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Oliveira, D. N. Avaliagdo da atividade antibacteriana e antibiofilme de
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RESUMO

As InfeccBes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) representam um desafio
significativo para a salde publica, especialmente quando associadas a bactérias
multidroga-resistentes (MDR) e produtoras de biofilme. Dentro desse contexto
desafiador, duas espécies de bactérias Gram-positivas se destacam como uma
ameaca de saude publica: Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis.
Ambas causam infecc¢des de pele, de feridas e de tecidos moles e apresentam cepas
MDR e a capacidade de formar biofilme. Portanto, o desenvolvimento de novas
abordagens terapéuticas, como as nanoparticulas de prata (AgNPs) veiculadas em
hidrogel de Zoogloea sp., emerge como uma alternativa promissora. Nesse sentido, o
presente estudo buscou investigar o potencial de acao antibacteriana e antibiofilme
de AgNPs isoladas e incorporadas em hidrogel de celulose bacteriana. Para isso, as
nanopatrticulas e o hidrogel foram obtidos e caracterizadas por meio de analises fisico-
qguimicas e morfoldgicas. Foram realizados ensaios microbiolégicos, que incluiram a
determinacdo da concentracao inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida
minima (CBM), através da microdiluicdo em caldo e inoculacdo em placa por meio da
metodologia preconizada pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), e a
curva de morte para compreender o tempo de acdo bactericida das nanoparticulas
isoladas e quando estdo incorporadas no hidrogel. Além disso, foi avaliada a
capacidade de inibicdo e erradicacdo do biofilme por meio da determinacdo da
concentracao inibitdria minima do biofilme (CIMB) e da concentracdo de erradicacao
minima do biofilme (CEMB) usando a metodologia do cristal violeta. Como resultados,
o hidrogel apresentou uma rede microfibrilar tridimensional caracteristica da celulose
bacteriana e as AgNPs apresentaram forma de bastonete, oval e triangulo, além de
tamanho de particula de 478 nm, potencial zeta de 32,75 + 1,84 mV e mobilidade 2,56
*+ 0,14 w/S/V/icm. Os valores de CIM e CBM variaram de 6,25 a 50 ug/mL para a
AgNPs-C250 e AgNPs-C250-gel e entre 12,5 e 50 ug/mL para o AgNOs e AgNOs-gel
para as cepas testadas. De acordo com o ensaio de curva de morte AgNPs-C250 e
AgNPs-C250-gel mostraram uma reducdo da populacédo apdés 6h de exposicdo as
AgNPs-C250 e apés 9h de exposicdo ao AQNPs-C250-gel. Ja os resultados do CIMB
variaram entre 0,78 a 50 ug/mL e do CEMB entre 1,56 a >100 pug/mL para os produtos
testados. Dessa forma, os resultados revelaram uma eficacia superior das AgNPs em
relacdo ao AgNOs frente a maioria das cepas de S. aureus e S. epidermidis,
destacando a maior atividade das nanoparticulas. Além disso, a incorporacdo dessas
estruturas no hidrogel de celulose bacteriana demonstrou resultados similares para
atividade bacteriana, no entanto apresentou um maior potencial antibiofilme,
apresentando-se como formulacdo promissora para tratamento de infeccOes
causadas por S. aureus e S. epidermidis.

Palavras-chave: Prata. Resisténcia antimicrobiana. Nanoestruturas. Hidrogel.
Antibidticos.



Oliveira, D. N. Evaluation of antibacterial and antibiofilm activity of silver nanopatrticles
incorporated in Zoogloea sp. hydrogel against clinical isolates of resistant gram-
positive bacteria. 2024. 46 folhas. Trabalho de Concluséo de Curso (Graduagdo em
Biomedicina) — Universidade Federal de Pernambuco, Recife, 2025.

ABSTRACT

Healthcare-Associated Infections (HAIS) represent a significant challenge for public
health, especially when associated with multidrug-resistant (MDR) and biofilm-
producing bacteria. Within this challenging context, two Gram-positive bacterial
species stand out as public health threats: Staphylococcus aureus and Staphylococcus
epidermidis. Both cause skin, wound, and soft tissue infections and exhibit MDR strains
with the ability to form biofilms. Therefore, the development of new therapeutic
approaches, such as silver nanoparticles (AgNPs) carried in Zoogloea sp. hydrogel,
emerges as a promising alternative. This study aimed to investigate the antibacterial
and antibiofilm potential of isolated AgNPs and those incorporated into bacterial
cellulose hydrogel. The nanoparticles and hydrogel were obtained and characterized
through physicochemical and morphological analyses. Microbiological assays were
conducted, including the determination of the minimum inhibitory concentration (MIC)
and minimum bactericidal concentration (MBC) through broth microdilution and plate
inoculation based on the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
methodology, as well as kill curve analysis to understand the bactericidal action time
of the isolated nanoparticles and those incorporated in the hydrogel. Additionally,
biofilm inhibition and eradication capacity were assessed by determining the minimum
biofilm inhibitory concentration (MBIC) and the minimum biofilm eradication
concentration (MBEC) using the crystal violet methodology. The results showed that
the hydrogel presented a characteristic three-dimensional microfibrillar network of
bacterial cellulose, and the AgNPs exhibited rod, oval, and triangular shapes, with a
particle size of 478 nm, zeta potential of 32.75 £ 1.84 mV, and mobility of 2.56 + 0.14
W/S/V/icm. The MIC and MBC values ranged from 6.25 to 50 pg/mL for AgNPs-C250
and AgNPs-C250-gel and between 12.5 and 50 pug/mL for AQNOs and AgNOs-gel for
the tested strains. According to the kill curve assay, AgNPs-C250 and AgNPs-C250-
gel showed a population reduction after 6h of exposure to AgNPs-C250 and after 9h
to AgNPs-C250-gel. The MBIC results ranged from 0.78 to 50 pg/mL, and MBEC
values varied from 1.56 to >100 pg/mL for the tested products. Thus, the results
revealed a superior efficacy of AQNPs compared to AgNOs against most strains of S.
aureus and S. epidermidis, highlighting the higher activity of nhanoparticles. Moreover,
the incorporation of these structures into bacterial cellulose hydrogel demonstrated
similar antibacterial activity but showed greater antibiofilm potential, presenting itself
as a promising formulation for the treatment of infections caused by S. aureus and S.
epidermidis.

Keywords: Silver. Antimicrobial Resistance. Nanostructures. Hydrogel. Antibiotics.
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1 Introducéo

As InfeccBes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) sdo infeccles
adquiridas durante o processo de cuidado em um hospital ou outra unidade prestadora
de assisténcia a saude e que ndo estavam presentes ou em incuba¢do na admissao
do paciente. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a cada 100 pacientes
hospitalizados, sete em paises desenvolvidos e dez em paises em desenvolvimento
irdo adquirir uma infeccdo associada a ambientes hospitalares onerando os servigos
de saude (Andrade et al., 2021; Alrebish et al., 2023).

As IRAS causam cerca de 40.000 mortes por ano com uma taxa de incidéncia
de infec¢des que pode chegar a 25% nos paises em desenvolvimento e 5 — 15% em
paises desenvolvidos (Lemiech-Mirowska et al., 2021). Em casos de IRAS, além do
aumento do tempo médio de permanéncia de internagao, que, segundo estudos, pode
triplicar quando comparado ao tempo normal, e do aumento dos custos diretos no
tratamento destes pacientes, também ha o aparecimento de maiores taxas de
morbidade e mortalidade (Serra-Burriel et al., 2020).

