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Resumo

CARACTERIZACAO DE NANOPARTICULAS DE PRATA E SUA APLICACAO
NA PRODUCAO DE TECIDOS ANTIMICROBIANOS

Esta tese apresenta pela primeira vez a caracteriza¢do bioquimica e fisico-quimica
de proteinas associadas a nanoparticulas de prata (AgNPs) produzidas biogénica e
extracelularmente utilizando o fungo Fusarium oxysporum. As particulas obtidas foram
caracterizadas por técnicas microscopicas, espectroscopicas e de espalhamento dindmico de
luz, as quais forneceram informacdes em relagdo a morfologia, topografia, tamanho,
composi¢do elementar, carga superficial e cristalinidade das particulas. A presenca de
proteinas estabilizadoras ao redor das particulas foi evidenciada por Espectroscopia no UV-
Vis e Microscopia Eletronica de Transmissdo. Estas macromoléculas também foram
estudas e caracterizadas por diferentes técnicas, tais como, fluorescéncia, dicroismo
circular, Espectrocopia no Infra-vermelho e Espectroscopia Raman. Além disso, foram
realizadas andlises de eletroforese em gel sendo possivel estimar a massa molecular das
proteinas que estabilizam as nanoparticulas. As proteinas associadas as AgNPs foram
identificadas por Espectrometria de Massas, a qual permitiu a obtencdo de resultados
promissores € inéditos, uma vez que ndo hd na literatura nenhum relato sobre a
identificacdo de proteinas envolvidas na sintese e/ou na estabilizacdo destas particulas. A
atividade antimicrobiana destas particulas apresentou resultados inéditos e importantes
frente a uma bactéria patogénica, a Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac), causadora do
cancro citrico, doenga com sérias consequéncias para citricultura brasileira. Além disso,
foram estudadas também duas espécies de Candida sp. (C. albicans e C. parapsilosis
(isolada pelo nosso grupo de pesquisa)), leveduras causadoras de infec¢des hospitalares.
Nestes estudos foi verificada a alta atividade antimicrobiana das particulas através de uma
atividade inibitéria minima (MIC) da ordem de pg mL". Cito- e genotoxicidade em
diferentes organismos e células também foram investigadas, demonstrando que nas
concentracdes utilizadas neste trabalho, as AgNPs ndo apresentam efeito cito- ou
genotoxico. Sao mostrados também resultados da impregnacdo das AgNPs em tecido de
algoddo, e a atividade antimicrobiana promissora deste material frente a Xac, C. albicans e

C. parapsilosis.
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Abstract

CHARACTERIZATION OF SILVER NANOPARTICLES AND THEIR
APPLICATION IN THE PRODUCTION OF ANTIMICROBIAL FABRICS

This thesis presents for the first time the biochemical and physical-chemical
characterization of proteins associated with silver nanoparticles (AgNPs), whch were
biogenic and extracellularly sinthesized using the Fusarium oxysporum fungus. The
obtained particles were characterized by microscopic, spectroscopic and dynamic light
scattering techniques, which provided information regarding the morphology, size,
elemental composition, particle surface charge and cristallinity. The presence of
surrounding proteins, which stabilize particles was evidenced by UV-Vis Spectroscopy and
Transmission Electron Microscopy. These macromolecules have also been studied and
characterized by different techniques, such as, fluorescence, circular dichroism, Raman
Spectroscopy and Infrared Spectroscopy. Moreover, the electrophoresis analysis were
performed and it was possible to estimate the molecular weight of proteins. Proteins were
identified by Mass Spectrometry, which allowed to obtain novel and promising results
since there are no reports on the identification of proteins involved in the synthesis and/or
stabilization of AgNPs. The antimicrobial activity of these particles showed unprecedented
and important results against a pathogenic bacterium, Xanthomonas axonopodis pv. citri
(Xac) that causes citrus canker, a disease with serious consequences for the Brazilian citrus
industry. Moreover, also two species of Candida sp were studied. (C. albicans and C.
parapsilosis (isolated by our research group)), yeast that cause nosocomial infections. In
these studies, it was observed the high antimicrobial activity of particles through the
minimum inhibitory concentration (MIC) values (order of pg mL™). Cyto- and genotoxicity
in different organisms and cells have also been investigated, showing that at determined
concentrations, AgNPs have no cyto- and genotoxic effects. Results of impregnation of
AgNPs in cotton fabrics and its antimicrobial activity against C. albicans, C. parapsilosis

and Xac was also confirmed.
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Introducao Geral






O mecanismo de formagao de nanoparticulas de prata biogé€nicas ainda
€ pouco discutido. Porém, ja foi evidenciado que este processo se da de forma
extracelular devido a presenca de enzimas redutase e de outras espécies
(antraquinonas e naftoquinonas) secretadas pelo micro-organismo utilizado na
sintese destas particulas.

A interacdo entre proteinas e nanoparticulas de prata da origem a
AgNPs estdveis com a formagdo do complexo nanoparticula-proteina, o qual
foi estudado por diferentes técnicas. Estas interagdes bioquimicas e biofisicas
podem ocorrer através de ligacdoes covalentes e interagOes eletrostiticas. As
AgNPs podem interagir com grupos tiol (-SH) das cisteinas (em menor
propor¢ao) ou —NH, e ainda por interacdes eletrostaticas, as quais possuem
menos influéncia sobre a conformacio e funcdo da proteina. Ocorre também
que proteinas ligadas as AgNPs atraem outras proteinas dando origem a
interagcdes proteina-proteina especificas ou ndo especificas, as quais possuem
papel importante nas multicamadas ao redor das AgNPs.

Assim sendo, a presenca de proteinas e peptideos que envolvem as
nanoparticulas e proporcionam sua alta estabilidade € evidente, porém estudos
de caracterizacdo destas biomoléculas ainda niao foram descritos na literatura.

Desta maneira, a principal motivacdo deste trabalho foi o estudo e a
caracterizacao destas macromoléculas, as quais estdo envolvidas ndo somente
na sintese, mas também na estabilizacdo das AgNPs biogénicas, qual o seu
papel na atividade antimicrobiana destas particulas, além de caracterizar a
interacao destas biomoléculas com as nanoparticulas de prata.

Motivado também pela grande aplicacio das AgNPs como agente
antimicrobiano, este trabalho apresenta de forma inédita, o comportamento
bactericida das nanoparticulas de prata biogénicas frente a Xanthomonas

axonopodis pv. citri (Xac), uma bactéria patog€nica causadora do cancro



citrico, doenga que acomente fortemente a citricultura brasileira. Com
resultados promissores, as AgNPs surgem entdo como um potencial
agrotoxico frente a esta bactéria. Altamente contagiosa, a Xac é de facil
disseminacao e um de seus principais vetores € 0 homem, por meio do transito
indiscriminado pelos pomares, materiais de colheita e veiculos. Como nio
existe método curativo para a doenca, a unica forma de eliminar o cancro
citrico € por meio da erradicacdo do material contaminado. No entanto, a
erradicacdo da arvore contaminada ndo garante a eliminacdo da bactéria
causadora do cancro e por isso a queima das arvores torna-se necessaria.
Dessa maneira, a drea onde o foco da doenca foi encontrado fica
temporariamente interditada ndo sendo permitido o replantio de citros por um
periodo de dois anos somente nas dreas que tiveram plantas erradicadas por
causa da doenga.

Desta maneira, sendo o homem o principal agente de disseminagdo desta
doenga, este trabalho também mostra a impregnacao de AgNPs em tecidos de
algoddao com potencial aplicacdo na confeccdo de vestimentas para oS

citricultores.



Capitulo 1. Sintese e Caracterizagdo das Nanoparticulas de Prata






1.1 Introducao

A nanotecnologia envolve a produ¢do, manipulacdo e o uso de materiais
abaixo de 1 micrometro até ao nivel atomico (Mohanpuria et al., 2008), tendo
como objetivo entender, criar e usar materiais com novas propriedades e
funcdes. O rearranjo dos materiais na nanoescala usando interagcdes
moleculares fracas, tais como as for¢as de Van der Waals, ligacoes de
hidrogénio ou dipolos eletrostiticos requer pouco consumo de energia e
permite a reversibilidade do sistema ou outros rearranjos (Roco, 2003). O uso
da quimica verde para a sintese de nanoparticulas metdlicas tem,
recentemente, se tornado interessante devido a utilizacdo de reagentes nao
toxicos e pouco danosos ao ambiente.

O termo nanoparticula ndo possui uma tnica definicdo e por isso sdo
normalmente referidas como sendo particulas com pelo menos uma dimensao
na faixa nanométrica (1 - 100 nm). Porém ja € conhecido e ja faz parte da
definicdo das grandes agéncias regulatérias, como o FDA (Food Drug
Administration) (www.fda.gov), por exemplo, que nanoparticulas sao
estruturas que apresentam propriedades (incluindo as fisicas ou quimicas ou
efeitos bioldgicos) ou fendmenos, que podem ser atribuidos a sua dimensao,
mesmo que estas estejam fora da faixa nanométrica (1 — 100 nm), até 1 pum.
Desta forma, particulas menores que 1 um podem ser consideradas
nanoestruturas desde que apresentem propriedades completamente novas ou
melhoradas baseadas em suas caracteristicas especificas, como tamanho,
distribui¢do, fase, morfologia (flocos, esferas, formas dendriticas, etc.)
(Willems, 2005), cristalinidade, entre outros, quando comparadas com
particulas de maiores dimensdes provenientes da mesma fonte. Como ja

mencionado, as nanoparticulas metélicas t€m grande aplicacio em varios



dominios, como na tecnologia de sensores, aparelhos Opticos, catdlise,
marcadores ~ biologicos e  sistemas de transporte de  drogas

(Daniel e Astruc, 2004).

1.1.1 Propriedades opticas das Nanoparticulas Metdlicas

As propriedades Opticas observadas em materiais no estado soélido
podem ser classificadas de acordo com os fendmenos Opticos, como a
reflexdo, propagacao e transmissdo. Um feixe de luz ao incidir em um meio
faz com que essa luz disperse, podendo ocorrer diversos fend6menos. Parte
dessa luz € refletida da superficie frontal, enquanto o resto penetra e propaga-
se no meio. Neste ultimo caso, trés processos podem ocorrer: a refracdo, a
absor¢do e a dispersdo. Na refracdo a luz propaga-se através do meio, no
entanto mais lentamente do que no vicuo. Esta reducdo de velocidade leva os
raios de luz a mudarem de dire¢do nas interfaces. A refracdo em si ndo afeta a
intensidade da luz a medida que ela se propaga através do meio. A absor¢do
ocorre durante a propagacdo se a frequéncia do feixe da luz estiver em
ressonancia com as frequéncias de transicdo quantica dos atomos ou
moléculas do meio. Neste caso, o feixe € atenuado a medida que se propaga
(Glomm, 2005). Como ja mencionado, quando NPM esféricas sdo irradiadas
pela luz ocorre o denominado efeito de ressonancia do plasma de superficie
(SPR) (Kelly e Coronado, 2003; Sonnichsen et al., 2002), onde h4 a oscilagao
coletiva de elétrons livres na superficie da particula, absorvendo parte da luz

visivel (Figura 1).
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Figura 1. Esquema da oscilacdo de um plasmon para uma esfera, e o deslocamento da
nuvem eletronica dos elétrons (Kelly e Coronado, 2003).

Tendo em vista que as propriedades Opticas das NPM sdo bastante
dependentes do tamanho da particula, Mie (Mie, 1908) aplicou a teoria geral
da extincdo de luz em particulas pequenas. Com a variacdo do tamanho e
forma da particula, o espectro de absorcdo 6ptica das nanoparticulas apresenta
mudancas na banda plasmon, tais como variagdo na intensidade e desvio do
seu comprimento de onda maximo (Glomm, 2005). Dos trés metais que
apresentam ressonancia plasmon no espectro do visivel (Au, Ag e Cu), a prata
¢ o metal que exibe uma maior efici€éncia na excitagdo do plasmon. Assim,
uma AgNPs interage com a luz mais eficientemente do que uma particula do
mesmo tamanho constituida por qualquer outro croméforo orginico ou

inorganico (Evanoff e Chumanov, 2005).

1.1.2 Sintese das nanoparticulas metdlicas (NPM)

Atualmente, a investigacdo na drea da nanotecnologia estd focada na
sintese controlada de nanoparticulas com diferentes tamanhos, formas e

composicdo quimica, e no controle da sua dispersdo de tamanho para



aplicacdes com beneficio ao ser humano. As nanoparticulas comecaram a ser
produzidas por via quimica e fisica, com elevada efici€éncia, obtendo-se
particulas puras e com propriedades bem definidas. No entanto, estes métodos
de sintese sdo, geralmente, considerados dispendiosos e potencialmente
perigosos ao ambiente.

Desta maneira, a sintese de nanoparticulas tem atraido a atencdo de
pesquisadores em virtude de diferentes caracteristicas fisicas e quimicas que
possuem, como por exemplo, a alta relacdo superficie/volume, que ndo sdo
encontradas em materiais convencionais (escala micro ou macroscopica), €
que permitem aplicacdes atrativas em varios campos como medicina,
biotecnologia, catélise, Optica e industria de alimentos (Guzman et al., 2009).
Desta maneira, ndo somente o estudo, mas principalmente o uso de materiais
na escala nanométrica (10° m) vem ganhando cada vez mais destaque,
entretanto, tais materiais ndo sdo tdo novos assim. Pesquisas mostram que
antigos artefatos ja utilizavam nanomateriais, como o célice de Lycurgus feito
pelos romanos (Freestone et al., 2007), esculturas e pinturas maias que
continham pigmentos azuis, provenientes de nanoparticulas de 6xidos e metais
(Yacaman et al., 1996) e também indmeras ceramicas chinesas que continham
nanoparticulas de ouro (Camusso e Bortone, 1991).

A nanotecnologia tem se tornado hoje em dia um campo promissor pelo
fato da atual capacidade de estudo, caracterizacdo e também manipulagdo
destes materiais, através de técnicas microscopicas, espectroscOpicas, de
difracdo de raio-X, entre outras. Efeitos como superficie plasmonica em
nanoparticulas metalicas (Zhang e Noguez, 2008), possibilidade de liberacao
controlada de farmacos (Zhang et al., 2006), aumento no poder de catélise
(Murugadoss e Chattopadhyay, 2008) e agdo bactericida de nanomateriais

(Yuan et al., 2007), sao compreendidos de uma maneira mais ampla tornando
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suas aplicacOes cada vez mais plausiveis. A descoberta de novas propriedades,
ou mesmo a melhora das ja existentes, forneceram um vasto campo de
aplicacdes, tanto industriais como tecnoldgicos e cientificas.

Por defini¢do, nanomateriais encontram-se na escala de tamanho de 1 a
100 nm (Duréan et al., 2006) podendo variar quanto ao seu tamanho e forma,
area superficial e composi¢cdo quimica. Como o nimero de atomos nestes
nanomateriais pode estar compreendido no intervalo de 10* até 10°, hd uma
contribui¢do considerdvel para o aumento dos efeitos de superficie, que, no
caso dos materiais bulk, tem porcentagem minima. Devido ao tamanho
reduzido, a razdo superficie/volume aumenta significativamente em
comparagdo aquela observada nos materiais em escala micro e macroscopica,
aumentando assim os efeitos de superficie. Sendo assim, utilizando-se a
mesma quantidade de material, as nanoestruturas se mostram mais reativas,
motivando, desta maneira, a pesquisa destes materiais em escala nano.

Com isso, motivados pelo aumento da reatividade dos materiais em
escala nanométrica e baseado no conhecimento da prata como agente
bactericida (Duran et al, 2010; Baker et al., 2005; Morones et al., 2005),
inimeros pesquisadores vém desenvolvendo nanoparticulas de prata para
aplicacdes bactericidas (Yuan et al., 2007; Rhim et al., 2006). Por exemplo,
coldides de prata apresentam acdo frente a uma variedade de micro-
organismos (Durén et al., 2007), como E. coli (Baker et al., 2005), S. aureus
(Rhim et al., 2006; Duran et al., 2007), V. cholera (Morones et al., 2005).

Materiais nanométricos podem ser sintetizados por diferentes métodos,
por exemplo, o quimico e o bioldgico, os quais se baseiam em reacdes
realizadas em solucdo que levam a formacao de coldides onde as particulas

ficam dispersas em um solvente (Oliveira, 2005).
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A primeira sintese documentada de nanoparticulas metdlicas foi
realizada por Faraday (Edwards et al., 2007) . Desde entdo, inimeras rotas de
sintese tem sido sugeridas e efetuadas (Pyatenko ef al., 2004; Raveendran et
al., 2003; Sun et al., 2003), em busca de uma menor dispersdao da morfologia,
novas estruturas, ou o uso de reagentes e rotas mais brandas ao meio
ambiente. Nesta busca, em particular para as AgNPs, foram utilizados
inimeros precursores como iodeto de prata (Agl) (Sun et al., 2003), perclorato
de prata (AgClO,), tetrafluorborato de prata (AgBF,), hexafluorfosfato de
prata (AgPFy) e nitrato de prata (AgNOs;) (Barsotti et al., 2004), sendo que os
precursores AgClO,, AgBF,, AgPF¢ tinham uma rdpida reagdo inicial para a
formacgdo das nanoparticulas. Entretanto, ap6s 10 min, a velocidade da reagdo
sofria considerdvel diminui¢ao. Por outro lado, o AgNO; possuia uma reacdo
lenta e constante, favorecendo um melhor controle da morfologia através dos
fendmenos de nucleacio e crescimento das particulas (Patakfalvi ar al., 2004).

Para nanoparticulas metdlicas, o método quimico utiliza reagentes
quimicos (agentes redutores) para promover a reducdo dos ions metélicos ao
seu estado de oxidagdo zero. Neste processo, porém, as nanoparticulas sao
estabilizadas com surfactantes, por exemplo, podendo sofrer alteracdes em
termos de tamanho e de distribuicdo devido a vérios fatores, como por
exemplo, a natureza quimica do surfactante, o potencial de reducdo do agente
redutor, a temperatura, entre outros (Gulrajani et al., 2007). Os métodos
quimicos permitem producdo em larga escala e em curto periodo de tempo, no
entanto, necessitam de muita energia e empregam, em geral, reagentes toxicos
(Duréan et al., 2010).

Em decorréncia dessas desvantagens, o desenvolvimento de métodos
mais simples, seguros e que geram pouco ou nenhum residuo téxico tem

despertado maior interesse na sintese de nanoparticulas inorganicas, como as

12



de prata, por exemplo, (Duran et al., 2009). Uma alternativa que tem se
mostrado vidvel € a producdo de nanoparticulas metdlicas pelo método
biolégico, no qual sdo utilizados micro-organismos como, fungos
(Castro-Longoriaa et al., 2011; Durén et al., 2007), bactérias (Sintubin et al.,
2009; Fayaz et al., 2011; Lengke et al., 2007), leveduras (Kowshik et al.,
2003; Agnihotri, 2009), extratos de plantas (Dubeya et al., 2010; Yang et al.,
2010), entre outros. Este método ndo utiliza reagentes ou solventes toxicos,
além de ser possivel a preparacdo de particulas com uma faixa estreita de
diametro, pouco polidispersas e ja estabilizadas por proteinas do préprio
micro-organismo.

Segundo Gade et al. (2008) o uso de micro-organismos assume
relevancia em tecnologias verdes na sintese de matérias e € uma possibilidade
bastante atrativa para uso na nanotecnologia. Neste sentido, muitos
pesquisadores tém explorado a sintese bioquimica por micro-organismos e
principalmente por fungos (Sastry et al., 2003; Ahmad et al., 2006;
Mandal et al., 2006; Gericke e Pinches, 2006). Além disso, a aplicacdo de
fungos na producao de particulas metélicas € mais vidvel em comparagcdo ao
uso de bactérias, pois estes apresentam:

(1) alta tolerancia a metais e alta capacidade de ligacdo a parede, assim
como capacitacdo intracelular de metal;

(2) facilidade de cultura em larga escala;

(3) o processo e a manipulagcdo da biomassa podem ser mais simples;

(4) o processo pode ser estendido para a sintese de nanoparticulas de
diferentes composicdes quimicas, formas e tamanhos;

(5) viabilidade econdOmica e possibilidade de facil expansdao para

cobertura de grandes superficies por adequado crescimento do micélio.
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Virios estudos foram efetuados por diversos autores, que apresentam
mecanismos para formac¢do de nanoparticulas. O processo ocorre em duas
fases: nucleacdo e crescimento, sendo que nenhum destes ainda ¢é
completamente elucidado, devido a dificuldade de se isolar cada um durante o
processo. Ambos 0s processos (nucleacdo e crescimento) sdo 0s mecanismos
que controlam o tamanho e a distribuicdo das nanoparticulas. A sintese por
precipitacao € iniciada pelos cristalitos formados na fase de nucleacio, onde
ha a formacgdo de pequenos aglomerados de 4tomos denominados nicleos ou
sementes, devido a presenca do agente redutor com consequente redugdo do
fon prata ao estado metdlico (Patakfalvi e Dekany, 2005). Apds esta etapa,
ocorre um segundo processo, o crescimento, onde ocorre a agregacao de tais
cristalitos, a etapa de crescimento, e os nucleos pré-formados crescem por
deposicdo de novos nicleos na superficie dos ja existentes (Figura 2). Vale
ressaltar que ambas as etapas podem coexistir, entretanto o crescimento sO

ocorre depois da etapa de nucleacao.
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Figura 2. Esquema representativo da formagao de nanoparticulas de prata (+: fons Ag")
(adaptado de (Patakfalvi e Dekany, 2005)).

Na formacdo de nanoparticulas em fase liquida (sintese coloidal), os
atomos ou particulas, devido ao movimento Browniano, sofrem indmeras
colisdes uns com os outros, envolvendo simultaneamente milhares de

particulas (Figura 3b). Tais colisdes produzem agrupamentos momentaneos
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com certo grau de ordenacdo. Dependendo do raio de tal agrupamento,
conhecido como cluster, este pode se re-dissolver, ou vir a evoluir em
particulas. Esta dependéncia é determinada por fatores termodinamicos, como
temperatura de fusdo e a energia livre de Gibbs. A Figura 3a ilustra os
fendmenos de formacdo das nanoparticulas, como nucleagdo, crescimento,
ripening de Ostwald e aglomeracdo em funcdo do tempo de reagdo. Os
clusters em escala nanométrica aumentam de tamanho pelo incremento de
novas particulas, enquanto a perda das mesmas ocasiona sua dissolucdo. Tais
clusters constituem os nucleos, nos quais a estrutura da NP, ou nova fase, ird

ser formada.

(@) Crescimento de coldéides monodispersos (b)

i Nucleagiio
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Figura 3. (a) Diagrama representando o processo de formacdo de NPs em fun¢@o do tempo de reacio.
(b) crescimento dos clusters devido as colisdes provenientes do movimento Browniano. (adaptada da
Tese de Doutorado da Dr. Marcela Oliveira (Oliveira, 2005)
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Os produtos gerados na sintese coloidal (em meio liquido) sao
geralmente espécies pouco soliveis, formadas sob condi¢cdes de
supersaturacdo. O maior controle sobre a solubilidade e supersaturacdo resulta
em um maior ndmero de nucleos, e consequentemente nanoparticulas
menores, com uma menor dispersdo de tamanho. Contudo, processos
secundarios podem se tornar importantes como o ripening de Ostwald, onde
particulas maiores consomem particulas menores, e/ou ocorre a aglomeragao,
afetando  drasticamente o  tamanho final das  nanoparticulas
(Madras e McCoy, 2001). Na grande parte das sinteses coloidais, a condi¢cdo
de supersaturagdo € atingida por meio de uma rea¢do quimica, por exemplo, a
reducdo (no caso das NPM). Portanto, varidveis de reagdo como molaridade
entre reagentes, ordem da adi¢do, temperatura e velocidade das reacdes afetam
diretamente a morfologia e o didmetro das particulas formadas (Pillai e
Kamat, 2004; Kim et al., 2006).

O mecanismo de producdo biogénica das AgNPs ainda estd sob
investigacdo. Porém, alguns trabalhos sugerem mecanismos como a formagao
destas particulas ocorre, sendo que a sintese intracelular tem sido demostrada
ocorrer, por exemplo, em espécies de Verticillium (Murkherjee et al., 2001) e
Neurospora crassa; enquanto a extracelular tem sido observada para as
espécies fungicas Trichoderma flavus (Jain et al., 2011), Aspergillus
fumigatas (Bhainsa e D’Sousa, 2006) e Fusarium oxysporum (Durén et al.,
2005).

Por exemplo, Ahmad et al. (2003) sugeriram que a formacdo das
nanoparticulas de prata pelo F. oxysporum parece ser iniciada por uma
transferéncia de elétrons de NADH por uma enzima redutase NADH
dependente, a qual, acreditam os autores, seria a responsavel pela reducao dos

fons Ag" e subsequente formacdo das AgNPs. Quando o estudo se deu com
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outro tipo de fungo, o Fusarium moniliforme, nao foi observada a formacao
das nanoparticulas. Desta maneira, os autores sugerem que micro-organismos
que ndo possuem estas substiancias nao sdo capazes de reduzirem os ions
prata. Portanto, redutases NADPH dependentes, nitrato redutases dependentes
e quinonas sdo tidas como inciantes na sintese biogénica de nanoparticulas de
prata (Naveen et al., 2010; Kumar et al., 2007).

Na mesma linha de pesquisa, Durdn et al. (2005) demonstraram que este
mecanismo ocorre de forma extracelular, como ilustrado na Figura 4, devido a
presenca das enzimas redutase e de antraquinonas secretadas pelo fungo.
Através de analises de UV/Vis, fluorescéncia e atividade enzimatica, foi
verificado que enzimas redutase nitrato dependentes e quinonas estao
envolvidas na reducao dos fons prata a prata metdlica. Mais tarde, em 2008, os
resultados obtidos por Duran et al. foram confirmados por Ingle et al. (2008),

os quais biossintetizaram AgNPs a partir de Fusarium acuminatum.
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Figura 4. Mecanismo proposto por Durén et al. (2005) para a biossintese de AgNPs.

1.1.3 Caracterizagcao das NPM

A caracterizagdo de NPM tem sido obtida através da utilizagdo de técnicas
espectroscopicas, microscopicas e espalhamento dindmico de luz. Com isto,
torna-se possivel a determinacdo do tamanho, da morfologia, da composicao,
bem como da cristalinidade destas particulas. As técnicas utilizadas neste

trabalho para a caracterizacdo das AgNPs sdo apresentadas no Apéndice V.
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1.2 Procedimento Experimental

A parte experimental deste capitulo estd dividida em: (1.2.1) Cultura do
fungo Fusarium oxysporum, (1.2.2) Biossintese das nanoparticulas de prata e
(1.2.3) Caracterizacdo das nanoparticulas de prata, de acordo com
procedimento experimental j4 bem estabelecido na literatura (Ahmad et al.,

2003; Duran et al., 2005; Durén et al., 2007; Kumar et al., 2007).

1.2.1 Cultura do fungo Fusarium oxysporum

O fungo Fusarium oxysporum, cepa 551, procedente da colecdo de
culturas do laboratério de Genética Molecular da ESALQ-USP (Piracicaba)
foi o micro-organismo utilizado neste trabalho. O fungo foi cultivado em
placas de petri e em meio de cultura solido (0,5 % extrato de levedura
(Neogen), 2 % de extrato de malte (Neogen), 2% d4gar (Neogen) e 4gua
destilada) mantidos a 28°C por 7 dias em Shaker TECNAL.

1.2.2 Biossintese das nanoparticulas de prata

Ap0s o crescimento do fungo, a biomassa produzida foi adicionada dgua
destilada autoclavada (0,1 g mL"' massa de fungo/volume de dgua) sob
agitacdo (150 rpm em um Shaker TECNAL) por 72 horas. Apods filtragdo a
véacuo (papel de filtro Qualy 9,0 cm didmetro, 80 g m™ gramatura, 205 ym
espessura, 14 um maioria dos poros) foi adicionado ao sobrenadante (Filtrado

Fungico - FF) AgNO; (Nuclear) 10 mol L' mantido a 28°C sob protecio da
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luz por tempo indeterminado. A formacdo das AgNPs foi acompanhada por
UV-Vis (GULRAJANI et al., 2007), em um espectrofotdmetro Varian/Agilent
(Cary 50 Probe), em um intervalo de 220 a 800 nm.

1.2.3 Caracterizagdo das nanoparticulas de prata

A morfologia das AgNPs foi observada por TEM e AFM. As imagens
TEM foram adquiridas em um microscopio eletronico de transmissdao da Carl
Zeiss CEM-902 de 80 KeV, com as amostras (0,5 mg mL™") depositadas em
um porta-amostra de cobre (copper grids-Ted Pella) recoberto com filme de
parlodio. O histograma com a distribuicdo de tamanhos foi obtido através de
medi¢cdo manual pelo programa Imagel], onde foram analisadas 5 imagens
TEM, com medi¢do de aproximadamente 110 particulas. Para as andlises por
AFM, a dispersao de nanoparticulas foi diluida 10 vezes em agua destilada e
10 pL foram colocados em mica fixada sob um porta-amostra de latdo e secas
a temperatura ambiente por 24 h. As imagens foram obtidas em um
microscépio de AFM (SPM 9600, Shimadzu) utilizando o modo dindmico
(modo intermitente). Foi utilizado cantilever comercial de silicio e a
frequéncia de ressonancia da ponta foi de 210-230 kHz.

