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Resumo

A resisténcia bacteriana é um dos maiores desafios da salde global, impactando cerca de 700. 000 mortes por ano,
além de consequéncias dramaticas em ambito hospitalar e social. Embora seja um problema crescente e altamente
ameagcador, o nimero de medicamentos eficazes disponiveis para o combate a essas superbactérias esta cada vez mais
limitado, tornando enfético a importancia da busca de novas opc¢des para antibioticoterapia. Esse estudo teve como
objetivos produzir nanoparticulas de prata estabilizadas em extrato hidroalcodlico de mastruz; caracteriza-las através
do Ultravioleta Visivel (UV- Vis); avaliar estabilidade das nanoparticulas de prata apos 48h e 72h, caracterizar o
extrato hidroalc6olico de mastruz através do estudo espectrofotométrico e analisar o potencial bactericida das
nanoparticulas de prata. Foram desenvolvidas as nanoparticulas de prata através da sintese verde, posteriormente
foram caracterizadas através da Analise Ultravioleta Visivel (UV- Vis) e aplicadas em culturas de bactérias Gram
negativas (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae) e Gram positivas (Staphylococcus
aureus). As nanoparticulas foram produzidas através da sintese verde, apresentaram pico de absor¢do maxima de 400
nm no estudo espectrofotométrico, e mantiveram- se estaveis apds 48h e 72h da sintese. O extrato hidroalc6olico de
mastruz apresentou dois picos de absor¢do maxima (332 nm e 674 nm) na analise espectrofotométrica. Também foi
observada, a atividade bactericida das nanoparticulas de prata, através da presenca de halos de inibigdo de
aproximadamente 14 mm nas culturas testadas.

Palavras-chave: Farmacorresisténcia bacteriana; Nanoparticulas metalicas; Chenopodium ambrosioides.

Abstract

Bacterial resistance is one of the biggest global health challenges, impacting around 700.000 deaths per year, in
addition to dramatic consequences in the hospital and social spheres. Although it is a growing and highly threatening
problem, the number of effective drugs available to combat these superbugs is increasingly limited, making the
importance of the search for new options for antibiotic therapy emphatic. This study aimed to produce silver
nanoparticles stabilized in hydroalcoholic extract of mastruz; to characterize them through of Visible Ultraviolet (UV-
Vis); evaluate the stability of silver nanoparticles after 48h and 72h; characterize the hydroalcoholic extract of
mastruz through spectrophotometric study and analyze the bactericidal potential of silver nanoparticles. Silver
nanoparticles were developed through green synthesis, later characterized by Spectrophotometric Visible Ultraviolet
(UV- Vis) and applied to cultures of Gram-negative bacteria (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella
pneumoniae) and Gram positive (Staphylococcus aureus). The nanoparticles were produced through green synthesis,
showed a maximum absorption peak of 400 nm in the spectrophotometric study, and they remained stable after 48h
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and 72h. The hydroalcoholic extract of mastruz showed two peaks of maximum absorption (332 nm and 674 nm) in
the spectrophotometric analysis. Also, the bactericidal activity of the silver nanoparticles was observed, through the
presence of inhibition halos of approximately 14 mm in the tested cultures.

Keywords: Bacterial drug resistance; Metal nanoparticles; Chenopodium ambrosioides.

