms such as gram negative and gram positive bacteria, algae and fungi.
Silver ions can be reduced by a wide range of organic substances such as alcohols,
carbohydrates, tartaric acid, ascorbic acid, etc. Synthesis of the nanoparticles was
carried out using sodium citrate as reducing agent in the presence of the sodium
dodecylsulfate. Characterization of silver nanoparticles was performed by UV-Vis
spectroscopy, where it was obtained nanoparticles with diameter of 10-50 nm.

A factorial design of 23 was done using as variables the reagent concentrations and
the surface plasmon  absorption spectra of silver  nanoparticles.
Through response surfaces a relationship was obtained between the reagents
concentrations and the nanopatrticles sizes.

The size of the nanoparticles directly influence their biocidal properties, therefore,
nanoparticles in the range of 10-14 nm were used on Candida albicans. In this way,
the toxicity of silver suspensions and silver encapsulated by liposomes as carriers in
plankton and biofilm medium was evaluated. It was concluded that the silver
nanoparticles in their different microforms (suspension and liposome) presented

activity on C. albicans in both planktonic and biofilm environments.

Keywords: Silver Nanopatrticles, Liposomes, Candida albicans
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1 INTRODUCAO

O uso da nanotecnologia vem modificando substancialmente a forma como os
diversos tipos de materiais sdo utilizados. Em escala nanométrica (10° m) os
materiais, invariavelmente, apresentam comportamento muito distinto de suas
conhecidas propriedades fisicas e quimicas em escalas maiores, principalmente no
gue tange a sua reatividade quimica, resisténcia mecéanica e comportamento sob a
acao da luz (Cammarata 1996; Nouailhat 2010).

Como consequéncia da diminuicdo do tamanho médio das particulas que
compde os materiais, verifica-se um aumento da area superficial por volume. Por
exemplo, a area superficial de um cubo de 1 cm de aresta é de 6 cm? que
corresponde a um volume de 1 cm3. Ao fracionar o cubo em varias partes com 1
mm, considerando o volume total de 1 cm?3, existem 1000 cubos cuja area superficial
totaliza 60 cm?. Se as dimensdes forem expressas a uma escala nanomeétrica, isto €,
admitindo que cada cubo tem 1 nm de aresta, existem 102! cubos por 1 cm?® de
volume total, e a &rea superficial resultante passa para 60.000.000 cm?.
Analogamente, por exemplo, em uma nanoparticula de ferro com 30 nm de
diametro, 5% dos &tomos encontram-se na superficie, enquanto em uma
nanoparticula de 10 nm 20% dos atomos encontram-se na superficie e jA metade
dos atomos do nanocristal sdo superficiais se for considerada uma nanoparticula de
3 nm de didametro (Klabunde & Richards 2001) . Ou seja, a percentagem de atomos
na superficie, relativamente ao numero total de atomos na particula, aumenta
quando o tamanho diminui. Este aumento significativo da area superficial,
relativamente ao volume de material, determina diversas propriedades dos
nanomateriais (Martins et al. 2007).

Gracas ao enorme aumento da superficie de contato das nanoparticulas em
comparacao as usuais dimensdes micrométricas, o uso de substancias pulverizadas
de tamanho nanométrico vem proporcionando avancos na area de catalise quimica
e na montagem de estruturas maiores utilizando nanomateriais como alicerces
basicos (Cammarata, 1996; Nouailhat, 2010). As ciéncias da saude pesquisam a
maior eficiéncia de farmacos sejam com novos compostos farmacéuticos bem como
a reatividade desses compostos, principalmente os de agao contra microorganismos.
Particularmente, as nanoparticulas metalicas e de seus Oxidos provaram, no

decorrer dos anos, terem aplicacdes medicinais pela acdo dos ions e metais com
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tamanhos reduzidos contra bactérias patologicas gracas a interacdo com as células
vivas.

As nanoparticulas ferromagnéticas de 6xidos de ferro, Y-Fe203 (maguemite) e
FesOa4 (magnetite), tém sido muito utilizadas em bioaplicacbes, como por exemplo,
em imagiologia de ressonancia magneética, liberacdo controlada de farmacos e em
hipertermia. Na forma macrocristalina, a magnetita e a maguemita tém a estrutura de
espinélio invertida, tendo a maguemita defeitos catiénicos (Lu et al. 2007).

A decomposicdo térmica de precursores de ferro em solventes contendo
tensoativos, cujos pontos de ebulicdo sédo elevados, € o método mais indicado para
a preparacdo de nanoparticulas monodispersas de 6xidos de ferro, com diametros
que podem variar entre 3 e 50 nm. Neste contexto, tém sido usados precursores
como Fe(CO)s, Fe(acetilacetonato)s, entre outros (Hyeon, Su Seong Lee, Park,
Chung, & Hyon Bin Na, 2001;Teng & Yang, 2004; Sun & Zeng, 2002; Jana, Chen, &
Peng, 2004)

Apesar de a literatura ser rica em pesquisas sobre a acdo biocida da prata,
poucos estudos abordaram as condi¢cdes de sintese das nanoparticulas, incluindo
sua estabilidade em diferentes meios (Morones et al. 2005). Deste modo, a
padronizacao de alguns métodos de sintese e o estudo de sua estabilidade a curto e
meédio prazo sdo variaveis importantes que devem ser investigadas.

Ha séculos se tem conhecimento da agdo antimicrobiana da prata, tanto em
sua forma metalica como na sua forma iénica. No caso das nanoparticulas, sua
elevada razdo arealvolume aumentam consideravelmente suas propriedades
biocidas. Deste modo, nanoparticulas de prata podem ser empregadas em
tratamentos de infec¢des bacterianas e fungicas, substituindo em parte o uso de
antibiéticos que sédo geralmente bastante toxicos e com grande tendéncia a se
tornarem inécuos, devido ao crescente aumento da resisténcia dos microrganismos
a estas drogas (Atiyeh et al. 2007). As nanoparticulas de prata mostraram-se
eficazes contra coliformes e outros microrganismos patogénicos (Atiyeh et al. 2007).
Estudos apontam também o emprego das nanoparticulas de prata na sanitizacéo de
embalagens e alimentos, além do uso na desinfecgdo de agua.

A prata coloidal apresenta agdo contra uma ampla faixa de microrganismos:
bactérias (Gram positivas e Gram negativas), fungos e virus. A prata tem como
beneficio maior toxicidade contra microrganismos e, em contrapartida, apresenta

menor toxicidade para as células animais, quando comparada com demais metais. O
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anico efeito negativo conhecido para o ser humano € a Argyria, um irreversivel
escurecimento da pele causado por continuo e prolongado tratamento com prata.
Este “envenenamento” pela prata, porém, sé ocorre com particulas em escala
micromeétrica, pois estas obstruem as membranas celulares. De forma diferente, as
nanoparticulas sédo tdo finamente dispersas e estdo em tdo baixa concentracdo que
podem circular pelas membranas celulares sem ocasionar danos a organismos
superiores, haja vista que a concentragdo efetiva para atuagdo contra
microrganismos é de 0,1 uygL* e a concentracdo téxica a seres humanos é de 10
mgL* (NETO et al. 2008).

Os mecanismos de acdo bactericida sdo hoje atribuidos a reacédo entre a
prata e grupos tiois, prata e aminoacidos e prata com grupos funcionais de enzimas
(Mcdonnell & Russell 1999). A prata mostrou-se eficaz na retirada de cations Ca** e
Zn** das células bacterianas por efeito de substituicdo. O efeito biocida é
diretamente proporcional a concentracdo de ions Ag*. Assim, quanto maior a
concentragdo de prata maior seu efeito antimicrobiano (Schierholz et al. 1999).
Como resultado, inibe a multiplicacdo e crescimentos dos microorganismos (acao
bacteriostatica) que causam odor e infeccdes. Ainda ndo € bem conhecida sua acéo
contra espécies virdticas, porém seu uso pode impedir a proliferacdo de bactérias
oportunistas durante o periodo de infeccéo viral.

O uso da prata como desinfetante para agua potavel é relativamente comum
em paises da Europa. Importante salientar que a concentracao de prata para fins de
tratamento de agua potavel com suficiente acdo bactericida ndo impacta no sabor,
odor ou coloracdo da agua (NETO et al. 2008).

Um fator importante € a estrutura cristalina que as nanoparticulas
apresentam. Estudos apontam que quanto maior o nimero de faces nas particulas,
maior sera sua reatividade. As nanoparticulas de prata tém comprovada afinidade
com grupos que possuem elementos quimicos como o enxofre e o fésforo, que sao
encontrados tanto nas membranas exteriores como no interior das células
bacterianas. Como é de amplo conhecimento, cada vez mais as bactérias se tornam
resistentes aos antibioticos disponiveis no mercado, forcando assim a sintese
constante de novas drogas, que na maioria dos casos ndo acompanham a
velocidade de imunogenicidade dos virus e bactérias (M.Raffi, F.Hussain, T.M.Bhatti,
J.I.Akhter 2008). Assim, as nanoparticulas de prata despertaram o interesse da area

da saude com varios trabalhos publicados envolvendo nanocompostos contendo
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prata, com foco em bactérias como a Escherichia coli e Staphylococcos aureus
(NETO et al. 2008).

A acdo da prata coloidal, no entanto, ndo € apenas desinfetante, mas
esterilizante, o que faz com que a sua acdo seja indiscriminada contra
microrganismos patogénicos e também contra constituintes da flora bacteriana
benéfica, o que limita seu uso para a terapéutica.

Devido & imensa reatividade na forma de nanoparticulas, a prata pode ser
danosa ao meio ambiente, principalmente no tocante & contaminacdo do solo e
aguas. Com seu efeito indiscriminado contra microorganismos, a prata
nanoparticulada pode interferir na acdo de bactérias fixadoras de nitrogénio, bem
como pode esterilizar 4guas que necessitam da acdo de microrganismos na
despoluicdo, afetar a decomposi¢cédo de tecidos vegetais e animais, causando um
fendbmeno similar ao da chuva acida, onde a diminuicdo do pH das aguas provoca
uma reducdo da acdo de microrganismos na decomposicdo de matéria organica.
Muitos métodos de reacdo de reducdo tém sido usados para a sintese de
nanoparticulas de prata derivadas de sais. A prata pode ser reduzida a partir de seu
nitrato por uma gama redutores organicos, como alcoois, carboidratos, acido
tartarico, acido ascorbico, etc. O tamanho e morfologia das nanoparticulas séo
afetadas pelos métodos de preparacao, por meio do emprego de diferentes agentes
redutores, pelas concentracfes das espécies reativas, bem como pela temperatura,
velocidade de agitacdo e duracdo do processo de reducdo. A espectroscopia UV-
Visivel € o método mais difundido na caracterizacdo de nanoparticulas, onde se
pode estimar o tamanho das nanoparticulas por meio dos comprimentos de onda de
absorcao relacionadas a ressonancia plasmoénica de superficie (Guzman et al. 2008;
Mulfinger et al. 2007a). Entretanto, também s&o empregadas técnicas como
microscopia de varredura por tunelamento (STM) e a microscopia de forca atdmica
(AFM), microscopia eletrénica de transmissao (TEM), difracdo de raios-x entre outras
(Klabunde & Richards 2001).
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1.1. PLANEJAMENTO FATORIAL

Os sistemas de planejamento fatorial permitem avaliar simultaneamente o
efeito de um grande numero de variaveis, a partir de um numero reduzido de
ensaios experimentais, quando comparados aos processos uni variados (PERALTA-
ZAMORA et al. 2005).

Entre os conceitos fundamentais (CUNICO et al. 2008) do planejamento
fatorial estao:

e Fator: cada variavel do sistema em estudo.

e Nivel: condicdes de operacdo dos fatores de controle investigados nos
experimentos.

e Geralmente sdo identificados por nivel baixo (-) e nivel alto (+).

e Modelo estatistico: modelo do tipo y=bo+bixi sendo bo, b1 ...., bn efeitos de
cada fator na resposta.

