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RESUMO

Com o objetivo de entender melhor a toxicidade das nanoparticulas de prata biogénicas, estas
foram preparadas utilizando a rota biotecnologica e extracelular com o fungo Fusarium
oxysporum. As nanoparticulas de prata biogénicas foram caracterizadas por microscopia
eletrbnica de transmissdo (TEM) e absorbancia na regido do UV/Visivel. O tamanho das
nanoparticulas foi determinado pela a técnica de andlise de rastreamento de nanoparticulas
(NTA) utilizando o equipamento NanoSight, e por espectroscopia de correlagdo de fétons
utilizando o equipamento ZetaSizer. O potencial zeta das particulas também foi avaliado no
ZetaSizer. A atividade antimicrobiana, a citotoxicidade e os mecanismos de acdo das
nanoparticulas de prata biogénicas em células V79 também foram investigados. A producao de
nanoparticulas de prata foi evidenciada pela presenca da banda de absor¢do de plasma (A =
450 nm) e por TEM sendo observadas particulas esféricas com o tamanho de 15-22 nm. A
atividade antibacteriana e antifangica das nanoparticulas de prata foi avaliada contra
Staphylococcus aureus (MIC 1,47 ug mL™"), Salmonella typhymurium (MIC 0,36 pg mL™),
Escherichia coli (MIC 0,73 pug mL™"), Aspergillus niger (MIC 5,90 pg mL") e Trichophytum
rubrum (MIC 2,95 pg mL™"). Além disso, a atividade bactericida das nanoparticulas de prata foi
diminuida na presenga de glutationa reduzida, indicando que a eficacia antimicrobiana esta
provavelmente relacionada com a inducdo de estresse oxidativo. As nanoparticulas de prata
exibiram citotoxicidade dose dependente em células V79. Na concentragdo de 8,49 pg mL™" as
nanoparticulas de prata promoveram 51% de morte celular avaliada pela reducédo do MTT e 37
% em ensaios de DNA. A presenca de glutationa (307,3 pg mL™") aumentou em 17 % a
viabilidade celular, atingindo 66% de células viaveis no ensaio MTT e em 25 % no ensaio de
DNA, atingindo 88% de células viaveis. Estes resultados podem indicar que os efeitos
citotoxicos induzidos pelo tratamento de nanoparticulas de prata biogénicas podem estar
relacionadas com o estresse oxidativo. Este efeito pode ser muito importante na terapia de
cancer e de antibidticos, e também para tratamento de dorencas neurodegenerativas entre

outras.

Palavras-chave: nanoparticulas de prata biogénicas, atividade antimicrobiana, citotoxicidade,

glutationa, concentragao inibitéria minima, MIC.
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ABSTRACT

Aiming to understand better the toxicity of biogenic silver nanoparticles, these were prepared
using biotechnological extracellular route and fungus Fusarium oxysporum. biogenic silver
nanoparticles were then characterized by transmission electron microscopy and UV/Vis. Their
size and zeta potential were determined using the nanoparticle tracking analysis software by
Nanosight, photon correlation spectroscopy and zeta potential techniques. The antimicrobial
activity, cytotoxicity and in vitro mechanism of biogenic silver nanoparticles action in V79 cells
were also investigated. The biogenic silver nanoparticles production was evidenced by the
presence of the plasmon absorption band (A = 450 nm) and spherical particles with the size of
15-22 nm were obtained. The biogenic silver nanoparticles antimicrobial and antifungal activity
against Staphylococcus aureus (MIC 1.47 ug mL™"), Salmonella typhymurium (MIC 0.36 pg mL®
"), Escherichia coli (MIC 0.73 ng mL™), Aspergillus niger (MIC 5.90 ug mL") and Trichophytum
rubrum (MIC 2.95 ug mL") were measured. Furthermore, the bactericidal activity of AgNPy
decreased in the presence of reduced glutathione (GSH) indicating that antimicrobial
effectiveness is probably related to oxidative stress induction. The biogenic silver nanoparticles
exhibited cytotoxicty in some extent regarding V79 cells. At the concentration of 8.49 ug mL™
biogenic silver nanoparticles provoked 51% cell death in the MTT and 37% in DNA assays. The
presence of glutathione (GSH, 307.3 ng mL™) increased 17% cell viability on MTT and 25% on
DNA assays. Obtained results may point out that the cytotoxic effects induced by biogenic silver
nanoparticles treatment could be related to the oxidative stress. This effect can be very
important in the cancer and antibiotic therapy and also for neurodegenerative and many other

diseases treatments.

Keywords: biogenic silver nanoparticles, antimicrobial activity, cytotoxicity, glutathione, minimal
inhibitory concentration, MIC.
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INTRODUCAO

1. Histérico da Prata como Agente Antimicrobiano

Desde o século XIX, a aplicacdo do nitrato de prata (AgNO3) como farmaco vem
sendo pesquisada. Em estudos de caso com a aplicagao de solugdo aquosa de nitrato
de prata para tratamento de pacientes com erisipela, disturbios visuais e Ulceras, foi
relatada uma melhora significativa (Sem autor, 1847; Bedingfield, 1849; Solomon,
1851).

Em 1906, pesquisadores realizaram estudos experimentais a fim de comprovar a
eficiéncia bactericida do nitrato de prata, da prata propriamente dita e de farmacos
contendo o metal frente as bactérias Streptococcus pyogenes e Staphylococcus aureus,
verificando-se uma excelente atividade farmacoldgica sobre esses microrganismos
(Marshall e Macleod-Neave, 1906; Derby, 1906).

Com a eficacia do nitrato de prata como agente antimicrobiano comprovada em
estudos anteriores, Marshall e Killoh (1915) testaram a prata coloidal e o nitrato de
prata frente a cultura de bactérias, como Escherichia coli, Salmonella spp.,
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes e Bacillus anthracis. A prata coloidal é
uma substancia a base de prata (Ag) composta de particulas extremamente pequenas,
porém maiores que a maioria das moléculas normalmente variando de 0,01 a 0,001
microns de didmetro. Neste estudo a prata coloidal foi mais eficaz do que o nitrato de
prata, demonstrando um efeito bactericida e anti-séptico.

Gibbard (1933) realizou um estudo utilizando a prata coloidal para o tratamento
da agua, submetendo culturas de E. coli e Salmonella typhimurium ao tratamento,
sendo que apoés duas horas, a agcao bactericida da prata, frente aos microrganismos

testados, foi comprovada.
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Uma revolucdo vem acontecendo na ciéncia e tecnologia desde o entendimento
de que os materiais em escala nanométrica podem apresentar novos comportamentos
e propriedades diferentes daquelas que geralmente apresentam em escala
macroscopica. Em nanoescala surgem novos fenémenos que nao aparecem na
macroescala. As mudangas mais importantes de comportamento sao causadas nao
apenas pela ordem de magnitude da reducao do tamanho, mas por novos fenémenos
intrinsecos, observados ou que se tornam predominantes em nanoescala, e que néo
sd0 necessariamente previsiveis em escalas maiores. Esta alteragdo de
comportamento estd relacionada com as forgas naturais fundamentais, tais como a
gravidade, atrito, eletrostatica, entre outros que mudam de importancia quando a escala
é reduzida (Fishbine, 2002; Nicolau et al., 2000; Rieth, 2003; Galembeck, 2003).

2. Nanotecnologia e as Nanoparticulas de Prata

Nanoparticulas inorganicas tém sido empregadas com grande eficacia em varias
areas das ciéncias biologicas, biomédicas e farmacéuticas. Devido a eficacia como
substancia antimicrobiana as nanoparticulas de prata tém sido utilizadas na industria
téxtil, cosmética e farmacéutica, dentre outras (Gibbins e Warner, 2005; Nederberg et
al., 2011).

Sabe-se que maioria dos agentes antimicrobianos utilizados comercialmente,
incluindo a prata, sdo biocidas para grande parte dos microorganismos relevantes a
area médica incluindo bactérias, fungos e leveduras. A forma de atuacdo destes
agentes consiste em danificar a parede celular ou alterar a permeabilidade da
membrana celular, desnaturar proteinas e inibir a atividade enzimatica ou a sintese de
lipidios, 0s quais sd0 mecanismos essenciais para a sobrevivéncia celular (Jovietic et
al., 2010; Nederberg et al.,, 2011). No caso de ions e nanoparticulas de prata ha
diversas propostas na literatura sendo a mais citada a reacdo destas estruturas com

proteinas dos microorganismos devido a forte interacdo da prata com os grupos
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sulfidrilas (SH) das proteinas levando a inativacdo das mesmas (Zheng e Huang,
2004).

Atualmente varios métodos quimicos e biolégicos tém sido empregados em
preparacées de nanoparticulas de prata, mas a grande dificuldade é o controle do
tamanho das particulas, problema que € minimizado quando as nanoparticulas sao
obtidas pelo método bioldgico (Duran et al., 2011; Mussarrat et al., 2010). Varios
organismos e microrganismos sdo conhecidos por produzirem materiais inorganicos
extra ou intracelularmente (Duran et al., 2011). Um exemplo é o fungo Fusarium
oxysporum (Figura 1) que quando exposto a uma solu¢cdo de ouro ou prata, reduz
rapidamente estes dois metais, produzindo nanoparticulas altamente estaveis de
dimensoes entre 2 e 50 nm (Duréan et al., 2005).

