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RESUMO

As infecgdes bacterianas de origem hospitalar s3o um desafio para realidade da medicina
veterinaria, tornando tratamentos mais onerosos, demandando antibidticos mais potentes,
aumentando a gravidade dos quadros clinicos e agravando possiveis progndsticos. Com o
aparecimento cada vez maior de bactérias super-resistentes e o precario desenvolvimento de
novos farmacos faz necessario explorar a capacidade e aplicabilidade dos biomateriais na rotina
clinico cirtrgica da medicina veterindria. Esse trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos
das nanoparticulas de 6xido de zinco puro, 6xido de zinco associado a didxido de titanio e
di6éxido de titanio dopadas com prata sobre o crescimento bacteriano do Staphylococcus
aureus, Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae. Foram realizados testes de disco difusdo em
agar nutritivo com concentragdes de 8000 pg/mL e 4000 pg/mL das diferentes composigoes
de nanoparticulas frente a inculos padronizados a 0,5 na escala MacFaland e com uma dilui¢ao
1:10 de todos os microrganismos testados. Foram observados halos inibitorios apenas nas
composi¢des de nanoparticula com presenga de ZnO frente a Staphylococcus aureus ATCC
25924, com inoculo 0,5 na escala MacFaland diluido 1:10. Dessa forma concluiu que nesse
experimento o dioxido de titdnio dopado com prata sem agdo fotocatalitica ndo possui atividade
antimicrobiana sobre os microrganismos testados, ja4 o oxido de zinco possui efeitos
promissores frente a microrganismos gram positivos, sendo necessario mais estudos.

Palavras-chave: Nanotecnologia; nanoparticulas; biomateriais; microrganismo; bactéria.



ABSTRACT

Bacterial infections of hospital origin are a challenge for the reality of veterinary medicine,
making treatments more expensive, demanding more potent antibiotics, increasing the severity
of clinical conditions and aggravating possible prognoses. With the increasing emergence of
super-resistant bacteria and the precarious development of new drugs, it is necessary to explore
the capacity and applicability of biomaterials in the clinical surgical routine of veterinary
medicine. This work aimed to evaluate the effects of pure zinc oxide nanoparticles, zinc oxide
associated with titanium dioxide and silver-doped titanium dioxide on the bacterial growth of
Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae. Disk diffusion tests were
performed in nutrient agar with concentrations of 8000 pg/mL and 4000 ug/mL of the different
nanoparticle compositions against standardized inoculum at 0.5 on the MacFaland scale and
with a 1:10 dilution of all tested microorganisms. Inhibitory halos were observed only in the
nanoparticle compositions with the presence of ZnO against Staphylococcus aureus ATCC
25924, with inoculum 0.5 on the MacFaland scale diluted 1:10. Thus, it was concluded that in
this experiment, titanium dioxide doped with silver without photocatalytic action does not have
antimicrobial activity on the microorganisms tested, whereas zinc oxide has promising effects
against gram positive microorganisms, requiring further studies.

Keywords: Nanotechnology; nanoparticles; biomaterials; microorganism; bacterium.
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1 INTRODUCAO

Na atual conjuntura da clinica cirargica de pequenos animais observamos as moléstias
ortopédicas como episodios frequentes, destacando-se principalmente as fraturas no esqueleto
apendicular dos cdes e gatos, que possuem como principal causa, etiologias de origem
traumaticas (CHITOLINA et al. 2022). Esse quadro tem como justificativa o grande niimero
de animais de companhia com acesso as vias publicas, sem supervisionamento dos tutores,

propiciando incidentes de atropelamento (VIDANE et al., 2014).

Nao obstante, a causa da fratura acarretara uma grande demanda financeira por parte
dos tutores (ROSANOWSKI et al., 2019), influenciando na tomada de decisdo do médico
veterinario, além de confrontar as expectativas quanto a recuperagao do estado normal do
paciente (ORSINI, 2011). Nesse contexto, o tratamento de afeccdes ortopédicas visa associar
técnicas ¢ materiais versateis, com baixo custo e que possam propiciar uma adequada

estabilizacdo do foco de fratura (SEVERO et al., 2010).

Diversos fatores estdo atrelados para definir a melhor abordagem cirtirgica de
estabilizacdo do foco de fratura: a idade, tipo de fratura, grau de exposi¢do e contaminagdo,
além de especificidades do proprietario, que vao influenciar na escolha do dispositivo, que por
sua vez, se falhar no alinhamento do osso, vai retardar o processo de cura (HARARI, 2002).
Dentre as complicagdes que podem ocorrer apds a fixagdo de uma fratura, as infecgdes sao as
com abordagem mais complexas, levando a um atraso na cicatrizag¢do, até mesmo a perda de
funcao, e consequente amputacdo do membro acometido (METSEMAKERS et al., 2016). Os
fatores que vao influenciar a taxa de ocorréncia dessa complicacdo estdo associados a natureza
da fratura, tamanho da ferida, da espécie e nimero da bactéria (PENN-BARWELL etal., 2014).
Em casos de fratura exposta as taxas de infec¢ao podem chegar a 65%, e até 30% ap0s a sintese

ossea, retardando a recuperagdo do paciente (YANO et al. 2014).

