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RESUMO

Os nanomateriais possuem propriedades Unicas relacionadas ao seu tamanho. Por essa razéo, a
nanotecnologia tem atraido muita atencdo da comunidade cientifica. Neste contexto,
nanomateriais de o0xido de ferro, em especial, tém sido explorados para diversos fins, incluindo
cosmeticos, tintas, plasticos, téxteis e inclusive como agentes antimicrobianos contra bactérias

patogénicas.

Nanoparticulas de 6xido de ferro foram sintetizadas por coprecipitacdo, funcionalizadas com
acido citrico e foram caracterizadas por difracdo de raios X, espectroscopia de infravermelho,
espectroscopia de absorcdo atdmica de chamas, potencial Zeta e microscopia eletronica de
transmissao. Bem como foi avaliado a dose letal mediana para 0 microcrustaceo Artemia salina

e avaliado a atividade antimicrobiana contra bactérias Pseudomonas aeruginosa.

As nanoparticulas de éxido de ferro funcionalizadas e as nanoparticulas de 6xido de ferro sem
funcionalizar apresentaram didmetro médio de 10 nm, e concentracao de ions ferro por mL de
23 mg para as nanoparticulas de Oxido de ferro ndo funcionalizadas e 7 mg de ions para as
nanoparticulas de éxido de ferro funcionalizadas, bem como carga superficial de +33 e -9 mV,
respectivamente, pelo potencial Zeta. Ambas nanoparticulas de éxido de ferro apresentaram
atoxicas para o teste de determinacdo letal mediana para Artemia salina, e demonstraram efeito
antimicrobiano contra bactérias Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e ATCC 9027,
observados na inibicdo média de cerca de 7,0.10* UFC.mL* do crescimento destas bactérias
em agua deionizada e em meio caldo soja tripticaseina. Mostrando ser agentes antimicrobianos
efetivos podendo ser consideradas uma alternativa inovadora contra o desenvolvimento de

bactérias Pseudomonas aeruginosa.

Palavras-chave: nanotecnologia, antibiético, acido organico, microbiologia.



ABSTRACT

Nanomaterials have unique properties related to their size. For this reason, nanotechnology has
attracted much attention from the scientific community. Iron oxide nanomaterials have been
used for various purposes including cosmetics, paints, plastics, textiles and even as

antimicrobial agents against pathogenic bacteria.

Iron oxide nanoparticles were synthesized by coprecipitation, functionalized with citric acid
and characterized by X-ray diffraction, infrared spectroscopy, flame atomic absorption
spectroscopy, zeta potential and transmission electron microscopy. As well as determined the
median lethal dose by the microcrack Artemia salina and evaluated the antimicrobial activity

of these nanomaterials against bacteria Pseudomonas aeruginosa.

Iron oxide nanoparticles functionalized and iron oxide nanoparticles no functionalized had a
mean diameter of 10 nm, and iron ion concentration per mL of 23 for iron oxide nanoparticles
functionalized and 7 mg of ions for iron oxide nanoparticles no functionalized as well as surface
charge of +33 and -9 mV, respectively, by zeta potential. Both iron oxide nanoparticles were
no toxic for the median lethal determination test for Artemia salina and showed an antimicrobial
effect against Pseudomonas aeruginosa bacteria, observed in the mean inhibition of about
7.0.10* CFU.mL? of the growth of these bacteria in deionized water and in trypticasein soy
broth medium . This way it shows to be effective antimicrobial agents and can be considered

an innovative alternative against the development of Pseudomonas aeruginosa.

Key words: nanotechnology, microorganisms, organic acids, antimicrobial.
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1. INTRODUCAO

A busca de novas estratégias para terapia de doencas infecciosas associadas a agentes
patogénicos resistentes a multidrogas tem recebido crescente atencdo no meio cientifico
(JAMIL; IMRAN, 2017). Neste contexto, Nanoparticulas de éxido de ferro (NPF) estdo sendo
elencadas como uma alternativa promissora no combate ao crescimento microbiano (ARAKHA
etal., 2015).

NPF sdo comumente utilizadas na comunidade cientifica devido a vantagem que
possuem quanto a facilidade e versatilidade de modificacdo da superficie, a qual ocorre devido
a presenca de grupos hidroxila na superficie desses 6xidos. Bem como a baixa toxicidade in
vivo que NPF apresentam (BECK et al., 2011), associada ao fato de NPF serem metabolizadas

e utilizadas na formacéo da hemoglobina sanguinea (WEISSLEDER et al., 1989).

A atividade antimicrobiana das NPF ocorre devido a capacidade de interagirem com a
membrana celular bacteriana, através de interacdes eletrostaticas, que levam a inducdo do
estresse oxidativo na célula e a formacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) causando a
morte bacteriana (WU et al., 2015).

A producdo de ERO, ocorre devido a influéncia de foto ou quimio ativacdo, é um
mecanismo comum de estresse/toxicidade que ocorre em bactérias quando estdo expostas a
algum 6xido metalico, como as NPF. ERO é um termo generalizado que engloba formas
radicais e ndo-radicais de espécies quimicas de alta energia, tal como o oxigénio singleto (102),
radicais superoxidos (*O2—), radical hidroxila (*OH) e perdxido de hidrogénio (H202) (SALEH
etal., 2015).

Em decorréncia ao exposto, NPF apresentam atividade antimicrobiana contra
Pseudomonas aeruginosa, esta bactéria por sua vez é um bacilo Gram-negativo, que mais
acomete pacientes imunocomprometidos, podem causar dermatites, infec¢des urinarias e até
infeccOes sistémicas. Possuem alta patogenicidade devido a capacidade de sintetizarem fatores
de viruléncia quando expostas a condi¢des indspitas, habilidade de se desenvolverem em
dispositivos médicos como implantes, cateteres, proteses, tecidos corporais e ainda de

persistirem em tratamentos antimicrobianos (AKBARI; ALI, 2017).

Quando organizadas em biofilme (forma séssil) tornam-se mais resistentes ao tratamento

antimicrobiano do que quando em forma planctdnica (vida livre). Esta resisténcia ocorre devido
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a dificil penetrabilidade dos farmacos pela barreira de exopolissacarideos formada ao redor do
biofilme (BRIDIER et al., 2010; DAMACENO; FARIAS, 2016). Esta barreira de
exopolissacarideos também chamada de matriz extracelular, possui composicdo complexa e
heterogénea. Serve como uma barreira de protecdo ao biofilme, tendo como constituinte
principal os polissacarideos, e também componentes proprios do ambiente como proteinas,
fosfolipidios e matéria inorgénica (SUTHERLAND, 2001).

O desenvolvimento do biofilme destas bactérias pode ser inibido por interacdes
especificas com NPF, pois no geral o tamanho das células bacterianas estd na faixa
micrométrica, enquanto as membranas celulares externas tém poros na faixa de nanémetros
(AKBARI, ALI, 2017). Uma vez que as NPF s&o menores em tamanho do que os poros
bacterianos, possuem uma capacidade Unica de atravessarem a membrana celular (BEYTH et
al., 2015).

Assim, o presente trabalho prop0s avaliar as potenciais propriedades antimicrobianas de
NPF junto as do &cido citrico, através da funcionalizacdo, e observar o efeito que estes

apresentam no crescimento de Pseudomonas aeruginosa.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Nanoparticulas de éxido de ferro (NPF)

Nos ultimos anos a utilizacdo da nanotecnologia vem ganhando destaque na comunidade
cientifica, fato que tende a aumentar ainda mais. E estimado que a nanotecnologia sera
empregada por mais de 6 milhdes de pessoas em todo 0 mundo em estudos cientificos e em
aplicacdes tecnoldgicas até o final desta década (KAUR et al., 2014). As NPF sd&o um dos
principais materiais que se enquadram dentro desta perspectiva, pois possuem ampla
aplicabilidade e sdo exploradas na comunidade cientifica desde 1980 (KHALAFALLA,
REIMERS, 1980).

A crescente utilizacdo de NPF se deve ao leque de aplicagfes que elas oferecem (LU,
SALABAS; SCHUTH, 2007). Podem ser empregadas em diversas areas, como na
administracdo de farmacos e genes (SURI; FENNIRI; SINGH, 2007) em odontologia
(HAMOUDA, 2012) em diagnosticos clinicos (KOO et al., 2005), e principalmente em
alternativas antimicrobianas (JAMIL; IMRAN, 2017).

Sua ampla aplicabilidade ocorre principalmente devido ao nanotamanho que apresentam
e ao efeito magnético. Em aplicacbes microbioldgicas o diametro médio das NPF sdo
considerados um poderoso aliado, ja que circundam entre 1 a 100 nanémetros (nm).
Considerando que 1 nm corresponde a 1 bilionésimo de metro (1.10° m), logo, s&o NP
extremamente diminutas (ALI et al., 2016).

Sdo consideradas altamente reativas e devido a sua nanoestrutura apresentam alta
reatividade (HUA et al., 2012). Estas areas superficiais sdo inversamente proporcionais ao
tamanho, pois sdo estruturas altamente diminutas, mas em contrapartida possuem grande area
de contato quando agrupadas. Assim, quanto maiores as areas superficiais disponiveis, maior a
reatividade que estas NPF apresentam (ALl et al., 2016; BERRY; CURTIS, 2003).

Além das NPF existem outros variados tipos de NP inorganicas, que podem conter ions
de ferro, de zinco, de manganés, entre outros, 0s quais dependendo de seu material de
composicao podem fornecer elementos minerais essenciais para as células humanas (ARAKHA
etal., 2015). Todavia dentre estas NP inorganicas citadas, as de 6xido de ferro sdo consideradas

as mais utilizadas em aplica¢fes biomédicas e microbioldgicas, fato que se deve as vantagens
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que NPF apresentam relacionadas a baixa toxicidade, facilidade de sintese, boa
biocompatibilidade e ao baixo custo de producdo (AKBAS; KOKUMER, 2015).

NPF podem ser encontradas em diversas formas na natureza, sendo as mais comuns na
forma de magnetita (FesOs), maghemita (y-Fe;O3) e hematita (o-Fe2Oz). Estas formas
apresentam grande importancia para a area cientifica (ARAKHA et al., 2015). A hematita é o
tipo de oxido de ferro conhecido h& mais tempo, é geralmente encontrado em rochas e solos. A
magnetita por sua vez apresenta destaque quanto ao magnetismo inerente. J& a maghemita
ocorre nos solos como um produto do intemperismo da magnetita, ou como produto do
aquecimento de outros Oxidos de ferro, e é mais estavel em relacdo as demais formas
(CORNELL; SCHWERTMANN, 2003). Dentre estas formas citadas, a magnetita e a

maghemita serdo melhor discutidas, pois sdo as de interesse do presente trabalho.