Figura 1: Caracteristica da colénia de Fusarium oxysporum (551) cultivada em meio Agar Sabouraud
(Silva JC, 2013).
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Dentre as diversas aplicacbes das nanoparticulas de prata, estas tém sido
impregnadas em tecidos como algodao, nailon, poliéster entre outros para a obtencao
de materiais antimicrobianos (Duran et al.,, 2007, Xing et al., 2011; Chen e Chiang,
2011). Duran e colaboradores (2007) estudaram a impregnacao de nanoparticulas de
prata produzidas pelo método biolégico em tecidos de algodao. Os autores observaram
que os tecidos impregnados com as nanoparticulas apresentaram atividade
antibacteriana frente a bactéria S. aureus, reduzindo o numero de Unidades
Formadoras de Colbnias (UFC) em 99,9%.

Outra aplicagdo importante das nanoparticulas de prata é a associacao destas
com outras substancias, tais como, por exemplo, gentamicina e amoxicilina (Rai et al.,
2009). Esta associacao pode direcionar estes farmacos para alvos especificos, além de
potencializar o seu efeito diminuindo a resisténcia de microorganismos (Gimenez et al.,
2005). Além disso, estas particulas tém sido utilizadas no tratamento de lesbes como
gueimaduras. Tian et al. (2007) estudaram os beneficios que as nanoparticulas de prata
proporcionam quando aplicadas em lesdes. Neste trabalho foi verificado que o processo
de cicatrizacdo é acelerado, apresentando pouca fibrose e crescimento normal de
pélos, sendo, portanto, esteticamente viavel. Além disso, no estudo do efeito da prata
em citocinas (IL-6, IL-10, TGF-B1, IFN-y) através de analises de PCR em tempo real
(RT-PCR) foi observado que as particulas além de seu poder antimicrobiano, também
modulam a produgéo de citocinas inflamatorias, auxiliando eficientemente no processo
de cicatrizagdo (Tian et al., 2007). Eles verificaram que a prata coloidal foi mais
eficiente e menos téxica do que ions de prata no tratamento de feridas, promovendo um
aumento da re-epitelizagcdo quando comparada com antibiéticos. Desta forma as
nanoparticulas de prata tém grande potencial no tratamento de feridas, porém este
pode ser melhorado pela sua associagdo com Oxido nitrico. Estudos na literatura
mostraram a eficiéncia do no tratamento de feridas.

Conforme citado anteriormente, as nanoparticulas de prata podem ser
produzidas por diferentes métodos que podem ser classificados em dois grupos
principais: bioldgico e quimico (Duran et al., 2011).
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3. Métodos de Sintese de Nanoparticulas de Prata
3.1.Método Quimico de Sintese de Nanoparticulas de Prata

No método quimico de sintese de nanoparticulas de prata, utilizam-se agentes
redutores para promover a reducédo dos fons de prata (Ag*) para prata metalica (Ag®) e
a adicdo de surfactantes para estabilizar as nanoparticulas. A ndo adicdo de
surfactantes (estabilizantes) pode ocasionar alteracées, em termos de diametro e
distribuicao das particulas. Uma limitacdo deste método € a producao de particulas com
larga faixa de diametro, além de ser mais complexo e trabalhoso e apresentar
contaminacdo ambiental devido aos residuos de solventes utilizados na preparagéao
(Chen et al., 2003).

Exemplos de agentes redutores que podem ser utilizados sdo o borohidreto de
sédio ou hidrazina, alcool e o citrato de sdédio. Entretanto, alguns destes agentes
redutores necessitam também da acao do calor para que a reacao ocorra e podem ser
téxicos como, por exemplo, o borohidreto de sédio ou hidrazina (Pillai e Kamat, 2003;
Kim et al., 2007).

Diferente da sintese biolégica na qual ndo € necessaria a adigcdo de surfactantes
(pelo fato das proteinas presentes na estrutura do proprio microrganismo agir como
estabilizante da nanoparticula sintetizada), no método de producdo quimica de
nanoparticulas é comumente adicionado agentes estabilizantes como o PVP (poly-vinyl-
pyrrolidone) (Sun e Xia, 2002).
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3.2. Método Bioldgico de Sintese de Nanoparticulas de Prata

As nanoparticulas bioldégicas sao produzidas através do uso de organismos:
fungos filamentosos como Fusarium oxysporum e leveduras, bactérias como Bacillus
megaterium, B. subtilis, Morganella spp., Catharanthus roseus, e até mesmo plantas,
como extrato de folhas de Manilkara zapota, nao sendo téxico e ambientalmente
aceitavel (“quimica verde”) (Kamaraj et al., 2012; Mourato et al., 2011; Saravanan et al.,
2011; Parikh et al., 2011; Kannan et al., 2011). E possivel a preparacédo de particulas
com uma faixa estreita de diametro, ja estabilizadas por proteinas do préprio organismo,
desta forma ndo havendo a necessidade da adicao de agentes surfactantes que, como
visto anteriormente, pode ocasionar alteragbes, em termos de didmetro e distribuicdo
das particulas, além do fato da reagao ocorrer a temperatura ambiente (Mohanpuria et
al., 2008). A biossintese de nanoparticulas de prata usando organismos eucariéticos
tais como fungos, pode ser obtida intracelularmente (Sastry et al., 2003) como também
extracelularmente (Duran et al., 2011; Balaji et al., 2009).

A producéo intracelular de nanoparticulas de prata ocorre em fungos como o
Verticillium sp., sendo que os ions de prata sdo reduzidos a prata metal, as quais sao
acumuladas na biomassa do microorganismo. Um possivel mecanismo para a presenca
de particulas em sua biomassa flingica, pode ser a reducao extracelular de ions Ag* na
solugéo seguida de sua precipitacdo na célula. O tamanho das nanoparticulas formadas
é controlado por parametros como pH, temperatura, concentracao do substrato e tempo
de exposicao ao substrato. J& na produgédo extracelular das nanoparticulas de prata,
uma quantidade de biomassa do fungo é mantida por 3 dias em agua e, em seguida,
filtrada sendo que a redugao dos ions de prata é feita no filirado sem a presenga do
fungo. A vantagem deste método em relagcdo ao intracelular é o fato de ndo ser
necessario a separagdo dos micélios do fungo das nanoparticulas produzidas
(Mohanpuria et al., 2008).
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O mecanismo de produc¢ao das nanoparticulas de prata pelos métodos biologicos
utilizando-se microrganismos nao esta totalmente elucidado, porém ja foi demonstrado
na literatura que este mecanismo ocorre devido a presenga de uma enzima redutase e
de uma quinona extracelular (Figura 2). Os microorganismos que nao possuem estas
estruturas ndo conseguem realizar a redugao dos ions prata (Duran et al., 2005).

0 _
Ag QU|NONE red N03 NADPH
+
Reductase 2H
+ - +
Ag QUINONE NO, NADP
2H-,0

Figura 2: Diagrama da producao de nanoparticulas de prata por fungos (Duran et al., 2010)

4. Caracteristicas Gerais dos Fungos Filamentosos

Os fungos filamentosos sado organismos eucariéticos, nao-fotossintéticos e
possuem parede celular, exceto raras exceg¢des. Obtém seu alimento por absorcao, sao
multicelulares e enquanto alguns sdao macroscopicos, outros sdo microscépicos. Os
fungos formam esporos que sao dispersos por correntes de ar. Sao divididos em fungos
perfeitos e fungos imperfeitos, sendo os denominados perfeitos aqueles que possuem
todos os estagios sexuais conhecidos e imperfeitos os que ndao possuem. O Reino
Fungi € dividido em trés principais grupos: os fungos limosos, os fungos inferiores
flagelados e os fungos terrestres. As espécies de fungos terrestres sdo as espécies
mais conhecidas entre os fungos e incluem leveduras, bolores e cogumelos. H& quatro
principais classes de fungos terrestres: Zygomycetes, Ascomycetes, Basidiomycetes e
Deuteromycetes (Pelczar et al., 1996).

Os zigomicetos sédo formados por hifas cenociticas com excecao das estruturas
reprodutivas e do resto das hifas filamentosas. Produzem um esporo sexuado com
parede celular espessa denominado zigosporo. A reproducdo assexuada tipicamente

27



ocorre por meio de esporangidsporos que se desenvolvem no interior dos esporangios
que se rompem quando maduros. Os ascomicetos sdo denominados fungos superiores
por possuirem estrutura mais complexa do que os demais fungos. Podem apresentar
formas leveduriformes, miceliais, e fungos dimérficos. As espécies de ascomicetos que
possuem micélio os mesmos sdo septados e suas células podem ter um ou mais
nucleos. Distinguem-se pela produgdo de esporos sexuais denominados ascoporos
contidos em ascos. Os esporos assexuais (conidios) do micélio dos ascomicetos séao
produzidos sdo produzidos nas extremidades das hifas e apresentam-se geralmente em
cadeias. Os basidiomicetos possuem cerca de 25.000 espécies e podem ser
distinguidos dos outros fungos por possuirem basidio, que € uma estrutura reprodutiva
microscépica em forma de clava onde ocorre a cariogamia € a meiose (Pelczar et al.,
1996).

4.1. Aspergillus niger

Existem cerca de 600 espécies de fungos do género Aspergillus isolados de
lugares distintos como do solo, de detritos vegetais, do ar atmosférico, de diferentes
alimentos e de lesGes humanas e de animais (Lacaz et al., 2002).

A incidéncia de Aspergillus niger em ambientes hospitalares é conhecida ha um
tempo e devido ao seu carater oportunista costuma acometer individuos
imunodeprimidos, desta forma uma série de estudos vem sendo realizados com o
intuito de prevenir a disseminacao de esporos de Aspergillus spp. nesses ambientes.

Sistemas de filtracdo de ar tém sido monitorados com o intuito de garantir que
contaminantes existentes no ambiente externo a hospitais ndo sejam disseminados
para o interior do hospital. Cornet et al. (1999) avaliaram a eficacia de fluxos laminares
HEPA (High Efficiency Particulate Air) que retém particulas tais como microrganismos
provenientes do ar, e demostraram a utilidade da vigilancia ambiental em facilitar a

protecado dos pacientes em risco de aspergilose pulmonar invasiva.
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Anaissie e Costa (2001) demonstraram que A. niger pode ser disseminado
mesmo em ambientes hospitalares que possuem sistema de filtracdo de ar por uma
fonte de agua contaminada, desta forma podendo-se adquirir infec¢des por vias aéreas
a partir de esporos em aerossol.

