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RESUMO.

A resisténcia aos antibiéticos é um problema urgente de satde mundial. Ao longo do
tempo as bactérias tém desenvolvido mecanismos de defesa contra os antibiéticos
convencionais associado a falta de novas drogas que atenua ainda mais o problema.
Portanto, é necesséario o desenvolvimento de agentes antibacterianos multialvos,
inovadores e mais eficazes para superar essa ameaca a saude humana. O presente
trabalho avaliou a atividade antibacteriana de nanoparticulas de ouro reduzidas e
estabilizadas com Epigalocatequina 3-Galato (EGCG). As nanoparticulas sintetizadas
(AuNPs-EGCG) se apresentaram estaveis em condi¢@es fisioldgicas in vitro, assim
como na ressuspensao em varios solventes. A atividade antibacteriana in vitro das
AUNPs-EGCG foi evidenciada por uma diminuicdo no numero de células viaveis e
inibicdo do crescimento apos 12 horas de tratamento tanto em bactérias Gram
positivas como Gram negativas, obtendo valores de concentracdo minima inibitoria
(CMI) que variaram entre 15 e 120 pg.mL* em todas bactérias tratadas. Os efeitos
antibacterianos da nanoformulacdo foram gerados pela interacdo direta com as
superficies das bactérias tratadas, dessa forma provocaram deformacdes
morfoldgicas que induziram a lise e morte celular. Além disso, a citotoxicidade in vitro
das AuNPs-EGCG em fibroblastos murinos (L929) e queratindcitos humanos (HaCaT)
mostrou altos niveis de viabilidade celular e valores de IC50 de 267.55 e 293.04
pug.mL? respetivamente apdés 24 horas de tratamento com AuNPs-EGCG. A
funcionalizacdo da EGCG no ndcleo de ouro potencializou sua atividade
antibacteriana e diminuiu sua citotoxicidade in vitro. As AUNPs-EGCG manifestam
alto potencial para futuras aplicacdes no campo biomédico como tratamento

antibacteriano contra infeccfes cutaneas.

Palavras-chaves: Nanoparticulas de ouro; Citotoxicidade; Atividade antibacteriana;

Bactérias Gram-positivas e Gram-negativas; Epigalocatequina 3-galato.



ABSTRACT.

Antibiotic resistance is an urgent global health problem. Over time, bacteria have
developed defense mechanisms against conventional antibiotics associated with the
lack of new drugs that further mitigates the problem. Therefore, it is necessary to
develop multi-target, innovative and more effective antibacterial agents to overcome
this threat to human health. The present work evaluated the antibacterial activity of
reduced and stabilized gold nanoparticles with Epigallocatechin 3-Galate (EGCG).
The synthesized nanoparticles (AuNPs-EGCG) were stable under physiological
conditions in vitro, as well as resuspension in various solvents. The in vitro
antibacterial activity of AUNPs-EGCG was evidenced by a decrease in the number of
viable cells and growth inhibition after 12 hours of treatment in both Gram positive and
Gram negative bacteria, obtaining minimum inhibitory concentration (MIC) values that
varied between 15 and 120 pg.mL? in all treated bacteria The bactericidal and
bacteriostatic effects of the nanoformulation were generated by the direct interaction
with the surfaces of the treated bacteria, thus causing morphological deformations that
induced cell lysis and death. In addition, the in vitro cytotoxicity of AUNPs-EGCG in
murine fibroblast (L929) and human keratinocytes (HaCaT) showed high levels of cell
viability and IC50 values of 267.55 e 293.04 ug.mL™, respectively after 24 hours of
treatment with AuNPs-EGCG. The functionalization of EGCG on the gold core
enhanced its antibacterial activity and decreased its in vitro cytotoxicity. AUNPs-EGCG
have high potential for future applications in the biomedical field as an antibacterial

treatment against skin infections.

Keywords: Gold nanoparticles; Cytotoxicity; Antibacterial activity; Gram-positive and

Gram-negative bacteria; Epigallocatechin 3-gallate.
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Figura 3. Mecanismo de inativagdo enzimatica de antibidticos B-lactamicos pela
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drogas sintetizadas por vias especificas e nanopatrticulas.
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tumorais, entre outros.



Figura 7. Diagrama das principais caracteristicas fisico-quimicas das nanopatrticulas
de ouro (AuNPs) que influem no desenvolvimento da atividade citotdxica e
antibacteriana. O tamanho, forma e carga superficial sdo fatores crucias para

compreender 0s mecanismos citotoxicos e antibacterianos das AuNPs.

Figura 8. Principais mecanismos de a¢ao antibacteriana das nanoparticulas de Ouro.
As AuNPs podem penetrar a membrana bacteriana e induzir danos intracelulares,
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de reproducéo e metabolismo.
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denominada galato (anel D).
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condi¢des de 6000, 8000, 10000, 12000 e 14000 rpm durante 5, 10 e 20 minutos (total
de 15 experimentos) e posteriormente ressuspendidas em &gua ultrapura. Os

experimentos foram realizados em triplicata.
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nm. Os resultados séo representados como a média * erro padrdo da média (EPM)
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Figura 17. (A) Espectro de absorgéo UV/Vis das AuNPs-EGCG em uma faixa de pH
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***% p < 0.0001 vs. controle.

Figura 18. Espectros de absor¢do UV/Vis de AUNPs-EGCG armazenadas a 4°C apos

30, 45 e 60 dias da sintese. Leituras realizadas por triplicata.

Figura 19. Viabilidade celular apds 24 horas do tratamento com o sal de ouro nas
concentracdes de 85, 42.5, 21.25, 10.63 e 5.31 ug.mL*t em fibroblastos murinos
(L929) e queratinocitos humanos (HaCaT). A viabilidade celular foi calculada como a
porcentagem de células vidveis em comparag¢do com 0s controles néo tratados. Os
resultados sdo representados como a viabilidade média + erro padrédo da média
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EGCG nas concentracdes de 120, 60, 30, 15 e 7.5 pg.mLt em (A) fibroblastos
murinos (L929) e (B) queratinocitos humanos (HaCaT). A viabilidade celular foi
calculada como a porcentagem de células viaveis em comparag¢do com os controles
nao tratados. Os resultados sdo representados como a viabilidade média £ erro
padrdao da média (EPM) de experimentos independentes em triplicata. ** p < 0.01 e
**** 0 < 0.0001 de EGCG vs. AuNPs-EGCG.



Figura 21. Percentagens de inibigdo das oito bacterias em estudo tratadas com uma
concentracéo de 1000 pg.mL* de AuNPs-EGCG apds 24 horas. A inibicdo bacteriana
foi calculada como a porcentagem de células inibidas em comparacdo com 0s
controles ndo tratados. Os resultados sdo representados como a inibicdo média £ erro
padrdo da média (EPM) de experimentos independentes em triplicata.

Figura 22. Curvas de inibicdo bacteriana do tratamento com AuNPs-EGCG nas
concentracdes de 120, 60. 30, 15, e 7.5 pg.mL* e bactéria ndo tratada apés 12, 24 e
48 horas. (A) S. aureus 25923 (B) S. aureus 10A (C) P. aeruginosa 27853 (D) P.
aeruginosa 93B (E) E. coli ESBL (F) E. faecalis 6885. Os resultados séo
representados como a densidade otica média + erro padrao da média (EPM) de
experimentos independentes em duplicata. ** p <0.01, *** p <0.001 e *** p <0.0001

vs. controle positivo.

Figura 23. Percentagens de inibicdo bacteriana ap6s 48 hrs de tratamento com
AuNPs-EGCG nas concentracdes de 120, 60, 30, 15, 7.5 pg.mL™! contra as bacterias:
(A) S. aureus 25923. (B) S. aureus 10 A. (C). P. aeruginosa 27853. (D) P. aeruginosa
93B. (E). E. coli ESBL. (F). E. faecalis 6885. A inibicdo bacteriana foi calculada como
a porcentagem de células inibidas em comparacé&o com os controles néo tratados. Os
resultados sdo representados como a inibicdo média + erro padrdo da média (EPM)

de experimentos independentes em duplicata.

Figura 24. Percentagens de inibicdo bacteriana apdés 48 hrs de tratamento com
EGCG nas concentragées de 120, 60, 30, 15, 7.5 ug.mL* contra as bacterias: (A) S.
aureus 25923. (B) S. aureus 10 A. (C). P. aeruginosa 27853. (D) P. aeruginosa 93B.
(E). E. coli ESBL. (F). E. faecalis 6885. A inibicdo bacteriana foi calculada como a
porcentagem de células inibidas em comparacdo com os controles nao tratados. Os
resultados sdo representados como a inibicdo média + erro padrdo da média (EPM)

de experimentos independentes em duplicata.

Figura 25. Col6nias bacterianas ap6s 48 horas de tratamento com AuNPs-EGCG (A)
Controle de S. aureus 10A (B) Tratamento de S. aureus 10A (C) Controle de P.
aeruginosa 27853 (D) Tratamento de P. aeruginosa 27853 (D) Controle de E. coli
ESBL (E) Tratamento de E. coli ESBL. Barra de escala de 1 cm.



Figura 26. Unidades formadoras de col6nias bacterianas por mililitro de solugéo
(UFC/mL) apés 48 horas de tratamento com AuNPs-EGCG e EGCG utilizando
concentracdes de 120, 60, 30, 15 e 7.5 pg.mL™* contra as bacterias: (A) S. aureus
25923. (B) S. aureus 10 A. (C). P. aeruginosa 27853. (D) P. aeruginosa 93B. (E). E.
coli ESBL. (F). E. faecalis 6885. O numero de UFC/mL € representando como o valor
logaritmico de 10.

Figura 27. Microscopia eletrénica de varredura (MEV) de bacterias gram positivas.
(A) Controle nao tratado de Staphylococcus aureus 10A. (B) Tratamento de
Staphylococcus aureus 10A com AuNPs-EGCG. (C) Controle néo tratado de
Enterococcus faecalis 6885. (B) Tratamento de Enterococcus faecalis 6885 com
AUNPs-EGCG. Escala bar de 1 pm.

Figura 28. Microscopia eletrbnica de varredura (MEV) da bactéria Pseudomonas
aeruginosa 93B. (A) Controle nao tratado. (B, C e D) Tratamento com AuNPs-EGCG.

Escala bar de 1 pum.

Figura 29. Microscopia eletrénica de varredura (MEV) da bactéria Escherichia coli
ESBL. (A) Controle nédo tratado. (B, C e D) Tratamento com AuNPs-EGCG. Escala

bar de pum.

Figura 30. Curva padrdo da EGCG nas concentragfes de 20, 40, 60, 80 e 100 ug.
mL e com leituras a 274nm em espectrofotdmetro UV/Vis. A curva apresenta o valor

do coeficiente de correlacdo (R) e a equacéo da reta obtida (y=mx+h).
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1. INTRODUCAO.
A resisténcia antibacteriana (RA) representa uma das principais ameacas a saude
publica. Por ano sdo 35,000 mortes, registrando uma morte cada 15 minutos
(TALKINGTON, 2020). Um estudo demostrou que cerca do 70% de bactérias no
mundo sdo resistentes pelo menos a um tipo de antibiético (ANDERSSON;
NICOLOFF; HJORT, 2019). Os microrganismos naturalmente desenvolvem
estratégias de defesa contra os antibiéticos, seja por meio de transferéncia de genes
resistentes ou por mutacdes. Esse cendario é ainda agravado pela falta de
desenvolvimento de novas drogas antibacterianas altamente efetivas (VENTOLA,
2015). Atualmente o enfoque das grandes companhias farmacéuticas mundiais €é criar
um antibiotico capaz de atacar bactérias multi-resistentes a drogas, de maneira que
nao interfira na microbiota intestinal do paciente. Entretanto, além do desafio
biotecnoldgico, existe o desafio do mercado de superar antibioticos convencionais nos

ensaios clinicos e gerar um produto lucrativo (ARDAL et al., 2019).

Sendo assim, a hanotecnologia representa uma alternativa adequada para transpor
essas fronteiras. As nanoparticulas possuem um tamanho menor que as células
animais e bactérias e uma grande area superficial que as tornam ideais ndo s6 para
penetrar sistemas biolégicos mas também transportar moléculas a sitios de interesse
(LI, Xiaoning et al., 2014) . A partir de métodos de sintese verde sao obtidas
nanoparticulas estaveis, econdmicas e com baixo grau de toxicidade para células
humanas, destacando as nanoparticulas de ouro que apresentam propriedades
bactericidas principalmente pela interacdo com a parede celular de patégenos (YEH;
CRERAN; ROTELLO, 2012).

A epigalocatequina 3-galato (EGCG) € uma molécula orgéanica extraida das folhas
frescas do cha verde que conta com uma estrutura poli hidroxilica. A EGCG pode agir
como agente redutor e estabilizante na sintese de nanoparticulas de ouro. A
funcionalizacédo da molécula na superficie do ouro permite melhorar sua estabilidade
in vitro provocada pela degradacdo em condi¢des acidas (ZHANG, Le et al., 2014)
Além disso, a EGCG possui atividade antibacteriana que consiste na degradagéo da
camada de peptidoglicano e danificagdo de estruturas intracelulares que levam a
morte da bactéria (CD et al., 1999)
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Neste estudo foi analisado o efeito citotdxico e antibacteriano in vitro de
nanoparticulas de ouro sintetizadas com EGCG, por meio da avaliagdo da viabilidade
em linhagens celulares cutaneos e determinagdo da concentracdo minima inibitoria
no tratamento contra bacterias gram-positivas e negativas. A estabilidade do coloide
foi avaliada em condicdes fisiolégicas adotando um parametro de floculagdo, assim

também na ressuspensdo em alguns solventes usados nos ensaios.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA.