Os agentes comumente identificados nos quadros de osteomielite em cades e gatos sdo
Streptococcus sp., Staphylococcus sp. (com destaque para Staphylococcus aureus, sendo a
bactéria mais frequentemente isolada) e micro-organismos entéricos gram-negativos
(DECAMP et al., 2016b; GRANT; OLDS, 2007; ZIMMERLI et al., 2011). Com a emergéncia
de microrganismos multirresistentes pelo uso indiscriminado de agentes antimicrobianos, ha
necessidade de langar mao de técnicas mais onerosas € com pior prognostico aos pacientes,
sendo necessario o reconhecimento dessa problematica por todos os profissionais de saude

(PRIMAZ et al, 2021).



O campo da nanotecnologia vem descobrindo novos biomateriais com escalas de
tamanho que variam de 0,1 a 100 nm, permitindo uma ampla gama de aplicagdes para diversos
segmentos devido suas caracteristicas fisico-quimicas tnicas (CARREIRA et al., 2009;
SYAMA et al.,2014). Dentre esses novos biomateriais, as nanoparticulas com propriedades
metalicas vém ganhando destaque no campo da biomedicina devido seu baixo custo e facil
obtencdo. Dentre elas, podemos destacar a nanoparticula de prata (Ag) com propriedades
antibacterianas e baixa toxicidade aos organismos animais(CARREIRA et al., 2009; KOGA et
al., 2009). Nanoparticulas de didxido de titanio (TiO2) ja sdo utilizadas em uma ampla gama
de produtos em diversas cadeias produtivas, incluindo a adi¢cdo a implantes ortopédicos,
aprimorando suas caracteristicas fisicas e diminuindo também a taxa de infec¢ao bacteriana
(JIN et al., 2017; NISKA et al., 2015; ZHAO et al., 2013;). Também podemos citar o 6xido de
zinco, o qual possui proeminéncia quando confrontado com antibidticos organicos e aptidao
no controle de frente a formas esporuladas de fungos (GRUMEZESCU, 2016;
KARUNAKARAN et al., 2011; SONDI, SONDI, 2004).

Tendo em vista esse contexto, este trabalho foi realizado para estudar o impacto das
nanoparticulas de ZnO puro, ZnO associada a TiO2 e TiO2 dopadas com prata sobre o
crescimento bacteriano do Staphylococcus aureus SCCmec III (staphylo-coccal cassete
chromosome mec), Staphylococcus aureus ATCC 25924, Escherichia coli ATCC 25922 e
Klebsiella pneumoniae NTUH-K2044.

2 JUSTIFICATIVA

Como exposto na introdu¢do deste trabalho, as infeccdes bacterianas se mostram
presentes na rotina cirirgica da medicina veterindria, aumentando os custos com tratamento,
agravando a clinica dos pacientes e fazendo-se necessario a utilizagdo de antibidticos potentes.
Com o surgimento cada vez maior de bactérias super-resistentes aos antimicrobianos existentes
e o precario desenvolvimento de novos farmacos, faz-se necessario explorar a utilizacdo das
nanoparticulas como alternativa de tratamento e entender sua aplicabilidade na medicina

veterinaria.

3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Avaliar a capacidade inibitoria das nanoparticulas de ZnO puro, associagdo de ZnO

75%/Ti02 25% e TiO2 dopadas com prata em diferentes tamanhos e formas sobre



Staphylococcus aureus SCC mec 111, Staphylococcus aureus ATCC25924, Escherichia coli
ATCC 25922 e Klebsiella pneumoniae NTUH-K2044.
3.2 Objetivos Especificos
e Avaliar a acdo inibitéria das nanoparticulas de TiO» dopadas com prata, sem a
realizacdao de um processo de fotoexcitagdo, sobre Staphylococcus aureus SCC mec 111,
Staphylococcus aureus ATCC 25924, Escherichia coli ATCC 25922 e Klebsiella
pneumoniae NTUH-K2044.
e Avaliar o impacto do tamanho e forma das nanoparticulas de TiO» dopadas com prata
sobre o efeito antimicrobiano.
e Avaliar a acdo inibitoria das nanoparticulas de ZnO puro e associado com TiO; sobre
Staphylococcus aureus SCC mec 111, Staphylococcus aureus ATCC 25924, Escherichia
coli ATCC 25922 e Klebsiella pneumoniae NTUH-K2044.