Resumen

La resistencia bacteriana es uno de los mayores desafios de la salud mundial, impactando alrededor de 700.000
muertes por afio, ademas de consecuencias dramaticas en los hospitales y la sociedad. Aunque es un problema
creciente y altamente amenazante, la cantidad de medicamentos efectivos disponibles para combatir estas
superbacterias es cada vez mas limitada, lo que enfatiza la importancia de buscar nuevas opciones para la terapia con
antibidticos. Este estudio tuvo como objetivo producir nanoparticulas de plata estabilizadas en extracto
hidroalcoholico de mastruz; caracterizarlos a través del Ultravioleta Visible (UV-Vis); evaluar la estabilidad de las
nanoparticulas de plata a las 48h y 72h, caracterizar el extracto hidroalcohdlico de mastruz mediante el estudio
espectrofotométrico y analizar el potencial bactericida de las nanoparticulas de plata. Las nanoparticulas de plata
fueron desarrolladas a través de sintesis verde, posteriormente caracterizadas por Anélisis Ultravioleta Visible (UV-
Vis) y aplicadas a cultivos de bacterias Gram negativas (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Klebsiella
pneumoniae) y Gram positivas (Staphylococcus aureus). Las nanoparticulas fueron producidas a través de la sintesis
verde, mostraron un pico maximo de absorcion de 400 nm en el estudio espectrofotométrico y se mantuvieron estables
a las 48h y 72h de la sintesis. El extracto hidroalcohélico de mastruz mostré dos picos de maxima absorcién (332 nm
y 674 nm) en el andlisis espectrofotométrico. También se observé la actividad bactericida de las nanoparticulas de
plata, mediante la presencia de halos de inhibicién de aproximadamente 14 mm en los cultivos ensayados.

Palabras clave: Farmacorresistencia bacteriana; Nanoparticulas metélicas; Chenopodium ambrosioides.

1. Introducéo

A resisténcia antimicrobiana causa cerca de 700.000 mortes por ano em todo mundo. Estima-se que cerca de 2,4
milhdes de pessoas até 2050 irdo a 6bito. Isso apenas em paises mais desenvolvidos, caso ndo seja abordada de maneira
precoce e efetiva. Estima- se que a ascensao das superbactérias podera causar 10 milhdes de mortes em todo o0 mundo até o ano
de 2050, sendo 392. 000 6bitos apenas na América Latina (WHO, 2015).

Sabe-se que a producdo de novos antibidticos é um processo longo, levando cerca de 10 anos para entrar na pratica
clinica, e oneroso custando em média 800 milhdes a 1 bilhdo de ddlares para insercdo do novo medicamento no mercado
(Lobanovska & Pilla, 2017). Segundo informagdes da World Health Organization (WHO, 2015) dentre os 60 medicamentos
em desenvolvimento (50 antibidticos e 10 bioldgicos) poucos trazem beneficios em relacdo aos produtos ja existentes e poucos
sdo eficazes contra bactérias gram — negativas resistentes, ou seja, as bactérias mais criticas. Nesse ambito, ressalta-se a
importancia da busca de novas medidas para antibioticoterapia.

A fitoterapia corresponde a uma das opgdes promissoras para antibioticoterapia. No Brasil, essa terapéutica vem
ganhando cada vez mais expressividade na préatica clinica representado pelo aumento expressivo de programas de fitoterapia
no SUS desde a criacdo do Plano Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterdpicos em 2006 (Ribeiro, 2019). O mastruz
corresponde a uma das 71 plantas listadas na Relagio Nacional de Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Sadde
(RENISUS) (Gois et al., 2016).

Essa planta apresenta diversas propriedades farmacolégicas relevantes como atividades leishmanicida (de Queiroz et
al., 2014), antiamoébica (Avila-Blanco et al., 2014), fungicida (Zago et al., 2019), antitumorgénica (Nascimento et al., 2006),
cicatrizante (Souza, 2014), anti-inflamatéria, anti-nociceptiva (Grassi et al., 2013), osteoindutora (Penha et al., 2017), antiviral,
dentre outros (Knauth et al., 2018). Em relacdo a propriedade antibiotica, apresenta atividade antibactericida contra as bactérias
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa (Bezerra et al., 2019), Enterococcus faecalis, Salmonella tophymurium
(Knauth et al., 2018), Mycobacterium tuberculosis (Jesus et al., 2018), Helicobacter Pylori e suas formas resistentes (Ye et al.,
2015), Klebsiella pneumoniae, Proteus retgerii e Staphyloccus aureus resistente a meticilina (Boutkhil et al., 2009).