Quanto & composicdo, a magnetita € um 6xido de ferro formado por ions ferroso (Fe?*)
e férrico (Fe*) na proporcdo de 1:2 cuja formula molecular pode ser escrita como FeO.Fe;03
ou Fe30s (GUPTA; GUPTA, 2005). A sua reacdo de precipitacdo ocorre em meio aquoso e é
dada pela equacéo 1 abaixo (WU et al., 2015).

Fe?*(aq) + 2Fe®*(aq) + 8(OH")(aq) — Fe304(s) + 4H20
Equacdo 1 - reagdo de obtencdo da magnetita

Por outro lado, a maghemita (y-Fe203) é o equivalente oxidado da magnetita e ambas
possuem propriedades fisicas semelhantes. A maghemita por sua vez pode ser obtida pela
oxidacdo da magnetita conforme a equacéo 2 abaixo (HARRY', 2002).

4Fe304(s) + O2(g) — 6y-Fe203(s)

Equac&o 2 — reacéo de obtencdo da maghemita

2.1.1. Sintese das NPF

Tem sido um desafio cientifico e tecnoldgico a obtencdo de NPF com tamanho e forma
controlados. Por isso a escolha do método de sintese € uma importante questdo na obtencdo do
tamanho final das NPF. Diversos métodos foram estudados e desenvolvidos incluindo métodos
bastante elaborados como condensacéo por gas, reducao por aerosol (LAURENT et al., 2008),
e ablacdo por laser (ISMAIL et al., 2015). No entanto, mesmo se bem elaborados, estes métodos

nem sempre sdo a melhor escolha, pois ndo permitem o controle das propriedades morfologicas
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das NPF. E possivel obter melhores resultados por métodos de sintese mais simples que incluem
rotas Umidas (APHESTEGUY et al., 2015), como o método de sintese por microemulsdo, o

sol-gel, as reacOes hidrotérmicas e método de coprecipitacdo (GRIGORIE et al., 2015;
KEERTHANA et al., 2015). Dentre os métodos citados, o de coprecipitacdo foi o de escolha

para o presente trabalho e sera melhor discutido logo adiante.

2.1.2. Sintese das NPF pelo método de coprecipitagédo

A sintese pelo método de coprecipitacdo consiste em misturar sais de ferro divalente ou
também chamado de ions ferrosos (Fe?*) e sais de ferro trivalente, comumente chamado de ions
férricos (Fe*") (HARRIS, 2002). Essa mistura tem que ocorrer em uma razio estequiométrica
de 1:2 em solucdo aquosa com posterior adigdo de uma base para que ocorra a precipitacdo
(CHEN et al., 2005).

Neste método, a razdo estequiométrica de jons Fe?* e Fe** influencia diretamente na
obtencio de NPF com alto grau de pureza, sendo que sio necessarios 2 mols de ions Fe®* para
cada mol de fon Fe?*. Essa proporcéo se deve a tendéncia da reducéo da concentragéo dos ions
Fe3* ao longo da reacdo devido a instabilidade que apresentam na presenca do oxigénio
atmosférico, reduzindo-se para Fe?* (HARRIS, 2002).

De forma geral o método de coprecipitacdo é considerado vantajoso devido a facilidade
de sintese, a homogeneidade quimica, ao alto rendimento (BABES et al., 1999), ao tempo de
reacdo rapido, a boa reatividade e uniformidade, a baixa temperatura de reacéo, a obtencédo de
particulas finas e puras e ao baixo custo de sintese (CHEN et al., 2005).

No processo de coprecipitacdo, ocorre duas etapas: a nucleacao e o crescimento (Figura
1). Na etapa da nucleagdo ocorre uma rapida reacao, em que os nucleos sdo criados quando ha
a supersaturacéo dos ions ferro no meio, e em seguida, estes nucleos crescem lentamente atraveés
da combinacdo de difusio de &tomos para o nticleo (JOLIVET; CHANEAC; TRONC, 2004).



Figura 1 — Esquema do processo de formacéo das NPF pelo método de coprecipitacdo

Nucleagéo "?“? th;“* Fe

Fa® * Reagente
> Fe  Fed Aguoso
?B.IL‘ - ]
Fet ¥ Fel
FEi:__ W '-Fefd
Fu‘!‘- FE?* FE:l F'a'?‘
~~Fa* ~Fg’
== L —_— = 2 . L.
Q Fe —-Fg":" -~ hidroxilas
3 Fe2*: jons ferrosos
Fo?- et 4 Fe3*: jons férricos
o O: Oxigénio

Crescimento
- Fei+
- Reagente

Aguaso
—_—

pH =7

- Fe

- Reagente
Aguoso
——

pH =7

Fonte: GORDON et al., 2011.

19

No processo de nucleagio ocorre a hidroxilagdo dos ions Fe?* e Fe** em pH bésico entre 8

a 14. Nessa reacéo é observavel a formacao de um precipitado negro apés a adicdo de uma base,
cuja equacio esta apresentada abaixo (Equacdo 3) (JOLIVET; CHANEAC; TRONC, 2004).
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Nesta etapa a fase de nucleacéo ¢é baseada inicialmente na complexacéo dos ions Fe?* com as
hidroxilas, seguida de oxidac&o dos ions Fe?* a Fe3* (GORDON et al., 2011).

Fe3* + 30H™ — Fe(OH)®
Fe(OH)® — FeOOH + H,0
Fe?* + 20H — Fe(OH)?
2FeO0H + Fe(OH)? — Fe304] + 2H,0
Equacdo 3 — Reagcdo de hidroxilagdo dos ions Fe?* e Fe®*

A hidroxilagio dos ions Fe** e Fe** e a nucleacio das NPF sdo reagGes rapidas que
apresentam alto rendimento. Nelas, os cristais de magnetita sdo vistos instantaneamente apos a
adicdo da base a fonte de ferro (OCANA; RODRIGUEZ-CLEMENTE; SERNA, 1995).

Logo apds a nucleacdo, ocorre o crescimento dos nucleos, lentamente por difusdo, em
que os solutos se incorporam lentamente na superficie dos cristais (OCANA; RODRIGUEZ-
CLEMENTE; SERNA, 1995). Assim se 0 processo de nucleacao se sobressair em relacdo ao
do crescimento, as NPF obtidas serdo em sua maioria pequenas. Caso contrario, sera obtido
maior quantidade de NPF de diametro maiores (LAURENT et al., 2008).

Neste método de coprecipitacdo a temperatura influencia diretamente na formacéo das
NPF. Visto que temperaturas mais elevadas (acima de 80 °C) contribuem para a formacéo da
magnetita (FezO4), enquanto temperaturas mais baixas (abaixo de 60 °C) favorecem a formacgéo
da maghemita (Fe203) (KAUR et al., 2014). Outro fator que também influencia na formacéo
das NPF é a presenca da velocidade de agitacdo, que contribui para a obtencdo de NPF com
menores diametros de tamanho (LAURENT et al., 2008).

No processo de sintese das NPF, medidas podem ser adotadas para contribuirem na
estabilizag&o e no controle do tamanho das NPF sintetizadas. Um fator bastante empregado para
essa finalidade, é o processo de funcionalizacdo (MASSART; ROGER; CABUIL, 1995). Este
processo se baseia na adigdo de grupos funcionais ligantes as NPF (KEERTHANA et al., 2015).

Hé diversos grupos ligantes que podem ser empregados na funcionaliza¢éo, como anions
organicos quelantes, citrato, acido oleico, entre outros (LU; SALABAS; SCHUTH, 2007). Os
citratos, por sua vez, contribuem no controle do tamanho das NPF deixando-as mais diminutas
(LAURENT et al., 2008), devido a reacdo de quelacdo. Esta reacdo € uma interacdo quimica

que ocorre através de ligagBGes covalentes entre 0s ions citrato com os ions ferro. Deste modo é
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evitado que ocorra a etapa de crescimento das NPF pés nucleacdo (BEE; MASSART; NEVEU,
1995).

Também ha outro provavel mecanismo que coopera no controle do tamanho das NPF, o
qual se deve a adsorcdo de citrato nos nucleos das moléculas de ferro. Essa adicdo leva a
hidrélise da molécula e a inibicdo do crescimento das NPF, resultando entdo na obtencdo de
NPF de menor diametro (BEE; MASSART; NEVEU, 1995).

2.2. Funcionalizacédo das NPF com &cido citrico

A funcionalizagdo das NPF auxilia a estabilizar as cargas superficiais e
consequentemente a formacdo da dispersdo coloidal (ALI et al., 2016). Estes fatores para
auxilio da estabilizacdo sdo de grande valia pois as NPF quando estdo em dispersao coloidal
possuem forte tendéncia a agregacéo natural e se depositam no fundo do recipiente (GUPTA,
GUPTA, 2005). Essa deposi¢édo ocorre devido a tendéncia que possuem de alcangar um ponto
minimo de energia termodindmica, que se deve ao tamanho reduzido, bem como, a forte atracéo
magnética, as forcas de Van der Waals e as superficies altamente carregadas que apresentam
(SELVAKUMAR et al., 2014).

Neste contexto, o agente funcionalizante de escolha do presente trabalho foi o acido
citrico. Este acido por sua vez inibe as células bacterianas através da desnaturacdo do DNA, é
um acido organico, agente quimico, antimicrobiano que apresenta atividade contra biofilme de
Pseudomonas aeruginosa pré-formados (AKBAS; KOKUMER, 2015). Possui trés grupos
carboxilas, formula quimica CsHsO7 e estrutural representada na Figura 2. Sua atividade
antimicrobiana pode ser relacionada a acidez que apresenta ocorrente devido aos trés grupos
carboxilas (COQ") da cadeia (AKBAS; KOKUMER, 2015).

Figura 2 - Férmula estrutural do 4cido citrico
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O uso do acido citrico foi utilizado na efetivacdo da eliminagdo de biofilme em
tubulacdes de maquinas de hemodidlise. Que quando combinada com &cido citrico apresentou

maior eficiéncia na esterilizacdo dos equipamentos (HOLMES et al., 2004).