O diametro médio das nanoparticulas e o inidice de polidispersividade
foi determinado por DLS em um equipamento Zetasizer nano-series (Malvern
Instruments). As medidas de potencial zeta (carga superficial) foram feitas no
mesmo equipamento apds dilui¢do da dispersdo das nanoparticulas (1:10) em
uma solucao de KCI (USB) a 1,0 mmol L.

As andlises de XPS foram feitas em um espectrometro UNI-SPECS

UHV com pressdo de 10° Pa no laboratério do Prof° Dr. Peter Hammer
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(Instituto de Quimica — UNESP, Araraquara). Para as andlises, a amostra
sOlida (liofilizada) foi colocada em ultra-vacuo e exposta a radiacdo de 1,2
KeV.

A técnica de XRD foi usada para a determinacdo e confirmacdo da
estrutura cristalina das AgNPs, através da deposicdo da amostra sdlida

(liofilizada) em um porta amostras de vidro em um Difratometro de Raios-X

XDR 7000 (Shimadzu).

1.3 Resultados e Discussao

Os resultados obtidos estdo divididos nos seguintes itens:

(1.3.1) Cultura do fungo Fusarium oxysporum e Biossintese das AgNPs e

(1.3.2) Caracterizacdo das AgNPs.

1.3.1 Cultura do fungo Fusarium oxysporum e Biossintese

das AgNPs

A producido das nanoparticulas de prata foi realizada pelo método
biossintético, previamente descrito na sec¢do 1.2.2, utilizando o Fusarium
oxysporum, um fungo filamentoso que, quando submetido a crescimento em
placas de petri em meio sélido possui aspecto esponjoso e cotonoso. E
formado por filamentos macroscopicos e ramificados, as hifas, que em
conjunto dao origem ao micélio. Esporos e esporingios (em destaque na

Figura 5b) também s@o encontrados e estdo envolvidos na reprodugdo sexuada

e assexuada deste fungo. E um patégeno mais vegetal do que animal,
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responsavel pela Fusarium wilt, doenga que causa 0 murchamento, a necrose,
a queda prematura das folhas, entre outros sintomas. A Figura 5a mostra a
imagem de uma cultura do Fusarium oxysporum em placa de petri produzida

no Laboratorio de Microbiologia do Instituto de Quimica da Unicamp.

(a)

Figura S. (a) Imagem da cultura do F. oxysporum (cepa 551) em meio sélido e (b) micrografias
(MEV) do fungo. Em destaque (setas brancas): esporos e esporangios.

Na Figura 6 estdo tubos de ensaio contendo o (a) filtrado fungico (FF) e
de (b) suspensdo de AgNPs. Nota-se que o filtrado fingico apresenta
coloracdo amarelada enquanto que, apds a adi¢do dos fons Ag® a solucdo

muda para marrom conforme o curso da reacdo (inicio da mudanca de cor em

24 horas).
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Figura 6. Figura dos frascos contendo (esquerda) filtrado flingico e (direita) suspensdo de
nanoparticulas de prata depois de 168h de reacao.

A mudanca na coloracao da solucdo € a primeira evidéncia da formagao
das AgNPs, que se confirma através da espectroscopia UV-Vis, como
ilustrado nas Figuras 7 e 8 (descontada a absorbancia de Oh), que mostram a
dependéncia da intensidade da banda plasmon, em 440 nm (Gurunathan et al.,
2009; Sintubin et al., 2009) com o tempo de reacao, até sua estabilizacdo em

168 horas de reacdo. A partir deste periodo todas as andlises foram realizadas.

0,35

—0h
——24h

0,307 ——48h

0,00

—T - T - T -1 T 1 T T T 1T 1T 1
320 360 400 440 480 520 560 600 640 680 720 760 800

Comprimento de onda / nm

Figura 7. Espectro UV-Vis em funcdo do tempo de rea¢do em solucdo aquosa 10
> mol L' de AgNO; com o filtrado fingico.
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Figura 8. Intensidade da absorbancia da banda plasmon (440 nm) em fungdo do
tempo de reacgdo.

A Figura 9 mostra o espectro UV-Vis com destaque na regido de baixos
comprimentos de onda. Um ombro em aproximadamente 260 nm ¢&
visualizado, podendo estar associado a excitagdes eletrOnicas nos residuos de
aminodcidos aromdticos das proteinas presentes (Ahmad et al., 2003)
(triptofano (Trp, W) e tirosina (Tyr, Y) (Eftink e Ghiron, 2005)). Esta
observacdo indica a possivel liberacdo de proteinas em solugcdo pelo
F. oxysporum e sugere um mecanismo provdvel para a reducdo dos fons

metélicos presentes na solugdo (Duran et al., 2005).
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Figura 9. Espectro UV-Vis em funcdo do tempo de reagdo em solugdo aquosa
102 mol L™ de AgNOj; com o filtrado fiingico, com destaque para a regido de baixos
comprimentos de onda.

1.3.2 Caracterizacdo das nanoparticulas de prata

O diametro das nanoparticulas, medido por TEM, foi igual a 28,0 + 13,1
nm. As Figuras 10a; e 10a, mostram imagens obtidas pela microscopia
eletrOnica de transmissdao, bem como a distribuicdo de tamanho representada
pelo histograma obtido por esta técnica (Figura 10b). Observam-se particulas
esféricas, relativamente homogéneas e praticamente monodispersas (indice de
polidispersividade igual a 0,27, medido por DLS), além de uma “massa”
esbranquicada (diferenca de contraste) ao redor das particulas, a qual acredita-
se que sejam proteinas secretadas pelo fungo e que estabilizam estas
particulas, em concordancia com as medidas de espectroscopia UV-Vis

(caracteristicas de AgNPs bem dispersas e absor¢do na regido de baixos
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comprimentos de onda). Considerando o tamanho das particulas e as imagens
obtidas por TEM, pode-se inferir que a capa proteica possua ao redor de 1/3

do tamanho da particula metdlica.

(ar)

(b)

Figura 10. (a; e a;) Micrografias TEM das AgNPs 0,5 mg mL", depositadas em um porta-
amostra de cobre (copper grids-Ted Pella) recoberto com filme de parlédio (80 KeV) e
(b) histograma da distribui¢do de tamanho obtida por TEM para as nanoparticulas.

A microscopia de for¢a atbmica também foi utilizada para caracterizar a
morfologia (Sadhsivam et al., 2010) das AgNPs sintetizadas, como mostra a

Figura 11.
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Figura 11. Morfologia das AgNPs biogénicas. (a) topografia AFM (4rea escaneada 3,00 x 3,00 pm?)
e (b) representacio 3D da topografia (drea escaneada 3,00 x 3,00 pm?)

Por AFM, em concordéanica com os resultados obtidos por TEM, foram
verificadas particulas esféricas e relativamente homogéneas.

A carga superficial das nanoparticulas também foi avaliada, sendo
obtido um valor de potencial zeta negativo (-31,7 £ 2,8 mV). A presenca de
carga na superficie da particula, juntamente com a presenca de proteinas ao
redor das mesmas, confere a estas uma alta estabilidade (cerca de 4 meses;
periodo em que foi analisada) sem qualquer evidéncia de ocorréncia de
aglomeragao.

A composicao superficial das AgNPs foi avaliada por XPS. As andlises
dos espectros, mostrados na Figura 12, revelam a presenca de elementos como
C, O, Ag e N, em maiores quantidades e P, Cl e S em menores quantidades

(Tabela 1).
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Tabela 1 -
Porcentagem de

ocorréncia  elementar
na amostra analisada
por XPS
% de
Elemento ocorréncia
na amostra
Cls 67,6
O 1s 19,8
Ag3d 5,36
N Is 4,18
P2p 1,70
Cl2p 1,08
S 2p 0,30

0 T T T T T T T T T T T
200 400 600 800 1000 1200

Energia cinética / eV

Figura 12. XPS da amostra de AgNPs (0 a 1300 eV).

Como esperado, Ag (proveniente das nanoparticulas), C, O, N, S e P
(associados as proteinas) foram encontrados na amostra, sendo que P e Cl
podem estar relacionados com modificagdes pds-traducionais nas proteinas,
como por exemplo, fosforilacdo (adi¢ao de um grupo fosfato a um aminoédcido
da cadeia proteica) ou provenientes do meio de cultura utilizado no
crescimento do F. oxysporum.

Os espectros de alta resolucdo de XPS encontram-se ilustrados nas
Figuras 13 a 16. A deconvolu¢do de cada um dos espectros apresentados foi

realizada por aplicacdo de fun¢des de Gaussianas.
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Figura 13. Espectro XPS C 1s.

A deconvolugdo do sinal para o carbono resultou no aparecimento de
quatro componentes: 283,57, 286,6 e 284,96 eV atribuidos a ligacdo C-H, C-C
e C=C, atribuidos aos anéis aromaticos dos residuos de aminoacidos da
tirosina, fenilalanina e triptofano e a banda em 288,1 eV atribuida a emissao
dos elétrons dos atomos de carbono dos grupos carbonila (N-C=0 / O-C=0 /
C-C=0), como também observado por Rani e Rajasekharreddy (2011), que
caracterizaram nanoparticulas de prata (17 a 28 nm de tamanho) utilizando

extratos de folhas de Piper betle, uma espécie de pimenta.
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Figura 14. Espectro XPS O 1s.

O sinal do oxigénio foi decomposto em quatro componentes a 529,8,
531,4, 532,8 e 534,8 eV, atribuidos a O-Ag (formagao de pequena quantidade
de 6xido de prata na superficie das nanoparticulas de prata); C=0, C-O /
COOH (devido a presenca de proteinas ao redor das nanoparticulas de prata),
respectivamente, como reportado por Ullah et al. (2006), na sintese de prata
coloidal através da reducdo de AgNO; com glicerol na presenca de 1,3-

diaminobenzeno.
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Figura 15. Espectro XPS Ag 3d.

A deconvolugdo do sinal da prata resultou no aparecimento de duas
componentes a 366,8 e 368,3 eV correspondentes a0 movimento spin-Orbita
das componentes Ag 3ds, e Ag 3ds,, respectivamente, 0s quais sao
caracteristicos de Ag como numero de oxidagcdo zero (prata metdlica), de
acordo com o reportado na literatura por Huang et al. (2006), os quais
prepararam nanoparticulas de prata e ouro com diferentes morfologias
estabilizadas com glicina. Além de estabilizadora, a glicina, segundo os
autores, possui papel importante no controle do pH e na formacgdo de

complexos com os fons metdlicos (Ag"e Au®).
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Figura 16. Espectro XPS N 1s.

O sinal do nitrogénio pode ser decomposto em dois picos. Um em 398,7
e outro em 400,2 eV, ambos atribuidos as ligacdes N-H e N-C, associadas as
proteinas existentes, como também verificado por Li et al. (2007), os quais
sintetizaram e caracterizaram nanoparticulas de prata, de tamanho igual a 10
nm, aproximadamente, através de extratos de Capsicum annuum, uma espécie
de pimenta.

A estrutura cristalina das AgNPs foi analisada por XRD. O difratograma

obtido estd mostrado na Figura 17.
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Figura 17. Difratograma XRD das AgNPs sintetizadas.

As reflexdes de Bragg em 20 = 39,18, 44,81, 65,40 e 77,59° podem ser
indexadas como planos de reflexdao (111), (200), (220) e (311),
respectivamente, confirmando a presenca de AgNPs com estrutura cristalina
cubica de face centrada (Gopinath et al., 2013), como também observado por
Khalil (2013), os quais sintetizaram nanoparticulas de prata (20 a 140 nm de
tamanho) utilizando quatro espécies de fungo Aspergillus, sendo o Aspergillus
terreus, segundo os autores, o fungo mais promissor e por isso as AgNPs
produzidas por esta espécie foram caracterizadas. Vigneshwaran et al.
(2007b), também caracterizaram por XRD AgNPs biogénicas com 30,5 nm de
tamanho, porém a partir de substratos de cogumelos, sendo observado o
mesmo padrao de difracdo obtido para fungos. Os autores ainda afirmam que
o intenso sinal background se deve a presenca de proteinas ao redor das
nanoparticulas.

Ainda, no caso deste trabalho, as AgNPs produzidas pelo Fusarium

oxysporum, mostraram uma reflexdo em 20 = 33,11. Segundo Liang-Hong et
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al. (2010), esta reflexdo se refere ao plano (111) de Ag,O. Desta maneira,
acredita-se que a presenga de 6xido na amostra de nanoparticula de prata pode
ser, aparentemente, devido ao fato de que as particulas foram sintetizadas ao
ar livre e ndo sob atmosfera inerte, podendo ter ocorrido a oxidacdo parcial da

prata metélica para fons prata formando espécies deste tipo na superficie.

1.4 Conclusoes

Nanoparticulas de prata foram biossintéticamente produzidas com a
utilizagcdo do fungo F. oxysporum. Particulas esféricas e relativamente
homogéneas, como observado por TEM e AFM, com tamanho ao redor de
28 nm medidos por TEM, e superficie negativamente carregada (potencial - §
de -31,7 mV) foram obtidas. O método mostrou-se reprodutivel com formacao
de particulas em 168 h de reacao, sendo estas estdveis por aproximadamente 4
meses (periodo em que foram acompanhadas) devido a capa proteica
circundante, como verificado por UV-Vis e TEM, e também pela presenca de
carga superficial.

As andlises por XPS forneceram informacdes a respeito da composi¢ao
superficial das AgNPs. Os espectros, com as deconvolucdes apropriadas
resultaram no aparecimento de componentes referentes a presenga de proteinas
(no caso de C, O, N e S) e componentes relacionadas a prata (espectro Ag 3d)
em seu estado de oxidagao zero (prata metalica), comprovando a formagao das
AgNPs. Pequena quantidade de 6xido de prata também foi observada, o que
era esperado, uma vez que as nanoparticulas ndo foram sintetizadas sob
atmosfera inerte. Apesar dos resultados obtidos por XPS, ndo foi possivel

chegar a uma conclusio a respeito de quais grupos funcionais das proteinas
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estdo envolvidos na estabilizacdo das AgNPs. Sendo assim, mais estudos sao
necessarios para compreender os tipos de ligacdo proteina-AgNPs.

A cristalinidade das AgNPs sintetizadas foi estudada por XRD.
Nanoparticulas com estrutura cubica de face centrada foram obtidas, em
concordancia com trabalhos encontrados na literatura. Além disso, por XRD,
em concordancia com XPS, foi observada a presenga de 6xido de prata nas
AgNPs indicando que cuidados na sintese devem ser tomados, por exemplo,
ao realizar a biossintese sob atmosfera inerte, para que assim, somente prata

metdlica seja obtida.
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Capitulo 2. Caracterizagdo e Identificacdo das Proteinas Secretadas
pelo Fusarium oxysporum Envolvidas na Sintese e Estabilizacdo das

Nanoparticulas de Prata
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2.1 Introducao

Existem muitos relatos sobre a aplicacdo de sistemas bioldgicos para a
sintese de nanoparticulas, mas poucos discutem o mecanismo de sua
formacao. Duran et al. (2005) demonstraram que a formacado extracelular das
nanoparticulas de prata se deve a presenca de enzimas redutase e de
antraquinonas que sdo secretadas pelo fungo utilizado em sua sintese. Em
micro-organismos, para citar alguns exemplos, antraquinonas ja foram
isoladas da cultura do fungo endofitico Phoma sorghina, associado a Tithonia
diversifolia (Asteraceae) (Borges e Pupo, 2006), Penicillium janthinellum
(Marinho et al., 2005) e Pleospora sp. (Ge et al., 2005). Os micro-organismos
que ndo possuem estas substancias ndo conseguem realizar a redugdo dos ions
prata. Além disso, ao redor das particulas foi verificada a presenca de
proteinas secretadas pelo fungo e que sdo responséveis pela alta estabilidade
destas particulas (Duran et al., 2007; Gade et al., 2008; Parikh et al., 2008).

Deste modo, as proteinas secretadas pelo micro-organismo utilizado na
sintese das nanoparticulas possuem vdrias fungdes: reducdo dos fons Ag",
controle da forma e estabilizacdo da nanoparticula. Grupos carbonila nos
residuos de glutamina e/ou aspartato e grupos hidroxila nos residuos de
tirosina, por exemplo, sdo sugeridos por Xie et al. (2007), como sendo os
responsdveis pela reducdo dos fons Ag’. Si e Mandal (2007) reportaram o
envolvimento de residuos de triptofano de oligopeptideos sintéticos como
agentes redutores na sintese de AgNPs. Kumar et al. (2007) também
verificaram este mesmo mecanismo quando produziram nanoparticulas de
prata (10-25 nm) in vitro estabilizadas por uma capa de peptideos utilizando a
enzima nitrato redutase purificada de F. oxysporum na presenca de um co-

fator (NADPH).

39



Além de enzimas extracelulares, naftoquinonas (Duridn et al., 2002;
Bell et al., 2003) e antraquinonas (Baker e Tatum, 1998) produzidas por
F. oxysporum e que apresentam excelente propriedade redox poderiam atuar
como transportadoras de elétrons na reducdo de metais (Newman e
Kolter, 2000).

Em 2009, em trabalho realizado por Kathiresan et al. (2009), o fungo
Penicillium fellutanum isolado de Rhizophora annamalayana Kathir em
manguezal da India foi utilizado na producdo de nanoparticulas de prata.
Neste estudo, nanoparticulas com diametro de 5-25 nm foram obtidas e, pela
andlise em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), verificou-se a presenca de
proteinas de 70 kDa. Este estudo demonstrou a possibilidade da rapida
obten¢do (em minutos) de nanoparticulas de prata utilizando fungos de
manguezais.

A interacdo entre proteinas e nanoparticulas de prata dd origem a
AgNPs estiveis com a formacdo do complexo nanoparticula-proteina
(Sutherland et al., 1983; Christakopoulos et al., 1995;
Christakopoulos et al., 1996), o qual pode ser monitorado por diferentes
técnicas. Estas interagdes biofisicas e bioquimicas ocorrem através de ligacoes
covalentes e interacOes eletrostaticas (Duran et al., 2010; Wen et al., 2013).
AgNPs podem se complexar com grupos tiol (-SH) das cisteinas ou —NH,
(Chung et al., 2008; Sharma et al., 2009; Chaloupka et al., 2010) e ainda por
interacOes eletrostaticas (Aymonier et al., 2002), as quais possuem menos
influéncia sobre a conformacdo e fung¢do da proteina. Algumas vezes,
proteinas ligadas as AgNPs atraem outras proteinas formando interagdes
proteina-proteina especificas ou ndo especificas, as quais tém papel importante
nas multicamadas ao redor das AgNPs.

Assim sendo, a presenca de proteinas e peptideos que envolvem as
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nanoparticulas inorginicas e proporcionam sua alta estabilidade é evidente,
porém estudos de caracterizacdo destas biomoléculas que estdo envolvidas nao
somente na sintese, mas também na estabilizacdo destas particulas e qual o seu
papel na atividade antimicrobiana ainda nao foram descritos na literatura.
Deste modo, este capitulo tem por objetivo apresentar e discutir os
resultados obtidos quanto as proteinas que estdo envolvidas na biossintese das
AgNPs, de que forma estas biomoléculas interagem com estas particulas, e

como estabilizam sua estrutura.

2.2 Procedimento Experimental

ApOs a sintese e a caracterizacdo das AgNPs, seguiu-se com o estudo e
a caracterizacdo das proteinas envolvidas ndo somente na sintese, mas também
na estabilizacdo destas particulas. Para isto, os estudos foram iniciados pela

quantificacdo das proteinas pelo teste classico de Bradford (Apéndice I).

2.2.1 Quantificacdo das proteinas

Inicialmente fez-se uma curva de calibracdo utilizando como padrédo a
proteina BSA (Sigma-Aldrich), em um intervalo de concentragdo de
1,0 a 12 uL mL™" (a partir de uma solucio inicial de concentragio igual a
1 mg mL™"). Adicionou-se entdo 200 uL do reagente de Bradford (Sigma-
Aldrich) a 800 pL da solucdo de BSA diluida, misturou-se, esperou-se 5
minutos e efetuou-se a leitura da absorbancia em 595 nm, em um
espectrofotometro FEMTO (Cirrus 80 MB), utilizando cubetas de poliestireno

com 1,0 cm de caminho 6ptico.
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2.2.2 Determinacdo estimada da massa molecular das

proteinas

A seguir, a andlise qualitativa das proteinas foi feita utilizando a
eletroforese em gel de acrilamida. As proteinas, juntamente com a solugdo A
(tampdo de amostra), foram submetidas a ebulicio em banho-maria por 10
minutos, para desnaturacdo e entdo analisadas em um gel de eletroforese de
dodecil sulfato de sodio-poliacrilamida (SDS-PAGE - 18%) para a
determinacdo da massa molecular aproximada das proteinas. A eletroforese foi
conduzida utilizando o aparato Mini VE Vertical Electrophoresis System
(Amershan Bioscience), aplicando-se 180 V de diferenca de potencial e 100
mA durante aproximadamente 150 minutos, no equipamento Electrophoresis
Power Support EPS 301 (GE Healthcare), sendo que o gel ficou imerso em
solu¢do C (tampao de corrida). Apos a corrida eletroforética, o gel foi corado
com uma solucdo corante por aproximadamente 20 minutos, sob agitacio em
mesa agitadora pendular (TECNAL TE 241). Em seguida, foi lavado e
deixado imerso em uma solu¢do descorante, também sob agitacdo, sendo esta
trocada até a completa descoracdo do gel. Todas as corridas eletroforéticas
foram feitas aplicando-se um padrdo de proteinas de massas molares
conhecidas de 14,4 a 97 kDa (Low Molecular Weight — GE Healthcare,
LMW), diluidos em tampdo para padrao (solucdo B). Todas as solugdes
utilizadas no procedimento de eletroforese estdo na Tabela II.1 (Apéndice II).
Como a expressao das proteinas foi relativamente baixa, conforme observado
em testes preliminares (ndo mostrados), foi feita a aplicacio de uma
quantidade maior de amostra nos porta-amostra do gel (ao redor de 40 uL e

concentragdo final de protefnas de 20 mg uL™).
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2.2.3 Espectroscopia no infravermelho com transformada de

Fourier (FTIR)

As medidas de Espectroscopia FTIR, feitas em pastilhas de KBr, foram
realizadas em um equipamento ABB Bomem (MB series), com resolugdo de

4,0 Cm'l, em um intervalo de 4000 a 400 cm™ e 16 scans.

2.2.4 Espectroscopia Raman

As amostras, depositadas em laminas de vidro e secas a temperatura
ambiente, foram analisadas por Espectroscopia Raman em um equipamento
Horiba (T64000), com laser 633 nm (vermelho) e 514 nm (verde), com 5
acumulacdes de 1 segundo cada, no modo average, para a obtencdao dos
espectros em regido mais ampla (100 a 2000 cm™), e 5 acumulagdes de 60
segundos cada para a obtencdo dos espectros em regido de menores nimeros
de onda (100 a 900 cm™). A potencia do laser foi de 0,1 mW. As andlises
foram realizadas no Laboratorio multiusuario de espectroscopia Optica

avancada — LMOA, no Instituto de Quimica da Unicamp.

2.2.5 Fluorescéncia

As medidas de Fluorescéncia foram obtidas em um espectrofluorimetro
Perkin Elmer (LS-55), utilizando uma cubeta de quartzo com 1,0 cm de

caminho Optico. A excitacdo das amostras (diluidas 1:1) foi feita em 280 nm,

43



com fendas de excitacdo e emissdo de 5,0 e 10 mm e aquisicdo de espectros no

intervalo de 300 a 510 nm.

2.2.6 Dicroismo Circular (CD)

O Dicroismo Circular foi utilizado para a identificacdo das estruturas
secundérias das proteinas (amostras diluidas 1:10). As medidas foram feitas
em equipamento JASCO (J-720, Japao), com intervalo espectral de 185 a 260
nm. Foi utilizada cubeta de quartzo de caminho 6ptico de 1 mm. O programa
CD Spectra Deconvolution Verion 2.1 (CDNN 2.1) foi utilizado para o calculo

do conteudo percentual de cada estrutura.

2.2.7 Espectrometria de Massas (MS)

As andlises por espectrometria de massas foram realizadas com auxilio
do grupo do Prof. Dr. Fibio C. Gozzo (IQ-UNICAMP), utilizando um
cromatografo nanoAcquity UPLC (Waters) acoplado a um espectrOmetro
Synapt HDMS (Waters), com geometria QTOF, equipado com fonte de
nanoESI operando no modo de aquisicao dependente de dados (DDA). As
proteinas foram analisadas por LC-MS apds realizacio de metodologia
baseada em desnaturagdo seguida de digestdo tripica utilizando a enzima
tripsina (Sequencing Grade Modified Trypsin, Promega), dessalinizacdo e
concentracdo (www.promega.com ). Os espectros obtidos foram processados

por um software apropriado e analisados por busca no banco de dados NCBInr
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empregando-se o sistema MASCOT v.2.2. (Matrix Science Ltd)
(www.matrixscience.com ). Como parametros da busca foram selecionados:

- digestdo: enzima tripsina, com até 1 sitio de clivagem ignorado;

- modificagdo varidvel: oxidacdo em residuos de metionina (Met, M);

- tolerancia de massa de peptideos e fragmentos: +0,1 Da.

O procedimento experimental mais detalhado encontra-se no Apéndice III.

2.3 Resultados e Discussao

Os resultados deste Capitulo estao divididos nos seguintes itens:
(2.3.1) Quantificacdo das proteinas, (2.3.2) Determina¢do estimada do peso
molar das proteinas, (2.3.3) Espectroscopia no infravermelho (FTIR), (2.3.4)
Espectroscopia Raman, (2.3.5) Fluorescéncia, (2.3.6) Dicroismo Circular

(CD) e (2.3.7) Espectrometria de Massas (MS).

2.3.1 Quantificacdo das proteinas

A quantificacdo das proteinas, tanto na amostra do filtrado fungico
quanto na das AgNPs foi feita pelo método Bradford (Bradford, 1976). Para
tanto, contruiu-se uma curva de calibracdo utilizando a BSA como proteina

padrao (Figura 18).
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Figura 18. Curva de calibracdo do Teste de Bradford para quantifica¢do de proteinas
em solugdo. (A =0,01524 + 0,022416 C,mostras R = 0,998)

Plotando-se a absorbancia em 595 nm das proteinas presentes no FF e
na suspensao de AgNPs, foi possivel a determinacdo das concentragdes, como

mostra a Tabela 2.

Tabela 2 - Concentragdes obtidas, com seus respectivos erros, para amostras de filtrado
fingico e nanoparticulas de prata 10” mol L de AgNO;

Camostra*
FF 1,91 0,09 mg mL™
AgNPs 0,14 +0,08 mg mL"

*concentragdes obtidas ja considerando as dilui¢des

Observando-se os dados, tem-se que a quantidade de proteinas presentes
na amostra de AgNPs é cerca de 14 vezes menor que a quantidade encontrada

no FF, indicando assim que, possivelmente, nem todas as proteinas secretadas
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pelo F. oxysporum estdo envolvidas na sintese ou na estabilizacdo das AgNPs

produzidas.

2.3.2 Determinagcdo estimada da massa molecular das

proteinas

Ap6s a quantificagio, estimou-se a massa molecular das proteinas pela
eletroforese em gel, como mostrado na Figura 19. E importante citar que os
géis obtidos foram de cardter qualitativo, ndo sendo tomado cuidado em se

aplicar sempre a mesma quantidade de amostra de cada pogo do gel.

97,0 |

66,0

45,0

30,0

20,1

14,4
1 2 3 4 5
Padrao FF FF AgNPs sobrenadante
LMW lavada

Figura 19. Gel SDS-PAGE 18% para determinacdo das massas moleculares de proteinas.
Da esquerda para direita: 1) marcador de massa molecular — LMW (97-14,4 kDa), 2) e 3)
diferentes volumes de FF, 4) AgNPs lavada e 5) sobrenadante da ultracentrifugagao.
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Os resultados obtidos pela eletroforese também podem ser
considerados, a0 menos teoricamente, como um primeiro resultado da
estimativa da massa molecular das proteinas estudadas.

Para tanto, construiu-se uma curva (Figura 20) do fator de retengao (Ry)
das proteinas padrdao no gel versus o logaritmo da massa molar das proteinas
padrao para o gel SDS-PAGE 18% obtido (Figura 19). Plotando-se os valores
de Ry das proteinas de interesse nesta curva foram obtidos as massas

moleculares estimadas das proteinas secretadas pelo F. oxysporum.