4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 Tipos de fratura

As fraturas devem ser classificadas a fim de possibilitar um melhor planejamento e
tratamento por parte do médico veterinario, além de tornar precisa a comunicagao entre
profissionais e proprietarios. Dessa forma, as fraturas devem ser avaliadas como completas ou
incompletas, simples ou cominutivas, abertas ou fechadas, quanto a disposi¢do da linha de
fratura, sendo transversa, obliqua ou espiral. Além disso, faz parte da avaliagdo agrupar as
fraturas em redutiveis ou irredutiveis e acerca do local onde ocorreu a lesdo, sendo na diafise,

metafise, fisarias, epifise e na superficie articular (FOSSUM, 2013).

Fraturas abertas por sua vez podem ser graduadas em Grau I, para lesdes como uma
minima comunica¢do com o ambiente externo, Grau II, com feridas de tamanhos variaveis
promovidas pela perfuracdo da pele pelo osso fraturado, entretanto apresentando poucos
fragmentos 0sseos, € de Grau III com uma fratura gravemente cominutiva concomitantemente
a uma lesdo de pele e de tecidos moles extensa (FOSSUM, 2013). Levando em conta a
localizagdo, fraturas fisarias em animais jovens seguem a classificagdo de Salter-Harris que ¢

graduado em 5 graus de acordo com a localizagdo e gravidade (DECAMP et al., 2016a).

4.2 Implantes ortopédicos
No mercado estdo disponiveis uma gama de dispositivos cirurgicos que permitem

diversas alternativas de fixagdo (ROUSH, 2005), atendendo as necessidades dos diferentes



tipos de fratura, condi¢do financeira e nivel de cooperacdo do tutor no pds-operatorio
(DEYOUNG; PROBST, 1998). Fatores mecanicos, biologicos e clinicos vao influenciar direta
ou indiretamente o processo de consolidacao dssea, sendo assim fundamental considerar essas
condi¢des para a escolha de uma reducgdo aberta ou fechada (DENNY; BUTTERWORTH,
2006; PIEMATTEIL FLO; DECAMP, 2006).

Faz-se a op¢ao pela reducao aberta da fratura quando a mesma for simples, obliqua,
com presenca de fragmentos 6sseos ou com comprometimento de superficies articulares,
devido a melhor visualiza¢do do foco de fratura (DENNY; BUTTERWORTH, 2006),
entretanto o comprometimento intenso do sistema vascular e tecidos moles aumenta as chances
de infecgdes bacterianas (REDFERN et al., 2004). Todavia, a utiliza¢gdo do método de redugao
fechada nao envolve exposicdo cirurgica, mantendo a integridade da vasculatura e tecidos
moles no foco de fratura (JOHNSON et al., 1989; PALMER, 1999; PIERMATTEI; FLO;
DECAMP, 2006), mas podendo comprometer o processo de consolidacdo dssea pelo insucesso

do alinhamento da fratura (PIERMATTEI; FLO; DECAMP, 2006).

Dentre os implantes ortopédicos utilizados para fixagdo interna temos as cerclagens,
pinos intramedulares, pinos de Rush, banda de tensdo, haste bloqueada, placas e parafusos
(DENNY; BUTTERWORTH, 2006; TUDURY; POTIER, 2009), sendo esse ultimo um
método muito empregado para fraturas de ossos longos devido sua vantagem em favorecer a
utilizagdo prematura do membro fraturado e bem-estar no pos-operatorio (PIERMATTEI
FLO, 1999). Entretanto, a utilizacdo de placas e parafusos podem culminar em complicagdes
como quebra do implante, retardo no processo de consolidacdo e osteomielite (STIFFLER,

2004).

Os implantes cirirgicos de titdnio sdo aqueles com menor taxa de complicagdes
(RENGANATHAN, TANNERU; MADURALI, 2018), tendo como vantagem a propriedade de
formar espontaneamente uma camada de dioxido de titdnio (TiO2) pouco espessa €
desuniforme, que confere maior resisténcia e bioatividade ao material (LIU; CHU; DING,

2004).

4.3 Osteomielite
A osteomielite ¢ estabelecida como uma infeccdo Ossea promovida por micro-
organismos piogénicos, podendo ser classificada em aguda, subaguda e cronica, como também

caracterizada quanto a forma de infecc¢do, sendo hematogénica, contigua e cronica (CAREK et
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al., 2001). A infecgdo do tecido 6sseo pode ocorrer por inoculagdo de microrganismos, traumas
ou presenca de implantes ortopédicos (BRANDY et al., 2006) e esta diretamente relacionada
ao comprometimento 0sseo e de tecidos moles adjacentes, sendo uma implicagao importante e

presente nos procedimentos de osteossintese (ELLINGTON et al., 2006).