Outra opgdo promissora sdo as nanoparticulas metélicas. As nanoparticulas de prata apresentam cada vez mais

relevancia na pratica médica ao atuar de maneira eficaz em vérios subcampos da Nanomedicina, dentre eles pode-se citar
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nanoeletronica, diagndstico, imagem molecular e biomedicina (Lee & Jun, 2019). Em relacdo as suas propriedades
farmacoldgicas, apresenta atividade antiplaquetaria (Hajtuch et al., 2019), antitumoral (Prabhu et al., 2013), antiviral (Sharma
et al., 2019), antifingica (Mallmann et al., 2015), cicatrizante e anti-inflamatéria (Zhang et al., 2020).

As nanoparticulas de prata também apresentam boa atividade antibidtica, apresentando atividade contra bactérias
como Staphylococcus aureus, Escherichia coli, (Santana et al., 2015), Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae
(Lkhagvajav et al., 2011), Staphylococcus aureus resistente a meticilina cita, Enterobacteria portadora de carbapenemase,
Acinetobacter portadora de oxacilinases, e Pseudomonas aeruginosa portadora de metalo-beta- lactamases (Cavassin et al.,
2015).

Esta pesquisa teve como objetivo geral: avaliar o efeito bactericida das nanoparticulas de prata estabilizadas em
extrato hidroalcodlico de mastruz contra cepas padrdo das bactérias Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa e Klebsiella pneumoniae. E como objetivos especificos: sintetizar as nanoparticulas de prata estabilizadas no
extrato hidroalcodlico de mastruz. Caracterizar e avaliar a estabillidade das nanoparticulas de prata por espectroscopia do
Ultravioleta Visivel (UV- Vis), ap6s a sintese e depois de 48h e 72h.

2. Metodologia

Esta pesquisa foi realizada conforme as normas técnicas do decreto 93.933 de 14/01/1987 em laboratério basico de
microbiologia. No estudo foram utilizados microorganismos de grupo de risco I e Il nas dependencias do laboratdrio basico de
microbiologia da Faculdade Integral Diferencial - FACID/Wyden. As nanoparticula de prata estabilizadas em matruz foram
sintetizadas no laboratério de quimica do Instituto Federal do Piaui, localizados na cidade de Teresina-Pl. A pesquisa utilizou
Placas de Petri com a presenca de Agar Mueller-Hinton, para a cultura de bactérias. Na analise bactericida foram usadas cepas
padréo de: Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus. A pesquisa nao
necessitou ser submetida a0 CEUA (Comité de Etica em Uso de Animais), nem ao CEP (Comité de Etica em Pesquisa), por
ndo ser tratar de uma pesquisa com seres humanos nem animais. Respeitando assim 0s procedimentos éticos exigidos no
trabalho.

2.1 Extrato hidroalcodlico de mastruz

As folhas do mastruz foram secas e depois trituradas até se obter 200g de p6 grosso, este foi amassado em alcool
(70%) em proporcéo soluto - solvente de 1:5 por 24 horas. Depois 0 extrato hidroalcodlico de mastruz foi filtrado usando um
funil de algoddo quatro vezes, e por fim foi centrado sob baixa pressdo obtendo-se o extrato seco. Essa extracdo segui

metodologias adotadas em outros trabalhos com extratos vegetais (de Brito, et al., 2022; Viana et al., 2021).

2.2 Sintese e Caracterizacdo das nanoparticulas de prata estabilizadas em extrato hidroalcodlico de mastruz

Para o preparo da solucdo de nanoparticulas de prata, 125 mL de nitrato de prata 1,0 mmol/L foi aquecida sob
agitagdo magnética numa chapa aquecedora até entrar em ebuli¢do. Atingida a temperatura de ebuligdo, foi misturado gota a
gota 5 mL de citrato de sodio 1% na solucdo de nitrato de prata. O gotejamento ocorreu numa taxa de 1 gota por segundo, sob
aquecimento e agitacdo magnética. A mistura foi mudando de cor até atingir a coloragcdo amarelo-esverdeada. Essa coloragao
indica a reducdo da prata com formacdo de nanoparticulas. Apoés atingir essa coloracdo, foi desligado o aquecimento da chapa
aquecedora, no entanto, a solucdo foi mantida em agitacdo magnética. Apos a solugdo contendo as nanopartculas atingir a
temperatura ambiente (25 graus celsius), foi adicionado a mistura a solugdo de mastruz previamente produzida. Apés 15
minutos, a solucdo nitrato de prata/citrato/mastruz foi armazenada num fraco ambar.Depois da sintese, a solugdo nitrato de