2,0 1 -

1,6

log PM

1.4

1,2 H

wt+—-r—--o1r—mor——1r—— 7
10 20 30 40 50 60 70 80 90

Rf/ mm

Figura 20. Gréfico log PM versus R¢ das proteinas do padrdo molecular.
Log PM =4,9896 — 0,0127R¢ (R = 0,962)

Torna-se necessdrio mencionar que, no gel mostrado na Figura 19 foram

analisadas trés amostras:

2) e 3) FF — Filtrado Fingico, onde todas as proteinas secretadas pelo

F. oxysporum estavam presentes;
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4) AgNPs — suspensdo de nanoparticulas de prata, onde sdo encontradas as
proteinas que efetivamente se ligaram a superficie das particulas e
aquelas que ndo se ligaram, ou seja, estdo presentes em solugao;

5) Sobrenadante — onde estdo presentes as proteinas que nao se ligaram as
nanoparticulas.

A partir dos dados obtidos, foram encontradas proteinas de massa
molecular estimada na faixa de 14,0 a 103,3 kDa. Entretanto, algumas
proteinas, por exemplo, as de massa molecular estimada igual a 103,3, 96,9,
86,3, 79,8, 69,3, 54,2 e 19,3 kDa foram encontradas somente nas amostras de
FF e AgNPs, mas ndo no sobrenadante, estando possivelmente envolvidas na

estabilizacdo das particulas.

2.3.3 Espectroscopia no Infravermelho (FTIR)

A principal utilidade da espectroscopia FTIR na caracterizacdo de
nanoparticulas metdlicas é a deteccio de espécies que interagem com a
superficie das particulas (Baker et al., 2004).

Os espectros obtidos estao mostrados na figura abaixo, e as sugestoes de

atribuicao das bandas estdao na Tabela 3 (Silverstein et al., 2005; Barth, 2007).
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Figura 21. Espectro FTIR de: (a) AgNPs sintetizadas em 168 h de reacdo,
(b) sobrenadante e (c) FF.

A Figura 21 mostra os espectros FTIR do FF, das AgNPs, bem como do
sobrenadante. Observam-se bandas de absor¢do caracteristicas localizadas na
regido de 3400-3500 cm’!, referentes as vibracdes N-H de aminas e amidas e
O-H. As bandas 2920-2950 cm™ sdo atribuidas as vibracdes simétricas e
assimétricas dos grupos C-H, de 1620 a 1650 cm™' sdo atribuidas aos anéis
arométicos e C(O)NH e 1380 e 1030 cm™' sdo associadas as vibracoes C-N. A
posicdo das bandas estd proxima aquelas reportadas para proteinas em suas
formas nativas (Eftink e Ghiron, 1981; Rani e Rajasekharreddy, 2011;
Keating et a [., 1998; Gole et al., 2001), em concordancia com as andlises por

fluorescéncia de emissao, as quais serdo mostradas mais adiante.
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Tabela 3 - Atribuicdes das bandas obtidas pelas andlises FTIR das amostras de FF, AgNPs
e sobrenadante

Ntmero de onda / cm™ Atribuicao
400-500 vy S-S
620 vy C-S
750 o H,C-S-H
825 ® N-H (amina I e II)
1034 vy —C-O-C-
1074
vy C-N (amina I, II e III)
1230
1259
owetC-H
1306
1384
vy C-N (amidas 1)
1403
1458 ds C-H
1641 0 C=0 (amida II)
1760 R-COO" (o aminoacidos)
2363
2393 O.s € Tas N-H (aminas)
2426
2920 Yseas C-H
3432 Yseas N-H (amidas e aminas I e II)

* 0 vibragdes tipo bending; y estiramentos; ® vibragdes tipo wagging; t vibragdes tipo twisting

Mudangas sutis na banda em 3400-3500 cm™ podem ser explicadas da
seguinte maneira: no filtrado fungico, as ligagdes de hidrogénio podiam
ocorrer entre as amidas. Com a adsor¢do das proteinas a superficie das
nanoparticulas, os grupos amida tendem a se ligar aos dtomos de Ag,
quebrando assim a maioria das ligacoes de hidrogénio entre os grupos N-H
(Silverstein at al., 2005). Os resultados de FTIR corroboram com os obtidos

por diferentes grupos de pesquisa (Gole et al., 2001; Mandal et al., 2005), que
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reportam a possibilidade das proteinas se ligarem as nanoparticulas tanto
através dos grupos amino livres, quanto pelos residuos de cisteina das
proteinas, ou ainda pela interacdo eletrostitica de grupos -carboxilatos
carregados negativamente (Ingle et al., 2009). Além disso, o leve

deslocamento das bandas H,C-S-H e C-N confirmam estas possibilidades.

2.3.4 Espectroscopia Raman

Os espectros obtidos por Raman, registrados de 100 2 2000 cm™ (regido
do espectro a qual contem informag¢des fundamentais vibracionais sobre
proteinas e peptideos (Thomas, 1999)), sdao mostrados nas Figuras 22 a 25.
Dentre os vdrios substratos nanoetruturados vélidos para medidas SERS,
encontra-se a prata, pois, além de possuir intensa ressonancia plasmon, é

estavel e de facil preparacdo (Sanchez-Cortes et al., 1994, Sanchez-Cortes et

al., 1995).
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Figura 22. (a) Espectro Raman do FF e (b) espectro SERS das AgNPs apds 168 h de reacdo; amostras
secas a vacuo. Laser verde — 514 nm, de 100 a 2000 cm.
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Figura 23. (a) Espectro Raman do FF e (b) espectro SERS das AgNPs apds 168 h de reacdo; amostras
secas a vacuo. Laser verde — 514 nm, de 100 a 900 cm’.
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Figura 24. (a) Espectro Raman do FF e (b) espectro SERS das AgNPs apds 168 h de reacdo; amostras
secas a vacuo. Laser vermelho — 633 nm, de 100 a 2000 em’™l.
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Figura 25. (a) Espectro Raman do FF e (b) espectro SERS das AgNPs apds 168 h de reacdo; amostras
secas a vacuo. Laser vermelho — 633 nm, de 100 a 900 em’™.

N -1~ . . .

De 200 a 1800 cm™ sdo encontrados sinais correspondentes as amidas e

as vibracOes de cadeias laterais de alguns residuos de aminodcidos. As
sugestoes de atribuicOes para as frequéncias observadas estdo na Tabela 4

(Dollish et al., 1974; Huang et al., 2009).
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Tabela 4 - Atribui¢cdes das bandas obtidas pelas andlises Raman das amostras de
nanoparticulas de prata

Ntmero de onda / cm™ Atribuicao
231 - 236 Vibragdes Ag-S

243 vibracdes Ag-N
438
468 expansdo de regides hidrocarbonicas
512
550 deformacido do esqueleto S-S
540 deformacio N-C-C
667 vibragdes C-S (cisteinas)
761 anel indodlico (triptofano)
828
850 dubleto de tirosina
880 anel inddlico (triptofano)
1003 fenilalanina (respiracdo do anel)
1049 vy C-N
1118 yN-Ce C-C
1231 Amida
1336 anel inddlico (triptofano)
1420 CH,, CH3
1553 anéis aromaticos (triptofano e fenilalanina)
2508
2587 v S-H
2680

* vy estiramentos

A Figura 26 mostra os espectros SERS, com laser verde, obtidos para o
acompanhamento da formacdo das AgNPs, registrados a cada 24 h. E

. . . -1
Interessante notar o aumento na intensidade da banda centrada em 233 cm ,
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devido a vibracdoes Ag-S (Joo et al., 1987), sugerindo o envolvimento de

residuos de cisteina na formacao das AgNPs.

—FF
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Figura 26. Espectro Raman do FF e espectros SERS das AgNPs a cada 24 h de reacgao;
amostras secas a vacuo. Laser verde — 514 nm, de 100 a 900 em’™l.

Da mesma maneira, os espectros foram obtidos com o laser vermelho
(Figura 27). Porém, observa-se o aumento na intensidade da banda SERS em
240 cm’', referente a vibragdes Ag-N (Chowdhury e Ghosh, 2004), sugerindo
entdo o envolvimento das animas livres ou amidas com a superficie das

nanoparticulas de prata.
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Figura 27. Espectro Raman do FF e espectros SERS das AgNPs a cada 24 h de reacgao;
amostras secas a vacuo. Laser vermelho — 633 nm, de 100 a 900 cm’

E importante citar que para as atribuicdes sugeridas, foram considerados
os dois lasers disponiveis para trabalho, o laser verde, em 514 nm, e o laser
vermelho, em 633 nm. Em concordiancia com os resultados do FTIR, os
espectros Raman também forneceram informacdes sobre a possibilidade de
ligacdo das proteinas a superficie das nanoparticulas ou pelos grupos amino

livres, ou pelos residuos de cisteina das proteinas (Ingle et al., 2009).

2.3.5 Fluorescéncia

Nas andlises por fluorescéncia, os espectros de emissdo obtidos para o
filtrado fingico e para as nanoparticulas de prata, respectivamente, estdo na

Figura 28. Com comprimento de onda de excitacio igual a 280 nm, a amostra
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de filtrado fingico apresentou um maximo de emissdo em 370 nm, que
aparece como resultado da emissdo dos residuos de aminodcidos aromadticos
das proteinas (triptofano, tirosina e fenilalanina), sendo que a fluorescéncia do
triptofano (W) € sensivel ao ambiente, sugerindo que, neste caso, estes estao
expostos ao solvente. Além disso, a natureza destas bandas indica que as
proteinas ligadas a superficie das nanoparticulas e aquelas existentes em
solugdo estdo em suas formas nativas (McDonald e Smith, 1996;

Ahmad et al., 2003).

Int/ u. a.

T T T T T T T T
300 350 400 450 500

Comprimento de onda / nm

Figura 28. Espectro de emissao de fluorescéncia do (---) FF e (---) AgNPs. Aexe = 280 nm

Ja a suspensdo das nanoparticulas de prata apresentou um maximo de
emissao em 361 nm, ligeiramente deslocado quando na amostra de filtrado
fingico, e dois outros picos em 422 e em 489 nm. Este deslocamento, de 9
nm, pode indicar que os residuos dos aminoacidos aromdticos estdo em uma

regido mais hidrofébica, provavelmente envolvidos em interagdes
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supramoleculares com outras proteinas (Lacowicz, 2006). Adicionalmente,
observa-se uma diminui¢do na intensidade da fluorescéncia (quenching) dos
residuos de aminodcidos (banda ao redor de 350 nm), de 12,77 (filtrado
fingico) para 10,27 (AgNPs). Este fendomeno pode ocorrer como
consequéncias de variadas interacbes moleculares, incluindo reagdes de
estado-excitado, rearranjos moleculares, transferéncia de energia, formacao de
complexos e ainda guenching colisional (Ahmad ef al., 2003), sendo entdo
que, no caso deste trabalho, este fenOmeno possa estar provavelmente
relacionado a interacdo das proteinas com a superficie das nanoparticulas. A
fluorescéncia das nanoparticulas de prata estd relacionada com a presenca de
pequenos clusters envolvendo alguns atomos de prata, que se adsorvem na
superficie das nanoparticulas (Maali et al., 2003). Além disso, a formacgao de
oxido de prata também conribui para a emissao de fluorescéncia, a qual ndo €
observada para sistemas livres de oxigénio. Sendo assim, como as
nanoparticulas foram preparadas ao ar livre (e ndo sob atmosfera inerte), pode
ter ocorrido a oxidacdo parcial da prata metélica para ions prata, formando
estas espécies carregadas na superficie, dando origem a emissao em ~420 e
~490 nm (Angelescu et al., 2010; Maali et al., 2003). Além disso, pode
ocorrer a formagdo de clusters de 6xido do metal, os quais também podem

contribuir para a fluorescéncia (Payser et al., 2001).

2.3.6 Dicroismo Circular (CD)

A espectroscopia de CD € frequentemente realizada no ultravioleta
longinquo (185 a 260 nm) para caracterizar a estrutura secunddria de proteinas

em solucdo e também, como no caso deste trabalho, permitiu avaliar as
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alteracoes conformacionais que ocorreram nas proteinas quando ligadas a
superficie das nanoparticulas, comparativamente com as proteinas em solucao.

A Figura 29 ilustra os espectros de CD das proteinas do filtrado fungico
e daquelas na presenca das AgNPs. Na amostra de AgNPs sdo verificadas
alteracObes na estrutura secunddria das proteinas, comparativamente as
proteinas no filtrado fungico. O espectro de CD do FF mostra um minimo em
208 nm ([©] = -4,62 x 10° deg cm? dmol'l) e um maximo em 190 nm
([6] = 0,30 x 10’ deg cm” dmol™), caracteristico de cadeias polipeptidicas
compostas por uma combinagdo de estruturas em hélice-o e em folhas . Jd o
espectro das AgNPs apresenta um minimo em 204 nm

([6] = -3,00 x 10” deg cm? dmol™).

8

0/ x 1073 deg em? dmol!

T T T T T T T T T T T T T T
190 200 210 220 230 240 250 260

Comprimento de onda / nm

Figura 29. Espectro de Dicroismo Circular do (---) FF 10 pmol L' e
(---) AgNPs 10 pmol L™,

62



Os dados foram tratados no programa CDNN CD Spectra
Deconvolution, o qual fornece o conteido percentual de cada estrutura,

conforme esta na Tabela 7.

Tabela 5 - Porcentagens de estrutura secunddria obtidas pelo programa CD Spectra
Deconvolution para as amostras de FF e AgNPs

FF / % AgNPs / %
hélice a 17 12
folha B (paralela, antiparalela e -turn) 56 56
random coil 27 32

A associacdo proteina-nanoparticula pode ser um processo controlado
por fatores entropicos, com liberagdo de um grande nimero de moléculas de
dgua e/ou contra-ions. A liberacdo de moléculas de 4gua (provenientes da
desidratacdo de partes da molécula de proteina, da nanoparticula, ou de
ambas) € frequentemente o fator de ligagdo mais importante entre proteinas e a
superficie das particulas, e assim, durante o processo de formacdo dos
bionanoconjugados, ocorreriam alteracoes minimas na conformacdo da
proteina concomitantemente com o aumento da entropia do sistema, tal como
proposto por Dawson et al. (2007), para o caso de AuNP.

No caso deste trabalho, as proteinas no FF mostram majoritariamente
uma conformag¢do em folhas B e random coil. Apdés a associagdo, uma
diminui¢ao do contetido em hélice a (de 17% no FF para 12%) e um aumento
do conteido em random coil (de 27% para 32%), indicam perda de estrutura
secunddria da proteina, leve ou dréstica, dependendo da porcentagem de perda
estrutural, tal como reportado na literatura (Gomes, 2009; Sharma et al., 2013;

Shang et al., 2007; Sirivastava et al., 2005).
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2.3.7 Espectrometria de Massas (MS)

As proteinas, digeridas com tripsina, foram entdo analisadas por
espectrometria de massas e identificadas por buscas no programa MASCOT.

Os cromatogramas LC-MS para as amostras de filtrado fungico e
nanoparticulas de prata estdo mostrados nas Figuras 30 e 31. Nos
cromatogramas, os peptideos referentes aos tr€s sinais mais intensos foram
selecionados para posterior fragmentacdo, resultando em espectros que
permitem associar uma sequéncia de aminodcidos a um padrio de
fragmentacdo, como exemplificado para os peptideos VIDLALYDIR e
YFPTQALNFAFR também na Figuras 30 e 31.
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Figura 30. (a) Cromatograma (LC-MS) obtido para amostra de filtrado ftingico e (b) e (c)
exemplo de espectro de fragmentagdo do peptideo VIDLALYDIR identificado em uma proteina
desidrogenase nas andlises por shotgun.
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Figura 31. (a) Cromatograma (LC-MS) obtido para amostra de filtrado ftingico e (b) e (c)
exemplo de espectro de fragmentagdo do peptideo YFPTQALNFAFR identificado em uma
proteina carreadora mitocondrial nas anélises por shotgun.

Os dados obtidos e interpretados estdo na Tabela 6. Os valores de score
obtidos fornecem uma avaliacdo da significincia do resultado, sendo que para
o filtrado fuingico este valor deve ser maior ou igual a 52 e para as AgNPs este
valor deve ser maior ou igual a 53, possuindo estatistica confidvel para a
identificagdo das proteinas tendo uma probabilidade < 5% de serem falsos

positivos ou eventos aleatorios.
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Tabela 6 - Proteinas identificadas pelas andlises de shotgun para o filtrado flingico e nanoparticulas de prata, pl tedricos, massas nominais, score da
identificacdo, peptideos identificados, % de cobertura na identificacdo, familia de proteinas e espécie com maior homologia. Estruturas das proteinas
obtidas pelo programa Phyre2 (Protein Fold Recognition Server)

Filtrado Fangico
Funcio / Espécie
.. epe Massa , . .pe % com maior
Proteina identificada pl score Peptideos identificados .
/ kDa cobertura homologia
predicted protein
1 MKFLSTLAGA LAFTTTSASA IAHRNTERTC ITPGAIPDLK
GSDIRNVGVV
51 LFQALDMIDV FGPLDPLQLV SLSVQQLNLH LIAETLDPVS .
TAPVAMNKFN G lutamina
101 SSFWPTIPPT KTFADDLDLD LLIVPGGPGA RNPNLGAVTD amidotransferase
6,50 28,3 110  YIAKMAPKVK 6 | Fusarium
151 ILMTICTGSG IAARAGVLDG HLAATNKNAW
ATMKAMGPKV NWVSPARFVI oxysporum
201 DGKIWSSSGV TSGLDLIFAF IETFWGAQQS QRIASIIEHV
PRAATDDPFS
251 QHFNITPTEA QPCPKA
1 MAKAPMRVAV TGAAGQIGYA LLFRIAAGEM LGKDQPVILQ
LLEIPDEKAQ
51 KALKGVMMEI EDCAFPLLAG MEAHADPMTA
FKDVDVALLV GARPRGPGME Malato
101 RKDLLSANAQ IFTAQGKALN AVASRNVKVL desidrogenase
6.25 35.4 9y  VVGNPANTNA YIAMKSAPDL 5 | Rastonia
’ ’ 151 PRENFTAMLR LDHNRALSQI AAKTGKPVSS IEKLFVWGNH
SPTMYADYRY solanacearum

201 ATIDGQSVKD MINDPVWNND VFLPTVGKRG AAIIEARGLS
SAASAANAAI

251 DHVRDWVLGS NGKIVTMGIP SNGDYEIPQD VMFGFPVTTA
NGKYEVVKGF

301 EVDAYSREKI NITLKELEEE RAGVQHLLG
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hypothetical protein FG06655.1

1 MAPPQEALDF VDFVNASPTP YHAVQSASAR FEKAGFKLIR
ERDSWASTLR
51 PGGKYYLTRN ASTIVAFTIG RKWRPGNPVA IVGAHTDSPC
LRLKPVSKKT
101 NVGFLQIGVE TYGGGIWTSW FDRDLSIAGR VLVKEGDNFV
QKLVKVDKPL
151 VRIPTLAIHL HRQTNFDPNK ETELFPIAGL VAAELNKDVK
EKSEEKKDDG

201 EEDEEFKPLK VITERHHPQV LDVIAAEAGV EVSDIVDFEL Zinco pep.tldase
537 539 89 VLYDTQKSCI [ Fusarium
, , 251 GGLADEFIFS PRLDNLGMTY CSVEGLIESV KNESSLEEDG oxysporum
TIRLTVCFDH
301 EEIGSTSAQG ANSNLLPSVI RRLSVLPGNR DASSEGSYEA
VHHEGEDATA
351 YEQTLSRSFL VSADMAHSVH PNYAGKYESS
HQPAMNGGTV VKINANQRYA
401 TNSPGIVLIE ECARTAGVPL QLFVVRNDSP CGSTIGPGLA
AALGMRTLDL
451 GNPQLSMHSI RETGGTADVG YGIRLFREFE EKYGSLEPKI
LID
1 MFAASRIQRR AFSATARDLS KVTVLGAAGG IGQPLSLLLK
. . MNPRVTDLAL
hypothetical protein FG02461.1 51 YDIRGGPGVA ADISHVNTKS SVKGYEPNAA GLKEALSGAE
VVLIPAGVPR Desidrogenase
101 KPGMTRDDLF NTNASIVRDL AKAAAEAAPK AKLLIISNPV | Fusarium
NSTVPIVKEV :
001 352 75 151 YKAAGVYNPK TLFGVTTLDY VRASRFVSEI KGTDPKDENI graminearum e
’ ’ TVVGGHSGVT Fusarium
201 IVPLESQSNH PDLSSNAELV KRVQFGGDEV VKAKDGAGSA
TLSMAMAGAR oxysporum

251 MADSVLRAVQ GEKGVKEPAF VESPLYKDQG IEFFSSQVEL
GPEGVEKIHP
301 LGKLDANEEK LVDAALVDLK KNIEKGVAFV ASNPPK
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hypothetical protein FG00175.1

1 MALNLTTSRR ALSSLKPLTR AAFVGARGYA TAEPDLKATL
REAIPAKREL

51 LKKVKAHSNK VLGEVKVENT LGGMRGLKAM
VWEGSVLDAN EGIRFHGRTI

101 KDCQKELPKG KTGTEMLPEA MFWLLLTGQV
PSVNQVRGFS RELAEKAQIP

151 EFVSKMLNDF PKDLHPMTQF AMAVSALNYE
SKFAKAYEQG INKADYWEPT

Citrato sintase

201 FDDCISLLAK LPTIAAKIYQ NAYRGGGALP AEVDLEQDWS | Fusarium
8,24 52,0 74  YNFAAMLGKG 4
251 GKENENFQDL LRLYLALHGD HEGGNVSAHA oxysporum
THLVGSALSD PFLSYSAGLQ
301 GLAGPLHGLA AQEVLRWIIQ MKEAIPSNYT EQDVNDYLWS
TLNSGRVVPG
351 YGHAVLRKPD PRFEALMDYA AARPEIANDP
VFQLVEKNSR IAPEVLKKHG
401 KTKNPYPNVD SSSGVLFHHY GFHETLYYTA TFGVSRGLGP
LAQLIWDRAL
451 GLPIERPKSI NLEGILKQVE GQ
1 MARGWFVNCA AVLLALTAGYV DAYTVPALSA RAKDSGPKAV
NISVPVDHFH
51 NETIYEPHSD KKFPLRYWFD AQYYRKGGPV IILASGETSG
EDRIPFLEHG
hypothetical protein FG02204.1 101 ILQMLANATG GIGVILEHRY YGTSFPVPDL KPENMRFLST
EQALADTAYF
151 AQHVEFPGME EHNLTASTTP YIIYGGSYAG AFAAFARKIY
PDLFWGGISS Serina
201 SGVTEAIVDY WQYFEAARLF APGDCAKVTQ KLTHAVDNIL - .
LGDDKEEKKQ carboxipeptidase
5,16 59,6 69 251 LKIAFGLLGL RDDDFAMTIS QGIGGLQSNN WDPASDSSSF 2 [ Fusarium

GLYCGSVSSD
301 DILFASTRPL APYVKKWLIS AGYKKQLKYM TNRFLNYIGY
IRSNVESDKS

351 GRCDGKTLDQ CYSIRGSMND TKLDPNNMSR
QWTYQTCTQW GYWQTGSGAP

401 KDQLPMVSRL IDVEYNTIPC REEFNITTPP NVESINKLGG
FNESYPRVAF

451 IDGEYDPWRA ATPHAIGLPE RESTASEPFI LIPYGVHHWD
ENGLAPGSEE

501 IGLPPPAVKQ AQQDIIDFTK AWLEDWEKEK GGATADL

graminearum
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hypothetical protein
LOC100191904

1 MSSPHFSKVL VFGATGEVGS AVALEAHALG AHVSIALRDT
TKTNEWISPS
51 QERAADLQRI SADLTDPDSL KRAVHDTGAQ AAFIYAVRSK
DALRGAIAAL

101 RDAGIQYVVF LSTSQVRTAG TTKGDIRSIK PDHFIPWQHA Desidrogenase
QVEIALEELE | Fusarium
6,23 35,7 67 151 VPHAAVRAGF FASNPLRIYL DRSSEPKQVN LLAPEVPHDP . ;
IDPKDIGRA A Jujikuroi
201 AAVLVNPRLY ASGYQGEPKK DVVYLSGPAL LSQTEQWEII
NRELVVAGKP
251 EVKVNHITVE QYLENLAKLH VPDVVAKSLA
KSMVETRALY APEDYEKSRG
301 NVELLTGRKA TSFDEFVKRE IPRYFD
1 MAKAPMRVAV TGAAGQIGYA LLFRIAAGEM LGKDQPVILQ
LLEIPDEKAQ
malate dehydrogenase 51  KALKGVMMEI  EDCAFPLLAG  MEAHADPMTA
FKDVDVALLV GARPRGPGME Malato
101 RKDLLSANAQ IFTAQGKALN AVASRNVKVL .
VVGNPANTNA YIAMKSAPDL de51dr0ggnase /
151 PRENFTAMLR LDHNRALSQI AAKTGKPVSS IEKLFVWGNH Fusarium
6,25 354 85  SPTMYADYRY moliniforme e
201 ATIDGQSVKD MINDPVWNND VFLPTVGKRG AAIIEARGLS Fusarium

SAASAANAAI

251 DHVRDWVLGS NGKIVTMGIP SNGDYEIPQD VMFGFPVTTA
NGKYEVVKGF

301 EVDAYSREKI NITLKELEEE RAGVQHLLG

verticillioides
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putative glucoamylase GMY1

1 MYFVSSAFLL GSFVLQNVLG RPTFDERSLL QERQSSVDSF
IKSESSIAIE

51 QLLCNIGSDG CNSKNVATGI VIASPDTQDP DYFYTWTRDA
ALVFKYVVDR

101 FINQYDAGLQ RKIQEYIASQ AKLQGVSNPS GSLSDGSGLG
EAKFNVDMSA

151 FTGGWGRPQR DGPALRATAM ITYANWLIAN GYTSTANDIV
WPVVRNDLNY

201 VAQYWNQTGF DLWEEVKGSS FFTTGSQYRG
AALAKKLGKS GDNYSNIAPQ

251 ALCFLQTYWI SSGKYVDSNI NVNDGRTGKD ANSILSSIHN
FDPALNCDPA

301 TFQPCSDKAL ANHKAVTDSF RSWNINKGIS QGSAVAVGRY
VEDVYYNGNP

351 WYLATLAAAE QLYDAIYVWK QQGSITVSDV SLSFFKDLVS
SVSTGTYASD

401 SATFKSITDA VSKYADGYVA IVAKYVGTDG HLAEQFDKND
GHPLSATDLT

451 WSYAAFLSAA DRRAGVIPPS WAGSVAAVPN
QCGTNTVAGS YSSATATSFP

501 ASQTPKGGVP TPTGTQTSTS TSTSTSSSST GTSCPTATSV
AVTFQEVVTT

551 NFGDTIKIVG NIAALGNWDT SKAVALSASD YTASNPVWKA
TISLTAGQSI

601 QYKYINVKKD GSLTWEKDPN RTYAVPKTCA
TTATKSDKWQ S

Glicoamilase /
Fusarium
verticillioides e
Fusarium
graminearum

hypothetical protein
LOC100191904

6,23 35,7 69

1 MSSPHFSKVL VFGATGEVGS AVALEAHALG AHVSIALRDT
TKTNEWISPS

51 QERAADLQRI SADLTDPDSL KRAVHDTGAQ AAFIYAVRSK
DALRGAIAAL

101 RDAGIQYVVF LSTSQVRTAG TTKGDIRSIK PDHFIPWQHA
QVEIALEELE

151 VPHAAVRAGF FASNPLRIYL DRSSEPKQVN LLAPEVPHDP
IDPKDIGRAA

201 AAVLVNPRLY ASGYQGEPKK DVVYLSGPAL LSQTEQWEII
NRELVVAGKP

251 EVKVNHITVE QYLENLAKLH VPDVVAKSLA
KSMVETRALY APEDYEKSRG

301 NVELLTGRKA TSFDEFVKRE IPRYFD

Redutase /
Botryotinia
fuckeliana

71




NADP-specific glutamate
dehydrogenase

5,75

48,8

62

1 MSHLPQEPEF EQAYGELASA LENSSLFNEH PEYRTALAVA

AIPERVIQFR

51 VVWNDDKGNL QVNRGYRVQF NGALGPYKGG
LRFHPSVNLS ILKFLGFEQI

101 FKNALTGLNM GGGKGGADFD PKGKSDAEIR
RFCQAFMTEL SKHIGAETDV

151 PAGDIGVGGR EIGYLFGAYR KFANRWEGVL
TGKGLSWGGS LIRPEATGYG

201 LVYYVEYMLK HANRGTFEGK RVALSGSGNV
AQYAALKIIE LGGSVVSLSD

251 SKGALVAKEG SSFTPEQIHN IAALKIKHQA LTTFEHDGQF
TWIEGARPWYV

301 HVGKVDIALP SATQNEVSKE EAQALVDAGA FIVAEGSNMG
CTAEAIDVFE

351 AHRKEKGAEA ~ LWYAPGKASN  CGGVAVSGLE
MAQNSQRIQW TEKEVDDRLK

401 AIMKDAFVAG LETAQKYVEA KEGELPSLIA GSNIAGFIKV
AEAMHDQGDW

451F

Glutamato
desidrogenase /
Fusarium
graminearum e
Fusarium
oXysporum
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AgNPs