As bactérias do género Staphylococcus sao microrganismos de relevancia nos processos
de osteomielite, quando as infecgdes estao associadas a implantes ortopédicos (DAROUICHE,
2004), j4 os micro-organismos gram negativos frequentemente associadas a infecgdes
hospitalares sdo Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa
(CAMARGO JUNIOR; ARIAS; PERUGINI, 2020), tornando a resolugdao da consolidagao
6ssea mais onerosa (TURK et al., 2015) e em alguns casos demandando mais procedimentos
cirargicos, além da remocao dos dispositivos implantados (NICOLL et al., 2014). A patogenia
dos quadros de osteomielite por Staphylococcus sp. ligada a materiais cirurgicos implantaveis
se sucede pela capacidade de formar biofilme (OLIVEIRA, 2014), permitindo a sobrevivéncia
desses microrganismos frente a agentes antimicrobianos e propiciando a manutengdo da

infeccdo (WOLSKA et al., 2016).

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria (2016), Klebsiella pneumoniae foi
0 microrganismo mais constantemente relatado em infeccdes de unidades de tratamento
intensivo no periodo de 2011-2015, além de ser crescente os indices de resisténcia aos
carbapenémicos. As carbapenemases produzidas por esses microrganismos s3ao enzimas
capazes de causar hidrolise em antibioticos betalactdimicos (LOGAN; WEINSTEIN, 2015;
GUPTA et al., 2011;) além de ser um fator de resisténcia com alta correlacdo com a taxa de

mortalidade dos pacientes (HIGASHINO, 2020).

4.4 Biomateriais

A palavra biomaterial ¢ definida por materiais que constituem implantes médicos,
vastamente utilizados na medicina, odontologia e medicina veterinaria (TURRER;
FERREIRA, 2001), e suas caracteristicas vao mudar dependendo do local onde serdo
empregadas. Em um contexto geral, esses materiais vao possuir caracteristicas apoiadas em
propriedades mecanicas, quimicas, fisicas e bioldgicas, como biocompatibilidade,
citotoxicidade, hemocompatibilidade, estimulo a adesao e proliferagao celular (GUASTALDI;
APARECIDA, 2010; PIRES; BIERHALZ; MORAES, 2015). Os principais metais que
compde os biomateriais sdo baseados em Fe, Cr, Ni, Ti, Co, entre outros elementos, formando

as ligas metalicas que sao toleradas pelo organismo (RODRIGUES, 2013).
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A implementagdo de nanoparticulas de Ag, Fe, Cu em implantes cirargicos reduzem
complicagdes como infecgdes bacterianas (ALLAKER; YUAN, 2019), onde a associacao de
um metal e um semicondutor aumenta o nimero de radicais livres disponiveis no sistema,
conferindo acdo bactericida (KURIAKOSE et al., 2014, REN et al., 2010), como a agdo
observada na associacdo de nanoparticulas de TiO2 e Ag, onde juntas foram capazes de
produzir um efeito bactericida frente a Escherichia coli (GUIN et al., 2007), também vista no
composto hibrido de nanoparticulas de ZnO e Ag frente a Staphylococcus aureus e

Pseudomonas aeruginosa (ANDRADE et al., 2016).

4.5 Nanoparticulas

A utilizagdo da palavra nanotecnologia se deu com a iniciagcdo de pesquisas com foco
em materiais de escalas nanométricas (BRAKMANE et al., 2012), tendo diversas aplicagdes
em variados segmentos de areas como fisica, quimica, biologia e area médica (CLAVIJO et
al., 2009). Esses materiais de escala nanométrica podem ser produzidos e projetados com
dimensdes, formas e composigdes variadas, como metais e 6xidos de metais (DOAK et al.,

2009).

Como possuem grandezas nanométricas sao particulas muito menores que a grande
maioria das células eucariontes, possibilitando sua internalizacio (RASMUSSEN et al., 2010).
Além disso quando comparadas a particulas com propor¢des maiores, as nanoparticulas
possuem na sua superficie uma quantidade atomos mais elevada, tornando-as mais reativas

(GOGOTSIL 2006; GUOZHONG, 2004).

