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Resumo

A resisténcia microbiana aos antibidticos tem sido uma ameaca para o tratamento efetivo de varais infec¢bes causadas
por agentes patogénicos. Nesse sentido, a pesquisa teve como objetivo avaliar a acdo antimicrobiana das
nanoparticulas de prata (AgNPs) sintetizados por meio de biorreducdo utilizando o extrato de Mimosa tenuiflora. Com
isso, a pesquisa adotou a metodologia laboratorial de natureza quantitativa em que utilizou para a sintese das
nanoparticulas, o nitrato de prata (AgNO3) como agente precursor, o citrato de sddio como agente redutor e o extrato
de M. tenuiflora como agente estabilizador. O indculo das espécies bacterianas a serem testadas foi preparado pelo
método de suspensdo direta das coldnias CLSI (2009) em solugdo salina esterilizada, a partir de coldnias crescidas por
24 horas em meio BHI (Brain Heart Infusion &gar) e em meio Sabouraud para a espécie fungica. O teste de
suscetibilidade foi realizado pelo método de difusdo por poco CLSI (2009), com adaptagdes, e a anélise da acdo
antimicrobiana das AgNPs foi realizada apds 24 horas de incubagdo a uma temperatura de 37 °C. A solugdo contendo
as AgNps fora aplicada em trés espécies de microrganismos: Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli
(ATCC 25922) e Candida albicans (ATCC 10231). Os resultados mostram que 20 uL da substéncia frente as cepas
microbianas apresentou discreta atividade antimicrobiana contra bactérias, porém o mesmo ndo foi observado na
levedura testada. De acordo com os resultados, observa-se que as AgNps estabilizadas em M. tenuiflora apresentam
atividade antimicrobiana, principalmente contra Staphylococcus aureus.

Palavras-chave: Nanoparticulas; Extratos de plantas; Agdo antimicrobiana.

Abstract

Microbial drug resistance has been a threat to the effective treatment of various infections caused by pathogenic
agents. In this sense, the research aimed to evaluate the antimicrobial action of silver nanoparticles (AgNPs)
synthesized by means of bioreduction using the extract of Mimosa tenuiflora. With this, the research adopted the
laboratory methodology of a quantitative nature in which it used for the synthesis of nanoparticles, silver nitrate
(AgNO:s) as a precursor agent, sodium citrate as a reducing agent and M. tenuiflora extract as a stabilizing agent. The
inoculum of the bacterial species to be tested was prepared by the method of direct suspension of CLSI (2009)
colonies in sterile saline solution, from colonies grown for 24 hours in BHI (Brain Heart Infusion agar) and in
Sabouraud medium for the fungal species. The susceptibility test was performed using the CLSI (2009) well diffusion
method, with adaptations, and the analysis of the antimicrobial action of AgNPs was performed after 24 hours of
incubation at a temperature of 37 °C. The solution containing AgNps was applied to three species of microorganisms:
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922) and Candida albicans (ATCC 10231). The
results show that 20 pL of the substance against the microbial strains showed slight antimicrobial activity against
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bacteria, but the same was not observed in the tested yeast. According to the results, it is observed that the AgNps
stabilized in M. tenuiflora have antimicrobial activity, mainly against Staphylococcus aureus.
Keywords: Nanoparticles; Plant extracts; Antimicrobial action.

Resumen

La resistencia microbiana a los medicamentos ha sido una amenaza para el tratamiento efectivo de varias infecciones
causadas por agentes patdgenos. En este sentido, la investigacion tuvo como objetivo evaluar la accién antimicrobiana
de las nanoparticulas de plata (AgNps) sintetizadas mediante biorreduccion utilizando el extracto de Mimosa
tenuiflora. Con ello, la investigacion adoptd la metodologia de laboratorio de caracter cuantitativo en la que utilizo
para la sintesis de nanoparticulas, nitrato de plata (AgNOs) como agente precursor, citrato de sodio como agente
reductor y extracto de M. tenuiflora como agente estabilizador. El indculo de la especie bacteriana a ensayar se
prepard por el método de suspension directa de colonias CLSI (2009) en solucion salina estéril, a partir de colonias
cultivadas durante 24 horas en BHI (Brain Heart Infusion agar) y en medio Sabouraud para la especie hongos. La
prueba de susceptibilidad se realiz6 mediante el método de difusion en pozo CLSI (2009), con adaptaciones, y el
analisis de la accién antimicrobiana de las AgNps se realizd después de 24 horas de incubacion a una temperatura de
37 °C. La solucién que contenia AgNps se aplicé a tres especies de microorganismos: Staphylococcus aureus (ATCC
25923), Escherichia coli (ATCC 25922) y Candida albicans (ATCC 10231). Los resultados muestran que 20 uL de la
sustancia contra las cepas microbianas mostraron una ligera actividad antimicrobiana contra las bacterias, pero no se
observé lo mismo en la levadura ensayada. De acuerdo a los resultados se observa que las AgNps estabilizadas en M.
tenuiflora tienen actividad antimicrobiana, principalmente contra Staphylococcus aureus.