Entretanto, estudos mostram que A. niger nao sao disseminados
exclusivamente pelo ar em ambientes hospitalares. Loudon e Burnie (1995) realizaram
um estudo em um hospital e observaram um conjunto de trés casos de aspergilose
cuténea devido a A. niger que foi isolado a partir de infec¢des de pele invasivas, sendo
associada com a aplicacdo de adesivo contaminado, fitas ou placas de braco em
pacientes neutropénicos, e também espécies de Aspergillus foram isolados a partir de

fontes de alimentos.

Um estudo com plantas ornamentais que muitas vezes estdo presentes em
quartos de individuos hospitalizados mostrou que estas espécies de plantas podem
veicular esporos de Aspergillus niger e Aspergillus fumigatus, recomendando que

sejam proibidos nesses ambientes (Staib, 1980).

Aspergillus spp. séo fungos oportunistas, podendo colonizar cavidades do corpo
como no caso do aspergiloma intracavitario, infec¢gdes em geral, processos alérgicos e
intoxicagbes por micotoxinas. A aspergilose pulmonar foi uma das primeiras micoses
viscerais descritas na literatura, e as principais espécies sdao o Aspergillus flavus Link
1809, Aspergillus fumigatus Fresenius 1863, Aspergillus glaucus Link 1809, Aspergillus
nidulans Winter 1884, Aspergillus niger Van Tieghem 1867 e Aspergillus terreus Thom
1918 (Lacaz et al., 2002).

A Aspergilose raramente ocorre em individuos com alta imunidade e causa com
certa frequéncia infeccdes pulmonares, nos ouvidos, no sistema nervoso central, nos
olhos e outros 6rgdaos em individuos imunodeprimidos. Apresenta-se em material
clinico com hifas septadas, ramificadas dicotomicamente, irradiando de um ponto
(Trabulsi e Alterthum, 2004).
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A doenca pode variar de acordo com a extensdo das lesdes, o tempo de
evolugao clinica, o tipo de 6rgaos afetados e o grau de resisténcia do hospedeiro.
(Lacaz et al., 2002).

Formas de Aspergilllus spp. podem ser visualizadas diretamente de material
clinico como secregdes, principalmente em escarros, apresentando hifas septadas e
hialinas, conidiéforos, vesiculas, fidlides e conidios como observado na Figura 3
(McGinnis, 1980).

Figura 3: Lamina de Aspergillus niger corada com lactofenol azul algodao em microscépio de luz
em aumento de 1000x (Zago e Perez-Balbuena, 2013).

Em cortes histolégicos corados com hematoxilina-eosina (HE), pode-se observar
em exames microscépicos hifas septadas basofilicas, muitas vezes com ramificacées

dicotbmicas em angulos de 45° (Figura 4).
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Figura 4: Caracteristicas histopatologicas de Aspergilose Sistémica Pulmonar (HE, PAS). Aspecto geral
(A), Hifas septadas (C), Ramificacdo dicotbmica (B). Fonte: http:/anatpat.unicamp.br/

biinflasperqgilose2b.htm| acessado em 18/02/2013.

Culturas de A. niger caracterizam-se por crescer com velocidade média de 7 a
10 dias e em meio Agar Sabouraud apresentam micélios lanosos, inicialmente brancos
ou amarelos, tornando-se pretos com o tempo (Figura 5), sendo o reverso do branco ao
amarelo. O micélio € septado e os conidiéforos ndo sdo ramificados e possuem uma
célula-pé na base que sustentam uma grande vesicula na ponta. Essa vesicula, por
sua vez, sustenta fidlides vasiformes curtas em fileira Unica ou dupla, que produzem
cadeias de fialoconidios. (Kern e Blevins, 1999; Minami, 2003).
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Figura 5: Caracteristica da colonia de Aspergillus niger cultiva de em Agar Sabouraud (Silva JC, 2013).

O tratamento da aspergilose depende da forma clinica (alérgica, aspergiloma,
cronica necrotisante ou invasivas) sendo tratadas com Predinisona, anfotericina B ou
até mesmo através de cirurgias. Freqlientemente reacdes adversas a anfotericina B
podem ocorrer como calafrios e febre, nauseas e vomitos, efeitos nefrotdxicos e

alteragdes de ritmo cardiaco e mielotoxidade (Lacaz et al., 2002).

4.1.1. Trichophyton rubrum

Dermatofitoses sdo moléstias causadas por fungos denominados
dematéfitos. Na nomenclatura popular sdo conhecidas como tinhas (do latim tinea) e
se localizam na epiderme, apresentando, em geral, aspecto descamativo e
pruriginoso. Clinicamente as lesdes de pele se caracterizam por eritrema com

descamacao, prurido, bordos elevados e contorno geografico. Os pélos podem ser
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cortados devido a acdo dos dermatéfitos, formando zonas de tonsura ou ser
destruidos nos foliculos produzindo alopecia. As unhas sao atacadas, apresentando
lesbes secas que geralmente crescem da extremidade para a base, ocasionando,
muitas vezes, a queda das mesmas. As dermatofitoses podem ser transmitidas de
pessoa a pessoa, de animais ou do solo para os seres humanos. A distribuicao
geografica € universal e os principais dermatéfitos em nosso meio sdao os géneros
Trichophyton sp., Microscopum sp. € Epidemophyton sp.. Os dermatéfitos podem
ser encontrados fora do pélo (parasitismo ectotrix) e dentro do pélo (parasitismo
endotrix). O Trichophyton sp. causa parasitismo do tipo endotrix, formando hifas ou
cadeias artrosporadas por dentro do pélo, provocando a sua ruptura. Possuem
crescimento rapido e vistos ao microscépio Optico, os dermatdfitos possuem
caracteristicas que distinguem os géneros, como o caso do Trichophyton sp. que
possui esporos mais variados e nem sempre encontraveis, mas geralmente sao
alongados, com lados paralelos em forma de bastdo, septados e paredes finas,
conforme pode ser destacado na Figura 6 (Minami, 2003).

Figura 6: Lamina de T. rubrum corada com lactofenol azul algodado evidenciando um Unico

macrogonidio com nove nucleos em forma de bastédo (Albano, 2013).
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O fungo Trichophyton rubrum é uma espécie antropofilica, responséavel por
cerca de 70% das dermatofitoses em humanos (Figura 7) (Leng et al., 2008).

A Tinea pedis (tinha dos pés), também chamada de pé de atleta, a Tinea
manuum (Tinha das maos) e as dermatofitides sao manifestacées de Trichophyton
rubrum freqientes em todo o mundo, sendo alta a incidéncia dessas dermatoses em
marinheiros, soldados e estudantes. Fatores que contribuem para o
desenvolvimento da doenca sdo a sudorese, a umidade, as caminhadas
prolongadas, os cal¢ados anti-higiénicos e o descuido com a higiene da pele e os
casos sao mais comuns no verao (Lacaz et al., 2002).

Figura 7: Dermatifitose extensa em paciente com doenca de Cushing (A) e onicomicose branca
superficial em paciente com doencga de Cushing (B), retirado de Peixoto et al. (2010).

O crescimento de T. rubrum é lento, sendo as coldnias de textura cotonosa ou
aveludada e coloracdo branca. O reverso da colbnia tem cor avermelhada, o que
originou 0 nome da espécie (rubrum), entretanto existem variedades isentas de

pigmentacéao (Figura 8) (Larone, 1996).
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Figura 8: Caracteristica da colonia de Trichophyton rubrum cultivada em Agar Sabouraud (Silva JC,
2013).

4.2. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus sdo cocos gram-positivos, se dividem em mais de um
plano formando aglomerados de células que lembram cachos de uvas (Figura 9 C). No
género Staphylococcus, a espécie Staphylococcus aureus, coagulase-positiva é
frequentemente membro da microbiota normal do corpo humano, no entanto é uma das
bactérias patogénicas mais importantes, atuando em uma ampla gama de infecgdes
(Trabulsi e Alterthun, 2004). A espécie é produtora de uma série de outras enzimas e
toxinas, sendo a coagulase positiva a mais conhecida e, freqiientemente implicada na
etiologia de uma série de infec¢des e intoxicagdes no homem e nos animais, enquanto
que os estafilococos coagulase-negativa (ECN) tém sido considerados sapréfitas ou
raramente patogénicos. Atualmente, sdo reconhecidos como microrganismos
essencialmente oportunistas, que se prevalece de inUmeras situagcdes organicas para

produzir graves infecgdes, como observado na Figura 9 B (Reynolds, 2009).
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Figura 9: A) Caracteristica da colénia de Staphylococcus aureus cultiva de em Agar Baird-Parker (Silva
JC, 2013). B) Caso clinico de septicemia superficial adquirida em pés-operatério por Staphylococcus

aureus (Radgzilani, 2010). C) Microscopia Eletrénica de Varredura (Varrone et al., 2011).