4.5.1 Diéxido de titanio

O dioxido de titanio (T102) ¢ um 6xido de metal que ocorre em trés estruturas cristalinas
naturalmente. O rutilo é a forma mais comum, com uma forma tetragonal, enquanto anatase e
brukita sdo formas consideradas raras, sendo elas tetragonal e um octaedro respectivamente
(CHEN et al., 2014, MOELLMANN et al., 2012). As caracteristicas fisico-quimicas do TiO»
mudam de acordo com a forma cristalina em que se encontra (rutilo, anatase e brukita), o
tamanho, area de superficie e grau de cristalidade (TAN et al., 2015). Dependendo da sua
morfologia os nanocristais de TiO> dardo origem a diferentes reagdes competitivas entre os
ions presentes no eletrdlito, resultando em efeitos diversos como estimulo de adesdo celular
com a incorporagdo de ions fluoreto e aumento da proliferacao celular pela incorporagao de

ions fosfato (KIM et al., 2008).
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Existem preocupagdes com o potencial citotoxico que nanoparticulas no geral poderiam
desempenhar, como demonstrado em estudos onde na aplicagao intravenosa de TiO> promoveu
um aumento na inflamag¢do pulmonar (FERIN, OBERDORSTER; PENNEY, 1992).
Entretanto, como demonstrado no estudo de DUARTE et al (2019) ndo houve citotoxicidade a
células tronco mesenquimais derivadas de adipocitos frente a nanoparticulas de TiO> com
diferentes composigdes e concentragdes. Essa associagao libera fosfoesfingolipideos, subclasse
ceramida fosfoetanolamina, que ¢ essencial para fungdes basicas e de proliferacao celular,
também participando de mecanismos inflamatérios e de angiogénese (DUARTE et al., 2019),
também mostrou efeitos positivos quanto a diferenciacdo osteogénica de células tronco
mesenquimais, aumentando a producao de matriz 6ssea (LIMA,2017). As nanoparticulas de
TiO2 quando associadas a antibidticos mostraram efeitos sinérgicos quando confrontadas
contra S. aureus resistente a meticilina (MRSA) promovendo acréscimo no tamanho dos halos

inibitdrios em ensaios de disco difusdo (ROY et al., 2010).

Alguns trabalhos mostram que a a¢do antimicrobiana das nanoparticulas de TiO; esta
diretamente ligada a sua capacidade fotocatalitica, onde através de um processo de
Fotoexcitacdo com luz ultravioleta ou luz visivel gera pares de elétrons em sua superficie
capazes de agir sobre as membranas dos micro-organismos e causando injuria celular
(BONILLA et al., 2013; FU et al., 2005; JOO et al., 2005; MOHR et al., 2017). Entretanto o
uso do TiO2 ativado na luz ultravioleta ¢ limitado por estar associado a injuria a células

humanas e lesdo no DNA de células (ALLAHVERDIYEV et al., 2011).

4.5.2 Nanoparticula de prata

As nanoparticulas de prata possuem acao bactericida ja conhecida, causando alteragdes
e at¢ mesmo rompendo a membrana ou parede celular, aumentando o nimero de espécies
reativas de oxigénio, promovendo danos as células. A acdo antimicrobiana esta diretamente
associada a taxa de liberacdo e quantidade de prata, uma vez que ocorre ligagcdo da prata com
proteinas dos tecidos, promovendo alteracdo na estrutura da bactéria, impedindo replicagdo e
promovendo a morte dos microrganismos (GERVASIO et al., 2005). Além disso, as
nanoparticulas de prata possuem potencial sobre biofilme pré-formado, demonstrado em
alguns estudos, expondo uma alta toxicidade as bactérias nessa forma (KASITHEVAR et al.,

2017).
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4.5.3 Nanoparticula de 6xido de zinco

Os oxidos metalicos se mostram eficientes quanto aos seus efeitos antimicrobianos
devido seu tamanho e alta reatividade, sendo capazes de interagir com as membranas de
bactérias (ALLAKER, 2010; GARCIA, 2011). Além disso possuem superioridade quanto a
estabilidade quando comparado a antimicrobianos organicos, onde podemos citar o 6xido de
zinco (GRUMEZESCU, 2016; SONDI, SONDI, 2004), sendo além de bactericida, com
potencial de controlar esporos de fungos (KARUNAKARAN et al., 2011).

A origem da agdo bactericida do ZnO é provavelmente, devido a liberacio de ions Zn**
(LI et al., 2011) e o estrito contato do 6xido metalico com a superficie bacteriana com
subsequente producdo de espécies reativas de oxigénio (SAWAI, YOSHIKAWA, 2004;
ZHANG et al., 2007). Além disso as dimensdes e forma do ZnO estdo diretamente atrelados a
sua capacidade de penetrar na célula e causar seus efeitos decorrente ao estresse oxidativo,

sendo assim quanto maior a molécula pior serd sua capacidade de interagir com a bactéria

(YANG et al., 2009; ZHANG et al., 2007).

5 METODOLOGIA

5.1 Sintese das nanoparticulas

As nanoparticulas de didxido de titanio (TiO2) dopadas com prata foram produzidas e
caracterizadas no Instituto de Fisica da Universidade Federal de Alagoas, e gentilmente cedidas
para execucdo deste experimento. Foram sintetizadas trés formulacdes com forma e
temperatura diferentes, como mostra a tabela 1, dos quais foram acrescentados 1% de prata

(Ag) em sua composic¢ao.