¢ Efeito: mudanca ocorrida na resposta quando se muda do nivel baixo (-) para
o nivel alto (+).

e Efeito principal: é a diferenca média observada na reposta quando se muda o
nivel do fator de controle investigado.

o Efeitos de interacdo: é a metade da diferenca média entre os efeitos
principais de um fator nos niveis de outro fator. Os valores de interacédo entre
os fatores também podem ser calculados. Para tal, o efeito de interacdo entre
as variaveis € obtido levando-se em consideracdo os sinais ja atribuidos as
variaveis envolvidas, como se fosse uma operacdo matematica de
multiplicacéo.

e Erro padrédo para os efeitos: erro na determinacdo dos efeitos. E 0 mesmo,

tanto para os efeitos principais quanto para os de interacao.

Planejar experimentos € definir uma sequéncia de coletas de dados
experimentais para atingir certos objetivos (CUNICO et al. 2008). Dentre os métodos
de planejamento experimental, o planejamento fatorial € o mais indicado quando se
deseja estudar os efeitos de duas ou mais variaveis de influéncia, sendo que em
cada tentativa ou réplica, todas as combinacdes possiveis dos niveis de cada
variavel séo investigadas (BARROS NETO et al. 2001).
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O Planejamento fatorial normalmente é representado por b* Onde, k
representa o numero de fatores e b o nimero de niveis escolhidos (PEREIRA FILHO
2015). O caso mais simples de planejamento fatorial € aquele em que cada fator k
esta presente em apenas dois niveis, ou seja, em um experimento com k fatores e
dois niveis, séo realizadas 2 x 2 x ... x 2 (k vezes) = 2% observacGes da variavel
resposta. Tais planejamentos se mostram vantajosos, pois permitem verificar
tendéncias importantes para a realizacdo de investigagdes posteriores.

Os niveis deste tipo de planejamento fatorial sdo codificados com os sinais (+)
e (-), a atribuicdo aos niveis superiores ou inferiores se da de forma arbitraria e nao
interfere na realizacdo dos experimentos ou interpretacdo dos resultados. Estes
sinais também permitem esquematizar estas varidveis na forma de matrizes de
planejamento, assim como determinar, por meio de calculos, a influéncia das
mesmas e das suas interacdes no sistema (Brasil et al. 2007).

Dentre as diversas vantagens da utilizacdo do planejamento fatorial,
destacam-se as seguintes (Carpena & Dal 2005):

e Reducdo do numero de ensaios sem prejuizo da qualidade da informacéo;

e Estudo simultaneo de diversas variaveis, separando seus efeitos;

e Determinacéo da confiabilidade dos resultados;

e Realizacdo da pesquisa em etapas, num processo interativo de acréscimo

de novos ensaios;

e Selecdo das variaveis que influenciam um processo com numero reduzido

de ensaios;

e Representacdo do processo estudado através de expressdes matematicas;

e Elaboracao de conclusdes a partir de resultados qualitativos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Particulas em dimensGes nanométricas podem ser manipuladas para que o
material possua propriedades singulares. Tais propriedades baseiam-se no fato de
que as superficies envolvidas sdo muito maiores em comparacdo aos volumes,
propiciando maiores areas de contato. Assim, uma grande propor¢cdo de seus
atomos é encontrada na superficie quando comparado com camadas mais internas.
Uma vez que as reacdes quimicas ocorrem na superficie do material, conclui-se que
as nanoparticulas sdo mais reativas que um material elaborado com particulas
maiores (Garcia 2011).

A utilizagdo de particulas metélicas na forma coloidal pode ser encontrada
desde o século V a.C. no Egito e China e, desde entdo, sédo varios os exemplos da
sua utilizacdo com motivacdes decorativas ou medicinais (Gomez Villarraga 1857).

Um exemplo no uso de metais nanocristalinos para fins decorativos que se
tornou famoso com o advento de investigagdo em nanomateriais € o do célice de
Lycurgus. Trata-se de um cdlice datado do periodo romano (século 1V, d.C.)
fabricado em matriz vitrea e cuja cor depende do angulo de incidéncia da luz visivel
sobre a sua superficie. A cor verde resulta da reflexdo da luz pela superficie do
calice, enquanto a luz ao ser transmitida através do vidro origina uma cor vermelha.
Este efeito 6tico deve-se a existéncia de nanoparticulas metalicas, nomeadamente
de ouro e prata, que se encontram dispersas no vidro do célice, originando um vidro
dicroico (Martins & Trindade 2012).

Em 1857, Michael Faraday adiantou uma primeira explicacao cientifica para a
cor vermelha exibida por coloides de Au preparados a partir de um sal de ouro (llI),
posteriormente reduzido com fésforo num sistema bifasico dgua e CS2. Faraday
sugeriu que a interacdo da luz visivel com particulas de ouro finamente divididas
dispersas no solvente estaria na origem das cores observadas (Faraday 1857).

A propagacao de ondas eletromagnéticas ao longo da interface entre um
metal e o meio dielétrico circundante cria um campo eletromagnético acoplado a
oscilagdo coerente dos elétrons da banda de condugdo. As energias destas
oscilagcbes encontram-se quantizadas e 0s respetivos quantuns de energia
designam-se por plasmons de superficie. Para particulas metalicas com um diametro

muito inferior ao comprimento de onda da radiacdo incidente, d<<I, o campo elétrico
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induz a polarizacdo de cargas, com os elétrons livres na particula deslocados
relativamente a rede catibnica do metal. A diferenca na distribuicdo de cargas na
superficie da particula origina uma forca restauradora, verificando-se condicdes de
ressonancia quando a oscilacdo dos elétrons livres esta em fase com a radiacédo
eletromagnética, isto é, para o valor de frequéncia de ressonancia do plasmons de
superficie (SPR, Surface Plasmon Resonance). As condi¢cdes de ressonancia
dependem das propriedades dielétricas e da densidade de elétrons livres dos
metais. Os coloides de cobre, ouro e prata tém a frequéncia de SPR na parte visivel
do espetro eletromagnético, o que tem motivado muitos estudos de efeitos
plasmdnicos nestes metais (Liz-Marzan 2006).

A resposta Otica de nanoparticulas metdlicas, como por exemplo, ouro,
depende de fatores como a funcao dielétrica do meio circundante (Jiang et al. 2007;
Kelly et al. 2003; Marzan & Philipse 1994) e a distancia entre nanoparticulas (NP)
vizinhas que, por sua vez, determina o acoplamento plasmdnico entre particulas
(Wei et al. 2004; Ung et al. 2002). A variagao controlada destes parametros permite
0 ajuste das propriedades Oticas de nanoestruturas de ouro. Mais especificamente,
esta estabelecido que a posicéo espectral da ressonancia de plamons de superficie
€ desviada para maiores comprimentos de onda quando é aumentada a constante
dielétrica do meio circundante. Isto se deve ao enfraguecimento da forca
restauradora, devido a formacdo de cargas de polarizacdo na interface com o
dielétrico (Underwood & Mulvaney 1994). Para, além disso, quando as NP de ouro
se aproximam para distancias comparaveis com o0 seu diametro, a banda SPR
caracteristica da NP isolada comeca a desviar-se para o vermelho e apresenta-se
alargada, como resultado do acoplamento plasménico (Jain et al. 2006; Wei et al.
2004; Ung et al. 2002).

2.1 APLICACOES DAS NANOPARTICULAS DE PRATA

Na literatura cientifica, varios trabalhos objetivam os estudos das aplicacdes

das nanoparticulas metalicas explorando suas propriedades.
A atividade biolégica das nanoparticulas de prata depende dos segintes
fatores: a quimica da superficie, o tamanho, a distribuicdo de tamanho, a forma, a
morfologia das particulas, a composicdo das particulas, o revestimento, a

aglomeracao e a taxa de dissolucdo, a reatividade das particulas em solugéo, a
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eficiéncia de liberacdo de ions e o tipo de célula biolégica. O tipo de agentes
redutores utilizados para a sintese de nanoparticulas de prata € outro fator crucial
para a determinagdo da citotoxicidade (Carlson et al. 2008). Dependendo das
propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas pode-se aumentar a
biodisponibilidade dos agentes terapéuticos apds a administracao sistémica e local
e, por outro lado, ela pode afetar a captacdo celular, a distribuicdo bioldgica, a
penetracdo em barreiras bioldgicas e os efeitos terapéuticos resultantes (Jo et al.
2015; Staquicini et al. 2011; Duan & Li 2013; Albanese et al. 2012). Portanto, o
desenvolvimento de nanoparticulas de prata com estruturas controladas em relacao
a uniformidade do tamanho, morfologia e funcionalidade sé&o essenciais para varias
aplicacbes biomédicas (Panacek et al. 2009; Zodrow et al. 2009; Wong et al. 2009;
Gurunathan et al. 2009; Sriram et al. 2010).

Métodos quimicos usam agua ou solventes organicos para preparar as
nanoparticulas de prata (Tao et al. 2006; Wiley et al. 2005). Este processo
normalmente emprega trés componentes principais, tais como precursores de
metais, agentes redutores e agentes de estabilizacdo. Basicamente, a reducao de
sais de prata envolve dois estagios: nucleacdo e crescimento subsequente. No
geral, nanoparticulas de prata podem ser obtidas por dois métodos classificados
como "top-down" e "bottom-up" (Deepak et al. 2011). O método fisico "top-down" € a
moagem mecanica de metais a granel com subsequente estabilizacdo utilizando
agentes de protecdo coloidais. Os métodos quimicos "bottom-up" incluem reducao
guimica, métodos eletroquimicos e sono-decomposi¢do. A principal vantagem dos
métodos quimicos é o alto rendimento em relacdo ao método fisico. Os materiais
utilizados para a sintese de nanoparticulas de prata, tais como, borohidreto, tio-
glicerol e 2-mercaptoetanol, sdo toxicos e perigosos (Mallick et al. 2004). Além
destas desvantagens, os precursores podem comprometer a pureza esperada para
as nanoparticulas fabricadas, podendo ocorrer a sedimentacdo de impurezas na
superficie das mesmas. Também é muito dificil preparar nanoparticulas de prata
com um tamanho bem definido, exigindo um passo adicional para a prevencao da
agregacdo de particulas (Malik et al. 2002). Métodos fisicos para a preparacédo de
nanoparticulas empregam muita energia; dentre os métodos fisicos pode-se
destacar ablacdo a laser, litografia, reducdo eletroquimica, irradiacdo com laser,
sono-decomposicdo e decomposicao térmica (Sergeev et al. 1999; Mafune et al.
2000; Hulteen et al. 1999; Zhu et al. 2001; Abid et al. 2002; Talebi et al. 2010;
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Hosseinpour-Mashkani & Ramezani 2014; Zhang et al. 2011). As vantagens dos
meétodos quimicos de nanoparticulas séo a facilidade de producéo, baixo custo e alto
rendimento. No entanto, o uso de agentes redutores quimicos é prejudicial aos
organismos vivos (Ganaie et al. 2015).

Gibelli (2012) testou a acdo antibacteriana de nanoparticulas de prata em Poli
acido latico — PLA (poli latic acid). Para isso, utilizou cepas padrao de Escherichia
coli e Sthaphylococus aureus e realizou-se testes antimicrobianos. O PLA foi
modificado com nanoparticulas de prata nas concentra¢ées de 0,3, 0,5,1 e 1,5%.
Observou-se que, para a concentracdo de 1%, ndo houve reducdo da populacéo
inicial de Sthaphylococus aureus e houve reducdo de 70% da populacao inicial de
Escherichia coli ap6s 24hs de contato. Na avaliagdo quantitativa das células viaveis
recuperadas do filme bacteriano, observou-se uma melhor acdo antibacteriana para
Escherichia coli em 3 dias na concentracdo de 1% de nanoparticulas de prata. A
autora concluiu que a melhor acédo antibacteriana para Escherichia coli, se deve ao
fato de que as bactérias Gram-positivas sdo menos suscetiveis a atividade da prata
do que as Gram-negativas. Concluiu-se também ao fato das propriedades das
nanoparticulas de prata variar de acordo com o tamanho das mesmas e uma
diminuicdo da atividade antibacteriana com o aumento do tamanho da nanoparticula
(GIBELLI 2012).