4.3. Escherichia coli

O grupo Coliformes Termotolerantes possui pelo menos trés géneros
Escherichia, Enterobacter e Klebsiela, dos quais os ultimos incluem cepas de origem
nao fecal. Portanto, a enumeracédo direta de E. coli € muito mais significativa, por sua
alta incidéncia dentro do grupo termotolerante (Figura 10). A E. coli é o melhor indicador
de contaminacéo fecal conhecido até o momento (Alves et al., 2002). E uma bactéria
Gram negativa, em forma de bastonete, anaerdbica facultativa e em humanos provoca
quadros de diarréira sanguinolenta. A ingestao de agua ou alimentos contaminados por
E. coli leva a gastroenterite de severidade variada, incluindo sintomas como febre,
meningite e septicemia. Ha o aparecimento de cepas resistentes aos antibidticos
usuais, portanto o estudo de novas substancias com acao antibiética é recomendado
(Njoroge e Sperandio, 2009).
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Figura 10: Caracteristica da colénia de Escherichia coli cultiva de em meio EMB Agar (Silva JC, 2013).

4.4. Salmonella typhimurium

Salmonella é um género da Familia Enterobacteriaceae, apresenta forma de
bastonete Gram-negativo ndo esporulados, anaerdbios facultativos e oxidase negativos
(Figura 11). A espécie S. typhimurium é o principal agente causador de doengas de
origem alimentar, provocando gastroenterites, manifestando-se como uma infeccao
aguda na mucosa intestinal, caracterizando por infiltracdo e transmigracao epitelial de
neutrofilos, exsudacao de liquido seroso e diarreia (Pelczar et al., 1996; Trabulsi e
Alterthun, 2004).
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Figura 11: Caracteristica da colénia de Salmonella typhimurium cultiva de em meio XLD Agar (Silva JC,
2013).

5. Avaliacao da Citotoxicidade

Os testes de citotoxicidade in vitro sao Uteis para a definigdo da citotoxicidade
basal, assim como para o estabelecimento do intervalo de concentragdo no qual o
agente téxico atua. Detalhes importantes sobre os parametros citotéxicos envolvidos —
como genotoxicidade, indugdo de mutagbes ou morte celular programada — séo
determinados neste tipo de teste. Com o estabelecimento da dose onde 50% das
células sédo afetadas (ICsp), é possivel comparar quantitativamente a resposta de um
mesmo composto em diferentes sistemas ou de varios compostos em um Unico
sistema (Melo et al., 2003; Monteiro-Riviere et al., 2009).

Os alvos (“endpoints”) celulares dos testes de citotoxicidade sdo baseados,
principalmente, na perda da permeabilidade seletiva celular, na reducdo da funcao
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mitocondrial e nas mudangas na morfologia e na replicagdo celular (Tavares et al.,
2007).

5.1.Células V79

O uso de cultura de células é de grande valia na investigacdao das
caracteristicas toxicolégicas no que tange aos estudos farmacoldgicos e ambientais,
propiciando uma ferramenta fundamental na avaliagdo dos parametros biolégicos e/ou
terapéuticos versus os efeitos toxicoldgicos (Rosenkranz et al., 1992; Melo et al., 2004;
Combes et al., 2008).

Das varias linhagens celulares, destacam-se as células V79, provenientes de
fibroblastos de pulmao de Hamster Chinés — um tipo celular amplamente empregado
na avaliacdo da citotoxicidade e mutagenicidade (Katzer et al., 2002; Pfuhler e Wolf,
2002; Cavalcanti et al., 2008) por possuir elevada velocidade de proliferagdo e
eficiéncia de clonagem, cari6tipo estavel e manutencao de suas propriedades iniciais

apos criopreservacao.

Em decorréncia dessas propriedades, as células V79 tém sido utilizadas para
avaliar a toxicidade de novas formulagbes cosméticas, matérias primas, pesticidas,
farmacos e residuos téxicos em geral (Melo et al., 2000; Gimenez et al., 2005; Melo et
al., 2006). Os resultados determinados nesta linhagem celular asseguram a avaliagéo
da toxicidade do composto sem metabolizagdo pela via do sistema citocromo P450.
Embora existam algumas limitacées na determinacdo da toxicidade em células V79, a
avaliacao dos resultados destes testes € muito reprodutivel (Freshney, 1994; Camargo
et al., 2009), sendo possivel estabelecer relacdes entre a citotoxicidade e a toxicidade
aguda oral em animais experimentais, podendo-se determinar os valores de dose letal

50 (DLso) através desta via (Halle e Spielmann, 1992).
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OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi produzir nanoparticulas de prata através do método
bioldgico utilizando o fungo Fusarium oxysporum, caracteriza-las e avaliar seu efeito
citotéxico em cultura de células V79 e sua atividade antimicrobiana frente a diferentes
bactérias e fungos, assim como avaliar a sua agao na producao de espécies reativas de
oxigénio.
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Abstract

Aiming to understand better the toxicity of biogenic silver nanoparticles (AgNPy;,), these were
prepared using biotechnological extracellular route and fungus Fusarium oxysporum. AgNPy;,
were then characterized by transmission electron microscopy (TEM) and UV/Vis. Their size and
zeta potential were determined using the nanoparticle tracking analysis software (NTAS) by
Nanosight, photon correlation spectroscopy (PCS) and zeta potential techniques. The
antimicrobial activity, cytotoxicity and in vitro mechanism of AgNPy;, action in V79 cells were
also investigated. AgNPy,;, production was evidenced by the presence of the plasmon absorption
band (A = 450 nm) and spherical particles with the size of 15-22 nm were obtained. The AgNPy;,
antimicrobial and antifungal activity against Staphylococcus aureus (MIC 1.47 ng mL™),
Salmonella typhymurium (MIC 0.36 ng mL™"), Escherichia coli (MIC 0.73 ng mL™), Aspergillus
niger (MIC 5.90 pg mL™") and Trichophytum rubrum (MIC 2.95 ug mL™") were measured.
Furthermore, the bactericidal activity of AgNPy, decreased in the presence of reduced
glutathione (GSH) indicating that antimicrobial effectiveness is probably related to oxidative
stress induction. AgNPy,;, exhibited cytotoxicty in some extent regarding V79 cells. At the
concentration of 8.49 pg mL"' AgNPy;, provoked 51% cell death in the MTT and 37% in DNA
assays. The presence of glutathione (GSH, 307.3 ng mL™) increased 17% cell viability on MTT
and 25% on DNA assays. Obtained results may point out that the cytotoxic effects induced by
biogenic silver nanoparticles treatment could be related to the oxidative stress. This effect can be
very important in the cancer and antibiotic therapy and also for neurodegenerative and many

other diseases treatments.

Keywords: biogenic silver nanoparticles (AgNPyi,), antimicrobial activity, cytotoxicity,

glutathione, minimal inhibitory concentration (MIC).
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1. INTRODUCTION

For some time, silver nanoparticles (AgNPs) are being used in several medical devices, clothing
and refrigerators as very effective and potent antibacterials.' Tonic silver (Ag") and silver
nanoparticles have received renewed concern as interesting antifungal and antibacterial agents in
wound dressing and can be applied in medicine for reduction of infections enabling introduction
of a new generation of bactericids. Colloidal silver, as an antimicrobial agent, has been used since
ancient civilizations such as Greek, Roman and Egyptian (cited in Zhou?). The antibacterial
effects of silver probably occur by weakening DNA replication and by inactivating enzymes and
proteins containing thiol (-SH) groups. Several in vitro assays have demonstrated that increased
reactive oxygen species generation is a first factor of toxicity in nanoparticle treated cells. 7
Usually, cell exposures to metalic nanoparticles lead to lipid peroxidation, DNA injury, caspase
activation triggering micronuclei formation, chromatin condensation and cell death by apoptosis.
Results of Ahmad et al. ® indicated that AgNPs induce heat shock stress, oxidative stress, DNA
damage and apoptosis. All of these processes are activated as a cascade of events culmining with
enhanced damage to the building blocks of the cells, leading to cell death by apoptosis or
necrosis. The pharmacological spectrum of AgNPs is broader than that of common antibiotics.
Membranes incorporated with AgNPs were found to have antimicrobial activities toward several
bacteria, including Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Pseudomonas spp. = '° AgNPs

are effective against fungi and pathogenic Candida species. .12

There are many techniques to
synthesize AgNPs including chemical or biological routes. Among chemical ways, stand out the
chemical reduction, photochemical and electrochemical processes. ' '* AgNPs can be
synthesized using bacteria, fungi or yeast, as already reported. ' '® The use of microorganisms
for the silver nanoparticles synthesis (clusters of silver atoms with a diameter between 1 and 100
nm) is known for at least ten years. Among the wide range of existing species, Fusarium
oxysporum stands for rapidly reducing the silver when exposed to a solution containing this metal
ion, producing highly stable nanoparticles. '’

In present work, we report green synthesis of silver nanoparticles (AgNPyi,) using
Fusarium oxysporum with the aim to investigate antimicrobial and toxicity activities of these

particles. The antibacterial and antifungal activities of AgNP,, were tested against

Staphylococcus aureus, Salmonella typhymurium, Escherichia coli, Aspergillus niger and

44



Trichophytum rubrum. The cytotoxicity of AgNPy,,, with and without glutathione (GSH) in V79

fibroblasts cells culture was also investigated.
2. MATERIAL AND METHODS

2.1. Biogenic Silver nanoparticles production

Fusarium oxysporum strain (551) from ESALQ-USP Genetic and Molecular Biology
Laboratory (Piracicaba, Brazil) was used. The fungal inoculum was prepared in 2% malt extract
and 0.5% yeast extract at 28 °C in Petri dishes and incubated at 28 °C for 7 days. Afterwards, the
biomass was suspended in sterile water (0.1 g of biomass/ mL of water) and kept for 72 h at 28
°C. Then, the biomass was removed by filtration and the fungal filtrate was obtained. AgNOs (10
> mol L) was added into the fungal filtrate and the system was kept for several hours at 28 °C.
Periodically, aliquots of the reaction solution were removed and the absorption was measured in a

UV-Vis spectrophotometer (Agilent 8453 - diode array) at 450 nm.
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2.2. Transmission Electron Microscopy (TEM)

Biogenic silver nanoparticles were characterized using Transmission Electron Microscopy
(TEM). Bright field images were obtained using a Carl Zeiss (Libra) transmission electron
microscope (120 KeV). One drop of the particle dispersion diluted in water was deposited on

carbon-coated parlodion film supported in 300 mesh copper grids (Ted Pella).

