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Resumo: Os nanomateriais podem desempenhar um papel importante nas
aplicacbes antibacterianas, como a incorporacdo de nanoparticulas de prata
(AgNPs) em tecidos da area médica, podendo contribuir para contornar bactérias
resistentes a antibidticos como a Klebsiella spp e Escherichia coli, que pode
acarretar infeccbes oportunistas em mucosas e pele. Este estudo objetivou
sintetizar nanoparticulas de prata e sua incorporacdo em tecido de algoddo para
testes frente & Klebsiella spp e Escherichia coli. A sintese da solug¢édo coloidal de
AgNP rubra foi realizada utilizando-se AgNO3 (0,1 mM); citrato trissédico (100 mM),
polivinilpirrolidona (0,24 g) e peroxido de hidrogénio. A partir desta solucéo, o tecido
de algodao previamente tratado com cloreto de polidialildimetilamoénio (PDDA) foi
impregnado (relacdo tecido solugédo 100/500, agitadas por 30 minutos). O material
produzido foi analisado por FTIR; DLS e Espectroscopia de Reflectancia. A atividade
antimicrobiana foi realizada pela técnica de microdiluicdo frente a Klebsiella spp e
Escherichia coli, em tubos estéreis contendo BHI, sendo acrescida solucéo de prata
(1); Tecido contendo AgNP - 4 mm (2); Controle negativo (3) e Controle positivo -
ceftriaxona (4). No teste qualitativo observou-se atividade antibacteriana pelo tecido
impregnado com a AgNP e a solucdo inicial. As particulas de AgNP obtiveram
tamanho médio de 24,75 nm e o tecido impregnado com AgNP registrou junto
absorcdo UV-Visivel, maior itensidade entre 450 - 500 nm. As AgNPs sintetizadas
demonstram excelente atividade antimicrobiana frente a  Klebsiella spp e
Escherichia coli, apresentando papel importante em aplica¢cdes vinculadas destas
nanotecnologia e nanomedicina, com alternativa a bactérias multirresistentes a
antibidéticos.

Palavras-chave: Nanoparticulas. Prata. Antibacteriano.



Abstract: Nanomaterials may play an important role in antibacterial applications,
such as the incorporation of silver nanoparticles (AgNPs) into medical tissues, and
may help bypass antibiotic resistant bacteria such as Klebsiella spp and Escherichia
coli, which may lead to opportunistic mucosal infections. and skin. This study aimed
to synthesize silver nanoparticles and their incorporation in cotton fabric for testing
against Klebsiella spp and Escherichia coli. Synthesis of AgNP rubra colloidal
solution was performed using AgNO3 (0.1 mM); trisodium citrate (100 mM),
polyvinylpyrrolidone (0.24 g) and hydrogen peroxide. From this solution, the cotton
fabric previously treated with polydialyldimethyl ammonium chloride (PDDA) was
impregnated (100/500 solution fabric ratio, shaken for 30 minutes). The material
produced was analyzed by FTIR; DLS and Reflectance Spectroscopy. The
antimicrobial activity was performed by microdilution technique against Klebsiella spp
and Escherichia coli in sterile tubes containing BHI, with silver solution added (1);
AgNP-containing tissue - 4 mm (2); Negative Control (3) and Positive Control -
Ceftriaxone (4). In the qualitative test, antibacterial activity was observed by tissue
impregnated with AgNP and the initial solution. AgNP particles had an average size
of 24.75 nm and the AgNP-impregnated tissue recorded UV-Visible absorption,
higher items between 450 - 500 nm. The synthesized AgNPs demonstrate excellent
antimicrobial activity against Klebsiella spp and Escherichia coli, playing an important
role in linked applications of these nanotechnology and nanomedicine, as an
alternative to antibiotic-resistant bacteria.

Keywords: Nanopatrticles. Silver. Antibacterial.



1 Introducéao

A ascensdo de bactérias resistentes € um problema maior nos dias atuais e,
apoia-se no uso rotineiro de antibiéticos de forma irracional, incluindo, tempo
prolongado e escolhas indevidas. Quando se fala em resisténcia bacteriana
destacam-se as enterobactérias (DINIZ; SANTOS, 2019).