Aratjo et al. (2015) comparou a ag¢do antimicrobiana de nanoparticulas de
prata com o0s sanitizantes hipoclorito de sédio e dicloroisocianurato de sédio,
utilizados na producdo de cenouras minimamente processadas, para o0 controle
microrganismos mesofilos aerdbios, Pseudomonas spp, bactérias lacteas e
coliformes a 35°C. Para isso, a cenoura minimamente processada foi imersa em
agua a 5°C, nos sanitizantes e, em seguida, nanoparticulas de prata. As andlises
microbioldgicas ocorreram apos o processamento final da cenoura. Observou-se que
as nanoparticulas de prata foram mais eficientes na descontaminacdo da cenoura
minimamente processada sobre o0s mesofilos aer6bios, Pseudomonas ssp e
coliformes a 35°C quando comparada com os demais sanitizantes antimicrobianos
estudados. Quando se comparou a descontaminagdo da cenoura com o controle
feito somente em &gua, observou-se que, em numero de redugbes decimais, as
nanoparticulas de prata apresentaram maior reducdo dos microrganismos. O maior
efeito antimicrobiano foi obtido para microrganismos mesofilos. Para o grupo das

bactérias lacteas, ndo se observou diferenca da descontaminacdo entre o0s
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sanitizantes, pois, a populacdo inicial das bactérias lacteas era a menor na
superficie das cenouras em relacdo aos outros microrganismos estudados. Os
autores atribuiram a eficiéncia na acao antimicrobiana das nanoparticulas de prata a
habilidade em alcancar os sitios de colonizacdo dos microrganismos presentes no
alimento. Uma vez que, o tamanho nanométrico das particulas proporciona maior
relacdo superficie/volume e também por possuirem capacidade de penetrar nas
fissuras existentes na superficie do alimento (Araujo et al. 2015).

Fernandes (2014) apresenta um estudo da atividade antimicrobiana de
nanoparticulas de prata, no qual foi determinado o espectro de acédo antimicrobiana,
a concentracdo minima inibitria e a concentracdo minima bactericida sobre
espécies de bactérias Gram-positivas: Sthaphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis e Bacillus cereus; e Gram-negativas: Escherichia coli, Salmonella enterica e
Peseudomonas aeruginosa. Constatou-se que a menor concentragdo de
nanoparticulas de prata que inibiu completamente o crescimento microbiano apés
18hs de incubacdo, foi de 50 pg mL* sobre as bactérias Gram-positivas e de 6,25 g
mL! sobre as bactérias Gram-negativas. A concentragdo minima bactericida das
nanoparticulas de prata sobre as bactérias Gram-negativas foi de 4 a 8 vezes maior
gue a concentracdo minima inibitéria. JA sobre as bactérias Gram-positivas, nao foi
determinado a concentracdo minima bactericida, o que, segundo a autora, indica
que as nanoparticulas de prata apresentam somente efeito bacteriostatico sobre
estas bactérias. Foi atribuido a menor eficiéncia das nanoparticulas de prata contra
as bactérias Gram-positivas, quando comparada com as Gram-negativas, a
diferenca estrutural da parede celular entre essas bactérias. As Gram-negativas
apresentam uma membrana externa composta por proteinas, lipopolissacarideos e
fosfolipideos. Ja as Gram-positivas possuem uma espessa camada de
peptideoglicona e sdo desprovidas de camada externa. Foi constatado ainda, por
meio do teste da inibicdo da multiplicacdo microbiana por difusdo em &gar, que as
nanoparticulas de prata apresentam amplo espectro de agcdo antimicrobiana. Tal
constatacdo indica, segundo a autora, que as nanoparticulas de prata possuem
atividade antimicrobiana sobre as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
(FERNANDES 2014).

Henrique de Lima (2011) incorporou nanoparticulas de prata no estado e em
solugcdo coloidal em cimento ortopédico e observou que, tal incorporacdo gera

biomateriais mais hidrofébicos que sugerem uma menor tendéncia de adesédo de
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bactérias e formacdo de biofilme. Foi constatado que o material produzido é
apropriado para utilizacdo em artroplastias, pois 0 material apresentou resisténcia a
compressdo maior que 70 MPa. Portanto, a associa¢do de nanoparticulas de prata
ao cimento 0sseo nao altera significativamente as propriedades do mesmo e atribui
caracteristicas importantes a sua utilizacdo como agente de fixacdo de proteses (De
Lima 2011).

2.2 SINTESE E CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS

A sintese de nanoparticulas € realizada geralmente utilizando trés
abordagens diferentes, incluindo métodos fisicos, quimicos e bioldgicos. Nos
meétodos fisicos, as nanoparticulas sdo preparadas por evaporacdo-condensacao
usando um forno tubular a pressdo atmosférica (Gurav et al. 1994; Kmis et al. 2000;
Magnusson et al. 1999; Schmidt-Ott 1988). Métodos convencionais fisicos, incluindo
a descarga de faisca e pirdlise ja foram utilizados para a sintese de nanoparticulas
de prata (Yamamoto & Nakamoto 2003; Pluym et al. 1993). As vantagens dos
métodos fisicos sdo a velocidade, a radiacdo utilizada como agentes redutores e
auséncia produto quimico téxico, e como desvantagens tem-se o rendimento, alto
consumo de energia, contaminacdo por solvente e falta de distribuicdo uniforme
(Elsupikhe et al. 2015; Shameli et al. 2010; Tsuji et al. 2005; Abou EI-Nour et al.
2010).

A preparacdo de particulas com controle do tamanho e/ou morfologia
uniforme € possivel utilizando a interacdo controlada de atomos ou moléculas
durante o processo de sintese, que ocorre geralmente em fase vapor ou liquida. A
formacdo de particulas coloidais em fase liquida, a partir de solu¢cdes homogéneas,
€ especialmente interessante, pois as variaveis experimentais podem ser ajustadas
na bancada do laboratério de quimica, nomeadamente a concentracdo de
reagentes, temperatura, pH (em solugcdes aquosas), presenca de aditivos
(tensoativos, sais, polimeros, etc.), propriedades do solvente (temperatura de
ebulicdo, afinidade com as superficies criadas), adicdo de sementes de nucleacao,
entre outros. A influéncia destes fatores durante os processos de nucleacdo e
crescimento das particulas ditardo o tamanho e/ou morfologia final das particulas
(Martins & Trindade 2012).
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A investigacdo dos mecanismos de precipitacdo de particulas coloidais com
uma pequena variacdo de distribuicio de tamanhos estreita (amostra
‘monodispersa”) data dos anos 1940, quando foi introduzido o conceito de
nucleacdo instantdnea. Neste processo, forma-se um ndmero elevado de nucleos
primarios em um intervalo de tempo curto, em seguida o crescimento ocorre sem
posterior nucleacdo. Como a formacdo de nucleos ocorre de forma quase
simultdnea, o histérico de crescimento € praticamente o mesmo, desde que
devidamente controlado, permitindo obter amostras com uma distribui¢cdo
homogénea de tamanhos de particula (Park et al. 2007).

A sintese de nanopatrticulas inorganicas com elevado grau de monodispersao
tem sido preparada frequentemente com solventes de elevado ponto de ebulicéo
que, normalmente, atuam também como agentes tensoativos. Neste caso, ha dois
meétodos principais para se criar condi¢des de nucleacgdo instantanea - a injecao dos
reagentes no solvente que se encontra a temperatura elevada: injecdo a quente; ou
pelo aquecimento conjunto do sistema reacional e solvente - aquecimento em lote
(Talapin et al. 2001; Hambrock et al. 2002; Jana & Peng 2003; Park et al. 2004; Seo
et al. 2003; Yu et al. 2004; Joo et al. 2003).

Murray e colaboradores (1993) descreveram uma técnica de injecdo de
grande sucesso para a preparacdo de nanoparticulas de CdE (E = S, Se, Te). Os
autores conseguiram elevado grau de supersaturacdo de espécies precursoras pela
injecdo rapida dos reagentes num solvente de elevado ponto de ebulicdo, a uma
temperatura que permite a decomposi¢cdo dos reagentes. A nucleacdo instantanea
de CdE reduziu a energia livre como consequéncia do aumento rapido da
supersaturacdo. No decorrer da nucleacgéo, a concentracédo de precursor em solucao
diminui, bem como a velocidade de nucleag¢do. Por outro lado, a injecdo de uma
solucéo a uma temperatura inferior a temperatura a que se encontra o solvente leva
a sua diminuicdo quase imediata, caso seja uma diminuigdo significativa, 0 processo
de nucleacédo sera interrompido. O processo de crescimento posterior ocorre de
forma controlada pelos nucleos primarios formados, consumindo 0s reagentes
existentes em solucdo. Este tem sido o principal método para a preparagdo de
nanocristais de elevada qualidade, nomeadamente conhecido como semicondutores
(Murray et al. 1993).

No método de aquecimento em lote, primeiro fez-se a mistura de reagentes e

7

solventes a temperatura ambiente, em seguida a mistura € aquecida até uma
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temperatura apropriada para que ocorra a reacdo de formacdo do sdlido. Este
meétodo, pela sua simplicidade, € particularmente vantajoso para producdo em larga
escala. A uniformidade de tamanhos das nanoparticulas formadas €, em alguns
casos, comparavel aos resultados obtidos para o método de injecao (Soon et al.
2007).

Shevchenko e colaboradores (2002) descreveram um método para a sintese
de nanoparticulas de CoPts a partir da decomposicdo de [Co2(CO)s] e reducédo
simultanea de [Pt(acac):] com hexadecanodiol-1,2 utilizando diferentes
estabilizantes. O diametro das nanoparticulas variou de 1,5 a 7,2 nm, em
concordancia com a variacao da temperatura de reacdo (Shevchenko et al. 2002). A
preparacdo de ligas metdlicas de Co-Pt nestas condi¢cbes resultou em
nanoparticulas de CoPts, independentemente da razdo molar dos precursores de
cobalto e platina. Para obter a liga metalica na forma Co-Pt, Chen e colaboradores
(2002) utilizaram [Co(CO)3(NO)] como precursor de cobalto e [Pt(acac)z] como
precursor de Pt, na presenca de acido oleico e oleilamina em éter octilico. Por este
método é possivel obter as duas estequiometrias, CoPt e CoPts, simplesmente por
variacdo da relacdo inicial dos precursores de cobalto e platina (Chen & Nikles
2002).

Os métodos de sintese com solventes tensoativos de elevado ponto de
ebulicdo dédo origem a nanoparticulas hidrofébicas, como resultado da passivacao
da superficie com as respectivas moléculas organicas. A transferéncia de fase das
nanoparticulas hidrofébicas para meios aquosos € possivel com a introducdo de
funcionalidades quimicas passiveis de interagir com biomoléculas, sendo um
procedimento importante, para a aplicacdo bioldgica das nanoparticulas. As
estruturas biol6gicas sdo especialmente sensiveis ao meio, em particular as
condicbes de pH e forca idbnica de solucbes aquosas. Nestas condi¢cdes, as
nanoparticulas deverdo ser suficientemente estaveis, para que sejam compativeis
com os fluidos bioldgicos. As vezes estas condicbes sdo agressivas para as
nanoparticulas, como por exemplo, os processos de oxidacdo, a modificacdo da
superficie de nanoparticulas, criando barreiras que inibem a degradagcdo quimica
das nanoparticulas. Por outro lado, em termos de biocompatibilidade, os processos
de modificagéo superficial podem contribuir para limitar efeitos de citotoxicidade que
eventualmente possam existir (Gupta et al. 2003).
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O método de revestimento de nanoparticulas com silica envolve a formacao
de microemulsdo de agua em O6leo. O método foi reportado para uma grande
variedade de nanoparticulas hidrofobicas - CdSe, CdSe/ZnS, PbSe, Y-Fe203, bem
como para misturas de nanoparticulas na preparagcdo de nanocompositos
multifuncionais (Selvan et al. 2007). A formacdo de uma microemulsédo resulta da
combinacdo de um tensoativo ndo ibnico em fase organica, com adicdo de uma
base, como a amoénia. As nanoparticulas dispersas inicialmente na fase organica
migram para o interior aquoso da microemulsdo. A hidrdlise e condensacdo do
precursor de silica (TEOS - Tetraetoxissilano) na superficie da nanoparticula
hidrofébica ocorrem devido a afinidade do TEOS hidrolisado com a superficie da
nanoparticula, substituindo o ligante original. O mecanismo de incorporacdo da
nanoparticula hidrofébica nas esferas de silica, em substituicdo ao ligante original
ligante original pelo TEOS hidrolisado, foi descrito recentemente (Koole et al. 2008).