Tabela 1- Fragdo de tamanho e peso de anatase, fracao ponderal de rutila e fragdo ponderal de
brukita dos NC de TiO; submetidos a recozimento térmico a 100° C / 24h, 500°C / 1h, 650°C /
1h e 800°C / 1h.

Temperatura Tamanho (nm) | Anatase (%) Rutila (%) Brukita (%)
500°C/ 1h 8.5 91,06 8,94 0
650°C/ 1h 32 35,44 64,56 0
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800°C/ 1h 44.1 0,00 84,07 15,93

Fonte: Instituto de Fisica da Universidade Federal de Alagoas.

As concentragdes das nanoparticulas foram preparadas a 10 mg/mL com agua ultrapura
e solubilizadas através de ultrassonicagdo utilizando ultrassonicador tipo sonda, por 15

minutos, utilizando gelo para refrigeracao da solugao.

Da mesma forma as nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnO) foram produzidas e
caracterizadas no Instituto de Fisica da Universidade Federal de Uberlandia e gentilmente
cedidas para execucdo deste experimento. As composi¢cdes de nanoparticulas foram
caracterizadas como ZnO puro e 75% ZnO associado a 25%TiO2. As concentragdes das
nanoparticulas foram preparadas a 10 mg/mL com 4gua ultrapura e solubilizadas com auxilio

de um vortex.

5.2 Preparo do indculo

O preparo do in6culo se deu com o descongelamento das amostras de Staphylococcus
aureus SCC mec 11, Staphylococcus aureus ATCC 25924, Escherichia coli ATCC 25922 e
Klebsiella pneumoniae NTUH-K2044 mantidas em meio BHI (Brain Heart Infusion) com
glicerol 10% a -80°C. As cepas foram reativadas em meio rico em nutrientes TSA (Tryptic Soy
Agar) por meio de técnica de esgotamento utilizando swab descartavel, e posteriormente,
incubadas por 24h a 37°C. Em seguida, as bactérias foram repicadas em meio TSA (Tryptic
Soy Agar) por meio da técnica de isolamento utilizando alcas descartaveis estéreis, e
posteriormente incubadas por 24h a 37°C. A partir disto, foram retiradas de 3 a 5 colonias e
inoculadas em 9 mL de solugdo salina 0.9%, até obter uma turva¢ao de 0,5 na escala
MacFarland (EUCAST, 2022) confirmada por espectrofotometria. A leitura foi realizada em
absorbancia de 0,3em comprimento de onda de 600nm, correspondendo a 108UFC/mL. A partir
do indculo padrao (MacFaland 0,5) foi realizada uma diluicao de 1:10 de salina 0,9% para
obtengdo de uma concentragio bacteriana de 10’UFC/mL, por ndo ser possivel comparar
diretamente os compostos de nanoparticula com antibioticos descritos na literatura faz-se

necessario um ajuste do indculo para avaliar a faixa de a¢do da substancia (figura 1).
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Figura 1. Cultura em placa meio TSA (Tryptic Soy Agar): A- Staphylococcus aureus SCC
mec III, B- Staphylococcus aureus ATCC 25924, C- Escherichia coli ATCC 25922 e D-
Klebsiella pneumoniae NTUH-K2044.

5.3 Ensaio de potencial antimicrobiano das nanoparticulas de ZnO e TiO2 dopado com
prata
O potencial antimicrobiano das nanoparticulas foi realizado pela técnica da difusdo em

discos. Inicialmente para andlise, cada cepa foi semeada na superficie do agar MH (Mueller
Hinton), utilizando a técnica de esgotamento com swab estéril descartavel, utilizando os
indculos previamente preparados (turvacdo correspondente a 0,5 na escala de MacFaland e
posterior diluicdo 1:10), em seguida, discos de papel filtro estéreis foram preparados com a
submersao em uma solucao a 8000 pg/mL e 4000 pg/mL de concentracao de TiO2 500°C, TiO>
650°C, TiO2 800°C, ZnO e ZnO 75%/ Ti0225% e adicionados na superficie da placa semeada

previamente com 0s micro-organismos. As placas foram entdo incubadas 37°C por 24 h,
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quando entdo, foi realizada a medida dos halos de inibicdo em milimetros, representando a
capacidade em inibir o crescimento das bactérias. Como controle foram utilizados discos

impregnados com Ampicilina sodica (10 mg/mL).

