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RESUMO

O estudo de nanoparticulas com atividade biolégica em microorganismos vem ganhando
espaco devido ao aparecimento da resisténcia e ineficacia de alguns antimicrobianos. Em
especial, as nanoparticulas de prata (AgNPs) ganharam expansdao no novo campo da
nanomedicina através do seu desenvolvimento e incorporagdo em uma gama de produtos e
tecnologias. Candidemia e candidiase estdo entre as infec¢cGes mais comuns e que apresentam
significante morbidade e mortalidade. A candidemia corresponde a infeccdo da corrente
sanguinea e a candidiase refere-se a infeccdo por leveduras do género Candida em qualquer
sitio corporeo. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a atividade in vitro da sinergia de
AgNPs com o antifungico azdlico da classe dos imidazdlicos, Miconazol, contra cepas de
Candida parapsilosis. As AgNPs foram sintetizadas via sintese verde com variacdo da
concentracdo do estabilizante, Dodecil-Sulfato de Sédio (SDS) 0,5g; 0,259 e 0,1g. As AgNP
foram caracterizadas por espectroscopia Ultravioleta/visivel, Infravermelho com transformada
de Fourier, Difracdo de raios-X, Espalhamento de luz e Microscopia eletronica de varredura
com a microanalise. Na avaliacao da atividade sinérgica foram utilizadas 50 cepas de Candida
parapsilosis. As AgNPs com 0,59 de SDS apresentaram tamanho médio de 77,58 nm e
potencial zeta de -49,2 enquanto as AgNP com 0,25¢g de SDS apresentaram tamanho médio de
91,22 nm e potencial zeta de -47,2. Ndo houve estabilizacdo de AgNP com 0,1g de SDS. As
AgNP -G-SDS mostraram elevada atividade antifngica quando associadas ao Miconazol.

Palavras chave: Nanoparticulas de prata; Candida parapsilosis; Miconazol.



ABSTRACT

The study of nanoparticles on biological activity of microorganisms is becoming more
popular and important as there is the emergence of resistance as well as the ineffectiveness of
some antimicrobials against these microorganisms. In particular, the silver nanoparticles
gained expansion in the new field of nanomedicine through their development and
incorporation into a range of products and technologies. Candidemia and candidiasis are
among the most common infections and which have significant morbidity and mortality. The
candidemia corresponds to bloodstream infection and candidiasis refers to infection with
Candida yeasts in any body site. The objective of this study was to evaluate the in vitro
activity of synergy silver nanoparticles (AgNP) with the antifungal azole class of imidazole,
Miconazole, against strains of Candida parapsilosis. The green AgNP were synthesized via
synthesis with varying the concentration of the stabilizer, sodium dodecyl sulfate (SDS), 0,5g;
0,25g and 0,1g. The AgNP were characterized by spectroscopy UV / visible, infrared Fourier
transform spectroscopy, X-ray diffraction, light scattering and scanning electron microscopy
with microanalysis. In assessing the synergistic activity were used 50 strains of Candida
parapsilosis. The AgNP with 0,5g of SDS reached an average size of 77,58 nm and zeta
potential of -49,2 while NPAg with 0,25 g of SDS reached an average size of 91,22 nm and
zeta potential of -47,2. No stabilization AgNP with 0,1g SDS. The AgNP-G-SDS showed
high antifungal activity when combined with Miconazole.

Keywords: Silver nanoparticles; Candida parapsilosis; Miconazole.
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1. INTRODUCAO

1.1 Nanotecnologia: um novo campo em ciéncias medicas

Nos ultimos anos o vasto campo da nanotecnologia tem ganhado notério
espaco na area cientifica, englobando conhecimentos nas areas de quimica, fisica,
biologia, matematica, ciéncia dos materiais dentre outras. Essas ciéncias em conjunto
sdo consideradas basicas e tém caracterizado esse novo ramo cientifico (Zijlstra e Orrit
2011).

A aplicagdo de materiais e estruturas em nanoescala, geralmente variando de 1 a
100 nm, é uma area emergente de nanociéncia e nanotecnologia. Os nanomateriais podem
oferecer solugdes aos desafios para o meio tecnoldgico, em se tratando de conversdo da
energia solar, catalise e principalmente na area da medicina (Dahl e Hutchison 2009). Na

Figura 1 pode-se ver o efeito comparativo do tamanho das nanoparticulas com outras

estruturas.
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Figura 1: Modelo esquematico de estruturas nanoparticuladas (San Alberto, 2014).

O estudo de processos de sintese de produtos nanotecnoldgicos devem sempre

acompanhar métodos que envolvam uma rota verde, visando a minimizacdo de produtos
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toxicos e que agridam ao meio ambiente. A implantacdo dos processos de sustentabilidade
devem adotar os principios fundamentais da quimica verde. Principios esses que séo
voltados a orientacdo de utilizacdo de produtos que ndo agridam ou que agridam
minimamente o meio ambiente. Assim, qualquer processo de rota ou produto quimico
sintético deve abordar esses principios (Poliakoff et al, 2013).

Muitas vezes, nanoparticulas mostram propriedades biolégicas bem como
caracteristicas quimicas e fisicas bem diferentes em relacdo a seus homologos em escala
macro. Nanoparticulas de prata (AgNPs), por exemplo, possuem caracteristicas distintas
da prata metélica, tais como uma ressonancia de plasma de superficie de absorcdo na
regido do UV-vis. A banda plasma surge da existéncia de elétrons livres na banda de
conducédo devido a pequena dimensdo das particulas, sendo que a mudanca da banda é
dependente do tamanho de particula, material adsorvido e constante dielétrica (Mulvaney
etal, 2011).

De um modo geral, as nanoparticulas metalicas podem ser preparadas e
estabilizadas por meio de métodos fisicos e quimicos. As abordagens quimicas, tais como
a reducdo quimica, técnicas eletroquimicas e reducdes fotoquimicas ainda sdo os mais
amplamente utilizados (Frattini et al, 2009).

Estudos tém demonstrado que o tamanho, a morfologia, a estabilidade e
propriedades fisicas e quimicas de nanoparticulas metalicas sdo fortemente influenciados
pelas condicOes experimentais, a cinética de interagdo dos ions metalicos com os agentes
de reducdo e os processos de adsorcdo de agentes de estabilizagdo com as nanoparticulas
metalicas. Assim, a concepc¢do de um método de sintese em que o tamanho, a morfologia,
a estabilidade e as propriedades (fisicas e quimicas) sdo controladas, tornaram-se um
importante campo de interesse, tendo em vista que a sintese verde supri grande parte

dessas caracteristicas ditas ideias de sintese (Chou et al, 2010).

1.2 Produtos nanotecnoldgicos na contemporaneidade

Diversos produtos baseados em nanotecnologia encontram-se disponiveis no
mercado global, sejam em produtos farmacéuticos, perfumarias, cosméticos ou até
mesmo em produtos ndo relacionados a salde, como celulares. Estimativas de
organizagfes mundiais avaliam que a demanda internacional para produtos com
nanotecnologia possam ultrapassar os 5 bilhdes de dolares anuais, constata-se portanto
a importancia da nanotecnologia para a economia de um pais, sobretudo, paises em

desenvolvimento (Mu et al, 2013).
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Existe ainda, uma perspectiva para que esses produtos nanotecnologicos
possam ser utilizados em tratamentos e curas de algumas doencas que ndo possuem
um bom prognostico na atualidade (Doane e Burda. 2012; Dykman e Khlebtsov, 2012).

Os produtos que possuem nanotecnologia ainda estdo ganhando seu devido
espaco na sociedade, porém alguns até ja sdo comercializados. Os primeiros produtos
no mercado sé&o os de higiene pessoal, que prometem deixar mais limpa a pele, manter
0s dentes mais saudaveis bem como produtos de natureza capilar. Na Figura 2, podem-

se evidenciar alguns desses produtos que ja estdo no mercado (Muller et al, 2008).

Figura 2: Produtos fabricados com nanoparticulas (Muller et al, 2008).

Outros produtos também formados a base de nanotecnologia estdo sendo
fabricados: de natureza médica como sondas, cateteres, sensores, anticorpos acoplados
a nanoparticulas metalicas, materiais médico-hospitalares revestidos por
nanoparticulas assim como produtos de uso no dia-a-dia, como baterias de celulares,
tabletes e computadores. A nanotecnologia firmou espaco na sociedade
contemporanea e a tendéncia e ainda mais sua abrangéncia (Noimark et al., 2009).