A estabilidade das nanoparticulas em solugcdo aquosa € garantida pela
formacdo de uma bicamada constituida de moléculas surfactantes, introduzidas
durante a sintese das nanoparticulas, e de moléculas de CTAB (agente tensoativo
brometo de cetiltrimetilaménio). A adicdo de TEOS na suspensdo aquosa de
nanoparticulas, em meio alcalino, favorece a formacédo da capa de silica. Devido ao
carater ligeiramente hidrofébico da molécula de TEOS, a reacao de hidrélise ocorre,
preferencialmente, na interface entre as moléculas de surfactante, isto é, na
superficie das nanopatrticulas (Kim et al. 2009).

A modificacdo da superficie de nanoparticulas utilizando polimeros, formando
nanocompadsitos, conduz a uma nova classe de materiais com diversas aplicacdes
(Zarbin 2007). Adicionalmente as propriedades singulares das nanoparticulas, ha
interesse em explorar efeitos sinérgicos que surgem da combinacdo das
nanoparticulas inorganicas com a matriz polimérica. Como por exemplo, a
estabilidade coloidal de pontos quanticos revestidos com moléculas organicas,
estabilidade mantida em meios organicos pelos estabilizantes originais na superficie,
pode ser explorada para preparar nanocompositos poliméricos usando 0 processo
de polimerizacdo “in situ” por miniemulsdo na presenca dos pontos quéanticos. Esta
técnica foi estudada para uma grande variedade de particulas inorganicas, tais
como, TiO2, SiO2 e pdés de carbono negro, sem tratamento prévio da superficie e
dispersas na fase organica contendo o monémero (Erdem et al. 2000; Tiarks et al.

2001). A encapsulacdo de diversas nanoparticulas inorganicas com propriedades
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hidrofébicas por métodos de polimerizacdo por miniemulsdo “in situ” foi demonstrada
para poli(estireno) (PS), poli(acrilato de butilo) (PBA) e copolimeros de poli(estireno)
e poli(metacrilato de metilo) (PS/PMMA) (Esteves et al. 2005; Joumaa et al. 2006;
Martins et al. 2007; Fleischhaker & Zentel 2005). No caso dos nanocompdsitos de
pontos quanticos em matrizes poliméricas, o0 comportamento O6tico dos
nanocompaositos depende de um variado numero de parametros, com destaque para
o tipo de polimero utilizado. Como por exemplo, o estudo do comportamento 6tico de
pontos quéanticos dos nanocompésitos de CdSe em PBA apresentam forte
luminescéncia quando comparados com 0s nanocompg@sitos analogos com PS
(Peres et al. 2005).

A grande variedade de tamanhos dos materiais compositos e as dificuldades
em obter distribuices homogéneas de nanoparticulas no interior das cadeias
poliméricas, tém suscitado interesse no desenvolvimento de métodos de
polimerizacao iniciada na superficie da nanoparticula funcionalizada. Apesar da sua
implementagdo em larga escala ser ainda um desafio, esta metodologia foi
demonstrada com sucesso para o crescimento controlado de cadeias poliméricas a
partir da superficie de varias nanoparticulas inorgéanicas, tais como ouro, SiOz e
magnetite (Bao et al. 2006; Ohno et al. 2005; Marutani et al. 2004). A grande
aplicacdo em pontos quanticos favoreceu o intenso desenvolvimento do método de
polimerizacdo iniciada na superficie de nanoparticulas inorganica. As principais
aplicacbes sdo a polimerizagdo controlada por reacdes reversiveis de adicao-
fragmentacdo de agentes de transferéncia de cadeia, polimerizacdo mediada com
nitroxidos e polimerizacdo radicalar por transferéncia de atomo (Skaff & Emrick
2004; Sill & Emrick 2004; Esteves et al. 2007).

Nanoparticulas de metais geralmente sdo sintetizadas através da reducao
guimica de sais. Wuithschick et al. (2015) apresentaram um estudo sobre a sintese
de nanoparticulas de ouro através da reducdo do acido tetracloroaurico (H[AuCla])
pelo citrato trisddico (NasCt), conhecido como método de Turkevich. O mecanismo
de crescimento estad apresentado na figura 1. O mecanismo € compreendido por
quatro etapas. A primeira é a reducgéo parcial do ouro com a formacgéo de pequenos
aglomerados. Na segunda etapa, as particulas formam um aglomerado com raio >
1,5nm. Os ions de ouro restantes sao atraidos pela dupla camada elétrica do grupo
formado. Na terceira e quarta etapas, ocorre a reducdo total do ouro i6nico e

posterior deposicdo na superficie dos aglomerados formados na etapa 2. Nas duas
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tltimas etapas, ndo ha a formacdo de novas particulas. Portanto, o numero de

particulas formadas é determinado na fase inicial da sintese.

Figura 1: Mecanismo geral de crescimento da nanoparticula de Au em concordancia
com a sintese proposta por Turkevich

4. Fast growth on seed particles
3. Slow growth on seed particles
2. Formation of seed particles

1. Reduction/formation of clusters

® :
o> g‘b@ > =

AuX,

Fonte: WUITHSCHICK, Maria et al. Turkevich in New Robes: Key Questions
Answered for the Most Common Gold Nanopatrticle Synthesis pg 7054. ACS Author
Choice, 2015.

Os autores afirmam que as dimens@es das particulas formadas dependem da
segunda etapa do mecanismo de crescimento. Sendo dependente do numero de
particulas formadas e distribuicdo das mesmas. O numero de particulas formadas
nessa etapa depende da concentracéo inicial de H[AuCla].

Um fator que influencia no tamanho das particulas € a barreira de agregacao,
definida pelos autores como energia necessaria para agregacao de duas patrticulas,
estando relacionado com a estabilidade coloidal, resultado das interacfes de Van
der Waals e forgas repulsivas entre duas particulas. Assim, a barreira de agregacao
aumenta com o aumento do tamanho das particulas (Wuithschick et al. 2015).

Brust e Schiffrin descreveram a obtencdo de nanoparticulas de Au com
dimensdes mais reduzidas (diametros entre 1,5 e 5,2 nm) com boa estabilidade
térmica e coloidal (Brust et al. 1994). Os autores desenvolveram um meétodo que
utiliza Na[BH4] como agente redutor do ouro (lll) (H[AuCls]) num sistema de duas
fases: tolueno/agua. O ion [AuCls] € transferido para a fase organica pela acéo de
um tensioativo (brometo de tetraoctilaménio, TOAB) o que permite a reducdo de
ouro i6nico pelo Na[BH4]. A ligacdo do TOAB a superficie das nanoparticulas
formadas néo é suficientemente forte para garantir estabilidade coloidal com longo

tempo. A estabilidade do coloide é promovida pela adicdo de tidis de cadeia
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carbonada longa que, devido a afinidade do Au* (acido mole) pelo S? (base mole),
coordenam fortemente a superficie das nanoparticulas (Brust et al. 1995).

Posteriormente, os mesmos autores desenvolveram um método de sintese de
nanopaticulas de ouro estabilizadas por p-mercaptofenol em sistema monofasico.

Jana e colaboradores obtiveram nanoparticulas de Au com tamanhos médios
entre 5-40 nm, utilizando agentes redutores distintos na preparacdo de sementes
(pequenos aglomerados) e na fase de crescimento em particulas maiores. As
sementes de ouro foram preparadas por reducdo de H[AuCl4] utilizando Na[BH4] na
presenca de ion citrato. Na fase de crescimento adicionou-se acido ascorbico. A
estabilidade das particulas durante a fase de crescimento foi promovida pela adi¢do
do agente tensioativo brometo de cetiltrimetilamonio, CTAB. O &cido ascorbico é um
redutor fraco na reducdo de espécies de Au(lll) a Au coloidal, em solucdo aquosa.
No entanto, na presenca de sementes de Au formadas previamente na presenca de
NaBHas, revelou-se bastante eficaz no crescimento controlado dessas sementes
(Jana et al. 2001).

Perrault e colaboradores (2009) conseguiram aumentar o tamanho médio da
nanoparticula de ouro, preparadas por reducdo com ion citrato, até uma faixa de
tamanhos de 50 a 200 nm, mantendo-se monodispersas, utilizando um agente
redutor mais suave como a hidroquinona na fase de crescimento de particula. O ion
citrato adsorvido na superficie das nanoparticulas garante o crescimento controlado
das NP coloidais estabilizadas eletroestaticamente. Inicialmente produzem-se
sementes de nanoparticulas de ouro, pelo método do citrato, e o crescimento
posterior é garantido pela acéo catalitica da hidroquinona a superficie das sementes
previamente formada (Perrault & Chan 2009).

A reducédo do sal do metal também pode ser efetuada por acdo de um glicol
como, por exemplo, o etanodiol-1,2 (etilenoglicol). Este método foi proposto
originalmente na sintese de particulas monodispersas e micrométricas para Varios
metais, tendo sido adaptado a obtencdo de nanoparticulas utilizando solventes
tensioativos como a oleilamina ou o acido oleico (Fievet et al. 1989).

Jhuang e Cheng (2015) estudaram a sintese de nanoparticulas de prata
sobre a superficie de particulas de diéxido de titanio disperso em etileno glicol
através do processo de sonoquimica. O dioxido de titanio € atraido pelo polietileno
glicol por ligacdo de hidrogénio e por forca de Van der Waals. Assim, com a

aplicacdo de energia (ondas ultrassbnicas) o ion prata € induzido a reduzir sobre a
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superficie do dioxido de titdnio. Segundo os autores, a reacdo monitorada por
espectro de absorcdo UV-Vis é rapida, com tempo menor que 30s. O valor maximo
da banda absorbancia relacionado com o tempo de reacdo mostrou-se dependente
do comprimento de onda. A observagdo demonstra que a nanoparticula de prata
cresceu com o tempo de reacdo. A superficie da nanoparticula de dioxido de titanio
demonstrou agir como catalisador para a reducdo da Ag na presenca de ultrassom
(Jhuang & Cheng 2016).

No mesmo sentido, Sifontes et al. (2010) estudou as condi¢des de formacgao
de nanoparticulas de prata por um processo poliol, utilizando NaOH e aquecimento
por fonte de micro-ondas. Para analise do efeito do NaOH na auséncia de meio de
sintese, a sintese foi realizada com a suspensdo do nitrato de prata (AgNOs3) em
etilenoglicol com adicdo de solugéo alcalina de NaOH. A suspensao formada foi
aguecida por uma fonte de micro-ondas durante 60s. Particulas com tamanhos na
ordem de 4-18 nm foram obtidas com morfologia esférica. O procedimento de
sintese apresenta um método rapido para obtencdo de nanoparticulas de prata na
auséncia de polimeros ou surfactantes (Sifontes et al. 2010).

Melo Jr et al. (2012) propuseram sinteses simples para formacdo de
nanoparticulas de prata e de ouro utilizando a reducdo quimica de sais. Para a
formacdo das nanoparticulas de prata, adicionou-se a solucdo de boroidreto de
sodio (2,0x10° mol dm3), em banho de gelo, gota a gota de uma solucédo de nitrato
de prata (1,0x10® mol dm=). Tal procedimento proporcionou a obtencdo de uma
solucéo coloidal de nanoparticulas de prata estavel e de coloracdo amarelada. A
estabilidade se deve ao fato do boroidreto de sodio ter sido adicionado em excesso.
Assim, os ions boroidreto adsorvem nas superficies das nanoparticulas, gerando
cargas nestas superficies, criando repulsdo eletrostatica entre as nanoparticulas,
evitando a agregacdo das mesmas. Logo, o boroidreto de sddio em excesso foi 0
responsavel pela estabilizacdo das nanoparticulas que se formaram. As
nanoparticulas sintetizadas possuiam um diametro médio na faixa de 20-30 nm.

Para a sintese de nanoparticulas de ouro, aqueceu-se até a temperatura de
ebulicdo com agitacdo uma solucdo de &cido tetraclorodurico (2,5x10*4 mol dm3).
Depois, adicionou-se rapidamente uma solucdo de citrato de sddio (1%). A agitacédo
e a temperatura ebulicdo foram mantidas por 10 min, logo apdés esse tempo, o
aguecimento foi cessado e a agitacdo foi mantida. O procedimento resultou numa

suspensao coloidal estavel de nanoparticulas de ouro com diametro médio de 21
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nm. A estabilidade da suspenséo esta relacionada com a adsorcdo dos ions citratos
nas superficies das nanoparticulas de ouro (Melo et al. 2012).