prata/citrato/mastruz foi caracterizada por espectroscopia UV-Vis (de Brito, et al., 2022; Viana et al., 2021).
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2.3 Preparo, inoculacéo e incubacéo das cepas bacterianas

Foi utilizado o método de suspensao direta. As cepas foram semeadas no meio Tryotic Soy Agar. Depois o inéculo foi
preparado em solucdo salina 0,85% (cloreto de sddio). Foi obtido a turbidez padrdo que corresponde a 0,5 da escala de
McFarland. A turbidez foi medida com um densotdmitro. Apds a preparagdo do indculo as placas contendo agar Mueller-
Hinton foram semeadas em 10 minutos. A semeadura foi feita com uso de swab de algodao estéril que foi mergulhado na
suspensdo, tendo-se o cuidado para evitar inoculacdo excessiva removendo o excesso de liquido pressionando o swab contra a
superficie interna do tubo de ensaio, e depois o in6culo foi espalhado uniformemente pela placa (Viana et al., 2021).

Foram confeccionadas quatro placas de Petri de 90 mm 10 minutos ap6s a inoculugdo, uma placa para cada bactéria
que foi testada: Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus. Os pocos
foram feitos com auxilio de um molde e possuiam 6 mm de diametro. Em cada placa foi feito um pogo e adionado 20 uL da
mistura prata/citrato/mastruz para teste de acdo bactericida. As placas foram incubadas em 10 minutos ap6s a aplicacdo das
substancias. Elas foram invertidas, e colocadas na estufa por 24 horas, com temperatura de 35 graus celsius (Viana et al.,
2021).

2.4 Determinacéo do perfil de sensibilidade pelo método de disco-difusao
Para a realizacdo dos testes para deteccdo do perfil de sensibilidade foram utilizados os protocolos do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2009)

3. Resultados e Discussao
3.1 Andlise Ultravioleta Visivel (UV- Vis)

As nanoparticulas foram desenvolvidas a partir da sintese verde. Essa técnica é preferivel atualmente devido ao baixo
custo, capacidade de producdo em larga escala e pouco danos ao meio ambiente, realizada com o auxilio de produtos naturais
como extrato vegetal e microorganismos (Mathur et al., 2018).

Conforme o espectro de absor¢do Plasmon dos compostos sintetizados, notou-se que os comprimentos de onda de
méaxima absorcdo estdo localizados em aproximadamente 400 nm (Figura 1). Tal evidéncia concerne com a formacéo de
nanoparticulas de prata em formato esférico. Isso corrobora com o trabalho de Noguez (Noguez, 2007).

De acordo com estudos, o deslocamento da banda plasmdnica para regides de maior comprimento de onda esta
relacionado com o aumento do tamanho das nanoparticulas (Song & Kim, 2009). Dessa forma, pode-se dizer que o tamanho
das nanoparticulas do composto AgNPs/citrato/mastruz apresentam tamanhos relativamente menores em relacdo as do

composto AgNPs/citrato.


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i13.35101

Research, Society and Development, v. 11, n. 13, e284111335101, 2022
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i13.35101

Figura 1: Espectro de absor¢do UV-Vis das solucBes AgNPs/Citrato e AgNPs/Citrato/Matruz.
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De acordo com a Figura 2, pode-se observar que as nanoparticulas estabilizadas no extrato hidroalcéolico de mastruz,
se mantiveram estaveis ap6s 2 e 3 dias de sua sintese, tendo em vista que ndo houve deslocamento visivel das bandas de
absorcdo. Também ndo foi observado diferenca de intensidade entre os picos de absor¢do. Tal andlise permite afirmar que o

extrato hidroalcoolico de mastruz apresenta boa atividade como agente estabilizador de nanoparticulas.