As IRAS configuram-se como um problema crescente, especialmente quando
sdo causadas por bactérias multidroga-resistentes (MDR) e produtoras de biofilme.
Segundo a OMS, cerca de 2.000 pessoas no mundo sdo levadas a 6bito diariamente
em decorréncia de infeccdes resistentes, podendo chegar até 10 milhdes de mortes
por ano em 2050 (Lobie et al., 2021). Além da resisténcia bacteriana, as IRAS estéao
diretamente relacionadas a presenca de biofilme bacteriano que proporcionam
colonizagdo com maior estabilidade estrutural e longevidade, promovem uma barreira
protetora impermeével frente ao ambiente, a tolerancia e/ou resisténcia aos
antibioticos e a persisténcia das infecgcbes causando impacto negativo nos setores
médico, aumento da hospitalizacdo, sofrimento do paciente e reducdo da qualidade
de vida (Alrebish et al., 2023; Daffinee et al., 2023).

Nesse contexto, as IRAS, como infec¢cOes de pele, de feridas e de tecidos
moles, causadas por bactérias resistentes aos antibiéticos e produtoras de biofilme,
em especial, por cepas de Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis,
tornam-se desafiadoras para a ciéncia, principalmente no que diz respeito ao
desenvolvimento de estratégias terapéuticas para tratar estas infeccbes que
contribuem para as taxas elevadas morbidade e mortalidade (Haliman et al., 2022;
Perez et al., 2023).
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S. aureus e S. epidermidis sdo bactérias que compde a microbiota da pele,
além disso elas sdo grandes responsaveis por infeccoes em feridas de pele. No
entanto, seus mecanismos de resisténcia e sobrevivéncia dificultam as estratégias
terapéuticas (Schilcher, Horswill, 2020). Os fatores de viruléncia expressos pelo S.
epidermidis s&o poucos quando comparado com o S. aureus. Entretanto, ambos tém
fatores que podem ter um papel duplo no comensalismo e na infeccdo, como
proteases e lipases. Dessa forma, os altos niveis de genes de resisténcia a antibiéticos
e patogenicidade dessas bactérias dificultam o atendimento ao paciente e acarretam
consequéncias negativas a infeccao (Severn, Horswill, 2023).

Diante deste fato, torna-se promissor o desenvolvimento de abordagens
terapéuticas utilizando nanoestruturas, como as nanoparticulas de prata (AgNPs),
para o tratamento destas infec¢cdes nosocomiais causadas por S. aureus e S.
epidermidis (Ford, Hurford, Cassat, 2021; da Cunha et al., 2023). As AgNPs tém se
tornado um frequente alvo de estudo por parte da comunidade cientifica devido as
suas variadas atividades biolégicas, especialmente devido as propriedades
antimicrobianas, apresentando resultados promissores, até mesmo frente a cepas
MDR (Pannerselva et al., 2021). Com isso, as AgNPs demonstram ser viaveis para
tratamento de infec¢cdes bacterianas por Staphylococcus spp., contudo para tratar
infeccbes associadas as feridas torna-se necessario um veiculo para incorporagao
das AgNPs (Da Cunha et al., 2023; Zeng et al., 2023).

Nesse sentido, um hidrogel formado por celulose bacteriana (CB) produzido por
Zoogloea sp. a partir do melaco da cana-de-acucar tem sido testado em diferentes
areas médicas configurando-se como abordagem terapéutica promissora devido a
presenca de acUcares polimerizados estaveis que possibilitam a auséncia de
toxicidade, biocompatibilidade e eficiéncia no remodelamento tecidual (Silva et al.,
2021; Zeng et al., 2023; Correia et al., 2024). Este hidrogel apresenta propriedades
adequadas para aplicacbes biomédicas como alto grau de pureza,
biodegradabilidade, elasticidade, flexibilidade, alta porosidade e propriedade de
retencdo de agua (Chen et al., 2022; Correia et al., 2024).

Assim, a utilizacdo de nanoparticulas de prata incorporadas em hidrogel
constituido de biopolimero de CB apresenta-se como inovador e promissor para tratar
infec¢des bacterianas resistentes com producéo de biofilme em feridas causadas por
cepas de S. aureus e S. epidermidis. Dessa forma, visamos avaliar a atividade

antibacteriana e antibiofilme das AgNPs isoladas e incorporadas em hidrogel de
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celulose bacteriana frente a cepas de Staphylococcus aureus e Staphylococcus

epidermidis.

REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 As INFECCOES RELACIONADAS A ASSISTENCIA EM SAUDE (IRAS)

As IRAS séo complica¢gdes adquiridas durante o atendimento em unidades de
saude, como hospitais, e que ndo estavam presentes no periodo de admissdo do
paciente (Alrebish et al., 2023). Elas contribuem para aproximadamente 40.000 Obitos
anuais e aumentam o tempo médio de hospitalizacdo, elevando os custos do
tratamento e estdo associadas a niveis mais altos de morbidade e mortalidade (Serra-
Burriel et al., 2020; Osme et al., 2022

Além da resisténcia aos antimicrobianos, as IRAS estéo fortemente vinculadas
as bactérias formadoras de biofilmes que favorecem a coloniza¢do por meio de maior
estabilidade estrutural e durabilidade. Esses biofilmes criam uma barreira protetora
contra 0 ambiente externo, aumentam a tolerancia aos antibiéticos e contribuem para
a persisténcia das infeccfes. Neste cenario, € comum a colonizacao e formacao de
biofilmes por esses microrganismos em cateteres que sao dispositivos essenciais na
assisténcia médica. Como resultado, ha um impacto negativo significativo no setor de
saude, incluindo maior tempo de hospitalizacéo, sofrimento dos pacientes e reducéo
da qualidade de vida (Alrebish et al., 2023; Daffinee et al., 2023, Lotfinejad et al.,
2024).

Nesse cenario, as IRAS provocadas por bactérias MDR e formadoras de
biofilme representam um grande desafio, uma vez que mais de 2,8 milhdes de
infeccdes por cepas resistentes a antimicrobianos ocorrem a cada ano e mais de
35.000 pacientes morrem como resultado. Além disso, 0s mecanismos de resisténcia
dificultam o desenvolvimento de estratégias terapéuticas eficazes, contribuindo
significativamente para as altas taxas de morbidade e mortalidade associadas
(Haliman et al., 2022; Perez et al., 2023; Flynn; Guarner, 2023).

1.2 O GENERO STAPHYLOCOCCUS

1.2.1 Aspectos Gerais
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As bactérias do género Staphylococcus emergem como uma preocupacao
para a comunidade cientifica devido a aquisicédo de resisténcia a diversas classes de
antibioticos, bem como a capacidade de formar biofilme (John, 2020; Santos et al.,
2023). As cepas estafilococicas sdo cocos Gram-positivos caracterizadas por serem
catalase positiva, se diferenciando a partir do teste de coagulase, podendo ser positivo
ou negativo, e também por meio de outros testes como DNAse, manitol, PYR e o teste

de resisténcia a novobiocina (Tabela 1) (Chessa et al., 2016; Anvisa, 2020).

Tabela 1 - Provas diferenciais dos géneros Catalase positivos

Género Motilidade NacCl 5% Oxidase Aerobio Tétrade
estrito

I | I I | I ] |
Staphylococcus - + - nao variavel

I | I I I | ] |
Planococcus + + - + variavel

I . | ] ] | ] |

Micrococcus - + + + +

I | ] ] | ] ] 1

Stomatococcus - - - nao variavel

Fonte: Anvisa, 2020

Dentre essas bactérias, Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus aureus
sao reconhecidamente um dos dois principais agentes causadores de infeccdes
hospitalares relacionadas ao uso de cateteres e dispositivos hospitalares,
apresentando grande relevancia clinica (Chessa et al., 2016). Assim, na chave de
identificacdo bioquimica eles se diferenciam pela coagulase, na qual a S. aureus é
positiva e S. epidermidis € negativa (Tabela 2). Ademais, a S. epidermidis apresenta
sensibilidade a novobiocina, se diferenciando das demais bactérias do género
(Chessa et al., 2016).