Berni Neto, Ribeiro e Zucolotto (2008) sintetizaram nanoparticulas de prata
pela mistura de solu¢des de nitrato de prata, polivinil &lcool (estabilizante polimérico)
e boroidreto de sédio. O meio reacional foi mantido sob agitacdo e em temperatura
ambiente. As nanoparticulas obtidas foram caracterizadas por espectroscopia ho UV
Visivel e Infravermelho. A caracterizacdo por UV Visivel s6 € possivel pela existéncia
do fenbmeno ressonancia da banda plasménica. O fenbmeno esté relacionado com
a incidéncia de uma onda eletromagnética na regido do visivel sobre a nanoparticua
metalica (diametros de 1-100 nm) ocasionando a oscilacdo em ressonancia da
nuvem eletrdnica da nanoparticula, transformando a energia das ondas
eletromagnéticas em energia térmica. As nanoparticulas de prata possuem banda de
absorcdo por volta de 400 nm, variacbes nos espectros sdo justificados pelas
diferentes estruturas que propiciam diferentes modos de vibracdo. A baixa
reprodutibilidade para a sintese da nanoparticula de prata resulta morfologias
variadas.

Os autores constataram que a estabilidade proporcionada por diferentes
concentracfes de polivinil alcool ndo afeta o tamanho das nanoparticulas (NETO et
al. 2008).

Garcia (2011) utilizou boroidreto de sédio e citrato de s6dio como redutores
para sintese de nanoparticulas de prata. O autor buscou uma padronizacdo dos
métodos de sintese, baseado nos métodos de Turkevich e de Lee and Meisel, para
aplicacdo em pequena ou grande escala de fabricacdo. A metodologia, utilizando
citrato de s6dio como agente redutor, consiste no aquecimento e agitacdo de 125
mL de solucdo de AgNOz 1,0 mol dm3. Apds temperatura de ebulicdo e gotejamento
de 5 mL da solucdo de citrato de sbédio a 1% manteve-se a agitacdo e o
aquecimento. ApdOs observar uma coloracdo amarelada, o aquecimento foi
interrompido, a agitacdo continuou até observar uma mudanca de coloracdo de
amarelo palido para amarelo dourado.

A espectroscopia UV Visivel revelou bandas no comprimento de onda entre
425 e 430 nm, caracteristicas de nanoparticulas entre 35 e 50 nm. Segundo Garcia,
as bandas mais estreitas mostram menor agregacdo, enquanto as bandas mais

largas indicam maior agregacao das particulas. O autor concluiu que as particulas
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sintetizadas por este método sdo instaveis quando puras, porém, estaveis na
presenca de polimeros estabilizadores.

No procedimento para a sintese de nanoparticulas usando o boroidreto de
s6dio como agente redutor, consiste em adicionar 30 mL solucdo de 2 mol dm de
boroidreto de s6dio em um erlenmeyer em banho de gelo e com agitagcdo magnética.
Cerca de 2 mL de solucédo de nitrato de prata 1 mol dm= foi gotejada lentamente e
em seguida, observou-se uma coloracdo amarelada da solugcdo. O gotejamento foi
mantido até um volume de 10 mL de solucdo de AgNOs. Em seguida, a sintese foi
interrompida com a remocdo da agitacdo e resfriamento. As amostras puras,
analisadas por espectroscopia UV-Visivel, apresentaram bandas com comprimento
de onda na faixa de 397-398 nm, caracterizando particulas na faixa de 10 a 14 nm
de diametro. E importante lembrar que para interpretacdo dos resultados, o autor
considerou como sendo esférica a morfologia das particulas formadas (Garcia
2011).

E importante ressaltar que ap0s a sintese € necesséaria a caracterizacio
precisa das nanoparticulas, para prever 0s impactos sobre as propriedades
biolégicas. A caracterizacdo € fundamental para manter a seguranca de
manipulacdo, desenvolvimento de novos medicamentos e no tratamento de doencas
(Lin et al. 2014; Pleus 2011). O aspecto caracteristico dos nanomateriais, como
tamanho, forma, distribuicdo de tamanho, area superficial, solubilidade, agregacéo,
etc., precisa ser avaliado antes de conhecer a toxicidade ou biocompatibilidade
(Murdock et al. 2008).

A espectroscopia UV-Vis é uma técnica muito util e confiavel para a
caracterizacdo primaria de nanoparticulas sintetizadas, sendo também usada para
monitorar a sintese e a estabilidade de nanoparticulas de prata (Gole et al. 2000). As
nanoparticulas de prata tém propriedades opticas Unicas que as fazem interagir
fortemente com comprimentos de onda especificos da luz. Além disso, a técnica de
espectroscopia UV-Vis é rapida, facil, simples, sensivel, seletiva para diferentes tipos
de nanoparticulas, ndo sendo necessaria uma calibragcdo prévia para a
caracterizacdo de particulas em suspensdes coloidais (Huang et al. 2007; Leung et
al. 2006; Tomaszewska et al. 2013). Para nanoparticulas de prata, a banda de
conducdo e a banda de valéncia estdo muito proximas uma da outra, podendo os
elétrons se moverem livremente. Estes elétrons livres dao origem a uma banda de

pY

absorcdo de ressonancia plasmonica de superficie (SPR), devido a oscilacdo
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coletiva dos elétrons das nanoparticulas de prata em ressonancia com a onda de luz
(Kreibig & Vollmer 1995; Link & El-Sayed 2003; Noginov et al. 2007; Taleb et al.
1998). A absorcdo de luz pelas nanoparticulas de prata depende do tamanho da
particula, do meio dielétrico e do ambiente quimico (He et al. 2002). A observacgéo
de uma banda - atribuida a um plasmon de superficie — € atribuida a varias
nanoparticulas de metal com tamanhos variando de 2 a 100 nm (Henglein 1993;
Sastry et al. 1997).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Preparacao e caracterizacdo das nanoparticulas de prata.

3.20BJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliacdo da toxicidade das nanoparticulas de prata tanto na forma de
suspensao quanto em forma lipossomal, sobre cultura plancténica e biofilme
de Candida Albicans;

e Aplicacdo de tratamento matematico na otimizacdo do processo de
preparacao das nanoparticulas;

e Utilizacdo da técnica de espectroscopia na regido UV-Vis e AFM para

caracterizar as nanoparticulas de prata.
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4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Baseado no método proposto por Garcia (2011) para a sintese de
nanoparticulas de prata, utlizando citrato de so6dio como agente redutor,
desenvolveu-se uma metodologia especifica de sintese de nanoparticulas de prata
com propriedades bactericidas.

A caracterizacdo das nanoparticulas sintetizadas foi realizada com medidas
espectrofotométricas na regido UV-Visivel.

Os espectros eletronicos das solugbes coloidais foram obtidos empregando
um espectrofotometro da marca PerkinElmer, modelo lambda 25, utilizando-se
cubetas de quartzo de 1 cm de caminho o6tico.

Avaliou-se a toxicidade da prata em suspensao e veiculada a lipossomos
como carreadores em meio planctonico e biofilme. E em seguida, realizou-se a
analise do perfil da curva de crescimento, o consumo de glicose, a acidogenia, a
viabilidade celular e a peroxidacao lipidica das células tratadas, determinando assim

alteracdes bioenergéticas em Candida albicans.

4.1 SINTESE E CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS DE PRATA

A sintese das nanoparticulas foi realizada utilizando a reducdo da prata
presente no nitrato de prata (AgNO3) pelo citrato de sodio (CeHsO7 Nas) na presenca
do surfactante dodecilsulfato de sédio (SDS), com a funcéo de estabilizante.

A reacdo padrao entre o sal de prata e o ion citrato é dada por:

4Ag{aq) + CoHs07Nas 4 + 2H,0

)

0 + + —
= 44g(s) + Cell507 o0y + 3NA3" (o) + Higqy + 02y + 4NO3

)

Foi utllizado um planejamento fatorial 23 para avaliar o efeito das
concentracbes dos reagentes na banda de absorbéancia, pois € conhecido da
literatura que existe uma relagdo entre a banda de absorbancia e o tamanho das
nanoparticulas de prata. Os niveis das variaveis do planejamento foram: AQNOs em
1x104 mol dm™ (-) e 2x10* mol dm= (+), CeHsNazO7 em 0,1 mol dm= (-) e 0,2 mol

dm= (+) e SDS em 0,5% (-) e 1% (+). Para os célculos utilizou o software Statistica
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7, uma tabela da estimativa dos efeitos para 95% de intervalo de confianca e
também graficos de superficies de respostas. A matriz do planejamento fatorial esta

apresentada na tabela 1.

Tabela 1: Matriz do planejamento fatorial obtida com os niveis das variaveis do
planejamento

Experimento [AgNOs] [CeHsNasO7z] [SDS]
1 1,0000 1,0000 1,0000
-1,0000 1,0000 1,0000
1,0000 -1,0000 1,0000
-1,0000 -1,0000 1,0000
1,0000 1,0000 -1,0000
-1,0000 1,0000 -1,0000
1,0000 -1,0000 -1,0000
-1,0000 -1,0000 -1,0000

o N o 0o A WODN

Fonte: Da autora (2016)

Antes da realizagdo dos experimentos, as vidrarias foram cuidadosamente
lavadas com solucéo sulfonitrica com objetivo de eliminar qualquer contaminacao.

O SDS e o AgNOs, em quantidades determinadas usando a matriz do
planejamento fatorial, foram adicionados num baldo volumétrico com capacidade
para 100mL. Em seguida, adicionou-se agua destilada até o menisco do baldo.

Apbs o preparo de 100 mL da solucdo de AgNOs3 contendo o SDS, colocou-se
a mesma num erlenmeyer de 500 mL sob aquecimento e agitacdo magnética com
controle de temperatura. Acompanhou-se a temperatura da solugdo com um
termbémetro e, logo apos o inicio da ebulicdo a 95°C, iniciou-se o gotejamento da
solugédo de CeHsO7Nas, concentracdo determinada usando também a matriz do
planejamento fatorial, em um procedimento similar ao da titulagdo. Juntamente com
0 gotejamento, iniciou-se também a agitacdo do meio reacional em 100 rpm.

Em seguida, a solucédo de citrato foi gotejada em uma velocidade de 1 gota
por segundo até observar-se uma coloragdo amarelo palida, de acordo com a figura

2a. Cessou-se 0 gotejamento e 0 aquecimento, mantendo-se a suspensao sob
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agitacdo até a observacdo de uma coloracdo amarelo ouro como apresentada na

figura 2b. O volume da solucéo de citrato gotejada variou de 25 a 40 mL.

Figura 2: Coloragdo amarelada observada durante a sintese

a) amarelo palido quando cessou 0 gotejamento e 0 aquecimento

b) amarelo ouro ao final da sintese.

a) b)
Fonte: Da autora, 2015.

Apos as sinteses, as suspensdes de nanoparticulas foram caracterizadas
com medidas espectrofotométricas UV-Visivel, na faixa de comprimento de onda de
600 — 280 nm.

Apo6s conhecimento do comprimento de onda correspondente a banda de
absorbéancia das suspensdes de nanoparticulas obtidas, analisou-se os dados de
acordo com método de superficie de resposta utilizado o software Statistica 7. Os
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resultados mostraram a influéncia das concentracbes dos reagentes no tamanho
estimado das nanoparticulas.

A sintese das nanoparticulas para aplicacdo na confeccdo dos lipossomos,
colocou-se 100 mL de solucdo de nitrato de prata (AgNO3z 102 mol dm=3) em um
erlenmeyer de 500 mL com agitacdo magnética e aquecimento. Aguardou-se 0
tempo necessario para a solucdo entrar em ebulicdo e gotejou-se 8 mL de solucéo
de citrato de sodio (CeHsO7Nas 1%) em uma velocidade de aproximadamente 1 gota
por segundo. Apds observacdo de coloracdo amarelo palido, cessou-se o
aguecimento e deixou a suspensao resultante sob agitacdo até o aparecimento de
uma coloracdo amarelo ouro. O pH da suspensao obtida foi 6.