Funcao / Espécie
Proteina identificada pl Massa score Peptideos identificados (em destaque) % com maior
/ kDa cobertura homologia
1 MKMKLFAAAV AALAAGGAYA QSSVTLYGVV
. . DAGLTYANKV PNGNGGGSSR
porin Gram-negative type 51 VGLDSGGLSG SRWGLRGVED LGGGLKGIEN LESGFTIDDG
KSAQGGRLFG Porina / Rastonia
101 RNAYVGLQGQ  WGQLTLGRQQ  NLLYDFSLIY pickettii e
DPMAIASRYG LANQDAFFSG i
151 RADNAVKYIG TFGGLSVSAL YSFNRDGNEQ PGLPKLGREW Rastonia
9,42 39,3 152 SLGANYAGGP 16 solanacearum
201 FSVGAVYDQS NQTTIATADN KEQRATIAGT YAFGPAKLYA
GYRWYHANFA
251 TVAGNGNLRS NLYWLGAGYQ ATPALTLTGT
AYYQQFKNSN AGNPSWLFVVG
301 TDYALSKRTD AYFNLAYAKN SSGSGLGVLN
LNKTDSYAGT TLGSTNFGNQ
351 NVYSSPAAGN ANQFGATVGI RHKF
1 MSEQPQKVLG MPPFVADFLM GGVSAAVSKT AAAPIERVKL
LIQNQDEMLK
51 TGRLDRKYNG IGDCFKRTMA DEGVMSLWRG Carreador
NTANVIRYFP TQALNFAFRD . .
101 KFKKMFGYKK  DKDGYALWMA  GNLASGGAAG mltochoqdrlal /
ATSLLEVYSL DYARTRLAND Fusarium
9,86 33,6 113 151 AKNAKSGGDR QFNGLVDVYK KTLASDGIAG 7 graminearum €
LYRGFMPSVA GIIVYRGLYF Fusarium
201 GMYDSIKPVV LTGPLANNFL ASFALGWIVT TGAGIASYPL
DTIRRRMMMT oxysporum

251 SGEAVKYKNT LDAARQIVAK EGVKSLFKGA
GANILRGVAG AGVLSIYDQL
301 QVLLFGKAFK
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ATP synthase beta chain,
mitochondrial precursor

1 MFKSGISAFA RTARPSFAAA SRRAVRPAAL NLRAPALSRF
ASSAGVGDGK

51 IYQVIGAVVD VKFDTDKLPP ILNALETQNN GQKLVLEVSQ
HLGENVVRCI

101 AMDGTEGLVR GAKASDTGAP ITIPVGPATL GRIINVTGDP
IDERGPIKTD

151 KFRPIHAEAP EFVEQSTTAE ILVTGIKVVD LLAPYARGGK

IGLFGGAGVG .
201 KTVFIQELIN NIAKAHGGYS VFTGVGERTR EGNDLYHEMQ ATP sintase /
ETSVIQLDGD Neurospora

5,15 55,5 112 251 SKVALVFGQM NEPPGARARV ALTGLTIAEY FRDEEGQDVL crassa e Fusarium
LFIDNIFRFT
301 QAGSEVSALL GRIPSAVGYQ PTLAVDMGQM oxysporum
QERITTTTKG SITSVQAVYV
351 PADDLTDPAP ATTFAHLDAT TVLSRGISEL GIYPAVDPLD
SKSRMLDPRI
401 VGQEHYETAT RVQQILQEYK SLQDIIAILG MDELSEADKL
TVERARKIQR
451 FLSQPFTVAQ VFTGIEGKLV DLKDTIASFK AILAGEGDDL
PEGAFYMVGD
501 FASARAKGEK ILAELEGQA
1 MSVPAFSDIA KPANDLLNKD FYHLSATTFE FKDTAPNGVA

hypothetical protein FG09933.1 FKVTGKSSHE

51 KATSAAIEGK YTDKPTGTTS PSSSSTSLSQ SPSPSPPPVS
NPRRKQNLPS .
101 LSVSRILGPK SGWPIGFATF VRPGFAQLLM FYSRTGLTLT Porina /
QTWNTANALD Fusarium
151 TKIEVADSLA KGLKLEGLFN FLPATAAKGA KFNLHFKQPG .

9,51 37.1 87  FHGRAFFDLL grammearum e
201 KGPVANVDAV VGHEGFLAGA SAGYDANKAA Nectria
LTAYSAAVGY AAPQYSAAIT heamatococca

251 ASDNLSVFAA SYYHKVNSQV EAGAKATWNS
KTGNAVGLEV ASKYRIDPVS

301 FTKVKINDRG IAALAYNVLL REGVTLGLGG SFDTQKLDQA
THKLGASFTF

351 EG
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6-phosphogluconate
dehydrogenase

593 54,1 87

1 MADQAVADFG LIGLAVMGQN LILNAADHGF TVCAYNRTTS
KVDRFLENEA

51 KGKPIVGAHS VEEFCAKLKR PRRIMLLVMA GKPVDQFIES
LLPHLEKGDI

101 IIDGGNSHFP DSNRRTKYLA EKGIRFVGSG VSGGEEGARY
GPSLMPGGNE

151 EAWPYIKDVF QSISAKSDGE ACCDWVGDEG
AGHFVKMVHN GIEYGDMQLI

201 CEAYDILKRG LGLPAKEIAD VFAKWNKGVL DSFLIEITRD
VLYFNDNDGT

251 PLVEKILDKA GQKGTGKWTA INALDLGMPV TLIGEAVFSR
CLSALKDERI

301 RASSLLDGPT PEFTGDKQAF IDDLEQALYA SKIISYAQGF
MLIQEAAREY

351 GWKLNKPSIA LMWRGGCIIR SVFLKDITNA YRKNPDLENL
LEDEFFNTAI

401 KKAQSGWRNV VSKGALWGIP TPAFSTALSF YDGYRTRDLP
ANLLQAQRDY

451 FGAHTFRIKP EHANETYPEG KDIHVNWTGR GGNVSASTYI
A

Fosfogluconato
desidrogenase /
Aspergillus niger

predicted protein

6,50 28,3 84

1 MKFLSTLAGA LAFTTTSASA IAHRNTERTC ITPGAIPDLK
GSDIRNVGVV

51 LFQALDMIDV FGPLDPLQLV SLSVQQLNLH LIAETLDPVS
TAPVAMNKEN

101 SSFWPTIPPT KTFADDLDLD LLIVPGGPGA RNPNLGAVTD
YIAKMAPKVK

151 ILMTICTGSG IAARAGVLDG HLAATNKNAW
ATMKAMGPKY NWVSPARFVI

201 DGKIWSSSGV TSGLDLIFAF IETFWGAQQS QRIASIIEHV
PRAATDDPFS

251 QHFNITPTEA QPCPKA IASIIEHVPR

Glutamina
amidotransferase
[ Fusarium
oxXysporum

75




hypothetical protein FG01950.1

82

1 MSVVGIDFGT LKTVIAIARN RGVDVVTNEV SNRATPSLVG
FGPKSRYLGE

51 AAKTQEISNL KNTVSSLKRL AGRSFNDPDI QVEQQYVTAP
LVDVNGQVGA

101 EVNYLGKKEH FTATQLVGMY LSKIKQTAGA
ELKLPVQDVC MSVPPWFTDV

151 QRRALIDAAE IAGLRVLRLI NDGTAAALGW GITKLDLPAP
EEPARRVCFI

201 DIGHSSYTVS IVEFKKGELA VKATTWDKDF GGRDFDRALV
EHLAKEFKGK

251 YKVDIMTHGR ALARTIAAAE KTKKILSANQ QAPVNIESLM
NDIDASAMIT

301 RQEFEAMIEP LLQRTHHPLE EALAQAKLTK DDIDIIEVVG
GGSRVPALKE

351 RIQAFFGKTL SFTLNADEAL ARGSAFSCAI LSPVFRVRDF
AVQDIISYPI

401 EFGWEKAPDI PDEDTSLTVF NKGNVMPSTK ILTFYRKQPF
DLEARYAQPE

451 LLPGKTNPWI GRFSVKNVKA DGKDDFMICK LKARVNIHGV
LNVETGYYVE

501 EEEVEEEVNE DPDVSLPAPP MASSSPPDSV STSSSASVGD
DSRAYPVKRQ

551 RLNDDEDDKL LCSAAVVDEN LEPSTYENRS LTYTSHKAME
TDKDAPKKTR

601 KVKKQVRKGD LPISTGSASL DDSTKASLLE KESAMVMEDK
LVADTEEKKN

651 ELEAYIYDLR AKLDEQYSEF ASDEEKETIK AKLEATEDWL
YEDGEDTTKG

701 VYVAKIDEIR AMAGPIVQRH FEKVEAERQA
ALEKAEAERA AKKAEEDARK

751 AQDAEKATAD QEMKDADAQD AEGTADPQ

Quinase, HSP70,
actina / Fusarium
graminearum €
Fusarium
oxysporum
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histone H2B

1 MPPKAADKKP AAKAPVASKA PEKKDAGKKT ASTGEKKKRT Histona /
KARRETYSSY M
agnaporthe
10,1 14,8 89 51 IYKVLKQVHP DTGISNRAMS ILNSFVNDIF ERVATEASKL 11 gnap
AAYNKKSTIS oryzae
101 SREIQTSVRL ILPGELAKHA VSEGTKAVTK YSSSTK
1 MLGTPLNCEL GEGEVVVNND LRISFHRTIR VPDNDQKSFL
PPDLGAYPLK
. . 51 PIQAYSKKMP TEMTSKGGLF FPMYQSEAMW INFECRKSQH
integral membrane protein YIKIYVGGY
101 NAISGEAAVE DAGTKLRRQA KLARQHANVD AASSLQDYII
VPGQKWLDGI
151 AEADGSVRQF VAMPFGSGYS VESQVTGKDA AGGIQFEITP Proteina de
YKPPQVASNT
201 QRSANGHQKS FSIFVKTLTG KHITLSVWKE DTISMIKDMI membrana /
QVKEGIPLSQ Pyrenophora
6,77 47,8 82 251 QRLIFNGKQL EDGRTLADYG IENEFTIVLV LNLRGGGTGP 2 tritici-reppentis €
PLEMAVAAGG Fusarium

301 KIKQGIVADK LADHWQSART TVLNVQILNS AVYRTVTGED
PPTMPIDAKT

351 YARHGLPFYD LYEEQSGISG DFSMIKSIGQ IDHKEDDTAT
PKIVKIGEQA

401 TQLRVGLTNP NGPLRGFRTA SDLKKEYEGF HVVQF

graminearum
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RS15_PODAN 40S RIBOSOMAL
PROTEIN S15 (S12)

1 MADEYDAEQA AELKRKRAFR KFSYRGIDLD QLLDLSSDQL
RDVVHARARR

Ribosomal /

51 RINRGLKRRP MGLIKKLRKA KQEAQPNEKP DLVKTHLRDM F usarwm

10,07 17,5 7q  IVVPEMIGSV 10 graminearum e
’ ’ 101 IGIYSGKEFN QVEIKPEMVG HYLAEFSISY KPVKHGRPGI Fusarium

GATHSSRFIP

151 LK oxysporum

1 MVAEEPRQRK DPAVSGKENS KQQRRRTAEN LAPPFFALLF

ALLAFYILFS . .

51 PPSSSLSPPV PVCHSTISSS VSSSQVIPDK NIAKMSSSEQ Difosfato quinase

TFIAIKPDGV / Fusarium
9,10 25,9 60 101 QRGLVGPIIS RFENRGFKLA AIKLMTPGKE HLEKHYADLA 7 graminearum e

GKPFFAGLIE :

151 YMNSGPICAM VWEGRDAVKT GRSILGATNP LASSPGTIRG Fusarium

DYAIDVGRNV oxysporum

201 CHGSDSVENA QKEIALWFKE GEVVSWKSAQ FNWVYEKA
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As andlises por experimentos do tipo shotgun das amostras de filtrado
fingico e nanoparticulas de prata permitiram a identificacdo de 22 proteinas,
das quais 9 ja eram conhecidas para espécies de fungos e 13 foram anotadas
como hipotéticas, putativas ou preditas. Estas foram identificadas por
homologia  através do  Basic Local Alignment Search  Tool
(blast.ncbi.nlm.nih.gov ) (BLAST), o qual encontra regides de similaridade
entre sequéncias. O programa compara nucleotideos ou sequéncia de proteinas
com sequéncias depositadas em bancos de dados e calcula a significincia
estatistica da andlise (no caso deste trabalho, > 94%). O BLAST pode ser
usado para inferir relagdes funcionais e evolutivas entre sequéncias, bem como
ajudar a identificar membros das familias dos genes. Das proteinas
identificadas, 20 mostraram similaridade com proteinas sequenciadas em
fungos, especialmente Fusarium graminearum, Fusarium verticillioides,
Fusarium fujikuroi e Neurospora crassa. Porém, 11 também mostraram
homologia com proteinas do Fusarium oxysporum. Além disso, algumas
foram relacionadas a sequéncias de diferentes espécies, como por exemplo,
Rastonia solanacearum e Rastonia pickettii, salientando que sequéncias
similares entre proteinas sd@o comuns entre organismos distantemente
relacionados na escala de evolu¢do dos seres vivos. Segundo Costa et
al.(1999), embora pequenos trechos de determinados aminodcidos possam
revelar conservacdo, o resultado pode ser bem diferente quando se trata da
sequéncia completa da proteina. No presente trabalho, entretanto, a maioria
das proteinas foi identificada com pelo menos duas sequéncias de
aminodcidos, proporcionando uma maior cobertura da sequéncia completa, o
que resultou em maior confiabilidade na identificagao.

As proteinas identificadas apresentaram massa molecular de 14,8 a 85,9

kDa, em concordancia com os dados obtidos pela eletroforese em gel. Além
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disso, os valores de ponto isoelétrico (pI) encontrados foram de ligeiramente
acidos (5,00) a basicos (10,1), condizente com o pH do meio de cultura
utilizado (extrato de malte, extrato de levedura e agar).

Das 22 proteinas, algumas desidrogenases (por exemplo, malato
desidrogenase, NADP*-glutamato desidrogenase, 6-fosfogluconato
desidrogenase e proteinas hipotéticas: FG02461.1, LOC100191904) foram
identificadas como sendo enzimas redox NAD(P)H dependentes,
pertencententes a uma familia de proteinas especificas, a Rossman
superfamily. Esta superfamilia inclui uma grande variedade de familias
proteicas, por exemplo, desidrogenases, oxidoredutases, sintases entre outras
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Por exemplo, duas proteinas, a glutamato e a
malato desidrogenase (Figura 32), pertencem a familia das desidrogenases,

importantes no metabolismo do fungo.

(b)

Figura 32. Representacdo em cartoon das proteinas (a) glutamato desidrogenase e (b) malato
desidrogenase, identificadas no BLAST, pertencentes a familia das oxidorredutases.

Porém, uma oxidorredutase, a proteina hipotética LOC100191904
(Figura 33), identificada como oxidorredutase quinona NAD(P)H
dependente, se destaca por catalisar reagdes de reducdo de quinonas,

podendo, desta maneira, estar envolvida na sintese das nanoparticulas, em
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concordiancia com o mecanismo proposto por Durdn et al. em 2005, que
demonstraram que o mecanismo de sintese das AgNPs se dd de forma
extracelular devido a presenca das enzimas redutase e de antraquinonas
secretadas pelo fungo. Em seu trabalho, através de andlises de espectroscopia
no UV-Vis, fluorescéncia e atividade enzimdtica, foi verificado que enzimas
redutase nitrato dependentes e quinonas estdo envolvidas na redugdo dos ions
prata a prata metélica. Tal afirmac¢do foi comprovada mais tarde, em 2008, por

Ingle et al. (2008).

Figura 33. Representacdo em cartoon da proteina hipotética LOC100191904, identificada
no BLAST como oxidorredutase quinona NAD(P)H depentente.

Em seguida, com o proposito de compreender o possivel papel destas
proteinas na formacgdo e na estabilizacdo das AgNPs, estas foram classificadas
em categorias funcionais, preditas por homologia, baseado em um trabalho de

Rison et al. (2000), como mostra o grafico da Figura 34.
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# ENERGLA i PROCESSOS CELULARES
ECOMPONENTES ESTRUTURAIS BMETABOLISAO
EMETABOLISMOMACROMOLECULAR B TRANSPORTE

W FUNCAONAO DEFINIDA

4% 4% |40,

320

14%4a

Figura 34. Grifico representativo da classificacio das proteinas em categorias funcionais.

A categoria “Processos celulares” agrupou o maior nimero de proteinas
(31,82%), cujas fungdes estdo relacionadas a regulacdo intracelular e defesa
contra estresses externos. Um numero expressivo de proteinas (22,73%) foi
classificado em “Metabolismo Macromolecular”, que sdo proteinas envolvidas
nos processos de biossintese, metabolismo e degradacdao de outras proteinas.
Proteinas do citoesqueleto e da parede celular foram classificadas em
“Componentes estruturais”, representando 13,67% do total. O mesmo valor foi
obtido para a categoria “Energia”, proteinas estas que estdo envolvidas no
metabolismo da glicose e na produ¢do de ATP. As proteinas com func¢do
“Metabolismo” compreenderam 9,09% e englobam aquelas que desempenham
importante papel no metabolismo dos aminodcidos e do nitrogénio, como
também no metabolismo secundario. Proteinas responsdveis pelo transporte de
macromoléculas compuseram o grupo com o menor nimero de representantes
(4,55%), classificadas na categoria “Transporte”. Finalmente, as proteinas que
ndo foram relacionadas a uma funcdo clara (4,55%), foram incluidas na
categoria “Funcdo ndo definida”. Desta maneira, percebe-se que a maior parte
das proteinas identificadas participa dos processos metabdlicos do fungo.

82



Fungos filamentosos, como € o caso do Fusarium oxysporum, possuem
alta capacidade de secrecdo de um grande nimero de enzimas degradativas e
proteinas. Estes micro-organismos secretam lipases, invertases, lactases,
proteinases, amilases, quinases, Xxilanases (Christakopoulos et al., 1996;
Christakopoulos et al., 1997), glucanases (Christakopoulos et al., 1995) entre
outras, as quais possuem diversas fungdes, como por exemplo, a aquisi¢ao de
nutrientes (hidrolisam substratos tornando-os assimildveis na forma de
nutrientes). A secrecdo de proteinas possivelmente ocorre durante o
crescimento das hifas, sendo liberadas através de um fluxo de massa passando
pela parede recém-sintetizada. Estas proteinas sdao conhecidas por
desempenhar fun¢cdes muito importantes, tais como: captagdo de nutrientes,
comunicagdo celular, detoxificagdo do ambiente e viruléncia (no caso dos
micro-organismos patogénicos) (Tjalisma et al., 2004). Os fungos também
secretam pequenas proteinas, geralmente ricas em cisteinas que possuem
atividade enzimdtica desconhecida, sendo algumas delas importantes também
nas interacOes patdogeno-hospedeiro como fitotoxinas ou indutoras de

respostas de defesa da planta (Paper et al. 2007).

2.4 Conclusoes

As proteinas secretadas pelo F. oxysporum foram estudadas e
caracterizadas por variadas técnicas. Por FTIR e Raman, ficou evidenciada a
presenca destas macromoléculas nas amostras de FF e AgNPs. Ainda por
espectroscopia Raman, espectros SERS obtidos no acompanhamento da

formacao das nanoparticulas mostraram mudancas na intensidade das bandas
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Ag-N (240 cm’l) e Ag-S (233 cm’l), sugerindo o envolvimento de residuos de
cisteina, aminas livres e amidas na formacao e estabilizacao das AgNPs.

Por fluorescéncia de emissao, com excitagao em 280 nm, foram obtidos
espectros com maximos de emissdo em 370 nm (para FF), mostrando a
existéncia de residuos de aminodcidos arométicos nas proteinas e, no caso das
amostras de AgNPs, maximos de emiss@ao em 361 nm e picos adicionais em
422 e 489 nm. O deslocamento no midximo de emissdao e a diminui¢ao na
intensidade (quenching) indicaram a interagdo das proteinas com a superficie
das nanoparticulas.

As andlises por Dicroismo Circular permitiram avaliar ndo somente a
composicdo estrutural das proteinas presentes no FF e nas AgNPs, como
também alteracdes conformacionais quando estas proteinas interagem com as
nanoparticulas. Observou-se uma leve perda de estrutura secundéria, uma vez
que houveram mudancas nos conteudos percentuais de estruturas em hélice a
e random coil.

As proteinas (de peso entre 14,8 e 85,9 kDa, em concordancia com a
eletroforese em gel) também foram identificadas por espectrometria de
massas, onde, dentre as vdrias proteinas identificadas, uma oxidorredutase
(quinona NAD(P)H dependente) se destacou por catalisar reagdoes de reducdo
de quinonas, podendo estar envolvida na sintese das nanoparticulas, em

concordancia com mecanismos propostos na literatura.
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Capitulo 3. Atividade Antimicrobiana das Nanoparticulas de Prata
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3.1 Introducao

As nanoparticulas de prata possuem propriedades fisicas e quimicas
Unicas quando comparadas com os compostos de prata em escala
macroscopica (da Silva et al., 2011; Priyanka et al., 2009). Apresentam ampla
aplicacao em diversos campos (Vijayakumar et al., 2013; Matei et al., 2008).
As aplicagdes ndo somente das AgNPs, mas também dos fons prata sdo bem
conhecidas na area dos bactericidas, sendo usadas na sintese de novos
materiais, como por exemplo, resinas dentdrias (Herrera et al., 2001), zedlitas
(Faghihian e Kamali, 2003), além de variados materiais médicos, dentre eles,
as vestimentas (Bosetti et al., 2002; Markarian, 20006).

Por conta disso, estas particulas tém sido empregadas com grande
eficicia em vdrias areas das ciéncias quimicas, bioldgicas, biomédicas,
farmacéuticas e afins, devido a sua eficiente atividade antimicrobiana. Esta
propriedade, inclusive sobre micro-organismos resistentes, tem despertado o
interesse nao sO de pesquisadores, mas também de industrias, sendo possivel
encontrar no mercado produtos contendo nanoparticulas de prata. Por
exemplo, o tecido Leggerissimo® da Santaconstancia Tecelagem, o
desodorante Nivea Silver Protect, a pomada para queimaduras Silvadene,
mdaquinas e geladeiras da Samsung, todos possuindo ions ou AgNPs em sua
composi¢do com o objetivo de inibir a proliferacdo de micro-organismos.

Vislumbrando-se a potencial ag¢do bactericida dos coldides de prata,
outros coldides foram estudados, sendo a prata a mais téxica contra micro-
organismos. O primeiro estudo registrado da acdo bactericida da prata foi
conduzido por Karl Wihelm Von Naegeli em 1893, sobre células eucariotas e

procariotas, com a prata na forma idnica (Guggenbichler et al., 1999). Em seu
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trabalho, Von Naegeli observou que 9,2 nM de ions prata eram
suficientemente toxicos para algas, mas que possuia baixa toxicidade para
células animais (Golubovich e Rabotnova, 1974).

O espectro de acao antibacteriana dos ions e nanoparticulas de prata €
amplo e muito eficiente contra inimeros micro-organismos patogénicos, tais
como bactérias Gram-negativas e Gram-positivas com pouco desenvolvimento
de resisténcia bacteriana e também contra virus (Klasen, 2000; Sondi e
Salopek-Sondi, 2004; Vigneshwaran et al., 2007a, Morones et al., 2005;
Baker et al., 2005; Rhim et al., 2006; Duran et al., 2007; Miller et al., 2005;
Sun et al., 2005). Sendo assim, esta propriedade tem sido amplamente
estudada (Pal et al., 2007; Sondi e Salopek-Sondi, 2004; Morones et al., 2005;
Shahverdi er al., 2007; Shrivastava et al., 2007; Yoon et al., 2007), embora
seu mecanismo de inibicdo ainda seja desconhecido. Alguns estudos (Jun et
al., 2007; Homouda et al., 2000; Dibrov et al., 2002; Dragieva et al., 1999)
revelaram que a carga positiva dos ions prata € crucial para a atividade
antibacteriana, a qual se da através de interacOes eletrostaticas entre a carga
negativa da membrana celular do micro-organismo e a carga positiva dos ions
prata liberados pelas nanoparticulas. Sondi e Salopek-Sondi (2004) reportaram
que a atividade antimicrobiana de nanoparticulas de prata frente a bactérias
Gram-negativas é dependente da concentracdo de nanoparticulas e também
esta associada a formacdo de “pogos” na parede celular bacteriana. Desta
maneira, as AgNPs acumuladas na membrana penetram no interior da célula
resultando em morte celular. Além disso, Kumar ef al. (2005) demonstraram
que o mecanismo antibacteriano dos produtos que contém a prata pode estar
relacionado 2 reducdo dos fons prata a prata metdlica (Ag”). Também tem sido
mostrado que os fons Ag" inibem as enzimas para os ciclos de P, S ¢ N em

bactérias nitrificantes (Ratte, 1999). Estes ions podem bloquear a transcri¢ao
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do DNA, interrompendo a respiragdo bacteriana e a producdo da adenosina
trifosfato (ATP), além de reagir com as proteinas através de reagdo com os
grupos -SH de enzimas, levando a inativagdo das mesmas (Jeon et al., 2003).
Porém, quando em sua forma nanoestruturada, a atividade antibacteriana se
torna mais eficaz devido a grande superficie de contato e a alta reatividade
(Nagarajan e Rajagoplan, 2008), caracteristicas estas que aumentam as
probabilidades de interacdo com compostos presentes na superficie celular
(Rizwan et al., 2010).

A eficiente atividade antimicrobiana dos ions e nanoparticulas de prata
¢ bem conhecida, porém seu modo de acdo ainda permanece parcialmente
desconhecido, mas estudos sugerem que ele pode estar relacionada com sua
forte interacdo com os grupos tiol (-SH) das proteinas dos micro-organismos e
consequente inativacdo das mesmas causando a morte do micro-organismo
(Liau et al., 1997; Feng et al., 2000; Gao e Craston, 2008).

Dados da literatura demonstram que a acdo antimicrobiana da prata é
potencializada quando na forma de nanoparticulas, em parte, devido a grande
superficie disponivel para interacdo com o ambiente (Baker ef al., 2005). Gade
et al. (2008) observaram por Microscopia Eletronica de Transmissdo a
presenca de nanoparticulas de prata na membrana de Escherichia coli e foi
demonstrado que apés 60 minutos de tratamento houve rompimento da
bactéria em decorréncia da incorporacdo das nanoparticulas no interior celular.
Em outro estudo, a acdo antibacteriana sobre E. coli foi observada para
nanoparticulas de prata em baixas concentracdes (Sondi e Salopek-Sondi,
2004). Baker et al. (2005) verificaram que particulas menores, devido a sua
maior drea superficial, foram mais efetivas.

Além da acdo antimicrobiana, as nanoparticulas de prata apresentam

propriedades eletrOnicas e Oticas que sdo dependentes de paradmetros como
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tamanho, forma e composicdo das particulas. Estas propriedades sao
responsdveis por suas diversas e importantes aplicagdes como, por exemplo,
na producdo de transistores, c€lulas a combustivel, marcagao por fluorescéncia
(Bruchez et al., 1998), deteccio de DNA/RNA por marcadores especificos,
assim como possuem potencial para aplicacio em diagndsticos em
biomedicina, biossensores, agricultura e medicina (Krolikowska et al., 2003;
Riddin et al., 2006; Panacek et al., 2009).

Nao somente a liberacdo de fons prata, mas também outros mecanismos
tétm sido propostos como os responsdveis pela agcdo antimicrobiana das
AgNPs. Assim, trés mecanismos podem explicar tal atividade (Durén et al.,
2014; Asharani et al., 2008; Su at al., 2009; Smetana at al., 2008):

(1) Liberagdo de fons prata, gerados através da dissolu¢do oxidativa de
nanoparticulas de prata. Tais fons podem interagir com grupos tiol de
importantes enzimas e proteinas, além de afetarem o DNA. Células
bacterianas expostas a fons Ag" podem sofrer alteragdes
morfolégicas, como por exemplo, deslocamento da membrana
celular permitindo assim o vazamento do conteudo intracelular.