2.3. Particle size and Zeta Potential measurements

The average particle size (Z-average) and size distribution were measured by photon
correlation spectroscopy (PCS) (Zetasizer Nano ZS, Malvern Instruments Corp) at 25 °C. The
zeta potential was measured in capillary cells with path lengths of 10 mm, using a Zetasizer Nano
ZS. Measurements were performed with silver nanoparticle dispersions diluted with KCl solution

(107 mol LY.

2.4. Nanosight analysis
The size and AgNPy;, particle concentration were analyzed by Nanoparticle Tracking

Analysis (NTA). The sample was diluted with water and the measured using NanoSight LM10.

2.5. Antibacterial and antifungal assay

The antimicrobial activity was carried out by the microdilution assay against S. aureus
(ATCC 9144), E. coli (ATCC 11229), S. typhymurium (ATCC 14028) A. niger (ATCC 16404)
and T. rubrum (ATCC 28188). 2215 plate with 96 vials, different concentrations of AgNPy;,
(0 — 100 ugmL") were add. The dispersion of AgNPy;, was diluted with the Mueller Hinton broth
for assays with the bacteria or with RPMI-1640 broth for assays with the filamentous fungi. In
each vial was added a suspension of bacteria 5 x 10° CFU/mL or 5 x 10* CFU/mL in the case of
for filamentous fungi. Then, the plates were incubated at 35 °C for 16-20 h for bacteria and 46-50
h for fungi. Afterwards, the bacterial and fungal growth has been evaluated. Each AgNPy;,
concentration was tested in 3 different experiments (n =12). In order to verify if AgNPy;, present
bactericidal or bacteriostatic effects, after incubation, aliquots of each vial were transferred to
Petri dishes containing Mueller Hinton Agar for bacteria and Malt Extract Agar for filamentous
fungi. Afterwards, the Petri dishes were incubated at 35 °C for 16-20 h for bacteria and 46-50 h

for fungi. In reading the results, fungicidal or bactericidal effects were evidenced when the
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microorganisms did not grow into the vial nor on Petri dish. However, when microorganisms did
not grow in the vial but did grow on Petri dish, bacteriostatic or fungistatic effects were
considered. In order to verify the antimicrobial mechanism of action of the AgNPy;, the
antibacterial and antifungic assays were carried out, using the same protocol and same
microorganism in the culture medium as already described in the presence of gluthation (GSH,

24.6 pg mL™).

2.6. Analysis of bacteria morphology by SEM

Scaning electron microscopy was performed to observe eventual morphological
alterations of the microorganisms after treatment with AgNPy;,. For this, culture suspension was
filtered with Millipore filter (LCR hydrophilic PTFE) with 0.45 um pore size and 13 mm in
diameter using a syringe, to retain the microorganisms on the membrane. Afterwards, fixation
was performed using a solution of glutathione (2.5%) and the excess was removed with saline
phosphate buffer (PBS, pH 7.2). The post-fixation was performed with a solution of osmium
tetroxide (1%) and the excess was removed using water (Milli-Q). The membrane filter was
removed and submitted to a dewatering process using ethanol (30, 50, 70, 90% and absolute). A
process of substitution of absolute ethanol present in membrama by liquid CO, was conducted by
Critical Point Drying. The samples were coated with 10 nm of gold/palladium under vacuum by
sputtering using a BAL-TEC’s apparatus and characterized by SEM at a voltage of 20 kV (Jeol -
JSM-6360LV).

2.7. Cytotoxicity assays

The cytotoxicity of AgNPyi, was assessed in a permanent lung fibroblast cell line (V79)
culture *’that are commonly used cells for cytotoxicity studies. V79 fibroblasts were grown as
monolayers in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) supplemented with 10% fetal
bovine serum, 100 IU of penicillin/mL and 100 pg/mL of streptomycin in a humidified incubator
with 5% CO in air at 37 °C. The cells were plated at a density of 3 x10* cells/mL in 96-well
plates. Forty-eight hours after cell seeding, semiconfluent cultures were exposed to AgNPy,, at

different concentrations (0 — 8.49 pg mL™). The cells were exposed during 24 h to the test
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medium with or without the AgNPy;, (control) and in the presence or absence of glutathione
(GSH, 307.3 pg mL"). Each concentration was tested in six replicates in three independent
experiments. At the end of the incubation, the MTT reduction assay and deoxyribonucleic acid

(DNA) content were carried out to evaluate the cell viability.
2.8. Endpoints evaluated
The cytotoxicitiy of the AgNPy, was evaluated using two different endpoints: MTT

reduction and DNA content in according to the methods described below.

A. Methylthiazoletetrazolium (MTT) reduction

The MTT reduction assay was performed as described by Denizot and Lang. **Briefly, cells were
washed once with PBS before adding 0.1 mL of serum-free medium containing 0.05% of MTT
salt to each well. After incubation for 5 h, the culture medium was removed and 0.1 mL of
ethanol was added to each well to solubilize the formazan formed. The plates were shaken gently
for 10 min and the absorbance was measured at 570 nm (VersaMax, Tunable Microplate Reader,

Molecular Devices, Co., Sunnyvale, CA, USA).

B. Deoxyribonucleic Acid (DNA) Content

The assay for the estimation of DNA content present in the cell culture was performed as
described. ** After the MTT assay, the culture medium was removed from solution that contained
the MTT dye and the AgNPy;, solution. The cells were washed with PBS - Ca** (PBS Ca®* in
mmol dm™: 136.9 NaCl; 2.8 KCI; 7.99 NaHPO,; 1.47 KH,PO,; 1.24 CaCl,, 0.5 MgCl,) fixed
with aqueous trichloroacetic acid (TCA, 5%), washed 2 times with ethanol (all solutions used
were cold, 4 °C) and air dried. For cell lysis, NaOH 0.5 mol L™ (0.ImL/well) was added and
system was kept for 1 h at 37 °C and then, the solution absorbance was read using

spectrophotometer at 260nm.
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3. RESULTS AND DISCUSSION
3.1 AgNPy,;, characterization

The color of the Fusarium oxysporum fungal filtrate changed from the pale yellow to
brownish upon 28 h of addition of Ag" ions indicating the initial formation of AgNPy;, (Fig 1).
Synthesis of the AgNPy;,was confirmed by UV-visible spectroscopy as a plasmon absorption
band, with the maximum at 410 nm to 425 nm significantly increased in intensity over time (Fig
2A). Spherical particles with the size of 22 nm were observed by TEM as shown (Fig 2B). The
average sizes of AgNPy;, measured by PCS and Nanosight were approximately 95 nm exhibiting
the polydispersity index of 0.3 indicative for polydispers sample, also seen in TEM. The particles
concentration, measured by Nanosight, was 13 x 10'" particles/mL. Differences in the sizes of the
AgNPy;, that were measured in independent experiments are the consequences of the differences

between hydrodynamic radii that include the protein capping around the particles as already
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described in the literature. '*'* The zeta potential of AgNPy,;, was negative with values of -37.2 +
5.8 mV and are indicative for good particles’ stability. The physical stability (size and zeta
potential) of nanoparticles was measured over 120 days, in intervals of 30 days (Fig 3). All
parameters did not change significantly in 120 days showing an excellent stability of the

AgNPbio.
3.2. Antibacterial assay

Antimicrobial assays were performed varying concentrations of AgNPy;, (from 13 x 10"
to 2.5 x 10’ particles/mL) against E. coli, S. tiphymurium and S. aureus treated with reduced form
of gluthation (GSH) and without any GSH (Table 1).

The minimum inhibitory concentration (MIC) values obtained for the AgNPy;, against E.
coli are very low (0.73 pg mL™" or 1.0 x 10"’ particles/mL) indicating an excellent activity against
this Gram-negative bacterium. Similar results were reported in the works (Table 2). ***’ For the
other Gram-negative bacteria tested, Salmonella typhimurium, the MIC values were 0.36 ug mL!
and 5.0 x 10’ particles/mL, considered very low compared to the literature. Some authors in the
literature *** found MIC values of 3.12 to 3.00 pg mL™, respectively, although Jain et al. (2009)
* used the photoassisted reduction method for the synthesis of silver nanoparticles and
Lkhagvajav er al. (2011) * the sol-gel method.

Interestingly, the MIC values against Gram-positive bacteria seems to be almost twice as
high than values obtained for the Gram-negative bacteria. The MIC of Staphylococcus aureus, a
Gram-positive bacterium was 1.47 pug mL™" (2.0 x 10" particles/mL). Similar MIC values were

26-27 with silver nanoparticles synthesized by fungi (Table 2).

reported previously by literature

Therefore, our results showed better efficacy against Gram-negative bacteria (E. coli and
S. typhymurium) than Gram-positive (S. aureus). These data could be explaned when we compare
Gram-positive and Gram-negative bacteria differences in the microbial wall structures. In this
regard, Gram-negative microorganisms have two cellular membranes and a very porous outer
membrane that facilitates the AgNPy, way to the periplasmatic space encountering one thin
polysaccharides bacterial wall and the inner membrane. Differently, Gram-positive bacteria have

very thick polysaccharide bacterial wall that do not permit AgNPy;, easy access to the membrane.

We can assume that AgNPy;, need more time to penetrate this thick barrier and, therefore, more
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particles are necessary to inhibit such bacteria. Our data are comparable to the published data on
different MIC against Gram-negative and positive bacteria, but this is the first time that these
results are discussed in this manner, proposing a mechanism of entrance and approaching of
AgNPs to the bacterial membranes.