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

No teste de disco difusdo em que foi utilizado discos impregnados com as formulagdes
de TiO> dopado com Ag foi possivel observar o crescimento das bactérias (S. aureus SCC mec
111, S. aureus ATCC 25924, E. coli ATCC 25922 e Klebsiella pneumoniae NTUH-K2044) na
placa em sua totalidade, ndo apresentando nenhum halo inibitério em ambas as concentragdes

de nanoparticulas (NPs), 8000 ng/mL e 4000 png/mL (Fig 2).

TiO, dopado com Ag

S. aureus SCC mec Il S. aureus ATCC 25924 E. coli ATCC 25922 Klebsiella pneumoniae

Figura 2. Teste de disco difusdo. A- Teste com NPs de TiO> dopado com prata contra S. aureus
SCC mec I1I. B- Teste com NPs de TiO; dopado com prata contra S. aureus ATCC 25924. C-
Teste com NPs de TiO; dopado com prata contra E. coli ATCC 25922. D- Teste com NPs de
Ti0; dopado com prata contra Klebsiella pneumoniae NTUH-K2044

Por sua vez nas formula¢des de ZnO puro e na associacdo de ZnO 75%/Ti02 25% foi
observado halo inibitorio de 8 mm para Staphylococcus aureus ATCC 25924 (figura 3C) na
concentragdo de 8000 ng/mL, e na concentracao de 4000 pg/mL foram obtidos halos de 6 mm
também para ZnO puro e associado a TiO2. Nos demais microrganismos ndo foi observada a
presenga de halo inibitério para formulagdes com ZnO. O controle positivo utilizado
apresentou halos de 18 mm, 35 mm (tabela 1) e 30 mm (tabela 2) para os respectivos
microrganismos Staphylococcus aureus SCC mec 111, Staphylococcus aureus ATCC 25924 e

Escherichia coli ATCC 25922 (figura 3).
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Zn0 e ZnO+ TiOZ

S. aureus SCC mec llI S. aureus ATCC 25924 S. aureus ATCC 25924 (1:10) E. coli ATCC 25922

Figura 3. Teste de disco difusdo. A- Teste com NPs de ZnO e ZnO+ TiO; contra S. aureus
SCC mec III. B- Teste com NPs de ZnO e ZnO+ TiO; contra S. aureus ATCC 25924. C- Teste
com NPs de ZnO e ZnO+ TiO> contra S. aureus ATCC 25924 com inéculo na dilui¢ao 1:10.
D-Teste com NPs de ZnO e ZnO+ TiO; contra E. coli ATCC 25922.

De acordo com EUCAST (2022) considera-se em S. saprophyticus resistente a
ampicilina quando apresenta uma zona de inibi¢do apesenta uma zona de inibi¢do de <I8mm
e susceptivel quando a zona de inibi¢do for >18mm. Tendo em vista staphilococcus coagulase-
positivo, ¢ esperado desses micro-organismos alguns mecanismos que confiram resisténcia a
beta-lactamicos, sendo assim o S. saprophyticus mecA-negativo € susceptivel a ampicilina, e
0 parametro para mensurar a resisténcia a essa classe de farmaco na literatura (EUCAST,
2022). Na tabela 2 estdo apresentados também os didmetros de inibi¢do encontrados no teste
de disco difusdo para S. aureus SCC mec Ill e S. aureus ATCC 25924 quando utilizadas as NPs
Zn0, ZnO + TiOz e TiO, + Ag.

Tabela 2 — Didmetro da zona de inibigcao do Staphylococcus aureus frente as formulacdes de
NPs na concentracao de 8000 pg/mL e diametro da zona de inibi¢ao considerada R (resisténcia)
e S (susceptibilidade) ao antibiotico ampicilina em S. saprophyticus, de acordo com EUCAST

(2022).

Diametro da zona de inibicao

(mm)
ZnO .
Iné6culo ZnO + Illi)z Ampicilina
TiO; g
S. aureus SCC MacFaland 0,5 0 0 0 18

mec 111 01:10 0 0 0 -




18

S. aureus ATCC  MacFaland 0,5 0 0 0 35
25924 01:10 8 8 0 - S R

S. saprophyticus
(EUCAST, 2022) MaCFaland 0,5 - = - 1 8 >1 8 <1 8

S: Susceptibilidade ao antibiotico. R: Resisténcia ao antibiotico

No experimento desenvolvido neste trabalho, as NPs TiO» dopadas com prata nao
apresentaram capacidade inibitdria sobre o crescimento das bactérias Staphylococcus aureus
SCC mec 1, Staphylococcus aureus ATCC 25924, Escherichia coli ATCC 25922 e Klebsiella
pneumoniae NTUH-K2044, mesmo quando testadas com uma carga bacteriana inferior a
indicada no EUCAST (2022) para teste de susceptibilidade a antimicrobianos através de disco

difusdo, correspondente a escala 0,5 MacFaland.