(2) Geragdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), os quais agem
como aceptores de elétrons causando danos irreversiveis ao DNA.
Fora da célula, afetam a membrana celular e as proteinas de
membrana. Além disso, as espécies reativas de oxigénio, tais como
H,0, e OH, entre outras, sdo subprodutos do metabolismo natural
dos organismos. As AgNPs podem agir como catalisadores na
producdo em excesso das ROS gerando assim um estresse oxidativo
na célula provocando uma ruptura na membrana celular.

(3) Interacado direta das AgNPs com a parede celular, se acumulando e

aderindo na membrana, formando pogos e alterando a
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permeabilidade = da  membrana, causando  apoptose e
consequentemente o vazamento do contetdo celular.

Diante do cardter ndo conclusivo das hipdteses abordadas, deve-se
considerar que a prata apresenta uma acao sinérgica € ndao um s6 modo de
atuacdo na atividade antibacteriana (Mohanty et al., 2011).

Com a descoberta dos antibidticos e sua introdu¢ao no uso medicinal, os
elementos metdlicos com atividade bactericida, como a prata, foram
descartados. Todavia, cada vez mais as bactérias se tornaram resistentes aos
antibidticos disponiveis no mercado, sendo esta uma das causas da sintese
constante de substancias antibidticas alternativas e da volta dos trabalhos com
coldides de prata no meio cientifico (Kamat, 2002).

Tendo em vista a ampla variedade de aplicagdes das nanoparticulas de
prata, estudos de toxicidade se fazem necessdrios antes da aplicacdo destes
nanomateriais. Existem vérias vias por onde as nanoparticulas podem entrar
no corpo humano; por exemplo, por inalacdo (Oberdorster et al., 2001),
ingestdo oral (Jani et al., 1990) ou ainda por contato direto com a pele
(Kreilgaard et al., 2002). Apd6s a absorcdo, estas particulas podem se
disseminar em diferentes partes do corpo (Oberdorster et al., 2002;
Borm et al., 2004). Assim, estudos considerando os possiveis impactos
utilizando AgNPs em larga escala, incluindo sua toxicidade, além dos riscos
ao meio ambiente e a saude humana tém se tornado relevantes e por isso
muitos trabalhos in vivo tém sido publicados (Gaiser et al., 2012;
Nair et al., 2012; Wise et al., 2010). Porém, pouco tem sido demonstrado em
relacdo a genotoxicidade destas particulas frente a diferentes organismos e
tipos celulares (Lima et al., 2012). Desta forma, estudos in vitro e in vivo que
avaliem a citotoxicidade, genotoxicidade e bioacumulagdo das AgNPs sao

muito relevantes e fundamentais para a aplicagio segura destas nanoparticulas.

91



3.2 Procedimento Experimental

A parte experimental deste capitulo estd dividida em:
(3.2.1) Cultura dos micro-organismos: C. albicans, C. parapsilosis e Xac,
(3.2.2) MIC (Minumum Inhibitory Concentration) e MBC / MFC (Minimum
bactericidal  concentration | Minimum  fungicidal  concentration),
(3.2.3) Caracterizagao microscopica dos micro-organismos € (3.2.4) Testes de

toxicidade e genotoxicidade.

3.2.1 Cultura dos micro-organismos:

3.2.1.1 Candida albicans e Candida parapsilosis

Primeiramente, as espécies de Candidas (albicans cepa ATCC 10231 e
parapsilosis cepa B IFM48375) foram cultivadas em meio de cultura liquido
YPD contendo peptona, extrato de levedura e dextrose, na presenca de
cloranfenicol. Nestas condi¢des, as culturas foram mantidas a uma
temperatura de 32°C por um periodo de 24 h. Posteriormente, foram
cultivadas em meio de cultura YPD soélido, nas mesmas condi¢des de tempo e

temperatura do cultivo em meio liquido.

3.2.1.2 Xanthomonas axonopodis pv. citri

Inicialmente, a Xac (cepa 306, IBSBF 1594) foi cultivada em meio de
cultura sélido Luria Bertani (LB) contendo peptona, extrato de levedura e

agar, na presenca de ampicilina. Nestas condicdes, a cultura foi mantida a uma
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temperatura de 32°C por um periodo de 24 a 48 h. Posteriormente, foram
cultivadas em meio de cultura LB liquido, nas mesmas condi¢des de tempo e
temperatura do cultivo em meio s6lido, sendo possivel verificar um melhor e
maior crescimento celular.

Em todos os casos, os meios de cultura (Apéndice IV) foram
esterilizados em autoclave por 15 minutos, a temperatura de 120°C e pressao

de aproximadamente 1,0 atm.

3.2.2 MIC (Minimum Inhibitory Concentration) e MBC /
MFC (Minimum bactericidal concentration / Minimum

Jungicidal concentration)

Para a determinacdo do MIC, em uma placa estéril tipo ELISA de 96
pocos (Wiegand et al., 2008; Bussmann et al., 2010), 100 uLL de AgNPs foram
diluidas em série e a cada poco foram adicionados 50 puL das culturas de C.
albicans, C. parapsilosis e Xac. Antes da adic@o na placa, as colonias de cada
patégeno foram previamente transferidas para tubos de ensaio de 15 mL
contendo 10,0 mL de solucdo salina 0,9% estéril e homogeneizadas por
agitacdo em vortex. O nimero de Unidades Formadoras de Colonias por mL
(UFC mL™") presentes em solucdo foi determinado por absorbdncia a 530 nm.
As concentracdes dos patdgenos foram ajustadas em meio de cultura RPMI
1640 de maneira a se obter 0,5-2,5 x 10° UFC mL, o que equivale a uma
absorbancia de 0,1.

Em seguida, cada placa, devidamente identificada, foi incubada a
temperatura adequada a cada micro-organismo (T = 35°C) e a leitura do valor

de MIC foi efetuada apos o término do periodo de incubagdo de cada patégeno
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(C. albicans e C. parapisilosis = 24 h; Xac = 48 h) através da turbidez da
cultura.

Apo6s a leitura do MIC, o conteudo de todos os pocos da placa ELISA
teste foi inoculado por estriamento em placas de petri contendo meio de
cultura solido LB, a fim de se determinar o MBC / MFC (Minimum
bactericidal concentration | Minimum fingicidal concentration), ou seja, o
cardter bacteriostitico ou bactericida, fungistitico ou fungicida, das
nanoparticulas de prata. Torna-se interessante mencionar que duas amostras de
AgNPs pré-tratadas foram estudas:

(1) AgNPs},v.42, @ qual foi ultracentrifugada a 50.000 rpm por 30 min por

3 vezes, com o0 objetivo de separar as proteinas ligadas as particulas
daquelas presentes em solu¢do. A cada ultracentrifugacdo, o
sobenadante foi retirado e 6,0 mL de &4gua destilada foram
adicionadas;

(2) AgNPs, 50 1avadas @ qual ndo passou por ultracentrifugacao.

3.2.3 Caracterizacdo microscopica dos micro-organismos

3.2.3.1 Preparagdo das amostras

A preparacio dos micro-organismos para andlises microscopicas
consistiu em, primeiramente, uma etapa de fixacdo com solugcdo de
gluteraldeido 2,5% (KOCH) em tampo fosfato (Quemis) 0,1 mol L™ e pH 7,2
durante 2 h para conservacdo das caracteristicas estruturais e morfoldgicas.
Em seguida, as amostras foram passadas por solu¢cdo de tetroxido de dsmio

1% em tampdo fosfato (Quemis) 0,1 mol L' e pH 7,2 por
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1 h. Apés as etapas de fixacdo (gluteraldeido) e pos-fixagao (tetroxido de
Osmio), as amostras foram submetidas a uma bateria de desidratacdo de
concentragdes crescentes de etanol P. A. (Nuclear); 30% por 20 minutos, 50%
por 20 minutos, 70% por 16 h, 90% por 20 minutos e trés vezes 100% também
por 20 minutos. Todo o preparo foi realizado sob membrana PTFE (Millipore)
de 0,45 um e 13 mm. A ultima etapa, considerada de extrema importancia, € a

utilizacdo do Critical Point Dryer (CPD).

3.2.3.2 Microscopia dos micro-organismos

ApoOs secagem em equipamento Critical Point Dryer (CPD), a
morfologia da C. parapsilosis, da Xac e do F. oxysporum foi observada por
MEV. Nesta etapa, os objetivos de aquisicdo das micrografias foram, além de
caracterizar a morfologia dos micro-organismos, estudar possiveis alteracdes
morfolégicas na auséncia e na presenca de AgNPS z 1avadas, POIS € sabido que
uma das possiveis atuacdes das nanoparticulas de prata se d4 de forma direta
com a parede celular. Para tanto, foram preparadas amostras controle (micro-
organismos na auséncia de nanoparticulas de prata), amostras contendo
AENPS, 50 1avadas €M concentracao igual ao valor de MIC, para cada caso, como

constante na Tabela 7.
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Tabela 7 - Amostras de C. parapsilosis, F. oxysporum e Xac preparadas para MEV

1 na auséncia de AgNPspzo lavadas
C. parapsilosis

3 AgNPSnﬁo lavadas 13,1 ug mL_l
4 na auséncia de AgNPSyz0 1avadas
F. oxysporum
5 na presenca de AgNPS, 40 1avadas
6 na auséncia de AgNPspzo 1avadas
Xac 1
8 AgNP Sniio lavadas 0,95 ug mL

As imagens foram adquiridas em um microscOpio eletronico de
varredura da Jeol (JSM-T300) de aceleracdo igual a 10 keV e detectores de
elétrons secundarios e retroespalhados, sendo as amostras depositadas em um
porta-amostra e recobertas com ouro pelo processo de sputtering utilizando

um metalizador BAL-TEC.

3.2.4 Testes de cito- e genotoxicidade (Lima et al., 2013)

Da mesma maneira como nos ensaios de MIC, amostras de AgNPs pré-
tratadas (AgNPSjavagas € AZNPSuz0 1avadas) fOoram empregadas nos ensaios de
toxicidade. As andlises de citotoxicidade foram realizadas utilizando-se
linfécitos humanos (ensaio TALI) e células 3T3 da linhagem dos fibroblastos
(andlises de MTT). Os testes com linfécitos foram feitos em meio RPMI
enriquecido com 10% FBS (fetal bovine serum) e para as andlises com as
células 3T3 foi utilizado meio DMEN (meio Dulbecco Mem) enriquecido com
15% de FBS. Ambos os meios foram enriquecidos com antibidticos e as
culturas celulares foram mantidas a 37°C em 5% de atmosfera de CO,. Apds
incubacdo, estas foram mantidas por 1 hora na presenca de nanoparticulas de

prata visando os testes de citotoxicidade. Para as andlises de genotoxicidade,
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foram realizados dois testes: ensaio COMET e Allium cepa, onde as sementes
foram germinadas em &gua ultrapura a temperatura ambiente. Quando as
raizes alcancaram 2,0 cm de comprimento, as mudas foram removidas da
caixa de germinagdo e colocadas em contato com o material de interesse. A

Figura 35 ilustra os ensios realizados neste trabalho.

Analises

A
( |

Citotoxicidade Genotoxicidade

A A
[ | f )

MTT TALI COMET Allium
cepa

Allium cepa

Figura 35. Esquema representativo do procedimento experimental adotado nos testes de
toxicidade e genotoxicidade (adaptado de (Lima et al., 2013).

3.3 Resultados e Discussao

Os resultados obtidos neste capitulo serdo apresentados e estdo
divididos nos seguintes itens: (3.3.1) Leitura do valor de MIC, MBC/MFC
para fungos leveduriformes C. albicans e C. parapsilosis e para a bactéria
Xac, (3.3.2) Caracterizacdo microscOpica dos micro-organismos e

(3.3.4) Testes de cito- e genotoxicidade.
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3.3.1 Cultura dos fungos C. albicans, C. parapsilosis,

F. oxysporum e da bactéria Xac e leitura do valor de MIC

A atividade antimicrobiana das AgNPs contra diferentes espécies de
micro-organismos (levedura e bactéria) foi determinada pelo método de
microdilui¢des, como explicado no procedimento experimental (item 3.2.2).
Apenas para exemplificar, na Figura 36 estda uma placa tipo ELISA utilizada
na determinacdo do MIC da C. albicans. Nota-se claramente (pocos sem
turbidez) que a minima concentracao de AgNPS 5, 1avadas NECESSAria para inibir

o crescimento da levedura é 13,1 pg mL™.
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Figura 36. Imagem da placa tipo ELISA obtida no ensaio de MIC para a C. albicans. Agente
antimicrobiano: AgNPS ;0 1avadas (MIC = 13,1 ug mL'l). C+: controle positivo, C-: controle
negativo; pocos 3-12: variacdo na concentracio de AgNPs 104,8 pg mL™" — 0,20 pg mL™;

A-G: replicatas.
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E interessante citar que a atividade antimicrobiana frente 2 C. albicans,
C. parapsilosis e Xac foi estudada contra suspensdes de AgNPs previamente
tratadas de maneiras diferentes: AgNPS,z0 1avadas € AZNPS1ivadas, OU S€JA, €Stas
foram ultracentrifugadas a 50.000 rpm durante 30 minutos por 3 vezes, com 0
objetivo de separar as proteinas ligadas as particulas daquelas proteinas
presentes na dispersdo. Sendo assim, o tamanho das particulas, o indice de
polidispersividade bem como o valor de potencial zeta das particulas foi

novamente medido e os valores encontrados estao mostrados na Tabela 8.

Tabela 8 - Medidas de tamanho, polidispersividade e potencial zeta das AgNPspzo 1avada €
AgNPsjayada (medidas feitas por TEM)

AgNPsyi0 1avadas AgNPsjayadas
Diametro / nm por TEM 28,0+ 13,1 34,6 +15,3
Polidispersividade (pdl)* 0,27 0,22
Potencial zeta / mV -31,7+2,8 475 +3,7

* medido por DLS

A AgNPsj,.40s €Xibiu maior tamanho quando comparada com a
AENPS.30 1avadas 1ndicando aglomeracdo de particulas no processo de
ultracentrifugacdo. As micrografias das particulas mostraram um tamanho
médio igual a 28,0 nm para as AgNPS, 0 1avadas € 34,6 nm para as AgNPS|,yagas

(Figura 37).
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(@)

(b)

Figura 37. Micrografias das AgNPs obtidas por Microscopia Eletronica de Transmissdo. (a)
AgNPSnio lavadas € (b) AgNPSlavadas-

Como mostrado na Tabela 8, os valores de polidispersividade para
ambas as particulas foi ao redor de 0,2, indicando baixa polidispersividade.
Em relacdo ao valor de potencial zeta, um aumento de cerca de 10 mV (em
modulo) foi observado quando as particulas foram lavadas. Esta diferenca
pode ser atribuida a perda de proteinas durante o processo de lavagem com
agua (ultracentrifugacio), como por exemplo, aquelas que ndo estavam ligadas
a superficie da nanoparticula, causando leve aglomeracao e consequentemente
aumentando o tamanho das particulas.

ApOs uma prévia caracterizagdo, quanto ao tamanho, carga superficial,
polidispersividade e morfologia, iniciaram-se os estudos de atividade
antimicrobiana. As amostras de AgNPs foram diluidas em meios de cultura
apropriados a cada micro-organismo de maneira a obter-se concentracdes de
particulas em um intervalo de 104,8 a 0,20 pg mL™"'. Os resultados obtidos

foram graficados e estdo demonstrados na Figura 38.
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Figura 38. Comparacdo dos valores de MIC das AgNPspz0 1avadas € AZNPSjavadas coOntra
C. albicans, C. parapsilosis e Xac.

O menor valor de MIC, em concentracio de AgNPS. s 1avadas 1gual a
6,55 ug mL!, foi obtido contra a Xac. O crescimento da C. albicans e da C.
parapsilosis foi inibido em concentragdes de nanoparticulas de prata iguais a
13,1 ug mL"'. Os dados podem ser explicados em termos das diferencas nas
estruturas de parede celular dos micro-organismos testados; a Xac, um
procarioto Gram-negativo e as espécies de Candida, organismos eucariotos.
Considerando isto, micro-organismos procariontes, sendo um tipo celular mais
simples, possuem duas membranas celulares € uma membrana externa porosa,
o que facilita a entrada das AgNPs no periplasma passando por uma fina
parede de polissacarideos. Ja as células eucaridticas, por defini¢do, e em
contraste com as procaridticas, possuem um nucleo, que contém a maioria do
DNA celular envolvido por uma dupla camada lipidica. O DNA ¢ assim

mantido em um compartimento separado dos outros componentes celulares
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que se situam no citoplasma, onde a maioria das reacdes metabdlicas ocorre.
No citoplasma, no entanto, organelas distintas podem ser reconhecidas. Dentre
elas, duas s3o proeminentes, os cloroplastos (nas células vegetais) e as
mitocOndrias (animais e vegetais), envoltas numa bicamada de membrana que
¢ distinta da membrana nuclear. Ambas as organelas possivelmente tém
origem simbidtica. Desta maneira, a maior complexidade das células
eucaridticas pode explicar os valores maiores de MIC obtidos para a C.
albicans e C. parapsilosis.

Foi observada também uma diferenca significativa nos valores de MIC
entre as AgNPS 0 1avadas € AZNPSpavadas para todos os micro-organismos. Isto
porque, a liberagio de fons Ag” a partir dos clusters de Ag sdo, aparentemente,
os responsdveis pela acdo antimicrobiana, embora as nanoparticulas de prata
também podem interagir com a superficie celular causando sua ruptura (Sondi
e Salopek-Sondi, 2004; Lok et al., 2007, Sharma et al., 2009).

Dubas et al. (2011) reportaram que a atividade antimicrobiana de
nanoparticulas de prata depende fortemente da capa de estabilizacdo ao redor
das particulas, sendo que, quanto menor a concentracio de agente
estabilizante, maior o efeito antimicrobiano, devido a degrada¢do mais ripida
das nanoparticulas de prata. Uma vez produzidas biossintéticamente, as
nanoparticulas de prata formadas ja sdo estabilizadas por proteinas do préprio
micro-organismo utilizado em sua sintese (Duran et al., 2007; Mohanpuria et
al., 2008). Submetidas a lavagem (ultracentrifugacdo a 50000 rpm durante 30
minutos por 3 vezes), as proteinas presentes em solucdo puderam ser
separadas daquelas ligadas a superficie das particulas. Estas, por sua vez,
foram quantificadas pelo método de Bradford (Bradford, 1976), sendo as
concentragdes iguais a 204,2 ug mL! e 75,58 ug mL"! para AgNPS, i 1avadas €

AgNPs),ya405, TESPECtivamente. Levando-se em consideragdo o estudo realizado
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por Dubas e colaboradores, era de se esperar que, por possuir uma menor
quantidade de agente estabilizante, as AgNPSs), 4.5 apresentassem um efeito
antimicrobiano mais pronunciado. Portanto, a diferenca na atividade
antimicrobiana considerando nanoparticulas com diferentes concentragoes de
agente estabilizante, é devida, provavelmente, a diferencas nas quantidades de
fons Ag" liberados (Kittler et al., 2010). No caso deste trabalho, acredita-se
que a liberacdo de fons prata seja intracelular, uma vez que estes, quando fora
da célula, foram quantificados por Potenciometria® e as quantidades
encontradas foram muito baixas, da ordem de 10~ pg mL™.

Simultaneamente ao estudo da atividade antimicrobiana, testes da
atividade fungicida e bactericida (determinacdo de valores de MBC/MFC)
foram realizados para observacdo da capacidade das AgNPs em matar ou
apenas inibir o crescimento dos micro-organismos.

Um agente fungistatico ou bacteriostitico tem como principio impedir a
proliferacio dos micro-orgnismos, ou seja, detém a multiplicacdo do
patégeno, seu aumento em numero, mas ndo tem a propriedade de matar,
permitindo assim, em um micro-organismo, ao sistema imunoldgico a tarefa
de eliminar aquela infec¢do. O crescimento € limitado pois, estes agentes
interferem na produc¢do de proteinas, na replicacdo do DNA ou outros aspectos
do metabolismo celular. J4 os bactericidas ou fungicidas, sdo agentes que
destroem o micro-organismo por meio de diversos mecanismos, seja através
da destruicdo da parede celular, da inibi¢do da sintese proteica, entre outros.
Apesar de matarem o patégeno, ndo possuem a capacidade de destruir as

células mortas, ou seja, ocorre a morte celular, mas ndo ha a lise da célula.

* Determinagio de fons Ag* através da técnica de Potenciomentria com potencial de circuito aberto com um
fio de prata como eletrodo referéncia e um fio de platina como eletrodo de trabalho. O equipamento utilizado
foi um potenciostato PGSTAT 302N, AUTOLAB.
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Os resultados deste estudo estao sumarizados na Tabela 9, onde o
simbolo (+) representa o crescimento do micro-organismo em determinada
concentragcdo, enquanto a sinalizacdo (-) se refere a auséncia do crescimento.

As células destacadas correspondem aos respectivos valores de MIC.

Tabela 9 - Resultados dos ensaios de atividade fungicida e bactericida das AgNPspzo 1avadas
e AgNPs},vad0s CONtra 0s micro-organismos testados

Concentracio AgNPs / ug mL"' C. albicans C. parapsilosis Xac
AgN Psnéo lavadas + - -
104,8
AgNPSIavadas - - -
AgNPSnﬁo lavadas + = -
52,4
AgNPSIavadas - = -
AgN Psnéo lavadas + + -
26,2
AgNPSIavadas - - -
AgNPSnﬁo lavadas + + -
13,1
AgNPSIavadas - = -
AgN Psnéo lavadas + + -
6,55
AgNPSlavadas + + -
AgNPSnﬁo lavadas + + +
3,27
AgNPSIavadas + + -
AgN Psnéo lavadas + + +
1,63
AgNPSlavadas + + -
AgNPSnﬁo lavadas + + +
0,81
AgNPSlavadas + ab -
AgNPSnﬁo lavadas + + +
0,40
AgNPS|avadas + + +
AgNPSnﬁo lavadas + + +
0,20
AgNPSlavadas + + +

Como apresentado na Tabela 9, a C. albicans cresceu na presenca de

todas as concentracoes de nanoparticulas ndo lavadas. Desta forma, estas
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apenas inibiram o crescimento deste fungo, sendo consideradas fungistaticas.
Ja as nanoparticulas lavadas podem ser consideradas fungicidas de 104,1 a
13,1 pg mL™" (concentracdes nas quais houve morte celular) e fungistdticas a
partir de 6,55 pg mL™', concentracio a partir da qual houve crescimento.

Para concentracdes menores a 26,2 ug mL" de AENPS o lavadas €
6,55 ug mL"' de AgNPs|,yada5, hOuve crescimento da C. parapsilosis, podendo-
se considerar entdo o cardter fungistitico das nanoparticulas nestas
concentracdes e fungicida para as concentracdes maiores a estas.

No caso da Xac, até concentracdes iguais a 6,55 pg mL’' e
0,81 pug mL ", respectivamente para AgNPS, .z, 1avadas € AZNPS|ayadas, N30 houve
crescimento do micro-organismo, sendo as nanoparticulas, portanto
bactericidas. Porém, a partir destes valores, as nanoparticulas inibiram o

crescimento, mas ndo foram capazes de matar a bactéria.

3.3.2 Caracterizagcdo microscopica dos micro-organismos

Como mencionado anteriormente, antes da caracteriza¢do microscopica
dos micro-organismos estudados, estes foram secos em equipamento Critical
Point Dreyer (CPD), o qual foi inicialmente introduzido por Anderson
(Anderson, 1951), em 1951, sendo considerado o método mais comumente
utilizado para o preparo de amostras bioldgicas (Pathan er al., 2008). Neste
sistema de secagem ocorre a substitui¢io do etanol por diéxido de carbono
liquido que se evapora a altas temperaturas. O CPD ¢ geralmente empregado
para:

(1) caracterizar a morfologia;
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(2) investigar a presenca de nanoparticulas de prata em micro-
organismos.

Além disso, a utilizacdo do CPD diminui as chances de ocorrer
distor¢ao na morfologia celular devido a minima tensdo superficial criada
durante a desidratacdo da amostra por etanol P.A.

Uma vez secos e metalizados com ouro, a C. parapsilosis, o
F. oxysporum e a Xac tiveram sua morfologia caracterizada por MEV.

Desta maneira, puderam-se observar alteracbes morfologicas causadas
pela presenca das nanoparticulas de prata nos micro-organismos estudados. As
imagens obtidas por microscopia para a C. parapsilosis estdo apresentadas na
Figura 39, onde (a) representa a C. parapsilosis na auséncia de AgNPSz, 1avadas
e (b) representa a C. parapsilosis na presenca de AgNPS 50 1avadas 13,1 Ug mL"!
(MIC). Da mesma maneira, a Figura 40a, mostra a imagem MEV da Xac na
auséncia de AgNPs 5, 1avadas € @ Figura 40b, mostra imagem MEV da Xac na
presenca de AgNPS, ;0 1avadas 0,95 Ug mL"'. No caso do F. oxysporum, a Figura
41 (a) e (b) referem-se a0 micro-organismo na presenca € na auséncia das

nanoparticulas de prata, respectivamente.

106



(b)

Figura 39. Imagens de Microscopia eletronica de varredura da C. parapsilosis (a) na auséncia
de AgNPspz0 1avadas, (b) na presenca de AgNPSpz0 1avadas 13,1 ug mL L.

Nas micrografias da C. parapsilosis (Figura 39), observa-se que na
presenca de AgNPS, 3, 1avadas €M concentracdo igual ao MIC (13,1 pg mL'l),
alteracOes na parede celular sdo observadas (Figura 39b), conferindo ao micro-
organismo aspecto murcho, bem diferente do micro-organismo controle (na

auséncia de AgNPs 0 1avadas, Figura 39a).
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(b)

1@ku

Figura 40. Imagens de Microscopia eletronica de varredura da Xac (a) na auséncia de
AgNPSspz0 1avadas, (b) na presenca de AgNPspz0 1avadas 6,95 1g mLL.

Da mesma maneira, as imagens de MEV da Xac (Figura 40) mostram
que na presenca AgNPSs ;o 1avadas €M concentragdo igual a 6,55 ug mL', a
bactéria murchou, como consequéncia da interagdo direta das nanoparticulas
com a parede celular. O aspecto da Xac na Figura 40b (na presenca de
AgNPS, 50 1avadas) S€ mostra bem diferente do aspecto observado na Figura 40a
(na auséncia de AgNPS, 50 1avadas)-

Como ja mencionado, apesar do mecanismo exato da acdo de
nanoparticulas de prata ainda estar sob investigacdo, alguns autores acreditam
que a prata, em sua forma nanoestruturada apresenta propriedades
antimicrobianas mais eficientes comparadas a outros sais devido a sua grande
area superficial, 0 que provoca um maior contato com o micro-organismo (Rai
et al., 2009; Feng et al., 2005, Sondi e Salopek-Sondi, 2007;
Song et al., 2006). Alguns estudos (Morones et al., 2005; Kvitek et al., 2010)
propdem que as nanoparticulas agem de trés maneiras: (1) se fixando a
superficie da membrana do micro-organismo, perturbando a permeabilidade e
causando distdrbios no sistema respiratorio da célula; (2) penetrando no
interior do micro-organismo causando danos por interagirem com compostos
contendo enxofre (proteinas) e fosforo como o DNA; (3) liberando fons Ag”
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como um contribuinte adicional ao efeito antimicrobiano e ainda, que AgNPs
com maior area superficial disponivel para interacdo possivelmente apresenta
um efeito microbiano mais forte. Tais mecanismos podem ser utilizados para
comprovar as mudangas morfoldgicas observadas quando a C. parapsilosis € a
Xac encontram-se na presenca das AgNPs.

Na Figura 41 s3o apresentadas as imagens da microscopia do
F. oxysporum. A Figura 41a mostra um conjunto de hifas, o micélio, o qual
funciona como elemento de sustentagdo e de absorcdo de nutrientes. Além
disso, em maiores ampliacdes, sdo mostradas algumas hifas (filamentos
microscépicos e ramificados que constituem os fungos) contendo esporos e

esporangios.

Figura 41. Imagens da Microscopia eletronica de varredura do F. oxysporum
(a) na auséncia de AgNPSs,z0 1avadas € (b) na presenca de AgNPSz0 1avadas-
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Como visto na Figura 41, aparentemente nao sdo observadas mudancas
morfoldgicas, tais como as encontradas para a C. parapsilosis e Xac. Isto
porque, a parece celular dos fungos € formada por uma estrutura rigida, feita
de um material fibroso e depositada em camadas concéntricas, com a funcdo
de protecdo contra pressdao osmoética. A sua constituicdo depende do fungo,
podendo ser basicamente de quitina ou de mistura de duas substancias
(glucanas e mananas). A quitina € um polimero de glicose imerso em uma
matriz proteica que estd restrita a uma area especifica na parede, sendo
encontrada em maior proporcdo em fungos filamentosos, como € o caso do F.
oxysporum, do que em leveduras (C. parapsilosis). As glucanas e mananas
formam manoproteinas e glicoproteinas, estando associadas a proteinas. As
glucanas sdo polimeros de glicose ligados por pontes B-glicosidicas, enquanto
as mananas sao polimeros de manose e € o material amorfo da parede.