Figura 2: Espectro UV-Vis da amostra de AgNPs/citrato/mastruz apés 0h, 48h e 72h de sua sintese.
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Na Figura 3, ao ser analisado os espectros de absorcdo Plasmon dos elementos utilizados na sintese do composto
observou-se que diferentemente dos demais, o extrato hidroalc6olico de mastruz apresentou dois picos de absor¢do maxima.
Um de 332 nm, correspondente a regido ultravioleta do espectro (200- 400 nm), e outra de 674 nm, correspondente a regido do
visivel (400- 800 nm). Nao foi encontrado resultados semelhantes na literatura para comparag&o.

A absorcédo da regido do visivel e ultravioleta esta diretamente relacionada com o nimero e arranjo dos elétrons das
moléculas ou ions absorventes. Dessa forma, os picos de absor¢do maxima podem estar intrinsecamente relacionados com 0s
tipos de ligagdes presentes na espécie em estudo. Além disso, o espectro de absorcéo é inerente para cada espécie quimica,

possibilitando inclusive identifica-la (Neto, 2012).
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3.2 Atividade bactericida

Na pesquisa foram analisados a acao antibidtica do composto de nanoparticulas de prata estabilizadas com o extrato
hidroalcéolico de mastruz sobre cepas de Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae e
Escherichia coli. Foram observados halos de inibicdo de aproximadamente 14 mm em todas as culturas, como demonstrado na

Figura 4.

Figura 3: Espectro UV-Vis das amostras de nitrato de prata, citrato de sddio 1 % e mastruz.

0,20

— Nitrato de prata
— Citrato de Sédio 1%
—— Mastruz

0,151

332 nm

e

0,10

Absorbancia

0,054 674 nm

0,00 T T T T
200 300 400 500 600 700 800

Comprimento de onda (nm)

Fonte: Autores.

Figura 4: Halos de inibicdo contra as cepas Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e

Escherichia coli, respectivamente.

Fonte: Autores.

Também foi observado o efeito antibidtico em diferentes concentragdes de nanoparticulas de pratas em cepas de
Escherichia coli (ATCC 25922) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923) em é&gar Muller Hinton, apresentando halos de
inibicdo maiores ou iguais a 1 mm (Santana et al., 2015).

Nandi e colaboradores (Nandi et al., 2018) detectaram involucdo efetiva da osteomielite in vivo em coelhos utilizando
implantes 316L SS depositados com nanoparticulas. No seu estudo com solucdo coloidal de nanoparticulas de prata,
LKHAGVAJAYV e colaboradores (Lkhagvajav et al., 2011), concluiram também que essas nanoparticulas apresentam efeito
inibitdrio sobre o crescimento e multiplicacdo de outros agentes patogénicos como Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium,
Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae.

Em relagdo ao efeito bactericida das nanoparticulas de prata, existem varias discussdes sobre os mecanismos

envolvidos. Wong e Liu (Wong & Liu, 2010) explicam que a grande area de contato com a bactéria facilita a invasdo das
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nanoparticulas, e estas, por sua vez, interferem na respiragao celular realizada pelas mitocdndrias bacterianas ocasionando sua
morte.

Li e colaboradores (Li et al., 2008) indicaram entre os mecanismos de toxicidade das nanoparticulas, uma aderéncia a
membrana celular com alteragdo de suas propriedades, dano ao material genético do patdgeno, e por Ultimo, interacdo de ions
de prata com proteinas contendo tiol da parede celular levando-a a disfuncionalidade. Kedziora et al. (2018) descreveram por
sua vez, que um dos principais mecanismos de toxicidade é a producéo de espécies reativas de oxigénio, os quais resultam em
estresse oxidativo e variadas formas de inibicdo celular.