Tabela 2 - Identificacdo das espécies de Staphylococcus de maior importancia clinica

Género DNAse PYR Novobiocina Ureia Polimixina
I T T T i T — T . 1
S. aureus + - sensivel variavel resistente
I . N 1 | | | ] ] 1
S. epidermidis - - sensivel + resistente
| . | | | | . | . 1
S. lugdunensis - + sensivel variavel variavel
| ] | | | | | 1
S. haemolyticus - + sensivel - sensivel

S. saprophyticus resistente + sensivel
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S. schleiferi - + sensivel - sensivel

I _ _ T T T T T 1
S. intermedius + + sensivel + sensivel

I _ T T T T _ T _ 1
S. hyicus + - sensivel variavel resistente

Fonte: Anvisa, 2020

1.2.2 Resisténcia Bacteriana e Producao de Biofilmes

A resisténcia aos antibiéticos ocorre de formas distintas. Ha a resisténcia
intrinseca, decorrente da auséncia ou presenca de determinadas estruturas nas
bactérias, o que torna os antibioticos ineficazes, e existe a resisténcia adquirida, que
pode surgir por meio de mutacées em genes cromossémicos ou pela transferéncia
horizontal de genes presentes em cromossomos ou plasmideos (Huemer et al., 2020).

No ambito da saude, nota-se que as cepas de S. aureus e S. epidermidis com
perfil de resisténcia sdo patdogenos nosocomiais frequentes. Nessa perspectiva da
resisténcia bacteriana, pode-se destacar genes como o Mec A, presente num cassete
genético complexo, o0 SCCmec, sendo o principal a garantir resisténcia a antibiéticos
beta-lactamicos. Além dos diferentes mecanismos de resisténcia, como a reducao da
permeabilidade da membrana celular, sistemas de efluxo e a producdo de -
lactamases, uma enzima que catalisa a hidrolise de varios antibidticos B-lactamicos.
Assim, as taxas de resisténcia da infeccao por Staphylococcus MDR estéo cada vez
maiores, consolidando as infec¢cdes por este género como um grave problema de
saude publica (Guo et al., 2020; John, 2020; Mlynarczyk-Bonikowska et al., 2022).

Ademais, a capacidade de producao de biofilme também é um desafio para o
tratamento dessas infeccdes, pois este fator de viruléncia garante a persisténcia das
bactérias nos sitios infecciosos e dificulta o tratamento ao impedir a acdo dos
antibioticos devido a matriz complexa de polissacarideos, proteinas e acidos nucleicos
dos biofilmes (Santos et al., 2023). O processo de formacéao dos biofilmes é complexo
com estagios distintos, iniciando com a fixacdo primaria de células a uma superficie,
acumulo de células em mudltiplas camadas e maturacdo da estrutura do biofilme,

descolamento de células do biofilme e sua disperséo (Figura 1).

Figura 1 - Estagios da montagem do biofilme.
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Fonte: autoria prépria

O biofilme bacteriano pode se estabelecer e perdurar por um longo tempo,
mesmo com a caréncia de alguns nutrientes (Oliveira et al., 2021). Portanto, os
biofilmes tornam-se um mecanismo de adaptacao que permite a permanéncia dessas
bactérias em estilos de vidas alternativos, como cateteres ou superficies hospitalares,
permitindo um combate a métodos de tratamento ou até mesmo ao sistema
imunologico do hospedeiro (Oliveira et al., 2021; Guo et al., 2022).

Dentre os patdgenos produtores de biofilmes do género Staphylococcus, as
cepas de S. aureus e S. epidermidis apresentam alta relevancia clinica, uma vez que
sdo comumente encontrados em cateteres e equipamentos hospitalares de pacientes
internados. Além disso, sua capacidade de resisténcia a medicamentos e de formacao
do biofilme garantem a esses agentes uma atuacédo massiva nas IRAS (Oliveira et al.,
2021; Guo et al., 2022). Nesse cenario, o tratamento de infecgbes causadas por cepas
de S. aureus e S. epidermidis resistentes e produtoras de biofilme é um desafio,
tornando necessarias novas abordagens terapéuticas (Razdan et al., 2022; Santos et
al., 2023).

1.3 NANOPARTICULAS DE PRATA (AGNPS)

As nanoparticulas metélicas vém se tornando uma alternativa para combater
as bactérias MDR e, dentre as nanoestruturas metalicos, pode-se destacar as AQNPs
que se tornaram um alvo crescente de pesquisas na comunidade cientifica devido as
suas multiplas atividades bioldgicas, principalmente as antimicrobianas frente a cepas

MDR (Pannerselva et al., 2021; Agreles; Cavalcanti; Cavalcanti; 2022).
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As AgNPs apresentam diversos mecanismos de acao devido a liberacédo de
ions de prata que inibem a acao de diversas enzimas da glicdlise, da pentose fosfato
e da cadeia transportadora de elétrons, além de agirem no sistema de defesa do
estresse oxidativo (Heine et al., 2024). Verifica-se também que as AgNPs podem
alterar a membrana celular das bactérias, destruir os acidos nucleicos e induzir a
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs). Além de atuar na regulacao da
expressao génica dos biofilmes, na promocéao do estresse oxidativo e no desequilibrio
eletrolitico (Mazur et al., 2020).

Figura 2 - Mecanismos de acao de nanoparticulas metélicas.
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(A) Alteracdo na atividade de vias metabdlicas; (B) expresséo génica; (C) inducéo de alteracdes de

membrana; (D) inibicdo de enzimas e proteinas; (E) formacédo de espécies reativas de oxigénio (EROSs).

Fonte: Agreles; Cavalcanti; Cavalcanti; 2022

Diante desse contexto, o desenvolvimento de abordagens terapéuticas com o
uso de nanoestruturas, como as nanoparticulas de prata, surge como uma estratégia
promissora para o tratamento de infecgc6es nosocomiais causadas por S. aureus e S.
epidermidis (Ford, Hurford, Cassat, 2021; da Cunha et al., 2023). Com isso, as AgNPs
demonstram ser viaveis para tratamento de infec¢cdes bacterianas por Staphylococcus
spp., contudo para tratar infecgées superficiais, como de feridas infectadas, torna-se
necessario um veiculo para incorporacdo das AgNPs, como hidrogéis (Wang et al.,
2023).
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1.4 HIDROGEL DE CELULOSE BACTERIANA

Os hidrogéis sao redes poliméricas reticuladas com poros entre as cadeias
poliméricas apresentando uma conformacao tridimensional especifica que permite a
adesdo de compostos devido aos grupos hidroxila que compdem sua superficie
(Fasiku et al., 2021; Correia et al., 2024). Nesse sentido, ele apresenta uma estrutura
amplamente utilizada como materiais biomiméticos e sistemas de liberacdo de
medicamentos (Wang et al., 2023). Estudos mostram que os hidrogéis podem atuar
liberando o agente incorporado, bem como pode impedir as interagcdes entre as
bactérias e a superficie por meio de uma modificacdo de superficie de modo a limitar
a formacéo de biofilmes (Chen et al., 2023; Wang et al., 2023).

