XXVIINIC XXIEPG
i

Site: _ CIENCIA, SAUDE E TECNOLOGIA:
inicepg.univap.br AGENTES DE TRANSFORMACAO E
20 A 22 DE OUTUBRO CONSCIENTIZAGAO DA SOCIEDADE

ESTUDO DA ACAO ANTI-BIOFILME DA ANTIBIOTICOTERAPIA ASSOCIADA A
NANOPARTICULAS DE PRATA EM Staphylococcus aureus

Flavia Sant’Anna Dela Rosa, Thais da Silva Veriato, Leandro Raniero, Maiara
Lima Castilho.

Laboratério de Bionanotecnologia, Universidade do Vale do Paraiba/Instituto de Pesquisa e
Desenvolvimento, Avenida Shishima Hifumi, 2911, Urbanova - 12244-000 - Sao José dos Campos-
SP, Brasil, flavia.sdelarosa@gmail.com, thaissveriato@gmail.com, Iraniero@univap.br,
mcastilho@univap.br.

Resumo

Staphylococcus aureus (S. aureus) € uma bactéria gram-positiva, patogénica, responsavel por varios
tipos de infecgdes em ambiente nosocomial, sendo capaz de formar biofilme em superficies organicas
e inorganicas. Com a maturagéo do biofilme, o mesmo adota uma forma tridimensional, o qual impacta
diretamente em sua viruléncia, ocasionando resisténcia aos antibiéticos. Dessa forma, a procura por
novas alternativas para controlar essa resisténcia torna-se fundamental. Neste ambito, nanoparticulas
de prata (AgNPs) tém apresentado grande potencial como um inibidor antimicrobiano, impedindo a
formacao de biofilmes. Assim, o objetivo deste estudo foi aplicar AgNPs associada ao antibiético
vancomicina em biofilmes de S. aureus, visando a potencializagdo do tratamento pela presenga das
AgNPs. O grupo tratado com a associagdo do antibidtico e das AgNPs apresentou uma redugao
significativa em todas as concentragdes testadas, evidenciando que a presenga das nanoparticulas
potencializa o efeito de tratamento podendo ser utilizada como um tratamento alternativo.
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Introducéo

Atualmente, a resisténcia bacteriana aos antibiéticos € um dos problemas mais relevantes de saude
publica, uma vez que bactérias anteriormente suscetiveis a tratamentos por antibidticos usuais
deixaram de responder aos mesmos agentes. O desenvolvimento dessa resisténcia aos antibioticos é
considerado um fendmeno natural e resultante da pressao seletiva exercida pelo uso inadequado
destes farmacos, existindo uma correlagao muito clara entre um maior consumo de antibiéticos e niveis
mais elevados de resisténcia microbiana (LOUREIRO et al., 2016).

As infecgbes hospitalares sdo relevantes devido a sua frequéncia, morbidade e mortalidade,
destacando-se as infecgbes provenientes da bactéria Staphylococcus aureus (S. aureus) (LIMA et al.,
2015). Essa bactéria possui a capacidade de invadir e sobreviver no interior das células que realizam
fagocitose, se evadem da resposta imunoldgica e sao capazes de formar biofilme nas superficies
organicas, como nas mucosas de varios tecidos, e em superficies inorganicas, como proteses e
cateteres (BOSCARIOL; OUCHI; PEREIRA, 2018). Os biofiimes sdo agregados de microrganismos,
podendo ter mais de uma espécie em sua composi¢cao, em que a adesao a um substrato € mantida por
interacdes fisico-quimicas envolto por uma matriz (CAIXETA et al.,, 2019). Com a maturagdo do
biofiime, o0 mesmo adota uma forma tridimensional, impactando diretamente em sua viruléncia. O
aumento da viruléncia causa impacto na resisténcia aos antibioticos. As razdes responsaveis por essa
resisténcia incluem a insergéo limitada do agente antibidtico pela matriz do biofilme, a alteragéo da taxa
de crescimento dos microrganismos que o compde e outras alteragdes fisiolégicas (HENRIQUES;
VASCONCELOS; CERCA, 2013).

A vancomicina tem sido utilizada a mais de 50 anos e ainda tem se mostrado em evidéncia entre os
agentes antimicrobianos. Este antibidtico é considerado um agente bactericida devido a sua habilidade
de interromper e inibir a sintese da parede celular (HICKS; HERNANDEZ, 2011). O uso deste antibiético
esta direcionado para o tratamento de varios microrganismos aerébios e anaerdbios gram-positivos
bem como para o tratamento de infecgbes graves causadas por organismos que nao respondem a
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outros agentes antimicrobianos (SILVA; TERRA, 2017). A resisténcia aos antimicrobianos € um
fendmeno genético, relacionado a existéncia de genes contidos no microrganismo, que codificam
diferentes mecanismos bioquimicos, impedindo a agdo dos agentes antimicrobianos. A crescente
incidéncia de bactérias resistentes tem limitado o uso terapéutico dos antibacterianos existentes
(SILVA, 2013).