Com a suspensdo de nanoparticulas obtida realizou medidas
espectrofotométricas na regido do UV-Visivel. As medidas foram realizadas na faixa
de comprimento de onda de 600-280 nm. A banda de absorbancia foi observada no
comprimento de onda de 422 nm, caracterizando nanoparticulas de tamanho entre
35-50 nm.

As morfologias das nanoparticulas de prata foram obtidas através de
microscopia de forca atdmica (AFM), utilizando o modo dinamico (microscopio
Shimadzu modelo SPM9700). Varreduras em area de 1 um foram feitas visando
obter a distribuicdo de diametros das particulas. Aproximadamente 5 microlitros da
dispersédo foram colocados sobre laminas de silicio (001) visando uma distribuicdo
uniforme de particulas sobre esse substrato de baixissima rugosidade. Apds alguns
minutos de secagem do solvente a 60 °C as amostras foram entdo submetidas as
medidas no AFM.

Os resultados obtidos foram tratados no software Gwyddion 2.40 e as
distribuic6es de tamanho de particulas foram feitas utilizando o software UTHSCSA
Image Tool, através da selecdo aleatéria de um grande numero de particulas
presentes nas imagens obtidas por AFM, permitindo dessa forma o calculo do

tamanho médio das particulas e seu desvio padrao.
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4.2 DETERMINACAO DE ALTERACOES BIOENERGETICAS EM CANDIDA
ALBICANS

4.2.1 Obtencéao e ativacao da cepa de Candida albicans

A cepa de Candida albicans, CEC 1293, foi aliguotada em tubos criogénicos
(1:1, v/iv) com glicerol, armazenando-os no ultra freezer. Para a sua ativacgéao, retirou-
se uma aliquota do ultra freezer e ela foi semeada em placas petri com agar
Sabouraud, incubando-as por 24 horas em uma estufa a 37°C. Em seguida, realizou-
se 0 primeiro repique retirando-se uma colonia crescida de uma das placas e
inoculando-a em um tubo de vidro com 3 mL de solugdo caldo BHI (Brain Heart
Infusion) estéril, incubando-o por 24 horas em uma estufa a 37°C. AplOs esse
processo, realizou-se o segundo repique em que se pipetou 500 pyL do tubo do
primeiro repique e desprezou-se 0 volume em um novo tubo com solugdo BHI

estéril, incubando-o por mais 24 horas em uma estufa a 37°C.

4.2.2 Confeccédo dos lipossomos com nanoparticulas de prata pela técnica da

sonicacao

Para a confeccdo dos lipossomos, foi feita uma solugdo de DPPC
(dipalmitoilfosfatidilcolina) e LPC (lisofosfatidilcolina) em cloroférmio (1 mL). Em
seguida, este tubo foi seco sob uma atmosfera de nitrogénio e posteriormente
dessecado overnight sob vacuo. Apds esse processo, adicionou-se 1 mL da
suspensao de nanoparticulas de prata ao filme obtido que foi posteriormente
incubado a 60°C intercalando uma vigorosa agitacdo. Esta solucdo foi entdo

sonicada até a formacgédo das vesiculas.

4.2.3 Tempo de atuacédo das microformulacdes da prata sobre a C. albicans
(UFC)

Uma suspensdo de C. albicans (106 UFC/ cm?), uma suspenséo lipossomal
sem prata (lipossomos vazios) e uma suspenséao lipossomal contendo prata foram

utilizados para a confecgao dos seguintes grupos experimentais:
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i) Lipossomos vazios (células tratadas com lipossomos vazios);

i) Lipossomos com nanopatrticulas de prata (células tratadas com lipossomos
conendo prata);

iii) Suspensédo das nanoparticulas de prata (células tratadas com solucédo de
prata);

iv) Controle positivo (células tratadas com solugéo de clorexidina);

v) Controle negativo (células tratadas com solu¢do de citrato de sodio, 1%).

Finalizada a montagem dos grupos e as células expostas aos seus
respectivos tratamentos, os grupos foram incubados por 30, 60, 120, 240 e 480
minutos em uma estufa a 37°C. A cada tempo de incubacgdo, foram coletadas
amostras das células e semeadas em placas de Petri. Essas placas foram
incubadas em uma estufa a 37°C por 24 horas. Apos esse tempo foi realizada a

contagem das Unidades Formadoras de Colonias (UFC).

4.2.4 Contagem dos tubos germinativos

Preparou-se uma suspensdo de 10° células em um tubo contendo BHI estéril

e organizou-se 4 grupos em tubos Eppendorf, os quais foram:

i) Controle negativo (108 células + H20 estéril);
ii) Controle positivo (10° células + clorexidina);
iii) Suspensdo de nanoparticulas de prata (10° células + NP. Ag);

iv) Lipossomo com prata (108 células + Lipo. Ag).

Estes foram incubados a 37°C por 30, 60 e 120 minutos. Apds cada tempo,
retirou-se 25 pL de cada grupo, adicionando-os em tubos Eppendorf contendo Soro
Fetal Bovino (SFB) e incubando-os a 37°C por 3 horas. Ao final deste periodo os 25
grupos foram submetidos a contagem do tubo germinativo contando-se 100 células
em camara de Neubauer. Os valores de formacdo de tubo germinativo foram

expressos em porcentagem.
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4.2.5 Curva de crescimento da C. albicans em meio plancténico

Preparou-se uma suspensdo de 10° células, adicionando-a a 4 grupos
divididos em tubos Eppendorf da seguinte forma:

i) Controle negativo (108 células + H20 estéril);
ii) Controle positivo (10° células + clorexidina);
iil) Nanoparticulas de prata (10° células + NP. Ag);

iv) Lipossomos com prata (10° células + Lipo. Ag).

Posteriormente, incubou-se os grupos a 37°C por 60 minutos e entao retirou-
se 375 pL de cada tubo e desprezou-se o volume em 4 tubos Falcon que continham
BHI estéril. Os tubos entdo foram incubados a 37°C por 4, 6, 8, 12, 24 e 48 horas. A
cada tempo coletou-se uma aliquota para medir o pH, a absorbancia e a glicose.
Para a realizacdo das medidas, utilizou-se, respectivamente, um pHmetro de

bancada, um espectrofotémetro e um “kit” enzimatico de glicose BioTécnica®.

4.2.6 Analise de glicose da C.albicans

Para realizacdo da analise de glicose, retirou-se aliquotas em tubos
Eppendorf de cada grupo tratado e armazenou-os imediatamente no freezer -20°C.
ApOs o tempo necessério para 0 término do experimento anterior, retirou-se as
aliquotas, que ap6s o descongelamento foram centrifugadas, sendo o sobrenadante
utilizado para a determinacao da concentracéo de glicose (“kit” enziméatico de glicose
BioTécnica® adaptado).

Em seguida foram realizadas leituras utilizando-se um espectrofotdmetro.

4.2.7 Viabilidade celular por MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de

tetrazolina) no biofilme exposto aos grupos experimentais

Preparou-se uma suspensdo de 10° células e inoculou-a em um tubo Falcon
contendo BHI estéril suplementado com 1% de glicose. Agitou-se bem o tubo e o
seu conteudo foi distribuido em cada poc¢o de uma placa de 24 pocos e, em seguida,

levou-se a placa para a estufa 37°C durante 24 horas. ApGs esse periodo, retirou-se
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0 meio de cultura cuidadosamente para nédo danificar o biofilme no fundo do poco e
lavou-se 0s pocos com agua estéril. Esta placa foi dividida em 4 grupos de
tratamentos diferentes, sendo cada grupo correspondente a uma linha horizontal da

placa (6 pocos para cada grupo), 0s quais sao:

i) Controle positivo (250 uL de clorexidina);

if) Controle negativo (250 pL de H20 estéril);
iii) Nanoparticulas de prata (250 yL de NP. Ag);
iv) Lipossomo com prata (250 pL de Lipo. Ag).

Em seguida, esta placa foi incubada por 60 minutos. Ao final desta incubagéo
0S grupos experimentais foram lavados com agua estéril. Posteriormente iniciou-se o
protocolo da técnica do MTT, adicionando 1 mL de solucdo de MTT com BHI em
todos os pocos da placa e, em seguida, incubou-se na estufa a 37°C por 3 horas.
Passado esse tempo, retirou-se a solucdo de MTT e adicionou-se DMSO
(Dimetilsulfoxido). A leitura foi realizada utilizando um espectrofotémetro, fixando o A

em 540 nm.

4.2.8 Crescimento do biofilme na presenca da suspenséao de prata

Preparou-se uma suspensdo de 10° células e adicionou-as em um tubo
Falcon contendo BHI e suplementado com 1% de glicose. Posteriormente, agitou-se
bem o tubo e distribui 0 seu contetdo em 7 tubos Falcon, acrescentando em cada
tubo os tratamentos experimentais. Organizou-se os tubos de acordo com as

concentracdes de prata:

i) Tubo 1, controle negativo (agua estéril);

ii) Tubo 2 (5 uL de solucao coloidal de Ag/ mL);

iii) Tubo 3 (10 pL de solucéo coloidal de Ag/ mL);
iv) Tubo 4 (50 pL de solucao coloidal de Ag/ mL);
v) Tubo 5 (100 yL de solucao coloidal de Ag/ mL);
vi) Tubo 6 (200 pL de solugéo coloidal de Ag/ mL);
vii) Tubo 7, controle positivo (clorexidina).
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Em seguida, agitou-se bem os tubos e colocou 1 mL da solu¢do em cada
poco da placa do cada grupo experimental na coluna correspondente (4
pocos/grupo). Em seguida, incubou-se as placas na estufa a 37°C por 24 horas. A
leitura espectrofotométrica foi realizada de acordo com a técnica do MTT.

4.2 9 Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada usando o software Prism 5.0 (GraphPad, La
Jolla, CA, EUA). Os dados primeiramente foram avaliados quanto a normalidade
(Kolmogorov-Smirnov com Dallal-Wilkinson-Lilliefor valor de P) e anélise de variancia
(teste de Bartlett). Para os dados avaliados, foram utilizados teste ndo-paramétricos,
teste de Kruskal-Wallis (para avaliagdo de colunas ndo pareadas) e teste de
Friedman (para mensuracbes repetidas), ambos com pdOs teste de comparagdo
multipla de Dunn. Os valores de posicdo e dispersdo dos dados plotados para o
MTT foram representados em mediana, valores minimos e maximos, ja para o0s
demais foram utilizados a média e o erro padrdo. As diferencas foram consideradas
significativas quando p < 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 SINTESE E CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS DE PRATA

Apos sintese das nanoparticulas em triplicata, as suspensdes obtidas foram
submetidas a leitura espectrofotométrica. Os espectros obtidos para cada
experimento da matriz do planejamento fatorial estdo apresentados na figura 3.
Cada experimento foi realizado em triplicata.

As bandas de absorbancia obtidas foram em torno de 400 nm (tabela 2), que
correspondendo a uma absorbéancia simétrica da banda de ressonancia de plasmon
relacionadas com as particulas esféricas de prata (Garcia 2011). Os espectros UV-
Vis 1 e 6 apresentaram maior desvio da banda de absorbancia. Tal desvio foi
atribuido a diferentes estruturas formadas, o que proporciona diferentes vibracdes e,
consequentemente, diferentes espectros de absorcao (NETO et al. 2008).

Atribuiu-se, também, aos desvios observados, a influéncia de fatores como
velocidade de gotejamento da solugdo de CsHsOzNas e presenga impurezas nos
reagentes. Sabe-se que a concentracdo inicial dos reagentes, a temperatura,
velocidade de gotejamento e velocidade de agitacdo exercem influéncia sobre a
estabilidade e concentragdo da suspensdo coloidal formada. Tais fatores
determinam a possibilidade de colisdo e agregacdo das nanoparticulas. A presenca
de impurezas e a exposi¢cao a radiacdo eletromagnética podem causar um aumento
descontrolado das nanoparticulas e, consequentemente, causam a desestabilizacéo
do coloide (De Lima 2011).

As bandas de absorcdo mais largas indicam agregacdo das nanoparticulas e
as mais estreitas sdo correspondentes as solugdes com nanoparticulas mais

dispersas (Garcia 2011).