Nesse cenario, destaca-se um hidrogel formado por celulose bacteriana (CB),
produzido por Zoogloea sp. a partir do melaco de cana-de-agUcar, que tem sido
amplamente testado em diferentes areas meédicas, configurando-se como uma
abordagem terapéutica promissora. Sua eficacia deve-se a presenca de acucares
polimerizados estaveis, que garantem auséncia de toxicidade e biocompatibilidade
(Zeng et al., 2023; Correia et al., 2024). Esse hidrogel apresenta propriedades ideais
para aplicacbes biomédicas, como elevado grau de pureza, biodegradabilidade,
elasticidade, flexibilidade, alta porosidade e capacidade de retencéo de agua (Gupta
et al., 2016; Chen et al., 2023).

Nesse contexto, a incorporacdo de nanoparticulas de prata em hidrogéis de
biopolimero de CB surge como uma abordagem inovadora e promissora para o
tratamento de infecgBes bacterianas resistentes associadas a formacao de biofilmes,
especialmente causadas por cepas de S. aureus e S. epidermidis. Staphylococcus sp.

Dessa forma, adciomar o objetib do trabalho
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antibacteriana e antibiofilme das AgNPs isoladas e
incorporadas em hidrogel de celulose bacteriana frente a cepas de Staphylococcus

aureus e Staphylococcus epidermidis MDR.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar a caracterizacao fisico-quimica das nanoparticulas de prata através
do tamanho de particula, potencial zeta, mobilidade, espectroscopia de
infravermelho por transformada de Fourier e andlises morfologicas por
microscopia eletrénica de transmissao;

e Realizar analises morfolégicas por microscopia eletrbnica de varredura do
hidrogel de celulose bacteriana;

e Incorporar as nanoparticulas de prata (AgNPs) em hidrogel de celulose
bacteriana;

e Avaliar a atividade antibacteriana de nanoparticulas de prata e do hidrogel de
celulose bacteriana contendo nanoparticulas de prata em isolados clinicos
resistentes de S. aureus e S. epidermidis;

e Auvaliar a curva de morte bacteriana das nanoparticulas de prata e do hidrogel
de celulose bacteriana contendo nanoparticulas de prata em isolados clinicos
resistentes de S. aureus e S. epidermidis;

e Determinar a producdo de biofilme pelos isolados clinicos resistentes de S.
aureus e S. epidermidis;

e Avaliar a atividade antibiofilme de nanoparticulas de prata e do hidrogel de
celulose bacteriana contendo nanoparticulas de prata em isolados clinicos

resistentes de S. aureus e S. epidermidis.
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3 METODOLOGIA

3.1 CARACTERIZACAO DAS AGNPS E DO HIDROGEL CONTENDO AS AGNPs

As AgNPs foram caracterizadas quanto ao tamanho de particula através da
técnica de Espalhamento Dinamico de Luz (DLS) e carga superficial através de
mobilidade eletroforética utilizando metodologias estabelecidas pelo nosso grupo de
pesquisa (Campos et al., 2024). Para analise morfolégica das nanoparticulas, as
formulacbes foram diluidas em agua ultrapura na proporcdo de 1:10 v/v, foram
depositadas em stubs e mantidas em dessecador a temperatura ambiente por 24
horas. ApoOs a secagem, houve a metalizagcao utilizando metalizador (FINE COAT, ION
SPUTTER JFC-1100), e em seguida, observadas no microscépio eletrénico de
transmissao (MET) FEI Tecnai20 G2 de 200 kV (Rivero-buceta et al., 2020).

Para analise por espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier, os espectros de FTIR das amostras foram obtidas a partir da mistura das
amostras liofilizadas em p6 de brometo de potassio (KBr) e medida espectrofotdmetro
de transformacédo de Fourier. As amostras foram escaneadas de 4000 a 400 cm™,
obtendo-se os espectros com resolucédo de 4 cm™ (Rivero-buceta et al., 2020)

A Microscopia eletronica de varredura por canhdo de emissao de campo
(FEG-SEM) foi usada para determinar as caracteristicas morfologicas do hidrogel em
um MIRA3 (TESCAN, Brno, Republica Tcheca) com uma aceleracédo de 15 kV e uma
distancia de trabalho de 10 mm com ampliacdo de 100 kx. Para essas analises, as
amostras foram fixadas em tubos de aluminio e revestidas com uma fina camada de

ouro antes de serem submetidas ao FEG-SEM (Correia et al., 2024).

3.2 INCORPORACAO DAS AGNPS NO GEL DE CELULOSE BACTERIANA

O biopolimero de celulose bacteriana, € um exopolissacarideos, extraido a
partir do melaco da cana de acucar (Zeng et al., 2023). Ele foi produzido na estacao
experimental de cana-de-agucar de Carpina, pertencente a Universidade Federal
Rural de Pernambuco (UFRPE). O gel de biopolimero celuldsico foi fornecido pela
POLISA Biopolimeros para a Saude Ltda.

As nanoparticulas de prata foram preparadas através da metodologia descrita

por Freire et al., (2015) pelo grupo Compostos Hibridos e Coloides liderado pelo Prof.
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Dr. André Galembeck e cedidas para realizacédo deste estudo.
Apoés a sintese das nanoparticulas, 1mL da solucéo coloidal das AgNPs foi

incorporado a 1mL de gel de celulose bacteriana.

3.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DAS AGNPsS E AGNPS-GEL

A atividade antibacteriana foi realizada através da determinacdo da
Concentracgdo Inibitéria Minima (CIM) utilizando o método de microdiluicdo em caldo
de acordo com o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2024).
Inicialmente, o caldo Mueller-Hinton (CMH) foi adicionado em placas de microdiluicéo.
Em seguida, os produtos a serem avaliados, o nitrato de prata (AgNO3), as AgNPs-
C250 e o hidrogel contendo as AgNPs (AgNPs-C250-gel) e hidrogel contendo o
AgNOs (AgNOs-gel) foram adicionadas através de diluicdo seriada. Foram utilizadas
cepas MDRs de hemoculturas. As suspensfes bacterianas foram ajustadas na
densidade de 0,5 da escala de McFarland, e em seguida, depositadas nos pocos.
Posteriormente, as placas foram incubadas a 35 + 2°C por 24h e ap0s a incubacéo foi
realizada a leitura por espectrofotometria no comprimento de onda de 620 nm. A CIM
foi determinada como a menor concentracdo capaz de inibir mais de 90% do
crescimento microbiano. A Concentragdo Bactericida Minima (CBM) foi determinada
depois dos resultados de CIM. Uma aliquota da amostra dos po¢os em que ndo houve
crescimento foi inoculada em agar Mueller-Hinton (AMH) e as placas foram incubadas
a 35 £ 2°C por 24h. Apos este periodo, a CBM foi determinada como a menor

concentracdo que ndo ha crescimento microbiano (CLSI, 2024).

3.4 AVALIACAO DA CURVA DE MORTE

A curva de morte das bactérias apds o tratamento com AgNPs e AgNPs no
hidrogel foi realizada utilizando um procedimento descrito por Correia et al., 2024. As
curvas time-kill foram determinadas utilizando a concentracéo referente ao CIM das
nanoparticulas de prata. Cepas de S. aureus e S. epidermidis foram semeadas em
AMH e incubadas a 37°C por 24h. Apés esse periodo, 0s in6culos bacterianos foram
ajustados na concentracdo de 1,0 x 10 UFC/mL. As amostras foram incubadas a

37°C por 24h e aliquotas foram retiradas em intervalos de tempo de 0, 3, 6, 9, 12 e
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24h e semeadas em AMH, pela técnica de pour-plate, apés diluicbes seriadas em
solucéo salina estéril. As placas foram incubadas a 37 °C por 24h. O resultado foi
expresso em logl0 das Unidades Formadoras de Colénias por mL (log10 UFC/mL). A
atividade bactericida foi determinada quando houve uma diminuigdo = 3 logl0
UFC/mL correspondente a inibicdo de 99,9% do crescimento e o efeito bacteriostatico
foi avaliado a partir de uma diminui¢ao < 2 log10 UFC/mL em comparagao com a curva

de crescimento controle (Correia et al., 2024).