Neste contexto, a procura por novas alternativas que busquem combater essa resisténcia é urgente
e fundamental. A nanotecnologia apresenta-se como uma alternativa, sendo utilizada na medicina e
apresentando grande interesse por destruir ou reduzir a atividade de varios microrganismos. Ha um
grande potencial nas nanoparticulas de prata (AgNPs) devido as suas propriedades notaveis como
area superficial elevada e excelente atividade antimicrobiana, se tornando uma alternativa para redugéo
da adeséo bacteriana e prevencao da formacgao de biofilmes (FREIRE et al., 2018). Assim, o presente
estudo visou estudar a eficiéncia da associagdo da antibioticoterapia com as nanoparticulas de prata
como um método alternativo para o tratamento em biofilmes formados por S. aureus com o objetivo de
potencializar a agdo do tratamento pela presenca das AgNPs, como um método alternativo ao
convencional.

Metodologia

Diluicdo e Caracterizagdo da vancomicina

A solubilizacdo da solugéo estoque do antibidtico vancomicina seguiu a normativa descrita pela
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), em que o farmaco deve ser diluido em agua ultrapura
na concentracdo de 1 mg/mL. A caracterizagdo do antibidtico foi realizada pela Espectroscopia
UV-Visivel a fim de garantir a integridade do farmaco.

Sintese das Nanoparticulas de Prata

Na sintese de nanoparticulas foram utilizados protocolos ja estabelecidos pelo grupo de pesquisa,
no qual esta baseado na metodologia descrita por Solomon et al. (2007). As vidrarias foram lavadas
com agua régia na proporc¢ao 1:3 de acido nitrico (HNOs) e acido cloridrico (HCI) para remogao de
metais contaminantes. As concentracdes dos reagentes foram calculadas baseadas na relagao
estequiométrica de duas partes de borohidreto para uma parte de nitrato de prata (AgNOs). Assim, uma
solucdo de 30 mL de borohidreto de sddio contida em um Erlenmeyer foi resfriada em um banho de
gelo, sobre uma placa magnética de agitagéo constante. A solugdo de AgNOs foi adicionada a reagao
até a formagao das nanoparticulas. A solugéo coloidal foi armazenada ao abrigo da luz em temperatura
ambiente até sua aplicagao.

Cultura Bacteriana

As cepas Staphylococcus aureus ATCC 29213 foram reativadas em 5 ml de caldo de
enriquecimento BHI (Brain Heart Infusion, Kasvi®) em tubo de ensaio de vidro com rosca por 24 horas
a 35°C em estufa bacterioldgica. O repique das cepas foi realizado com o auxilio de alga de platina em
agar BHI (Brain Heart Infusion, Kasvi®) por meio da semeadura por esgotamento e incubadas a 35°C
por 24 horas para o crescimento. A preparagao do indculo foi realizada por meio do turbidimetro e
ajustada para a escala 0,5 McFarland em solugéo fisiolégica. Os experimentos microbiolégicos foram
realizados em duplicatas experimentais a partir da segunda passagem da cepa utilizando os mesmos
parédmetros de crescimento bacterioldgico.

Formacéo do Biofilme

Na formacgao do biofilme, o protocolo utilizado foi baseado na metodologia adaptada descrita por
Caixeta et al. (2019), em que foi adicionado em placas de 96 pogos de poliestireno o inéculo em
suspensdo de 10”7 UFC/mL em caldo BHI por 48h a 35°C. Apds este periodo, os pogos, exceto o
controle positivo, foram expostos a diferentes concentragdes do antibiético vancomicina associados
com as AgNPs. O método utilizado para o experimento foi de microdiluigdo da droga em caldo partindo
da concentracéo inicial de 16 yg/mL e a concentracdo das AgNPs foram mantidas constantes para
todos os grupos. Um grupo tratado somente com o antibiético foi utilizado como padrdo para a
comparagao da associagao utilizada. A fim de garantir a esterilidade das drogas utilizadas foi realizado
um grupo controle negativo utilizando a droga de menor concentragao adicionada ao caldo. A placa foi
incubada em estufa bacteriolégica a 35°C por 24h para avaliagdo da biomassa e para coleta das
micrografias.
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Avaliacdo da Biomassa