Palabras clave: Nanoparticulas; Extractos de plantas; Accién antimicrobiana.

1. Introducéo

A resisténcia aos antibidticos é considerada atualmente um grande problema da sade publica mundial (Loureiro et
al., 2016). Segundo a Organizacdo Mundial da Salde (OMS) a exposi¢do indiscriminada dos microrganismos aos
medicamentos acelera o desenvolvimento de formas resistentes e potencializa as infeccBes em ambientes hospitalares (Zagui et
al., 2022). As infeccBes causadas por esses patdgenos tém sido um problema crescente, porque os antibiéticos atuais ndo sédo
capazes de impedir a sua multiplicacdo (Yousaf et al., 2020).

O surgimento e a disseminacdo dos organismos patogénicos resistentes se tornou uma preocupacao para as pesquisas
biomédicas nos ultimos anos. Estudos sugerem que hd uma associagdo causal entre 0 uso de medicamentos e a resisténcia
microbiana (Cussolim, Junior, de MELO, & de MELO, 2021). Como também, sabe-se que a atividade antropogénica aumenta
abundantemente os genes de resisténcia aos farmacos. Dessa forma, a resisténcia aos medicamentos € uma crise mundial de
multiplas dimensdes, que requer um esforco multidisciplinar de diferentes areas de pesquisa (Hiltunen et al., 2017).

O enfrentamento aos problemas causados pela resisténcia dos microrganismos aos farmacos atuais e a busca por
alternativas mais eficientes, encontrou formulas capazes de combater diferentes agentes patogénicos (Freires & Rodrigues
Junior, 2022). Entre as formulag¢fes encontradas, cita se 0 uso de nanoparticulas metélicas, especialmente as nanoparticulas de
prata (AgNPs) com potencial antimicrobiano para cepas resistentes (Silva et al., 2020). Com caracteristicas morfoldgicas
préprias e dimensdo nano, a capacidade de interagdo sinérgica das AgNPs com os componentes bioldgicos, torna este material
potencialmente eficiente (Guimardes et al., 2021).

A prata tem sido usada como agente antimicrobiano desde muito tempo; atualmente o interesse pelo uso dessa
substancia esta relacionado a crescente resisténcia de varios microrganismos a determinados farmacos (Viana et al., 2021). No
entanto, no seu estado natural existem limitagdes no uso de ions de prata ou sais de prata como agentes antimicrobianos,
causando estresse oxidativo, o qual pode levar a morte celular. J& em escala monométrica essa limitacdo é eliminada, pois a
natureza quimica do revestimento da superficie diminui sua toxicidade (Durén, 2019). Assim, as AgNPs tém a capacidade de
penetrar no interior das células e causar danos ao interagir com o fdsforo e enxofre presentes no DNA e nas proteinas dos
patdgenos (Bernardo-Mazariegos et al., 2019).

Além das propriedades antimicrobianas as AgNPs tém acdo em um amplo espectro de microrganismos, incluindo

bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, fungos e virus (Bruniera et al., 2020). As AgNPs foram citadas em varios estudos
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como potentes agentes antimicrobianos contra microrganismos resistentes a multiplas drogas, entre eles a Escherichia coli
resistente a ampicilina, Streptococcus pyogenes resistente a eritromicina, Staphylococcus aureus resistente a meticilina,
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus resistente a vancomicina (Aldayel et al., 2022).

A Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir., conhecida como jurema preta é uma planta nativa da regido Nordeste do Brasil,
encontrada especificamente no bioma Caatinga, resistente a longos periodo se seca. Conhecida pelo seu potencial terapéutico é
utilizada frequentemente na medicina tradicional em tratamento de doengas infecciosas causadas por fungos e bactérias (Santos
et al., 2022). Possui atividade antioxidante, anti-inflamatorio e cicatrizante. A casca contém N,N-dimetiltriptamina (DMT), um
alcaloide inddlico com efeitos alucinégenos Isabela (Amariz et al., 2022).

Devido o aumento da resisténcia dos microrganismos aos medicamentos convencionais, 0 objetivo da pesquisa foi

verificar a acdo antimicrobiana das nanoparticulas de prata estabilizadas em extrato de Mimosa tenuiflora.

2. Metodologia

2.1 Preparacéo do extrato aquoso de M. tenuiflora

A planta utilizada foi coletada na localidade Coqueiro no municipio de Alagoinha do Piaui — Brasil, identificada e esta
depositada no Herbario Professor Aluizio Bittencout — HABIT, em Caxias Maranhao, sob n° de tombo: 4302.

As cascas foram extraidas de uma planta adulta localizada pelas coordenadas geogréficas, 6° 52° 26°°, Lat. Sul; 40°
56’ 55°° Long. Oeste, em uma propriedade particular, no més de novembro de 2020, esta¢do seca, no periodo da tarde. As
cascas foram desidratadas naturalmente por 20 dias ao abrigo da incidéncia direta da luz solar. Apés a desidratacdo as cascas
foram trituradas em moinho até adquirirem o estado de pé. Para o extrato aquoso, foram diluidos 0,5 g do pé das cascas em 30
mL de &gua destilada. A solugo foi filtrada em filtro de papel e em seguida utilizada na sintese das nanoparticulas.

2.2 Sintese e caracterizacdo das AgNps

Para sintetizar as AgNPs foi usado 100mL de Nitrato de Prata (AgNO3) 1,0mmol/L, aquecido em agitagdo magnética
numa chapa aquecedora. Apo6s atingir a ebulicdo acrescentou-se gota a gota 1,0mL de Citrato de sédio 1% a solugéo de nitrato
de prata. O gotejamento ocorreu em aquecimento e agitagdo magnética constante que foi mudando de cor, indicando a redugéo
da prata e a formacdo das nanoparticulas, ao atingir a coloracdo amarelo esverdeado interrompeu-se o0 gotejamento e o
aquecimento da chapa aquecedora, mantendo-se a agitagdo magnética.

Ao atingir a temperatura ambiente de 25°C (Graus Celsius) gotejou lentamente extrato aquoso de M. tenuiflora, a
mudanga de cor continuou do amarelo esverdeado até atingir uma coloragdo ambar, interrompendo-se a adi¢do do extrato, 0
qual foi armazenado em vidro com tampa e acondicionado em refrigeracdo até o momento da aplicagdo nos indculos.

As nanoparticulas foram caracterizadas por meio de espectroscopia de infravermelho (UV-Vis). Os espectros foram
obtidos por meio de um espectrofémetro modelo UV-6100S da Allacom com feixe duplo. Os pardmetros de andlises foram em
uma faixa de varredura 1900-900nm, abertura de fenda =2,0 nm e solucéo espectral de 1,0 nm. Foram utilizadas cubetas de

quartzo com caminho optico de 1,0 cm.

2.3 Preparo do intculo

Para avaliar a atividade antimicrobiana preparou-se indculos de trés espécies, uma espécie bacteriana Gram-positiva
(Staphylococcus aureus - ATCC25923), uma espécie bacteriana Gram-negativa (Escherichia coli, ATCC25922) e uma espécie
de fungo leveduriforme (Candida albicans, ATCC10231).

Padronizou-se o inéculo das espécies microbianas a serem testadas pelo método de suspensdo direta das coldnias

CLSI (2009) em solugdo salina esterilizada, a partir de col6nias crescidas por 24 horas em meio BHI (Brain Heart Infusion
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agar) para as espécies bacterianas e em meio Sabouraud para a espécie flngica. Todas as culturas semeadas foram incubadas a
temperatura de 37°C em estufa de crescimento. A suspensdo de células foi ajustada a concentragdo de 1 x 10 8 UFC/mL, que

corresponde a solucdo padrédo de McFarland de 0,5.