Figura 3: Espectros UV-Vis obtidos das suspensdes de nanoparticulas de prata
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A coloracdo amarelada observada nas suspensdes de nanoparticulas de
prata é causada pela ressonancia da banda plasménica das nanoparticulas,
resultando para cada suspenséao preparada diferentes tons de amarelo.

O aquecimento mantido ap6s a sintese provavelmente influenciou nas
diferentes tonalidades das suspensfdes de nanoparticulas. Garcia (2011) mostrou
gue, quanto maior o tempo de aquecimento apos a sintese, mais forte € a agregacao
das nanoparticulas, resultando diferentes tonalidades de cor.

A matriz do planejamento fatorial 23, bem como a média do comprimento de
onda relativo a banda de absorbancia, o desvio padrdo da mesma e a relacdo do
comprimento de onda com o tamanho caracteristico da nanoparticula estéo
apresentados na tabela 2. A faixa do tamanho das nanoparticulas de prata foi
retirada da correlacdo, conhecida na literatura, entre o diametro médio das
nanoparticulas e o comprimento de onda observado na banda (Mulfinger et al.
2007b).
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Tabela 2: Relacdo da matriz do planejamento fatorial 23 com a média de A e
didmetro das nanoparticulas

Diametro das

Experimento [AgNOs] [CeHsO7Nas] [SDS] A (nm) nanoparticulas

(nm)
1 1,0000 1,0000 1,0000 408,75 + 14,610 14-35
2 -1,0000 1,0000 1,0000 402,96 + 0,06083 10-14
3 1,0000 -1,0000 1,0000 413,34 +6,8551 14-35
4 -1,0000 -1,0000 1,0000 405,15 + 2,02952 10-14
5 1,0000 1,0000 -1,0000 417,05+ 1,5566 14-35
6 -1,0000 1,0000 -1,0000 415,00 + 15,755 35-50
7 1,0000 -1,0000 -1,0000 415,88 + 3,8520 14-35
8 -1,0000 -1,0000 -1,0000 409,08 + 1,6398 14-35

Fonte: Da autora (2016)

A correlacéo entre o diametro médio das nanoparticulas e o comprimento de
onda observado para a banda de absorbancia da suspensdo define a melhor
combinagdo no planejamento fatorial, pois, quanto menor o comprimento de onda
observado, menor o tamanho das nanoparticulas. Logo, pode-se estabelecer uma
relacdo entre as interacdes das concentracdes dos reagentes com o tamanho das
nanoparticulas.

Os efeitos foram considerados significativos para valores de probabilidade (p)
menores que 5%. Logo, pela andlise da tabela, ndo houve nenhum efeito
significativo para as varidveis em questdo e nem para as interacdes entre elas
(JAgNO3] e [CeHsNasO7], [AgNOz] e [SDS], [CsHsNaz07] e [SDS]). O valor do efeito
explicita 0 quanto a resposta vai variar se as variaveis em questao sairem do nivel -1
e irem até o nivel +1. Observa-se na tabela 3, que os valores do efeito sdo
aproximadamente o dobro dos valores dos coeficientes.

Assim, o modelo matematico obtido utilizando o efeito de todas as variaveis e

interacOes € linear e esta apresentado na equacao (1).

2 = 410,90 +2,8550[ AgNO, ] +0,03920[C;H,Na,0,] -3,3508[SDS]
—0,89250[ AGNO, | [C,H;Na,0,]+0,63920[ AgNO, ][SDS] @)
~1,7333[C,H,Na,0,][SDS]
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Tabela 3: Valores estimados dos efeitos das variaveis sobre a resposta da banda de
absorcao

Fatores Efeito P Coeficientes

Média 410,9017 0,000457  410,9017

(L[AgNOs] 57100 0,065548 5 gs50

(2)[CeHsNaz0O7] 0,0783 0,915968 0,0392

(3)[SDS] -6,7017 0,055902 -3,3508

(1) com (2) -1,7850 0,203226 -0,8925

(1)com (3)  1,2783 0,275279 (6392

(2) com (3) -3,4667 0,107319 -1,7333

R2 =0,99632
Fonte: Da autora (2016)

O gréfico da distribuicdo normal dos efeitos (figura 4) mostra que a variavel
[CsHsNasO7], a interacdo entre as variaveis (1) e (2) e a interagcdo entre as variaveis
(1) e (3) apresentam mesma ordem de medida do erro. A variavel [AgNOs] exerce
um fator positivo significativo sobre o comprimento de onda relativo a banda de
absorbancia da nanoparticula de prata. J4 a variavel [SDS] exerce um fator negativo
significativo sobre o comprimento de onda relativo a banda de absorbancia da
nanoparticula.

O gréfico dos valores observados versus valores preditos (figura 5) apresenta
a qualidade do ajuste obtido. A boa linearidade mostra que os dados se ajustam
perfeitamente a reta identidade

A figura 6 apresenta o gréfico dos valores observados versus residuos,
demonstrando a tendéncia dos dados. Logo, a variancia ndo é constante para o

modelo ajustado.
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Figura 4: Distribuicdo normal dos efeitos. Notacdes utilizadas de acordo com a
tabela 3.
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Figura 5: Valores observados para a banda de absor¢do maxima (nm) vs valores

preditos pelo tratamento estatistico
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Figura 6: Valores observados para a banda de absorcdo maxima (nm) vs residuos

do tratamento estatistico
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Sabe-se que particulas com menores tamanhos possuem maior efeito
bactericida. Logo, avaliou-se como ponto 6timo resultado os menores comprimentos
de onda da banda estando relacionado com o0s menores diametros das
nanoparticulas.

Através das superficies de resposta plotadas para o modelo completo (figura
7), sabe-se que para menores valores da concentracdo de citrato de sodio e
menores valores da concentracdo de nitrato de prata, obtém-se picos de
absorbancia em comprimentos menores. Assim, para a interacdo entre essas
concentracdes a resposta Otima obtida esta entre 404 e 408 nm, obtendo-se entao,
empiricamente, particulas com tamanhos entre 10 e 14 nm. Para a interagcdo entre
as concentracdes de nitrato de prata e de SDS sabe-se que, para menores valores
da concentracdao de nitrato de prata e para maiores valores da concentracdo do
surfactante, obtém-se o ponto 6timo entre 400 e 408 nm com particulas de tamanho
entre 10 e 14 nm. Avaliando a interacdo entre as concentragdes do citrato de sodio e
do surfactante, observou-se que para maiores de valores das concentracbes do
citrato e do surfactante obtém-se o ponto 6timo entre 406 e 408 nm com particulas

também de tamanho entre 10 e 14 nm.



Figura 7: Superficies de resposta do comprimento de onda, A.

a) Superficie de resposta obtida fixando a variavel [SDS]
b) Superficie de resposta obtida fixando a varidvel [CeHsNazO7]
c) Superficie de resposta obtida fixando a variavel [AgNOs3]
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Fonte: Da autora (2016)

Eliminando-se as variaveis e as interacdes entre elas, cujo efeito sobre a
resposta foi considerado nédo significativo, valores apresentados na tabela 3 e figura
4, obteve-se novos valores da estimativa dos efeitos sobre a resposta, mantendo o
coeficiente de regresséo significativo. Um novo modelo matematico foi proposto,

sendo um modelo também linear, estando representado na tabela 4 e na equacao

).

2 = 410,90+ 2,8550[AgNO, ] - 3, 3508[SDS] 1, 7333[C,H.Na,0, ][SDS] @)

Tabela 4: Nova estimativa dos efeitos das variaveis sobre a resposta dos

comprimentos de onda

Fatores Efeitos P Coeficientes
Média 410,9017 0,000000 410,9017

(WIAGNOs] 57100 0,007384  2,8550

(3)ISDS] 67017 0,004149 -3,3508

2C0M3 34667 0,038106 -1,7333
R2 = 0,94536

Fonte: Da autora (2016)
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Para o modelo reduzido, todos os efeitos das variaveis foram significativos,
pois, os valores de p sédo todos menores do que 5%.

O ajuste do modelo foi considerado de boa qualidade, uma vez que pelo
grafico dos valores observados versus valores preditos (figura 8), pode-se observar
gue os dados estdo muito da reta identidade.

A variancia foi considerada constante para o modelo ajustado, pois, nao
constatou uma tendéncia dos valores no gréfico dos valores observados versus

residuos apresentado na figura 9.

Figura 8: Valores observados para a banda de absorcdo maxima (nm) vs valores
preditos pelo tratamento estatistico
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Figura 9: Valores observados para a banda de absorcdo maxima (nm) vs residuos

do tratamento estatistico
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Para o modelo reduzido, as superficies de resposta apresentadas na figura
10, mostram que para menores valores da concentracéo de citrato e maiores valores
da concentracao de citrato, o ponto 6timo encontra-se entre 406 e 408 nm. Fixando
a variavel [CeHsNasO7] tem-se que para menores valores da concentragédo de nitrato
€ maiores valores da concentragao do surfactante obtém-se o ponto 6timo entre 404
e 406 nm. E, por fim, fixando a variavel [AgNOs3] obtém-se o ponto 6timo entre 406 e
408 nm para maiores valores da concentracdo de citrato e maiores valores da

concentracéo do surfactante.



Figura 10: Superficies de resposta para o modelo reduzido

a) Superficie de resposta obtida fixando a variavel [SDS]
b) Superficie de resposta obtida fixando a variavel [CeHsNazO7]

c) Superficie de resposta obtida fixando a variavel [AgNO3]
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A concentracdo inicial do nitrato de prata interfere no nimero de particulas
formadas, que por sua vez interfere na forma como as mesmas serdo distribuidas,
caso 0 mecanismo de sintese siga 0 mecanismo proposto por Turkevich
(Wuithschick et al. 2015). A escolha do procedimento justifica a presenca dos pontos
6timos encontrados para menores concentracdes de nitrato de prata, resultando na
formacao de um numero menor de particulas e entdo melhor dispersao, evitando a
agregacao.

A concentracdo do ion citrato interfere no tempo necessario para que as
nanoparticulas se formem. Estudos mostram que para maiores concentracbes de
citrato, maior € o tempo necessario para a formacdo das nanoparticulas (Garcia
2011). Assim, a melhor combinacao dos reagentes é alcancada com maiores valores
de concentracdo de citrato, resultando num maior tempo para formacdo das
nanoparticulas.

Observou-se que o0s surfactantes atuaram como estabilizadores das
nanoparticulas, sendo absorvidos pela superficie da particula, resultando em
cadeias liofilicas que fazem interacdes com o solvente, mas as particulas no interior

dos surfactantes estéo protegidas das interacdes da interagdo com o solvente (Melo
et al. 2012).
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Assim, as variaveis que tiveram efeito significativo sobre o diametro da
nanoparticula foram as concentracées do nitrato de prata e do SDS e a interagcao
entre as concentracdes do citrato de sédio e do SDS.

As imagens de morfologia obtidas com AFM (Figura 11) indicam que a sintese
das nanoparticulas de prata preparadas empregando citrato nas condi¢des do
experimento 1 - [AgNOz]=2x10* mol dm=3; [CeHsNaz07]=0,2 ml dm=3 e [SDS]= 1% -
gerou uma distribuicdo uniforme de particulas circulares com diametro médio de
20,5+ 3,0 nm. A distribuicdo apresentou um desvio pequeno o que reforca o0 sucesso
do processo de sintese descrito neste trabalho. Os tamanhos médios das particulas

estdo de acordo com aqueles estimados por medidas de UV-Vis.

Figura 11 - Imagem de microscopia de forgca atdmica ilustrando a morfologia das

nanoparticulas de prata sobre substrato de silicio monocristalino
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As imagens de morfologia obtidas com AFM (Figura 12) indicam que a sintese
das nanoparticulas de prata preparadas empregando citrato nas condi¢des do
experimento 6 -[AgNOz]=1x10* mol dm=3; [CsHsNaz07]=0,2 ml dm= e [SDS]=0,5% -
gerou uma distribuicdo uniforme de particulas circulares com didmetro médio de

48,6 = 6,0 nm.