2.3. Impacto das NPF em células bacterianas

Diversas pesquisas tém sido realizadas para explicar a eficacia dos mecanismos
antibacteriano das NPF (CHANG et al., 2012; DJURISIC et al., 2015; MANKE; WANG;
ROJANASAKUL, 2013; NEL et al., 2006; REIDY et al., 2013; SALEH, et al., 2015), porém
a literatura existente ainda € um pouco controversa e incompleta quanto a estes efeitos.

Dentre 0s mecanismos propostos mais citados, estdo o da formacdo de ERO, o da
liberacdo de ions de ferro, o da internalizacdo de particulas em bactérias e o da destruicdo

mecanica direta da membrana celular bacteriana (STANKIC et al., 2016).

Entre estes mecanismos, o mais discutido é o da producdo de ERO (ISMAIL et al.,
2015), mediado por estresse oxidativo com peroxidacdo lipidica da membrana bacteriana. O
mecanismo por ERO provoca danos a membrana secundaria da célula, prejudica a funcdo do
DNA e leva a destruicdo da bactéria (STANKIC et al., 2016).

A Figura 3 ilustra os mecanismos de acdo das NPF na producdo de ERO em células
bacterianas (STANKIC et al., 2016). ERO sdo caracterizados como compostos quimicos
oriundos do processo de ativagéo ou reducdo do oxigénio molecular. S&o moléculas instaveis e
extremamente reativas capazes de transformar outras moléculas com as quais colidem (BEYTH
etal., 2015).

Figura 3 — Esquema dos possiveis modos de acdo antimicrobiano das NPF

Fonte: BEYTH et al., 2015.
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Estes radicais livres de oxigénio, sdo gerados em grandes quantidades quando ocorre
algum estresse oxidativo na célula, afetam os mais variados tipos de moléculas, como proteinas,
carboidratos, lipideos e acidos nucléicos, fato que leva a desnaturacdo do DNA microbiano e

consequentemente morte celular (SALEH et al., 2015).

ERO podem atuar em diversos locais na célula bacteriana. Quando atuam
extracelularmente podem perturbar o equilibrio entre o estresse oxidativo e a defesa
antioxidante das células, o que resulta na peroxidacao lipidica da membrana ou na oxidagéo
proteica, causando a ruptura da membrana. Quando intracelular levam a ruptura do DNA e da
membrana lipidica da bactéria, ocasionando a necrose e a apoptose da célula bacteriana
(BEYTH et al., 2015).

No mecanismo em que ERO provoca a peroxidacao lipidica na célula bacteriana, ocorre
a degradacdo oxidativa dos lipidios, através da captura de elétrons dos lipidios nas membranas
celulares o que leva a desnaturacdo da membrana e consequente morte bacteriana (SOARES et
al., 2016).

Outro mecanismo também bastante discutido € o0 mecanismo da liberacéo de ions ferro
(MAHDAVI et al., 2013), que ocorre quando ions ferro provenientes das NPF reagem com a
membrana celular bacteriana e com outros componentes celulares, e catalisam a producao de
ERO fora da célula (Equacéo 4), dentro ou entre a membrana celular causando efeito téxico na
bactéria (WU et al., 2015).

Fe?* + Hy02 5 Fe®* + OH + OH
Fe®* + Hy02 5 Fe?* + OOH + H-
Equacdo 4 — Reacdo de formacdo de ERO por ions ferro

Com a liberagdo dos ions de ferro na célula bacteriana, pode ocorrer o aumento da
permeabilidade da membrana celular que leva a inducéo do extravasamento do contetido celular

e causa a ruptura celular e do DNA, levando a morte bacteriana (BEYTH et al., 2015).

Em um estudo passado foi comprovado que NPF foram capazes de promoverem o
aumento da permeabilidade de bactérias Gram-positivas Rhodococcus eritropolis levando ao
extravasamento celular (ANSARI et al.,, 2009) assim como promoveram alteracoes
morfoldgicas nas estruturas bacterianas (CHATTERJEE; BANDYOPADHYAY; SARKAR,

2011) comprovando o potencial efeito antimicrobiano destas NPF.
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Sobretudo, os mecanismos antimicrobianos das NPF dependem do tipo especifico da
bactéria, pois determinadas bactérias apresentam diferentes sensibilidades em suas
particularidades. Neste quesito diversos géneros de bactérias foram estudados para avaliar o
efeito das NPF sobre elas (DJURISIC et al., 2015; NEL et al., 2006; REIDY et al., 2013;
SALEH et al., 2015). Entre estes estudos, bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus,
Listeria monocytogenes) e Gram-negativas (Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e
Serratia marcescens) tiveram seu crescimento inibido quando foram combinadas com NPF
(CHATTERJEE; BANDYOPADHYAY’; SARKAR, 2011; EBRAHIMINEZHAD et al., 2013;
ISMAIL et al., 2015; RAMTEKE et al., 2010).

Por outro lado hé relato na literatura que cita que NPF promoveram o crescimento de
células bacterianas de Pseudomonas aeruginosa em individuos imunocomprometidos. Em que
os resultados estdo correlacionados a propensdo de NPF em dissolver mais facilmente e gerar
Fe3* (aq) em solugéo, deste modo, podendo agir dependendo do tamanho das NPF como uma
fonte de ferro exdgena. No entanto neste mesmo relato ha a informacdo de que estudos

posteriores devem ser avaliados para confirmar esta afirmacdo (BORCHERDING et al., 2014).

Mesmo que existam ambiguidades quanto aos efeito antimicrobianos das NPF, na
literatura encontram-se pesquisas que comprovam os efeitos antimicrobianos das NPF tanto
contra bactérias Gram-positivas quanto contra Gram-negativas (CHATTERJEE;
BANDYOPADHYAY; SARKAR, 2011; EBRAHIMINEZHAD et al., 2013; ISMAIL et al.,
2015; RAMTEKE et al., 2010). Dentre estes efeitos antimicrobianos, NPF podem provocar
efeitos bacteriostaticos e/ou bactericidas. Em caso de efeito bacteriostatico, as bactérias em
contato com NPF ndo morrem mas param de se reproduzir. Em caso de efeito bactericida as
coldnias bacterianas ndo se desenvolvem, e se extinguem as ja desenvolvidas (STANKIC et al.,
2016).

Ainda sobre o efeito antimicrobiano das NPF, foi estudado que quanto maior a
concentracdo de NPF maior o efeito que exercem contra bactérias. Em um estudo passado foram
testadas concentragdes de 12,5 mg/mL; 25 mg/mL e 50 mg/mL de NPF contra seis bactérias,
incluindo trés Gram-positivas Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Streptococcus
pyogenes e trés Gram-negativas Pseudomonas aeruginosa, Aeromonas hydrophila e
Escherichia coli. Os resultados demonstraram que a inibi¢cdo no crescimento das bactérias
testadas foi dependente da concentracdo utilizada, e que o efeito antibacteriano foi melhor

observado em concentragdes mais altas (RAFI et al., 2015).
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2.3.1 O papel da parede celular bacteriana na interacdo entre células bacterianas
e NPF

Para o claro entendimento do efeito antibacteriano das NPF contra os variados tipos
bacterianos é importante considerar que existem dois tipos de bactérias: as Gram-positivas e as
Gram-negativas. Estas por sua vez se diferem quanto a estrutura da parede celular, que
influenciam nas interagdes com as NPF (SCOTT; BARNETT, 2006).

A parede celular € uma estrutura rigida que envolve as bactérias. Confere protecdo a
elas, isolando-as das influéncias ambientais externas (Figura 4) (LEVINSON, 2016), bem como
confere as bactérias cargas superficiais, as quais influenciam na adesao, atracdo e repulsao
eletrostatica das células bacterianas com as NPF (ISMAIL et al., 2015).

Figura 4 — Esquema das estruturas celulares diferenciais em bactérias Gram-negativas e Gram-positivas
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As bactérias Gram-positivas possuem cargas superficiais negativas, sdo compostas por
uma grossa camada de peptideoglicano (15-30 nm), que estd ligada a acidos teicoicos
(LEVINSON, 2016). Estes componentes formam um conjunto de moléculas avidas por protons
que contribuem para a carga negativa da célula (ROMLING; BALSALOBRE, 2012).

Geralmente bactérias Gram-positivas tendem a ser mais susceptiveis devido possuirem
apenas uma camada externa de peptideoglicano, que ndo é uma barreira de permeabilidade
efetiva (ISMAIL et al., 2015). Esta observacdo é evidenciada em um estudo de Azam et al.,
(2012), que avaliaram que a atividade antibacteriana de nanomateriais testados (NPF, NP de
zinco e de cobre) foram mais eficazes contra cepas bacterianas Gram-positivas em comparagao

com estirpes bacterianas Gram-negativas, ndo excluindo a efetivagao contra estas ultimas.
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As bactérias Gram-negativas possuem espago periplasmatico e membrana externa,
estruturas conferem maior resisténcia as bactérias Gram-negativas, pois dificultam de certa
forma a penetracdo das NPF no interior da célula (ISMAIL et al., 2015). Além do mais, a
membrana externa das Gram-negativas é composta por lipopolissacarideos, fosfolipideos e
proteinas. Esta composi¢do torna a parede celular delas estruturalmente e quimicamente mais
complexa (ARUGUETE; HOCHELLA, 2010).

Desse modo, a parede celular, a presenca da membrana externa e suas estruturas
intrinsecas fazem com que a carga negativa da membrana celular das bactérias Gram-negativas
seja aumentada, 0 que provoca a impermeabilidade aos compostos lipofilicos, e também
geralmente limitam a penetracdo de radicais livres carregados negativamente (HAJIPOUR et
al., 2012).

Existem outras questdes chaves que influenciam na interacdo entre células bacterianas e
NPF, tais como as propriedades intrinsecas das NPF, como as cargas superficiais que tendem a
ser negativas, o tamanho das NPF, entre outros, que desempenham um papel importante na
determinacéo da toxicidade das NPF (EBRAHIMINEZHAD et al., 2016).

O padréo da interacdo entre células bacterianas e NPF também desempenha um papel
fundamental na determinacdo da atividade antimicrobiana das NPF. A ligacdo das NPF as
superficies das células bacterianas é governada por interacGes hidrofobicas ou interacGes
eletrostaticas (EBRAHIMINEZHAD et al., 2015). Estas intera¢des sao mediadas pelo processo
de atrag&o que ocorre pela diferenca da carga superficial presente nas moléculas (DJURISIC et
al., 2015).