O genéro Klebsiella spp refere-se a bactérias que sdo bacilos gram-negativos
e que fazem parte das Enterobacteriacea. Sao microrganismos considerados
oportunistas visto que estdo associadas a pacientes hospitalizados e
imunocomprometidos podendo ocasionar infec¢cdes sérias do trato respiratério,
urinério, mucosas e peles (queimaduras e feridas) (PERNA et al., 2015; NAJERA et
al., 2017).

Esta bactéria pode sobreviver na pele e ambientes secos por longo periodo,
sendo um motivo de preocupacgado crescente, pois tém se observado crescentes
casos de multirresisténcia a antibiéticos, principalmente em infec¢des de pele, ja que
algumas espécies sao produtoras de Beta-lactamases acarretando em potencial
causa de morbimortalidade severa entre pacientes hospitalizados (PERNA et al.,
2015; HENDRIK et al., 2015; HARADA et al., 2016).

Escherichia coli, € uma bactéria gram-negativa da familia Enterobactereas,
causadora de infeccbes graves que vao desde infeccbes acometendo o trato
urinario, ferida operatoérias, corrente sanguinea, até sepse. Destaca-se por sua
capacidade de aderéncia aos tecidos humanos favorecendo a multiplicacdo e
infeccao (DINIZ; SANTOS, 2019).

Desta forma, o desenvolvimento de tecidos e solugdes para aplicacdo nesta
area se faz relevante, dentre os quais os ions metalicos de nanoparticulas,
especialmente a prata nanoparticulada (AgNP, sdao materiais eficazes desenvolvidos
em téxteis médicos (MONTAZER et al., 2016; IBRAHIM; HASSAM, 2016).

A utilizacdo de nanoparticulas de prata é justificada, pois, a simples
impregnacao de nitrato de prata em tecidos ndo é adequada, pois em contato com a
luz e o ar, o material tende a se tingir de marrom-escuro. Além disso, quanto menor
as particulas de pratas, maior sera o efeito antimicrobiano (MONTAZER et al., 2016;
IBRAHIM; HASSAM, 2016).

O efeito antimicrobiano das nanoparticulas de prata se deve aos danos que

bY

causam na membrana bacteriana (ligacdo a membrana); a alteracdo do DNA
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bacteriano e comprometimento da sintese proteica bacteriana (SHAHENN; ABY,
2018; IBRAHIM; HASSAM, 2016; NATEGHI; KHALIBAD, 2015).

Assim, estudos voltados ao desenvolvimento de prata nanoparticulada €
justificado como opcbes de contorno as resisténcias bacterianas observadas no
género Klebsiella spp e Escherichia coli. Desta forma o presente estudo objetivou
analisar as propriedades antimicrobianas de solucdo de nanopaticula de prata e
tecido impregnado com este material frente a Klebsiella spp e a Escherichia coli.
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2 Metodologia

Este estudo trata-se de uma pesquisa laboratorial (in vitro) de natureza
experimental, com abordagem qualitativa. Para Gil (2007), “a pesquisa experimental
consiste em determinar um objeto de estudo, selecionar as variaveis que seriam
capazes de influencia-lo, definir as formas de controle e de observacao dos efeitos
que a variavel produz no objeto”.

A sintese da solucdo de nanoparticulas de prata e a impregnacdo em tecido
foi realizada no laboratério de Engenharia Téxtil na UFRN Campus Central, e os
testes microbiolégicos no laboratério multidisciplinar, na UFRN/FACISA.