2.4 Teste de suscetibilidade por meio de difusdo em poco

A anélise da atividade antimicrobiana das substancias frente as bactérias e a espécie fungica, foi executado pelo
método de difusdo por poco (CLSI, 2009) com adaptagdes. Foram realizados orificios de 6 mm de didmetro na superficie do
meio de cultura contido nas placas de Petri com auxilio de um molde formando os pogos. As placas foram inoculadas com as
suspensdes bacterianas e do fungo com auxilio de um swab esterilizado e entdo os pogos foram preenchidos com 20 pL da
substancia a ser testada. Apo6s a adicdo da substancia aos pocos as placas forma incubadas a 37° C por um periodo de 24 horas.
Os halos de inibicdo do crescimento, quando formados foram mensurados por meio de um paquimetro. Os testes foram

realizados em triplicata.

3. Resultados

3.1 Formacao e caracterizacdo das AgNPs

Atualmente muitas pesquisas foram concentradas em diferentes rotas de sintese de AgNps (Camara et al., 2021). Ao
contrario dos métodos convencionais associados a substancias toxicas ao ambiente, as estratégias bioldgicas de sintese verde
de nanoparticulas sdo consideradas seguras e simples.

A formacdo das AgNps ocorreu a partir do nitrato de prata (AgNQs), acrescido de citrato de sddio como agente
redutor, e extrato de (Mimosa tenuiflora) como agente estabilizador. A sintese das nanoparticulas ocorreu por meio de um
processo de transi¢do continua pela reducgdo do sal de prata observada com a mudanga de coloragdo da mistura para amarelo
esverdeado e posterior ambar (Figura 1).

A caracterizacdo das AgNps por UV-vis apresentou um pico maximo e Unico de absor¢do em uma faixa de 420nm,
indica que houve formacéo de AgNps com tamanho aproximado de 20nm e formato esférico (Rani et al., 2020). O valor de
absorbancia indica o numero de nanoparticulas presentes na solugdo, ou seja, quanto maior a absor¢do Optica maior sera a

quantidade de nanoparticulas.

Figura 1 — Sintese das AgNps a partir de nitrato de prata, citrato de sédio e extrato de M .tenuiflora.

A C
Nitrato de prata
AgN
(AgNO?) e
+
> Mi t ifl
imosa tenuiflora
Citrato de sédio

Fonte: Autores (2022).

3.2 Atividade antimicrobiana das AgNps

Apos o periodo de incubacéo observou-se a formacéo de discretos halos de inibi¢do do crescimento microbiano para
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0s microrganismos testados. A figura a seguir mostra o teste realizado em placas de Petri pelo método de difusdo do pogo em

S. aureus, E. coli e C. albicans (Figura 2).

Figura 2. Teste de difusdo em pogo utilizando AgNps contra S. aureus (A), E. coli (B) e C. albicans (C).

S. aureus C. albicans

C>oc;t'toh:. - X
Fonte: Autores (2022).
Observou que 20 pL da substancia aplicada em cada pogo contendo as cepas apresentou uma discreta atividade contra
bactérias Gram-positivas e bactérias Gram-negativas, porém nédo apresentou atividade antimicrobiana contra a levedura.

As cepas dos isolados clinicos utilizadas para determinacéo da atividade antimicrobiana de nanoparticulas de para

estabilizadas em citrato e mimosa neste estudo, estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Cepas dos microrganismos, e halos inibi¢do de crescimento microbiano frente as AgNps.

Microrganismos Média do halo (teste) Meédia do halo (controle)
Gram-positiva  Staphylococcus aureus (ATCC 25923) 12 mm 0 mm
Gram-negativa Escherichia coli (ATCC 25922) 10 mm 0 mm
Levedura Candida albicans (ATCC 10231) 0 mm 0 mm

Fonte: Autores (2022).

A mesma substancia testada pelo método de difusdo de poco a E. coli (ATCC 25922) apontou menor inibi¢cdo em
relagdo a bactéria S. aureus com a formacao de halo de tamanho 10 mm.

A solucdo aplicada contra C. albicans (ATCC 10231), um fungo que causa a infec¢do conhecida como candidiase,
ndo apresentou atividade contra a espécie, conforme analise do teste de difusdo de pogo.