1.3 Nanoparticulas de prata (AgNPs)
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J& se conhecem inumeras particulas metélicas, dentre elas podemos citar a
particulas de cadmio, chumbo, platina, paladio, prata, ouro, dentre outras. As mais
excessivamente estudadas sdo as particulas de ouro e prata em detrimento as suas
caracteristicas particulares e muito promissoras em se tratando de efeitos
antimicrobianos e em tecnologia da informacéo (Jans e Huo, 2012).

As AgNPs apresentam também diversas aplicagbes como antissépticos,
antibacterianos, antifingicos, nanocatalisadores, sensores etc. (Astruc et al., 2005;
Arvizo et al., 2012; Hervés et al., 2012; Sharma et al., 2009). A prata é um metal mais
barato que o ouro, 0 que a torna atrativa para as pesquisas. Aliado a isso, a prata em
estado nanométrico apresenta propriedades Oticas peculiares, o que possibilita sua
utilizacdo em produtos tecnoldgicos (Dykman e Khlebtsov 2012). A utilizacdo de
cateteres médicos recobertos por fina camada de prata nanométrica, pode impedir a
colonizacdo de microorganismos e dessa forma diminuir o tempo de internacdo
hospitalar dos pacientes, pois previne infeccbes (Jha et al., 2014). Além de tudo isso
as AgNPs séo pouco estudadas quando comparadas as AuNPs (Arvizo et al., 2012).

A sintese de AgNPs pode ser feita por diversos processos quimicos, bioldgicos
ou fisicos. Os métodos quimicos geralmente sdo bem efetivos e podem ser
moderadamente controlados. No entanto, sdo utilizados reagentes toxicos e gerados
residuos que ameacam a satde de homens, animais e causam danos ao meio ambiente.
Diante disso, processos verdes tém sido buscados para minimizar a geragdo de
residuos (Hulkoti e Taranath 2014). Dos processos considerados verdes, temos 0s que
utilizam carboidratos no seu processamento (Sharma et al., 2009).

As AgNPs recem sintetizadas sdo instaveis e precisam de um agente
estabilizante. Existem dezenas deles, mas poucos podem ser considerados como
verdes. O dodecil sulfato de sédio (SDS) é um éster do ponto de vista quimico de
cadeia carbobnica saturada, ndo ramificada, homogénea, que atende aos principios do
processo verde, seguranca e eficacia, pois é usado em pastas de dentes e produtos de
higiene pessoal (Sharma et al., 2009).

Diversos carboidratos tém sido usados, a propriedade que o carboidrato tem
que possuir é a presenca de carbono anomérico, que fornece ao agucar a qualidade de
redutor. O acucar redutor mais conhecido e usado €é a glicose (Astruc et al., 2005).

Com base nisso, um método verde de sintese de AgNPs pode ser aquele que utiliza
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glicose como agente redutor e SDS como estabilizante. Esse método ndo produz

residuos toxicos.

1.4 Sintese de nanoparticulas

Hé& basicamente dois meios de producgdo de nanoparticulas metalicas, top down
e bottom up. Através do processo top down as nanoparticulas séo formadas a partir do
metal na sua forma bulk por meios mecanicos, dessa forma as nanoparticulas formadas
apresentam varios defeitos em sua estrutura, uma vez que é gerada uma tensao entre 0s
atomos para a formacdo da nanoparticula (Cao; Wang, 2011). Para a rota bottom up, a
formacédo de estruturas nanométricas se da pela agregacao ou auto-organizacdo, em via
umida, do metal. Esse método é o mais utilizado, sendo produzidas a partir dele as
dispersdes coloidais. As nanoparticulas produzidas por bottom up tendem a ser mais
uniformes e homogéneas, pois a auto-organizacdo e a agregagdo ocorrem pela
diminuicdo da energia livre de Gibbs do sistema. Assim, a formacdo das
nanoparticulas ocorre quando o sistema aproxima-se do equilibrio termodinamico
(Cao; Wang, 2011).

1.5 Infecgdes por Candida

Leveduras do género Candida residem como comensais em seres humanos sem
causar patologias. Deste modo, possuem uma grande importancia quando, de alguma
forma causam infecces em seu hospedeiro. Sabe-se que ha alta frequéncia de casos
em que se verifica a infeccdo e colonizacdo de espécies de fungos desse género.
Espécies de Candida sdo encontradas no tubo gastrointestinal em 80% da populacdo
saudavel. Entre as mulheres, em torno de 20 a 30% apresentam colonizagéo vaginal.
Isso se deve ao 6rgdo genital feminino ser propicio ao desenvolvimento deste micro-
organismo no que tange ao pH e temperatura. Em hospitais, o género Candida é
responsavel por cerca de 80% das infec¢bes fungicas documentadas, representando
um grande desafio aos clinicos de todas as especialidades devido as dificuldades
diagnosticas e terapéuticas das infeccdes causadas por tais agentes (LEWIS, 2012).

Infecgdes por Candida envolvem um espectro amplo de doencas superficiais e
invasivas oportunistas, acometendo pacientes expostos a uma grande diversidade de

fatores de risco. Infeccdes de pele e mucosas podem ser registradas em pacientes
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saudaveis, mas com pequenas alteracGes locais de resposta do hospedeiro no sitio de
infeccdo. Contrapondo-se a isso, infec¢Ges de forma sistémica podem comprometer
ainda mais os individuos, acometendo visceras como resultado de disseminagédo
hematogénica, conhecida nosocomialmente por sepse. Tais complicacdes infecciosas
sdo geralmente documentadas em pacientes criticos, portadores de doencas
degenerativas e/ou neoplésicas (LEWIS, 2012; KETT, 2012; BARBEDO, 2011).

Embora a maioria das infec¢bes ocasionadas por Candida parecam originar de
uma fonte enddgena, a transmissdo nosocomial ndo é incomum e pode ocorrer por
transmissdo cruzada como por exposicdo a uma fonte comum de infec¢do. Deste
modo, € importante a implementacdo de medidas de controle adequadas,
conhecimento de epidemiologia dessas infeccBes fungicas invasivas (IFI),
implementacdo adequada de terapia antimicética e para isso se faz necessario o
conhecimento sobre os mecanismos de sobrevivéncia desses microorganismos, como
principalmente seu perfil de adequacdo de resisténcia aos agentes antimicrobianos
(SAGHROUNI et al, 2013).

1.6 Infeccbes e importancia da Candida parapsilosis

C. parapsilosis é uma levedura cada vez mais isolada em diversas partes do
mundo, percentual de isolamento varia de 5-10% dependendo do pais analisado
(Guinea 2014). C. parapsilosis é uma levedura isoladamente com frequéncia no Brasil
e no Ceard, apresenta sensibilidade aos principais antifingicos testados, mas nédo é
possivel prever o seu comportamento em um futuro préximo, principalmente devido
ao uso intensivo de antifungicos, principalmente os de uso sistémico, como a
anfotericina B, fluconazol, voriconazol e itraconazol (Menezes et al., 2013; Nucci et
al., 2007).

Algumas cepas tém sitios especificos e grupos de pacientes mais
susceptiveis, C. parapsilosis acomete principalmente pacientes com doencas
hematoldgicas e neutropénicos ou em uso de corticosterdides (Pfaller et al., 2014).

Biofilme pode ser definido como uma comunidade de células aderidas a
superficie de materiais de maneira irreversivel, embebidas em matriz polimérica e que
diferem fenotipicamente das células isoladas, sendo que a C. parapsilosis é¢ adaptada

para a producdo desse importante fator de viruléncia e auxilia a levedura a se fixar em
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diversos materiais entre eles proteses odontoldgicas (Kamikawa et al., 2014; Li et al.,
2014).

O biofilme de C. parapsilosis adere em cateteres, essa habilidade é muito
importante no desenvolvimento de infeccbes urinarias em pacientes que utilizam
sondas urinérias de demora. O biofilme produzido por C. parapsilosis é capaz de
colonizar células humanas causando danos e reducdo da atividade metabdlica das
células o que prolonga a doenca e torna o seu tratamento mais complexo e demorado,
pois os biofilmes geralmente sdo mais resistentes aos antifingicos tradicionais (Negri
etal., 2012; Mishra et al., 2014).

Estudos recentes mostram a tentativa de utilizar novas substancias contra C.
parapsilosis, podemos destacar o uso de sinvastatina associado ao fluconazol
(Menezes et al.,, 2012), nanoparticulas de prata (Sanjenbam et al., 2014),
naftoquinonas (Neto et al., 2014), amiodarona associada a fluconazol (Silva et al.,
2013). Os resultados sdo animadores e novas drogas e associagdes devem ser buscadas

para o combate de infec¢Bes causadas por C. parapsilosis.