Quando NPF estdo no seu estado puro apresentam cargas superficiais negativas devido
a presenca de grupos hidroxilas (OH") ligadas a elas (ISMAIL et al., 2015). Estes grupos sdo
oriundos da solugdo aquosa em que estdo fluidizadas (DJURISIC et al., 2015). Portanto, ocorre
a repulséo eletrostatica entre as cargas negativas de NPF com as membranas das células
bacterianas, o que dificulta a interagéo entre elas (EBRAHIMINEZHAD et al., 2015).

Assim, NPF revestidas com grupos carregados positivamente interagem mais facilmente
com a superficie bacteriana, resultando em uma interacdo mais forte, levando a producéo de
ERO. Deste modo, a funcionaliza¢do superficial de NPF com determinados compostos pode
mudar e favorecer o padrdo da biocompatibilidade e a interacdo com as células bacterianas
(MANKE; WANG; ROJANASAKUL, 2013).
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No mais, as forcas eletrostaticas ndo sdo as Unicas forgas responsaveis pela interacdo
entre as NPF e as células bacterianas. Li; Gao; Li, (2009) sugeriram que a adsor¢do de NPF na
superficie das células bacterianas ocorre principalmente devido ao efeito do tamanho
nanométrico, que ocorre em funcdo do tamanho diminuto e da grande area superficial das NPF.

Outros processos de ligacdo também sdo relatados, como as ligacfes de hidrogénio.

Em um estudo passado foi comprovado que mesmo quando as superficies das NPF
foram modificadas e carregadas negativamente ndo houve repulsdo com as bactérias. Nestes
casos, NPF podem interagir com a superficie celular bacteriana em virtude da presenca de
fatores de adesd@o nas bactérias (ex.: adesinas e pilus), os quais sdo responsaveis por mediar as
ligagdes da superficie bacteriana com as NPF e com varios outros substratos (DJURISIC et al.,
2015; DAMACENO; FARIAS, 2016).

2.4. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria Gram-negativa, encontrada no solo, que é seu
habitat de origem, mas comumente habitam outros ambientes, principalmente clinicos. E
aerobia, baciliforme e considerada uma bactéria oportunista. Raramente causam doencas em
um sistema imunoldgico saudavel, mas em eventuais fraquezas do organismo podem causar
graves infeccBes sistémicas (MACHADO et al., 2012). E um dos principais patdgenos
oportunistas representando 10% das infeccdes hospitalares, com uma taxa de mortalidade de

50% em pacientes cronicamente doentes (KUMARI et al. 2014).

Esta bactéria estda comumente relacionada as infec¢bes associadas a dispositivos
implantados e cirargicos. Tais como, proteses de valvulas cardiacas, marca-passos, implantes e
catéteres em geral, que contribui significativamente para o aumento da morbimortalidade e nos
altos custos hospitalares devido aos longos periodos de internacio (ROMLING;
BALSALOBRE, 2012).

E um dos micro-organismos melhor estudados em ensaios in vitro, pois possuem alta
patogenicidade e tendéncia de se desenvolverem e se organizarem em biofilme (MACHADO
etal., 2012). Isolados desta espécie sdo capazes de formar biofilme com estruturas semelhantes
a cogumelos, indicando forte capacidade de aglomeracdo celular e resisténcia intrinseca
(BRIDIER et al., 2010).
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Por isso sdo considerados como modelo em relacdo aos estudos de composicdo da
matriz exopolimérica e de arquitetura tridimensional (MACHADO et al., 2012). Na maioria
dos casos, possuem ampla resisténcia, exigindo cultivo e teste de sensibilidade a
antimicrobianos para decidir o melhor tratamento. Assim o diagnostico preciso de infeccdes
decorrentes desta bactéria apresenta certa dificuldade para ser elaborado (BRIDIER et al.,
2010). Fato que somado a sua fécil disseminacdo pelo ambiente e a habilidade de se reproduzir
com minimas exigéncias nutricionais, até mesmo na agua purificada a torna uma bactéria de
dificil controle (PEDROSA et al., 2014).

Possuem sensibilidade diminuida aos antimicrobianos convencionais, que sdo as
principais opcdes terapéuticas para o tratamento de infeccdo por esse micro-organismo como
os carbapenémicos e as cefalosporinas (MATOS et al., 2014). Além destes antimicrobianos, a
baixa sensibilidade também é observada em outras diferentes classes estruturais, como a
ampicilina, ampicilina-sulbactam, amoxicilina-clavulanato, cefalosporinas de espectro-
estendido (exceto ceftazidima e cefepima), tetraciclinas, macrolideos, rifampicinas,
cloranfenicol e trimetoprimsulfametoxazol (MATOS et al., 2014). O que torna os tratamentos
mais caros e de dificil resolucdo, bem como, limitam o tempo de vida Gtil dos antimicrobianos
e sugerem uma introducdo constante de novos compostos contra a qual Pseudomonas

aeruginosa ndo conseguiram desenvolver resisténcia ainda (JAMIL; IMRAN, 2017).

Deste modo, a grande proporcao que esta resisténcia pode vir a atingir nos préximos
anos gera uma preocupacéo global, visto que ha anos atras foi constatado que mais de 70% das
infeccBes bacterianas eram resistentes a maioria dos antibioticos usados para erradicar
infeccOes (ALLAHVERDIYEV et al., 2011).

Este problema é agravado pela falta de insumos para a terapéutica das infeccbes
bacterianas junto a falta de incentivos e interesse das grandes empresas farmacéuticas.
Ocorrente muitas vezes devido a questdo econdmica, que requer alto processo dispendioso. E
ao retorno financeiro lento, refletindo a dificuldade de inovagdes medicamentosas fora do
espectro de acdo ja conhecidos até hoje pela comunidade cientifica (BLASER, 2016; MORAN
etal., 2011).

Deste modo os esforgos estdo sendo direcionados na exploragdo de nanomateriais com
potencial atividade antimicrobiana, j& que as op¢des medicamentosas existentes no mercado
farmacéutico para bacteérias resistentes so séo efetivas quando utilizadas em doses elevadas, que
precisam ser maiores ainda para erradicar micro-organismos organizados em biofilme
(GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010).



29

Doses muito elevadas de medicamentos antimicrobianos foram necessérias para
erradicar biofilme formado por Pseudomonas aeruginosa, foi verificado que a concentragéo de
Imipenem (antibidtico, do subgrupo do carbapenem, com o maior espectro dentre 0s
betalactamico e altamente resistente as betalactamases) necessaria para eliminar estas cepas em
biofilme era maior que 1.024 pug.mL™, enquanto que 1 pug.mL™ eliminou as formas planctdnicas
deste micro-organismo (CERI et al., 1999).

A resisténcia a medicamentos € um processo natural, que tende a aumentar quando as
doses de antimicrobianos sdo aumentadas, pois quanto mais inospito estiver o ambiente, as
bactérias tendem a trocarem seus genes de resisténcia, que ocorre muitas vezes atraves dos

processos de conjugacéo, transducao ou transformacao (JAMIL; IMRAN, 2017).

Entre os mecanismos de resisténcia, os principais se devem a presenca de variantes
fenotipicas, bem como a grande proximidade entre as células bacterianas e a estrutura
populacional densa, as quais facilitam a disperséo de genes de resisténcia (LEWIS, 2000). De
modo geral essa resisténcia se deve ao fato de a maioria dos micro-organismos preferirem viver
em col6nias bem desenvolvidas (biofilme), do que na forma plancténica. Nessas coldnias
desenvolvidas, as bactérias ndo sO se tornam inacessiveis aos agentes antibacterianos e ao
sistema imunoldgico do corpo, mas também fornecem um reservatorio para infecgdes cronicas
por todo o corpo (JAMIL; IMRAN, 2017). Devido a penetrabilidade e difuséo insuficiente de
moléculas na matriz polissacaridica das bactérias. Em que os poros sdo tdo pequenos a ponto

de bloquearem a passagem de macromoléculas (LEWIS, 2000).

Deste modo, sabendo das restricdes medicamentosas existentes, o desenvolvimento de
alternativas inovadoras no combate ao crescimento de bactérias € sem ddvidas um poderoso
aliado para a sociedade e para a satide pablica em todo o mundo (GUIMARAES; MOMESSO;
PUPO, 2010).

Para evitar o crescimento das células ja aderidas e a colonizacdo de outras bactérias, 0s
esforcos tém sido focados nas duas ultimas décadas na adsor¢do de materiais ou impregnacao
com agentes antimicrobianos, com o uso de NPF. Levando em consideracdo que muitas
infeccBes microbianas sdo relacionadas ao uso de dispositivos implantados, as estratégias

anticolonizacéo e antiadesdo se mostram promissoras (RENNER; WEIBEL, 2011).

Pseudomonas aeruginosa tém capacidade de se fixar a uma superficie inicial,
colonizarem e se desenvolverem (AKBARI, ALI, 2017). Para evitar esta adesdo inicial é

necessario alterar a estrutura das superficies revestindo-as. As superficies microbianas
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geralmente apresentam natureza hidrofdbica. Por isso as estratégias no combate & aderéncia das
celulas concentram-se no emprego de revestimentos com superficies antiadesivas, com
alteracdes fisicas e quimicas de compostos que perturbam a producéo de adesinas bacterianas
(RENNER; WEIBEL, 2011).

2.5. Determinacéo da DLso

Em pesquisas cientificas, diversas técnicas sdo empregadas para a verificacdo da
toxicidade de substancias (CAVALCANTE et al., 2000). A utilizacdo de organismos em
laborat6rios, como micro-organismos, cobaias e inclusive seres humanos sao uma delas. Neste
quesito a alternativa de utilizar micro-organismos se sobressai dentre as demais (RAJEH et al.,
2012).

O teste para avaliar a toxicidade das amostras através da dose letal mediana (DLso) € um
modelo, bastante utilizado em estudos toxicol6gicos. Foi desenvolvido em 1927 e desde entdo
é utilizado em protocolo toxicologico de rotina de classes de compostos quimicos, ja que é
abordado praticamente em todas as diretrizes governamentais que regulamentam esse tipo de
teste (ZBINDEN, FLURY-ROVERSI, 1981).