2.1 Resistencia Antibacteriana: uma emergéncia global.

Nos Uultimos anos a resisténcia antibacteriana (RA) foi declarada como uma
"preocupacao global de saude publica" por organizacbes como o Centro de Controle
e Prevencédo de Doencas (CDC), a Sociedade de Doencas Infecciosas de América, o
F6rum Econdmico Mundial e a Organizacdo Mundial da Saude (OMS). Essa ultima
tem a competéncia de gerar um plano de acdo global para combater o referido
problema, no entanto até agora ndo houve uma eliminacdo completa ou significativa
(ASLAM et al., 2018). Além da evolug&o natural dos microrganismos, existem outros
fatores mitigadores, alguns deles representam processos interativos bacterias-
ambiente e outros a falta de a¢des corretivas e preventivas como parte da negligéncia
do ser humano conforme na Figura 1. (WATKINS; BONOMO, 2016).

Viagens globais
e turismo
(incluindo

turismo médico)

Aumento de
doencas > ;
crénicas em deficiente que

<‘_p?acientes que favorece a

antibioticos

Prescricao
excessiva de

antibioticos de
amplo espectrg

Figura 1. Fatores gerais gue promovem a resisténcia antibacteriana (AR). Os fatores estéo
relacionados com processos interativos bacterias-ambiente e outros com a falta de acbes

corretivas e preventivas do pessoal de saude, paciente e farmacéuticas.

Os antibidticos sdo um dos medicamentos mais comumente prescritos na medicina
humana, no entanto mais de 50% do total prescritos sdo considerados desnecessarios
(FRIEDEN, 2013). A baixa qualidade das formulagbes por parte da industria

farmacéutica simboliza concentragdes sub-inibitérias in vivo que aumentam o
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surgimento de novas cepas resistentes. Os médicos promovem préaticas erradas,
prescrevem medicamentos errados com doses incorretas e os farmacéuticos ndo
fornecem informacgdes suficientes para o uso correto do antibiético. Por seu lado, os
pacientes ndo se aderem aos esquemas posoldgicos, interrompem a medicacao
guando os sintomas diminuem sem primeiro remover completamente o patégeno e o
problema da automedicacdo (GAJDACS; ALBERICIO, 2019)

Os paises da América Latina tém taxas de resisténcia antibacteriana mais altas que a
Europa e os Estados Unidos, principalmente com bactérias gram-negativas nao
fermentativas (RELLO; BUNSOW; PEREZ, 2016). Os centros hospitalares brasileiros
sdo atacados principalmente por bactérias como S. aureus resistente a meticilina,
Enterococos resistentes a vancomicina, S. pneumoniae, Complexo Acinetobacter
baumannii (ABC) e P. aeruginosa (ROSSI, 2011)

Na ultima década houve uma diminuicdo significativa do numero de antibioticos
aprovados. Isto levou a uma necessidade urgente da descoberta de novos
antibacterianos e estratégias de tratamento (LI, Xiaoning et al., 2014). A Tabela 1
mostra alguns dos antibioticos e combinacdes aprovadas pelo FDA durante a década,
a maioria deles ja estao distribuidos comercialmente com excecao da darobactina que
ainda ndo estd em fase comercial. Esse novo antibiotico surgiu devido a escassez de
moléculas capazes de penetrar na membrana externa das bactérias gram-negativas
(IMAI et al., 2019). Por outro lado, estudos recentes identificaram uma familia de
peptidomiméticos de uma toxina bacteriana (PepAl) com propriedades contra

patdgenos resistente a multidrogas (NICOLAS et al., 2019)

Tabela 1. Antibiéticos aprovados pela FDA durante a década 2010s (VENTOLA, 2015) ,
(WATCH, 2018), (DRUGS DEVELOPMENT & APPROVAL PROCESS, 2018) (IMAI et al.,
2019).

Nome Ano de Familia de _
Molécula Indicacbes

Comercial aprovacao antibiético

Infec¢des na pele, tecidos

Ceftarolina Teflaro 2010 Cefalosporina moles y pneumonia
adquirida
Tedizolid Sivextro 2014 Oxazolidinona Infecgcbes aguda na pele e

Dalbavancina Dalvance 2014 Glicopeptidio tecidos moles
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Oritavancin Orbactiv 2014 Glicopeptidio
Cefalosporina / Pielonefrite aguda,
Ceftolozane/ o _ o o
Zerbaxa 2014 Inibidor - infecgbes intra-abdominais
tazobactam o
lactamase e urinarias
Otite externa aguda (AOE)
Finafloxacina Xtoro 2014 Fluoroquinolona por P. aeruginosa e S.
aureus
o Cefalosporina / Pielonefrite aguda,
Ceftazidime/ o _ o o
_ Avycaz 2015 Inibidor - infeccdes intra-abdominais,
avibactam o _
lactamase urinarias y pneumonia
_ _ InfecgOes na pele e na
Delafloxacina  Baxdela 2017 Fluoroquinolona
estrutura da pele
_ o Vaginose de origem
Secnidazol Solosec 2017 Nitroimidazol _
bacteriano
o _ ) _ Pielonefrite e infec¢des
Plazomicina Zemdri 2018 Aminoglucosido o _
urinarias complicadas
o o Pneumonia adquirida e
Omadaciclina Nuzyra 2018 Tetraciclina _ .
infeccdes agudas na pele
o o Infec¢Bes intra-abdominais
Evaraciclina Xerava 2018 Tetraciclina _ o
complicadas e urinarias
_ _ _ InfeccBes complicadas do
Cefiderecol Fetroja 2019 Cefalosporina o
trato urinario (ITU)
InfeccBes por cepas de P.
Derivado de um aeruginosa, E. colie K.
Darobactina 2019 nematddo pneumoniae do tipo
(Photorhabdus) selvagem e resistentes a
antibidticos.

2.2 Mecanismos de Resisténcia Antibacteriana.
As bactérias podem adquirir resisténcia aos antibidticos por trés vias: adaptativa,
adquirida e intrinseca. A resisténcia adaptativa surge quando as bactérias podem
modificar seu transcriptoma em resposta a mudancas no ambiente como aumento na
densidade de ions, temperatura e exposicdo a concentragfes ndo letais de
antibidticos, isso confere uma maior capacidade de suportar um antibacteriano (LEE,

2019). Esse tipo de resisténcia € mais instavel porque ndo se transmite de uma
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geracgdo a outra e pode ser revertida no processo de adaptacéo, por tanto a duragéo
dependera da mudanca ambiental se for temporaria ou constante (SALIMIYAN RIZI,
GHAZVINI; NOGHONDAR, 2018).

Um mecanismo adaptativo bastante estudado atualmente é a resposta ao estresse
ambiental (REA) presente na envoltura das bactérias. Esse mecanismo monitora a
biogénese e protege a integridade de tal envoltura em bactérias gram-positivas e
negativas (MACRITCHIE; RAIVIO, 2009). A incorporacdo de D-alanina na parede
celular reduz a carga negativa em gram-positivas, desta forma a bactéria ndo
consegue interagir com moléculas carregadas positivamente como drogas e incluso
nanoparticulas anibnicas. Nas bacterias gram-negativas, a REA pode modificar o
conteudo de lipopolissacarideos (LPS), maior componente da membrana, lhes
permitindo desenvolver concentragdes adequadas de LPS que inibem a interacéo e
entrada de moléculas (SALAS OROZCO et al., 2019)

A resisténcia adquirida é a via mais frequente e de maior importancia clinica. Ocorre
guando as bactérias adquirem propriedades para resistir as acdes de um determinado
antibidtico (VIGNOLI; SEIJA, 2000). O mecanismo mais comum desse tipo de
resisténcia € o fendmeno de transferéncia génica horizontal onde as bactérias podem
receber genes de resisténcia que lhes permitem desenvolver capacidades como a
degradacao de enzimas, bombas de efluxo, protecdes de proteinas alvo entre outras
(CARMINATI et al., 2019). Uma vez que as bactérias adquirem esses genes, elas tém
a capacidade de continuar crescendo e se reproduzindo mesmo na presenca do
antibidtico, e o efeito inibitorio sé se manifestara em bactérias sensiveis (WRIGHT,
Gerard, 2011). O fenémeno se desenvolve por meio de trés processos (Figura 2) (1)
Transformacéo: algumas espécies de bactérias sdo naturalmente capazes de adquirir
DNA exdgeno que € encontrado no meio ambiente através de uma competicdo com
outras bactérias. (2) Transducao: o material genético é transferido por um bacteriéfago
(virus que infectam bactérias) que utiliza a maquinaria da bactéria para se reproduzir.
(3) Conjugacao: as bactérias usam elementos genéticos moveis (MGES) como
veiculos para compartilhar a informacdo. Os veiculos mais utilizados sdo os
plasmideos, transposons e integrons. Eles representam os motores da evolucao
bacteriana e sdo cruciais para a disseminagdo da resisténcia em organismos

clinicamente relevantes (MUNITA et al., 2016).
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I. Transformacgao Bacteriana

Liberacao de
DNA
NV VS

e de ecistoncin Bacteria Recebedora
i i 1
Bacteria Doadora antibacteriana

Il. Transdugao Bacteriana

Liberacao do

Bacteriofago
Bacteria infectada por um bacteriofago Bacteria Recebedora
lll. Conjugagéao Bacteriana
Transposao
U4
Bacteria Doadora Bacteria Recebedora

Figura 2. Diagrama da transferéncia génica horizontal. As bacterias tém a capacidade de
adquirir o DNA de outras bacterias por meio de mecanismos como a transformacéo (DNA
exodgeno do meio onde se encontram), transducgédo (por meio de bacteriéfagos) e conjugacao
(por meio de plasmideos, transposons e integrons). Adaptado de: (KOENE; BLAAK;
HAVELAAR, 2010).

A resisténcia intrinseca ocorre como consequéncia das caracteristicas estruturais ou
funcionais das bactérias. Para alguns tipos de bactérias € normal ter esse tipo de
resisténcia (BLAIR et al., 2015). Essa resisténcia pode ser expressada por diversos
mecanismos, por exemplo algumas bactérias sdo capazes de inibir os efeitos dos
antibidticos reduzindo a permeabilidade da sua membrana externa e limitando a
entrada de antibioticos através da reducdo de porinas ou substituindo essas porinas
por canais mais seletivos (COX; WRIGHT, 2013). Isso ocorre principalmente com
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antibidticos hidrofilicos que conseguem facilmente atravessar a membrana por difusédo
através de porinas (LOWE et al., 2020).

Outro mecanismo é a superexpressao de bombas de saida de antibiéticos que
também podem ser o resultado de uma resisténcia adquirida por transferéncia entre
plasmideos. Algumas dessas bombas sdo multiestruturais, ou seja, capazes de
transportar varios substratos e sédo conhecidas como bombas de efluxo de resisténcia
a multiplas drogas (MDR). Esse mecanismo é catalogado como alarmante por sua
condicao de ser facilmente transmitido e disseminado para outros patégenos de
importancia clinica (BLAIR et al., 2015).

Por vias adquirida e intrinseca, as bactérias podem modificar estruturalmente o sitio
de acdo de um antibidtico adicionando alguns grupos quimicos, que levam a uma
perda de seu efeito. Essa atividade pode ser adotada tanto por bactérias Gram-
positivas como Gram-negativas, onde o0s antibioticos atuam principalmente em
proteinas ou enzimas (LAMBERT, 2005). Na maioria dos casos, as bactérias

conseguem modificar esses locais diretamente no nivel do DNA.

A maioria dos antibiéticos sdo suscetiveis a hidrolise de seus grupos quimicos,
principalmente ésteres e amidas que concentram grande parte de sua atividade
biologica. Certas enzimas sdo capazes de alterar as referidas ligacdes e causar a
diminuicdo do efeito terapéutico de maneira intrinseca (WRIGHT G. D., 2005). Um
exemplo classico € a Staphylococcus aureus, que consegue inativar a penicilina por
meio da enzima B-lactamase serina (Figura 3) (FISHER; MEROUEH; MOBASHERY,
2005). Estudos de degradacdo enzimatica tém destacado a familia de enzimas
transferases como novas protagonistas na resisténcia antibacteriana. Ativamente no
citosol se encontram as aciltransferases, fosfotransferases, tioltransferases,
nucleotiltransferases, ADP-ribosiltransferases e glicosiltransferases (WRIGHT, G. D.,
2005).
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VR

B-Lactamase - Serlna

ﬁerina H2 x

Lactamase

B-Lactamase - Serma Inativo

Figura 3. Mecanismo de inativagao enzimatica de antibidticos p-lactamicos pela enzima -
lactamase. A enzima B-lactamase se liga ao grupo carbonilo do antibiético por meio de seu
aminoacido de serina. A ligacao produz uma ruptura do enlace C=0 que leva a inativacdo da
molécula e consequentemente perda da sua fungéo antibacteriana. Adaptado de: (D’'COSTA;
WRIGHT, 2009).