1.7 Miconazol no tratamento da candidiase

Na Figura 3 pode-se visualizar as moléculas do antifungicos do grupo dos
imidazois.
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Figura 3: Antifangicos Imidazélicos
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Miconazol tem sido utilizado para tratamento de uso topico de candidiase e
outras infecgdes fangicas na pele ha pelo menos 40 anos. No mercado brasileiro, as
preparacdes topicas de Miconazol variam a concentracao de 1-2% e estdo no mercado
na forma de cremes e pomadas. A sensibilidade ao miconazol foi avaliada por
metodologias antigas, que sdo pouco utilizadas nos dias atuais e antes da emergéncia
de cepas de Candida spp. resistentes, ndo se sabendo como se comporta seu perfil de
acdo avaliado pelas novas metodologias (Alsterholm et al, 2010). Acima, figura com
os antifungicos do grupo do Miconazol.

O grupo de substancias quimicas mais utilizadas no tratamento de infeccOes
fangicas séo os imidazdlicos com destaque para o Miconazol (Figura 4).

O mecanismo de acdo do Miconazol pode ser sumarizado em trés principais
eixos de acdo, sendo que o primeiro inibe a enzima lanosterol 14 a demetilase
(CYP51), o segundo afeta a sintese de &cidos graxos, altera o sistema da catalise, a
aderéncia fungica, e formacdo dos tubos germinativos e micélio e por Gltimo induz
espécies reativas de oxigénio. Todas essas agcdes somadas torna o miconazol um
antifangico fungicida, ou seja, capaz de matar as células fungicas susceptiveis, essa
propriedade ndo é compartilhada por outros compostos do grupo (Vasquez e Sobel
2012).

I
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Figura 4. Representagdo da Estrutura Quimica do Miconazol.
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O miconazol é um antifingico que estd em uso hé& cerca de 40 anos. Mesmo
com 0 uso extensivo ndo foram detectados casos importantes de resisténcia, € um
farmaco usado amplamente no tratamento de infeccBes fangicas vaginais e esta
disponivel na forma de cremes vaginais, pomadas, 6vulos vaginais. As concentragdes
do miconazol nessas formas farmacéuticas pode chegar a 1200 mg (Sobel, 2014).
Essas dosagens elevadas podem desencadear os efeitos colaterais atribuidos ao
miconazol, sendo os principais: irritacdo, queimaduras, prurido e dermatite alérgica de
contato (Dias et al., 2012).

InfecgOes vaginais devido a Candida spp. sdo comuns durante a gravidez,
tratar essas infeccbes € sempre um desafio para 0 médico que realiza o atendimento
dessa futura mae, devido ao risco inerente ao feto, 0 miconazol creme vaginal pode ser

usado durante a gravidez o que mostra a sua seguranca (Torres e Moayedi, 2012).

1.8 NPAg como opcoes terapéuticas

H& muito tempo ja se conhece as acdes antimicrobianas envolvendo solucdes
de prata. Entretanto, seus mecanismos de a¢do ainda sdo desconhecidos e discutiveis
nas camadas cientificas. Sugerem-se trés vias importantes para 0 mecanismo de acdo
da prata no organismo microbiano (Marambio et al, 2010).

O primeiro € através da geracdo de espécies reativas de oxigénio do inglés
Reactive Oxygen Species (ROS). O segundo é proposto pelo rompimento da producéo
de ATP e da replicacdo do DNA apo0s a absor¢do das nanoparticulas de prata ou de
Ag’. O terceiro mecanismo proposto ¢ através do proprio rompimento da membrana

celular do microorganismo.

1.8.1 Geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS)

Através de um processo normal que ocorre dentro das células, pequenas
quantidades de ROS sdo produzidas, como subprodutos, através do proprio
metabolismo celular. Apesar de serem produzidas em pequenas quantidades, as

espécies reativas de oxigénio devem e sdo controlados pelas defesas antioxidantes



20

intrinsecas ao microorganismo, formada principalmente pelo equilibrio entre a
glutationa (GSH) e o dissulfeto de glutationa. Abaixo tem-se esquema representativo

das reacOes constituintes:

2 GSH + R-OOH — GSSG + R-OH + H,0

2 GSH + R-SSH — GSSG + R-SH

Uma vez que esse equilibrio se desfaca a quantidade de ROS intracelular pode
aumentar. O excesso de ROS pode ndo somente atacar a membrana celular, como
também as mitocéndrias, prejudicando o processo de respiracdo celular bem como
ataque ao proprio DNA, impedindo a replicagdo celular (Nel et al, 2005; Mendes et al,
2006).

Conhece-se que metais de variados tipos, sobremaneira a prata, pode induzir o
aumento de ROS intracelular. Nanoparticulas de prata, principalmente, podem se ligar
diretamente a GSH ou a GSH redutase ou até mesmo em outras enzimas do equilibrio
GSH/GSSG. A Ag* em si, pode aumentar o ROS através da captacdo de elétrons da
cadeia respiratoria. Portanto tem-se 0 aumento de ROS intracelular, seja pelo aumento
na producdo de ROS ou pela intervencdo no mecanismo de equilibrio de antioxidantes

intracelulares (Carlson et al, 2009).
1.8.2 Aumento de Ag" intracelular através das nanoparticulas

Alguns mecanismos s3o propostos para o efeito da Ag® dentro do
microorganismo. Segundo Asharani et al as nanoparticulas de prata sdo atacadas por
peroxido de oxigénio liberando ions Ag®. Esse mecanismo dar-se-4 no interior das
mitocondrias em que ha um excesso de fons H* (Asharani et al, 2010). A reagéo é
proposta a seguir:

Ag® + H,0, + 2 H" — 2 Ag" + 2 H,0

Outro mecanismo é proposto por Choi et al. A prata seria atacada pelo
oxigénio fora ou dentro da célula ap6s a nanoparticulas ser absorvida (Choi et al,
2008). A reacdo é proposta a seguir:

4AQ°+ 0, +2H,0 — 4 Ag + 40H
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Outros autores sugerem que a Ag” interage com proteinas e enzimas como as
da cadeia respiratoria, NADH redutase, atrapalhe sintese de ATP e qualquer proteina
que contenha grupamentos de enxofre. Ha, na verdade, um verdadeiro colapso celular
apos a absorcdo da nanoparticula com consequente liberacdo de grandes quantidades

de prata i6nica no interior celular (Dibrov et al, 2008; Bard et al, 2009).

1.9 Sinergismo entre NPAg e antimicrobianos

E sabido e ja reportado em alguns trabalhos que o uso de nanoparticulas de
prata associada a outras classes de substancias quimicas podem ser (teis no tratamento
de algumas infecc¢des fungicas. A avaliacdo do efeito sinérgico entre nanoparticulas de
prata e o aldeido cindmico mostrou uma potente atividade contra a esporulacao
bacteriana (Gosh et al, 2014).

Nanoparticulas de prata foram testadas em associagdo com o antifingico
nistatina e o antibacteriano clorexidina a fim de se desestruturar o biofilme formado
por Candida spp e contribuir para a prevencao de resisténcia bem como melhorar o
tratamento de estomatite associado a préteses odontoldgicas (Monteiro et al, 2014).

Antibidticos considerados padrGes como Canamicina, Cloranfenicol e
Ampicilina também tiveram sua avaliacdo através do sinergismo com nanoparticulas
de prata contra bactérias patogénicas (Hwang et al, 2012).

Existem estudos que exploram a acdo sinérgica de antifingicos com
nanoparticulas de prata, esses estudos sdo raros e com um nUmero ainda muito
reduzido de cepas o que limita qualquer exploracdo dos resultados encontrados,
portanto testar um nimero maior de cepas pode levar a um resultado ainda néo visto.
O Fluconazol e o Itraconazol tiveram sua agdo potencializada com as nanoparticulas
de prata (Singh et al, 2013).

A atividade antifungica de nanoparticulas de prata ja € bem conhecida, assim
como a do Miconazol, entretanto, a a¢do sinérgica permanece desconhecida. Essa
associacao pode ter diversas utilizagdes pela industria farmacéutica, pois o Miconazol
é utilizado em larga escala em diversas formulacdes farmacéuticas, quer em uso

animal, quer uso humano.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar in vitro a atividade sinérgica de AgNPs com variacdo da quantidade de
SDS com o antiflngico azo6lico Miconazol contra cepas de Candida parapsilosis

isoladas de pacientes.