A avaliagdo da biomassa foi realizada pela leitura em densidade optica gerada pela marcagéo do
biofilme com o cristal violeta, seguindo a metodologia adaptada de Caixeta et al. (2019). Assim, apos o
tratamento dos biofilmes, os pogos foram lavados duas vezes com solugao fisiolégica estéril, em
seguida foi adicionado o metanol por 10 minutos a fim de fixar o biofilme. O metanol foi entdo removido
e foi adicionado 200 pL de cristal violeta a 1% (V/V) (NewProv®) por 10 minutos. Decorrido o tempo, o
cristal violeta foi removido e seu excesso foi lavado com solugéo fisioldgica estéril. A leitura de
densidade optica foi realizada no Espectrofotdbmetro Synergy HTX Multi-Detection Microplate Reader
(BioTek Instruments, USA), no comprimento de onda de 570 nm, realizado no Laboratério de
Bioquimica Aplicada a Engenharia Biomédica do Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento da UNIVAP,
apos a solubilizagéo do cristal violeta com acido acético a 33% (V/V).

Micrografias do Biofilme

As micrografias do biofilme de S. aureus foram obtidas utilizando uma caémera acoplada ao
microscopio optico invertido (Zeiss® - Axio Vert A1), no Laboratério de Fotobiologia Aplicada a Saude
do Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento da UNIVAP. A aquisi¢cao foi realizada apos a coloragao do
biofilme com o cristal violeta. Assim, o tratamento dos biofilmes, os pogos foram lavados duas vezes
com solugao fisiologica estéril, em seguida foi adicionado o metanol por 10 minutos a fim de fixagao do
biofilme. O metanol foi entdo removido e foi adicionado 200 uL de cristal violeta a 1% (V/V) (NewProv®)
por 10 minutos. Decorrido o tempo, o cristal violeta foi removido e seu excesso foi lavado com solugao
fisiologica estéril para a aquisi¢gdo das micrografias.

Resultados
Caracterizagao do antibiético e das AgNPs

Os espectros da vancomicina, das AgNPs e da associagao entre eles estdo mostrados na Figura 1.
O espectro caracteristico do antibiético evidencia a presenga das bandas de ressonancia plasménica
em 227 nm e 280 nm, observando um espectro de absorcdo caracteristico da droga. As AgNPs
apresentaram uma banda Unica de ressonancia plasmdnica centrada em 396 nm, o que corresponde
diretamente a sua forma, tamanho e concentracdo. A associagdo das nanoparticulas com a
vancomicina resultou na somatdria das bandas como pode ser visto no espectro UV-visivel, no qual
apresenta absor¢do em 280 nm e 397 nm, caracterizando a presencga do antibiotico e das AgNPs.

Figura 1 - Espectro UV-Visivel: a) Antibiotico, b) AQNPs e c) Associagao entre a vancomicina +
AgNPs.
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Fonte: A autora.

Quantificacdo da biomassa pés-tratamento

XXV Encontro Latino Americano de Iniciagao Cientifica, XXI Encontro Latino Americano de Pds-Graduagéo e 3
XI Encontro de Iniciagdo a Docéncia - Universidade do Vale do Paraiba - 2021.



O método por cristal violeta foi utilizado para quantificar a biomassa total do biofilme, como mostra
a Figura 2. Apos os tratamentos, observou-se que 74,9% da biomassa permaneceu integra para o
grupo tratado somente com as AgNPs, apresentando uma baixa redugao. Os grupos tratados com o
antibiético e vancomicina demonstraram uma eficacia na diminui¢cdo da biomassa total, sendo possivel
observar que quanto maior sua concentragdo, menor a biomassa restante. Ao correlacionar as cepas
de S. aureus com o perfil de susceptibilidade da vancomicina determinado pelo CLSI (M100-S22), fica
determinado que cepas que apresentam crescimento em concentragdes superiores a 16 ug/mL sao
consideradas com o perfil de resistentes. Assim, o grupo tratado com 16 ug/mL apresentou uma
biomassa de 64,8% se mostrando com baixa eficiéncia para a inibigdo da formagao do biofilme. Na
concentragao de 1 pg/mL, 96,0% da biomassa total foi preservada, o qual observa-se que a efetividade
de inibic&o é reduzida conforme a concentragao.

Na associagao entre a vancomicina e as nanoparticulas de prata, foi observada uma potencializagao
significativa na reducdo da biomassa total. Na concentragdo de 16 yg/mL de vancomicina apenas
37,1% da biomassa foi preservada, apresentando uma redugao significativa em relagdo ao grupo
tratado somente com a vancomicina. Na concentragéo de 4 pg/mL 47,3% da biomassa foi preservada,
pouco menos da metade, enquanto em 2 pg/mL 55,1% foi preservada. A menor concentragdo deste
grupo, de 1 pyg/mL apresentou 60,6% de biomassa integra, resultando em 39,3% de redugdo. Em
resumo, a associacdo das AgNPs com o antibiético resultou em um aumento de 1,6x de eficiéncia
quando comparado ao grupo tratado apenas com antibiético na mesma concentragéo. A partir disso, é
possivel observar que as nanoparticulas trazem efeito significativo na redugdo do biofilme,
principalmente em concentra¢des mais altas.