A determinacédo da DLso pode ser realizada com a Artemia salina, um microcrustaceo da
ordem Anostraca (sem carapaca) que habita dguas universais salgadas (SORGELOQS et al.,
1986). Os cistos destes microcrustaceos apresentam a vantagem de serem metabolicamente
inativos e resistirem a estocagem por periodos longos, estes cistos podem ser facilmente
adquiridos e séo ideais para testes de toxicidade aguda e cronica, por apresentarem um ciclo de
vida relativamente curto para eclosao (24 a 48 h) quando em condi¢Ges adequadas (GOMES,
1986). E considerado um método conveniente por ser rapido, robusto, de baixo custo, facil

obtenc&o, manuseio e cultivo (RAJEH et al., 2012).

2.6. Curva de crescimento bacteriano

A reprodugédo de bactérias ocorre geralmente de forma assexuada por fissdo binaria

transversa, através da replicagdo cromossomal. Ap6s o0 cromossomo se replicar, ocorre a

invaginacdo da membrana plasmética e da parede celular e a bactéria se divide em duas outras
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células-filhas. Deste modo, o aumento populacional ocorre em progressdo geométrica
(NICOLAU, 2014).

As células microbianas apresentam fases distintas em seu crescimento celular, em que
inicialmente ocorre uma fase de atraso enquanto as bactérias se ajustam a um novo ambiente
(lag), sequido por uma fase de crescimento exponencial, em que sdo explorados os nutrientes
disponiveis, posteriormente passam por uma fase de saturagdo-estacionaria quando 0s recursos
sdo esgotados e, por fim, ocorre o declinio celular bacteriano (MANHART; ADKAR,;
SHAKHNOVICH, 2018). Estas fases podem ser evidenciadas como uma curva de crescimento

bacteriano representada na Figura 5.

Figura 5 — Esquema com as fases da curva de crescimento bacteriano
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Fonte: Autoria propria baseada em Manhart; Adkar; Shakhnovich, 2018
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3. OBJETIVOS

O presente trabalho prop6s testar o efeito de NPF e de NPFF no crescimento de
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e ATCC 9027.

Este objetivo geral encontra-se dividido nos seguintes objetivos especificos:

o Sintetizar NPF através do método de coprecipitacdo quimica, e funcionaliza-las com &cido

citrico, para formacao de uma disperséo coloidal estavel;

o Determinar a concentracdo de ions ferro presente nas suspensdes de NPF e em NPFF, através
da AA, com a finalidade de determinar a concentragdo méaxima das solugdes a ser testada na
DLso;

o Caracterizar as amostras através das técnicas de:

1) Espectroscopia de absorcéo atbmica na regido do infravermelho (EIV), para avaliar
as bandas caracteristicas dos grupos funcionais presentes e a efetividade da

funcionalizacao.

I Difratometria de raios X (DRX), para determinar o didmetro médio e as fases
cristalinas das NPF e das NPFF;

I11)  Potencial Zeta (PZ) para inferir a magnitude das cargas superficiais e a estabilidade
da dispersdo das NPF e NPFF;

IV)  Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET) para avaliar a morfologia e o
tamanho das NPF e NPFF;

o Determinar a toxicidade pela DLso a partir de bioensaios com Artemia salina para
avaliacdo preliminar da dose toxica das NPF e NPFF e

o Determinar a curva de crescimento bacteriano e avaliar o efeito que NPF e que NPFF
apresentam no crescimento de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e ATCC 9027

frente as fases do ciclo celular bacteriano.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Etapa fisico-quimica

4.1.1. Sintese das NPF

As NPF foram obtidas seguindo o método de coprecipitacdo desenvolvido por Qu et al.,
(1999) com algumas modificagdes. Inicialmente foram pesados 10,0926 g de FeCl2.4H.0 e
28,0757 g de FeCl2.6H20. As quais foram adicionadas em 500 mL de &gua deionizada sob
agitacdo magnética (£ 200 rpm). Posteriormente 45 mL de NaOH 25% (v/v) foram
acrescentados na solucdo. Imediatamente um precipitado preto foi formado. O pH da solucéo
foi aferido em 8,28. A solucdo foi aquecida a 80 °C por 20 minutos a fim de controlar o tamanho
das NPF formadas.

A solucdo foi lavada para retirada dos ions em excesso com o auxilio de um imé& de
neodimio. Neste processo, o ima de neodimio atraia as NPF para o fundo do béquer, devido a
atracdo magnética, possibilitando o descarte do sobrenadante, sem perca das NPF. Este
processo de lavagem foi repetido por 10 vezes consecutivas. Apds a lavagem aferiu-se o pH da
solucdo, que ficou em torno de 8,00. Uma aliquota desta solucdo foi separada e identificada

como NPF.

4.1.2. Funcionalizacdo com &cido citrico e esterilizacdo das NPF

Para a funcionalizacdo das NPF foi utilizada metodologia adaptada de Morais et al.,
(2003), em que foi preparada uma solucéo de &cido citrico a 0,17%, oriunda da dissolucédo de
5,0 g de &cido citrico em 30 mL de &gua deionizada. Esta solu¢do (30 mL) foi adicionada ao

fluido das NPF a 80 °C sob agitacdo magnética (x 200 rpm).

A solucdo resultante foi lavada por duas vezes para retirada dos ions citrato em excesso.
Posteriormente foram adicionadas gotas de amonia P.A. para a elevacdo do pH até 8,00. Por
fim a solugéo foi aquecida novamente a 80 °C, para favorecimento da formagéo das NPF com
pequeno tamanho, e consequentemente foi formada uma disperséo coloidal de coloragdo negra,

com forte magnetismo constatado pela atragdo magnética por um imé& de neodimio.

A solucéo resultante da etapa anterior foi dialisada para retirada dos ions em excesso.

Com isso a solucéo final resultante ficou mais diluida, devido a entrada de dgua por osmose



34

reversa dentro da membrana que resguardava a solucéo. Por fim a disperséo coloidal final foi
denominada de fluido magnético. Esta disperséao foi separada e identificada como NPFF.

Para a realizacdo dos ensaios microbioldgicos, as amostras de NPF e NPFF foram
esterilizadas em autoclave a 121 °C sob pressao de 1 atm por 15 minutos. Posteriormente foram

estocadas em geladeira a temperatura de 4 °C aproximadamente (Figura 6).

Figura 6 — Esquema da metodologia empregada na funcionalizacdo das NPF e NPFF

Esterilizagao 15
minutos a 1 atre,

agua deionizada 5 4
80° C/Agitacio 80° C/Agitacio
I 1
Sintese e funcionalizacdo Esterilizagdo para realizagao dos
bioensaios

Fonte: Autoria prépria, 2018

4.1.3. Determinacdo da concentracao de ferro

Para a determinacdo da concentracao de ferro no fluido magnético de NPF, foi pipetado
100 pL da dispersdo (NPF) previamente esterilizada em millex 0,22 um, mais 1 pL de &gua
deionizada e 500 uL de HCI PA, para béquer de vidro de 100 mL. A mistura foi aquecida a 100
°C até evaporizacdo. Aguardou-se a solucdo esfriar e transferiu-se o contetido resultante da
etapa anterior para um baldo volumetrico de 100 mL. Completou-se o volume do baldo com
agua deionizada. Em seguida foram feitas sucessivas diluicbes até obtencdo das seguintes
concentragdes: 0,0002, 0,0005, 0,001, 0,006, 0,002 e 0,005 mg/mL de NPF. Posteriormente foi
realizado o espectro de absorcdo atdmica de chama utilizando o espectrofotdmetro de absorcéo
atdbmica Perkin Elmer 5000 do Laboratério de Quimica Instrumental da UEG (EWINK;
VROEGE; PHILIPSE, 1999). Repetiu-se 0 mesmo procedimento para NPFF. E determinou-se

a concentracdo meédia de ambas amostras.
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4.1.4. Técnicas de caracterizacéo

Para a secagem de amostras de NPF e NPFF para realizacdo de alguns testes de
caracterizacdo que exigiam amostras em estado solido (p0), aliquotas de aproximadamente 20
mL foram estocadas em placa petri e resguardadas em um dessecador por um periodo de 7 dias.
Posteriormente o po resultante desta etapa, foi transferido para frascos de vidro, identificados e

armazenados.

Para avaliar a qualidade, o tamanho e comprovar as caracteristicas fisico-quimicas das
NPF e NPFF foram realizadas caracterizacOes através das seguintes técnicas convencionais que

seguem.

4.1.4.1. Espectroscopia na regido do infravermelho

As andlises foram realizadas no Laboratorio de Analise Instrumental da UnUCET,
Universidade Estadual de Goias — UEG, em um espectrofotdmetro de infravermelho Spectrum

Frontier (Perkin Elmer).

As amostras de NPF e NPFF previamente dessecadas, foram preparadas em pastilhas de
KBr em que se misturou cerca de 1 g de amostra sélida para 3 g de KBr, as quais foram
maceradas até obtencdo de um pulverizado homogéneo e posteriormente foram pressurizadas
para a obtencdo das pastilhas. As pastilhas de KBr com as amostras foram colocadas em suporte
proprio e lidas no espectrofotdmetro de infravermelho. As leituras das amostras foram
irradiadas com radiacdo infravermelha no intervalo espectral de 400 a 4000 cm™. Como
resultado foi graficada a porcentagem da radiacdo transmitida em funcdo do numero de onda e

aos movimentos caracteristicos intramoleculares (SUN et al., 2004).

4.1.4.2. Difratometria de raios X

Os difratogramas foram obtidos em um difratdmetro de raios X Shimadzu modelo XRD
6000 na Universidade Estadual Paulista "Julio de Mesquita Filho" — UNESP.