A pesquisa se deu no periodo de outubro de 2018 a julho de 2019.

a. Preparacao da solucdo de nanoparticula de prata

Inicialmente, foram preparadas isoladamente solucdes aquosas de AgNOs;
(0,2 mM, 200 mL), citrato trissédico (100 mM, 3,6 mL), polivinilpirrolidona (0,24 g) e
peréxido de hidrogénio (30% em peso, 0,48 mL). As solucBes foram misturadas e
agitadas a temperatura ambiente, e finalizada com adicdo de 0.85mL de solucao de
Boro-hidreto de sédio (100 mM), sendo obtida a solu¢cdo de rubra coloidal de
nanoparticulas de prata (TAG et al., 2012; RAZA et al., 2016).

b. Preparacdo do tecido de algoddo e impregnacdo da solucao coloidal de
prata

Os tecidos de algodao industrializados foram inicialmente lavados com agua
deionizada e em seguida submersos em uma solugcéo aquosa (2%) de cloreto de
polidialildimetilaménio (PDDA) por 12 horas. Ao final deste periodo o tecido foi
lavado com agua deionizada e seco a temperatura ambiente. Na sequéncia 0s
tecidos tratados com PDDA foram imersos na solucdo de nanoparticulas de prata,
na propor¢cao de tecido-solugcdo 100/500, sendo agitadas por 30 minutos. Ao final
foram lavadas com agua deionizada e secas a temperatura ambiente (TAG et al.,
2012).
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c. Preparo da suspenséo bacteriana

As suspensOes de Klebsiella spp e Escherichia coli, inicialmente cultivadas
em meio liquido BHI (Brain Heart Infusion), foram reativadas a 37°C/24 h. Na
sequéncia fez-se a ressuspensdo em cinco mL de solucéo fisiologica (NaCl 0,89%)
estéril através do uso da alga de platina (5 algadas) até atingir turbidez equivalente
na escala 0,5 de Mac Farland (1,5 x 108 bact/mL) (TAG et al., 2012; RAZA et al.,
2016).

d. Determinacdo da atividade antibacteriana pelo método da microdiluicéo

Nesta etapa foram utilizados tubos estéreis contendo 1,5 mL de caldo BHI,
estes foram identificados, como controle positivo (1), controle negativo (2), solucao
de prata (3) e tecido de prata (4). Em cada tubo foram acrescidos 50 uL da
suspensao bacteriana de Klebsiella spp e Escherichia coli. Na sequéncia foram
acrescidos nos tubos: controle positivo (ceftriaxona), controle negativo (1,5 mL de
agua deionizada), solucao de prata (1,5 mL de solucdo de nanoparticula de prata) e
tecido com prata (4 mm de tecido impregnado com nanopatrticula de prata). Ao final
foram levados a estufa bacteriolégica e mantidos por 24h (SILVA et al., 2015;
SULEIMAN et al. 2015).

e. Caracterizacao da nanoparticula de prata (AgNP)
Andlise Dindmica de Dispersédo da Luz (DLS)

A analise de dispersdo de luz dinamica (DLS) foi realizada para se medir o
tamanho médio das particulas das AgNPs em solucdo coloidal. A amostra foi
inicialmente sonicada por 5 min para se obter uma dispersao uniforme das particulas
seguida da analise com quatro varreduras - Aparelho Brookhaven Nanobrook -
modelo: 90plus PALS (KAVITHA et al., 2018).

Andlise de absorbancia por Espectroscopia UV visivel

A caracterizacdo do tecido impregnado por AgNP foi analisada utilizando
espectroscopia UV. A reducdo de AgNP foi monitorizada medindo a absorbancia da
mistura reacional na faixa de 400-700 nm - Espectrofotometro Shimadzu - modelo:
UV-2600.
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Andlise de Fourier transform infrared spectroscopy (ATR-FTIR)

A nanoprata sintetizada e o0s tecidos utilizados no estudo foram
caracterizados através da espectrofotometria ATR-FTIR, através de area de
escaneamento entre 3750-500 cm™, com 128 escaneamentos de repeticbes e
resolucdo ajustado em 4 cm™ - BRUKER - modelo: FT-IR VERTEX 70.
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3 Resultados e discussodes
a. Sintese e caracterizacdo da AgNP
A sintese da nanoparticula de prata rubra (AgNP) foi realizada com sucesso,
conforme ilustrado na figura, ao final do processo, o AgNO3 foi convertida em prata
rubra, com mudancga de cor na solugéo (Figura 01 - A) A partir desta solugcao
colorida, realizou-se o tratamento do tecido de algodao, obtendo-se uma eficaz

impregnacdao, apresentado na Figura 01 - B.