Figura 2 - Biomassa dos biofilmes pds-tratamento.
AgNPs
ES§ Vancomicina
B AgPs + Vancomicina

100

777777777777

Quantidade de Biomassa (%)
3
1

1 2 4 8 16

Concentractes (ug/mL)
Fonte: A autora.

Micrografias dos biofilmes de S. aureus
As micrografias dos biofilmes foram realizadas apds o tratamento utilizando a objetiva 10x (Figura
3) em microscopio optico invertido (Zeiss® - Axio Vert A1), sendo possivel visualizar a biomassa entre

os tratamentos de acordo com as respectivas concentra¢cdes em relagdo ao grupo Controle e ao grupo
tratado apenas com AgNPs.

Figura 3 - Biomassa de Staphylococcus aureus em diferentes concentragoes.
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Fonte: A autora.
Discusséo

O efeito antibacteriano das AgNPs pode ser considerado devido ao seu menor tamanho de
particulas, que possuem capacidade de penetragdo superior nas bactérias, exibindo efeitos
bacteriostaticos e bactericidas. Além disso, a vantagem do uso de AgNPs é sua baixa toxicidade, sendo
considerada adequada para uso em aplicagdes clinicas e terapéuticas (DAKAL et al., 2016). O método
de sintese das AgNPs por redugéo utilizando o borohidreto de sddio produz nanoparticulas com carga
superficial negativa e esta caracteristica ndo impossibilitou a sua interacdo com o biofilme de S. aureus,
interacao observada na diminuicdo de sua biomassa (Figura 2).

A acdo antimicrobiana da nanoparticula estda ligada a quatro mecanismos bem definidos,
comegando pela adeséo dos AgNPs na superficie da parede celular e membrana, insergdo dos AgNPs
no interior da célula, acarretando danos as estruturas intracelulares. Além disso, a nanoparticula de
prata induz toxicidade celular e estresse oxidativo ocasionado pela geragdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e radicais livres e modulagao das vias de transdugéo de sinal. O crescimento bacteriano
€ inibido e a nanoparticula é capaz de interagir com o DNA das células microbianas impedindo sua
reproducao celular. O efeito antimicrobiano dos ions prata é proporcional a sua concentragao, pois,
quanto maior é a concentragao de Ag*, maior € sua a¢ao antimicrobiana (RAMIN, 2016). Neste trabalho,
a concentracao utilizada das AgNPs é considerada como baixa, porém ao serem associadas com a
antibiético foram capazes de apresentar efeito antimicrobiano sobre a biomassa total do biofilme de S.
aureus.

O mecanismo de agao da vancomicina esta relacionado a inibigdo da sintese da parede celular, em
virtude da afinidade com a D-alanyl-D-alanine, que € um componente do peptidoglicano, composto
presente na parede celular da bactéria, sendo considerado um agente bactericida (HICKS e
HERNANDEZ, 2011; MACEDO, 2017). Assim, no grupo tratado com 16 ug/mL apresentou uma
pequena redugido de biomassa se mostrando com baixa eficiéncia para a inibicdo da formagéo do
biofilme, exibindo 35,22%. No entanto o grupo tratado com a associagdo das nanoparticulas e do
antibidtico para a mesma concentragao apresentou resultado significativo, em que houve uma redugao
da biomassa de 60,26%, o que mostra a efetividade de potencializagdo do tratamento de biofilmes de
S. aureus.

Conclusao
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O tratamento de S. aureus com diferentes concentragdes de vancomicina associada as AgNPs
demonstrou que a menor concentracao necessaria para uma redugao significativa da biomassa foi de
4 pg/mL, que apresenta uma reducéo de aproximadamente 50% da biomassa, exibindo um resultado
satisfatorio, determinado pela densidade oéptica e corroborado pelas micrografias. Um resultado
promissor quando relacionado ao grupo tratado apenas com vancomicina. Assim, € importante ressaltar
que as AgNPs em concentragbes mais baixas, como a de 50 ug/mL, apresentam efeito bactericida, o
qual é potencializado quando associado ao antibiético. Assim, a associagdo das AgNPs com a
antibioticoterapia se torna um método alternativo ao convencional para o tratamento de biofilmes em
cepas ATCC de Staphylococcus aureus, podendo ser aplicado futuramente em cepas resistentes.
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