A DRX foi utilizada para a caracterizacéo da estrutura cristalina das NPF e NPFF. Os
difratogramas de raios X foram obtidos de amostras na forma de pd. Utilizou-se o equipamento
Shimadzu modelo XRD 6000, com fonte de radiagdo do Cobre CuK, (A= 1,54056 A), voltagem
de 30 kV e corrente de 30 mA. As medidas foram feitas em varredura continua no intervalo de

10°< 20 < 80°, a uma Velocidade de varredura de 2°min™. O didmetro médio das NPF foi
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estimado através do difratograma obtido, em que utilizou-se a largura a meia altura (full-width
at half maximum: FWHM) do pico de reflexdo mais intenso, com a equacdo de Scherrer,
apresentada abaixo (MASSART; ROGER; CABUIL, 1995).
d = k)
pcos(6s)

Em que d é o diametro médio da particula, k, a constante de Debye-Scherrer, X é o
comprimento de onda de 1,54056 A do cobre e g é um parametro fornecido pelo equipamento.
Este ultimo corresponde respectivamente ao angulo de difracéo e a largura a meia altura do pico
principal corrigida com relacdo a um padréo de silicio (MONSHI; FOROUGHI; MONSHI,
2012). A identificagéo estrutural das amostras foi feita comparando os difratogramas obtidos
com padrdes tabelados disponiveis em bancos de dados “Joint Commitee on Powder Diffraction
Standards — Powder Difraction File (JCPDS - PDF).

4.1.4.3. Potencial Zeta

O PZ foi obtido por um Zeta sizer modelo Nano Series da Malvern Instruments na
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho — UNESP. Em que as solucdes de NPF
e NPFF foram diluidas em dgua deionizada numa proporc¢do de 1 mL da solu¢do amostra para
3 mL de 4gua. Cada medicdo foi realizada em triplicata a temperatura ambiente.

4.1.4.4. Microscopia Eletronica de Transmissao

Para a obtencdo das imagens de Microscopia eletronica de transmissdo (MET), foi
utilizado o microscépio eletrénico de transmissdo TECNAI F20, do Laboratério de
Microscopia Eletronica na Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho — UNESP,
operado com voltagem a 200 kV. As amostras para esta técnica foram preparadas a partir da
dissolucao das NPF em agua deionizada, em que foi feita a de uma gota em um filme de carbono
amorfo sustentado por uma grade de cobre e total evaporacao do solvente.
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4.2. BIOENSAIQOS

4.2.1. Determinacéo da DLso

Antes de comprovar o efeito antibacteriano das NPF contra bactérias Pseudomonas
aeruginosa é necessario avaliar o seu potencial toxicolégico. Para isso o teste de escolha foi a
DLso. Para a determinacdo da DLsg, foi utilizada metodologia adaptada de Gongalves (2015),
em que 60 mg de cistos de Artemia salina foram incubados em um recipiente contendo
aproximadamente 250 mL de agua marinha sintética, a qual foi preparada através da dissolucéo

de sal marinho (40 g/mL) e suplementag&o com extrato de levedura (6 g/mL) (Figura 7).

Todo o material foi previamente esterilizado em autoclave a 121 °C por 15 minutos a 1
atm. Para cada concentracdo testada, os ensaios foram realizados em triplicata (trés pocos por

concentracgdo), totalizando 90 individuos expostos para cada concentracao.

Figura 7 — Esquema da metodologia empregada no teste da determinagéo da DLso
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Fonte: Autoria propria, 2018

Para a ecloséo dos cistos, 0 meio foi mantido sobre saturacdo constante de oxigénio, por

um periodo de 36 horas a temperatura ambiente e iluminacdo natural. Apos a ecloséo dos cistos,
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os nauplios foram transferidos para uma placa de Petri, em que foram distribuidas
aproximadamente dez larvas por pogo da microplaca com auxilio de uma micropipeta,
transferindo-se também os volumes necessarios de agua marinha sintética, para a obtencéo das
concentracgdes finais desejadas, sendo que em cada poco a quantidade total de solucao foi de
100 pL (totalizados entre a disperséao testada complementados com a adi¢do de 4&gua marinha
quando aplicavel diluicao).

As amostras foram diluidas para obtencéo das concentracdes pretendidas. Para o teste
da DLso de NPF, os volumes pipetados da dispersédo de NPF para se chegar as concentracdes
de 23500, 3000, 1500, 750 e 375 pg/mL* de NPF foram: 100, 26, 13, 6 e 3 pL de disperséo de
NPF para cada po¢o da microplaca. J& para se chegar as concentra¢fes de 7000, 3000, 1500,
750 e 375 pg/mL* de NPFF os volumes pipetados desta dispersdo foram de 100, 85, 43, 21 e
11 pL. (Figura 8). Todos os testes foram acompanhados de controles negativos, somente com
agua salina, e positivos com solucdo de dicromato de potéssio (K2Cr207) nas concentracdes de
50, 25 € 12.25 pg.mLL,

As contagens dos microcrustaceos mortos e vivos foram realizadas ap6s 24 h com
auxilio de um microscopio eletrénico. A morte do microcrustaceo foi evidenciada pela sua
sedimentacdo, por se tratar de um microcrustaceo ativo em agua salina, a falta de movimento e
sedimentacdo foram os indicadores de morte utilizados. Para a realizagdo dos céalculos
estatisticos, foi utilizado o programa Stat Plus como ferramenta.

Figura 8 - Esquema com as concentracOes das dispersdes de NPF e NPFF testadas para a avaliacdo da DLsg
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Fonte: Autoria propria, 2018
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4.2.2. Manutencao e reativacao das cepas bacterianas

Para a realizacdo dos ensaios microbiologicos foram utilizadas estirpes padrdo de
bactérias Gram-negativas Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 e ATCC 27853. As duas
ATCC de escolha foram utilizadas como medida confirmatoria dos resultados. Ambas
provenientes da colecdo do Laboratorio de Microbiologia da Universidade Estadual de Goias -
Anépolis. O esquema da metodologia empregada esta representado na Figura 9.

Figura 9 - Esquema da metodologia empregada na manutencao e reativacdo das cepas bacterianas
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Fonte: Autoria prépria, 2018

Inicialmente foi realizada a manutencdo das cepas bacterianas conforme descrito por
Silva, Costa e Chinarelli (2008) com pequenas modifica¢fes. Silva, Costa e Chinarelli (2008)
realizaram a manutencdo de leveduras repicadas em Agar de Sabouraud, que foram semeadas
em caldo infusdo cérebro—coragdo com 20% de glicerol, em que foram mantidos sob

refrigeracdo por 7 dias, e posteriormente, estocados em freezer a -20 °C.

No presente trabalho cepas de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 e ATCC 27853
foram repicadas em meio seletivo solido agar cetrimida, pela técnica de esgotamento por estrias,
e as placas foram incubadas a 35 °C por 24 horas. Em seguida, foram transferidas de 3 a 5
col6nias isoladas e tipicas resultantes da etapa anterior para um tubo com 15 mL de caldo BHI

(Brain Heart Infusion) com 20% de glicerol. Posteriormente foi feita a homogeneizagdo em
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agitador de tubos (vortex) por 15 segundos. Apos este procedimento os tubos foram incubados
por 12 horas a 35° C em estufa. Posteriormente aliquotas de 1 mL foram transferidas para
microtubos Eppendorf previamente esterilizados e devidamente rotulados. As aliquotas foram

armazenadas a 8° C por sete dias em geladeira e estocadas em freezer a -20 °C.

4.2.3. Avaliacdo da curva de crescimento bacteriano

A avaliacéo da curva de crescimento bacteriano foi feita conforme metodologia adaptada
de Oliveira (2016). Os ensaios foram realizados em triplicata em condi¢des assepticas, em que
as bactérias foram incubadas na presenca das NPF, NPFF e com controle de técnica com agua
e meio TSB em agitacdo constante por 70 h a 35° C (= 2 °C).

Para a determinacdo da curva de crescimento bacteriano, aliquotas foram coletadas nos
intervalos de 0, 20, 40 e 70 h. As aliquotas foram plaqueadas em agar cetrimida, incubadas a
35° C por 24 h e posteriormente foram realizadas as contagens das col6nias crescidas para a
determinacéo das UFC.mL* em cada condicdo (Figura 10).

Figura 10 - Esquema da metodologia empregada na determinagdo da curva de crescimento bacteriano
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Fonte: Autoria propria, 2018

Inicialmente o indculo de ambas ATCC foi ajustado a escala 0,5 de McFarland (1,5.108

UFC.mL™), diluido até a concentragdo 1,5.10%° UFC.mL*. Foi transferido 2 mL deste para um
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frasco estéril contendo 13 mL de NPFF; outros 2 mL para um frasco contendo 13 mL NPF e
outros 2 mL para outro frasco contendo 13 mL de &gua deionizada.

Para o ensaio enriquecido com TSB utilizou-se 0 mesmo procedimento. No entanto, foi
acrescentado 0,39 g de TSB na forma solida para os frascos contendo NPF e NPFF. Para o
controle de técnica desta condicdo, utilizou-se um frasco contendo 13 mL de meio TSB em
forma de caldo (diluido). O enriquecimento com TSB foi feito a fim de propiciar o crescimento

bacteriano em condicdes favoraveis.

As amostras permaneceram em agitacdo constante por um periodo de 70 ha 35° C (x 2
°C) em agitador orbital com aquecimento permanente. Foram coletadas aliquotas de 1 mL em
condicGes assépticas de cada condicdo nos intervalos 0, 20, 40 e 70 h, que posteriormente foram

armazenadas em microtubos em geladeira a 8° C.

Foram realizadas diluicBes seriadas para viabilizar a contagem das UFC.mL? nas
placas. Para o plaqueamento foi transferido 0,1 mL de cada aliquota para placas de Petri com
meio 4gar cetrimida. Foi feito o espalhamento de forma uniforme com al¢a Drigalsky em

movimentos circulares no sentido horario e anti-horario.

As placas foram incubadas por 24 h a 35° C. Os resultados foram avaliados através da
contagem das col6nias viaveis, em que foi determinado o nimero das UFC.mL™. O resultado
médio de cada condicdo foi registrado e multiplicado pelo fator da diluig&o.

4.2.4. Analise estatistica dos dados

Os testes foram reproduzidos em triplicatas em ensaios independentes. As contagens
das UFC.mL™ foram feitas em cada intervalo de tempo e condicdes, as quais foram analisadas
descritivamente por meio dos céalculos das médias das UFC.mL™.

Para as analises estatisticas dos dados foi aplicado o programa GraphPad QuickCalcs
no qual foi utilizado o teste t aplicado com 95% de confianga, sendo significativo um p < 0,05.
As variaveis NPF vs NPFF foram calculadas para ATCC 27853 nas condicdes de crescimento
com agua deionizada, e nas condi¢des de crescimento com TSB. O mesmo racional foi seguido
para o calculo da ATCC 9027.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Obtencgéao e funcionalizacido das NPF

Foram obtidos aproximadamente 300 mL de NPF e 250 mL de NPFF, oriundas do
método de sintese de coprecipitagdo. Depois de sintetizadas, as NPF apresentaram
sedimentacdo instantanea e coloracdo amarronzada, ja as NPFF apresentaram a dispersdo

homogénea e coloragéo enegrecida (Figura 11).