2.2 Objetivos Especificos

1. Sintetizar e purificar as AgNPs utilizando glicose e o agente de capping SDS.

2. Caracterizar as AgNPs por DRX, IR, MEV, DLS e UV-vis.

3. Purificar as cepas de Candida parapsilosis e realizar a ldentificacdo
Presuntiva.

4. Determinar a concentracdo inibitéria minima das AgNPs contras cepas de
Candida parapsilosis isoladas de amostras de pacientes.

5. Avaliar o sinergismo entre AgNPs e o miconazol contra C. parapsilosis.

6. Elaborar e avaliar a acdo de um creme com AgNPs e miconazol contra C.

parapsilosis.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

Os reagentes e materiais foram usados sem nenhuma purificacdo e de acordo
com as instrugles dos fabricantes. Glicose (Dinamica- S&o Paulo- Brasil, pureza >
98.5%), nitrato de prata (Dinamica- Sdo Paulo- Brasil, pureza > 99%), miconazol
(Sigma — Estados Unidos), (dodecil sulfato de sédio (SDS) (Synth - Sdo Paulo- Brasil,
pureza > 98.5%), Mueller-Hinton &gar (Himedia - india) e Azul de metileno
(Dindmica- Sdo Paulo- Brasil, pureza > 98.5%) foram adquiridos e utilizados dentro
do prazo de validade e suas propriedades fundamentais foram garantidas pelos

fabricantes.

3.2 Sintese de AgNPs

Foram preparadas trés suspensdes de AgNPs. A metodologia empregada, bem
como as substancias utilizadas, foi igual em todas as trés suspensdes. A Unica
diferenca entre estas foi a quantidade do agente estabilizante, o dodecil sulfato de
sodio (SDS). Na sintese da suspensdo 1 de AgNPs foi utilizado 1,0g de glicose como
agente redutor e 0,59 de SDS como estabilizante, agente de capping. Na sintese das
suspensdes 2 e 3 foram utilizados 0,259 e 0,1g de SDS, respectivamente. Esses
reagentes foram dissolvidos em 500 mL para obtencdo de uma solugdo 5 mM de
AgNO;. A mistura foi aquecida até 50 °C, e mantida nessa temperatura por 30 minutos
com agitacdo constante. A reacao foi acelerada com o acréscimo de 1,0mL de NaOH
0,2 mol/L. A mesma foi considerada completa quando adquiriu uma coloragéo escura
caracteristica de uma suspensdo de AgNPs (Darroudi et al., 2010). O protocolo de
sintese bem como o aspecto morfoldgico das suspenses de AgNP produzidas podem

ser observadas na Figura 6.
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3.3 Caracterizacdes das nanoparticulas

3.3.1 Separacdao e Purificacdo das AgNPs

A solucdo coloidal de AgNPs ¢ de dificil separacdo. Para conseguir separa-las
foi necessario a utilizacdo de ultracentrifugacdo. As AgNPs produzidas foram
precipitadas em uma ultracentrifuga Himac CS150NX, utilizando 10.000 rpm durante
20 min, ap6s cada etapa as AgNPs foram lavadas trés vezes com agua destilada e

armazenadas em geladeira até o momento do uso (Li et al., 2011).

3.3.2 Espectrofotometria Ultravioleta-Visivel (UV-Vis)

As AgNPs absorvem luz em torno do comprimento de onda de 400 nm,
devido a esse fator peculiar a confirmacdo da presenca de AgNPs nas suspensdes
obtidas foi realizada por espectrofotometria UV-visivel na faixa de 300 -700 nm em
espectrofotometro Thermo Scientific GENESYS™ 10s (Peng et al., 2013).

3.3.3 Infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)

No presente trabalho, a estabilizacdo das AgNPs foi feita com SDS. A
superficie das nanoparticulas apresentou interacdo com o SDS, interacdo essa
evidenciada através da realizacdo do infravermelho com transformada de Fourier (FT-
IR). Esta técnica é comumente utilizada para revelar a conjugacdo de nanomaterial-
biomolécula (Jiang et al, 2004; Shang et al, 2007; Tom et al, 2006). Nossas medidas
foram realizadas em um espectrofotébmetro Perkin-Elmer FT-IR Spectrum ONE na
faixa de 4000-500 cm™ com a resolucdo de 4 cm™ (Bhaduri et al., 2013).

3.3.4 Difracgado de Raios — X
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Os difratogramas das AgNPs foram realizados com o objetivo de se determinar
a cristalinidade das nanoparticulas. As amostras foram analisadas no PAN analytical
X-pert pro MRD (Amsterdam, Netherlands). A amostra pura de AgNPs foi colocada
em um suporte de vidro de 2,5 cm x 2,5 cm e o espectro foi realizado usando radiacéo
Ko do Cu e Ni com potencial negativo de 40 kV e 30 mA. A varredura angular (26)
foi de 20° a 80° com passo de 0,033° por segundo (Otari et al, 2014).

3.3.5 Tamanho de particula

Uma das modalidades mais utilizadas em se tratando de espalhamento de luz, o
“Dynamic light scattering” (DLS), pode sondar a distribuicdo do tamanho de pequenas
particulas na escala submicron até nanométrica, utilizando uma fonte de luz
monocromatica, muitas vezes utilizando o laser (Sapsford et al, 2011). A fonte do
laser incide sobre a amostra a ser analisada que por sua vez espalha a luz. O padréo de
espalhamento € projetado em um anteparo e a aquisicdo dos dados obtidos é verificada
em funcdo do tempo. As flutuacdes sdo analisadas devido ao espalhamento de luz e,
desta forma, é possivel mensurar a velocidade das particulas em solu¢do. Com tais
dados e utilizando a equacdo de Stokes-Einstein é possivel calcular o tamanho
hidrodindmico das nanoparticulas (Lim et al, 2013). O aparelho utilizado foi o
Nanozetasizer da Malvern - Estados Unidos.

3.3.6 Estabilidade das AgNPs

Qualquer particula em suspensao apresenta um determinado valor, chamado
potencial zeta (£). Com ele é possivel caracterizar se o coloide é ou ndo estavel. A
estabilidade total da suspensdo depende do seu potencial total, que inclui a soma dos
potenciais do solvente, do potencial atrativo e do potencial repulsivo. Para uma
suspensdo ser considerada estavel o potencial repulsivo deve ser maior que o potencial
atrativo, ndo havendo assim os fendmenos de agregacgéo e floculacdo (Clogston et al,
2011).

Ocorre estabilidade das particulas em solu¢do quando o £ € um namero escalar
maior que + 30 mV ou menor que -30 mV, do contrario, ocorrera a aglomeracdo. O
principio da medida do ¢ se d& pelo espalhamento de luz, porém na cela em que se

encontra a solucao/suspensdo contém dois eletrodos em que se aplica uma diferenca
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de potencial que gera a movimentacdo das particulas. Com o espalhamento determina-
se a velocidade e conhecendo a viscosidade e constante dielétrica pode-se mensurar o
. O aparelho utilizado foi 0 Nanozetasizer da Malvern — Estados Unidos (Doane et
al., 2012).

3.3.7 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A morfologia bem como a microandlise da composicdo atdbmica das AgNPs
foi realizada em Microscopio de Varredura FEG Quanta 450 ambiental com
EDS/EBSD, estégio de resfriamento e aquecimento da Universidade Federal do Ceara

(Bhaduri et al., 2013). Essa analise foi realizada na Central Analitica da UFC.

3.4 Creme de AgNP e Miconazol

Foi fabricado 50g de creme piloto com os ativos nas concentractes de 10% de
NPAg e 1% de miconazol. Foi usado carbopol como veiculo em quantidade suficiente
para (g.s.p) para 50g. Apresentou coloracdo clara, textura agradavel sem sinais

arenosos (Figura 9).

3.5 Origem das cepas

Foram selecionadas cepas de 50 Candida parapsilosis para o experimento.
Essas cepas sao as mais comumente isoladas de infec¢des fungicas no Ceard (Menezes
et al., 2011a). As cepas foram isoladas de amostras de sangue entre 2007 e 2013 e
fazem parte da Colegdo de Leveduras do LML/DACT/FFOE/UFC (Laboratério de
Microbiologia de Leveduras da Faculdade de Farmacia do Departamento de Analises
Clinicas e Toxicologicas da Faculdade de Farmécia, Odontologia e Enfermagem da
Universidade Federal do Ceard). As cepas estdo armazenadas em agua destilada e
foram inoculadas em &gar batata (Himedia Mumbai-India) e incubadas a 35°C/24-48
h. Em seguida foram semeadas em CHROMagar Candida (Himedia Mumbai-India)
para avaliar a pureza. O processo foi realizado trés vezes para garantir sua pureza. A
identificacdo foi realizada por micromorfologia em agar arroz tween 80, fermentacgéo e

assimilacdo de carboidratos (Menezes et al., 2009; Menezes et al., 2011; Menezes et
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al., 2012a; Menezes et al., 2012b; Menezes et al., 2012c; Menezes et al., 2012d;
Menezes et al., 2013).