Desta forma, as AgNPS.z 1avadass Me€SMoO em contato direto com o F.
oxysporum, nao foram capazes de causar alteracdes, a0 menos que visiveis,

em sua estrutura.

3.3.3 Testes de citotoxicidade e genotoxicidade

Da mesma maneira que para os ensaios de atividade antimicrobiana
(MIC), amostras de AgNPs pré tratadas foram empregadas nos testes de
toxicidade. As amostras de AgNPS.z, 1avadas apresentaram citotoxicidade em
células de fibroblastos da linhagem 3T3 (ensaio MTT) e linfécitos (ensaio
Tali) para concentracdes superiores a 39,51 ug mL™, valor de ICsy, o qual
representa a concentracao de AgNPs que levou a 50% de morte celular. J4 as

AgNPs),ya00s N30 apresentaram efeito citotdxico para essas linhagens celulares
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(viabilidade celular ao redor de 90%). Desta maneira, trabalhar com
concentragdes de AgNPs inferiores ao valor do ICs, torna-se seguro em termos
de citotoxicidade para as linhagens celulares estudadas.

A genotoxicidade, estudada pelo ensaio COMET em células de
fibroblastos da linhagem 3T3 e linfécitos, mostrou que para todas as
concentragoes testadas (1,5; 3,0; 15 e 30 ug mL'l) as AgNPS, x50 1avadas CAUSaram
danos ao DNA, enquanto que as AgNPsy.4s apenas causaram danos em
concentracdo igual a 30 pg mL™". Nas andlises in situ com células vegetais
(Allium cepa) também foi observado um aumento nos danos ao DNA
conforme exposi¢do a maiores concentracdes de AgNPS z 1avadas (3,05 10 e 50
ug mL™"), enquanto as AgNPS .40 SOmente apresentaram danos significativos
em concentracdes iguais a 50 pg mL’'. Ainda, foi possivel estudar a
citotoxicidade das nanoparticulas neste tipo de célula vegetal, sendo que
ambas, AgNPS,z0 1avadas € AZNPSpavadas, N0 foram citotoxicas pois causaram
alteracoes insignificantes nos indices mitoticos.

Em 2012, Lima et al. (Lima et al., 2012) apresentaram e discutiram
algumas publicacdes (Kim et al., 2012; Ordzhonikidze er al., 2009;
Panda et al., 2011) relacionadas a genotoxicidade e a citotoxicidade de
nanoparticulas de prata com objetivo de um melhor entendimento das
possiveis aplicagdes destes nanomateriais de uma maneira segura. O trabalho
concluiu que, considerando os estudos reportados na literatura, torna-se
complexo estabelecer uma tendéncia para a toxicidade (citotoxicidade e
genotoxicidade) das nanoparticulas de prata, uma vez que sintetizadas de
maneiras diferentes, possuem variados tamanhos, podendo ou ndo possuir
agentes de estabilizacdo e, finalmente, sdo testadas em diversos tipos de testes

de toxicidade. De fato, utilizando-se diferentes organismos e/ou culturas de
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células, ndo é possivel chegar a uma conclusdo frente a toxicidade de
nanoparticulas de prata.

Os resultados e discussoes da cito- e genotoxicidade das AgNPs estio
apresentados e discutidos mais detalhadamente no artigo publicado no Journal

of Physics: Conference Series (Lima et al., 2013).

3.4 Conclusoes

As nanoparticulas de prata biossintéticamente produzidas, de tamanho
igual a 28,0 e 34,6 nm, para AgZNPS,z0 1avadas € AZNPSjayvadas, r€spectivamente,
apresentaram efeito antimicrobiano frente a diferentes micro-organismos de
maneira eficiente, com valores de MIC baixos, da ordem de ug mL™". Quando
pré-tratadas, estas apresentaram efeito toxico mais pronunciado, devido a
menor concentracdo de agente estabilizante ao redor da particula e
consequente libera¢do de maior quantidade de fons Ag”. Os testes de atividade
fungicida e bactericida mostraram que em determinadas concentracdes as
AgNPs possuiram a capacidade de inibir o crescimento dos patdégenos
estudados, atuando como agentes bacteriostatico e fungistatico. Por outro lado,
em maiores concentracdes, as nanoparticulas foram capazes de matar os
micro-organismos (atuando como agentes bactericida e fungicida), mostrando
o caminho promissor no emprego deste nanomaterial no combate microbiano.
Ainda, com o pré-tratamento das amostras, as AgNPS,ya4as apresentaram um
cardter mais bactericida/bacteriostatico e fungicida/fungistatico que as
AENPS 50 1avadas, €M concordancia com os resultados obtidos de MIC. A
Candida parapsilosis, o Fusarium oxysporum e a Xanthomonas axonopodis

pv. citri foram caracterizadas morfologicamente por microscopia eletronica de
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varredura na presenca € na auséncia de nanoparticulas de prata, as quais
apresentaram efeito sob a membrana da C. parapsilosis e da Xac, mas nao
sobre o F. oxysporum, devido a existéncia de diferengas estruturais nos
micro-organismos estudados. A partir dos estudos de toxicidade, pode-se
concluir que as AENPS.zo 1avadas POSSUem um maior efeito citotéxico para
fibroblastos da linhagem 3T3 e linfocitos quando comparadas com
AgNPSs}va025, provavelmente devido a diferencas na capa envoltdria. O valor
de ICs, ao redor de 40 pg mL™ indica que estudos envolvendo concentragdes
de AgNPS, s 1avadas 1nferiores a este valor podem ser considerados seguros em
termos de citotoxicidade para as linhagens celulares estudadas. Também para
estes tipos celulares, as AgNPS, 5, 1avadas CaUsaram mais danos ao DNA quando
comparadas com as AgNPs,,.q4.5 sendo, portanto, consideradas genotdxicas. O
mesmo comportamento foi observado para os estudos de genotoxicidade em
células vegetais (Allium cepa). Porém, para esta mesma linhagem celular,
ambas as amostras de nanoparticula ndo apresentaram efeito citotdéxico, uma

vez que ndo alteraram significativamente os indices mitoticos.
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Capitulo 4. Impregnagdo das Nanoparticulas de Prata em

Tecido de Algodao
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4.1 Introducao

Uma das dreas mais carentes em produtos antimicrobianos € a drea da
saude, devido ao alto indice de infec¢Oes hospitalares provenientes de micro-
organismos, que em muitos casos, sao resistentes aos antibioticos tradicionais.
Uma unica infec¢do hospitalar pode gerar um gasto de aproximadamente
40.000 ddlares em custos de cuidados médicos chegando a aproximadamente
60.000 dolares em cuidados de sepsia de pds-operatorio, na ocorréncia de um
grave surto (Gibbins e Warner, 2005).

Nesta linha, e com a preocupagcdo em melhorar a qualidade de vida dos
seres humanos, uma nova area tem se desenvolvido no dominio dos
acabamentos téxteis, principalmente no que se refere ao crescimento de micro-
organismos. Tanto os tecidos téxteis produzidos com fibras naturais, como os
que s3ao manufaturados com fibras sintéticas ndo sdo resistentes ao
crescimento de bactérias ou fungos patogénicos (Lee et al., 2003).

O controle de micro-organismos nestes materiais € essencial, uma vez
que estes podem ser os causadores do aumento de contaminagdo por micro-
organismos patogénicos em ambientes como casas, hospitais ou industrias
alimenticias. Com a alta incidéncia de infec¢des nosocomiais (qualquer
infeccdo adquirida pelo paciente apds a sua entrada no hospital ou apds a sua
alta quando a infeccdo estiver diretamente relacionada com a internacao
hospitalar) e o constante fluxo de pessoas com doencas infecciosas, muitos
pesquisadores tém focado os estudos no desenvolvimento de materiais téxteis
antimicrobianos para serem usados em ambientes hospitalares
(Chadeau, et al., 2010; Gao e Cranston, 2008).

Nos hospitais, os materiais téxteis sao encontrados na forma de lengdis,

fronhas, batas dos profissionais da saude, cortinas, miscaras, batas cirurgicas e
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cobertores, todos proliferadores de bactérias (Borkow e Gabbay, 2007). Uma
maneira de evitar a incidéncia de bactérias e proteger usudrios € o tratamento
de materiais téxteis com agentes antimicrobianos. Portanto, estruturas
metdlicas nanométricas depositadas na superficie de materiais tem recebido
uma consideravel atencdo nesses ultimos anos e um dos metais mais utilizados
pela industria téxtil € a prata, a qual € conhecida dentro da comunidade médica
pelo largo espectro de atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, fungos, protozodrios e certas viroses, incluindo
cepas resistentes a antibidticos. A prata também pode ser usada para reduzir
infeccoes em tratamento de queimaduras, prevenir a colonizacdo bacteriana
em equipamentos médicos, bem como tecidos téxteis, € em tratamentos de
agua (Monteiro et al., 2009). Esse agente antimicrobiano age efetivamente
afetando o metabolismo celular e inibindo o crescimento celular das bactérias.
Nesta linha, as nanoparticulas de prata t€ém sido impregnadas em tecidos como
algodao, ndilon, poliéster entre outros para a obtencdo de materiais estéreis
(Durén et al., 2005; Vigneshwaran et al., 2007c; Rai et al., 2009; Ravindra et
al., 2010; Durén et al., 2007; Perelshtein et al., 2008). Em 2009, Ilic” et al.
(2009) verificaram que tecidos de algodao impregnados com 10 e 50 ppm de
nanoparticulas de prata apresentaram atividade antimicrobiana frente a micro-
organismos como Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida
albicans. Entretanto, apds alguns ciclos de lavagem, os tecidos com 10 ppm
liberaram todo o contetdo de nanoparticulas enquanto os tecidos com 50 ppm
liberaram 98,4%. Dessa maneira, diferentes estratégias tém sido estudadas
para aumentar a adesdo das particulas as fibras do tecido, sendo uma das
possibilidades a modificacdo da superficie dos tecidos com, por exemplo,
grupos cationicos (Khali-Abad et al., 2009). No entanto, estas modificagdes

envolvem mais etapas no processo, gerando um alto custo de producao. Uma
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alternativa que tem se mostrado eficiente € a impregnag¢ao de nanoparticulas
de prata produzidas biossintéticamente, por exemplo, por fungos, em tecidos
de algodao. A adesdo destas as fibras dos tecidos € eficiente devido a presenca
de proteinas ao redor das particulas, permitindo uma maior adesiao as fibras
dos tecidos.

Durén et al. (2007) estudaram a impregnagao de nanoparticulas de prata
produzidas pelo fungo F. oxysporum em tecidos de algoddao. Os autores
observaram que os tecidos impregnados com as nanoparticulas apresentaram
atividade antibacteriana frente a bactéria S. aureus, reduzindo o ndmero de
Unidades Formadores de Coldnias (UFC) em 99,9%. Marcato et al. (2012),
impregnaram tecidos de algoddo e poliéster com nanoparticulas de prata
produzidas também pelo fungo F. oxysporum, e verificaram alta atividade
antimicrobiana mesmo apds 20 ciclos de lavagens. Este estudo demonstrou
pequena perda das nanoparticulas de prata durante os processos de lavagens
em decorréncia da alta adesdo das particulas as fibras de algoddo. Estes
resultados indicam a grande funcionalidade e relevancia da capa proteica,
proveniente do fungo, e localizada ao redor das particulas. Como ja relatado,
esta capa proteica também € responsavel pela alta estabilidade das particulas
em suspensoes aquosas (Duran et al., 2005; Gade et al., 2008).

Assim sendo, vdrias sdo as maneiras pelas quais as propriedades
antimicrobianas podem ser conseguidas em materiais téxteis, tais como: a
incorporagdo de agentes antimicrobianos diretamente na producdo das fibras,
revestimento ou adsorcdo de antimicrobianos sobre as fibras téxteis, como no
caso deste trabalho, e imobilizacdo de antimicrobianos em fibras através de

ligacdes i0nicas ou covalentes (Kostic et al., 2008; Hegemann et al., 2007).
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4.2 Procedimento Experimental

A parte experimental deste capitulo estd dividida em:
(4.2.1) Impregnacao das AgNPs em tecido de algoddo e (4.2.2) Atividade

antimicrobiana dos tecidos impregnados.

4.2.1 Impregnagao das AgNPs em tecido de algoddo

Os tecidos de algodio com dimensdes de 10 x 10 cm foram
impregnados com a dispersdo de nanoparticulas de prata pelo método padding
como representado na Figura 42, com o objetivo de retirar o excesso de

AgNPs.

TECIDO DE
ALGODAD
IMPREGNADO

TECIDO DE
ALGODAO

l " l

T

—— - COMPRESSOR
SUSPENSAOQ DE AgNP

!

Figura 42. Representacdo esquemadtica da impregnacdo de AgNPs em tecido de
algodao pelo método padding.
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Em seguida, cada tecido, impregnado 1 ou 2x com AgNPs, foi seco a
temperatura ambiente por 24 h (Durén et al., 2007). Apds a impregnagao, os
tecidos foram lavados com 400 mg de sabao em p6 (Surfe toque de fofo) sob
agitacdo de aproximadamente 300 rpm por 15 minutos. Logo depois, foram
enxaguados com 400 mL de dgua destilada, nas mesmas condicdes de agitacdao
e tempo de lavagem. A cada novo processo, foram retiradas e armazenadas em
tubo tipo falcon aliquotas de cada lavagem e de cada enxdgue para posterior
analise por Espectrometria de Emissdao Atomica por Plasma Indutivamente
Acoplado (ICP-OES), Perkin Elmer, modelo Optima 3000DV, para
quantificacdo de prata lixiviada. Além disso, pedagcos de 1,0 x 1,0 cm do
tecido, apds cada ciclo de lavagem ou de enxdgue, foram retirados e secos a
temperatura ambiente, e foram realizadas andlises por MEV, Fluorescéncia de
Raio-X e atividade antimicrobiana destes tecidos.

Os experimentos de microscopia eletronica de varredura (MEV) foram
realizados em microscépio JEOL (JSM-T300) com 20 keV de aceleracdo e
detectores de elétrons secundarios e retroespalhados, sendo as amostras
depositadas em um porta-amostra e recobertas com ouro pelo processo de
sputtering utilizando um metalizador BAL-TEC). A Fluorescéncia de Raio-X

(XRF) foi conduzida em Espectrometro EDX-700 da Shimadzu.

4.2.2 Atividade antimicrobiana dos tecidos impregnados

A atividade antimicrobiana dos tecidos impregnados foi estudada contra
espécies de Cdndida (albicans e parapsilosis) e Xac, através do método da
difusao em agar, como descrito por varios autores

(El-Rafie et al., 2010; Sadhasivam et al., 2010; Gopinath et al., 2012). Cada
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pedaco de 1,0 x 1,0 cm dos tecidos impregnados ou ndo, preparados de
maneira asséptica (mantidos no fluxo e sob lampada UV por 1 h de cada lado),
foi colocado em placa de petri contendo meio Mueller-Hinton dgar e LB agar
(no caso da Xac) a temperatura adequada (T¢. apicans, €. parapisitosis e xae = 35°C), na
presenca de cada micro-organismo (previamente inoculado na placa). Apds o
periodo de incubagdo (C. albicans e C. parapisilosis = 24 h; Xac = 48 h) o

halo de inibi¢do foi medido em milimetros e os resultados foram graficados.

4.3 Resultados e Discussao

Os resultados obtidos neste capitulo estdo divididos nos seguintes itens:
(4.3.1) Impregnacao das AgNPs em tecido de algoddao e (4.3.2) Atividade

antimicrobiana dos tecidos impregnados.

4.3.1 Impregnagao das AgNPs em tecido de algoddo

Quando foram impregnados com AgNPs, a primeira observacao que se
faz € a alteracdo na coloracdo dos tecidos, uma vez que a suspensiao de
nanoparticulas apresenta coloragdo marrom escura. Apds a impregnagao, 0s
tecidos foram submetidos a lavagens com sabdo em pd e enxdgues com agua,
o que explica a diminuicdo na intensidade da cor (Figura 43) como

consequéncia da lixivia¢ao de prata a cada novo ciclo de lavagem e enxague.
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Figura 43. Fotografia dos tecidos de algoddao impregnados uma vez com AgNPs e
submetidos a 10 lavagens.

Como citado na parte experimental (secdo 4.2.1), a cada processo de
lavagem, aliquotas da 4gua de lavagem e da dgua de enxague foram retiradas e
analisadas por ICP, com o objetivo de verificar a lixiviagdo das AgNPs dos
tecidos. Este estudo foi realizado com tecidos de algoddao impregnados uma ou
duas vezes com AgNPs. Os resultados obtidos foram graficados e sdo

mostrados na Figura 44.
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Figura 44. Comparagao das porcentagens de prata lixiviada apds cada ciclo de
lavagem. (1 ou 2 vezes de impregnacdo de AgNPs nos tecidos de algodao)

Na Figura 44, observa-se que a quantidade de prata lixiviada ao final da
impregnacdo (tanto 1x como 2x) foi aproximadamente igual a 60%. Sendo
assim, a porcentagem de impregnacgdo no tecido de algodao pode ser calculada
como a diferenca entre o total (100%) e a quantidade de prata lixiviada,
resultando entdo em aproximadamente 40% (38,59 pg mL™") de impregnacio.
Além disso, as quantidades de prata lixiviada a cada novo ciclo de lavagem
foram praticamente as mesmas para os tecidos impregnados uma ou duas
vezes com AgNPs, ou seja, o limite de impregnacdo do tecido de algodao
utilizado foi atingido com apenas 1 impregnacdo. Desta maneira, o0s
experimentos seguintes foram realizados com os tecidos impregnados uma vez
com AgNPs.

Em seguida, as amostras foram submetidas a andlises por XRF e as

porcentagens de prata impregnada nos tecidos a cada novo ciclo de lavagem e
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enxdgue foram determinadas e graficadas, como mostra a Figura 45. Da
mesma maneira que observado por ICP-OES, conforme os tecidos
impregnados com AgNPs foram submetidos aos ciclos de lavagem e enxéague,
a quantidade de prata impregnada diminuiu, mais intensamente na primeira
lavagem e depois se manteve praticamente constante, como mostra a Figura

45.

® sem lavagem
25

20

B [ — 10" lavagem

% Agimpregnada
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Figura 45. Determinacdo por XRF da porcentagem de prata impregnada nos tecidos de
algodao em funcao dos ciclos de lavagem.

O espectro de XRF do tecido de algoddao impregnado e sem lavagem
estd mostrado na Figura 46. Através da quantificacdo elementar realizada pelo
equipamento, foi obtida uma concentragdo de prata impregnada igual a
27,9 ug mL”, o que equivale a aproximadamente 30% de impregnacio.
Levando-se em conta o erro das técnicas de quantificacdo utilizadas (ICP e
XRF), as quantidades de prata impregnadas podem ser consideradas

comparaveis.
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A Tabela 10 em destaque na Figura 46 mostra também a presenca de
elementos importantes, como S e P, por exemplo, os quais estdo relacionados

com a capa proteica estabilizante ao redor das nanoparticulas.

Tabela 10 - Elementos

quantificados na
amostra de tecido de
0.10 - algoddo impregnado e
sem lavagem
0.08 5
Elemento Concentracao
(Y / ppm
-;,‘; 0.06 o S 467
=
g 3 K 387
f‘é 0.04 4 )
— < Ca 378
002 ] Si 285
| J P 268
0.00 - Ag 27,9
o s 10 15 2 25 30 35 40 Fe 13.8
Energia / keV Cu 1,42
Zn 2,53

Figura 46. Espectro de Fluorescéncia de Raio-X da amostra de tecido impregnado com AgNPs e sem
lavagem.

Ap6s a quantificacdo de prata impregnada, os tecidos controle (tecido
de algodao sem impregnacdo e sem lavagem) e os tecidos impregnados e
submetidos a ciclos de lavagem foram caracterizados por microscopia
eletronica de varredura (MEV), sendo que as micrografias estio ilustradas nas
Figuras 47 a 49a. As fibras na amostra controle exibem estruturas uniformes
com superficies lisas (imagens em maior ampliagdo) conforme se observa na

Figura 47.

126



L 180m

Figura 47. Micrografias das fibras de algodao (amostra controle).

As amostras controle também foram submetidas ao mesmo ciclo de 10
lavagens, com o objetivo de se observar a mudanga estrutural nas fibras de
algodao. O resultado encontra-se na Figura 48 e a destruic@o das fibras apos as
lavagens € evidente, uma vez que todo o processo se deu de maneira

mecanica.

Figura 48. Micrografias das fibras de algodao sem impregnacdo ap6s 10 ciclos de
lavagem.

Nas imagens obtidas para os tecidos de algoddao impregnados sem
lavagem (Figura 49a), claramente observa-se a presenca das AgNPs por toda a

fibra. Tal afirmagdo pode ser feita, pois, juntamente com as imagens MEV,
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foram realizadas andlises por EDS, objetivando-se o monitoramento do pico
de prata. O resultado encontra-se na Figura 49b. Na tabela inserida estdo os
dados obtidos, sendo a porcentagem de prata encontrada em torno de 0,2%.
H4 também a presenca de outros elementos, sendo o carbono o maior
contribuinte, cerca de 64%, o que era esperado, tendo em vista que o algodao é
composto por celulose. Além disso, essa quantidade de carbono também pode
ser proveniente das proteinas ao redor das nanoparticulas, como ja discutido.
Para uma melhor visualizagdo, imagens ampliadas sdo apresentadas, as quais
demonstraram que as nanoparticulas impregnadas sdo pequenas € ndo
apresentam agregacdo considerdvel nas fibras do tecido (destacadas com seta

branca).

(a)
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Figura 49. (a) Micrografias das fibras de algodao impregnadas com AgNPs sem lavagem.
(b) Espectro EDS do tecido de algoddo impregnado.

Sendo assim, o método padding se mostrou satisfatério, uma vez que a
impregnacdo se deu de maneira homogénea, além da eficiente adsor¢ao das

nanoparticulas de prata nas fibras do tecido.

4.3.2 Atividade antimicrobiana dos tecidos impregnados

Como mencionado no procedimento experimental, apos cada ciclo de
lavagem e secagem a temperatura ambiente, amostras de 1,0 x 1,0 cm de
tecido foram coletadas para a realizacdio dos ensaios de atividade
antimicrobiana (em duplicata sem erro nas medidas do halo). Como mostrado
nas andlises por ICP e XRF, conforme os tecidos foram submetidos a
lavagens, a quantidade de prata impregnada diminuiu (Figuras 44 e 45).
Porém, apesar deste comportamento, mesmo os tecidos com baixas
quantidades de AgNPs (em torno de 2,0%) apresentaram atividade
antimicrobiana contra os fungos C. albicans e C. parapsilosis, e contra a

bactéria Xac, como mostrado a seguir.
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Todos os tecidos impregnados apresentaram halo de inibicdo contra

todos os micro-organismos testados, como mostrado na Figura 50 e Tabela 11.

Tabela 11 - Atividade antimicrobiana dos tecidos impregnados com AgNPs para cada ciclo de lavagem

Halo de inibicao / mm

Ciclo de lavagem  *Cygnps / ng mL™" C. albicans C. parapsilosis Xac
Sem lavagem 27,9 11,0 16,0 11,0
1 12,8 11,0 16,0 12,0

2 5,7 11,0 13,0 11,0

3 3.5 11,0 11,0 11,0

4 4,6 10,0 10,0 11,0

5 2,3 10,0 10,0 11,0

6 2,7 10,0 10,0 11,0

7 2,6 10,0 10,0 12,0

8 2,1 10,0 10,0 12,0

9 2,5 10,0 10,0 12,0

10 1,9 10,0 10,0 12,0

* Concentragdo determinada por XRF.
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Figura 50. Atividade antimicrobiana dos tecidos de algodao impregnados e submetidos
a ciclos de lavagem contra C. albicans, C. parapsilosis e Xac.

A atividade antimicrobiana foi observada apds todos os ciclos de
lavagem, porém o halo foi mais pronunciado até o 4° ciclo de lavagem,
demonstrando que, mesmo apds o tecido ser submetido a uma lavagem
mecanica, as nanoparticulas permaneceram aderidas as fibras do tecido.
Torna-se necessdrio mencionar que o tecido de algodao sem impregnacgdao
(amostra controle) também foi testado contra os trés micro-organismos, nao
apresentando halo de inibi¢do (halo = 0,0 mm). Como ja mencionado, esta
eficiente adesdo se deve, possivelmente, as proteinas existentes ao redor das
nanoparticulas de prata. A Figura 50 mostra que, dos micro-organismos
testados, a C. parapsilosis se mostrou mais sensivel as AgNPs, apresentando
um maximo de halo de inibicdo (16 mm). A C. albicans e a Xac apresentaram

halo de inibi¢do em torno de 11 mm independente dos ciclos de lavagem.
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4.4 Conclusoes

Neste capitulo, a atividade antimicrobiana de tecidos de algodao
impregnados com AgNPs biossintéticamente produzidas foi comprovada. Os
tecidos impregnados apresentaram atividade pronunciada contra uma espécie
de bactéria, a Xac. e duas espécies de leveduras, a C. albicans e a C.
parapsilosis.

Os resultados obtidos sdo de extrema importancia, uma vez que a Xac €
a causadora do cancro citrico, doenca grave que acomete fortemente a
citricultura brasileira, provocando lesdes nas folhas, frutos e ramos, levando,
consequentemente, a queda das folhas, frutos e producio.e as Candidas sdo as
grandes responsaveis por infec¢Oes hospitalares generalizadas, especialmente
em pacientes com a saude debilitada e

O método padding mostrou-se eficiente na impregnacdo das
nanoparticulas, com cerca de 40% de prata impregnada. Mesmo apds serem
submetidos a lavagem e a varios ciclos de lavagem (10), as AgNPs
permaneceram aderidas as fibras do tecido e, apesar da concentracdo de
AgNPs ter diminuido aproximadamente 15 vezes, a atividade antimicrobiana
foi mantida, demostrando a alta efici€éncia das AgNPs e o caminho promissor

deste nanomaterial no combate antimicrobiano.
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Capitulo 5. Conclusdes Gerais e Propostas Futuras
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5.1 Conclusoes gerais

A presente tese envolveu a producdo de nanoparticulas de prata
utilizando micro-organismos adequados para um processo
biotecnologicamente vidvel (fungo Fusarium oxysporum). Neste trabalho foi
realizada a caracteriza¢do das nanoparticulas de prata quanto ao diametro e a
morfologia por técnicas microscopicas; potencial zeta por espalhamento de luz
dinamica; o estudo das proteinas e dos peptideos envolvidos na sintese € na
estabilizacdo das nanoparticulas de prata por técnicas de dicroismo circular,
fluorescéncia, espectrometria de massas e eletroforese em gel; o estudo e a
caracterizacao da adesdo/incorporagdo das nanoparticulas de prata em tecidos
de algodao; além do estudo da atividade antimicrobiana das nanoparticulas de
prata e dos tecidos impregnados frente a diferentes espécies de bactérias e de
fungos (leveduras) patogénicos.

Nanoparticulas de prata biogénicas, esféricas e relativamente
homogéneas, com didmetro médio de aproximadamente 28 nm (medidos por
TEM), foram produzidas em 168 h de reacdo, sendo estdveis por 4 meses
(periodo em que foram acompanhadas) devido a capa proteica circundante,
como confirmado por UV-Vis e TEM, por exemplo.

Por XPS foi possivel entender a composicao superficial das AgNPs.
Com deconvolugdes apropriadas, os espectros revelaram componentes
referentes a presenga de proteinas (no caso de C, O, N e S) e componentes
relacionadas a prata (espectro Ag 3d) em seu estado de oxidag¢do zero (prata
metélica), comprovando a formacdo das AgNPs. Além disso, uma pequena
quantidade de 6xido de prata também foi observada, o que era esperado, uma

vez que as nanoparticulas ndo foram sintetizadas sob atmosfera inerte. Apesar
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dos resultados obtidos por XPS, ndao foi possivel determinar os grupos
funcionais proteicos envolvidas na estabilizagdo nas AgNPs.

Anélises por XRD permitiram a determinacdo da cristalinidade das
AgNPs sintetizadas. O padrdo de difracdo obtido pdde inferir a exist€ncia de
nanoparticulas cubicas de face centrada, em concordancia com trabalhos
encontrados na literatura. Além disso, como nas andlises por XPS, a presenca
de 6xido de prata também foi evidenciada por esta técnica.

A presenca de proteinas e peptideos que envolvem as nanoparticulas e
proporcionam sua alta estabilidade € descrita na literatura, porém, a
caracterizacdo destas biomoléculas ndo ¢ comumente realizada. Deste modo,
as proteinas secretadas pelo F. oxysporum foram estudadas e caracterizadas
por variadas técnicas.