Outras enzimas como TetO e TetM séo responsaveis de catalisar a separacao do
antibidtico ao ribossomo, dessa forma impede que o efeito antibacteriano seja
completado. Esse mecanismo é aplicado principalmente para as tetraciclinas, drogas
inibidoras da sintese proteica. Portanto, o ribossomo poderia sintetizar proteinas

mesmo na presenca do antibiotico (CONNELL et al., 2003)

Atualmente um fenbmeno muito estudado para compreender mecanismos coletivos
de resisténcia entre as bactérias, € o sensor de quorum (QS). Trata-se de um sistema
de comunicacdo onde as bactérias podem apresentar alteracdes fenotipicas
marcantes quando se encontram em altos niveis de densidade populacional (SAEKI
et al., 2020). Quando a densidade bacteriana é reduzida, as bactérias produzem e
secretam moléculas sinalizadoras (autoindutores) em baixa quantidade, mas a medida
gue o numero de bactérias aumenta, a concentracao de autoindutores atinge um nivel
limiar que induz a expressdo de uma série de genes que geram mudancas no
comportamento do grupo bacteriano, o transformando menos susceptivel aos
antibidticos (SOLA et al., 2012).
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O sistema QS esta envolvido na geracdo de vérios fatores de viruléncia como a
formacé&o de biofilmes. Esses s&o grupos bacterianos que crescem em uma matriz de
exopolissacarideos (polissacarideos, proteinas e DNA extracelular) em uma superficie
gue fornece nutrientes para esse crescimento, tal agrupamento facilita a expresséo
dos fatores de viruléncia da bactéria e fornece mecanismo de defesa. A Figura 4
mostra o ciclo de formacao de um biofilme, desde a agrupacéao de células plancténicas
até a liberacao de bactérias resistentes para a reproducdo em novas superficies. Os
biofilmes representam a maior parte das infecbes microbianas que causam
endocardite, otite média, osteomielite e infeccdo do trato biliar (MAHMOUD;
ALKHALEEFAH; SHERIF, 2013). A formag&o de um biofilme representa uma ameacga
indiscutivel, em vista de que os tratamentos antibacterianos ndo erradicam
completamente esses agrupamentos. Os antibidticos convencionais séo
simplesmente formulados para atacar células isoladas ou planctdonicas e né&o
conseguem atacar diretamente o biofime (DE LA FUENTE-NUNEZ; HANCOCK,
2015)

FORMA ’ ‘ ‘ "N, BIOFILME
PLANCTONICA /
Repeticdo do
ciclo

@ Pproteinas

L, Carboidratos \‘ Bacterias / /7
resistentes a ’\ -\
~ DNA antibiéticos 7 Av4)
’: \7‘ o
Matriz EPS v, NSNS

Adesdo Forma_géo ProIiferagéo Crescimento Libera(;éo /
(Irreversivel)  do biofilme / Maduracao Separagao

Figura 4. Diagrama de formacdo de um biofilme e seu ciclo de dispersdo. As células
plancténicas se aderem em uma superficie que conta com as proteinas, carboidratos e DNA
necessario para formar o biofilme. Seguidamente o biofilme cresce e madura para dar lugar a
liberacdo de células bacterianos com caracteristicas resistentes aos antibiéticos. Finalmente

o ciclo se renova para formar novos agregados bacterianos. Adaptado de (ESTEVES, 2016).
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Em resumo, as bactérias usam diferentes vias para expressar sua resisténcia aos
antibidticos, comunicando-se coletivamente entre si para formar biofilmes ou
individualmente usando enzimas degradadoras ou modificadores de estruturas ou
simplesmente acoplando-se a ambientes que lhes permitam desenvolver esses

sistemas de defesa contra os antibidticos.

Para conseguir transpor esses mecanismos de AR é necessario utilizar sistemas
antibacterianos que sejam mais eficazes e com efeitos mais longos. Os antibiéticos
sintéticos ja contam com muitos relatérios de AR, em vista desse problema diversos
grupos de pesquisa comecaram a desenvolver novos antimicrobianos a partir de
produtos naturais, a modificar os antibiéticos existentes e a desenvolver peptideos
antimicrobianos. Algumas dessas estratégias ja sdo ativamente adotadas, mas até
agora nao houve um resultado significativo (LI et al., 2014). Atualmente existem novos
grupos de drogas em estudo (Figura 5) que poderiam ser viaveis para combater o

problema de resisténcia aos antibioticos.

e ¢ Derivados de Drogas:

& N&L Modificagado da estrutura basica de antibiéticos conhecidos ou
i\,‘ ' » desenvolvimento de inibidores de um especifico mecanismo de
- resisténcia (novos B-lactamases ou inibidores da bomba de efluxo).

% Drogas Antivirulentas:

* Anticorpos ou compostos que bloqueiam ou inibem fatores de
{ viruléncia

Drogas Especificas:
Antibiéticos com uma base gendmica, distribuicdo por bacteriéfagos

%
.ss $ > utilizando enzimas fagicas

) )

Nanoparticulas

- Uso de NP em revestimentos antibacterianos para dispositivos
Y- implantaveis, em sistemas de administragéo de antibidticos, em
- sistemas de detecg@o de bactérias para gerar diagnosticos
microbianos, em vacinas antibacterianas para controlar infeccoes
=/ bacterianas e uso direto em bacterias resistentes

Figura 5. Diagrama das novas estratégias terapéuticas em estudo para combater a
resisténcia antibacteriana. Os novos enfoques abarcam o estudo de derivados de drogas
(modificacbes a antibidticos classicos), drogas contra fatores de viruléncia, drogas

sintetizadas por vias especificas e nanoparticulas.
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2.3 Nanotecnologia.
De acordo com relatérios, o mercado global de nanotecnologia sera valorizado em US
$ 2.231,4 milhdes em 2025, crescendo a uma taxa anual composta de 10,5% de 2019
a 2025 (TEWARI; BAUL, 2019), principalmente nas industrias de energia, alimentos,
agricultura, saude e dispositivos médicos. Em 2017, foi relatado um crescimento
significativo devido ao aumento do financiamento de governos e de setores privados.
A maioria desses investimentos é direcionada a area médica para o diagnostico e
tratamento de doengas cronicas como cancer, resisténcia a antibioticos e distarbios
cardiacos (WOOD, 2019) por tanto o campo nanotecnoldgico representa um lugar
prometedor para estudar e desenvolver as solugfes a tais problemas de saude

mundial.

O engenheiro do Instituto de tecnologia de Massachusetts (MIT), Eric Drexler definiu
a nanotecnologia como uma disciplina que estuda a caracterizagdo, producao e
aplicacdo de materiais, estruturas, dispositivos e sistemas em dimensfes na escala
nanomeétrica (DREXLER et al., 1992).

Dentro da nanotecnologia, existem as categorias de nano-ferramentas (nanotools),
nanodispositivos (nanodevices) e nanomateriais.(IQBAL; PREECE; MENDES, 2012).
Os nanomateriais sdo aqueles que possuem propriedades morfolégicas com
dimensdes inferiores a 100 nm. Dentro dos nanomateriais mais representativos e com

maior campo de estudo estdo as nanopatrticulas (NPs).

As nanoparticulas séao dispersdes coloidais com um tamanho entre 1-100 nanémetros
em duas ou trés dimensées (MOHANRAJ; CHEN, 2006), dependendo dos graus de
liberdade de movimento das particulas carregadas através de sua estrutura (DE
RANIERI, 2013). Existem varios tipos de nanoparticulas por exemplo polimeros a
partir de materiais como pilopirrol, polianilina, poliacetilienos (PECHER; MECKING,
2010), nanoparticulas metalicas como ouro (SHAMAILA et al.,, 2016), prata
(MORONES et al., 2005), zinco (SIRELKHATIM et al., 2015), titanio (WEIR et al.,
2012), etc., nanoparticulas magnéticas como ferro (GUPTA; GUPTA, 2005) e cobalto
(SARGENTELLI; FERREIRA, 2010) e outras como nanoparticulas lipidicas sdlidas,
lipossomas e pontos quéanticos (HOLTZ, 2009)

As nanoparticulas de ouro (AuNPs) tém se destacado por apresentar propriedades

excepcionais no campo da biomedicina. Ha 150 anos as primeiras nanoparticulas de
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ouro foram sintetizadas impulsionadas pelo trabalho de Faraday que foi a primeira
pessoa em observar que as propriedades do ouro coloidal eram diferentes do ouro a
granel (GILJOHANN et al., 2010). Quando o ouro é reduzido a seu estado neutro, esse
apresenta excelentes propriedades Gticas e elétricas, Otima relagdo superficie /
volume, biocompatibilidade com alguns materiais, baixa toxicidade e multiplas
possibilidades de funcionalizagdo na sua superficie (RODRIGUEZ BANO, 2019)

como € mostrado na Figura 6.

As propriedades das AuNPs dependem da forma, carga, estrutura cristalina,
revestimento superficial, contaminacao residual (dependendo do método de sintese)
e da tendéncia para formar agregados. A medida que o tamanho das nanoparticulas
diminui, a area superficial se torna maior, por exemplo uma particula de 5 nm possui
30% de seus atomos na superficie, entretanto uma particula de 3 nm possui 50% de
seus atomos na superficie (SOCIETY et al., 2004). O agrupamento de atomos na
superficie aumenta a energia superficial, isso permite o desenvolvimento de
fendmenos como umidade, capilaridade, hidrofilicidade, adsorcdo e adeséo, portanto
a diminuicdo do tamanho das AuNPs pode aumentar a reatividade / conjugacao com

outros atomos e / ou moléculas, devido a que a maioria das reacfes ocorrem na

superficie (BAKIU, 2019).
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Figura 6. Diagrama de funcionalizacdo superficial de nanoparticulas pelo incremento da
relacdo area/ volume a partir de um material a granel. A redug&o do ouro a um estado coloidal
incrementa sua area superficial, dessa forma facilita a funcionalizacéo na sua superficie com

diversas moléculas como drogas, anticorpos, DNA, marcadores tumorais, entre outros.
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As AuNPs podem absorver e dispersar a luz visivel fortemente provocando desta
forma que a onda eletromagnética cause uma excitacao ressonante dos elétrons livres
presentes nas particulas de ouro em um determinado comprimento de onda
(frequéncia). Esse fen6meno gera uma oscilagao coletiva conhecida como Plasmon
de Superficie, que leva a localizacdo do campo livre de ions positivos em direcdo a
superficie do metal, devido a isso o efeito também é conhecido como Ressonéancia
Plasménica de Superficie Localizada (LSPR) (PETRYAYEVA; KRULL, 2011). As
frequéncias dos plasmons ocorrem na regiao ultravioleta (UV) para metais alcalinos e
alguns metais de transicdo, como Cu, Ag e Au que exibem frequéncias plasméaticas
na regido visivel (LU et al., 2009). Essa propriedade permite que varias técnicas
analiticas que se baseiam nessa interacdo, possam detectar e visualizar as AUNPs

em varios meios, por exemplo a técnica da espectrofotometria UV/Vis.

O efeito de LSPR é mais potencializado em nanoparticulas do que em qualquer outro
material, por exemplo alguns fluoréforos quimicos (EL-SAYED; HUANG; EL-SAYED,
2005). Isso ocorre porque ao contrario de muitos compostos fluorescentes, as
nanoparticulas plasménicas ndo se foto-degradam. Em vista disso, as AUNPs podem
servir como marcadores fortes e robustos para biossensores, imunoensaios e
imagens celulares (CHOI, Yeonho; KANG; LEE, 2009). Os campos de optoeletrdnica,
sensores, nanocatalise e nanomedicina fazem muito uso das aplicacfes geradas pelo
ouro devido a sua natureza inerte e biocompatibilidade com outros materiais.
(ZARGAR; HATAMIE, 2013),

Quando as AuNPs absorvem a energia da luz ressonante, elas liberam calor de acordo
o0 comprimento de onda, esse evento pode induzir um efeito fototérmico atil em
aplicacbes de fototerapia térmica contra células cancerigenas e bacterianas.
(MOHAMED et al., 2017). A combinagcdo de nanoparticulas plasmoénicas com uma
fonte de energia laser pode induzir danos irreparaveis na bactéria. (ZHAROV et al.,
2006).

2.4 Citotoxicidade de Nanoparticulas de ouro (AuNPSs).
As nanoparticulas de ouro contam com uma banda de conducédo com seis elétrons
livres que as tornam ideais para interagir com moléculas da membrana celular
eucariota como tiois e aminas (VIJAYAKUMAR; GANESAN, 2012). A forte ligacédo de

AuNPs com tais grupos funcionais lhes permite aderir na membrana e
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subsequentemente ser ingeridas para interagir com estruturas intracelulares como
proteinas, lipideos e DNA principalmente. No entanto a ruptura da membrana celular
e armazenamento intracelular podem representar efeitos negativos para a
funcionalidade das células dependendo do grau de toxicidade que as AuNPs podem
induzir (VIJAYAKUMAR; GANESAN, 2012). Por exemplo, dentro das células as
AuNPs podem incrementar a sinteses de proteinas proapoptotéicas (STECKIEWICZ
et al., 2019)

A citotoxicidade das nanoparticulas de ouro pode depender do tamanho, forma, carga
e funcionalizacao superficial, tempo de incubacao, concentracdo, método de sintese,
grau de agregacao e linhagem celular testado (KHLEBTSOV; DYKMAN, 2011).
Geralmente a citotoxicidade das AuNPs é tamanho-dependente, ou seja, a maior
tamanho, maiores efeitos toéxicos na célula (VIJAYAKUMAR; GANESAN, 2013). Isto
€ devido a que o tamanho é um parametro que controla a eficacia da endocitose ou a
ligacdo a forma B do DNA (KHLEBTSOV; DYKMAN, 2011). De acordo com um estudo,
AuNPs de 5 nm mostraram maior citotoxicidade que 15 nm em fibroblastos murinos
(CORADEGHINI et al., 2013). No entanto, em células do epitélio bronquial as AUNPs
de 20 nm manifestaram maiores efeitos toxicos que 14 nm (VETTEN et al., 2013)

demostrando que a citotoxicidade também pode ser influenciada por outros fatores.