3.6 Agentes antifungicos

Neste estudo foi avaliado o seguinte agente antifingico azolico da classe dos
imidazolicos:  Miconazol (Sigma-USA). O Miconazol foi dissolvido em
dimetilsulfoxido (DMSO). Foram produzidos discos de miconazol com 25 ug

(Menezes et al., 2012a; Menezes et al., 2013).

3.7 Associacao entre Miconazol e AgNPs

O método de avaliacdo da associacao foi o protocolo de disco difusdo em agar
Muller-Hinton suplementado com 2% de glicose e 0,05% de azul de metileno.
Brevemente, em cada placa foram semeadas as cepas e produzidos cinco tipos de
discos de 22 mm cada utilizando papel de filtro, o conteldo de cada disco foi o
seguinte (1): 25 uL de solugdo de miconazol 1 pg/mL, (2): 25 uL de solugdo NPAg 1,
(3): 25 uL de solucdo NPAg 2, (4): 25 uL de miconazol + 25 pulL de NPAg 1 e (5): 25
uL de miconazol + 25 ulL de NPAg 2 (Birla et al., 2009).

Apbs a producdo dos discos, estes foram postos em estufa a 35°C por 48 h
para garantir a evaporacdo da agua. Os discos foram guardados a -8°C, até o momento
do uso, esse tempo sempre foi inferior a 5 dias. As cepas de C. parapsilosis de
crescimento recente foram colocadas em solucéo salina e semeadas em meio Muller-
Hinton suplementado com glicose e azul de metileno. Sobre essas cepas foram
colocados os discos e as placas foram incubadas em estufa a 35°C por 24 h (Menezes
et al., 2009). O esquema do protocolo de preparagcdo dos discos foi 0 seguinte:
Inicialmente foi pesado 10 mg de Miconazol e diluido em 10,0 mL de agua
deionizada, obtendo uma concentracdo de C= lug/uL. Em seguida foi preparado a
placa com &gar Muller-Hinton com 2% de glicose e 0,05% de azul de metileno.
Depois de suspender as amostras de C. parapsilosis em solucdo salina, essas foram
distribuidas nas placas. Em seguida colocados os discos de Miconazol e Miconazol +
AgNP e deixadas incubar por 24h a 35°. A Figura 5 representa o protocolo.
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Figura 5: Protocolo de avaliagdo de sinergismo.

3.8 Interpretacgéo dos resultados

Para calcular a atividade sinérgica do Miconazol com as AgNPs, pode basear-
se no calculo do aumento da érea de inibicdo no &gar utilizando a férmula (B2 — A?) /
AZem que A e B sdo as zonas de inibicdo do Miconazol sozinho e associado a AgNPs,
respectivamente. Na auséncia do crescimento fangico o tamanho do disco utilizado
(22 mm) foi usado para calcular o aumento da area, quaisquer acréscimo na area
calculada foi considerada com sinergismo, sem alteracdo foi caracterizado como
indiferente e a reducdo foi caracterizada como antagonismo entre 0s componentes
(Birla et al., 2009; Fayaz et al., 2010; Gajbhiye et al., 2009; Menezes et al., 2012c
Thomas et al., 2014).

3.9 Estocagem da amostra
Depois de utilizadas, todas as amostras foram guardadas novamente em agua

destilada e estdo sob a responsabilidade do Laboratério de Microbiologia de
Leveduras.
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Figura 6: Protocolo da sintese e aspecto morfoldgico das solugdes de AgNPs.

AgNO: 5mM %‘
Glucose 1.0g

NaOH 1.0 mL/L SDS

50° C - 30 min
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4. RESULTADOS

Vaérios produtos ja foram testados contra infec¢Ges causadas por espécies do
género Candida. Tais produtos tém origens variadas como sintese quimica, produtos
naturais, dentre outros. Essa procura por novas op¢des terapéuticas se da
principalmente devido ao infimo arsenal terapéutico da atualidade. Uma alternativa
qgue se mostra bastante promissora sdo as AgNPs, que tem se mostrado com bons
efeitos antifangicos (Birla et al, 2009).

A sintese das AgNPs nesse trabalho envolveu a reducdo de ions de prata
através do acucar glicose, sendo estabilizadas com o surfactante dodecil sulfato de
sodio (SDS). O NaOH foi utilizado como um acelerador da reacdo. O mesmo atua na
abertura da molécula do agucar com a sua consecutiva oxidacdo (Wang et al, 2005).

De forma geral, temos a seguinte rea¢do de formacdo das AgNPs (Figura 7):

0
H——OH
o $1 e P
/C_CI—CI:—CI:_?_CI—H + 2Ag+ + OH wep T + H* + 2Ag°
H——OH
H 4 OHH H H ]
0% oM

Figura 7: Reacéo geral de formacao.

Como ja falado, o NaOH tem um importante papel na preparacdo da reacdo ao

abrir a molécula de glicose que podemos evidenciar através da reacdo seguinte (Figura
8):

H——OM

H 0” “oH

/O '?0
H——OH il P
i HO H HO—+—H
+ O —> éz + 28 —>  wov +2Ag"
O

Figura 8: Reacdo de abertura da molécula de glicose.
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A estabilizagdo com o SDS ocorre de maneira simultanea a essas reagoes,
como podemos evidenciar através das reacGes detalhadas da sintese de AgNPs a

sequir:
nAg’ + nSDS” — Ag(SDS) 1)

CH,OH-(CHOH),-CHO + 2[Ag(SDS)] + 2HO" — CH,OH-(CHOH),-COOH +
2Ag(SDS)| (2)

2Ag" + 20H — Ag,0 + 2 H,0 3)

Ag,0 + CH,OH-(CHOH),-CHO + 2SDS + 2HO™ — CH,OH-(CHOH),-COOH +
2Ag(SDS)| (4)

A glicose é uma ceto-aldose e pode reduzir os ions prata a prata metélica
através de um processo de oxidacdo a &cido glucolico. O NaOH levaria ainda a
formacdo de Oxido de prata o que facilitaria a sua reducdo (Darroudi et al, 2010).

A reducdo da prata por acgUcares € um tema comum, sdo diversos 0s motivos
pelos quais se utiliza agUcares, dentre eles temos: os aglcares sdo baratos, acessiveis e
atdxicos. Pelos motivos citados, varios autores descrevem a utilizacdo desses produtos
como agentes redutores em reacdes de producdo de AgNPs (Hebeish et al, 2015;
Mallmann et al, 2015; Panigrahi et al, 2004; Philip et al, 2010).

Os processos que utilizam aglcares sdo denominados de sintese verde devido a
auséncia de compostos toxicos e ndo formacdo de produtos toxicos. No nosso estudo,
a sintese foi de maneira rapida, efetiva e de baixo custo. Entretanto, cabe salientar que
0 nitrato de prata utilizado como fonte de prata apresenta toxicidade quando em
contato com a pele, causando um quadro chamado de argiria (tonalidade escurecida de
forma temporaria) e o NaOH é uma base forte corrosiva, porém utilizamos baixas
concentragfes. Ainda assim, 0 processo é considerado verde uma vez que todos 0s
reagentes sdo praticamente consumidos na reacdo e ndo ocorre geracdo de produtos
toxicos (Kharissova et al, 2013).

Apo0s a sintese das AgNPs, ha a necessidade de se comprovar a presenca das
mesmas em suspensdo. Para tanto, a caracterizacdo se faz necessaria, tanto para se

determinar sua existéncia como para averiguar o modo em que as AgNPs estdo
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associadas com o produtos que a formaram (agente estabilizante, chamado na
literatura de agente de capping) (He et al,2009).