No estudo de Jesus et al. (2018), foram testados tanto o extrato bruto de mastruz como fragcdes do extrato
hidroalcéolico em solventes de polaridade crescente com concentragdo de 275 mg/ml, com todos apresentando atividade
bactericida. O extrato bruto apresentou zona de inibigdo de 12 mm sobre a cultura de Pseudomonas aeruginosa, enquanto a
fracdo com cloroférmio apresentou halo de inibicdo de 14 mm para Staphylococcus aureus e 10 mm para Pseudomonas
aeruginosa.

J4 a fracdo com acetato de etila apresentou halo de inibicdo de 17 mm sobre a cultura de Staphylococcus aureus e 11
mm sobre Pseudomonas aeruginosa. E o N-butamos apresentou halo de inibi¢cdo de 16 mm sobre Staphylococcus aureus e 12
mm sobre Pseudomonas aeruginosa.

A atividade bactericida do mastruz também foi demonstrada em outros trabalhos. Knauth e colaboradores (Knauth et
al., 2018) observaram ainda inibicdo de bactérias como Enterococcus faecalis, e Salmonella tophymurium, a partir do uso de
extrato do fruto da erva. O 6leo essencial do mastruz também mostrou acdo antibidtica sobre Klebsiella pneumoniae, Proteus
retgerii, Streptococos agalactae, Salmonella enteridis e Staphylococcus aureus resistente a meticilina (Boutkhil et al., 2009).

Oliveira-Tintino e colaboradores (Oliveira-Tintino et al., 2018), observam que o 6leo essencial da planta melhorou a
performance de antibioticos e do brometo de etidio através da diminuicdo da concentracao inibitéria minima dos mesmos sobre
cepas de Staphylococcus aureus. Tal efeito foi justificado pela inibicdo de bomba de efluxo. No estudo de Pereira e
colaboradores (Pereira et al., 2015), foi demonstrado também efeito modulador significativo de antibiéticos no combate a
Escherichia coli.

Dessa forma, além do efeito antimicrobiano do extrato de mastruz subtende-se a hip6tese que o uso do mastruz
conjuntamente com as nanoparticulas possa apresentar também efeito modulador positivo sobre elas, melhorando sua
performance na atividade antimicrobiana.

O potencial antibiotico da planta esta relacionado diretamente com seus compostos quimicos. Barros e colaboradores
(Barros et al., 2013), identificaram no perfil cromatografico do extrato bruto de folhas e flores da planta, elementos com
atividade antimicrobiana como 4acido p-transcumarico, quercetina, dirhamnosideo, kaempferol-O-ramnosil-glicuronideo e
rutinas.

Bezerra e coloboradores (Bezerra et al., 2019) por sua vez relacionaram a atividade bactericida contra Staphylococcus
aureus e Pseudomonas aeruginosa com o a-terpineno, composto extraido do 6leo essencial da planta. Burt (Burt, 2004), citou

também outras substancias bactericidas no 6leo essencial como o carvacrol e timol.

4. Concluséo

As nanoparticulas de prata foram desenvolvidas através da sintese verde. Na analise espectrofotométrica UV- Vis
observou-se pico de absor¢do maxima de 400 nm da nanoprata estabilizada em extrato hidroalcoolico de mastruz. Além disso,
a partir da analise espectrofotométrica, pode—se concluir que o extrato hidroalcoolico de mastruz funciona com um bom agente

estabilizador de nanoparticulas.
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No estudo espectrofotométrico, o extrato da planta apresentou dois picos de absor¢cdo maxima, um de 332 nm
correspondente a regido ultravioleta do espectro e outra de 674 nm correspondente a regido do visivel.

A partir dos resultados obtidos, pode-se concluir também que nanoparticulas de prata estabilizadas no extrato
hidroalcoolico de mastruz apresentam indicador de atividade antimicrobiana contra cepas de Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli. Assim, pode- se inferir que esse composto se apresenta

€como uma op¢ao promissora no combate a resisténcia bacteriana.
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