3.5 DETERMINACAO DA PRODUCAO DE BIOFILME PELOS ISOLADOS BACTERIANOS

Os isolados clinicos bacterianos produtores de biofilme foram identificados
através do método do cristal violeta segundo Correia et al. (2024). Inicialmente foi
distribuido caldo triptona de soja (TSB) + glicose em cada po¢o das placas de
microdiluicdo e posteriormente foram adicionadas as suspensdes bacterianas que
foram incubadas a 35 °C por 48h. Apds incubacéo o contetudo dos pocos foi aspirado
e realizadas lavagens com tampéao fosfato pH 7,4. As placas foram secas e em
seguida as bactérias aderidas foram fixadas com metanol a 99%. Apos a fixacdo o
metanol foi removido e as placas foram postas para secar novamente. Posteriormente,
as bactérias aderidas nas placas foram coradas com cristal violeta a 1%. Em seguida
a andlise do resultado foi realizada através do espectrofotdbmetro a 570 nm. As cepas
foram classificadas em quatro categorias baseado nos valores de ODs dos biofilmes
bacterianos, em comparacdo com valor da Densidade éptica do controle (ODc): ndo
aderente se OD < ODc; fraca producgao se ODc < OD < 2 x ODc; produgao moderada
se 2 x ODc < OD <4 x ODc; ou forte producéo se 4 x ODc < OD (Correia et al., 2024).

3.6 AVALIACAO DA INIBICAO DA FORMACAO DO BIOFILME

A determinacdo da Concentragdo Inibitéria Minima do Biofilme (CIMB) foi
realizada segundo Correia et al. (2024). Inicialmente foi distribuido TSB + glicose em
cada poco das placas de microdiluicdo com todas as cepas que apresentaram
producao de biofilme moderada a forte. Em seguida, AgQNOs, AgNPs-C250, AgNPs-
C250-gel e AgNOs-gel foram adicionados através de diluicdo seriada e posteriormente
as suspensodes bacterianas. As microplacas foram incubadas a 35 °C por 24h. Apos a

incubacao, foi realizado o método do cristal violeta para quantificacdo, previamente
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descrito no item anterior. A CIMB foi determinada como a menor concentragao capaz

de inibir a formacéao do biofilme (Correia et al., 2024).

3.7 AVALIACAO DA ERRADICACAO DO BIOFILME

A determinacédo da Concentracao de Erradicacao Minima do Biofilme (CEMB)
foi realizada segundo Correia et al. (2024). Inicialmente, os in6culos bacterianos foram
ajustados na densidade de 0,5 da escala de McFarland em TSB + glicose e
distribuidos nas placas de microdiluicdo com todas as cepas que apresentaram
producao de biofilme moderada a forte. As placas foram incubadas a 35 £ 2°C por 24h
para permitir a formacao do biofilme. Apés incubacédo o meio de cultura foi retirado e
reposto um novo meio. Em seguida, AgQNOs, AgNPs-C250, AgNPs-C250-gel e AQNOs-
gel foram distribuidos nas microplacas por meio de diluicao seriado e as placas foram
incubadas a 35 + 2°C por 24h. Apds a incubacdo, foi realizado o método do cristal
violeta para quantificacdo, previamente descrito no item anterior. A CEMB foi
determinada como a menor concentracdo capaz de erradicar o biofiime formado
(Correia et al., 2024).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZACAO DAS AGNPS E DO HIDROGEL

As AgNPs foram caracterizadas quanto ao tamanho de particula, potencial zeta
e mobilidade (tabela 3).

Tabela 3 — caracterizacdo do tamanho, potencial zeta e mobilidade das AgNPs

Amostra 1] Potencial zeta Mobilidade
(nm) (mv) (WS)/(Vicm)
C250 478 +32,75+1,84 2,56 £ 0,14

As AgNPs apresentaram um tamanho aproximado de 450 nm, potencial zeta
variando entre +32 e +36 mV e mobilidade de 2,56 p/S/V/icm. Essas caracteristicas
séo favoraveis para garantir a eficacia das atividades antimicrobiana e antibiofilme,
além de permitir que sua acdo topica seja mantida sem penetragcdo na corrente

sanguinea (Baez et al., 2021).

As AgNPs foram analisadas por MET sendo possivel observar trés formatos

predominantes: bastonete, oval e triangulo (figura 3).

Figura 3 - Eletromicrografias de transmissdo das nanoparticulas de prata.
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No geral, o tamanho, a forma e a carga superficial sdo fatores cruciais que

influenciam os efeitos bioldgicos das nanoparticulas. Quanto ao tamanho, particulas
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menores possuem uma area de contato superficial ampliada, liberando maior
quantidade de ions Ag+, sendo necessaria analise da via de aplicacdo para evitar
efeitos citotoxicos (Elbehiry et al., 2019).

Além disso, um efeito que depende diretamente do tamanho e forma é a
interacao fisica com a superficie de diversas bactérias, que danificam as membranas
e provocam alteracBes estruturais que levam a morte celular. Assim, geometrias
isotrépicas, como particulas esféricas, demonstram alta eficacia devido a elevada
relacao superficie-volume, proporcionando maior reatividade (dos Santos et al., 2021).
Por fim, a carga positiva gera uma atracdo para componentes eletronegativos das
membranas bacterianas, mesmo nesse estudo as AgNPs serem carregadas
positivamente, demonstrado pelo potencial zeta, a quitosana (CH) possui aminas
policatibnicas que também podem interagir com componentes carregados
negativamente na superficie das células, levando a ruptura da membrana celular que
associada a liberacdo os ions de prata inibem o metabolismo celular e apresentam
boa atividade antibacteriana (Hermosilla et al., 2023).

Na andlise por FTIR (figura 4), os espectros da quitosana (CH) e AgNPs-C250,
na faixa de ~3400 a 3200 cm™ apresenta o estiramento O-H e N-H, na qual para a
CH a banda larga intensa ocorre devido as vibragbes de estiramento dos grupos
hidroxila (O-H) e amina (N-H) e para a AgNPs apresenta reducdo da intensidade
dessa banda, indicando a interagdo do grupo amino com a superficie das
nanoparticulas de prata. Essa diminuicdo é consistente com a formacéao de ligacdes
coordenadas ou hidrogénio enfraquecido. A regido ~1650 cm™ demonstra a amida |
na qual a CH possui um pico moderado e para a AgNPs-C250 h4 uma reducao ou

possivel deslocamento do pico, sugerindo a interagdo do grupo amina com a prata.

Figura 4 - FTIR das nanoparticulas de prata.
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A Regido ~1550 cm™ demonstra a amida Il com deformagéao N-H, onde a CH
possui um pico significativo esperado devido a deformacdo e a AgNPs tem uma
reducao da intensidade ou deslocamento associado a interagdo com a superficie da
nanoparticula. Na Faixa ~1400-1370 cm™ ha uma deformagédo da C-H com a
diminuicdo da intensidade desse pico que € um indicativo de interacdo entre a
quitosana e a superficie da prata. A regido ~1080-1030 cm™ demonstra 0 estiramento
C-O-C e C-O e a CH apresenta um pico acentuado devido a presenca de ligacdes
glicosidicas no polimero e no espectro das AgNPs observa-se a redu¢do ou mudanca
na banda, a qual sugere interacfes eletrostaticas com as nanoparticulas. Por fim, na
regido abaixo de 800 cm™, no espectro das AgNPs, h& a presenca de novos picos
nessa faixa que sao indicativos tipicos da presenca de nanoparticulas metalicas
(Ediyilyam et al., 2022; Zhang et al., 2023).