Uma das técnicas de caracterizacdo de existéncia de AgNPs € a
espectroscopia de absorcdo ultravioleta/visivel (UV-vis). AgNPs sdo estruturas
constituidas por atomos no estado zero de oxidacdo e em sua superficie existem
elétrons que ficam em constante movimentacdo, gerando um dipolo permanente. Em
se tratando de nanoparticulas metalicas, as leis de Rayleigh e de Mie regem as
propriedades Opticas das AgNPs, pois tais propriedades sdo basicamente tratadas com
base na eletrodindmica classica. A teoria quéntica também € utilizada para explicar
nanoparticulas com tamanho inferior a 4 nm. As mudancas de cores que podem
ocorrer nas nanoparticulas, principalmente as metalicas, podem ocorrer devido a um
fendmeno conhecido como ressonancia plasménica de superficie. Essa ressonancia
nada mais € do que a excitacdo coletiva dos elétrons que estdo na sua interface. A
relacdo superficie/volume das nanoparticulas faz com que o efeito de ressonancia
plasménica seja muito sobressalente em nanoparticulas metalicas. Essa excitacdo é
gerada quando uma onda eletromagnética incide sobre uma nanoparticula metalica,
fazendo sua nuvem eletrénica oscilar, gerando assim uma frequéncia de oscilacéo

entre o ncleo e a nuvem, respeitando as leis de Coulomb (Zhang et al, 2003).

As AgNPs esféricas tem por caracteristica apresentar formacéo de dipolos. O
momento de dipolo induzido é provocado pela movimentagdo da nuvem eletronica
dentro da particula na mesma frequéncia que o comprimento de onda incidente, essa
movimentacdo € gerada devido a interacdo das ondas eletromagnéticas com a
nanoparticula (Noguez et al, 207). Cada comprimento de onda produz uma oscilagao
diferente na nuvem eletrénica, podendo resultar ou ndo em ressonancia. Alguns fatores
sdo determinantes para a faixa espectral de absorcdo, ou melhor, onde a ressonancia
ocorre, dentre eles destacam-se: densidade eletrdnica, massa efetiva, tamanho e
formato da nanoparticulas, além de, principalmente, sua interagdo com 0 Seu
estabilizante e 0 meio em que se encontram (Zhang et al, 2008).

O dipolo reage quando atingido por ondas eletromagnéticas, gerando um
fendmeno conhecido como ressonancia plasménica de superficie (RPS). Assim,
nanoparticulas de prata possuem absor¢do no UV-vis em torno de 420 nm o que

caracteriza sua identidade a partir de sua RPS (Howes et al, 2014).
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No nosso trabalho foi importante avaliar a variagdo da quantidade do agente de
capping, o SDS, na estabilizacdo da AgNPs. Na Figura 9 podemos observar o espectro
do UV-vis quando se utilizou 0,59 de SDS, o que gerou uma populacdo de AgNPs de
forma monodispersa, evidenciada pelo estreitamento do banda a meia altura e
visualizada tal caracteristica no MEV, bem como na andlise dos tamanhos uniformes

evidenciados via DLS.
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Figura 9: UV-vis de AgNPs com 0,5 g de SDS.

Quando utilizamos uma quantidade de 0,25 g de SDS, observamos que as
nanoparticulas obtiveram o tamanho da largura a meia altura maior, caracterizando
uma populagdo de AgNPs com caracteristicas polidispersas. Também foi notado que a
absorbancia, em unidades arbitréarias foi menor, 0 que indica uma menor producdo e
estabilizacdo de AgNPs. Pode influir sobre isso que a menor quantidade de SDS foi
determinante para menor estabilizacdo das nanoparticulas (Liz-Marzan et al, 2014). Na
Figura 10 representamos o espectro UV-vis das AgNPs produzidas com 0,25 g de
SDS.
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Figura 10: UV-vis da AgNPs com 0,25 g de SDS.

Quando utilizamos uma quantidade de 0,1 g de SDS como estabilizante a

solugdo permaneceu incolor, diferentemente do que aconteceu com as duas outras

solugdes ( 0,59 e 0,25g de SDS), que apresentaram uma coloragcdo amarelo-alaranjada,

coloracdo determinante de AgNPs, segundo King et al, 2009. Portanto, como esta ndo

apresentou nenhuma banda no UV-vis, ndo realizamos quaisquer outras técnicas. A

seguir UV-vis com 0,1g de SDS.
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Figura 11: UV-vis das AgNPs g com 0,1 g de SDS.

A técnica do infravermelho avalia a intima relacdo entre a AgNPs e 0 seu
agente estabilizante (Figuras 12 e 13). Para nossa amostra foi possivel verificar as
bandas em 2850 cm™, 1220 cm™ e 1085 cm™ referentes aos grupamentos (-CH,-),
(SO4) e (SOy), respectivamente. Esses picos sugerem o0 empacotamento da AgNPs
com o SDS (Viana et al, 2012). A banda em 3330 cm™ é intensa e é referente a0
grupamento hidroxila. O grupamento hidroxila pode ser proveniente de duas fontes:
dos produtos da oxidacio da glicose ou na umidade absorvida (Kumar et al, 2012). E
interessante salientar que nas duas solucBes sintetizadas, com suas respectivas
variagfes nas quantidades de SDS, ndo houve mudangas em nenhuma das bandas
formadas, indicando que o recapeamento foi efetivo nas duas nanoparticulas. Isso se

deve ao processo de lavagem que foi feito apos a sintese.
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Figura 12: Espectro no infravermelho para AgNPs com 0,5g de SDS.

0,8 -
E _p-"ﬂ*" | il
1,0 ' WA I p— | e Y
E | f/'l'l' T —r— 'x__l'll |||'| )
£ 12- A 2850 R
@ 3330 A My
E (-OH) (-CHz-) I
@ 1220 |l
g - (50:) ‘ |
164 |0.25g SDS 1085 ——
varm(S04)
T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Namero de onda (cm -1)

Figura 13: Espectro no infravermelho para AgNPs com 0,25¢g de SDS.

O tamanho das AgNPs foi estimado pela medida de espalhamento de luz

(DLS). Esta fornece a distribui¢do do tamanho, cabendo salientar que o aparelho capta
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apenas sinais de nanoparticulas em forma esférica, e também o (. O tamanho
encontrado para as nanoparticulas preparadas com 0,5 g de SDS foi de 77,58 + 47,08
nm (média £ Desvio padrao) e o indice de polidispersividade (PDI) foi de 0,189, sendo
que o numero esperado que caracteriza uma populagdo de nanoparticulas
monodispersas é menor que 0,2. Isso infere que nossa amostra apresentou indice de
monodispersividade, 0 que comprova os resultados j& esperados através da analise do
UV-vis (Tomaszewska et al, 2013). Para as AgNPs produzidas com 0,25 g de SDS foi
obtido um tamanho de 91,22 + 29,37 nm (média = Desvio padrdo) e o PDI foi de
0,225.

A menor quantidade de SDS na solugdo 2 (0,25g SDS) favoreceu um
menor grau de recapeamento da nanoparticula, o que acarretou em crescimento das
AgNPs evidenciado pelo DLS e pelo valor de PDI acima de 0,2 (0,225), conferindo a
amostra uma caracteristica polidispersa que ja havia sido sugerido através do UV-vis
quando apresentou um tamanho de meia altura bastante largo (Mehta et al, 2010).

A técnica de DLS é uma técnica rapida, com resultados reprodutivos e
eficientes. Pode ser utilizada sempre que a microscopia eletrénica de transmissdo
(TEM) ou MEV ndo estdo disponiveis. Entretanto, sempre é valido o somatorio das
técnicas (Tomaszewska et al, 2013).

Ressalta-se que para obter uma melhor visualizagdo dos resultados, foram
realizadas dilui¢bes de 1:10 para a solucdo produzida com 0,25 g de SDS. A diluicdo
se fez necessaria devido ao grau de agregacdo de nanoparticulas que esta solucdo teve
devido a menor estabilidade. As Figuras 14 e 15 representam o tamanho das AgNPs
das suspensdes 1 e 2, respectivamente.
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Figura 14: Distribuicdo de tamanho para AgNPs produzidas com 0,5 g de SDS.