Em relacéo a forma, um estudo realizado em osteoblastos (células do tecido 6sseo)
demostrou que as AuNPs com forma de estrela possuem maior citotoxicidade em
comparacao com as formas de bastao e esféricas (menos citotéxicas) (STECKIEWICZ
et al., 2019). Outro estudo realizado em células HeLa confirmou que as AuNPs
esféricas tém maior absorcéo celular em comparacdo com os bastdes (CHITHRANI;
GHAZANI; CHAN, 2006). Por tanto a forma esférica pode danificar células cancerosas

em maior grau sem alterar a viabilidade de células normais.

As AuNPs com carga catibnica apresentam maior citotoxicidade que suas analogas
anionicas (ALBANESE; CHAN, 2011). Os sistemas anidnicos se ligam com menor
eficiéncia as superficies celulares do que moléculas neutras ou catiénicas, devido as
forcas de repulsdo eletrostaticas da membrana celular eucariota que se encontra
carregada negativamente (CHENEVIER et al., 2000). O ingresso de AuNPs anidnicas

esta mediada pela absor¢éo inespecifica de proteinas séricas na superficie do metal;
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essas proteinas induzem as nanoparticulas a entrar nas células através do processo
de endocitose (CHITHRANI; GHAZANI; CHAN, 2006).

Em relacdo a concentracdo, a citotoxicidade das AuNPs esta intimamente
correlacionada com a quantidade de particulas dentro da célula (DENG; YAO; GAO,
2017). Em concentragcdes muito elevadas (> 600 pg.mLt), as AUNPs podem penetrar
facilmente a membrana e acumular-se em organelas como os vacuolos (PERNODET
et al., 2006). Por tanto a viabilidade celular pode ser afeitada a medida aumenta a
concentracdo de AuNPs. Os sistemas biolégicos podem responder fortemente a
superficie funcionalizada de AuNPs. De acordo com a composicdo quimica dessa
superficie, as AuNPs podem danificar a integridade da membrana e induzir um
vazamento citoplasmatico (DENG; YAO; GAO, 2017). Por outro lado, a agregacao
entre as particulas pode desfavorecer a absor¢cdo na membrana por endocitose e
dessa forma facilitar o acumulo de particulas na membrana citoplasmatica
(ALBANESE; CHAN, 2011)

Os mecanismos biologicos de citotoxicidade podem variar de acordo as
caracteristicas fisico-quimicas das AuNPs. Uma das principais vias de citotoxicidade
€ a producao de espécies reativas de oxigénio (ROS) (KUMAR et al., 2017); (LEE;
AHN; PARK, 2019) e de nitrogénio (RNS) (JIA et al., 2009) que induzem estresse
oxidativo dentro da célula. Além disso a alteracdo do metabolismo oxidativo nas
células esta relacionado com danos em estruturas do citoesqueleto como o DNA (LEE,
et al., 2019), mitocondria e ativacdo de MPA quinases que induzem apoptoses celular
(SURAPANENI; BASHIR; TIKOO, 2018).

Em alguns casos os efeitos toxicos podem ser provocados diretamente pela molécula
ou moléculas funcionalizadas na superficie das AuNPs, no entanto o processo de
opsonizacdo (adsorcdo de substancias de alto peso molecular nos macréfagos em
corrente sanguinea ou em um meio de cultura) pode anular esses efeitos
(KHLEBTSOV; DYKMAN, 2011)

2.5 Nanoparticulas de ouro como agentes antibacterianos.
A atividade antibacteriana das nanoparticulas metalicas esta determinada por trés
importantes caracteristicas: Tamanho, forma e carga superficial (Figura 7) e em

alguns casos pelo grau de agregacéo, composicéo superficial e concentragéo de NPs.
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Geralmente essas caracteristicas sdo dependentes do agente redutor e estabilizante
usado na sintese (MERZA et al., 2012) .
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Figura 7. Diagrama das principais caracteristicas fisico-quimicas das nanoparticulas de ouro
(AuNPs) que influem no desenvolvimento da atividade citotoxica e antibacteriana. O tamanho,
forma e carga superficial sdo fatores crucias para compreender 0s mecanismos citotoxicos e

antibacterianos das AuNPs.

A parede celular de bactérias Gram-positivas possui uma espessa camada de
peptidoglicano com um tamanho entre 15-100 nm. Ela esta composta principalmente
por acidos teicoicos poliméricos e uma membrana citoplasmatica por baixo. Por outro
lado, as bactérias Gram-negativas tém uma membrana citoplasmatica, uma fina
camada de peptidoglicano entre 20—-50 nm e ambas sdo protegidas por uma bicamada
lipidica hidrofobica de lipopolissacarideos (LPS) (GUPTA et al., 2019). As AuNPs com
tamanhos entre 6 — 40 nm exibem uma maior atividade antibacteriana tamanho—
dependente em comparacdo com a tamanhos maiores (SHAMAILA et al., 2016).
Estudos que utilizaram AuNPs com tamanhos dentro dessa faixa, mostraram
resultados eficazes (DUDHANE et al., 2019); (KATAS et al., 2019); (CHUMS-ARD et
al., 2019). Por tanto um tamanho pequeno de NPs (inferior ao tamanho da membrana
bacteriana principalmente) pode facilitar os efeitos antibacterianos pela interacdo ou

entrada das NPs na bactéria.

Um estudo que testou diferentes formas de NPs, encontrou que as formas nao
esféricas mostraram maior efeito antibacteriano contra S. Aureus, especialmente as
formas de nano flores (PENDERS et al., 2017). Entretanto outro estudo utilizou AUNPs

completamente esféricas para obter resultados efetivos contra Corynebacterium
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pseudotuberculosis (MOHAMED et al., 2017) e contra E. faecalis (FOLORUNSO et
al., 2019). Um estudo estabeleceu que em alguns casos a forma da nanoparticula néo
tem muita importancia para poder desenvolver o efeito antibacteriano, devido a
capacidade de AuNPs de liberar ions que atacam as defesas da bactéria que ndo vai
depender se a NP é esférica ou ndo (SALAS OROZCO et al., 2019)

Em condicbes de pH fisioldgico, as bactérias geralmente presentam uma carga
negativa devido a dissociacdo de varios grupos organicos. No caso das bactérias
gram-positivas, a dissociacdo é provocada pelos grupos fosfatos presentes nas
cadeias poliméricas dos &cidos teicéicos, esses grupos sao o ponto de ligacdo de
moléculas catibnicas. Por outro lado, a presenca de fosfatos e carboxilatos como
componentes dos lipopolissacarideos presentes nas bactérias Gram-negativas, séo
0s responsaveis da carga negativa (NEU, 1992). A carga das bactérias pode chegar
a ser mais negativa que as células mamiferas. Por tanto a interacdo com
nanoparticulas carregadas positivamente € gerada principalmente por forcas
eletroestaticas (STOIMENOQV et al., 2002).

As moléculas anfipaticas (um extremo hidrofilico e outro hidrofébico) conseguem
penetrar a membrana celular bacteriana quando elas estdo funcionalizadas
principalmente em superficies catidnicas das AUNPs (VERMA et al., 2008). Entretanto,
AuNPs com compostos unicamente hidrofobicos mostraram maior toxicidade na
membrana negativa de bactérias resistentes a multidrogas (LI, Xiaoning et al., 2014).
As nanoparticulas com carga neutra podem apresentar um efeito bactericida de nivel
intermédio em comparacdo com NPs catidnicas e aniénicas (NABAVIZADEH et al.,
2017). A grande desvantagem das NPs cati6nicas € que elas podem apresentar maior
citotoxicidade em células humanas em comparacdo com NPs negativas e neutras
devido a que afetam a integridade da membrana plasmatica junto com um dano a
nivel mitocondrial e lisossémico (LOPEZ-LORENTE; CARDENAS; GONZALEZ-
SANCHEZ, 2019). Um estudo demostrou que as NPs carregadas negativamente
manifestaram baixa toxicidade em fibroblastos e mesmo assim foram capazes de
matar cepas gram negativas e positivas (SALVIONI et al., 2017). A carga superficial
das nanoparticulas é o fator mais importante para desenvolver a atividade
antimicrobiana, em visto de que as bactérias podem regular a carga elétrica de sua
membrana, permitindo-lhes repelir ou permitir o ingresso de NPs (SALAS OROZCO

et al., 2019). Por tanto a interagdo com a membrana bacteriana pode ser originada
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por qualquer tipo de carga presente na superficie das AuNPs. Em vista disso, ndo
existe um modelo ideal de AuNPs para ser utilizada em ensaios antibacterianos, os
resultados podem variar de acordo com a molécula responsavel pela reducédo e

capeamento e do tipo de bactéria em estudo.

As AuNPs podem agir mediante diferentes mecanismos de ag&o reportados na
literatura (Figura 8) como ser a producdo de espécies reativas de oxigénio que séo
citotoxicos paras as bactérias (SALVIONI et al., 2017); (MOHAMED et al., 2017);
alteracdo do funcionamento de estruturas intracelulares como o ribossomos
(SHAMAILA et al., 2016), o DNA (ZHAO, Yuyun et al., 2010) e enzimas (SARDAR et
al., 2009); ruptura da parede celular bacteriana (KATAS et al., 2019); (CHUMS-ARD
et al., 2019); inativacao de proteinas de transporte e cadeia de transporte de elétrons
na membrana (ORTIZ-BENITEZ et al., 2019); incorporacdo de ions metalicos dentro
da bactéria (SATYANARAYANA REDDY et al.,, 2010); inibicdo de fatores de
crescimento, comunicacgao e reproducdo como a formacéao de biofilmes (YU, Qilin et
al., 2016); (SINGH, Priyanka et al., 2018), entre outros.
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Figura 8. Principais mecanismos de acdo antibacteriana das nanoparticulas de Ouro. As
AuNPs podem penetrar a membrana bacteriana e induzir danos intracelulares, além elas
podem interagir com moléculas na camada bacteriana ou inibir processos de reproducéo e

metabolismo.
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Entretanto as bactérias podem se defender dos efeitos das nanoparticulas mediante
dois mecanismos: (1) Producdo de uma matriz extracelular que pode causar
aglomeracao e desativa¢ado das nanoparticulas. Por exemplo a bactéria E. coli € capaz
de sintetizar sustancias extracelulares (SEC) como proteinas e enzimas especificas
gue modificam o tamanho e o potencial zeta das NPs, desta forma induzem agregacéo
entre elas (FAGHIHZADEH et al., 2018). (2). De acordo ao entorno fisiopatolégico, as
bactérias podem formar uma corona de biomoléculas com funcdes similares as SEC,
gue interagem com as nanoparticulas e desta forma impedem o contato com os
patdgenos e diminuem o efeito bactericida (SIEMER et al., 2019). Por tanto é
necessario o controle de varios fatores durante o processo de sintese das AUNPs para

prever uma inativagdo imediata no local infeccioso.

Quando uma bactéria adquire resisténcia contra um determinado antibiético, todos os
outros antibioticos com estrutura quimica similar poderiam ser susceptiveis aos
mecanismos de defensa das bactérias. A grande vantagem das nanoparticulas sobre
0s antibidticos convencionais é que elas podem executar varios mecanismos em uma
mesma bactéria, dificultando a adaptacéo das bactérias contra as NPs (GUPTA et al.,
2019). Dessa forma se diminuem as probabilidades de desenvolver resisténcia em

comparacao com os antibiéticos nao tratados.

As AuNPs apresentam menor toxicidade em células humanas em comparacao com
as NPs de prata. Os coloides de prata estdo associadas com a penetracdo e
acumulacdo na membrana mitocondrial causando um enfraquecimento da funcgéo
mitocondrial (KATAS et al., 2019). Além disso ja foram reportados varios casos de
resisténcia bacteriana para nanoparticulas de prata por E. coli (JOSHI; NGWENYA;
FRENCH, 2012), S. aureus (CHOPRA, 2007) e Salmonella (SILVER, 2003). Em vista
dessas dificuldades, o ouro tem ganhado maior reconhecimento para estudos
antibacterianos que a prata, gracas a seguranca biolégica que o nucleo de ouro
fornece (YEH; CRERAN; ROTELLO, 2012).

Além de todas essas propriedades mencionadas, as nanoparticulas de ouro também
sdo excelentes veiculos de drogas que facilmente passam pelas membranas
celulares. Quando os antibiéticos se acumulam na superficie das NPs, elas podem
atacar especificamente alvos biolégicos apés sofrer uma modificacdo pelo

acoplamento da molécula (ZHAO, Yuyun et al., 2010). As nanoparticulas de ouro
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podem se ligar a cadeias individuais de DNA de maneira ndo destrutiva, isto abre
caminhos para aplicacdes de diagnostico médico ja que permite que elas passem pela
vasculatura e localizem-se em qualquer érgdo-alvo (THAKKAR; MHATRE; PARIKH,
2010). As propriedades fisico-quimicas das AuNPs |hes permitem inclusive atravessar
a barreira hematoencefalica para atacar infeccbes neuroldgicas como a meningite
(RIZVI et al., 2018).

As caracteristicas de estabilidade, seletividade e funcionalidade facilitam a interacdo
NPs- antibiético e o desenvolvimento do efeito no local de acdo (SARDAR et al., 2009).
Essas interacdes podem ser de tipo ndo covalentes ou covalentes, onde ja foi
demonstrado que ambas ligacBes melhoram os efeitos contra as bactérias, diminuindo
a concentracdo minima inibitéria (CMI) em comparac&o com o uso de antibacterianos

livres (LI, Xiaoning et al., 2014).