When one works with potent bacterial inhibitors such as AgNPy;, are, it is also is
important to verify if the inhibitory growth is a bactericidal or bacteriostatic especially due to
emergence of the bacterial resistance and multiresistance to antibiotics that represent very serious
public health worldwide problem. The development of bacterial biofilms on materials used in
hospitals and medicine can lead to antibiotics resistance, which is the ability to survive in the
presence of bacteriostatic factors, not necessarily expressing a genetic resistance. Besides HIV
infections, tuberculosis and influenza, the antibioresistance is considered along with the other
mentioned diseases a global concern. % Reduced antimicrobial susceptibility is associated with
the biofilm phenotype, improving the need for the development of more effective antibiotics. In
this context, nanometals are considered promising agents compared to the traditional antibiotics
since they act at different stages of the vital viral and bacterial metabolism, making consecutive
mutations necessary for the development of chemotherapy resistance. 3l

The MIC value obtained for the fungus Tricophyton rubrum was 2.95 pg mL™" (4.1 x 10"
particles/mL). This value is lower than that found in the literature. Noorbakhsh (2011) 32 verified
that silver nanoparticles produced by Klebsiella pneumoniae showed MIC against 7. rubrum of
10 ng mL™", although the size of nanoparticles used is unknown. For fungus Aspergillus niger, the
value of MIC is 5.9 ug mL" (8.1 x 10" particles/mL). The literature data about MIC values using
AgNP against A. niger are scarce. Different data reported may be due to the differences in the
synthesis process of silver nanoparticles, when herein biological process using Fusarium
oxysporum was used, and most of the published data refer to chemical AgNPs. According to Pal
et al. (2007) *', the size and shape of nanoparticles also may be related to the action of silver
nanoparticles, but further research should be conducted to elucidate the mechanism of action of
AgNPs. However, the low values verified with AgNPy, produced in this work indicate
interesting particles with a high antifungical activity against 7. rubrum, that are the most

important dermatophytes in nail infection (onicomicose); " **

and A. niger may cause pneumonia
in immunocompromised persons and also mycoses. 34,35 Furthermore, the MIC value of AgNPy;,

against 7. rubrum was lower than MIC value against A. niger. This difference can be related with
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fungi membranes, more specifically with characteristics of protection of the complex chitin-
melanin present in the cell wall. *°

The principal types of melanin produced by fungi are dihydroxyphenylalanine (DOPA)-
melanin and dihydroxynaphthalene (DHN)-melanin, which are the virulence factors important to
quench free radicals. 1t is known that the Trichophyton species are able to synthesize melanin-
like compounds in vitro only under specific conditions. -39 However, this is major component of
the outermost wall layer of Aspergillus species. In fungi, a-1,3-glucan, which appears to protect
young, non-melanized hyphae from the action of hydrolytic enzymes, presumably because of the
a-glucan's ability to hinder them from reaching their substrates. Old hyphae use the a-1,3-glucan
layer as a source of carbon, and they become deprived of this protective shield. Melanin, then,

substitutes the a-glucan in this role by complexing with chitin and becoming a macromolecule

extremely resistant to degradation.

3.3. Antimicrobial Mechanism of AgNPy;,

The addition of reduced glutathione (GSH) together with the AgNPy,;, showed a protective
effect for all microorganisms tested, especially for S. typhimurium increasing MIC from 0.36 pug
mL" t0 2.95 pg mL™ (Table 1).

On bactericidal effect, S. aureus showed highest resistance among bacteria tested herein
even when with AgNPy,;, glutathione was used GSH (Fig. 4). According to the literature, it is
known that S. aureus is highly resistant to antibiotics in general. 40-41 On the bactericidal effect of
AgNPy;, values for E. coli were higher when GSH was used, demonstrating that low
concentrations of AgNPy;, are sufficient to provoke E. coli cells death (13 x 10" t0 8.1 x 10" and
13 x 10" to 4.1 x 10" particle/mL respectively) (Fig. 4). The bacteriostatic effect of silver
nanoparticles observed point that S. aureus showed a broad concentration range with a

bacteriostatic effect, i.e., confirming growth inhibition but without cells death.

3.4. Bacterial morphology alteration evaluation

In order to evaluate the influence of AgNPy;, on microorganisms morphology, Scanning

Electron Microscopy (SEM) images of E. coli before and after treatment with particles, in MIC
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concentration, was carried out (Fig. 5). It is possible to notice that E. coli rods morphology before
the AgNPy;, treatment. When E. coli was exposed to AgNPyj, in the minimum inhibitory
concentration (MIC), damage on the morphology of some cells was observed as shown (Fig S B
and C, arrows). However, it can be observed that some cells still have normal morphology even
when AgNPy;, present. This result confirms the data obtained in bactericidal and bacteriostatic

assays, where it was verified that AgNPy;, exhibit bacteriostatic action against E. coli.
3.5. Cytotoxicity assay

Using the MTT assay on V79 cells, the inhibitory concentration (ICsp) of AgNPy;, was
found to be 3.4 pg mL" (4.7 x 10'° particles/mL, Fig 6a) and it remained stable until the highest
concentration tested (8.5 pg mL™ or 1.2 x 10" particles/mL). The same concentration of AgNPy;,
were tested with the addition of glutathione (GSH, Fig 6b), and even higher AgNPy;,
concentrations tested were not sufficient to reach the 1Cs, indicating a protective effect of the
glutathion (GSH). The DNA assay showed that even the highest concentrations of AgNPy, tested
were sufficient to cause DNA damage in more than 60% of V79 cells (Fig 6a), and with the
addition of the GSH, the DNA damage was almost none (Fig 6b).

According to these results, GSH was found to be very effective in decreasing the
citotoxicity of the AgNPy;,, indicating that AgNPy;, toxicity may be related to oxidative stress.
Glutathione (GSH) is a tripeptide containing sulphydryl group (-SH) with important anti-oxidant
chemical action, which is responsible for the maintenance of redox homeostasis in the cells. 42
GSH action is to capture free radicals, forming oxidated glutathione (GSSG), therefore it is
possible that the beneficial action of GSH is related to the attenuation of the toxic effects of
reactive oxidative species (ROS). 3

Mukherjee et al. 44compared the in vitro cytotoxicity of silver nanoparticles into two
mammalian cell lines: HelLa and HaCaT. In their study, it was verified that silver nanoparticles
induce higher levels of oxidative stress, glutathione depletion and damage of the cell membrane
triggering the cell death by apoptosis. Although the authors used nanoparticles purchased from
Sigma -Aldrich , the average size of the nanoparticles was 27 nm, similar to that presented in this
article.

The results of the MTT assays can also be seen in a similar way. Due to the generation of
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ROS induced by the presence of silver nanoparticles, an oxidative stress is created when AgNPy;,
enter the cell, therefore, damaging mitochondria and consequently causing cytotoxicity and cell
death. Similar results were reported by Carlson er al. (2008) * using silver nanoparticles
produced by a unknown method, which has observed that nanoparticles with the sizes from 15
nm to 30 nm exhibit high cytotoxicity, which decrease when AgNPs of 55 nm size were used.
This could be related to the direct interaction between the silver nanoparticles of a small size and
the glutathione (GSH), which found a large surface available to react with, thus decreasing the
levels of this GSH in the cell, and increasing the generation of ROS, supporting the hypothesis
that cells are submitted to oxidative stress, provoking in the observed cytotoxicity. **

In addition to size, the toxicity of silver nanoparticles also depends on the morphology, zeta
potential and on the surface properties of these particles, while synthethic methods also can have
an effect (Table 2). 37 Some further investigations need to be conducted to understand better the
complex action mechanism of silver nanoparticles and the relation with important AgNPs

physical-chemistry properties.

4. CONCLUSIONS

Biogenic silver nanoparticles synthesized by green method using Fusarium oxysporum
showed spherical shape, small size, low polydispersity index, and stability during 120 days.
These nanoparticles exhibited high antimicrobial activity, which was significantly decreased with
the addition of reduced glutathione (GSH), confirming the probable mechanism of AgNPy;,
action trought induction of the oxidative stress. It is more likely that this glutathione effect is
extracellular and protective against membrane peroxidation, since any tripeptide uptake is less
probable. Furthermore, biogenic silver particles exhibited high antifungal activity against
important dermatophytes (7. rubrum and A. niger). Differences in the antimicrobial activities
were observed and are, probably, related with microorganism membrane composition. The
highest antimicrobial activity of biogenic nanosilver was against Gram-negative bacteria and the
fungus Trichophyton rubrum. The cytotoxicity assays indicated that action mechanism of
AgNPy,, 1s due to the oxidative stress because evident reduction in the mitochondrial and DNA
damage was observed when glutathione (GSH) was added into the culture medium. In V79 cells,

the encountered ICsy values in MTT assays were increased indicating, again, a possible
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antimicrobial and cytotoxicity mechanisms of the biogenic silver nanoparticles trough oxidative
stress. Furthermore, in a low concentration (below 0.42 ug mL™) these particles do not exhibit
cytotoxicity effect against V79 cells and can be used safely. Although we still need to investigate
the glutathione effects on AgNPy;, citotoxicity, we can assume that a formulation of the biogenic
silver nanoparticles can be used safely even in higher amounts.