Por FTIR e Raman, ficou evidenciada a presenca destas
macromoléculas nas amostras de Filtrado Fungico (FF) e nas AgNPs. Ainda
por espectroscopia Raman, espectros SERS obtidos no acompanhamento da
formacdo das nanoparticulas mostraram mudangas na intensidade das bandas
Ag-N (240 cm) e Ag-S (233 cm’), sugerindo o envolvimento de residuos de
cisteina, aminas livres e amidas na formacdo das AgNPs. Além disso, os
espectros obtidos por fluorescéncia de emissdo, com excitacdo em 280 nm,
forneceram maximos de emissdo em 370 nm (para FF), mostrando a existéncia
de residuos de aminoacidos arométicos nas proteinas e, no caso das amostras
de AgNPs, maximos de emissdao em 361 nm e picos adicionais em 422 e 489
nm (presencga de pequenos clusters envolvendo alguns dtomos de prata, que se
adsorvem na superficie das nanoparticulas). Um deslocamento no maximo de
emissdo e uma diminuicdo na intensidade da fluorescéncia, fendmeno
denominado guenching, indicaram a interacdo das proteinas com a superficie

das nanoparticulas.
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Outra técnica utilizada na caracterizacao das proteinas foi o dicroismo
circular. As andlises por esta técnica permitiram avaliar ndo somente a
composi¢ao estrutural das proteinas presentes no FF, como também alteracdes
conformacionais quando estas proteinas interagem com as AgNPs. Observou-
se uma leve perda de estrutura secundaria, uma vez que houveram mudancas
nos conteudos de estruturas em hélice a ¢ randdmica (random coil). Além
disso, as proteinas (de peso entre 14,8 e 85,9 kDa, em concordancia com a
eletroforese em gel) também foram identificadas por espectrometria de
massas, onde, dentre as varias proteinas, uma desidrogenase (desidrogenase
quinona NADP(H) dependente) foi identificada e se destacou por participar
como catalisador em rea¢oes de reducao de quinonas, podendo estar envolvida
na sintese das nanoparticulas, em concordancia com mecanismos propostos
por alguns grupos de pesquisa.

As nanoparticulas de prata biossintéticamente produzidas apresentaram
efeito antimicrobiano frente a diferentes micro-organismos de maneira
eficiente, com valores de MIC baixos, da ordem de ug mL". Quando pré-
tratadas (AgNPs,.40), €Stas apresentaram efeito toxico mais pronunciado,
devido a menor concentracdo de agente estabilizante ao redor da particula e
consequente libera¢do de maior quantidade de fons Ag”. Os testes de atividade
fungicida e bactericida mostraram que em determinadas concentragdes as
AgNPs possuem a capacidade de inibir o crescimento dos patogenos
estudados. Por outro lado, em concentragdes mais altas, as nanoparticulas de
prata foram capazes de provocar a morte os micro-organismos, mostrando o
caminho promissor no emprego deste nanomaterial no combate
antimicrobiano. A Candida parapsilosis, o Fusarium oxysporum € a
Xanthomonas axonopodis pv. citri foram caracterizadas morfologicamente por

microscopia eletrbnica de varredura na presengca € na auséncia de
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nanoparticulas de prata, as quais apresentaram efeito sob a membrana da C.
parapsilosis e da Xac.

A partir dos estudos de toxicidade, pode-se concluir que as
AgNPS 50 1avada POSSuem um maior efeito citotoxico para fibroblastos da
linhagem 3T3 e linfécitos quando comparadas com  AgNPSvaqas
provavelmente devido a diferengas na capa envoltéria. O valor de ICs, ao
redor de 40 ug mL™" indica que estudos envolvendo concentragdes de AgNPs
inferiores a este valor podem ser considerados seguros em termos de
citotoxicidade para as linhagens celulares estudadas. Também para estes tipos
celulares, as AgNPSs, 5 1avada Causaram mais danos ao DNA quando comparadas
com as AgNPsjy.4. sendo, consideradas, portanto, genotéxicas. O mesmo
comportamento foi observado para os estudos de genotoxicidade em células
vegetais (Allium cepa), porém, para esta mesma linhagem celular, ambas as
amostras de nanoparticula ndo apresentaram efeito citotoxico, uma vez que
ndo alteraram significativamente os indices mitoticos.

A atividade antimicrobiana de tecidos de algoddao impregnados com
AgNPs biossintéticamente produzidas foi comprovada. O método padding
mostrou-se eficiente na impregnacao das nanoparticulas, com cerca de 40% de
prata impregnada e demonstrando que, mesmo apds serem submetidos a
lavagem enérgica e a vdrios ciclos de lavagem (10), as AgNPs permaneceram
aderidas as fibras do tecido e apresentaram atividade antimicrobiana
pronunciada contra uma espécie de bactéria, a Xac e duas espécies de
leveduras, a C. albicans e a C. parapsilosis.

Os resultados obtidos neste trabalho foram muito relevantes, uma vez
que a Xac é a causadora do cancro citrico, doenca grave que acomete

fortemente a citricultura brasileira e as espécies de Cdndida sdo as grandes
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responsaveis por infecgOes hospitalares generalizadas, especialmente em

pacientes com a satude debilitada.

5.2 Propostas futuras

v" Estudo da toxicidade das AgNPs em células epiteliais, uma vez
que estas nanoparticulas foram impregnadas com sucesso em
tecidos de algodao, os quais ficardo em contato direto com a pele

humana, por exemplo.

v' Separagio das proteinas presentes no Filtrado Fingico por FPLC
pela filtracdo em gel e, em seguida, produzir AgNPs utilizando
proteinas de diferentes faixas de tamanho, para um melhor
entendimento de quais proteinas estdo efetivamente envolvidas na

sintese destas particulas.
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Apéndice I - Quantificacdo de proteinas pelo método de

Bradford

O método cléssico de Bradford se baseia nas propriedades de absor¢ao
do corante Coomassie Blue G-250 na regido do UV-Visivel para estimar a
quantidade de proteinas em soluc¢do. Este corante, de formula molecular
C47H4gN3NaO5S,, € um trifenilmetano dissulfonato de sédio que, em solucao
acida apresenta coloragdo marrom, mas quando se liga a proteinas tem sua
absorbancia alterada de 465 para 595 nm, sendo que a solucdo muda para a
coloracdo azul. A coloragdo marrom em meio &acido refere-se a forma
catidnica da molécula (nitrogénios carregados positivamente; Figura 51c) e
grupos sulfénicos carregados negativamente. A ligacdo da proteina estabiliza a
forma anidnica do corante (Figura 51b), negativamente carregada, mesmo em
solugdes acidas, resultando na coloracdo azul. Desta maneira, a formacdo do
complexo corante-proteina € utilizada para quantificar a concentracdo da
proteina em solugdo (Bradford, 1976). As espécies neutras do Reagente de
Bradford (Figura 51a) ligam-se as proteinas tanto por interagdes hidrofobicas
(via Fenilalanina, Triptofano, etc) como por interagOes eletrostdticas (entre
grupo sulfénico dissociado e distante do nitrogénio quaterndrio e o grupo
guanidino positivamente carregado da Arginina, Lisina ou Histidina). Apds a
ligagdo com as proteinas, a absorcdo das espécies neutras desloca para 615-
625 nm, possivelmente devido a um enfraquecimento da ligacdo heteropolar
do grupo sulfonico (neutralizado) préximo ao N quaterndrio (seta tracejada na
Figura 51a), comportando-se como uma espécie pseudo - anidnica). Espécies
anidnicas do Reagente de Bradford ligam-se as proteinas (Figura 51b)

principalmente por interagcdo eletrostdtica entre grupo sulfénico dissociado e
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distante do nitrogénio quaterndrio e a Arginina (Lisina, Histidina) formando o
complexo corante-proteina que absorve em 650 nm, apresentando
comportamento espectral semelhante as espécies neutras. Ja as espécies
cationicas do Reagente de Bradford (Figura 51¢) ndo formam complexos com
proteinas, pois sua absorcdo a 470 nm ndo muda. Isto € esperado porque
ambos os grupos sulfonicos destas espécies estdo indisponiveis (neutralizados)

para reagirem com Arginina, Lisina, Histidina (Georgiou, 2008).
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(a)

(b)

(©)

Figura 51. Mecanismo da ligacdo do Reagente de Bradford com proteinas (Georgiou, 2008).
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Apéndice Il - Determinacdo estimada da massa molecular

por Eletroforese em Gel (SDS-PAGE)

Tabela 12 - Solucdes utilizadas para: preparo do gel SDS-PAGE 18%, aplicacdo das

amostras no gel, coloracdo e descoloracio do gel

Gel de empacotamento

Mix 30% 3% (vIv)
Tris-HCI pH 6,8* 1,5 mol L
SDS 10% (m/v)
(NH,),S,05 (APS)  0,1% (m/v)

CsHi¢N2 (TEMED)  0,04% (v/v)

Gel de separacao
Mix 30% 18% (v/v)
Tris-HCI pH 8,8* 1,5 mol L
SDS 10% (m/v)
(NH4),S,05 (APS) 0,1% (m/v)
Ce¢H 6N, (TEMED) 0,04% (v/v)

Mix 30%

Acrilamida — CH,CHCONH,

29% (m/v)

Bis-acrilamida — (CH,CHCONH,)CH, 1% (m/v)
Tampao de amostra — solucao A Tampao de padrao — solucio B
Tris -HCl 50 mmol L Tris 62,5 mmol L™
DTT 100 mmol L™ DTT 100 mmol L™
SDS 2% (m/v) SDS 2% (m/v)
Azul de Azul de
bromofenol 0.1% (m/v) bromofenol 0.01% (m/v)
Glicerol 10% (m/v) Glicerol 10% (m/v)
pH 6,8 pH 6,8
Tampao de corrida — solucao C
Tris 25 mmol L™ Glicina 192 mmol L
SDS 1,0% (m/v) pH 8,0
Corante Descorante
Comassie brillant
blue R-250 0,25% (m/v) CH;CH,OH 30% (v/v)
CH;CH,OH 30% (vIv) CH;COOH 10% (v/v)
CH;COOH 10% (v/v)

A Tabela 13 apresenta as

proteinas padrdo utilizadas (Low Molecular

Weight — GE Healthcare), bem como suas massas molares conhecidas.
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Tabela 13 - Padrdes de baixa massa e respectivas massas moleculares para eletroforese em
gel de SDS-PAGE.

Padrao Massa Molar / kDa
Fosforilase b 97,0
Albumina de soro bovina 66,0
Ovalbumina 45,0
Anidrase carbOnica 30,0
Inibidor de tripsina 21,5

Lisozima 14,1
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Apéndice IIl - Procedimento Experimental das andlises de

LC-MS/MS para identificacao das proteinas

Os experimentos de MS foram realizados com auxilio do grupo do Prof®
Dr. Fabio C. Gozzo (IQ-UNICAMP), utilizando um cromatégrafo
nanoAcquity UPLC (Waters) acoplado a um espectrometro Synapt HDMS
(Waters), com geometria QTOF, equipado com fonte de nanoESI operando no
modo de aquisi¢ao dependente de dados (DDA).

As proteinas foram analisadas por LC-MS apds realizacdo de
metodologia baseada em desnaturacao seguida de digestdo tripica utilizando a
enzima tripsina (Sequencing Grade Modified Trypsin, Promega),
dessalinizacdo e concentracdo (www.promega.com). Um volume de 50 pL de
extrato de proteinas foi misturado com 150 pL de solugdo aquosa contendo
uréia 8 mol L™, Tris.HCI 100 m mol L' pH 7,6 e ditiotreitrol (DTT) 10 m mol
L', e entio aquecido a 95°C por 20 min sob agitacio branda para
desnaturacdo das proteinas. A seguir, a solu¢do foi resfriada a temperatura
ambiente e diluida 10x (concentragdo final de uréia < 1 mol L") em tampao
bicarbonato de amdnio 100 mM pH 7,8. Foi entdo adicionada uma solucdo de
tripsina em dcido acético 50 m mol L', em proporcio 50:1 m/m
(substrato/enzima), seguido de agitacdo leve por 18 h a 37°C. A seguir, as
solucdes foram dessalinizadas em cartuchos de extragdo em fase sélida (SPE)
Oasis HLB (Waters), com capacidade de 1 cc/30 mg, mediante
condicionamento do cartucho (1 mL acetonitrila com 0,1% acido férmico v/v,
seguido de 1 mL de 4gua com 0,1% é&cido férmico v/v), carregamento da
amostra, dessalinizacdo com 1 mL &4gua (0,1% &4cido férmico v/v) e eluicao

dos peptideos com 1 mL acetonitrila (0,1% acido férmico v/v). A cada solucdo
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resultante foram adicionados 50 pL de 4gua e as mesmas foram entdo
concentradas até cerca de 50 uL. em um concentrador SpeedVac Savant
SPD131IDDA (Thermo Scientific). As solu¢des resultantes foram
centrifugadas (10 min a 17000 x g) e o sobrenadante transferido para vials
apropriados para andlise por LC-MS. As amostras aquosas foram entdo
injetadas no sistema UPLC e direcionados a uma pré-coluna (Waters
Symmetry Ci;g. 20 mm X% 180 um d.i., particulas de 5 pum), onde foram
dessalinizadas por 3 min com fluxo de 5,0 uL min™ de 97:3 dgua/acetonitrila
com 0,1% acido férmico v/v, sendo entdo transferidas para a coluna analitica
(Waters BEH130 C,g, 100 mm x 100 um i.d., particulas de 1,7 um) e eluidas
com com fluxo de 1,0 uL min™' através da variacdo dos gradientes de fases

moveis A e B conforme Tabela 14 a seguir.

Tabela 14 - Variacdo dos gradientes das fases mdveis A e B utilizados na corrida cromatografica

Tempo /min %o A % B
empo (Agua com 0,1% &4cido férmico v/v) (Acetonitrila com 0,1% acido féormico v/v)
0 97 3
40 70 30
50 20 80
55 20 80
56 97 3
60 97 3

A deteccdo dos peptideos foi feita de forma online pelo espectrometro
de massas, configurado para operar em modo de aquisicdo dependente de
dados (DDA), contendo uma fung¢do de MS fullscan (m/z 200 a 2000), trés
funcdes de espectro de ions fragmentos (MS/MS, m/z 50 até 50 unidades
acima da m/z do precursor) e uma funcdo de padrdo externo de calibracdo
(lockmass, m/z 200 a 2000). Todos os espectros foram adquiridos a uma taxa

de 1 Hz. Os critérios para escolha de ions precursores para experimentos de
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espectro de ions fragmentos foram: a) o estado de carga do precursor, sendo
eleitos apenas precursores em estados de carga +2, +3, +4, +5; b) a
intensidade, sendo descartados ions com intensidade inferior a 20 contagens.
As energias de colisdao aplicadas nos experimentos de espectro de ions
fragmentos foram definidas como perfis individuais (curvas de energia de
colisdo versus m/z do precursor) para cada estado de carga de +2 a +5.

Resumindo brevemente as configuracdes acima para uma corrida de
LC-MS (DDA) tipica, o instrumento inicia a corrida adquirindo espectros de
MS fullscan (m/z 150 a 2000) a uma taxa de 1 Hz. Uma vez identificados, em
um determinado espectro de MS fullscan, ions que cumprem os critérios
supracitados para experimentos de espectro de fons fragmentos, o instrumento
seleciona até trés desses ions (por ordem decrescente de intensidade), e
adquire um espectro de ions fragmentos para cada (1 s cada), retornando entdo
a0 modo MS fullscan e adquirindo mais um espectro. Como demais
parametros do espectrOmetro de massas estdo voltagem do capilar 3,0 kV,
voltagem do cone 30 V, temperatura da fonte 100°C, fluxo do gas de nanoESI
0,5 L h', energias de colisido das celas Trap e Transfer respectivamente em 6
e 4 eV e detector em 1700 V.

As corridas de LC-MS foram processadas (deconvolugdo,
deisotopizacdo e correcio de medida de m/z) pelo software ProteinLynx
Global Server v.2.2. (Waters) e analisadas por busca em banco de dados
empregando-se o sistema MASCOT v.2.2. (Matrix Science Ltd)
(www.matrixscience.com). Como parametros da busca foram selecionados
digestdo com tripsina com até 1 sitio de clivagem ignorado, oxidacdo em
residuos de metionina como modificagdo varidvel e tolerancia de massa de
peptideos e fragmentos ambos em 0,1 Da. As buscas foram feitas no banco

de dados NCBlInr.
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Apéndice IV - Meios de Cultura para o crescimento dos

micro-organismos utilizados

IV.1 Fusarium oxysporum — meio EMA

Extrato de levedura (Neogen) 0,5 %
Extrato de malte (Neogen) 2 %
Agar (Neogen) 2%

Agua destilada.

1V.2 Candida albicans e Candida parapsilosis

IV.2.1 Meio YPD liguido

Extrato de levedura (Neogen) - 10 g L™

Peptona (Neogen) - 15 g L™

Dextrose (Neogen) - 20 g L™

Cloranfenicol (Fluka) - concentragdo final igual a 0,6 uL mL"’
Agua destilada.

1V.2.2 Meio YPD solido

Extrato de levedura (Neogen) - 10 g L™
Peptona (Neogen) - 15 g L™

Dextrose (Neogen) - 20 g L™

Agar (Neogen) - 15 gL
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Cloranfenicol (Fluka) - concentracdo final igual a 0,6 uL mL"

Agua destilada.

1V.3 Xanthomonas axonopodis pv. citri — meio Luria Bertani (LB)

1V.3.1 Meio LB sdlido

Peptona (Neogen) - 10 g L™

Extrato de levedura (Neogen) - 5 g L™

Agar (Neogen) - 15 g L™

Ampicilina - concentragio final igual a 50 pg mL™

Agua destilada.

1V.3.2 Meio LB liguido

Peptona (Neogen) - 10 g L™
Extrato de levedura (Neogen) - 5 g L™
Ampicilina - concentragio final igual a 50 ug mL™"

Agua destilada.
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Apéndice V - Técnicas utilizadas

V.1 Técnicas de Caracterizagcdo das AgNPs

A caracteriza¢do de nanoparticulas metélicas tem sido obtida através da
utilizacdo de técnicas espectroscopicas, microscopicas e espalhamento
dindmico de luz. Com isto, torna-se possivel a determina¢cdo do tamanho, da
morfologia, da composi¢do, bem como da cristalinidade destas particulas. A

seguir, estdo descritas, de maneira sucinta, as principais técnicas utilizadas.

V.1.1 Técnicas Espectroscopicas

V.1.1.1 Espectroscopia UV-Vis

A espectroscopia UV-Vis utiliza a luz com comprimento de onda na
faixa de energias do visivel (400-800 nm) e ultravioleta (300-400 nm), onde as
moléculas sofrem transi¢Oes eletronicas. As nanoparticulas metdlicas (NPM),
quando irradiadas por luz, apresentam oscilagdes de seus elétrons livres
localizados em suas superficies. Consequentemente, parte da luz visivel €
absorvida, dando origem ao denominado efeito de ressonancia de plasmon, o
qual é dependente do tipo de material, do tamanho da particula, de sua forma,
bem como do solvente utilizado (constante dielétrica) (Kelly et al., 2003;
Sonnichsen et al., 2002; Prasad, 2004; Hunter e Fndler, 2004; Yang et al.,
2001; Creighton e Eadon, 1991; Gomez et al., 2008; Xia e Halas, 2005). Tais
efeitos podem ser explicados pela modelo de Mie e Drude (Mie, 1908), a qual

relaciona, matematicamente, as bandas de absorcio do plasmon com
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propriedades intrinsecas das NPM, tornando possivel a obtencdo de
caracteristicas importantes através da interpretacio do espectro. Desta
maneira, os espectros de absorcdo deste tipo de nanoparticulas tém sido
investigados (Creighton e Eadon, 1991; Abdolvand, 2006). Dos metais que
apresentam ressonancia de plasmon no espectro UV-Vis (Ag, Au, Cu, etc.), a
prata € o metal que exibe uma maior eficiéncia na excitagao do plasmon,
sendo as nanoparticulas de prata, portanto, as que interagem mais
eficientemente com a luz, quando comparadas com uma particula do mesmo
tamanho, mas constituida por qualquer outro elemento.

De maneira geral, NPM que possuem maior tamanho tém suas bandas
de absor¢ao deslocadas para maiores comprimentos de onda, enquanto as de
menor tamanho apresentam deslocamentos na dire¢cdo de menores
comprimentos de onda. Morfologicamente, AgNPs esféricas apresentam
banda de absorcdo de palsmon proxima a 400 nm, enquanto que as
pentagonais possuem absorcdo em 540 nm e as prismas triangulares em 670
nm (Kamat, 2002; Mock et al., 2002). A partir dos espectros de absor¢do,
também se torna possivel a explicacdo das coloracdes caracteristicas das
NPM: a ressonancia de plasmon provoca uma acentuada absor¢do da luz em
determinada regido visivel do espetro fazendo com que o restante do espectro

transmitido seja o responsdvel pela cor da suspensao.

V.1.1.2 Espectroscopia de Energia Dispersiva de Raios-x (EDS)

A espectroscopia de Energia Dispersiva € uma técnica de identificagdo
elementar que utiliza os raios-x emitidos pela amostra, quando esta €
bombardeada pelo feixe de elétrons do microscépio e, por isso, € utilizada

associada com a microscopia eletronica, principalmente a de varredura e a de
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transmissao. Quando a amostra é bombardeada, os elétrons das camadas mais
internas do dtomo sdo ejetados, proporcionando um decaimento dos elétrons
das outras camadas mais externas. A medida que ocorre este tipo de
decaimento, s3o emitidos raios-x caracteristicos, que estdo relacionados com o
nimero atdmico do elemento investigado.

A técnica tem a capacidade de fornecer dados quantitativos e
qualitativos, permitindo determinar quais os elementos presentes em uma
amostra € em que proporcdes. Para nanoparticulas metalicas, a andlise por
EDS ¢€ utilizada para comprovar efetivamente a presenca do metal e também
de outros elementos que compdem a amostra. Em trabalho realizado por
Bakura et al. (2012), o espectro EDS das AgNPs preparadas pela redugdo de
AgNO; utilizando uma solu¢do de dextran como agente redutor e
estabilizante, revelou um sinal intenso na regido da prata, confirmando assim a
formacdo de nanoparticulas de prata. A literatura mostra que, em geral,
nanocristais de prata metdlica possuem absor¢do tipica em aproximadamente
3 keV bem caracteristica devido a presenca de plasmons de superficie

(Magudpatty et al., 2001).

V.1.1.3 Espectroscopia de Difracdo de Raios-X (XRD)

A espectroscopia de difracdo de raios-x corresponde a uma das
principais técnicas de caracterizacdo estrutural de materiais cristalinos. Os
raios-x, ao atingirem um material, podem ser espalhados elasticamente, sem
perda de energia pelos elétrons de um dtomo. O f6ton de raios-x, apds a sua
colisdo com o elétron muda sua trajetoria, mantendo, porém, a mesma fase e
energia do foton incidente. Se os 4dtomos que geram esse espalhamento

estiverem organizados de maneira sistemdtica, como em uma estrutura
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cristalina, apresentando entre eles distancias préximas ao do comprimento de
onda da radiacdo incidente (raios-x), pode-se verificar que as relagdes de fase
entre os espalhamentos tornam-se periddicas e que efeitos de difracao dos
raios-x podem ser observados em varios angulos.

A conhecida lei de Bragg, nA = 2dsen©, permite relacionar a distancia
entre dois planos adjacentes de uma familia de planos, dyy (onde hkl sdo os
indices de Miller para os planos considerados), com o angulo entre o plano
(hkl) e a direcdo do feixe incidente, Oy, sendo n um ndmero inteiro que
define a ordem da reflexdo. Os valores de © para os quais ocorre a difragdo
dependem das distancias interplanares caracteristicas da rede do material,
enquanto a intensidade dos feixes difratados depende das espécies atdmicas
presentes e da sua localizagdo dentro da célula unitéria.

Em nanoparticulas metdlicas, a técnica de XRD € geralmente utilizada
para o estudo da cristalinidade das nanoparticulas formadas
(Bankura et al., 2012; Fayaz et al., 2011; Kumar et al., 2012). Um tipico perfil
de difracdo para AgNPs compreende reflexdes de Bragg em 20 = 38; 44; 64 ¢
77°, as quais podem ser indexadas como orientacdes dos planos (111), (200),
(220) e (311), correspondentes a planos cristalinos pertencentes a uma
estrutura cristalina cubica de face centrada (fcc - face centered cubic)
(Mukherjee et al., 2008; Rani e Rajasekharreddy, 2011; Vigneshwaran et al.,
2007a).

V.1.1.4 Espectroscopia de Fotoelétrons Excitados por Raio-X (XPS)

A técnica de espectroscopia de fotoelétrons de raios-x fornece
informagdes a respeito da composi¢do e organizacdo atdmica superficial de

uma amostra. A energia transportada por um féton de raios-x (hv) € absorvida
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pelo atomo alvo, levando a origem do estado excitado, que é relaxado pela
emissdao de um fotoelétron proveniente das camadas eletrOnicas mais internas
do 4dtomo. Nesta técnica é medida a intensidade de fotoelétrons gerados em
funcao de sua energia cinética (E¢) (Ribeiro ef al., 2012). A energia de ligagcao
(Eg) € especifica de cada ligacdo quimica e do elemento e pode ser
determinada pela equacdo: Ec = hv — E; , onde hv € a energia dos f6tons
incidentes (raios-x de baixa energia produzidos a partir de um anodo de
aluminio ou magnésio), Ec € a energia dos fotoelétrons ejetados e E; € a
energia de ligamento. A energia cinética dos fotoelétrons produzidos quando
da interacdo com os raios-x estd na faixa de 100-1400 eV, tornando a técnica
adequada ao estudo de superficies, uma vez que a energia dos raios-x
incidentes € baixa.

Os elementos presentes na superficie da amostra sdo caracterizados
diretamente pela determinacdo das energias de ligacio dos picos
fotoeletronicos. Além disso, a quantificacdo elementar e a composi¢ao
superficial podem ser obtidsa pela integracdo da édrea do pico, a qual é
proporcional ao niumero de atomos no volume detectado. Através da equacdo:
J =L+ S, onde J € o momento angular orbital total, L. ¢ 0 momento angular
orbital (s, p, d, f,...) € S € o0 momento angular de spin (+1/2), os picos dos
fotoelétrons em um espectro XPS podem ser caracterizados (segundo os
nimeros quanticos do nivel ao qual o elétron se origina).

Medidas feitas para AgNPs sintetizadas pelo grupo de
Usha Rani et al. (Rani e Rajasekharreddy, 2011), além do espectro XPS da Ag
3d, foi obtido também o espectro total. Neste, aparecem picos de C 1s, N 1s e
O 1s, que, com as deconvolucdes apropriadas para cada elemento, revelam a
presenca de picos fotoeletronicos atribuidos a grupos carbonila (cetonas e

aldeidos), grupos aromaticos (presentes nos aminoacidos das proteinas ligadas
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a superficie das AgNPs), bem como aminas e ligagdes C-O. No caso das
AgNPs citadas, o espectro de Ag 3d obtido é caracteristico de Ag com estado
de oxidacdo zero (prata metalica). Desta maneira, os resultados de XPS podem
fornecer informagdes a respeito de que as proteinas ndo sao somente
importantes na formacdo das nanoparticulas de prata, mas também participam

da capa de estabilizagdo ao redor das particulas.

V.1.2 Técnicas Microscopicas

V.1.2.1 Microscopia Eletronica de Transmissdo (TEM)

A técnica se baseia no bombardeamento de uma amostra por um feixe
de elétrons altamente energéticos (60 a 150 keV). O feixe de elétrons é gerado
por um canhdo de elétrons através da emissdo termo-idnica (aquecimento de
um filamento, que pode ser de tungsténio, hexaboreto de lantinio) ou emissdo
por campo (pontas de tungsténio) (Reimer, 2009). Os elétrons interagem
fortemente com os atomos através de espalhamentos ineléstico e elastico,
sendo este Ultimo o mais importante dentre as interagdes, criando o contraste
na imagem TEM. Neste tipo de espalhamento, ocorrem mudangas na direcao
dos elétrons primdrios, porém, sem perda detectivel de energia. Alguns
possiveis processos provenientes da interagdo do feixe eletronico com a
matéria sdo: excitacdo do plasmon (oscilacdo coletiva dos elétrons livres);
excitagdo de fonons; ejecao de elétrons de camadas internas juntamente com a
emissao de raios-x (ou elétrons Auger) ou externas (elétrons secundarios). A
Microscopia Eletronica de Transmissdo tem se mostrado a mais adequada na

obten¢do de imagens diretas de nanoparticulas metdlicas, possibilitando a
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determinacao de sua distribui¢do de tamanho, além de sua estrutura cristalina,
no caso do uso de microscopios de alta resolucdo (Barwal et al., 2011; Chen e
Chen, 2002; http://www.jeol.com). Com resolucao de até 0,1 nm, obtida pelos
instrumentos modernos de alta voltagem, torna-se possivel, em alguns casos,
fazer imagens de atomos pesados e determinar o tamanho e forma de
nanoparticulas (http://www.jeol.com), como no presente trabalho. Por
exemplo, Kouvaris et al. (2003) e Amaladhas er al. (2012) caracterizaram
AgNPs biossintetizadas e as micrografias, além da morfologia das
nanoparticulas, revelaram a presenca de uma ‘“capa” organica (proteinas)

responsavel pela estabilidade destas particulas.