Recentemente foi demonstrado que a sintese verde de NPs representa 0 método mais
efetivo para obter NPs estaveis, monodispersas, econdmicas, de rapida sintese e com
baixos niveis de toxicidade. Diferentes recursos bioldgicos podem ser utilizados para
a biossintese de nanoparticulas de ouro, por exemplo bactérias como cepas de
Lactobacillus casei (KATO; YOSHIMURA; SUZUKI, 2019), Escherichia coli
(SRIVASTAVA et al., 2013), Pseudomonas aeruginosa (HUSSEINY et al., 2007) e
Thermomonospora sp. (AHMAD et al., 2003), por leveduras como Magnusiomyces
ingens (ZHANG, Xuwang et al.,, 2016), fungos como Fusarium Oxysporum
(THAKKER; DALWADI; DHANDHUKIA, 2013) e filamentos de fungos termofilicos
(MOLNAR et al., 2018), algas como Sargassum wightii (SINGARAVELU et al., 2007)
e Chlorella vulgaris (ANNAMALAI; NALLAMUTHU, 2015) e também utilizando extratos
de plantas como aloe vera (MURALIKRISHNA; PATTANAYAK; NAYAK, 2014), avena
sativa (ARMENDARIZ et al., 2004), coffea arabica (KEIJOK et al., 2019), virola olifeira
(MILANEZE et al., 2016) roma (DASH; BAG, 2014) e derivados do cha verde.

A eficiéncia das nanoparticulas em testes antibacterianos estd baseada em duas
grandes questdes: (1) a mobilizacdo das nanoparticulas através de sistemas e tecidos
€ muito mais eficiente que a dos antibiéticos, portanto havera maior quantidade de
ingrediente ativo no local de infeccdo e (2) as nanoparticulas podem superar os

mecanismos de defensa que a bactéria criou contra os antibiéticos, inibir a formacéo
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de biofilmes e comunicacado intracelular e incrementar o potencial de acdo de
antibidticos (BAPTISTA et al., 2018)

2.6 Epigalocatequina 3-Galato (EGCG).

O cha verde é originario da China e representa uma das bebidas mais consumidas no
mundo juntamente com a 4gua e a frente de café, vinho, cerveja e bebidas carbonadas
(RIETVELD; WISEMAN, 2003). Comumente se consume como infuséo das folhas de
Camellia sinensis (SHARMA; KOSANKAR, 2018). Dentro da cultura chinesa, o ch&a
verde € um dos recursos naturais mais elogiados e apreciados. Desde os tempos
antigos o cha verde comecou a ser usado para tratar problemas desde dores de
cabeca até depressao. No livro "Cha verde: o segredo natural para uma vida mais
saudavel " a autora Nadine Taylor afirmou que o cha verde tem sido usado como
medicamento na China pelo menos 4000 anos atras. Existe também um antigo
provérbio chinés que diz: "E melhor ndo comer por trés dias do que n&o tomar cha por
um", indicando a importancia do cha na vida cotidiana dos chineses (SINIJA; MISHRA,
2008).

O motivo pelo qual o cha preto ndo possui as propriedades biolégicas do cha verde é
porque esse Ultimo ndo passa pelo processo de fermentacdo, que segundo varios
autores o termo apropriado seria “oxidacao”. As folhas do cha verde nao sdo expostas
ao ar enquanto secam, sendo que sdo cozidas no vapor para que seus compostos
figuem estaveis. Esse vapor consegue destruir as enzimas responsaveis pela
decomposicéo dos pigmentos coloridos nas folhas e permite que o cha preserve seus
polifendis naturais. O conteudo de compostos fendlicos oxidados no cha preto é de
25% contra 0% no cha verde. (CHACKO et al., 2010). Os compostos quimicos do cha
verde em maior abundancia e importancia em termos de efeitos terapéuticos /
bioldgicos sao os polifendis que estdo presentes na forma de flavonoides e flavonais.
Eles estdo aproximadamente entre 20-40% do conteudo total no ch& verde, dos quais

0 60-80% correspondem a catequinas (RETO et al., 2007).

Existem 4 tipos de catequinas encontradas no cha verde que séo: epicatequina (CE),
epigalocatequina (EGC), epicatequina galato (ECG) e epigalocatequina galato
(EGCG). Esses compostos correspondem a isébmeros cis das catequinas por tanto
podem ser chamadas simplesmente como epicatequinas. A epigalocatequina 3-

galato (EGCG) é o principal componente fendlico encontrado nas folhas frescas secas
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do cha verde e corresponde a mais do 50% da massa total de catequinas (NAGLE;
FERREIRA; ZHOU, 2006). A maioria das pesquisas sugerem que a EGCG é a
responsavel pela maioria dos beneficios potenciais a saude atribuidos ao consumo de
cha verde. A EGCG apresenta atividade antioxidante (ELBLING et al., 2005),
antibacteriana (KNIDEL et al., 2019), antiviral (STEINMANN et al., 2013), antifangica
(PARK et al., 2006), antifibrinolitica (BHATTACHARYA et al., 2014), hipoglicemiante
e hipolipemiante (ROGHANI; BALUCHNEJADMOJARAD, 2010), anti-inflamatoria
(KALAISELVI et al., 2013), efeito neuroprotetor (WEINREB et al., 2009), anti-
obesidade (MOON et al., 2007), antitumoral (NAGLE; FERREIRA; ZHOU, 2006)
(CHACKO et al., 2010) e remineralizador 6sseo (VALI; RAO; EL-SOHEMY, 2007)

2.6.1 Epigalocatequina 3-galato como agente redutor e estabilizante de
nanoparticulas de ouro.
Estudos in vitro indicam que o potencial terapéutico da EGCG pode variar em
concentragbes entre 0,5 — 500 pg.mL-1(CAI et al., 2018), entretanto a molécula
apresenta uma baixa biodisponibilidade depois de uma administracao oral. A EGCG
pode experimentar uma baixa absorcdo, escassa distribuicdo sanguinea, baixo
direcionamento, acumulo nos principais tecidos e metabolismo da primeira passagem;
gue inclusive com administracbes intravenosas a molécula ndo consegue
concentragcfes terapeuticamente efetivas. O incremento da dose de EGCG pode
melhorar sua disponibilidade sistémica, no entanto estudos experimentais em animais
revelaram que as catequinas apresentam alta toxicidade doses-dependente a partir
de 200ug.mL-1(MURAKAMI, 2014).

Geralmente as catequinas sao muito instaveis em condicdes fisioldégicas por causa de
mudancas de pH, oxigénio, presenca de iones metalicos e outros fatores de estresse.
Essa instabilidade corresponde a seus grupos hidroxilas que facilmente interagem
com compostos degradantes (SINGH, Brahma N.; SHANKAR; SRIVASTAVA, 2011b).
Diversos autores tém concordado que para erradicar esse problema é necessario
utilizar um veiculo que transporte a EGCG até o local de acdo e que evite a rapida

degradacéao dentro de nosso organismo.

Os nanocarreadores sao sistemas de transporte de moléculas alvo ou drogas na sua
superficie que agem mediante processos de direcionamento levando os substratos a

um sitio de interesse. Os sistemas de transporte em base a nanoparticulas Figuram
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como candidatos ideais para proteger a EGCG de condi¢cdes ameacantes e melhorar
sua estabilidade (KRUPKOVA; FERGUSON; WUERTZ-KOZAK, 2016). Foi
comprovado que a acetilacdo de todos os grupos hidroxilas livres da EGCG melhorou
a estabilidade, absorcdo celular, biodisponibilidade e atividade antitumoral em
comparagao com a molecular original (LAMBERT, D. et al., 2006). Portanto a prote¢éo
acetato na EGCG poderia ser representativa a um processo de reducéao / ligacao entre
a catequina e um nucleo de ouro, ou seja, as nanoparticulas de ouro seriam capazes

de fornecer uma melhora na viabilidade em condiciones ameacantes para a molécula.

A EGCG tem uma alta capacidade de formar complexos com metais por meio de seus
grupos hidroxilas, especialmente usando seu grupo galato (GRANJA et al., 2017). O
sal de ouro tem um potencial redox de 990mV e a EGCG tem um potencial de 420mV,
isso significa que a conjugacdo entre os dois compostos é termodinamicamente
favoravel (ZHANG et al., 2014).

Depois do processo de nucleacdo, as nanoparticulas metalicas se caracterizam por
se agregar, crescer em grandes “clusters” e eventualmente se precipitar. Para superar
tal problema, € necessario o uso de agentes estabilizantes que sejam nao téxicos, nao
imunogénicos, biocompativeis e que possam garantir a integridade das nanoparticulas
dentro de um sistema biologico (KATAS et al., 2019). A vantagem de utilizar EGCG
na sintese verde de NPs € que ela tem uma dupla funcdo como agente redutor e

agente estabilizante.

A EGCG na superficie das AuNPs é capaz de manter a estabilidade sem mostrar
agregacao durante meses. As moléculas antioxidantes como a EGCG conseguem
proteger os nucleos metalicos de condi¢cdes estressantes e retardam sua degradacao
humoral. Esses beneficios contribuem a uma liberacdo controlada das drogas e a
melhorar sua biodisponibilidade (CAl et al., 2018)

A EGCG representa uma molécula ideal para sintese de nanoparticulas de ouro
porque diminui a necessidade de usar agentes quimicos téxicos adicionais durante a
producdo e consegue manter suas propriedades biol6gicas ainda acoplada na

superficie de um nucleo de ouro.
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2.6.2 Atividade citotoxica e antibacteriana da Epigalocatequina 3-Galato
(EGCQG).
A EGCG pode penetrar facilmente a membrana citoplasmatica eucariota gracas a seu
carater lipossoluvel. Dessa forma pode danificar componentes como proteinas,
lipideos e DNA (ELBLING et al., 2005). No entanto a molécula também é capaz de
induzir a morte celular a partir de uma destruicdo severa da membrana (YU; SHEN;
XIONG, 2005).

As principais vias citotoxicas da EGCG séo a quelacdo com metais por meio de seus
grupos hidroxilas do anel B e D (Figura 9). A ligacdo com metais incrementa a
citotoxicidade por vias apoptéticas (YU; SHEN; XIONG, 2005). A EGCG também pode
induzir estresse oxidativo pela formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS).
Devido a sua instabilidade em condi¢des in vitro, a EGCG facilmente pode ser oxidada
levando a formacao de radicais livres (WEISBURG et al., 2004). De acordo com um
estudo a EGCG pode causar formacao de peroxido de hidrogénio por interacdo com
sais no meio (ROQUES et al., 2002), esse produto contribui a atividade citotoxica da

molécula.

Outro mecanismo relatado € o colapso do potencial da membrana mitocondrial. Dessa
forma a EGCG consegue reduzir os niveis intracelulares de ATP, ativar algumas
enzimas degradativas e liberar ativadores da caspase que vao induzir apoptose
celular (ZHANG et al., 2008). A EGCG também pode interagir com receptores de
membrana relacionados com a proliferacdo celular (TAKADA et al., 2002); (UESATO
et al., 2001) e promover a reducédo dos teldomeros (WEISBURG et al., 2004).

Geralmente a atividade citotoxica in vitro da EGCG estéa relacionada com o combate
de células cancerosas. A atividade quimiopreventiva da EGCG foi comprovada pela
grande afinidade da molécula para inibir a proliferacdo de linhas celulares de

carcinoma do que células normais (BABICH et al., 2005)
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Figura 9. Estrutura molecular da Epigalocatequina 3-Galato (EGCG) proveniente do cha
verde. A molécula com anéis polifendlicos (A e B) incluindo uma por¢édo denominada galato
(anel D).

A atividade antibacteriana da EGCG pode estar relacionada com sua estrutura
molecular (Figura 9). Foi estabelecido que as catequinas com a porcao galato tem
maior efeito antibacteriano do que aquelas sem essa porcao (KAJIYA et al., 2004). As
catequinas tém duas formas de imagens no espelho, uma forma (+) e outra forma (-),
onde as catequinas (+) tem efeito antioxidante e as catequinas (-) induzem oxidacéo
e morte celular (BRAICU et al., 2013; PADIYARA; INOUE; SPRENGER, 2018), isso
poderia ser um mecanismo prejudicial para as bacterias. No entanto, tais efeitos anti
e pré-oxidantes dependem da dose, tempo de administracao e interagdo com outros
compostos (HIGDON; FREI, 2003; PARK et al., 2006).

O mecanismo antibacteriano exato da EGCG néo tem sido totalmente elucidado.
Entretanto ja foi estabelecido que a EGCG pode agir como um composto bactericida
em certas concentracdes e bacteriostatico em concentracfes diferentes (ROCCARO
et al.,, 2004). Geralmente a EGCG consegue se aderir diretamente a camada
peptidoglicana das paredes bacterianas causando danos aos peptideos reticulados e,
portanto, danificando as paredes celulares (MAHMOUD; ALKHALEEFAH; SHERIF,
2013).

Alguns autores estabelecem que a EGCG é mais efetiva contra bacterias Gram
positivas devido a que a membrana externa das gram negativas pode prever até certo
ponto a unido da EGCG a camada de peptidoglicano (NIKOO; REGENSTEIN;
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AHMADI GAVLIGHI, 2018). Mediante microscopia de forca atdmica (AFM) foi
confirmado que a EGCG se liga diretamente na camada de peptidoglicano de Gram
positivas como a S. aureus, causando danos na parede celular. Por outro lado, o dano
provocado na parede celular de Gram negativas como a E. coli, foi principalmente
induzido por producdo de peroxido de hidrogénio. Por tanto o mecanismo
antibacteriano da EGCG pode variar de acordo a morfologia da bactéria (CUI, Yidan
et al., 2012).

A EGCG também pode danificar proteinas de membrana e contetdo citoplasmatico
como lipideos e enzimas (ZHAO, Lin et al., 2013). A EGCG consegue se ligar a
proteinas bacterianas especificas que sao resistentes a solubilizacdo com detergentes
ibnicos. O principal alvo encontrado na bactéria E. coli sdo as porinas (proteinas da
membrana externa) e na bactéria Bacillus subtilis sdo proteinas de membrana
transportadoras como o oligopeptideo ABC (NAKAYAMA et al., 2015). Outro estudo
revelou que a EGCG se liga nas subunidades ATP B da DNA girase bacteriana,
prevenindo o superenrolamento do DNA e por conseguinte induzindo a morte celular
(REFLAN; MEIDYAWATI; INDRAWATI, 2019).