Size (d.n.. % Imensity: St Dev (don...
L-Average (d.m): 9122 Peak 1: 94 92 100.0 29,37
Pdl: 0,225 Peak 2: 0000 0.0 0.000
Intercept: 0854 Peak 3: 0,000 0.0 0,000

Result quality Cood

Size DRstrbation by Insessity

b
Eﬁ 111
- [
= o \
g Ll

o

o1 1 1 100 1000 10000

Sazw id nm)
——— Recod 16 Hp Ag 2 (1:10; 1]

Figura 15: Distribuicdo de tamanho para AgNPs produzidas com 0,25 g de SDS.
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O () é a medida que fornece a carga na superficie das nanoparticulas e
quanto é estavel a suspensdo das mesmas. ¢ acima de £20,0 mV, em modulo, indica
suspensdes estaveis (Lin et al, 2014). No presente trabalho foi encontrado um valor de
C de — 49,2 mV para a AgNPs com 0,5 g de SDS e de — 47,2 mV para a com 0,25 g de
SDS. Esses resultados comprovam a alta estabilidade das nanoparticulas sintetizadas.
Ressaltando que as amostras permaneceram a temperatura ambiente (25 °C) e que ndo
foram privadas de luz por pelo menos 3 meses antes da andlise. As Figuras 16 e 17

representam os valores de { para as suspensdes 1 e 2, respectivamente.

Mean [m\y) HArea (%) St Dew (mV)
Zata Potential (mV): -49 2 Peak 1: -439 973 125
Zeta Deviation (mV): 135 Peak 2: -124 27 IM
Conductivity [mS/em): 0,872 Peak 3: 0,00 0.0 0,00

Result quality See result quality report

Zeta Polential Distribution

Tolal Cionls

100 1] 1 200
Apparent Zela Poleniial (my]

Record 13 Np Ag 1 1]

Figura 16: ¢ para AgNPs com 0,5 g de SDS.

Foi observado que a diferenca entre os valores de { para as duas
suspensdes de AgNPs apresentou valores muito préximos, indicando que a
estabilidade das duas suspensdes foram excelentes. Assim, a menor quantidade de
SDS na suspensdo 2 obteve um resultado menor (-47,2 mV), mas ainda assim €
considerada uma suspensdo bastante estavel (Gbenou et al, 2010).
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Figura 17: ¢ para AgNPs com 0,25 g de SDS.

Uma andlise fundamental na caracterizacdo das AgNPs é a difracdo de
raios-X, que infere sobre a estrutura cristalina das AgNPs, bem como sua prépria
existéncia. O padrdo de raios-X é mostrado na Figura 18. Quatro picos foram
identificados 38,2°, 44,4°, 64,6° e 77,5°, 0 que corresponde aos planos do cristal
(111), (200), (220), (311) da estrutura cubica de face centrada apresentada para a prata
metalica correspondente ao padrdo de difracdo descrito no Committee on Powder
Diffraction Standards (JCPDS-087-0720). Outros picos foram identificados e sao
correspondentes ao fosfato de prata e ao cloreto de prata. O fosfato e o cloreto séo
provenientes dos excipientes que foram utilizados para a producdo das AgNPs, bem
como a glicose e o SDS que apresentam certa quantidade desses materiais em sua
composicdo. Ressalta-se que essa caracteristica ndo influenciou na atividade
microbiologica bem como em outras analises das AgNPs. No difratograma é mostrado
o0 valor observado (em verde) o valor calculado (em vermelho) e a linha base (azul)
que é a diferenca dos valores observado e calculados. Quanto mais retilinea maior a
semelhanca entre o que se espera na amostra com o padrdo existente (Fayaz et al,
2010).



41

(111) Yobs
A Yecalc
A8 Yobs-Ycalc

Intensidade (u.a.)

|
[ e IHWM"' MIMIH‘J\OWM—‘W

30 40 50 60 70 80
20(grau)

Figura 18: Padrdo de difracdo de raios-X.

Observamos através da técnica do DLS que as nanoparticulas sintetizadas
possuem tamanho inferior a 100 nm, sendo que estruturas encontradas maiores
poderiam ser formadas através da formacdo de aglomerados durante o processo de
sintese das AgNPs (Wang et al, 2005). As informagdes encontradas até aqui informam
sobre a interacdo do estabilizante SDS com a AgNPs, a existéncia da prépria NPAg,
de sua carga superficial bem como sua estabilidade. Porém, ndo é possivel ainda
inferir nada sobre a sua forma. Tendo em vista o proposto, se faz necessario o uso da

técnica de MEV para poder influir sobre a topografia das AgNPs (Lin et al, 2014).

Na Figura 19, observamos o0 MEV das AgNPs sintetizadas com 0,5 g de
SDS. Podemos observar que as AgNPs possuem a forma esferoide e que o tamanho
médio das populagcbes é semelhante e em torno de 80 nm, como podemos evidenciar

na Figura 20 com um aumento de 100000x.
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Figura 19: Microscopia eletronica de varredura da AgNP com 0,5 g de SDS.

5/27/2015 | mag BB | HV | mode | WD FTFW I —1 L

11:13:37 AM | 100000 x | 20.00kV | SE |94 mm | 2.07 pym | ETD UFC - Central Analitica - Quanta FEG

Figura 20: Detalhe do tamanho da AgNP (0,59 SDS).

Na Figura 21 observamos o MEV para as AgNPs sintetizadas com 0,25 g
de SDS. Pode ser observado que estas apresentaram um carater polidisperso em
relacdo as sintetizadas com 0,5 g de SDS. Na Figura 22 evidenciamos a varia¢do
maior de tamanho para as AgNPs sintetizadas com 0,25 g de SDS com maior fator de
ampliacéo.
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Figura 21: Microscopia eletronica de varredura da AgNP com 0,25 g de SDS.

Uma ferramenta importante acoplada ao MEV tem a capacidade de inferir
sobre a composicao atdbmica do material a ser analisado. Essa técnica é chamada de
microanalise ou EDX, em que podemos observar o componente principal sendo a
prata, pois a prata absorve em 3 keV. Os outros elementos encontrados fazem parte
dos excipientes existentes nos produtos utilizados. Ressalta-se que nao houve qualquer
diferenca na microandlise das duas AgNPs sintetizadas. O EDX pode ser visualizado
na Figura 23.
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Figura 22: Detalhe do tamanho das AgNPs (0,25g SDS).
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Figura 23: Microanélise das AgNP.
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A rotina laboratorial de identificacdo de C. parapsilosis inclui a
inoculacdo dessa cepa em meio ndo especifico e ndo seletivo, como por exemplo, agar

batata. Na Figura 24 podemos evidenciar a C. parapsilosis em agar batata.

Figura 24: C. parapsilosis em meio agar batata.

A identificacdo de leveduras do género Candida é realizada com testes
bioquimicos, fenotipicos e moleculares, um método répido de purificacdo e
identificacdo presuntiva de Candida spp. € a utilizacdo de um meio cromdgeno, como
mostrado na Figura 25. C. parapsilosis aparece nesse meio com uma coloracdo roxa

com o pigmento se difundindo para o meio.
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Figura 25: C. parapsilosis em meio cromdgeno.

Discos de miconazol ainda ndo foram padronizados e sua venda é
realizada por empresas sem autorizacdo, devido a esse fator os discos utilizados no
nosso estudo foram produzidos no nosso laboratorio e podem ser vistos na Figura 26.

Os discos mostrados contém miconazol e AgNPs.

Figura 26: Discos de Miconazol e AgNP.
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Foram testadas 50 cepas de C. parapsilosis. Como podemos evidenciar na
Figura 29 e na Tabela 1 o Miconazol (MIC) e as AgNPs ndo apresentaram agéo sobre
0 crescimento de C. parapsilosis quando usados de forma isolada. Entretanto, ao

associarmos as AgNPs ao Miconazol o efeito sinérgico é evidente.
Tabela 1: Perfil de sensibilidade das C. parapsilosis as AgNPs.