COTTON + RED AgNP

Figura 01: A - Solucdo de AgNP rubra sintetizada; B - Tecido de algodao impregnado com
AgNP rubra.

A presente sintese foi conseguida através da técnica de reducdo dos ions
prata (Ag’) em solucdo aquosa, que se conseguida pela utilizacdo do citrato de
sodio e / ou boro-hidreto de sodio, favorecendo a formacéo de prata metalica livre
(Ag°), formando-se ao final as AgNPs, que determinada pela mudanca na coloracdo
do material para a cor rubra / vermelha. De forma complementar, a adicdo do PVP,
contribui para estabilizar as AgNPs, impedindo sua aglomeracéao (TAG et al., 2012;
RAZA et al., 2016; MUKHERJI et al., 2019) .

A primeira caracterizagdo realizada foi com a solugdo coloidal de
nanoparticulas de prata, que foi analisada através da Analise Dinamica de Dispersao
da Luz (DLS), que se baseia na difracdo do laser em uma amostra de forma a se

obter o tamanho das particulas em solucéo (Tabela 01)
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Tabela 01: Determinacdo do tamanho de nanoparticulas de prata (DLS)

Polidispersidade Diametro (nm)
0,501 18,99
0,470 33.43
0,288 28,13
0,445 18,46
Tamanho médio (nm) 24,75

A geometria e o tamanho das AgNPs com a luz incidente gera a
polidispersidade, que permite a analise do tamanho médio das particulas em
solucéo coloidal, conforme descrito por Aragéo et al (2016). Como se observa na
tabela 01, a solucdo coloidal obtida apresenta nanoparticulas de Ag de tamanhos
pequenos, fato, que contribui com a atividade bactericida das AgNPs, pois facilita
integracdo com a membrana e penetracdo na estrutura bacteriana, podendo
comprometer o DNA e sintese proteica (ARAGAO et al., 2016; MONTAZER et al.,
2016; IBRAHIM; HASSAM, 2016).

O tecido de algodao impregnado e ndo impregnado com a AgNP foi analisado
por absorcdo UV-Visivel, sendo observado que o tecido com AgNPs rubra

apresenta picos de maior intensidade entre 450 - 500 nm (figura 01).

—a— % Tecido sem AgNP
3.5+ —#— % Tecido com AgNP

3_0-‘
25-‘
20-‘
1_5—‘

1.0+

Absorbance

0.5+

0.0 1

0.5

400450500550650?00
Waverlength {nm)
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Figura 02: Analise de Espectroscopia de Reflectancia dos tecidos com e sem AgNP.

Conforme observado no grafico, o tecido sem as AgNPs, apresenta baixa
absorbancia UV, enquanto o tecido impregnado com AgNP rubra demonstra uma
faixa de absorbancia caracteristica de maior intensidade entre 450-500 nm, devido
ao modo de excitagdo de seu plasmideo de superficie que das nanoparticulas de
prata, semelhante ao observado na literatura (RAJKUMAR et al., 2016; MOODLEY
et al., 2018).

A figura 03 ilustra o espectro da AgNP (A) com picos de maior intensidade
entre 1500 - 1610 cm™ e 3,200 - 3,100 cm ™. J& os espectros dos tecidos utilizados
no estudo (B) apresentam picos de maior intensidade entre: 3300-3400 cm™*, 1200 —
1350 cm™* e 2000 — 2100 cm ™.

OH

AgNP 150000 ~ ——Tecido com AgNP
—— Tecido sem AgNP
140000 -

100000 - AgNP
130000 -

80000 120000 4

OH c=C

*MW'WWW-hm,m,J“.umWJW N
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b
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Jw W
] T W}l‘ [m
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\,

W
Wy

60000 -
100000 4
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Transmitancia (%)

40000 - OH

20000 -

T T T T 1
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Wavernumer (cm’' .
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A B

Figura 03: Espectro de FTIR: A — Nanoparticula de Ag; B — Tecido inatura e tecido com
AgNP

As bandas observadas no espectro da AgNP referem-se a picos da vibragéo
de NO3 e OH que sao tipicos da sintese da nanoprata (VELMURUGANA et al., 2014;
HANAN et al., 2014). O espectro dos tecidos apresentam picos de OH, C=C e C=0,
material tipico de material organico como os derivados de algodao. Foi possivel se
observar que os picos do tecido tratado, em especial OH (3.300 - 3400 cm™)
reduziram de intensidade, demonstrando que houve adsor¢do das AgNPs no tecido.