Apls trés repeticbes do teste de difusdo de pogo da substancia utilizado AgNps contra as trés espécies de
microrganismos analisadas, a média comprimento de formagdo de halos foi de 12 mm e 10 mm, para S. aureaus e E. coli,
respectivamente. Porém, C. albicans nao houve formacéo de halo.

Para o controle, utilizando solugéo salina, os trés experimentos apresentaram o perfil esperado ndo havendo formacéao

de halo de inibicéo.
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4. Discussao

Nesta pesquisa avaliou-se o potencial antimicrobiano das AgNps sintetizadas e estabilizadas a partir do extrato de
cascas de M. tenuiflora. A mudanca de cor da solucdo indicou o processo de redugdo da prata (Ag*) para (Ag) e a
caracterizacdo das nanoparticulas foi realizada por meio de espectroscopia de infravermelho (UV-Vis).

As bactérias Gram-positivas, habitualmente envolvidas em infec¢fes adquiridas em ambientes hospitalares estdo se
tornando cada vez mais resistentes a antibiéticos (Furtado, Silveira, Carneiro, Furtado, & Kilishek, 2019). Nesta pesquisa,
verificou-se que as AgNps estabilizadas em citrato e extrato de mimosa teve melhor acdo sobre a cepa de S. aureus, Gram-
positiva. Indicando a possibilidade de aplicacdo da substancia contra a atividade antimicrobiana destas bactérias.

Considerando os principais patogenos as infecges associadas aos locais de internacdo de pessoas doentes ou feridas,
destacam-se as bactérias Gram-negativas como a E. coli (Oliveira & Paula, 2021). A menor agdo antimicrobiana das AgNps
contra a E. coli em relacdo a S. aureus pode ser atribuida a estrutura celular formada por peptideoglicanos e uma membrana
externa contendo lipopolissacarideos que Ihes da maior protecdo contra a¢des externas.

A C. albicans é um fugo oportunista (Araujo et al., 2020). As infec¢Bes invasivas por fungos estdo associadas
geralmente & internacdo de longa duracdo e apresenta alta taxa de mortalidade, além do aumento no custo hospitalar. A
aplicacdo das AgNps sobre C. albicans ndo apresentou inibicdo da levedura. Devendo-se realizar testes com novas
concentragdes ampliando a possibilidade de agdo das AgNps.

As acbes antibacterianas das AgNps sugerem também estarem associadas as substancias bioativas, como 0s
flavonoides e polifendis presentes no extrato vegetal utilizada no processo de sintese (Martelli et al., 2021). As nanoparticulas
associadas ao extrato vegetal contendo compostos bioativos sdo capazes de inibir varios microrganismos (Freire et al., 2018).
Considerando os elementos que comp8em o extrato de mimosa, citrato e as nanoparticulas de prata, permite levantar a hip6tese
de que a atividade antimicrobiana observada na pesquisa seja potencializada pelo sinergismo das substancias bioativas que

compdem a solucéo.

5. Concluséo

A partir dos resultados encontrado conclui-se que as AgNps tém potencial contra microrganismos resistentes, abrindo
a discussdo para utilizagdo em pesquisas futuras em relacdo sua eficacia, a definicdo de como se d& acdo sobre esses
microrganismos e as padronizacfes das técnicas utilizadas.

As AgNps sintetizadas por rota verde (Gomes et al., 2020), apontaram boa atividade antimicrobiana contra duas
espécies de bactérias testadas, porém a maior atividade se deu contra as bactérias Gram-positivas, principalmente nas cepas de
S. aureus. Sabendo que esta espécie € altamente patogénica, com tendéncia de apresentar multirresisténcia, o resultado obtido é
um indicativo relevante, para futuros usos no controle da dispersdo desses em ambientes hospitalares e das infecgdes atribuidas
a este tipo de micro-organismo.

Ressalta-se a importéncia da padronizagéo e validagdo dos testes de todos os componentes da solugéo, para aumentar
a confiabilidade, reprodutibilidade dos resultados e auxiliar os atuais e futuros pesquisadores na escolha de um protocolo
adequado.

A partir dos resultados encontrados conclui-se que as AgNps sintetizadas na pesquisa apresentam como uma 0pgao

promissora no combate a resisténcia bacteriana, devendo se ser testadas em outros microrganismos em variadas concentragoes.
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