Além disso, o gréfico de FTIR (Figura 4) demonstra a presenca de grupos
aminas semelhantes ao da quitosana, que revestem as AgNPs reduzindo sua
toxicidade e aumentando a biocompatibilidade, apresentando uma linha controle da
prépria quitosana e picos semelhantes a ela nas linhas das AgNPs (Mostafa et al.,

2022). Os espectros de FTIR da CH e AgNPs-C250 mostra claras interacdes entre a



29

guitosana e as nanoparticulas de prata, evidenciadas pela reducao na intensidade dos
picos de O-H e N-H (~3400 cm™), as mudancas nas bandas de ~1650 cm™ e ~1550
cm™, indicando coordenacao com a prata e 0s novos picos em regides baixas (abaixo
de 800 cm™) associados a presenca metdlica (Zhang et al., 2023). Tais resultados
demonstram que as AgNPS foram revestidas pela quitosana.

Os hidrogéis sem as formulagbes foram preparados e a caracterizacao
morfologica foi realizada em microscopio eletrénico de transmissdo FEI Tecnai G2
Spirit Biotwin (Hitachi Ltd., Japan). As micrografias dos hidrogéis obtidas por MEV
estdo apresentadas na Figura 5. Pode-se observar na superficie dos géis a rede

microfibrilar tridimensional caracteristica da celulose bacteriana.

Figura 5 - Eletromicrografias de varredura das nanofibras de hidrogel de celulose bacteriana.
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4.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

AgNOs, AgNPs-C250, AgNOs-gel e AgNPs-C250-gel, com a concentracdo do
gel de 0,25%, apresentaram CIM entre 25 e 50 yg/mL frente a S. aureus. AgNOs,
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AgNPs-C250, AgNOs-gel e AgNPs-C250-gel também apresentaram atividade
bactericida com CBM que variaram de 25 a 50 pg/mL frente a cepas de S. aureus
(tabela 4).

Tabela 4 - Atividade antibacteriana do AgNOs, da AgNPs-C250, do AgNOzs-gel e da AgNPs-C250-gel

frente a cepas de Staphylococcus aureus.

AgNOs AgNOs-gel AgNPs-C250 AgNPs-C250-gel
Bactérias CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM
Hg/mL
MRSA ATCC 25 50 25 50 50 50

33591 50 o0
Cco047 25 50 25 50 25 50 25 50
Cc074 25 50 25 50 25 50 25 50
Cc128 25 50 25 50 25 50 25 50
C137 25 50 25 50 50 50 50 50

CIM: Concentrac¢ao Inibitéria Minima; CBM: Concentracdo Bactericida Minima; MRSA: Staphylococcus
aureus resistente a meticilina; ATCC: American Type Culture Collection; C047, C074, C128 e C137:
isolados clinicos de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina; AgNOz: nitrato de prata; AgNPs-
C250: nanoparticulas de prata; AgNPs-C250-gel: hidrogel contendo as AgNPs; AgNOzs-gel: hidrogel
contendo o AgNOs.

AgNO3s, AgNPs-C250, AgNOs-gel e AgNPs-C250-gel, com a concentracdo do
gel de 0,25%, apresentaram CIM de 6,25 a 50 pg/mL frente a S. epidermidis. AgNOs3,
AgNPs-C250, AgNOs-gel e AgNPs-C250-gel também apresentaram atividade
bactericida com CBM que variaram de 25 a 50 ug/mL frente a cepas de S. epidermidis

(tabela 5).
Tabela 5 - Atividade antibacteriana do AgNOs, da AgNPs-C250, do AgNOs-gel e da AgNPs-C250-gel

frente a cepas de Staphylococcus epidermidis.

AgNO3 AgNOs-gel AgNPs-C250 AgNPs-C250-gel
Bacterias CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM
Hg/mL
ATCC 12228 25 50 25 50 25 50 25 50
C233 12,5 25 12,5 25 12,5 25 12,5 25
C266 12,5 25 12,5 25 6,25 25 6,25 25
Cc271 25 50 25 50 50 50 50 50

C281 12,5 25 12,5 25 12,5 25 12,5 25
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CIM: Concentracao Inibitéria Minima; CBM: Concentracdo Bactericida Minima; ATCC: American Type
Culture Collection; C233, C266, C271, C281: isolados clinicos de Staphylococcus epidermidis
resistentes a meticilina; AgNOa: nitrato de prata; AQNPs-C250: nanoparticulas de prata; AgNPs-C250-
gel: hidrogel contendo as AgNPs; AgNOz-gel: hidrogel contendo o AgNOs.

A maioria das cepas presente nesse estudo mostraram sensibilidade a prata
livre, assim como para as nanoparticulas de prata isoladas e incorporadas no gel
(tabela 4 e 5). Esses resultados corroboram o estudo de Chandrasekharan e
colaboradores (2022), que determinaram o potencial antimicrobiano do AgNOs e das
nanoparticulas de prata frente as cepas de S. aureus e S epidermidis. Os
pesquisadores observaram que os valores de CIM e CBM foram similares, com agao
mais efetiva da AgNPs (10 a 90 pg/mL). Heine e colaboradores (2024) também
determinaram CIM de AgNPs por meio de ensaios de difusdo em agar para cepas de
S. aureus resistentes em torno de 25 pg/mL. J& Bhatia e pesquisadores (2021)
encontraram a CIM tanto para a AgNPs como para o AgNOs frente a cepas de S.
aureus e E. coli em torno de 19 pg/mL. Tais resultados, corroboram os valores de CIM
do presente estudo, levando em consideracao as variagfes nas caracteristicas fisico-
quimicas, como tamanho, forma e presenca de fracbes superficiais, que afetam
significativamente a atividade antibacteriana da nanoparticula. Assim, os resultados
obtidos neste trabalho confirmam o potencial antibacteriano das AgNPs frente a
bactérias Gram-positivas resistentes, especialmente, espécies do género
Staphylococcus.

Neste estudo, observou-se que o hidrogel de celulose bacteriana sem as
nanoparticulas de prata ndo apresentou atividade antibacteriana. Estes achados
foram notados em outros estudos, como o de Gupta e colaboradores (2016) ao
investigarem a acdo antibacteriana de ions de prata incorporados ao hidrogel de
celulose bacteriana, em formulacdes de nanoparticulas de prata incorporadas no
hidrogel (CB-AgZ) e nitrato de prata incorporado no hidrogel (CB-AgNOs). Os
resultados indicaram que o hidrogel puro ndo apresentou atividade antimicrobiana,
enquanto CB-AgZ e CB-AgNOs demonstraram eficacia contra as cepas de S. aureus.
De forma complementar, Ao e colaboradores (2020) desenvolveram hidrogéis de CB,
enriguecendo-os com cloreto de quitosana hidroxipropil trimetil aménio (HACC/CB).
Nesse estudo, observou-se que o hidrogel de CB puro, novamente, ndo apresentou

atividade antibacteriana frente a diversos microrganismos, como S. aureus. NoO
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entanto, ao incorporar HACC a matriz de CB, houve uma atividade antimicrobiana
significativa.