Portanto, é possivel se afirmar que o tratamento do tecido com a solucdo de

nanoprata ndo afetou a estrutura molecular do tecido, uma vez que 0s picos se
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matem caracteristicos nos dois espectros, s6 ocorrendo reducdo na intensidade dos
picos no tecido tratado, resultante da adsor¢ao fisica de nanoparticulas de prata na
superficie do tecido tratado (HANAN et al., 2014; VELMURUGANA et al., 2015;
SAYED et al., 2018).

b. Testes microbioldgicos
Inicialmente foi realizado um teste qualitativo sobre a capacidade de inibicao
in vitro pela técnica de micro diluicdo frente & Klebsiella spp e Escherichia coli pela

solucdo AgNP rubra (Figura 04).

Figura 04: Analise da atividade antimicrobiana pela AQNP

Conforme observado, os tubos contendo AgNP permaneceram translicidos,
indicando que ndo houve crescimento bacteriano, sendo a cor rubra decorrente da
solucdo de nanoparticula de prata utilizada, semelhante, na auséncia de turbidez, ao
observado no controle positivo (cefitriaxona). Por outro lado, o tubo contendo o
controle negativo (agua deionizada) apresentou-se turvo, demonstrando que ocorreu
0 crescimento bacteriano. Esta atividade estd semelhante ao observado em outros
estudos, sendo justificada pelas acbes da AgNP sobre a Klebsiella spp e Escherichia
coli, como a inibicdo do metabolismo e producédo de biofilme bacteriano, além e
danos estruturais (AHMED et al., 2016; EL-KALIUOBY et al., 2018).

Por fim, realizou-se um teste qualitativo baseado na microdiluicdo, adaptado
de Silva et al., (2015) e Suleiman et al. (2015), com a solugcao coloidal e o tecido

impregnado com AgNPs, conforme ilustrado na figura 05.
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Figura 05: Analise da atividade antimicrobiana da solu¢cdo AgNP e tecido (cotton) + AgNP

frente a Escherichia coli e Klebsiella spp.

Conforme observado os tubos contendo a solucéo coloidal de AgNP rubra, o
tecido tratado com AgNP e o controle positivo (antibidtico) permaneceram
transllcidos, o que expressa a auséncia de crescimento bacteriano em relacdo ao
controle negativo, que cotinha tecido nao tratado, ficando turvo em decorréncia do
crescimento da Escherichia coli e Klebsiella spp. Desta forma, demonstrou-se que
tanto a AgNP em solugdo como a impregnada no tecido foram capazes de inibir a
proliferacdo bacteriana no periodo analisado, semelhante ao observado
Balakumaran et al., (2016) e Lorenz et al., (2012).

O uso de nanoparticulas nos tecidos gera uma maior funicionalidade,
demonstrando sua capacidade de atividade antimicrobiana, sendo uma importante
para o tratamento de tecidos hospitalares, contribuindo para inibicdo de bactérias
resistentes a antibidticos, como a Escherichia coli e Klebsiella spp, podendo-se
mitigar riscos de infec¢bes hospitalares, por exemplo (AHMED et al.,, 2016; EL-
KALIUOBY et al., 2018).
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4 Conclusbes

Com base nos dados apresentados, conclui-se que as nanoparticulas de
prata apresentaram tamanhos médios de 24,75 nm, sendo possivel a integracéo
delas no tecido de algoddo. Da mesma forma, o teste qualitativo do tecido
impregnado com a AgNP, demonstrou capacidade de inibir o crescimento
bacteriano.

Neste contexto, novos estudos sobre atividade do tecido impregnado com a
nanoparticula de prata coloidal devera ser estendido de forma que possam fornecer
uma estratégia emergente para combater patégenos resistentes a doencas no

futuro.
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