Aknowledgements: CNPq (Rede de Nanotoxicologia)
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Table 1. Minimum inhibitory concentration values obtained for biogenic silver nanoparticles
treatments with and without the addition of glutathione (GSH) against the selected
microorganisms

Microorganism MIC AgNPy;, MIC AgNPy;, + GSH
Particle/mL  pg/mL  Particle/mL  pg/mL
A. niger (ATCC 16404) 8.1x 10" 5.90 3.2x 10" 23.61
T. rubrum (ATCC 28188) 4.1x10" 2.95 8.1x 10" 5.90
E. coli (ATCC 11229) 1.0 x 10" 0.73 4.1 x 10" 2.95
S. aureus (ATCC 9144) 2.0x 10" 1.47 8.1x 10" 5.90
S. typhimurium (ATCC 14028) 5.0x 10° 0.36 4.1x 10" 2.95
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Table 2. A brief review of published results using silver nanoparticles against microorganisms
with minimum inhibitory concentration (MIC), method of synthesis and size of the

nanoparticles.

Microorganism MIC (ug/mL) Origin of AgNP  Size range of AgNP (nm) Authors
E. coli (clinically isolated) 0.313 Biological Not described Thirumurugan et al., 2009 >’
E.. coli (ATCC 43886) 0.56 Chemical 13,4 Kim et al., 2007 %
E. coli (ATCC 117) 1.56 Chemical 7-20 Jain ef al., 2009 2
E. coli (K12 strain, MG1655) 1.8 Chemical 44-80 Lok et al., 2007 ¥
E. coli (K12 strain, MG1655) 2.9 Chemical 9,3 Lok et al., 2006 4
E. coli (ATCC 12228) 3 Chemical 20-45 Lkhagvajav et al., 2011 %
E. coli MTCC 433) 10 Chemical 5391 Parameswari ef al., 2010 ¥/
E. coli (MTCC 443) 40 Chemical 3,32 Ruparelia et al., 2008 3
E. coli (clinically isolated) 100 Chemical Not described Kim et al., 2011 %
E. coli (MTCC 1302) 120 Chemical 3,32 Ruparelia ef al., 2008 **
E. coli (MTCC 1687) 140 Chemical 3,32 Ruparelia ef al., 2008 **
E. coli (ATCC 739) 180 Chemical 3,32 Ruparelia ef al., 2008 **
E. coli (ATCC 25923) 1,8 Biological 20-40 Marcato and Durdn, 2011 *°
E. coli (ATCC 25922) 6.75 Biological 3-6 Quelemes et al., 2013 >
E. coli silver resistant (J53, pMG101) ~ 770.9 Chemical 44-80 Lok et al., 2007 ¥
S. aureus (clinically isolated) 0.625 Biological Not described Thirumurugan et al., 2009 >’
S. aureus (ATCC 19636) 1,12 Chemical 13,4 Kim et al., 2007 %
S. aureus (ATCC 6538-P) 4 Chemical 20-45 Lkhagvajav et al., 2011 %
S. aureus (ATCC 19636) 5.6 Chemical 13,4 Kim et al., 2007 %
S. aureus (ATCC 6538) 6.25 Chemical 7-20 Jain et al., 2009 %
S. aureus (ATCC 25923) 12.5 Chemical 5-10 Ansari et al., 2011 >
S. aureus (clinically isolated) 100 Chemical Not described Kim et al., 2011 %
S. aureus (NCIM 2079) 120 Chemical 3,32 Ruparelia et al., 2008 **
S. aureus (NCIM 5021) 120 Chemical 3,32 Ruparelia et al., 2008 **
S. aureus (NCIM 5022) 120 Chemical 3,32 Ruparelia ef al., 2008 **
S. aureus (ATCC 05923) 1.9 Biological 20-40 Marcato and Durdn, 2011 *°
S. aureus (ATCC 29213) 135 Biological 3-6 Quelemes et al., 2013 '
S. typhimurium (CCM 5445) 3 Chemical 20-45 Lkhagvajav et al., 2011 ¥
S. typhimurium (ATCC 23564) 3.12 Chemical 7-20 Jain et al., 2009 %
T. rubrum (not described) 10 Biological Not described Noorbakhsh, 2011 *2
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Figure 1: Beakers containing: a) Fungal filtrate before silver ion addition, b) Fungal filtrate after
28 h upon silver ion addition.
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Figure 2A: UV-Vis spectra during the reaction of biogenic synthesis of silver nanoparticles in an
aqueous AgNOs; (10 M) solution. Figure 2B: Transmission electron microscopy (TEM) of
silver nanoparticles synthesized by biological method using Fusarium oxysporum.
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Figure 3. Physical stability of AgNPy,, stored at room temperature and under light protection
immediately after preparation (0 day) and over 120 days. Bars indicate mean diameter (above)
and zeta potential (below). Lines indicate size distribution (PdI).
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Figure 4. Effect on inhibition and death of microorganisms when treated with biogenic silver
nanoparticles in absence and presence of glutathione (GSH). All values are expressed in
particles/mL.
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Figure 5: Scanning electron micrographs of Escherichia coli cells in two investigated cases: (A)
Without treatment with biogenic silver nanoparticles, showing typical rod-shape; and (B) and (C)
When treated with the biogenic silver nanoparticles at the minimum inhibitory concentration
(MIC), showing a rod-shape with deformities as pointed with the arrows.
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Figure 6: Viability of V79 cells using the MTT (m) and DNA (A) assays versus silver
nanoparticles concentration (ug/mL): (a) without glutathione and b) with glutathione.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A sintese das nanoparticulas foi confirmada por espectroscopia de UV - visivel
através do surgimento da banda de absorcao de plasma em torno de 410 nm a 425 nm,
a qual aumentou significativamente em intensidade ao longo do tempo indicando a
formacao das nanoparticulas de prata.

A morfologia das nanoparticulas foi caracterizado por TEM, sendo observado
particulas esféricas com um tamanho médio de 22 nm. O didmetro hidrodindmico das
nanoparticulas de prata sintetizadas também foi analisado por PCS e NTA, sendo
observado um valor médio de 95 nm e um indice de polidispersao de 0,3. O valor do
didametro hidrodindmico (DH) foi maior que o avaliado por TEM pois o DH refere-se ao
didmetro da particula e a capa de estabilidacdo da mesma, que no caso das
nanoparticulas de prata biogénica, se refere a capa protéica que estabilida as
nanoparticulas de prata como ja demostrado na literatura (Rodrigues et al., 2013;
Shameli et al.,, 2011, Duran at al., 2007). A concentracdo de particulas, medida por
NanoSight, foi de 13 x 10"" particulas/mL.

O potencial zeta das nanoparticulas foi negativo com valores de -37,2 + 5,8 mV,
o qual pode indicar uma alta estabilidade das dispersées. A estabilidade fisica (tamanho
e potencial zeta) das particulas foi medida durante 120 dias, em intervalos de 30 dias e
foi verificado que todos os parametros ndo mudaram significativamente durante este

periodo, demonstrando uma excelente estabilidade destas nanoparticulas.

Os ensaios antimicrobianos foram realizados em varias concentragbes de
AgNPy, (a partir de 13 x 10" a 2,5 x 10° particulas/mL) contra E. coli , S. aureus, S.
tiphymurium, T. rubrum e A. niger, sendo que estes testes foram realizados com ou sem
adicdo de GSH. A concentracdo inibitéria minima (MIC) obtida em E. coli tratada com

AgNPy;, foi em uma concentracéo baixa (0,73 pg mL™" ou de 1,0 x 10" particulas/mL),
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indicando uma excelente atividade contra esta bactéria Gram-negativa . Resultados
semelhantes foram relatados por Thirumurugan et al. (2009) e Kim et al. (2007).

Para a outra bactéria Gram-negativa testada, o valor da MIC para Salmonella
typhimurium foi de 0,36 pg mL 1 (5,0 x 10° particulas/mL), considerado um valor muito
eficaz em comparacdo com dados da literatura. Jain et al. (2009) e Lkhagvajav et al.
(2011) descreveram valores de MIC de 3,12 a 3,00 ug mL ', respectivamente, apesar
de Jain et al . (2009) terem utilizado o método de reducéao fotoassistido para a sintese
de nanoparticulas de prata enquanto Lkhagvajav et al . (2011) utilizaram o método de

sol-gel .

Os valores de MIC contra as bactérias Gram-positivas foram quase duas vezes
superiores do que os valores obtidos para as bactérias Gram-negativas. O MIC para
Staphylococcus aureus, uma bactéria Gram-positiva, foi de 1,47 pg mL™" (2,0 x 10"°
particulas/mL). Os valores de MIC foram similares aos dados relatados anteriormente
na literatura com as nanoparticulas de prata sintetizados por fungos (Thirumurugan et
al., 2009’ Kim et al., 2007).

Desta forma, os resultados obtidos no presente estudo mostraram uma melhor
eficacia contra as bactérias Gram-negativas (E. coli e S. typhymurium) do que na
bactéria Gram-positiva (Staphylococcus aureus). Estes dados podem ser explicados
quando comparamos a estrutura da parede microbiana de bactérias Gram-positivas
com as Gram-negativas, visto que as Gram-negativas possuem duas membranas
celulares e uma membrana exterior muito porosa que facilita a entrada das AgNPyi, no
espaco periplasmatico. Diferentemente, as bactérias Gram-positivas tém
polissacarideos compondo sua parede bacteriana, tornando-a muito espessa e nao
permitindo que as nanoparticulas de prata tenham facil acesso membrana adentro
(Chambers e De Leo, 2009).

O valor de MIC obtido para o fungo Tricophyton rubrum foi 2,95 pg mL ™ (4,1 x

10'° particulas/mL), sendo este valor inferior ao encontrado na literatura. Noorbakhsh
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(2011) verificou que as nanoparticulas de prata produzidas por Klebsiella pneumoniae
apresentaram valores de MIC contra T. rubrum de 10 pg mL™, entretanto neste estudo
nao foi indicado o tamanho das nanoparticulas utilizadas o que difilculta a sua
comparacao com o presente estudo ja que o diametro, a carga superficial, a morfologia,
a capa de estabilizagdo sao parametros que afetam o efeito biolégicos das
nanoparticulas. Para o fungo Aspergillus niger, o valor de MIC foi de 5,9 pg mL™ (8,1 x
10" particulas/mL). Os dados da literatura sobre os valores de MIC utilizando AgNP
contra A. niger sdo escassos.