Tais estudos demonstram consistentemente que o hidrogel de celulose
bacteriana isolado ndo possui propriedades antibidticas, no entanto, ele se destaca
como uma matriz eficiente para a incorporacdo de moléculas com potencial
antibacteriano. Nessa perspectiva, o hidrogel de CB apresenta-se como veiculo
promissor para entrega de nanoestruturas, valendo ressaltar que Pinto e
colaboradores (2016) e Silva e colaboradores (2021) desenvolveram um estudo
comprovando, por meio de diversos testes de toxicidade, a seguranca do hidrogel
desenvolvido pela Zoogloea sp. Assim, a incorporacdo de AgNPs neste hidrogel
demonstra-se promissor para tratar infeccoes superficiais causadas por S. aureus e

S. epidermidis.

4.3 AVALIACAO DA CURVA DE MORTE

As curvas de morte para as cepas clinicas de S. aureus (C047) e S. epidermidis
(C271) apresentaram padrdes semelhantes de tempo de morte (Figura 6 e 7). Ambas
as cepas apresentaram inibicdo do crescimento em comparacdo ao grupo controle.
Para ambas, com a exposi¢cdo as AgNPs-C250 houve uma reducdo apos 6h de
exposicao e quando tratadas com AgNPs-C250+Gel apresentaram reducdo a partir
de 9h. ApoOs essas horas, o numero de células bacterianas apresentou diminui¢cdo nas
UFC conforme o passar do tempo, mantendo valores semelhantes para as AgNPs e
AgNPs+Gel.

Figura 6 - Ensaio de curva de morte de Staphylococcus aureus apos tratamento com as AgNPs-C250

incorporadas no hidrogel.
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Figura 7 - Ensaio de curva de morte de Staphylococcus epidermidis apés tratamento com as AgNPs-
C250 incorporadas no hidrogel.
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A atividade antibacteriana contra isolados clinicos de S. aureus e S. epidermidis
também foi avaliada utilizando a curva de morte, além de ser possivel avaliar o tempo
de atividade das nanoparticulas quando incorporadas no hidrogel. Avaliar a atividade
antibacteriana por esse método é crucial para aumentar as probabilidades de uma
terapia mais efetiva devido ao conhecimento da eficacia temporal do agente
antimicrobiano em diferentes concentracdes. Além disso, serve como base para

estudos in vivo, pois 0 mesmo permite uma compreensao aprofundada do processo
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de surgimento de resisténcia bacteriana dentro de uma populacao, fornecendo dados
cruciais para o desenvolvimento de estratégias antimicrobianas mais eficazes (Rybak
et al., 2020; Rodriguez-Gascon et al., 2021). Dessa forma, foi possivel observar que
a atividade de AgNPs-C250+Gel e AgNPs-C250 é semelhante e eficaz com o passar
do tempo, observando que o hidrogel ndo interfere na acdo das nanoparticulas, nem
exibe atividade antimicrobiana, mas controla a liberacdo e o efeito das AgNPs.
Scandorieiro e colaboradores (2023) observaram a curva de morte de cepas de S.
aureus. expostas a formulacdes de hidrogel contendo bioAgNPs e a sulfadiazina de
prata (SS). Assim, notaram que as bactérias expostas ao hidrogel sem AgNPs
apresentaram crescimento bacteriano e a atividade das AgNPs comecou a partir das
2h, diferente da SS que erradicou as bactérias em menos de 2h. Dessa forma, foi
possivel notar a atividade antibacteriana utilizando a curva de morte, além de ser
possivel compreender a cinética bactericida das nanoparticulas quando incorporadas

no hidrogel.

4.4 AVALIACAO DA PRODUGAO DO BIOFILME

Como fator de viruléncia capaz de intensificar a resisténcia bactérias, espécies
de Staphylococcus sp. apresentam elevada capacidade de producao de biofilmes,
tornando-se uma preocupacao no campo da saude publica uma vez que eles podem
estar presentes em cateteres de pacientes internados em hospitais, contribuindo para
um mau prognostico (Joshi, Singh, Mijakovic, 2020). Os biofilmes representam um
mecanismo de adaptacdo para a sobrevivéncia de bactérias em ambientes adversos,
permitindo que elas se estabelecam em superficies diversas, como cateteres e
equipamentos hospitalares (Oliveira et al., 2021; Guo et al., 2022).

Na avaliacdo da producéo de biofilme foi evidenciado que todas as cepas S.
aureus e de S. epidermidis apresentaram forte ou moderada producéo de biofilme
(tabela 6 e 7).

Tabela 6 - Classificagcao da producéo de biofilme dos isolados clinicos de Staphylococcus aureus.

Staphylococcus aureus Producéo do biofilme

MRSA ATCC 33591 Forte

co47 Forte
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C074 Forte
C128 Forte
C137 Moderado

MRSA: Staphylococcus aureus resistente a meticilina; ATCC: American Type Culture Collection; C047,

C074, C128 e C137: isolados clinicos de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina.

Tabela 7 - Classificagao da producéo de biofilme dos isolados clinicos de Staphylococcus epidermidis.

Staphylococcus epidermidis Producéo do biofilme
ATCC 12228 Forte
C233 Forte
C266 Forte
C271 Forte
Cc281 Moderado

ATCC: American Type Culture Collection; C233, C266, C271, C281: isolados clinicos de

Staphylococcus epidermidis resistentes a meticilina.

Os resultados deste estudo corroboram com outros estudos, os quais também
demonstraram que a maioria das cepas dessas bactérias possuem uma formacao de
biofiilme de moderada a forte (Chen et al., 2020). Esse género possui um sistema
modulador de genes acessorios (Agr) quorum sensing (QS) que regula a producao de
proteases e modulinas ajudando na formacdo do biofilme e contribuindo para a

resisténcia destes microrganismos (Zeng et al., 2023).

4.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBIOFILME

AgNOs, AgNPs-C250, AgNOs-gel e AgNPs-C250-gel apresentaram CIMB de
1,56 a 50 pl/mL frente as cepas de S. aureus. AgNOs, AgNPs-C250, AgNOs-gel e
AgNPs-C250-gel também apresentaram CEMB que variaram de 1,56 a >100 ug/mL

frente as cepas de S. aureus (tabela 8).

Tabela 8 - Atividade antibiofilme de AgNOs, AgNPs-C250, AgNOz-gel e AgNPs-C250-gel frente a cepas

de Staphylococcus aureus.

AgNOs AgNOs-gel AgNPs-C250 AgNPs-C250-gel
S.

aureus

CIMB CEMB CIMB CEMB CIMB CEMB CIMB CEMB

Hg/mL
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MRSA

ATCC 25 3,125 6,25 >50 6,25 >100 1,56 50
33591

co47 25 >100 25 1,56 25 >100 12,5 50
Co74 25 25 25 >50 25 50 6,25 12,5
C128 25 25 12,5 50 25 25 12,5 12,5
C137 25 6,25 25 25 25 25 12,5 1,56

CIMB: Concentragao Inibitéria Minima do Biofilme; CEMB: Concentracdo De Erradicacdo Minima do
Biofilme; MRSA: Staphylococcus aureus resistente a meticilina; ATCC: American Type Culture
Collection; C047, C074, C128 e C137: isolados clinicos de Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina; AgQNOa: nitrato de prata; AgNPs-C250: nanoparticulas de prata; AgNPs-C250-gel: hidrogel
contendo as AgNPs; AgNOzs-gel: hidrogel contendo o AgNOs.