V.1.2.2 Microscopia de Forca Atomica (AFM)

A microscopia de for¢a atdmica é uma técnica de microscopia de
varredura de sonda que permite estudar com elevada resolucido (em nivel de
nandmetros) estruturas macromoleculares em condicdes fisioldgicas,
distribui¢do de atomos e moléculas na superficie, além de analisar a topografia
da superficie em imagens tridimensionais. Em AFM ocorre a interacdo da
ponta com a superficie da amostra sendo sensivel a pequenas variacdes de
forca. A interacdo em func¢do da distancia entre a ponta e a amostra determina
o modo de funcionamento deste tipo de microscopia, podendo ser
considerados trés modos distintos: modo de contato, nao contato ¢ modo
intermitente.

Para a andlise de materiais maledveis e facilmente deformdveis pela
ponta, como materiais biolégicos, polimeros e amostras demasiadamente
rugosas, o modo intermitente € o frequentemente usado. Nele, a ponta oscila a

uma elevada frequéncia (aproximadamente 300 kHz), com grande amplitude e
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entra em contato com a superficie apds um ciclo de oscilacdao
(Gadegaard, 2006; Friedbacher e Fuchs, 1999; Braga e Ricci, 2004).

Nesta tese a AFM foi utilizada para a caracterizagdo topografica das
AgNPs, inclusive se estas sdo homogéneas em tamanho e esféricas em
morfologia (Gopinath e Velusamy, 2013; Sadhasivam et al., 2010), em

contrastando com as anélises por TEM.

V.1.3 Técnicas de Espalhamento de Luz

As medidas de espalhamento de luz utilizadas neste trabalho englobam
as medidas de DLS (Dinamic light scattering — espalhamento de luz

dindmico) e as medidas de Potencial zeta (& -potencial).

V.1.3.1 Espalhamento de Luz Dindmico (DLS)

Também conhecida como PCS (Photon Correlation Spectroscopy), é
uma técnica de dispersdo de luz adequada para a determinacdo do diametro
hidrodindmico de particulas com dimensdes nanométricas ou de até alguns
micrometros, podendo até mesmo determinar tamanhos inferiores a 1 nm,
dependendo do equipamento. Pode ser aplicada na determinacdo de tamanho
ou distribuicdo de tamanho de nanoparticulas, de proteinas, polimeros,
emulsdes, entre outros.

Particulas em um fluido (liquido ou géds) possuem um movimento
aleatdrio, denominado movimento Browniano e, ao serem iluminadas com um
laser, a correlagcdo de intensidade de luz dispersa € dependente do tamanho das

particulas, sendo que as de menor tamanho movem-se mais rapidamente e as
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de maior tamanho movem-se mais lentamente. A técnica mede a flutuacao da
intensidade de luz espalhada pelas particulas relacionando-o com o tamanho
das mesmas, através da equacdo de Stokes-Einstein (equacdo 1), sendo
possivel entdo, a determinagdo de seu didmetro hidrodindmico, Dy
(http://www.malvern.co.uk ).
Dy = kT/3nnqD, onde

Dy: didmetro hidrodinamico
k: constante de Boltzmann
T: temperatura absoluta
n: viscosidade
D: coeficiente de difusdo translacional

Esta técnica consiste em analisar a luz espalhada pela suspensdo como

funcdo do tempo a um dado angulo (Figura 52) (Maxit, 2010).
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Figura 52. Ilustracdo do principio de funcionamento de um Dinamic light scattering (DLS).

Neste estudo o DLS foi usado para a determinacdo do diametro

hidrodindmico e do indice de polidispersividade de suspensdes de

185



nanoparticulas, como encontrado em muitos trabalhos cientificos (Otari et al.,

2014; Tripathi et al., 2013a; Tripathi et al., 2013b).

V.1.3.2 Potencial Zeta (¢ —potencial)

Do ponto de vista tedrico, o potencial zeta é a diferenca de potencial
entre 0 meio de dispersdo e a camada de solvente existente ao redor da
particula dispersa. No caso de moléculas e particulas que apresentam apenas
estabilidade coliodal elétrica, um alto valor absoluto de potencial zeta (+ 30
mV) confere estabilidade e, assim, a dispersdo resistird a agregacdo. J4 em
potenciais zeta proximos de zero, as forgas atrativas excedem as repulsivas,
causando aglomeracdo. Assim, particulas com alto potencial zeta (negativo ou
positivo), sdo eletricamente estabilizadas enquanto particulas com potencial
zeta proximos de zero tendem a coagular ou flocular. O potencial-§ ¢ o
potencial eletrostatico gerado pela acumulacdo de fons na superficie da
particula e € aplicado na determinacdo da carga de superficie de particulas,
proteinas, lipossomas, entre outros. A superficie da particula, quando dispersa
em um solvente, estd organizada em uma dupla camada elétrica, a qual é
composta por duas regides: a regido interna, denominada camada de Stern,
onde contra-ions da solucdo que possuem carga oposta a da particula estdo
fortemente ligados a superficie, e a regidao externa, chamada de camada difusa,
onde os contra-ions, possuindo a mesma carga da particula, encontram-se
ligados a superficie de um modo mais fraco. Dentro da camada difusa existe
uma fronteira (chamada de camada de cisalhamento) em que fons e particulas
formam uma entidade estdvel, e o potencial existente nesta fronteira €

designado de potencial zeta, como ilustra a Figura 53.
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Figura 53. Representacdo esquematica do potencial zeta (http://www.malvern.co.uk).
(a) Dupla camada elétrica; (b) Célula capilar equipada com eletrodos, onde as particulas se
movimentam influenciadas pelo campo elétrico.

Quando o campo elétrico interage com as particulas carregadas, estas
sdo atraidas para o eletrodo de carga oposta (Figura 53b). A velocidade da
particula mediante o campo elétrico refere-se a mobilidade eletroforética. O
potencial zeta estd relacionado com a mobilidade eletroforética pela equacdo
de Henry (equacao 2).

Ug = (2ezf(ka))/3n, onde
Ug: mobilidade eletroforética
&: constante dielétrica do meio
n: viscosidade do solvente
z: potencial zeta
Jf(ka): funcao de Henry.

Dois valores sdo normalmente usados como aproximacoes para f(ka). Se

o célculo do potencial zeta for efetuado para sistemas aquosos e concentracao

moderada de eletrdlito, flka) € igual a 1,5 referindo-se a aproximacao de
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Smoluchowski, ou seja, para sistemas que seguem o modelo de
Smoluchowski. Por exemplo, particulas maiores que 0,2 microns dispersas em
eletrolitos contendo mais que 107 mol L de sal. Se, no entanto, a medida for
efetuada para sistemas ndao aquosos, flka) € igual a 1,0 e refere-se a
aproximagdo de Huckel (particulas menores em meios com baixa constante
dielétrica) (Doughrty et al., 2008; http://www.malvern.co.uk).

Neste trabalho, o potencial zeta permitiu a determinagcdo da carga
superficial das AgNPs, além de ser utilizado como um indicativo da
estabilidade das suspensdes coloidais (Kosmulski , 2009; Shaw, 1992;
Uskokovi¢, 2007; Uskokovi¢ et al., 2011), que podem ser de natureza
eletrostatica, estérica ou ainda eletroestérica. Nas AgNPs, o potencial zeta esta
diretamente relacionado a capa de estabilizacdo composta por material
organico, proteinas, por exemplo. AgNPs sintetizadas por diferentes fungos
(Aspergillus tubigensis e Fusarium oxysporum), apresentaram valores de
potencial zeta distintos, +8,48 mV e -37,1 mV, respectivamente, apesar de
terem sido produzidos pela mesma espécie de micro-organismo. A
identificacdo das proteinas por espectrometria de massas revelou que, no caso
de Aspergillus tubigensis, por exemplo, estas macromoléculas apresentaram
influéncia significativa na carga superficial das nanoparticulas (Ballottin et al.,

2014; Kikien et al., 2013).
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V.2 Técnicas de Caracterizacao de Proteinas

V.2.1 Técnicas Espectroscopicas

V.2.1.1 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de

Fourier (FTIR)

A espectroscopia de infravermelho fornece evidéncias da presenca de
grupos funcionais devido a interacao das moléculas ou dtomos com a radiacao
eletromagnética em um processo de vibragdo molecular. A intensidade da
absor¢do depende de qudo eficiente € a transferéncia da energia do f6ton para
a molécula. As moléculas que sdo sensiveis a esta técnica devem ter dipolos,
moléculas que ndo possuem mudanca de dipolo devido ao campo
eletromagnético aplicado sdo ditas inativas, por exemplo, N, e H,, que
apresentam ligacOes simétricas. A por¢do de maior utilidade para a andlise de
grupos funcionais de estruturas organicas estd situada entre 4000 e 400 cm’
(cm' = ndmero de onda = 1/£), conhecida como regido fundamental ou
infravermelho médio, sendo a regido entre 4000 cm' e 1000 cm’ a
responsdvel pelas assinaturas dos grupos funcionais presentes na molécula
(vibragdes mais energéticas) e as vibracdes entre 1000 cm™' até 600 cm’
referentes aquelas com mudanga nos angulos entre os &4tomos. Nas
nanoparticulas de prata, a espectroscopia de infravermelho pode ser usada para
avaliar a interacdo das particulas com agentes estabilizantes, sejam eles
quimicos (PVA, quitosana etc.) ou biologicos (proteinas), como demonstrado
por muitos autores (Govindaraju et al., 2010; Mukherjee et al., 2008; Tripathy
etal., 2010).
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V.2.1.2 Espectroscopia Raman

Em um meio, absorcdo e espalhamento sdo os processos bdsicos de
interacao entre a luz e os dtomos e moléculas ali presentes. No processo de
absorcdo, as moléculas realizam transiches entre estados quanticos,
eletronicos, rotacionais ou vibracionais estaciondrios ao interagirem com
fotons de energia correspondente a estas transi¢des. J4 no processo de
espalhamento, moléculas interagem com fotons de qualquer energia
(frequéncia) e estes sdo ditos espalhados porque uma fracdo do feixe de luz
pode ser detectada em todas as dire¢cOes. Ao interagir com um féton de
qualquer energia, a molécula pode reemitir um féton com a mesma energia
(espalhamento eldstico), dando origem ao chamado espalhamento Rayleigh. J4
no processo denominado espalhamento Raman, a molécula realiza uma
transicdo entre estados de energia diferentes. Quando o foton emitido neste
processo possui menor energia que o foéton original, o processo € denominado
espalhamento inelastico Stokes. Se o foton encontra a molécula ja em um
estado excitado e a transi¢ao ocorre para o seu estado fundamental, o féton
emitido possui maior energia que o féton incidente, dando origem ao
espalhamento inelastico anti-Stokes. A diferenca entre as energias corresponde
a energia da transi¢do (vibracional ou roto-vibracional) realizada pela
molécula. Em espectroscopia Raman, um fendmeno comumente observado
recebe o nome de Surface Enhanced Raman Scattering (Espalhamento
Raman Amplificado por superficie). No efeito SERS, o sinal Raman de
determinadas espécies € significantemente aumentado quando estas estdo
proximas ou ligadas (adsorvidas) a superficie das NPM, como € o caso de

proteinas ao redor das AgNPs biogénicas (Huang et al., 2009; Mukherjee et
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al., 2008). Este efeito estd baseado na amplificacdo de um campo elétrico local
em torno das nanoparticulas causado pela excitacdo dos plasmons. Apesar de
varias espécies metdlicas darem origem ao efeito SERS, como litio, caddmio,
niquel, platina e palddio, as que o apresentam mais pronunciadamente sao

prata, ouro e cobre.

V.2.1.3 Dicroismo Circular (CD)

A espectroscopia de Dicroismo Circular permite analisar a estrutura
secundéria e tercidaria de proteinas, além das alteragOes estruturais nela
ocorrentes, a estabilidade dos fragmentos da proteina, bem como a integridade
e enovelamento da mesma (Kelly e Price, 2000).

Esta técnica se baseia na determinacdo da diferenca na absorbancia da
luz circularmente polarizada a esquerda e a direita, em fung¢do do
comprimento de onda (Harding e Chowdhry, 2001). A regido do ultravioleta
(UV) longinquo, de 190 a 260 nm, corresponde a absor¢do das ligacdes amida
da cadeia peptidica da proteina, sendo o espectro de dicroismo analisado em
termos de estrutura secundaria. Cada conformacgdo das proteinas/peptideos
(hélice a, folha B, B furn e randomica) apresenta um espectro tipico de CD,
como observado na Figura 54.

O espectro de CD na regiao de UV préximo (260 a 320 nm) reflete as
cadeias de aminodcidos aromdticos e proporciona informagdes sobre a

estrutura tercidria da proteina (Drake, 2001).
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Figura 54. Espectros de DC caracteristicos para diferentes conformacgdes da cadeia
polipeptidica (a) hélice a; (b) folha B; (c) B furn e (d) randomica (Drake, 2001).

Os dados espectroscopicos de dicroismo circular podem ser analisados a

partir de servidores (Whitmore e Wallace, 2008) que, com o auxilio de

algoritmos de determinacdo estrutural, o conteido de estrutura secundaria

pode ser calculado. Por esta técnica foi analisada neste trabalho a estrutura

secundaria das proteinas; suas conformagdes em hélice a, folha B (paralelas e

antiparalelas) e estruturas randomicas. O CD também permitiu avaliar

alteracdes conformacionais que ocorreram na proteina adsorvida a superficie

das AgNPs, comparativamente com a conformacgdo das proteinas em solucao.
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V.2.2 Fluorescéncia

A fluorescéncia pertence a um fendmeno denominado luminescéncia,
que se caracteriza como a emissao de luz a partir de qualquer substancia
(Lakowicz, 2006). Na fluorescéncia, ocorre a excitacdo de um elétron
proveniente de um estado eletronico fundamental para um estado excitado
singlete, de forma que o retorno deste elétron ao estado fundamental é
permitido por spin e ocorre rapidamente através da emissao de um foton. Uma
maneira de ilustrar tal fendmeno envolve a utilizacdo do Diagrama de

Jablonski (Figura 55).
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Figura 55. Diagrama de Jablonski simplificado, representando o fendmeno de luminescéncia
(fluorescéncia e fosforescéncia). Sy: estado singlete fundamental; S;: primeiro estado singlete excitado;
S»: segundo estado singlete excitado; T: primeiro estado triplete excitado; T»: segundo estado triplete
excitado (Valeur, 2001).

No diagrama € observado que os maximos de emissdo de espectros de
fluorescéncia encontram-se localizados em comprimentos de onda superiores
(portanto, em regides de inferior energia), quando comparados aos maximos
de excitacdo. Este fendmeno ocorre, pois, uma vez que o elétron proveniente

do nivel Sy pode ser excitado para o nivel S,, decair de forma nao radiativa

193



para o nivel S;, retornando de forma rasiativa (fluorescéncia) ao estado
fundamental, S,.

Durante a fluorescéncia, os maximos de emissao podem ser deslocados
para comprimentos de onda menores (blueshifts), maiores (redshifts) ou
ficarem inalterados. Este comportamento pode ser um indicativo, no caso de
sistemas bioldgicos como proteinas, de mudancas conformacionais
decorrentes de algum processo, tal como, variacdes no pH, ou mesmo através
da adicao de ligantes, os quais podem perturbar a estrutura proteica. Todos
estes fatores, associados a alta sensibilidade fazem da fluorescéncia de
emissao uma técnica potente, tornando possivel a obtencdo de informagdes

importantes a respeito do sistema estudado.

V.2.3 Espectrometria de Massas (MS)

A identificagdo de proteinas tem sido a base da bioquimica atual
(Mann e Kelleher, 2008), e a protedmica, drea que estuda o complemento
proteico do codigo genético e que permite a comparacdo entre diferentes
tecidos, fluidos e estados celulares (Geromanos et al., 2009; Vaezzadeh et al.,
2010). Combinada az ferramentas de bioinformadtica, a protedmica permite
identificar, caracterizar e at€é mesmo quantificar uma grande quantidade de
proteinas presentes em amostras biologicas complexas (Aebersold e Mann,
2003), ao acoplar métodos de separacdo e andlises de identificacdo das cadeias
proteicas. As identificacdes sdo realizadas através da Espectrometria de
Massas (MS) (Mann e Kelleher, 2008), uma das mais importantes técnicas de

analise dentro das ciéncias da vida (McCormack et al., 1997; Scherl et al.,
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2008), devido a sua alta velocidade, sensibilidade, precisdo e exatidao
(Mann e Kelleher, 2008).

Experimentos do tipo Shotgun (Tabb et al., 2010) tem sido a forma de
analise de proteomas em larga escala atualmente utilizada, em que dezenas de
milhares de peptideos, presentes em vdrias concentracoes, sdo analisados apos
separacOes cromatograficas (McCormack et al., 1997). Comumente, se utiliza
ionizacdo do tipo Eletrospray e aquisicdo dependente de dados (Dependent
Data Acquisition — DDA) (Scherl et al., 2008), onde os peptideos mais
intensos sdo eluidos e selecionados para fragmentacdo, na tentativa de obter
maior informacao sobre as sequéncias de aminodcidos.

A andlise proteOmica por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (LC-MS/MS) inicia-se com a digestio de uma
mistura complexa de proteinas, através da utilizacdo de uma enzima
(geralmente tripsina), e separacdo dos peptideos por cromatografia liquida de
fase reversa (Steen e Mann, 2004). Os peptideos eluidos geram espectros de
massa e, dependendo de sua intensidade, sdo selecionados e fragmentados,
gerando entdo espectros do tipo massas/massas.

As informagdes obtidas sdo analisadas e associadas a sequéncias
depositadas em banco de dados, e a identificacdo das proteinas € realizada a
partir dos peptideos detectados (Prakash et al., 2006). A maior vantagem deste
tipo de experimento € a obtencdo de informagdes a respeito da sequéncia
primaria dos peptideos selecionados para fragmentacdo, o que aumenta a
especificidade da técnica e consequentemente, a qualidade e confiabilidade

das identificacdes (Scherl et al., 2008).
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V.3 Avaliacao da Atividade antimicrobiana das AgNPs

V.3.1 Minima Concentragao inibitoria (MIC) e Minima
Concentracdo Bactericida (MBC)/Minima Concentragao

Fungicida (MFC)

Neste trabalho, a atividade antimicrobiana das nanoparticulas de prata foi
quantificada com base na determinacdo da concentracdo minima necessaria
para inibir o crescimento dos micro-organismos, € foi expressa através do
valor de MIC (Minimum Inhibitory Concentration). Este valor pode ser
determinado pelo método das dilui¢cdes sucessivas em placas tipo ELISA, com
96 pocos, conforme encontrado na literatura para  fungos
(Palomino et al., 2002; Panacek et al., 2009) e bactérias (CLSI, 2003).
Controles positivos (micro-organismo de interesse € o meio de cultura
utilizado) e negativos (meio de cultura e antibidtico em diferentes
concentragdes) também devem ser preparados. Neste ensaio, apds o preparo,
as placas tipo ELISA devem ser incubadas a temperaturas e tempos adequados
ao micro-organismo testado. A turbidez do meio € observada ao final do
tempo preconizado para cada micro-organismo. A menor concentracio de
antibiotico ou material testado capaz de inibir o crescimento do micro-
organismo considerado chama-se Concentracdo Minima Inibitéria (MIC).

Concomitante a determinagdo do valor de MIC, os efeitos bactericidas ou
fungicidas, no caso do micro-organismo ser um fungo, podem ser estimados
cultivando-se as solugdes ndo turvas em um meio de cultura sem antibiético.
Uma reducdo de 99,9% no nimero de coldnias indica a Concentracio Minima

Bactericida (MBC ou MFC).
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V.3.2 Toxicidade — Cito- e Genotoxicidade

Os ensaios de citotoxicidade tém sido os métodos in vitro mais
utilizados para o estudo da toxicidade de materiais. Sabe-se que linhagens
celulares dividem-se e multiplicam-se continuamente quando mantidas em
cultura. A base dos ensaios de citotoxicidade estd na avaliacdo da interferéncia
induzida por agentes quimicos (no caso desta tese, pelas AgNPs) nos
processos metabdlicos celulares e na investigacdo a respeito da maneira em
que esses processos podem interferir no crescimento/multiplicacdo destas
células, ou até mesmo culminar na morte celular (Freshney, 1994). Cultura de
células de fibroblastos da linhagem 3T3 geralmente sdo utilizadas por
apresentarem facilidade de obten¢do, manuten¢do e manipulacdo, além de
possuirem capacidade em se manterem estdveis mesmo apOs muitas passagens
(Geurtsen et al., 1998; Clothier et al., 2006).

Um ensaio muito utilizado para a determinacdo da citotoxicidade de
materiais/moléculas € o ensaio MTT (brometo de 3-(dimetiltiazol-2-yl)2,5-
difeniltetrazélio). E um teste quantitativo colorimétrico para determinar a
interrup¢cao de uma funcgdo bioquimica critica, onde o MTT, que € soltivel em
agua, € convertido em cristais de formazan (insoldvel) (Mosmann,1983). A
reducdo de MTT (Figura 56) ocorre principalmente na mitocondria através da
acdo da succinato desidrogenase, fornecendo assim uma medida da func¢ado
mitocondrial. Em seguida, o formazan, de cor purpura, é solubilizado com
etanol e tem sua concentracdo determinada pela densidade Optica em

espectrofotdmetro com filtro de 562 nm.
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Figura 56. Reducao do MTT (brometo de 3-(dimetiltiazol-2-yl)2,5-difeniltetrazélio) de
coloracdo amarela a formazan (cor purpura) pela succinato desidrogenase.

Linfécitos humanos também sdo geralmente utilizados para se
investigar a citotoxicidade de substancias. Sao estudados pelo ensaio TaliTM
image-based cytometer, o qual efetua a contagem de células de maneira rapida
e eficiente.

Ja os testes de genotoxicidade podem ser realizados em células
humanas, como por exemplo, linfocitos humanos e também em células
vegetais como o Allium cepa. A genotoxicidade é comumente estudada pelo
ensaio COMET (Single cell gel electrophoresis assay), a qual é uma técnica
simples e sensivel que detecta danos (quebra na fita, por exemplo) no DNA a
niveis de células individuais. Neste teste, as células sdo aplicadas em um gel
de agarose sobre uma lamina de microscopio e, a seguir, sdo lisadas e
submetidas a um campo elétrico em tampao alcalino. A presenga de quebras
simples, sitios ldbeis alcalinos e crosslinks resultantes da acdo de compostos
genotoxicos, altera a estrutura do DNA das células, que normalmente esta
superenrolado e fortemente compactado, causando relaxamento em partes da
molécula que migram em direcdo ao anodo (eletrodo negativo). Desta forma,

apos a aplicacdo de corantes especificos, pode-se visualizar em microscopio
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de fluorescéncia a migracdo do DNA, movimento este que se assemelha a um
cometa (Singh et al., 1988; Fairbain et al., 1995; Tice, 1995).

A andlise de alteragdes cromossOmicas € outro ensaio para testar a
genotoxicidade. E utilizado como teste de mutagenicidade e é um dos poucos
métodos diretos para mensurar danos em sistemas expostos a mutagénicos ou
carcinogénicos potenciais. Para isto, faz-se necessario que a amostra esteja em
constante divisdo mitdtica, objetivando identificar os efeitos toxicos e as
alteracdes ocorridas ao longo de um ciclo celular. O teste com o Allium cepa
tem sido amplamente empregado neste tipo de estudo (da Silva, 2003).

Lima et al. (2012) discutiram algumas publicacdes (Kim et al., 2012;
Ordzhonikidze et al., 2009; Panda et al., 2011) relacionadas aos/ estudos sobre
cito- e genotoxicidade de AgNPs objetivando um entendimento das possiveis
aplicacOes destes nanomateriais de uma maneira segura. No trabalho, os
autores concluiram que, beseando-se nos estudos reportados, ndo é possivel se
estabelecer uma tendéncia para a toxicidade (citotoxicidade e genotoxicidade)
de nanoparticulas de prata, uma vez que estas sdo sintetizadas de maneiras
diferentes e, portanto, possuem variados tamanhos, € podem ou ndo possuir
agentes de estabilizacdo. Ainda, estas particulas geralmente sdo testadas em
diferentes organismos e/ou culturas de células através de diversos testes de
toxicidade, ndo sendo possivel, portanto, se chegar a uma conclusio frente a

toxicidade de AgNPs.
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V.4 Impregnacao das AgNPs em tecidos de algodao

V.4.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

O principio da microscopia eletronica de varredura consiste na emissao
de um feixe de elétrons por um filamento de tungsténio, que concentrado,
controlado e reduzido por um sistema de lentes eletromagnéticas, diafragmas e
bobinas, incide sobre a amostra, provocando uma série de emissoes de sinais
relacionados com a interacdo do feixe de elétrons incidente e a amostra. Os
sinais emitidos encontram-se sob a forma de elétrons (secundérios,
retroespalhados, absorvidos, transmitidos, difratados, etc.) e de f6tons
(fotoluminescentes e raios-X), 0s quais sdo captados por detectores
apropriados, sendo amplificados e processados num sistema analisador
especifico para cada tipo de sinal. A técnica de microscopia eletrénica de
varredura permite a obten¢do de uma imagem ampliada da amostra a partir da
interacdo de um feixe de elétrons com o material, desde que este seja
condutor. Caso a amostra seja ndo-condutora, sobre a amostra é necessario
depositar uma fina camada (10 nm de espessura) de um material condutor
(carbono, ouro, por exemplo) para que a mesma possa ser observada por
MEV. As andlises sdo realizadas sob alto vacuo para garantir o livre caminho
médio dos elétrons durante as medidas.

Neste trabalho, a MEV foi utilizada na caracterizacdo do tecido de
algodao impregnado com as nanoparticulas de prata, conforme encontrado
frequentemente na literatura (Durdn et al., 2005 e 2007; Ilic” et al., 2009;
Perelshtein et al., 2008; Rai et al., 2009; Ravindra et al., 2010; Vigneshwaran
etal.,2007¢).
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V.4.2 Fluorescéncia de Raios-x (XRF)

A andlise por XRF € um método quali e quantitativo baseado na
medida das intensidades (nimero de raios-x detectados por unidade de tempo)
dos raios-x caracteristicos emitidos pelos elementos que constituem a amostra
(Boumans e Klockenkamper, 1989; IAEA, 1970). Os raios-x emitidos por
tubos de raios-x, ou raios gama emitidos por uma fonte radioativa excitam os
elementos que constituem a amostra, os quais, por sua vez, emitem linhas
espectrais com energias caracteristicas e cujas intensidades estdo relacionadas
com a concentracdo do elemento na amostra.

Quando um elemento de uma amostra € excitado, este tende a ejetar os
elétrons do interior dos niveis dos 4tomos, € como consequéncia disto,
elétrons dos niveis superiores realizam um salto quantico para preencher a
vacancia. Cada transicdo eletrOnica constitui uma perda de energia para o
elétron, e esta energia € emitida na forma de um féton de raios-x, de energia
caracteristica e bem definida para cada elemento. Assim, resumidamente, a
andlise por fluorescéncia de raios-x consiste de trés fases: excitacdo dos
elementos que constituem a amostra, dispersdo dos raios-x caracteristicos
emitidos pela amostra e detec¢ao destes raios-x.

Nesta tese, a técnica de XRF foi utilizada na determinacdo da
quantidade de AgNPs impregnadas no tecido de algoddo, como publicado na
literatura cientifica (Duran et al., 2007; Geranio at al., 2009; Lorenz et al.,

2012).
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V.4.3 Atividade antimicrobiana dos tecidos impregnados —

método da difusdao em dgar

O teste de halo de difusdo em dgar € um dos métodos de suscetibilidade
mais simples, confidvel e mais utilizado pelos laboratérios de microbiologia,
desde 1966. O seu principio bésico é a difusdo do agente antimicrobiano na
superficie do dagar, a partir de um disco impregnado com o mesmo
antimicrobiano (Figura 57) na presenca do micro-organismo a ser testado.
ApoOs o periodo de incubacdo (a temperatura adequada de cada micro-
organismo), o halo formado ao redor do tecido (chamado de halo de inibi¢do),
¢ medido em milimetros e os resultados sdo graficados. No caso deste
trabalho, ao invés do disco impregnado, o teste foi realizado com tecidos de
1,0 x 1,0 cm de algoddao impregnados ou ndao com AgNPs e submetidos a

lavagem.

Figura 57. Principio do teste de suscetibilidade pela metodologia do disco-difusdo em
agar.
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