Foi também demostrado que a EGCG pode alterar a morfologia celular das bacterias,
como resultado de efeitos perturbadores no processo de divisdo celular (NIKOO;
REGENSTEIN; AHMADI GAVLIGHI, 2018). Quando a EGCG ingressa na bactéria
pode provocar uma inibicdo enzimatica, vazamento do contetudo celular, aumento da
permeabilidade e inducdo de estresse oxidativo (EFENBERGER-SZMECHTYK;
NOWAK; CZYZOWSKA, 2020)

A EGCG pode colaborar em conjunto com outros antibiéticos em processos onde 0
efeito dos antibioticos ndo é suficiente para atingir uma resposta terapéutica (KAYA et
al., 2019). Foi demostrado que com a penicilina houve uma inibicdo da enzima
penicilinase por ambos compostos, isto gerou um aumento da acdo terapéutica
antibacteriana (HEMAISWARYA; KUMAR; DOBLE, 2008). A EGCG também é capaz
de restaurar a susceptibilidade de certos antibidticos contra patégenos
multirresistentes como o Aztreonam (farmaco -lactamico). Por tanto a EGCG nao tem
somente a capacidade de induzir a morte celular bacteriana, sendo também ela pode

tornar as bactérias mais sensiveis aos efeitos dos antibiéticos (RAHARDIYAN, 2019).
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3. OBJETIVOS.

3.1 Objetivo geral.
Analisar mediante ensaios in vitro a atividade citotoxica e antibacteriana de
nanoparticulas de ouro reduzidas com epigalocatequina 3-galato (EGCG).

3.2 Objetivos especificos.

e Sintetizar nanoparticulas de ouro estaveis em condi¢des fisiolégicas e na
ressuspensao em agua, PBS, DMSO e caldo Mueller-Hinton de cation ajustado.

e Avaliar a citotoxicidade das AUNPs-EGCG e da EGCG em fibroblastos murinos
(L929) e queratinocitos humanos (HaCaT).

e Determinar a concentracdo minima inibitoria (CMI) e o nimero de unidades
formadoras de col6nia por mL de solucdo (UFC/mL) apos 48 horas de
tratamento com AuNPs-EGCG e EGCG nas bacterias em estudo.

e Verificar a presenca de alteragcbes morfolégicas nas bacterias em estudo por

meio de microscopia eletrénica de varredura (MEV).
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4. METODOS E MATERIAIS.

4.1 Sintese de AuNPs-EGCG.

Para a sintese de AuNPs-EGCG utilizou-se uma solucdo 2.5x10* M de &cido
tetracloroaurico (HAuCls) e (-) Epigalocatequina 3-Galato (E4143 = 95% pureza
HPCL), ambos foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Merck Co. Ltda., Brasil). A
proporcdo de sintese foi 3:1 de ouro para extrato. As AuNPs-EGCG foram
sintetizadas usando as seguintes condi¢cdes: Concentracdo de EGCG: 0.17 mg/mL,
pH da solucdo de EGCG: 7.2, tempo de reacdo: 10 minutos, temperatura: 25°C e
rotacdo: 600 rpm (SCHUENCK, 2018).

A vidraria utilizada foi previamente lavada 3 vezes com agua regia (1 HNO3:3 HCI), 3
vezes com agua destilada e 1 vez com agua ultrapura para conseguir tirar qualquer
residuo que possa interferir no processo. Tanto a sintese de AuNPs-EGCG,
solubilizacéo da EGCG, preparacao de solucdes e ensaios foram realizados com agua

ultrapura.

4.2 Ressuspensao de AuNPs-EGCG em agua, PBS, DMSO e caldo Mueller
Hinton de cation ajustado.

A comportamento das nanoparticulas foi estudado em solventes de uso comum em
ensaios antibacterianos e de citotoxicidade celular. Uma aliquota de 1 mL de AuNPs-
EGCG foi centrifugada em 6.000, 8.000, 10.000, 12.000 e 14.000 rpm (ou 7.231,
9.642, 12.052, 14.462 e 16.873 rcf) durante 5, 10 e 20 minutos (um total de 15
experimentos), o sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressupendido em 1 mL de
agua ultrapura. Como controle se utilizou 1 mL de nanoparticulas ndo submetidas a
centrifugacdo. As nanoparticulas foram homogeneizadas e lidas em
espectrofotometro UV/Vis (Hibrido Synergy H1) de 200 — 800 nm com intervalos de
1nm. Os graficos foram obtidos pelo software Origin Pro 8.5.0. A partir das condicfes
otimas com agua ultrapura, as AuNPs-EGCG foram centrifugadas e resuspendidas
nos seguintes meios liquidos: Dimetilsulfoxido 10% (DMSO), Tampao fosfato-salino
0.1 M (PBS) e caldo Mueller Hinton de cation ajustado (MH+) (22 gramas em 1 litro de
agua). Os resultados foram analisados no software Origin Pro 8.5.0 versao livre
avaliando os parametros de largura de banda a meia altura (FWHM), lambda méaximo

(A) e absorbancia maxima (Abs. Max.).



49

4.3 Grau de Floculagéao.
Com a finalidade de estudar a estabilidade das nanoparticulas em condi¢oes
fisiologicas, foi utilizado um parametro de floculacdo para determinar o nivel de
agregacao entre elas (MULVANEY, 1996). Uma aliquota de 1 mL de AuNPs-EGCG
foi centrifugada a 14.000 rpm (16.873 rcf) por 20 minutos, o sobrenadante foi
descartado e o pellet foi resuspendido em 1 mL de diferentes solu¢bes de cloreto de
sédio (NaCl) e pH. As concentragbes de NaCl foram 0.5, 1, 2.5, 5, 10, 25, 50, 100 e
200 mM e as solucdes aquosas de pH foram de 1, 3,5, 7, 9, 11 e 13 (ajustando com
HCI e NaOH 0.1 M). Como controle se utilizou 1 mL de AuNPs-EGCG centrifugado e
ressuspendido em agua ultrapura. Os experimentos foram realizados a temperatura
ambiente e em triplicata. As amostras foram lidas em espectrofotometro UV/Vis
(Hibrido Synergy H1) de 200 — 800 nm com intervalos de 1nm. Os graficos foram
analisados no software Origin Pro 8.5.0 e construidos no GraphPad Prism 6 verséo

livre.

4.4 Potencial Zeta.
Para determinar a carga superficial, as AUNPs-EGCG foram analisadas em duplicata
no instrumento analisador de particulas Microtac Zetatrac modelo MN401 utilizando

aproximadamente de 2mL do coloide. Os valores foram expressos em mV.

4.5 Ensaio in vitro de citotoxicidade celular.

Para avaliar a citotoxicidade das AUNPs-EGCG foi utilizado o ensaio de MTT (Brometo
de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazodlio) (MOSMANN, 1983). O método se
baseia na reducdo mitocondrial-dependente do composto de MTT a formazan para
conseguir medir a respiracdo celular como um indicador de viabilidade celular. O teste
foi realizado em duas linhagens celulares cutaneas: células de fibroblastos murinos
(L929) (ATCC® CRL-6364™) e queratindcitos ndo tumorigénicos humanos (HaCaT)
(BCRJ cabdigo: 034).

As células foram cultivadas em garrafas de cultura de 75 cm? contendo meio essencial
minimo de dulbecco (DMEM) (Sigma Aldrich) suplementando com 10% de soro fetal
bovino e 1% de penicilina / estreptomicina como antibiético. O DMEM utilizado para
as células HaCaT foi high glicose e para células L929 foi low glicose. As células foram
mantidas a 37°C em uma incubadora umidificada contendo 5% de dioxido de carbono
(CO2) (COM-19ICVU- Panasonic).
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A suspencdo celular foi preparada em uma concentracdo de 7x10* para células
HaCaT e 8x10* para células L929, e logo foram distribuidas em placas de cultura 96
pocos contendo 150 L de células/poco. Imediatamente as placas foram incubadas a
37°C por 24 hrs para as células crescerem. No dia seguinte, 50 uL de amostra entrou
em contato com as células aderidas na placa, testando por triplicata 5 diferentes
concentragbes. No caso de AuNPs — EGCG e a EGCG foram utilizadas
concentracdes de 120, 60, 30, 15 e 7.5 pg.mL* e para a solucédo de ouro (HAUCls)
foram utilizadas concentragées de 85, 42.5, 21.25, 10.63 e 5.31 pg.mL™. Os calculos
para concentrar as AUNPs-EGCG se encontram detalhados no Anexo 8.1. Também
foi preparado um controle positivo (células sem nenhuma amostra), branco de DMSO
e brancos de nanoparticula para eliminar a interferéncia da coloragdo. Depois de 24
hrs de incubacéo, o sobrenadante de cada poco foi retirado e foi adicionado 100 uL
de MTT (1mg/mL) e novamente as placas foram incubadas durante 2 hrs para o MTT
entrar na mitocondria. Depois disso o MTT foi retirado de cada poco e foi adicionado
100 pL de DMSO para dissolver os cristais de formazan formados. Subsequentemente
a absorbancia foi medida em 595 nm usando um espectrofotdmetro UV/Vis. A
densidade optica média (DO, absorbéancia) foi utilizada para calcular a porcentagem
de viabilidade celular da seguinte forma: porcentagem de viabilidade celular =
(Aratamento - Abranco) / (Acontrol = Abranco) X 100% (onde A = absorbancia). O 50% da
concentracao inibitéria maxima (IC50) de cada amostra foi calculado mediante o

software Microsoft Excel 2016 para cada linhagem celular.

4.6 Avaliacao in vitro da Atividade Antibacteriana.
A atividade antibacteriana in vitro das AuNPs-EGCG e da EGCG foi avaliada em
guatro diferentes bacterias (Tabela 2), correspondentes a grupos gram positivos e
negativos com cepas ATCC e clinicas. O grupo de patdégenos selecionados para o
teste correspondem em sua maioria ao grupo ESKAPE (Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa e espécies Enterobacter). Essas bacterias tém sido
amplamente estudadas porque séo a principal causa de infeccfes nosocomiais e por

ter resisténcia a multiplas drogas (YUSSOF et al., 2019)

Inicialmente se realizou uma triagem para avaliar o espectro de agéo antibacteriano
das AuNPs- EGCG utilizando uma concentracdo de 1000 pg.mL™2. O teste se realizou

usando o método de microdiluicdo em caldo. Foram preparadas suspensdes
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bacterianas equivalentes a 0.5 na escala McFarland (~1.5x10®8 UFC/mL). Uma
aliquota de 20 pL da suspenséo bacteriana foi inoculada em 180 pL de AUNPs-EGCG
(1000 pg.mLt) em uma placa de 96 pogos com trés repeticoes bioldgicas. As placas
se incubaram a 37°C em estufa bacteriol6gica. Apds 24 horas foi medida a densidade
Otica (OD) da suspensao bactéria a 600 nm. Como controle se utilizou uma suspensao
nao tratada. Foram calculadas percentagens de inibicdo no software GraphPad Prism
6 para determinar quais bacterias em estudo sao susceptiveis ao tratamento com

concentracOes elevadas de AUNPs-EGCG.

Tabela 2. Grupo de bacterias gram-positivas e negativas em estudo para ensaios

antibacterianos.

Tipo de Bactéria Cepa ATCC Cepa Clinica
G ) Staphylococcus aureus 25923 Staphylococcus aureus 10A
ram (+
Enterococcus faecalis 29212 Enterococcus faecalis 6885

Pseudomonas aeruginosa 27853 Pseudomonas aeruginosa 93B

Gram (-
© Escherichia coli 25922 Escherichia coli ESBL

4.6.1 Construcao das curvas de inibicdo e determinacdo da Concentracao
Minima Inibitéria (CMI).

A determinacdo da concentracdo minima inibitéria (CMI) foi realizada através do

método de microdiluicdo em caldo de acordo com a metodologia estabelecida pelo

manual Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2018).