Em trabalhos como o realizado por Allahverdiyev et al. (2011) ressaltam que o poder
antimicrobiano das nanoparticulas de dioéxido de titanio esta atrelado ao seu poder oxidativo
proveniente da fotoexcitagdo com luz ultravioleta, e sua dopagem com outros ions metalicos
que possibilitaria uma melhora nesse processo de ativacdo. A caréncia de um fator que forneca
luz para ativar as nanoparticulas pode comprometer os mecanismos que presuntivamente
seriam responsaveis por causar a inibi¢do das bactérias (MOHR et al., 2017). Como exposto
nesses resultados, as nanoparticulas de didxido de titdnio, que ndo passaram por nenhum
processo de estimulacdo por luz, ndo possuiram efeito algum sobre as bactérias testadas,

mesmo utilizando concentra¢des muito elevadas € um inéculo menos concentrado.

O microrganismo E coli ¢ considerado resistente a ampicilina quando apresenta uma
zona de inibi¢do de <14 mm e susceptivel quando a zona de inibigdo for >14mm de acordo
com EUCAST (2022). Na tabela 3 estdo apresentados também os didmetros de inibi¢do
encontrados no teste de disco difusdo para E. coli ATCC 25922 quando utilizadas as NPs ZnO,
Zn0O + TiO; e TiO2 + Ag.

Tabela 3 - Diametro da zona de inibi¢ao da Escherichia coli frente as formulagdes de NPs na
concentracao de 8000 pg/mL e didmetro da zona de inibi¢do considerada R (resisténcia) e S
(susceptibilidade) ao antibidtico ampilicina em Escherichia coli, de acordo com EUCAST

(2022).

Diametro da zona de inibi¢ao
(mm)

n0 1o,

+ Ag

Inoculo ZnO Ampicilina

TiO,
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E. coli ATCC MacFaland 0,5 0 0 0 30
25922 01:10 0 0 0 - S R
E. coli ATCC
25922 (EUCAST, MacFaland 0,5 - - - 14 >14 <14
2022)

S: Susceptibilidade ao antibidtico. R: Resisténcia ao antibidtico

A concentragdo minima inibitoria (CMI) de ZnO encontrada no trabalho realizado por
Emami-Karvanie Chehrazi (2011) mostra que 500 e 1000 pg /mL"! s3o necessarios para causar
inibicao em S. aureus ¢ E. coli, respectivamente. Ja em Lakshmi et al. (2012) a concentragao
inibitoria minima para ambos os microrganismos foi de 3000 pg mL!. Neste experimento
utilizando discos encharcados com 8000 pg mL e 4000 ng mL! observamos a agdo positiva
do 6xido de zinco sobre a bactéria S. aureus ATCC 25924, entretanto nao houve halo inibitorio
frente a E. coli ATCC 25922. Essa diferenca de concentragcdes nos trabalhos pode estar
correlacionada ao tamanho das nanoparticulas, que esta diretamente ligado ao seu efeito frente
as bactérias, outro fator que pode ter influéncia sobre os resultados € a tendéncia de agregagio

e sedimentacao da solu¢ao podendo interferir no tamanho da molécula.

Devido as diferencas da membrana plasmatica entre os microrganismos gram positivos
e gram negativos ¢ esperado uma disparidade na interacdo das nanoparticulas frente a esses
dois tipos de agentes. Como mostrado por Bonilla & Garcia (2012) a entrada das moléculas ¢
facilitada em microrganismos gram positivos por possuirem apenas uma camada exterior,
como o S. aureus utilizado nesse experimento, onde as NPs apresentaram maior a¢ado inibitoria,
enquanto as gram negativas, como a E. coli, possuem duas camadas externas, e devido as
caracteristicas dos lipopolissacarideos que a compde, promovem um maior desafio para a
entrada e interagdo com as membranas pelas nanoparticulas, o que esta de acordo com os

resultados apresentados, onde as NPs utilizadas em E. coli ndo apresentaram zona de inibicao.

7 CONCLUSAO

As nanoparticulas de TiO> dopadas com Ag em diferentes propor¢des de anatase, rutila
e brukita ndo foram capazes de produzir efeito inibitorio no crescimento Staphylococcus aureus
SCC mec 111, Staphylococcus aureus ATCC 25924, Escherichia coli ATCC 25922 e Klebsiella
pneumoniae NTUH-K2044. Ja as formulagdes de ZnO puro e a associagcdo de ZnO 75%/Ti10>
25% foram capazes de produzir efeito inibitorio no crescimento da Staphylococcus aureus

ATCC 25924 na concentracao de 8000 pg/mL e 4000 pg/mL, mostrando uma boa perspectiva,
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apos realizagdo de mais estudos, na aplicagdo com acdo antimicrobiana em bactérias gram

positivas.
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