Placa Solucéo 1 Solugéo 2 Miconazol NPAgl+ NPAg2+

Mic Mic
1 0 0 33 35 33
2 0 0 27,4 29,7 28,8
3 0 0 22 22 22
4 0 0 22 22 22
5 0 0 32,5 34,9 31,8
6 0 0 32,7 37,5 37,2
7 0 0 36 40 27,7
8 0 0 32,1 36,7 31,3
9 0 0 31,1 32,9 28,9
10 0 0 27,7 45,5 28,1
11 0 0 23,8 40,8 36,2
12 0 0 314 51 35,4
13 0 0 31,5 51,6 34,8
14 0 0 31,8 49,2 38,1
15 0 0 27,2 34,1 49

16 0 0 22 40,2 30,4
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17 0 0 27,5 46,4 28,2
18 0 0 36 52,6 31,3
19 0 0 22 34,8 33
20 0 0 22 22 315
21 0 0 25 58 30
22 0 0 24 56,4 28
23 0 0 36,2 57,5 38,2
24 0 0 22 26 22
25 0 0 22 28 25
26 0 0 33,9 35,4 34,5
27 0 0 42,3 43,3 43
28 0 0 36 36,3 36,1
29 0 0 20 22 22,2
30 0 0 32,3 33,2 331

Legenda: MIC: Miconazol disco com 25 pg; MIC + NPAg: Miconazol (25
ug) + NPAg (25 uL). O diametro dos discos utilizados (22 mm) nédo foram levados em
consideracdo. Os testes foram realizados em trés repeticdes e os desvios padroes foram
negligenciados. Quando se avalia o sinergismo entre drogas através do método do
disco de difusdo, utiliza-se 0 aumento da &rea como indicador de acdo sinérgica. O
aumento da area foi considerado como acdo sinérgica e pode ser evidenciado na
Figura 27a. Na Figura 29 o efeito sinérgico pode ser observado em detalhes pela

medida do halo com paquimetro digital.
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Figura 27: a) Comparacgéo do aumento de inibicdo das duas solucdes de AgNPs; b)
Comparacdo do aumento de inibi¢do do creme produzido com creme com registro no
mercado; c) zonas de inibi¢cdo do miconazol isolado, miconazol + AgNPs 1 e

miconazol + AgNPs 2.

O aumento da area foi calculado pela férmula (B2-A%)/A2, em que A e B
sdo as zonas de inibicdo do Miconazol sozinho e do Miconazol associado a AgNPs,
respectivamente. Na auséncia de crescimento fungico, o tamanho do disco (22 mm)

foi usado para calcular o tamanho da area (Birla et al, 2009; Fayaz et al, 2010).

Na Figura 27a pode-se evidenciar esse aumento. Na Figura 27c podemos
observar o tamanho dos halos em funcdo dos trés produtos, Miconazol, Miconazol +
AgNPs 1 e Miconazol + AgNPs 2, respectivamente. Como o0s resultados do Miconazol
+ AgNPs 1 foram mais expressivos em se tratando de aumento de inibicdo, foi
fabricado a partir deste um creme para avaliar o efeito antimicrobiano. O creme
produzido foi comparado com um creme registrado no mercado de Miconazol a 2%,
mostrando ser muito satisfatorio, pois houve aumento do halo de inibi¢cdo quando

comparamos o creme sintetizado com um creme ja comercializado. Alem disso, apesar
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da coloragdo escura das AgNPs, o creme teve aparéncia clara o que o torna aceitavel
para comercializacdo. Apesar de outros estudos serem necessarios, podemos afirmar
que o creme sintetizado demonstra ser bastante promissor devido seu efeito evidente e
sua alta estabilidade. Na Figura 28 podemos evidenciar o efeito antifingico do creme

sobre Candida parapsilosis.

Figura 28: a) Composicao dos ativos do creme. b) Vista posterior da placa de
petri. ¢) Vista anterior da placa de petri.
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Figura 29: Detalhe do efeito sinérgico entre Miconazol e NPAg.

A busca por novas substancias com agdo antifungicas sao constantes e 0s
efeitos antimicrobianos dos sais de prata sdo conhecidos desde tempos imemoriais.
Muitos estudos tem destacado o papel antimicrobiano das AgNPs, com um mecanismo
ainda néo totalmente compreendido, os achados s@o bastante promissores (Ishida et al,
2013; Hwang et al, 2012).

A importancia da C. parapsilosis é inegavel em infec¢des sistémicas, a
identificacdo laboratorial dessa levedura é cada vez mais comum em laboratérios ao
redor do mundo (Guinea et al, 2014; Kazak et al, 2014). A identificacdo de leveduras
do género Candida em meios como o mostrado na Figura 25 é uma tarefa ardua e que
se configura extremamente dificil e até mesmo impossivel (Menezes et al, 2012). Para
se resolver esses problemas na rotina laboratorial dispomos de diversas ferramentas,
dentre elas o uso da Biologia Molecular (Menezes et al, 2012). No entanto, nem
sempre é possivel recorrer a essa técnica quando isso ndo € possivel o meio
cromogeno é uma alternativa mais barata e de excelentes resultados (Menezes et al,
2009b). Na Figuras 25 temos as cepas de C. parapsilosis em meio cromoégeno. O meio
cromoégeno é réapido e permite uma identificacdo segura e ndo exige grandes
investimentos em infraestrutura laboratorial, como a Biologia Molecular, que além da
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infraestrutura exige pessoal altamente treinado (Menezes et al, 2011). No nosso estudo
foi possivel identificar todas as cepas de C. parapsilosis, essas leveduras aparecem
com uma coloragédo azul que se difunde para o meio de cultura que pode ser visto em

detalhes na Figura 25.

Os testes de sensibilidade foram realizados pelo método de disco difuséo
em agar, um método classico com bons resultados (Menezes et al, 2011). O grande
problema dessa metodologia é que os discos tém que ser fabricados e essa esta etapa
consome tempo e precisa ser realizado por pessoal treinado, pois envolve diversos
passos e diluicdes sucessivas das drogas em estudo. No nosso estudo usamos discos

com 25 pLL de miconazol e 25 pLL de AgNPs. Os discos sdo mostrados na Figura 26.

Estudos sugerem que AgNPs podem exercer atividade antifingica pela
ruptura da estrutura da membrana celular e inibir o processo normal de diviséo celular
levando a destruicdo da integridade da membrana de células leveduriformes (Kim et
al, 2009). Observamos em nosso estudo que AgNPs sozinhas e 0 miconazol sozinho
ndo inibiram o crescimento fangico, isso deve-se ao fato de que as concentragcdes estdo
abaixo da concentracdo inibitéria minima (MIC), no entanto quando juntamos o

miconazol com NPAg percebemos o claro efeito sinérgico (Figura 29).

A atividade sinérgica das AgNPs é melhor observado na Figura 27a, na
qual percebemos um aumento da area em torno dos discos que continham miconazol e
AgNPs. O aumento da area é uma das variaveis mais utilizadas quando comparamos a
acao sinérgica de farmacos e outras substancias quando usamos a metodologia dos
discos (Gajbhiye et al, 2009; Panacek et al, 2009; Shahverdi et al, 2007; Thomas et al,
2014).

Em estudo analisando o efeito sinérgico de fluconazol e AgNPs, foi
observado que a acdo sinérgica foi verificada nos cincos fungos testados, sendo o
efeito maior observado em C. albicans com um aumento de 3,69 na area do disco
(Gajbhiye et al, 2009). No nosso estudo testamos 50 cepas de C. parapsilosis e 0
aumento da area para miconazol e AgNPs ocorreu todas as cepas testadas sendo que
contra uma das cepas a area atingiu 6,638, correspondendo a um aumento de mais de
600% do efeito antifingico, o que pode representar um efeito avassalador contra uma

infeccdo fangica (Figura 27).
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A atividade das AgNPs contra Candida spp esta bem documentada, mas os
relatos de acgdes sinérgicas ainda sdo escassos (Gajbhiye et al, 2009; Panacek et al,
2009; Thomas et al, 2014). Realizamos a avaliacdo da acdo sinérgica do miconazol e
de AgNPs, em nenhum outro estudo essa associacdo tinha sido testada, contra um

namero elevado de cepas.

Como néo ocorreu atividade nos discos contendo somente miconazol ou
AgNPs 0 que demonstra que aumento da area pode ser interpretado como sinergismo.
Este trabalho ajuda a esclarecer duvidas sobre o potencial dessas associacdes bem
como abre porta para novas formulagdes farmacéuticas tendo em vista o vasto

surgimento de microorganismos resistentes as drogas ja existentes.

5 CONCLUSOES

As AgNPs via “quimica verde” foram sintetizadas com sucesso por uma rota
“verde’ e sem a geracdo de produtos tdxicos para o meio ambiente. Estas foram
caracterizadas através do UV-vis, Infravermelho com transformada de Fourier,
Difracdo de Raios-X, DLS, {, MEV e EDX.

As nanoparticulas sintetizadas com 0,5 e 0,259 de SDS apresentaram-se
monodispersas e bastante estaveis.

Conseguiu-se isolar 50 cepas de Candida parapsilosis de pacientes com
infeccdo fungica. Com esse material foi realizada uma anélise da acdo antifungica do
Miconazol isolado, bem como das AgNPs, assim como da associa¢do dos dois em que
foi observado uma evidente e promissora acédo sinérgica dessa formulagéo.

Ao fim do trabalho foi desenvolvido um creme com os ativos de AgNPs de
10% e Miconazol 1%, evidenciando seu efeito sinérgico ao ser comparado com um

creme ja comercializado.
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