As bacterias foram cultivadas em agar nutriente por 24 horas a 37°C. A partir do
crescimento em placa foram preparadas suspensdes em caldo Mueller Hinton de
cation ajustado (MH+), equivalente a escala 0.5 McFarland (~1.5x108 UFC/mL). As
suspensdes foram diluidas em uma proporcéo de 1:10 de bactéria para amostra (JR.;
CHAN; KRIEG, 1996). Um volume de 0.15 mL de bactéria foi inoculado em 1.5 mL de
amostra, obtendo um volume final de 1.65 mL. A concentracdo bacteriana final foi de
~1.5x107 UFC/mL. Avaliaram-se 5 concentracdes de amostra de AUNPs-EGCG e de
EGCG (120, 60, 30, 15 e 7.5 pg.mL™) diluidas em caldo MH+, acompanhado de um
controle ndo tratado e uma solucéo de glutaraldeido 2.5% como controle negativo
(GORMAN; SCOTT,; RUSSELL, 1980). A concentracao de AUNPs-EGCG foi realizada
de acordo ao Anexo 8.1. As suspensdes foram incubadas em estufa bacteriol6gica a
37°C.
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Uma aliquota de 200 pL de cada amostra (~3x10° UFC/mL) foi transferida a uma
microplaca de 96 pocos com duas repeti¢cdes bioldgicas. As placas foram incubadas
em estufa bacteriolégica a 37°C. Foram realizadas leituras em espectrofotdmetro
UV/Vis (Hibrido Synergy H1) a 600 nm (comprimento de onda especifico que nao
prejudica ou dificulta o crescimento bacteriano) no tempo zero e apés 12, 24 e 48
horas para analisar o crescimento da bactéria em funcao do tempo. Juntamente foram
lidos os brancos das diferentes concentracdes de cada amostra. As curvas de inibicéo
foram construidas no software GraphPad Prism 6. O detalhamento deste
procedimento experimental pode ser verificado no esquema apresentado na Figura
10

Solucéao
Bacteriana
0.5 McFarland

|
7 1 \

1.5mL 1.5mL 1.5mL
AuNPs-EGCG EGCG Glutaraldeido

l 0.20

Leituras no tempo \ - -
- e apés 12, / = "
24 e 48 hrs i —
Transferir as amostras a uma Espectrofotometro UV/Vis Curvas de

microplaca tempo-morte
Figura 10. Esquema da determinacdo da concentragdo minima inibitéria (CMI) e construgéo
das curvas inibicdo apos tratamento com AuNPs-EGCG, EGCG e glutaraldeido nas bacterias

em estudo.
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4.6.2 Quantificacdo do numero de Unidades Formadoras de Coldnias por
mililitro (UFC/ML)

O numero de UFC/mL foi determinado usando o método de contagem em placas
(Figura 11) (MOHAMED et al., 2017). Adicionou-se 3 mL/pogo de meio de cultura
agar Mueller Hinton em uma placa 12 pocos. As placas foram levadas a incubacéo a
37°C por 24 horas em estufa bacteriolégica para verificar a esterilidade do meio de
cultura. Uma aliquota de 20uL de cada suspensao bacteriana descrita no protocolo
4.6.1 ap6s 48 horas de tratamento, foi plaqueada no agar Mueller Hinton. As placas
foram incubadas a 37°C por 24 horas. Foram tiradas fotos de cada poco com um
enfoque de oito mil vezes utilizando o software LAS EZ do estereomicroscopio Leica
Microsystems ®. Cada foto foi analisada no software Image J para determinar o
numero de coldnias em cada imagem. Para determinar o numero de UFC/mL utilizou-

se a seguinte formula:
UFC/ mL = nimero de coldnias x (1 / nivel de diluicdo) x (1 / volume da aliquota)
Onde: Nivel de diluicéo: 1: 10 por tanto seria 10t

Volume da aliquota: 20 pL = 0,02 mL
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Figura 11. Esquema da contagem do numero de unidades formadoras de col6nias por mililitro
de solugcdo (UFC/mL) das bacterias em estudos tratadas com AuNPs-EGCG, EGCG e

glutaraldeido.
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4.7 Microscopia eletrénica de Varredura (MEV)
A morfologia das bacterias apés tratamento com AuNPs-EGCG foi avaliado por meio
de microscopia eletronica de varredura (MEV). O teste foi realizado com as cepas
clinicas e com o tratamento correspondente ao valor de CMI das AuNPs-EGCG para

cada bactéria. O teste foi acompanhado de um controle nado tratado de cada bactéria.

As suspensdes de E. coli e P. aeruginosa foram centrifugadas a 3000 rpm (3.616 rcf)
por 2 minutos, a S. aureus foi centrifugada a 6000 rpm (7.231 rcf) por 1 minutos e a
E. faecalis a 6000 rpm (7.231 rcf) por 4 minutos. Apés cada etapa do protocolo, as
suspensdes foram centrifugadas e os sobrenadantes foram descartados. O pellet
formado de bacterias foi lavado com PBS e com um tampao fixador (glutaraldeido
2.5% em tampao cacodilato 0.1 M, pH 7.2) durante 24 horas. Apos fixacdo, as
amostras foram lavadas novamente com tampéao cacodilato 0.1 M e pos-fixadas com
tetroxido de 6smio (OsOa) 1% e uma solucdo de tampéo cacodilato mais ferrocianeto
de potassio 2.5% por 40 minutos. Foi realizado novamente uma lavagem com tampao
cacodilato e agua. As amostras foram desidratadas com banhos de alcool de 30, 50,
70, 90 e 100%. ApOs desidratacdo, aproximadamente 10 pL de amostra foi goteada
em uma laminula de vidro e foi levada para secar durante 1 hora e meia em ponto
critico (Autosamdri®-815). Posteriormente foram metalizadas com ouro durante 2
minutos no Denton Vacuum Desk V HP. As imagens foram obtidas por meio do
microscopio eletrénico de varredura JSM-6610LV, JEOL, Usa Inc. operado a 20kv,
usando aumentos de 10.000X e 20.000X para obter informacfes sobre a interacéo

das AuNPs-EGCG com as bacterias tratadas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Sintese de AuNPs-EGCG

As nanoparticulas foram sintetizadas e caracterizadas via o plasmon de superficie
apresentado no espectro de absorcao na regido UV/Vis. A sintese de AuNPs-EGCG
foi confirmada pela mudanca de coloracdo a vermelho da solucéao coloidal. O efeito
de LSPR observado em 527 nm (o maior ponto de absorbancia) é produto da oscilacdo
coletiva dos elétrons induzidos pelo campo eletromagnético conforme na Figura 12.
Esse fenbmeno depende do tamanho, forma, morfologia, composicdo e ambiente
dielétrico das nanoparticulas produzidas. O valor de estreitamento da banda (FWHM)
sugere que as nanoparticulas sintetizadas se encontram monodispersas na solucéo
sem sinais de agregacdo. As AuNPs-EGCG apresentaram maiormente uma forma
esférica (razdo de aspecto 1.10) e um tamanho de aproximadamente 14.54 nm
(SCHUENCK, 2018).
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Figura 12. Espectro de absor¢cdo UV/Visivel da sintese de AuNPs-EGCG. A sintese foi
caracterizada pelo efeito de ressonéncia plasmonica de superficie em 527 nm. A banda

sugere uma boa disperséo e uniformidade de tamanho e forma de acordo ao valor de FWHM.

As nanoparticulas foram sintetizadas pelo método de oxido-reducdo onde a EGCG

agiu como agente redutor, por tanto a catequina se oxidou e o ouro se reduziu a seu
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estado neutro. A EGCG se caracteriza por ter grupos hidroxilas altamente nucleofilicas

gue facilmente podem sofrer uma desprotonagdo em agua.

No primeiro passo do processo de sintese, a EGCG libera d&tomos de hidrogénio e
desta forma incrementa-se a nuvem eletronica ao redor do oxigénio do grupo hidroxila.
Alternativamente o ouro (Au*®) adquire um par de elétrons dos atomos de oxigénio da
EGCG que levam a reducéo a produtos intermediarios como Au*?2 e Au*! e finalmente
a formacéo de Au® (ouro coloidal) como pode ser observado na Figura 13A.

O produto final da sintese € um coloide onde o ouro se encontra revestido por uma
nuvem de moléculas de EGCG ligadas por meios de interacdes eletroestaticas que
estabilizam o sistema. De acordo com um estudo de ressonancia magnética nuclear
de prétones (H' NMR), os principais pontos de interacdo da molécula de EGCG séo
as hidroxilas do anel B e do grupo galato (anel D). As hidroxilas do anel A apresentam
maior blindagem em processos oxido-reducdo (CHANDRA et al., 2012). Por tanto
isso poderia indicar que alguns grupos hidroxilas do anel B e do grupo galato
participam no processo de reducdo do ouro e que as hidroxilas do anel A ficam
disponiveis na superficie metalica apos da sintese tal como o representa 0 esquema
da Figura 13B.

Quando a EGCG é desprotonada, ela gera um radical livre. No entanto, esse
composto intermediario experimenta rapidamente um processo de deslocalizacéo de
elétrons para formar um produto mais estavel correspondente a uma quinona
conforme na Figura 13C. Em condic¢fes in vitro a EGCG pode sofrer um processo de
auto-oxidacéo, onde a catequina produz superoxido radicais (O2’) capazes de reagir
com outras moléculas de EGCG e desta forma produzir H20, toxico para a célula. A
auto-oxidacédo da EGCG tende a reduzir sua vida meia dentro das células (ISHI et al.,

2011), que vai reverberar na biodisponibilidade in vitro da molécula.
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Figura 13. Esquema do processo de sintese de AUNPs-EGCG (A) Desprotonac¢éo do grupo
hidroxila da EGCG e reducdo do ouro a seu estado coloidal. (B) Adsor¢cdo da EGCG na
superficie do ndcleo de ouro por meio de interagdes eletroestaticas que estabilizam o sistema.
(C) Auto-oxidacdo da EGCG levando a formacgdo de um radical livre e subsequentemente a

uma quinona.

5.2 Ressuspensdo de AuNPs-EGCG em agua, PBS, DMSO e Caldo Mueller
Hinton de cation ajustado.

O comportamento das AuNPs-EGCG resuspendidas foi analisado por meio das

bandas de absor¢édo formadas na regido UV/Vis e avaliando parametros relacionados

com o rendimento maximo (absorbancia maxima), a dispersao (FWHM) e o controle
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da forma e tamanho (lambda méaxima). A Figura 14 mostra os espectros de absorcéo
UV/Vis obtidos da centrifugacéo e ressuspensao de NPs em &gua. Observa-se a
formacdo de bandas plasmdnicas em cada experimento indicando que as NPs
conseguiram sedimentar-se com sucesso apos centrifugacdo mantendo o efeito de
LSPR. Entretanto as diferentes formas das bandas de absorcdo séo o resultado de

variagdes na concentracao e dispersdo do pellet ressuspendido.
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Figura 14. Espectro de absorcdo UV/Vis das AuNPs-EGCG centrifugadas nas condicdes de
6000, 8000, 10000, 12000 e 14000 rpm durante 5, 10 e 20 minutos (total de 15 experimentos)
e posteriormente ressuspendidas em agua ultrapura. Os experimentos foram realizados em

triplicata.

De acordo com os resultados da Tabela 3, apés da centrifugacdo as AUNPs-EGCG
mostraram um ligeiro deslocamento hipsocrémico (também conhecido como
deslocamento azul) com respeito ao lambda maximo do controle, que foi devido a um
efeito de solvatocromismo (AL-SHERBINI, 2013). O fendmeno de solvatocromismo
ocorre principalmente em complexos metalicos dependendo do grau de polaridade do
solvente. O solvatocromismo € induzido por mudancgas na coloragéo do soluto quando
esta dissolvido em um determinado solvente. Essas mudancas alteram a densidade
de elétrons das substancias (DE SOUZA; CORIO, 2019). Por tanto a diminui¢do da
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cor vermelha das AuNPs-EGCG junto com a alta polaridade da agua, podem induzir
uma deslocalizacdo a estados de maior energia (comprimentos de onda menores).
Essas mudancas podem ser manifestadas com leves varia¢cdes de tamanho e forma
por causa da formacgdo de pequenos agregados na solugdo tal como é observado na
Tabela 3 onde se mostram variagdes nos valores de FWHM, indicando que em alguns
casos as NPs podem ficar mais polidispersas depois de ser centrifugadas.
Usualmente essas mudancas de entalpia no sistema estdo relacionadas com uma

diminuigdo do tamanho das nanoparticulas (KHAN et al., 2011).

Tabela 3. Resultados dos parametros avaliados (FWHM, A maximo e absorbancia maxima)

apos a centrifugacéo e ressuspensao de AUNPs-EGCG em agua ultrapura.

Rotacédo / Tempo A maximo Abs. Max.
Controle 54,2519 527 0,4364
6000 rpm /5 min 38,0309 521 0,0782
8000 rpm /5 min 45,4955 522 0,1133
10000 rpm /5 min 49,5316 524 0,1495
12000 rpm /5 min 49,4562 524 0,1969
14000 rpm /5 min 51,9155 522 0,2389
6000 rpm / 10 min 54,2918 522 0,2539
8000 rpm /10 min 54,3059 523 0,3414
10000 rpm / 10 min 54,2425 523 0,3756
12000 rpm / 10 min 53,8241 525 0,3931
14000 rpm / 10 min 53,8645 523 0,3952
6000 rpm / 20 min 54,3263 522 0,2083
8000 rpm /20 min 54,3415 523 0,3565
10000 rpm /20 min 54,2384 523 0,3696
12000 rpm / 20 min 54,1925 525 0,3815
14000 rpm /20 min 53,5898 525 0,3992

As AuNPs-EGCG que foram submetidas as rotagfes testadas durante 10 e 20 minutos

apresentaram um bom rendimento (Abs. Max.) e dispersdo mais uniforme (FWHM)
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com respeito ao controle. Por ser um solvente prético, a dgua apresenta uma
constante dielétrica elevada, ligacdes de hidrogénio e dois polos elétricos que podem
interagir com cargas catiénicas e anidnicas presentes na superficie das NPs. Essas
caracteristicas fazem que as AuNPs-EGCG sejam facilmente recuperadas em agua
devido a sua alta capacidade de solvatacdo (LIU et al., 2016). Por outro lado, os
experimentos executados durante 5 minutos apresentaram menor concentracgao,
indicando que um grande volume de NPs ficou submerso no sobrenadante. Nestas
condicdes se observou um alargamento da banda plasménica a medida foi diminuindo
as condic¢des de tempo e rotacdo. O tempo de centrifugacéo foi um fator determinante
no processo, devido a que a maior tempo, maior foi o volume de NPs sedimentadas.