De acordo com Pal et al. (2007), o tamanho e a forma de nanoparticulas também
podem estar relacionados com a acao de nanoparticulas de prata, mas pesquisas
adicionais devem ser realizadas para elucidar o mecanismo de acao destas particulas.
No entanto, as baixas concentragdes dos MIC das AgNPy, principalmente frente aos
fungos, indicam que estas particulas sao interessantes contra T. rubrum, que sao 0s
dermatéfitos mais importantes na infeccao das unhas (onicomicoses) (Marcato et al.,
2012). A. niger pode causar pneumonia em pessoas imunocomprometidas e também
micoses (Schuster et al., 2002; World Health Organization, 2012). Além disso, o valor
de MIC de AgNPy, contra T. rubrum foi inferior ao valor de MIC contra A. niger. Esta
diferenca pode estar relacionada com as membranas dos fungos, mais especificamente
com as caracteristicas de proteccao do complexo quitina-melanina presente na parede
da célula (San-Blas, 1982). Os principais tipos de melanina produzida por fungos sao a
di-hidroxifenilalanina (DOPA) e di-hidroxinaftaleno-melanina (DHN)-melanina, que séo
fatores importantes para eliminar os radicais livres de viruléncia (Langfelder et al.,
2003). Sabe-se que as espécies de Trichophyton sao capazes de sintetizar os
compostos do tipo melanina, in vitro, apenas sob condigdes especificas (Zussman et al.,
1960; Youngchim et al., 2011), no entanto, € o principal componente da parede de

espécies de Aspergillus .

A adicdo de glutationa reduzida (GSH), juntamente com as nanoparticulas de
prata, mostrou um efeito protetor para todos os microrganismos testados neste trabalho,
especialmente para S. typhimurium, aumentando o valor do MIC de 0,36 pg mL™" para
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2,95 ug mL™". Provavelmente este aumento no valor do MIC foi devido a protecdo do
GSH sobre o estresse oxidativo.

Também é importante verificar se a concentragédo inibitéria € bactericida ou
bacteriostatica, especialmente devido ao aparecimento de resisténcia bacteriana e
multirresisténcia aos antibiéticos que representam um sério problema de saude publica
a nivel mundial. Com relagdo ao efeito bactericida, a S. aureus apresentou maior
resisténcia entre as bactérias testadas neste trabalho, mesmo quando utilizado o GSH
juntamente com as nanoparticulas de prata. De acordo com a literatura, sabe-se que a
S. aureus é altamente resistente aos antibiéticos em geral (Chambers e DelLeo, 2009;
David e Daum, 2010). Quanto ao efeito bactericida frente a E. coli, (com e sem a adicao
de GSH) foi observado que baixas concentragcbes de AgNPy, sdo suficientes para
provocar a morte celular (nas concentracdes de 13 x 10" = 8,1 x 10" e 13 x 10" — 4,1
x 10'° particulas/mL, respectivamente). O efeito bacteriostatico das nanoparticulas de
prata observado aponta que S. aureus apresentou uma ampla faixa de concentragédo
com efeito bacteriostatico, ou seja, confirmando a inibicdo do crescimento, porém sem

morte celular (Figura 12).
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Figura 12. Efeito de inibicdo e morte de microrganismos tratados com nanoparticulas de prata na

presenca e sem Glutationa reduzida (GSH). Valores expressos em particulas/mL

De modo a avaliar a influéncia de AgNPu, na morfologia do microrganismo E.
coli, foram obtidas imagens através da Microscopia Electrénica de Varredura (MEV),
antes e apds o tratamento com as particulas, sendo possivel observar danos sobre a
morfologia de algumas células na concentracdo inibitéria minima, porém haviam células
bacterianas adjacentes que ainda apresentavam morfologia normal (Figura 13). Este
resultado confirma os dados obtidos nos ensaios bactericidas e bacteriostaticas, onde
verificou-se que as nanoparticulas de pratas produzidas apresentam acao

bacteriostatica contra E. coli.

C sku | m

Fiura 13. Micrografia Eletronica de Varredura de Escherichia coli A) Forma tipica, sem o tratamento
com nanoparticulas de prata, apresentando forma tipica e B) e C) E. coli na concentragao inibitéria
minima (MIC), evidenciando altera¢gées morfoldgicas nas setas.

Usando o ensaio de redugdo do MTT nas células V79, a concentracao de
nanoparticulas que inibe 50% da viabilidade celular (ICso) foi observada em 3,4 pg mL
(4,7 x 10'° particulas/mL, Figura 14a) e manteve-se estavel até a concentragcdo mais
elevada testada (8,5 ug mL " ou 1,2 x 10" particulas/mL) . A mesma concentracéo de
nanoparticulas foi testada com a adi¢cao de glutationa (Figura 14b), e em concentragbes
superiores de AgNPy, testadas nao foram suficientes para alcancar o valor de ICs,
indicando um efeito protetor da Glutationa reduzida. O ensaio de DNA mostrou que nem
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mesmo as mais altas concentracbes de AgNPy, testadas foram suficientes para

provocar danos ao conteudo de DNA em mais de 60 % das células V79 (Figura 14a), e

com a adicao de GSH, o dano ao conteudo de DNA foi quase nulo (14b).
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Figura 14. Viabilidade celular em células V79 utilizando o ensaio MTT (m) e DNA (A), em relagéo a

concentracdo de nanoparticulas de prata (ug/mL). A) sem glutationa reduzida (GSH) e B) Com a adicao

do GSH.

De acordo com estes resultados, a GSH apresentou-se eficaz na reducao da

citotoxicidade da AgNPyi, indicando que a toxicidade oriunda das nanoparticulas de
prata pode estar relacionada com o estresse oxidativo. A glutationa (GSH) é um
tripeptideo que contém um grupo sulfidrilo (-SH), com efeito anti-oxidante, o qual é um
dos responsaveis pela manutencao da homeostase redox nas células (Carlson et al.,
2008), uma vez que a captura de radicais livres por GSH forma glutationa oxidada

(GSSG), por isso, é possivel que a acao benéfica da GSH esteja relacionada com a

atenuacao dos efeitos tdéxicos das espécies reativas de oxigénio (ROS) (Corticeiro et al.,

2006).
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Com relacao aos resultados de reducao do MTT , também pode ser visto de uma
forma semelhante. Devido a geracdo de ROS induzida pela presenga de nanoparticulas
de prata, uma situacao de estresse oxidativo é criada quando AgNPy, entrar na célula,
por isso, danificando a mitocondria e, por conseguinte, causando citotoxicidade e a
morte celular. Resultados semelhantes foram relatados por Carlson et al. (2008),
utilizando nanoparticulas de prata produzidos por um método desconhecido, o qual
observaram que as nanoparticulas com os tamanhos de 15 nm a 30 nm apresentavam
uma elevada citotoxicidade, que diminuiu quando foram usadas nanoparticulas de 55
nm de tamanho. Estes resultados podem estar relacionados com a interacdo direta
entre as nanoparticulas de prata, de um tamanho pequeno e a glutationa, que
encontraram uma grande superficie disponivel para reagir, diminuindo assim os niveis
de GSH presente na célula e o aumento da geracao de ROS, apoiando a hip6tese de
que as células sdo submetidas a um estresse oxidativo, resultando na citotoxicidade
observada (Carlson et al., 2008). Entretanto, investigacdes adicionais devem ser
realizadas para melhor compreender o mecanismo de acdo do complexo de GSH com
as nanoparticulas de prata e sua relagdo com as importantes propriedades fisico-
quimicas das nanoparticulas de prata.
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CONCLUSAO

Nanoparticulas de prata biogénicas sintetizadas pelo método biologico utilizando
o fungo Fusarium oxysporum apresentaram forma esférica, tamanho nanométrico, baixo
indice de polidispersao, e estabilidade durante 120 dias. Estas nanoparticulas exibiram
elevada atividade antimicrobiana, a qual foi significativamente reduzida com a adi¢ao de
glutationa reduzida (GSH), podendo supor que o mecanismo de acao dessas
nanoparticulas é através da inducdo de estresse oxidativo. E mais provavel que este
efeito é devido a acado da glutationa extracelular e de protecéo contra a peroxidagao da

membrana, uma vez que qualquer absorc¢ao de tripeptideo é menos provavel.

Além disso, as particulas de prata biogénicas exibiram elevada atividade
antifangica contra dermatdfitos importantes (7. rubrum e A. niger). As diferengas entre
as atividades antimicrobiana observadas estdo provavelmente relacionadas com a
composigdo da membrana do microorganismo. A maior atividade antimicrobiana das
nanoparticulas de prata produzidas neste trabalho foi contra bactérias Gram-negativas
e o fungo Trichophyton rubrum. Os ensaios de citotoxicidade indicaram que o
mecanismo de acdo da AgNPy, é devido a inducdo de uma situacdo de estresse
oxidativo devido a reducdo evidente de dano ao conteudo de DNA e da atividade
enzimatica mitocondrial quando a glutationa (GSH) foi adicionada ao meio de cultura
durante os testes de citotoxicidade. Além disso, numa concentracao baixa (inferior a
0,42 mg mL™), estas particulas ndo apresentam efeito citotéxico contra as células V79
e podem ser usadas com seguranca. Embora ainda seja necessario investigar os
efeitos da glutationa na toxicidade final das nanoparticulas frente as células, é
promissor 0 uso dessas nanoparticulas com seguranga sob a forma de farmacos contra
0S microrganismos testados.
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