Segundo Kuzmann et al., (2017), estas diferencas ocorreram devido ao processo de
funcionalizagdo, que evitou a oxidacao dos ions Fe* em Fe?* (devido a ligagdo do acido citrico
por quimissorcdo aos ions ferro, que impediu a ligacdo do O2) bem como também evitou a
agregacdo das NPFF, favorecendo a estabilidade da dispersdo coloidal (através das cargas
negativas oriundas dos grupos carboxilatos do &cido citrico que repeliram com as cargas
negativas das NPF, deixando as NPF em disperséo).

Figura 11 — Dispersdo das NPF (coloracdo marrom) e NPFF (coloracdo negra) representadas da

esquerda para a direita

Fonte: Autoria prépria, 2018

Na Figura 12, NPF e NPFF estdo representadas em estado sélido ap6s o processo de
dessecagdo, o qual foi feito para a obtencdo do pO para a realizacdo das técnicas de
caracterizacdo, em que se pode observar a atracdo eletromagnética pelo imé@ de neodimio,

caracteristicos dos 6xidos de ferro maghemita e magnetita.
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Figura 12 - NPF e NPFF (sdlidas) representadas da esquerda para a direita submetidas a um campo

magnético com iméa de neodimio

Fonte: Autoria propria, 2018

5.2. Determinacéo da concentracéo de ferro

As concentracBes de ions ferro presentes em ambas as solucGes foram determinadas

através da técnica de AA, a fim de avaliar a dose méxima a ser testada no teste da DLso.

A dispersdo de NPF apresentou concentragdo de 23500 pg.mL* de fons ferro e a de
NPFF apresentou concentragdo de 7000 pg.mL* de ions ferro/mL. A diferenca entre as
concentragdes de ions ferro presentes nas dispersdes de NPF e NPFF se deve ao processo de
funcionalizacdo, o qual teve a etapa a mais de sucessivas lavagens pelo processo de dialise por

osmose reversa, deixando o fluido menos concentrado.

5.3. Técnicas de caracterizagdo

5.3.1. Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho

Moléculas possuem em suas estruturas atomos que oscilam constantemente ao redor de
suas posicOes de equilibrio. Estas oscilacfes ocorrem em movimentos de estiramento simétrico
e assimétrico, dobramento angular, torcdo, balanco e rotacdo. Assim, através da técnica de
espectroscopia no infravermelho é possivel determinar as frequéncias vibracionais dos atomos
gue compdem 0s grupos caracteristicos presentes em um dado composto quimico (PRATER,;
KJOLLER; SHETTY, 2010).
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A Figura 13 representa o EIV obtido a partir das NPF, das NPFF e do &cido citrico. Na
curva de NPF duas bandas s&o observadas em torno de 500 e 400 cm™, que séo atribuidas ao
modo de vibracdo de estiramento associado as ligacbes Fe-O carateristico das NPF
(WALDRON, 1955; BORDBAR et al., 2014).

Na curva do acido citrico observou-se uma banda em 1760 cm™ e 1480 cm™ que pode
ser atribuida a vibracdo de estiramento assimétrico e simétrico, respectivamente, de C=0 do
grupo COOH do acido citrico. Na curva de NPFF esta banda surge deslocada em cerca de 1700
cm™* (SAHOO et al., 2005). Isso sugere que o acido citrico se complexa com os atomos de ferro
pelo grupo carboxilato, em que é enfraquecido com a ligacdo ao ferro e deslocado a frequéncia
de estiramento menor (CHERAGHIPOUR; JAVADPOUR; MEHDIZADEH, 2012).

Figura 13 - Espectro de infravermelho obtido a partir de NPF, NPFF e acido citrico
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Fonte: Autoria prépria, 2018

Bandas de menores intensidades aparecem em 1490, 1200, 1100 cm™ na curva de NPFF
e NPF. Estas bandas correspondem ao estiramento simeétrico do grupo COQ", ao estiramento

simétrico de C-O e ao grupo OH do &cido citrico, respectivamente. Assim, foi proposto que o
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acido citrico se ligou a superficie das NPF por quimissorcao através de ligacbes covalentes dos
ions citrato as moléculas de ferro (Figura 14) (SAHOO et al., 2005).

Figura 14 - Esquema do processo de ligacdo do acido citrico as NPF

NPF Acido citrico £ NPFF

Fonte: CHERAGHIPOUR, JAVADPOUR, MEHDIZADEH, 2012

5.3.2. Difratometria de raios X

A DRX é uma das técnicas mais empregadas para caracterizar NPF (p0). Pois fornece
informacdes sobre composicdo, cristalinidade do material e do diametro médio das NPF. A qual
ocorre através da interacdo de raios X com a substancia cristalina. Em que é formado um padréo
de difracdo que pode ser comparado com dados conhecidos da literatura (MASSART; ROGER,;
CABUIL, 1995).

O fundamento da técnica se baseia no fendmeno da interacdo entre ondas
eletromagnéticas com particulas da mesma ordem de grandeza que a do comprimento de onda
do difratbmetro. Assim em amostras cristalinas, os feixes espalhados do difratbmetro ao
incidirem sobre o material cristalino sofrem interferéncias caracteristicas, em que é formado
um padrdo de difracdo que fornece as informagdes qualitativas das amostras analisadas
(MONSHI; FOROUGHI; MONSHI, 2012).

A Figura 15 representa o difratograma das NPFF, em que se pode observar uma série
de picos caracteristicos dos oxidos de ferro de maghemita e magnetita em 20. Os picos, S0
atribuidos aos planos (111), (220), (311), (400), (422), (511), (440), (620), e (533). Estes planos
estdo em concordancia com as caracteristicas dos difratogramas padrdes tabelados das NPF de
maghemita e magnetita disponiveis em bancos de dados “Joint Commitee on Powder
Diffraction Standards — Powder Difraction File (JCPDS - PDF).

O didmetro médio das NPF e das NPFF foi estimado a partir do pico correspondente de
maior intensidade (311), que foi obtido no difratograma, por meio do valor do &ngulo de
espalhamento - do pico de difracdo e sua respectiva largura a meia altura, na qual calculou-se

o tamanho médio das NPF através da equacao de Scherrer, conforme férmula abaixo, em que
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foi considerado os seguintes dados: valor de k (constante de Debye-Scherrer) de 0,9, valor de
A (fonte de radiacdo do Cobre 1,54056 A), e o valor de Bcos(65) foi um pardmetro fornecido
pelo equipamento, sendo 0,013415 para NPF e 0,01264 para NPFF. (KLUG; ALEXANDER,
1954).

d = k)
pcos(6s)

Assim o didmetro médio estimado nas NPF e NPFF foram ambos de 10 nm. Isto mostrou
qgue NPF e NPFF possuem tamanho nanocristalino em conformidade com outros autores
(CHERAGHIPOUR; JAVADPOUR; MEHDIZADEH, 2012), e que NPFF ndo sofreram
mudangas em seu tamanho decorrente do processo de funcionalizacéo.

Figura 15 - Difratograma de raios X das NPFF em contraste com padrdes tabelados de maghemita e

magnetita disponiveis em bancos de dados “Joint Commitee on Powder Diffraction Standards”
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Fonte: Autoria prépria, 2018

Foi possivel observar que o método de sintese por coprecipitagdo proporcionou a
obtencdo de NPF de pequeno tamanho, visto que outros metodos de sintese, como ablagdo por

laser, as NPF sintetizadas apresentaram diametro médio de 50-110 nm (ISMAIL et al., 2015).

O didmetro médio obtido das NPF sintetizadas no presente trabalho apresentou-se
préximos a outros estudos semelhantes. Em que Chatterjee; Bandyopadhyay; Sarkar, (2011)

obtiveram NPF de didmetro médio de 8 nm, pelo método de sintese de coprecipitacéo.



47

Além do mais, nessa faixa de tamanho NPF ndo apresentam toxicidade in vitro em
comparagdo com estudos citotdxicos ja realizados. No qual NPF comerciaveis de 10 nm de
diametro foram testadas e nenhum efeito citotoxico apreciavel foi observado (FIENG et al.,
2018).

5.3.3. Potencial Zeta

O potencial Zeta (PZ) é uma técnica empregada para medir a migracgao eletroforética de
particulas em suspenséo. No presente trabalho a medicdo do PZ foi usada para determinar a
carga superficial das NPF e NPFF. Assim como a repulsdo eletrostatica entre as NPF e a
estabilidade da dispersdo. A medida foi realizada em um Zeta sizer modelo Nano Series da

Malvern Instruments. Em cada caso, foram realizadas trés medicOes separadas.

A Tabela 1 apresenta os resultados de PZ das amostras de NPF e NPFF. Os valores
positivo das NPF e negativo das NPFF evidenciam que houve funcionalizacao efetiva das NPF

com o &cido citrico, contribuindo com a estabilidade da disperséo.
Tabela 1 — Resultados do potencial Zeta das amostras de NPF e NPFF

Compostos Potencial Zeta (mV)
NPF 32,7+7,13
NPFF -8,98 + 7,70

As superficies das NPFF apresentaram valores negativos, em decorréncia dos grupos
carboxilatos provindos do é&cido citrico. Deste modo 0s resultados obtidos estdo em
concordancia com relatos da literatura, em que foi avaliado em um estudo feito por Andreas et
al., (2012) que NPF funcionalizadas com &cido citrico apresentaram carga superficial negativa
(-27,3 £ 1,41 mV), enquanto outras NPF ndo funcionalizadas apresentaram cargas mais neutras
(-3,48 £ 0,55 mV).

Wierzbinski et al., (2018), em um estudo semelhante, avaliaram o PZ de NPF revestidas
com DMSA (&cido dimercaptossuccinico), um componente quimico que também possui em sua
estrutura grupos carboxilicos, semelhante ao acido citrico. A medicdo do PZ feita nesse sistema
apresentou -49,3 mV em agua, o qual sugeriu que o valor negativo se deve a forte carga negativa
na superficie das NPF, que produziu elevada estabilidade coloidal da dispersdo de NPF devido
a forte forca repulsiva eletrostatica e aos grupos carboxilicos oriundos do revestimento utilizado
(WIERZBINSKI et al., 2018).
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5.3.4. Microscopia eletrénica de transmisséo

A MET esta representada na Figura 16 abaixo, em que é possivel observar as imagens
obtidas pelo MET das amostras de NPF e de NPFF, juntamente aos histogramas que foram
construidos através do programa IPEXP4.