AgNOs, AgNPs-C250, AgNOs-gel e AgNPs-C250-gel apresentaram CIMB de
0,78 a 50 pg/mL frente as cepas de S. epidermidis. ANO3, AgNPs-C250, AgNOs-gel
e AgNPs-C250-gel também apresentaram a CEMB que variaram de 25 a 50 pg/mL
frente as cepas S. epidermidis (tabela 9).

Tabela 9 - Atividade antibiofilme de AgNOs, AgNPs-C250, AgNOs-gel e AgNPs-C250-gel frente a cepas
de Staphylococcus epidermidis.

AgNOs3 AgNOs-gel AgNPs-C250 AgNPs-C250-gel
epidesr-midis CiMB CEMB CiMvB CEMB CIMB CEMB CIMB CEMB
Hg/mL

ATCC 12228 12,5 50 3,125 25 25 50 6,25 25
C233 12,5 25 3,125 6,25 12,5 25 3,125 25
C266 12,5 25 6,25 25 6,25 25 3,125 50
Cc271 25 50 25 25 50 50 3,125 12,5
c281 25 25 1,56 6,25 12,5 25 6,25 25

CIMB: Concentragao Inibitéria Minima do Biofilme; CEMB: Concentracdo De Erradicacdo Minima do
Biofilme; ATCC: American Type Culture Collection; C233, C266, C271, C281: isolados clinicos de
Staphylococcus epidermidis resistentes a meticilina; AgNOs: nitrato de prata; AgNPs-C250:
nanoparticulas de prata; AgNPs-C250-gel: hidrogel contendo as AgNPs; AgNOzs-gel: hidrogel contendo
0 AgNOQOa.

Esse potencial antibiofilme das AgNPs ja foi demonstrado em outros estudos,
assim como nesta pesquisa. Nesse sentido, Swolana e colaboradores (2022)

evidenciaram a acao de inibicdo e erradicacdo do biofilme estafilococico em baixas
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concentracdes de AgNPs, como visualizada no presente estudo. Ademais dos Santos
e colaboradores (2021) evidenciaram atividade antibiofilme das nanoparticulas de
prata (AgNP_1) e obtiveram concentracdes de inibicdo em torno de 12,5 ug/mL frente
a bactérias Gram-positivas.

O perfil promissor da atividade antibiofilme das AgNPs pode se justificar pela
maior capacidade de penetracao intracelular, podendo alterar vias enzimaticas e de
transducéo alterando diversos compostos bacterianos, e também pela capacidade de
penetrar pelo poros e canais de agua dos biofilmes que variam entre 50 e 500nm de
diametro, além da carga positiva de superficie que interage eletrostaticamente com a
superficie de carga negativa dos biofilmes (da Cunha et al., 2023).

Assim como nos estudos de Correia e colaboradores (2024) o hidrogel n&o
apresentou uma acao antimicrobiana, mas possui potencial antibiofilme, podendo ter
sua acao potencializada quando carreia um farmaco ou uma nanoestrutura. O
potencial antibiofilme destes hidrogéis possibilita o impedimento das interacdes
bactérias-superficie que ocorre por meio de ligacfes especifica, pois o hidrogel causa
uma modificagdo de superficie e impede a formacgdo de biofilmes, além de também
serem bons carreadores de medicamentos e nanosistemas, controlando a liberagéo e
atividade dos farmacos (Chen et al., 2023; Wang et al., 2023).

Além disso, foi observada uma reducdo nas CIMB e CEMB das AgNPs e do
AgNOs3 ao serem incorporados no hidrogel, evidenciando a potencializa¢cdo na acéo
antibiofilme deste produto. Haidari e colaboradores (2021) demonstraram o potencial
antibiofilme do hidrogel com AgNPs a partir de um ensaio de morte celular a partir de
Micrografias 3D na qual o tratamento com o hidrogel-AgNPs resultou em uma
diferenca marcante em que a grande maioria das células de S. aureus foi morta,
levando a ruptura grave dos biofilmes maduros. Além disso, Correia e colaboradores
(2024) demonstraram resultados igualmente promissores ao utilizar a vancomicina
incorporada no hidrogel e obtiveram reducéo dos valores de CIMB e CEMB frente a

cepas de S. aureus e S. epidermidis.
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5 CONCLUSAO

As nanoparticulas de prata (AgNPs) apresentaram potencial antibacteriano, e
apos a incorporacao no hidrogel esta atividade foi mantida para as cepas testadas. A
caracterizacdo das nanoparticulas apresentou resultados satisfatérios para um efeito
antibacteriano eficaz. Os estudos de curva de morte demonstraram que as bactérias
sao eliminadas apos o tratamento com as AgNPs-C250 em 6h e AgNPs-C250-gel no
tempo 9 horas. Ja na atividade antibiofilme, nota-se que as AgNPs incorporadas no
hidrogel de celulose bacteriana apresentaram maior potencial de inibicdo da formacgéao
e erradicacao de biofilmes. Por fim, torna-se evidente que as AQNPs-C250 e AgNPs-
C250-gel sdo uma abordagem terapéutica promissora para o tratamento de infec¢des
bacterianas resistentes causadas por cepas de Staphylococcus aureus e

Staphylococcus epidermidis.
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Abstract

The design, development, and obtaining of nanostructured materials, such as podymeric nanoparticles, have garnered interest
due 1o loading therapeutsc agents and its broad applicability. Polymeric nanoparticle synthesis employs advanced technigues
such as the double emulsion approsch and the pH-driven method, allowing the efficient incorporation of active compounds
o these matrices. These loading methods ensure compound stability within the polymeric strocture and enable control of
the release of therapeutic agents. The ability of loaded polymeric nanoparticles 1o transport and release therapeutic agents
on [argel manner represents a significant advancement in the quest for effective therapeatic solutions. Amid escalating
concerns regarding antimicrobial resistance, interventions using polymeric nanostructures stand out for the possibility of
carrying antimicrobial agents and enhancing antibacterial action against antibiotic-resistant bacteria, making a new thera-
peutic approach or complement to conventional treatments. In this sense, the capability of these polymeric nanopartcles
o act against Escherichia colf underscores their relevance in controlling bacterial infections. This mini-review provides a
comprehensive synthesis of promising technigues for loading therapeutic agents into polymeric nanoparticles highlighting
methodologies and their implications, addressing prospects of combating bacterial infections caused by E. coli.

Key points

o The doukle eomulsion method provides connrol over size and release of bioacnives.
# The pH-driven method tnproves the solubility, stabiliry, and refease of achive.
o The methods increase the artibacterial action of those encapsulared in PNPs.

Keywords Antimicrobial efficacy - Escherichia coli - Manostructuses - Polymer matrices - Therapeutic delivery

Drug carrier systems present advantages such as reduced
woxicity of drug, increased therapeutic efficacy. improved
physical and chemical stability of bioactives, and promoted
the controlled release of drogs: among the drug transport
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aystems, the main ones are micelles, liposomes, solid
lipid nanoparticles, and polymeric nanoparicles (FNPs)
(Zielifska et al. 2020; Bhardwaj and Jangde 2023). The
encapsulation of natural products and other molecules with
biological properies. including conventional antibiotics in
FMF, is promising and advantageous strategy. The PMPs are
nanocarriers applisd orally. nasally, intravenously, intrader-
mally, and intramuscularly, and can be obtained by variows
techniques that inclede polymere precipitation, formation
of emulsions, and pH change (Dai et al. 2009 Nwabuife
et al. 2022).

Furthermore, in obtaining PNPs, a diversity of synibetic,
protein, and saccharsde polymers can be used and encap-
sulate proteins, RNA, DNA, oils, extracts, and a diversity
of isolated molecules, protecting therapeatic agents from
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