Figura 12- Imagem de microscopia de for¢a atdmica ilustrando a morfologia das

nanoparticulas de prata sobre substrato de silicio monocristalino
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Fonte: Da autora (2016)

5.2 DETERMINAGCAO DE ALTERACOES BIOENERGETICAS EM CANDIDA
ALBICANS

Para avaliar a acdo da prata na forma de nanoparticulas e nanoparticulas

lipossomais, ambas em suspensdo aquosa, sobre uma cepa de C. albicans,
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estabeleceu-se grupos de controle em testes com clorexidina, lipossomos vazios e
agua, os quais serviram somente como parametro de efetividade dos experimentos
realizados. Assim, grupos contendo a clorexidina serviram de controle, pois deste
antimicrobiano esperava-se uma inibicdo do crescimento celular. Grupos contendo
os lipossomos vazios serviram de controle na intencédo de avaliar a acdo Unica dos
lipossomos, ainda isentos da prata, como agentes meramente carreadores e nao
antimicrobianos. Ja as células tratadas com agua serviram de modelo comparativo,
indicando que a alteracdo de volume, ocasionada pela adicdo dos demais agentes,
nao interferiria nos resultados. Os grupos experimentais considerados como teste
foram os que possuiam a nanoparticula de prata e a mesma incorporada as
vesiculas lipossomais.

A contagem de células permitiu observar que houve uma significativa
diminuicdo na formacdo do numero de colénias dos grupos tratados com prata
lipossomal apdés 30 min, conforme figura 13 a, e no grupo tratado apenas com prata,
conforme figura 13 b. Observou-se também um comportamento anémalo para o
controle com Agua estéril e para lipossomos vazios, apesar de uma significativa
diminuicdo do tempo de 30 minutos para 60 minutos dos grupos controle negativo
(figura 13 c¢) e lipossomos vazios (figura 13 d), h4 um crescimento de colénias no
primeiro grupo (figura 13 ¢) e uma constante no segundo grupo (figural3 d) ambos
em torno de 4x10° células. No grafico referente ao controle positivo — na presenca
da clorexidina (13 e) ndo houve crescimento de col6nias, 0 que mostra a grande

eficacia do antibidtico.
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Figura 13: Contagem de células expostas a diferentes agentes e tempos
A — C) albicans tratada com solucéo de prata lipossomal durante 30, 60,120

e 240 minutos
B — C) albicans tratada com solu¢cdo de prata durante 30, 60,120 e 240

minutos
C — C) albicans tratada com agua estéril durante 30, 60,120 e 240 minutos
D — C) albicans tratada com solugcéo de lipossomos vazios durante 30,

60,120 e 240 minutos
E — C) albicans tratada com clorexidina durante 30, 60,120 e 240 minutos.
Utilizacdo do teste de Friedman com teste de comparacédo multipla de Dunn

para os diferentes tempos, onde a e b denotam ou néo significativa

diferenca.
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Pela avaliacdo da acédo das nanoparticulas de prata, na auséncia ou presenca
de lipossomos, sobre a viabilidade celular pelo método de contagem de células, uma
diminuicdo do crescimento das colGnias nos grupos tratados com a prata, tanto
lipossomal quanto suspenséo, foi evidenciada mostrando a prata como principal
agente dessa diminuicdo. Estudos realizados comprovam que as nanoparticulas de
prata apresentam toxicidade sobre colénias de Candida albicans.

A atividade das nanoparticulas de prata em suspensdo mostrou uma melhor
acdo contra as células da espécie estudada do que as nanoparticulas de prata
inscorporadas as vesiculas lipossomais. Isso deve-se a uma atuacdo direta da prata
em suspensdo sobre a membrana plasmatica das células fungicas, afetando a
dindmica e o potencial da membrana dos fungos, causando uma desestabilizacao e
a ruptura da mesma.

Os grupos de células tratadas com lipossomos vazios e o controle negativo
obtiveram uma quantidade de células semelhantes, mostrando que os lipossomos
vazios ndo possuem atividade sobre as células fungicas, desempenhando apenas a
funcdo de carreadores. O grupo controle positivo mostrou que a clorexidina possui
acao eficaz sobre a C. albicans.

A figura 14 apresenta os resultados obtidos a partir da analise do tubo
germinativo. Foi possivel identificar que os grupos controle positivo, tratamento com
prata e tratamento com lipossomos contendo prata, em 3 diferentes tempos (30, 60
e 120 minutos), apresentaram predominantemente células que ndo possuiam tubo
germinativo e o oposto foi observado no grupo controle negativo, em que a menor
parte das células ndo continham tubo germinativo. O que sugere uma acao inibitoria
da prata em suas diferentes formula¢cdes sobre o mecanismo de transi¢cdo da forma
de leveduras para uma morfologia de pseudo hifa na C. albicans. Tal transi¢cdo é um
importante parametro dos grupos experimentais testados neste estudo, pois, a forma

de pseudo hifas € a que confere a patogenicidade a este fungo.
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Figura 14: Avaliacdo da auséncia de tubo germinativo nas células submetidas aos
tratamentos com prata em suspensao (Ag), prata lipossomal (Lipo+Ag), agua (Ctr-) e
clorexidina durante 30,60 e 120 minutos. Utilizacdo do teste de Kruskal-Wallis com
teste de comparacdo multipla de Dunn, onde a e b denotam ou nédo significativa

diferenca.
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Avaliou-se a curva de crescimento da espécie estudada através de 3
parametros: pH, absorbancia e o consumo de glicose. Observou-se uma diminui¢cao
do pH dos grupos controle negativo e lipossomos com prata. Através da figura 15 é
possivel observar que até o tempo de 24 horas, o grupo tratado com lipossomos que
continham as nanopatrticulas de prata diminuiu o pH do meio para proximo de 6,5,
demostrando uma diferenca significativa quando comparado com o grupo controle
positivo, jA nesse mesmo tempo 0s grupos tratados com prata e controle negativo
ndo demostraram diferenca estatistica significativa quando comparados com o0s
outros grupos. Tal fato pode estar relacionado a queda brusca do consumo de
glicose ao longo do tempo destes mesmos grupos, observada na figura 16. Assim, a
analise do pH do meio pode estar interligada ao resultado do consumo da glicose
pelas células fangicas, devido a grande parte dos microrganismos consumirem
glicose e produzirem metabdlitos que acidificam o meio. Observou-se, também, que
0S grupos controle positivo e nanoparticulas de prata em suspensao mantiveram
uma média de pH. Porém, esse resultado quando comparado ao consumo de

glicose deste mesmo grupo, pode ser reafirmado apenas pelo controle positivo, 0
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gual manteve uma alta e constante taxa de dosagem da glicose, sugerindo que as
células C. albicans tenham morrido pelo tratamento e por isso ndo consumiram a
glicose do meio. J4 o grupo tratado com nanoparticulas de prata demonstrou uma

gueda na taxa de glicose, indicando o consumo da mesma.

Figura 15: Avaliacao das variacoes do pH das células de C. albicans submetidas aos
grupos de tratamento de prata em suspensao (AG), prata lipossomal (Lipo+AG),
agua (Ctr-) e clorexidina durante 4, 6, 8, 12, 24 e 48 horas. Utilizacdo do teste de
Kruskal-Wallis com teste de comparacdo multipla de Dunn, onde a e b denotam ou

nao significativa diferenca.
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Figura 16: Avaliacdo do consumo de glicose pelas células de C. albicans submetidas
aos grupos de tratamento de prata em suspensao (AG), prata lipossomal (Lipo+AG),
agua (Ctr-) e clorexidina durante 4, 6, 8, 12, 24 e 48 horas. Utilizacao do teste de
Kruskal-Wallis com teste de comparacdo mdultipla de Dunn, onde a e b denotam ou

nao significativa diferenca.
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Tais resultados séo ratificados através do parametro da absorbancia, o qual
mostra que h4 um aumento gradativo da absorbancia em relacdo ao tempo das
células tratadas com os diferentes grupos, exceto o controle positivo que indicou
uma absorbancia proxima a zero devido ao ndo crescimento de células fungicas,
conforme figura 17. Notou-se que houve um maior crescimento no grupo controle
negativo, mostrando que 0S Qrupos experimentais apresentaram um menor
crescimento em relacdo ao controle. O que demonstra que mesmo tendo ocorrido a
expansao de células no meio, esta foi de forma mais lenta do que a apresentada no

controle negativo, indicando a prata como causadora de um menor crescimento.
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Figura 17: Avaliacdo da densidade 6ptica das células de C. albicans submetidas aos
grupos de tratamento de prata em suspensdo (AG), prata lipossomal (Lipo+AG),
agua (Ctr-) e clorexidina durante 4, 6, 8, 12, 24 e 48 horas. Utilizacdo do teste de
Kruskal-Wallis com teste de comparacdo mdultipla de Dunn, onde a e b denotam ou

nao significativa diferenca.
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Empregou-se a técnica do MTT para a realizagdo da viabilidade celular do
biofilme. Tal técnica baseia-se na acdo de desidrogenases mitocondriais que
reduzem o sal MTT (coloracdo amarela) a um produto chamado “formazan”
(coloracéo violeta). Esta transformacao € proporcional a acdo das mitocéndrias das
células fungicas, e consequentemente, sendo proporcional a viabilidade celular.
Através da figura 18, observou-se que no biofilme exposto aos grupos experimentais
houve uma diferenca significativa entre o grupo de células tratadas com a
suspensdo de nanoparticulas de prata em relacdo ao controle negativo. Notou-se
também uma diferenca ndo significativa microbiolégica entre os grupos de prata
lipossomal e controle positivo. ldentificou-se, entdo, uma notavel acdo da prata

sobre o biofilme, diminuindo sua viabilidade celular.
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Figura 18: Avaliacdo da viabilidade das células de C. albicans submetidas aos
tratamentos com prata em suspensao, prata lipossomal, agua e clorexidina atraves
do método do MTT. Utilizacdo do teste de Kruskal-Wallis com teste de comparacao

multipla de Dunn, onde a e b denotam ou n&o significativa diferenca.
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Por fim, realizou-se um experimento que avaliou a viabilidade celular de um
biofilme formado na presenca de diferentes concentracdes da suspensao de prata. A
figura 19 mostra que houve um aumento da leitura conforme aumentou-se a
concentracdo de suspensdo de prata no meio. Isso poderia indicar um estimulo da
suspensao de prata para o crescimento das células fungicas. Porém, isso seria
contrario a todos o0s outros resultados obtidos no trabalho. Tal aumento foi
proporcional tanto no grupo de pogos lavados quanto no de pocos nao lavados.
Formulou-se, entdo, a hipotese de que a prata reagiria com o MTT, causando um

aumento da leitura e dando resultados falso positivos.



68

Figura 19: Avaliacdo da viabilidade celular do biofilme formado na presenca da prata
em concentragdes de 0 yL/mL, 5 pL/mL, 10 pL/mL, 50uL/mL, 100 uL/mL, 200 puL/mL
divididos em dois grupos distintos (lavado e n&o lavado). Utilizacdo do teste de

Kruskal-Wallis com teste de comparacdo mdultipla de Dunn, onde a e b denotam ou

nao significativa diferenca.
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6 CONCLUSAO

Utilizando a sintese de reduc¢édo da prata pelo citrato de sédio na presenca do
surfactante SDS, foi possivel obter nanoparticulas de prata de tamanhos entre 10 e
50 nm. A caracterizacdo feita por espectroscopia UV-Vis apresentou resultados
semelhantes aos vistos na literatura, com bandas de picos de absorbancia
caracteristicas da nanoparticula de prata em torno de 400 nm.

O planejamento fatorial 23 e as analises das superficies de respostas
permitiram identificar uma relacdo entre as concentracdes dos reagentes utilizados
na sintese e o0 tamanho das nanoparticulas. Considerou-se dois modelos
matematicos, o primeiro com maior nimero de variaveis e interacdes e o segundo
modelo utilizou apenas as interacdes significativas sobre a resposta, com 95% de
intervalo de confianca. Os dois modelos apresentaram bons valores de ajustes.

Na determinacdo de alteracdes bioenergéticas em Candida albicans tratada
com nanoparticulas de prata, os resultados apresentados permitiram concluir que as
nanoparticulas de prata tanto em suspensdo quanto lipossomal possuem uma
caracteristica antifungica notavel, capaz de interferir na curva de crescimento de C.
albicans e formacé@o de biofilme, constituindo uma possivel alternativa futura ao
tratamento de candidemias. Quanto a formulacdo em suspensdo, esta € mais

eficiente que a formulacgéo lipossomal.
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