Figura 16 - Microscopia eletrénica de transmissédo de NPF e NPFF e histograma da distribuicéo da

tamanho das nanoparticulas
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Fonte: Autoria propria, 2018

Foi feita medicdo de aproximadamente 350 nanoparticulas de cada amostra. Os valores

dos diametros foram plotados para a construgdo do histograma, em que se pode observar que
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ambas amostras apresentaram majoritariamente diametro médio de 10 nm, com desvio padrdo
de 2,13 nm para NPF e 2,21 para NPFF.

A microscopia eletrénica de transmissao (MET) consiste em um disparo de feixe de
elétrons de alta energia, que € guiado por um conjunto de lentes magnéticas, que atravessa a
amostra, através da incidéncia dos feixes na amostra estes sofrem diversos tipos de
espalhamento, que sdo dependentes das caracteristicas do material. Assim os feixes difratados
sdo recombinados na formacdo de uma imagem bidimensional, projetada na tela do
microscopico e capturada por uma camera digital, presente no equipamento, que fornece
informacdes sobre os componentes presentes na amostra (WILLIAMS, D. B.; CARTER, C. B.,
1994).

5.4. Determinacao da DLso

NPF e NPFF ndo apresentaram toxicidade até as concentracdes avaliadas. Ndo houve
morte de nenhuma Artemia na presenca das amostras. Segundo Meyer et al., (1982) sdo
consideradas toxicas substancias que apresentam DLso abaixo de 1000 pug.mL™. O controle de
técnica com dicromato de potassio apresentou DLso média de 47,3 pg.mL™ + desvio padrio de
3 pg.mL* (Tabela 2).

Tabela 2 - Resultados da determinagdo da DLso para NPF, NPFF e dicromato de potéssio

Compostos DLso (ug.mL1)
NPF >7000
NPFF >23500
Dicromato de Potassio 473+3

Foi possivel comprovar que 0s microcrustaceos ingeriram as amostras, ja que NPF e
NPFF foram visualizadas dentro do sistema digestorio dos microcrustaceos (Figura 18) que se
apresentaram com colorag@o negra, diferentemente das Artemias incubadas na auséncia das

NPF que apresentaram coloracéo clara no seu interior (Figura 17).
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Figura 17 - Visualizacdo microscépica de Artemia salina em solugdo de dicromato de potassio (ampliagdo de
60x)
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Fonte: Autoria prépria, 2018

Figura 18 - Visualizacdo microscépica de Artemia salina com NPF em seu sistema digestorio (ampliacdo de 10x,

40x e 60x, respectivamente)
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Fonte: Autoria prépria, 2018

5.5. Avaliagdo da curva de crescimento bacteriano

Nas Figuras 19 e 20 pode ser observada a inibicdo no crescimento de Pseudomonas
aeruginosa, em que as linhas pontilhadas representam o desenvolvimento da ATCC 9027, bem
como as linhas tracejadas representam o desenvolvimento da ATCC 27853. Foi observado que
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e ATCC 9027 foram capazes de crescer tanto no meio
TSB quanto em &gua deionizada. No entanto foi observado que em &agua deionizada o
crescimento das bactérias foi cerca de 8,0.10* UFC.mL™ menor do que em TSB, nas condicdes

de controle de técnica.



Figura 19 - Curva de crescimento de P.
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aeruginosa ATCC 27853 e ATCC 9027 em 4gua deionizada
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Legenda: UFC.mL™: Unidade formadora de coldnias por mililitro; crescimento bacteriano na auséncia de NP:

nanoparticulas (linhas azuis); crescimento bacteriano na presenca de NPF: nanoparticulas de 6xido de ferro

(linhas verdes); crescimento bacteriano na presenca de NPFF: nanoparticulas de 6xido de ferro funcionalizadas

com &cido citrico (linhas roxas).

Figura 20 - Curva de crescimento de P. aeruginosa ATCC 27853 e ATCC 9027 em TSB
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Legenda: UFC.mL™: Unidade formadora de col6nias por mililitro; crescimento bacteriano na auséncia de NP:

nanoparticulas (linhas vermelhas); crescimento bacteriano na presenca de NPF: nanoparticulas de 6xido de ferro

(linhas verdes); crescimento bacteriano na presenca de NPFF: nanoparticulas de 6xido de ferro funcionalizadas

com &cido citrico (linhas roxas).
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Esta diferenca pode ter ocorre devido a disponibilidade de nutrientes presentes, visto
que a &gua deionizada ndo é enriquecida com nutrientes, enquanto o0 meio TSB é composto por
diversos nutrientes, como glicose, cloreto de sddio, fosfato de potassio dibasico, entre outros,
de acordo com o rotulo do frasco, os quais podem ter servido de substrato para o crescimento

bacteriano.

NPF e NPFF foram capazes de inibir o crescimento de ambas as cepas. A quantidade de
cepas inibidas foi calculada através da diferenca entre a quantidade de UFC.mL crescidas nas
condicdes de controle na fase exponencial de crescimento subtraindo-se as que cresceram na

presenca de NPF/NPFF, em cada condicdo.

Na condicdo com &gua deionizada, para ATCC 27853, NPF inibiram o crescimento de
cercade 1,1.10° UFC.mL™%, enquanto NPFF inibiram 8,0.10* UFC.mL"*. Nesta mesma condic&o
porém para ATCC 9027 NPF inibiram 1,0.10° UFC.mL™. E NPFF inibiram 5,0.10* UFC.mL™,
Assim através do teste estatistico com valor p <0,05 foi possivel avaliar que NPF apresentaram
melhor efeito inibitério do que NPFF nestas condi¢bes de crescimento.. Esta diferenca
observada pode ter ocorrido devido ao fato de que o acido citrico usado como agente
funcionalizador em NPFF, por ser um acido organico serviu como fonte extra de carbono. O
que agregou valor nutricional extra a0 meio em que as bactérias estavam inseridas.
Consequentemente contribuiu com o desenvolvimento das bactérias (KUBICEK; ROHR,;
REHM, 2008).

Outra hipétese se deve ao fato de os acidificantes atuarem como agentes complexantes
a ions metalicos. Nesse caso o0 &cido citrico pode ter se ligado aos ions ferro, formando
complexos metalicos (AKBAS; KOKUMER, 2015). Sendo assim pode ter ocorrido o
comprometimento da acdo das NPFF através da formagdo de ERO, devido a reducdo da
oxidacdo da membrana celular bacteriana, o que consequentemente resultou na reducdo da

inibicdo no crescimento das Pseudomonas aeruginosa.

Na condi¢do com TSB, para ATCC 27853 e ATCC 9027, NPF inibiram o crescimento
de cercade 1,0.10° UFC.mL™ e NPFF inibiram 8,0.10* UFC.mL™, em comparagao as condicoes

de controle com TSB em que o crescimento foi de 2,2. 10° UFC.mL™.

Em relacdo aos controles de técnica com meio TSB e com agua deionizada, ambas

amostras, apresentaram inibicdo média de cerca de 7,0.10* UFC.mL™.

Azam et al., (2012), também avaliaram o efeito antimicrobiano de NPF contra

Pseudomonas aeruginosa, e observaram um efeito antimicrobiano para este micro-organismo
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através da avaliacdo da zona de inibicdo de 3 mm do crescimento destas bactérias em placas
Petri. Nesta pesquisa as NPF apresentaram tamanho 3 vezes (35.16 = 1.47 nm) maior do que as
NPF do presente trabalho (10 nm + 2,13) o que sugere que com diametro praticamente trés

vezes maior o efeito antimicrobiano de NPF também é observado.

Em outro trabalho, Akabari, Ali (2017) efetuaram um estudo para avaliar o efeito de
NPF na concentracdo de 30 pg/mL no crescimento de células bacterianas de Pseudomonas
aeruginosa. O resultado foi de reducao no crescimento destas bactérias bem como de alteracdes
morfologicas nas estruturas celulares das bactérias indicativo do efeito toxico que NPF possuem

em decorréncia da liberacdo de EROS.

Assim como foi avaliado por Kafayati et al., (2013), em um estudo que avaliou a
frequéncia de crescimento das células de Pseudomonas aeruginosa na presenca de NPF. Os
resultados obtidos desses testes mostraram que ndo houve crescimento destas células nos meios
de amostragem com 5000, 7500, 9000, 10000 pg/mL de NPF, praticamente quatro vezes abaixo
dos teores de NPF aplicados neste trabalho. O que sugere que com baixos teores de NPF, a

inibicdo do crescimento bacteriano para Pseudomonas aeruginosa ja se torna efetiva.
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6. CONCLUSOES

Neste trabalho, foi avaliado o efeito de nanoparticulas de éxido de ferro e nanoparticulas
de oxido de ferro funcionalizadas com acido citrico no crescimento de bactérias Pseudomonas
aeruginosa. Ambas amostras demonstraram ser candidatas promissoras como antimicrobianos

alternativos para estas bactérias.

A funcionalizacdo com acido citrico mostrou-se ser uma medida eficaz para a
estabilizacdo do fluido coloidal, no entanto, ndo apresentou resultado significante diferenciado
as nanoparticulas ndo funcionalizadas no combate ao desenvolvimento das bactérias
Pseudomonas aeruginosa. Nesse contexto, uma investigacdo com funcionalizacgdo feita com
doses mais elevadas de &cido citrico para avaliar o efeito antimicrobiano destes ainda se faz
necessaria. Bem como, uma investigacdo com doses mais elevadas do que 23500 pg/mL de

ions ferro para avaliar o efeito bactericida das NPF.

Sendo assim, diante os resultados obtidos no combate ao desenvolvimento bacteriano
destas bactérias, sugere-se que as amostras em questdo podem ser posteriormente estudadas
como revestimento de superficies de dispositivos implantados, a fim de se avaliar a possivel
acdo que estas amostras impactam na deposicdo e desenvolvimento destas bactérias nestes
instrumentos, podendo ser empregadas como uma medida paliativa na prevencdo da

contaminacdo de instrumentos médicos, entre outros.
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