De acordo com os resultados da Tabela 3 as condi¢es de rotacdo de 14000 rpm / 20
minutos apresentaram o valor maior de absorbancia e um valor 6timo de FWHM,
indicando que as nanoparticulas tiveram uma boa dispersédo e maior rendimento apos
ressuspensao. Essas condicbes foram selecionadas para a ressuspensdo nos

préximos solventes que sdo usados em ensaios de citotoxicidade e antibacterianos.
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Figura 15. Espectro de absor¢cdo UV/vis das AuNPs-EGCG centrifugadas a 14000 rpm
durante 20 minutos e ressuspendidas em DMSO, tampao PBS e Caldo Mueller-Hinton de

cétion ajustado. Os experimentos foram realizados em triplicata.

Conforme no espectro UV/Vis da Figura 15, pode ser observado a presenca da curva
correspondente ao efeito de ressonancia plasmonica na superficie das AUNPs-EGCG
em todas as ressuspensdes realizadas. Entretanto observa-se também uma notavel

diminuicdo da banda de absor¢cdo com respeito ao controle tal como foi demostrado
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no parametro de absorbancia maxima das NPs da Tabela 4, devido a interag6es com
0s solventes testados.

Tabela 4. Resultados dos parémetros avaliados (FWHM, A maximo e absorbancia maxima)

de AuNPs-EGCG centrifugadas a 14000 rpm / 20 minutos e ressuspendidas em DMSO,

tampédo PBS e Caldo Mueller Hinton de cétion ajustado.

Solvente FWHM A maximo  Abs. Max.
Controle 54,13288 527 0,43313
DMSO 55,38419 525 0,31985
Tampéao PBS 55,23362 525 0,33615
Caldo Mueller Hinton de cation ajustado 53,79163 526 0,34156

A interacdo com solventes nucleofilicos pode gerar uma diminuc&o na circulacao de
dos eletrons livres na superficie das NPs. Os eletrons livres do solvente podem
incrementar a carga eletronica das NPs e dessa forma induzir uma diminuicdo a sua
condutividade, tambem manifestada com uma diminucao do efeito plasménico (LSPR)
(KHAN et al., 2011). O DMSO é um solvente polar aprético que possui em sua
estrutura um centro de enxofre e um oxigenio altamente nucleofilicos. Além disso sua
capacidade de solvatacao limita-se a interagir unicamente com cations sem formacao
de pontes de hidrogénio (RODRIGUEZ-GATTORNO et al., 2002). Por tanto, o contato
com DMSO pode gerar uma diminuicdo do volume de AuNPs-EGCG ressuspendidas,
refletido com uma dimunicéo do valor de absorbancia maxima e da banda de absorcéo

como foi evidenciado na Figura 15.

O caldo MH+ possui um ajuste de cétions de calcio e magnesio livres em solucéo
aquosa. Tal solvente pode agir como um sistema eletrofilico capaz de estabilizar a
carga eletronica em torno das NPs. Esse fendmeno tambem ocorre com o0 tampao
PBS por causa da carga ibnica presente na solucdo isotbnica. Ambos solventes
apresentaram os maiores valores de rendimiento (Abs. Max.) ap0s ressuspensao.
Como foi observado na ressupensdo em agua, as AuNPs-EGCG tambem
apresentaram um deslocamento azul nos outros solventes testados, indicando a
formacé&o de pequenos agregados durante a centrifugagéo conforme na Tabela 4. Por

tanto as AuNPs-EGCG apresentaram uma oOtima estabilidade e rendimento nas
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maiores condi¢cdes de centrifugacdo testadas e na ressuspensdo em solventes

préticos e eletrofilicos.

5.3 Analise da estabilidade das AuNPs-EGCG.
A estabilidade das AuNPs-EGCG foi analisada simulando condicdes fisiologicas de
sais e de pH, utilizando um parametro de floculacdo que mede a capacidade das
AuNPs-EGCG de formar agregados em altos niveis de estresse ibnico a partir de um
método semi-quantitativo baseado no espectro de absor¢do entre 600 — 800 nm
(MULVANEY, 1996).

A Figura 16A mostra que as AUNPs-EGCG néo apresentaram formacao de agregados
em nenhuma concentracdo de cloreto de sédio testada. Como pode ser observado as
bandas de absorcdo ndo mostraram alteragcbes com respeito ao controle. A area
abaixo da curva no intervalo de 600 a 800 nm se manteve estavel com respeito ao
controle sem mostrar algum tipo de deslocamento na banda de absor¢do como pode
ser visto no grafico da Figura 16B (p < 0.05). A concentracdo de 200 mM representa
o dobro da concentracdo normal de sodio em sangue. Por tanto as AUNPs-EGCG
mostraram uma Otima estabilidade em presenca de uma elevada concentracdo de

solucéo salina.
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Figura 16. (A) Espectro de absor¢cdo UV/Vis das AUNPs-EGCG em diferentes concentracdes
de cloreto de sodio (NaCl) (B) Gréfico do grau de floculagdo das AUNPs-EGCG em diferentes
concentracdes de NaCl, a partir da area entre 600 — 800 nm. Os resultados séo representados

como a média + erro padrdo da média (EPM) de experimentos independentes em triplicata.
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Em relacdo ao pH, as AUNPs-EGCG se mantiveram estaveis nas condi¢des de pH de
1 -9, sem mostrar altera¢gdes no intervalo de 600 — 800 nm das bandas de absor¢ao
tal como pode ser observado na Figura 17 (p < 0.05). Esse resultado é favoravel para
a EGCG porque em pH acidos (2 — 5.5), a molécula pode experimentar um processo
de epimerizacéo a sua forma trans (KRUPKOVA; FERGUSON; WUERTZ-KOZAK,
2016). Essa alteracdo estrutural inativa a EGCG e desta forma se diminui a
biodisponibilidade in vitro. Por tanto o sistema coloidal de ouro poderia ser uma

solucéo viavel para transpor esse problema.
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Figura 17. (A) Espectro de absorcédo UV/Vis das AUNPs-EGCG em uma faixa de pH de 1 -13
(B) Grafico do grau de floculacdo das AUNPs-EGCG em uma faixa de pH de 1 -13, a partir da
area entre 600 — 800 nm. Os resultados séo representados como a média + erro padréo da

média (EPM) de experimentos independentes em triplicata. **** p < 0.0001 vs. controle.

Em condi¢des mais basicas (11 — 13) as AUNPs —EGCG manifestaram floculacéo tal
como pode ser observado no intervalo de 600 — 800 nm das bandas de absorcédo
correspondentes (Figura 17A). A agregacao formada também pode ser evidenciada
pelo incremento da area abaixo da curva no intervalo de estudo conforme na Figura
17B (p < 0.0001). Observa-se gque a maiores niveis de pH existe maior agregacao
entre as NPs. A desestabilizacdo em pH extremamente basicos pode ser explicada
pela desprotonacao dos grupos hidroxilas da EGCG. Esse evento pode induzir uma
oxidacdo de tais grupos funcionais e, por conseguinte uma perda da funcéo
estabilizante da EGCG.

As particulas coloidais dispersas em solucéo estdo carregadas eletricamente devido
a suas caracteristicas iénicas. O potencial zeta das NPs é o resultado da magnitude

das forgas eletrostéticas e de repulsdo estéricas presentas na sua superficie. Esse
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tipo de interagcbes desempenham um papel importante na estabilizacdo das NPs
contra a agregagao (RASMUSSON; ROUTH; VINCENT, 2004). O potencial zeta das
AuNPs-EGCG foi de -24.3 mV, indicando as NPs apresentam uma carga negativa em
solucéo. Esse resultado também demostra que o coloide é estavel em solucéo, porque
a medida os valores de potencial zeta se afastam de zero, incrementa-se sua
estabilidade e por tanto menor facilidade de agregacéo (SCHUENCK, 2018). A carga
negativa pode ser explicada pela presenca de grupos hidroxilas altamente
nucleofilicas que em meio aquoso séo facilmente desprotonadas (ZHANG, Liangliang;
LIU; WANG, 2019).

As AuNPs-EGCG podem manter sua estabilidade por longos periodos de tempo em
temperatura ambiente, sem mostrar mudancas de coloracdo ou formacédo de
precipitados na solugcédo (ZHANG, Le et al., 2014). Como pode ser visto na Figura 18,
as bandas de absorcdo das AuNPs-EGCG armazenadas a 4°C até por 2 meses
demostraram que as nanoparticulas se mantiveram estaveis sem manifestar formacéo

de agregados.
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Figura 18. Espectros de absorcédo UV/Vis de AUNPs-EGCG armazenadas a 4°C apés 30, 45
e 60 dias da sintese. Leituras realizadas por triplicata.

5.4 Avaliacao da citotoxicidade in vitro de AUNPs-EGCG
O efeito citotoxico do sal de ouro (HAuCls), EGCG e AuNPs-EGCG foi avaliado por
meio do ensaio in vitro de MTT em células de fibroblastos murinos (L929) e

gueratinécitos ndo tumorigénicos imortalizados humanos (HaCaT).
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A molécula de EGCG pode apresentar concentracdes efetivas in vitro que variam de
1-100 pg.mL-1(CAl et al.,, 2018). A partir dessa faixa, as AuNPs-EGCG foram
concentradas de acordo com a quantidade de EGCG presente na superficie das NPs
(Anexo 8.1). No caso do sal de ouro, as concentragdes se basearam na concentragao
utilizada para a sintese de AUNPs-EGCG (2,5x104 M)

Sal de ouro
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Figura 19. Viabilidade celular ap6s 24 horas do tratamento com o sal de ouro nas
concentracdes de 85, 42.5, 21.25, 10.63 e 5.31 ug.mL?* em fibroblastos murinos (L929) e
gueratinocitos humanos (HaCaT). A viabilidade celular foi calculada como a porcentagem de
células viaveis em comparacdo com o0s controles ndo tratados. Os resultados sao
representados como a viabilidade média + erro padrdo da média (EPM) de experimentos
independentes em triplicata. *p < 0.05, *** p < 0.001 e **** p < 0.0001 de L929 vs. HaCaT.

O sal de ouro apresentou percentagens de viabilidade que variaram entre 39 - 78%
em células L929 conforme na Figura 19. Na maxima concentracao testada de ouro, a
citotoxicidade foi de 59.88%, no entanto a partir da concentracédo de 42.5 pg.mL* a
viabilidade celular aumento para 72%, ou seja, uma diminuicdo de citotoxicidade a
28%. Os efeitos do ouro nas células L929 foram dose-dependentes. Um estudo
recente de citotoxicidade em células L929 de AuNPs presente em bebidas dietéticas,
demostrou que o ouro ndo desenvolveu nenhum efeito toxico significante apés 24 hrs
a partir de uma concentracdo de 10 pg.mL-1(CHAICHERD; KILLINGSWORTH;
PISSUWAN, 2019).

O ouro apresentou menor grau de citotoxicidade em células HaCaT em comparacéo

com as células L929 em todas as concentracdes testadas, tal como pode ser visto na
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Figura 19 (p < 0.05, p < 0.001 e p < 0.0001). Em todas as concentracdes testadas, a
viabilidade das células HaCaT permaneceu por encima de 78.3%. A citotoxicidade do
ouro nessa linhagem também foi dose-dependente, onde a minima concentracdo
testada (7,5 pg.mL?) apresentou um alto percentagem de viabilidade celular (96.33
%). As diferencas de viabilidade celular poderiam estar relacionadas &s diferencas
fisico-quimicas entre as linhas celulares testados, onde a linhagem humana foi menos

susceptivel aos efeitos toxicos do ouro metalico em comparacdo com as células

murinas.
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Figura 20. Viabilidade celular ap6s 24 horas do tratamento com EGCG e AuNPs-EGCG nas
concentracdes de 120, 60, 30, 15 e 7.5 pg.mL? em (A) fibroblastos murinos (L929) e (B)
gueratinocitos humanos (HaCaT). A viabilidade celular foi calculada como a porcentagem de
células viaveis em comparacdo com o0s controles ndo tratados. Os resultados sao
representados como a viabilidade média * erro padrao da média (EPM) de experimentos
independentes em triplicata. ** p < 0.01 e **** p < 0.0001 de EGCG vs. AUNPs-EGCG.

O tratamento com AuNPs-EGCG mostrou altos niveis de viabilidade em células L929
e HaCaT (Figura 20A e B). Observa-se que a partir de concentragées de 30 pg.mL™,
a EGCG comecou a diminuir a viabilidade das células L929 em compara¢do com as
AuNPs-EGCG que mantiveram o0s niveis de viabilidade por encima do 70.8%. A
concentracdo de 120 pg.mL? de EGCG foi extremamente toxica para as células
apresentando um 93.97% de citotoxicidade, entretanto as AUNPs-EGCG mostraram
apenas um 29.2% de citotoxicidade nessa mesma concentracdo (p < 0.0001). O

tratamento com 30 pg.mL?* de AuNPs-EGCG mostrou o maior nivel de proliferacdo
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celular (82.1%). As percentagens de viabilidade em células L929 variaram entre 71 e
82% com o tratamento de AUNPs-EGCG.

Nas células HaCaT, as AuNPs-EGCG mostraram maiores percentagens de
viabilidade em todas as concentragfes testadas em comparacao com as células L929
conforme na Figura 20A e B. As percentagens de viabilidade em células HaCaT
variaram entre 78 e 98% com o tratamento de AuNPs-EGCG, onde a concentracao
de 120 pug.mL! apresentou a maior porcentagem de citotoxicidade celular (22%).
Ilgual que nas células L929, a maxima concentracdo de EGCG testada mostrou o
maior nivel de citotoxicidade, alterando a proliferacao celular em um 70.1%, entretanto
o tratamento com AuNPs-EGCG mostrou um 22% (p < 0.0001). A concentragéo de 7.5
ug.mL? de EGCG apresentou uma porcentagem de proliferacéo celular de 118.85 %,
por tanto nessa concentracdo houve um estimulo da funcédo mitocondrial das células
HaCaT, mostrando maior crescimento celular que o controle ndo tratado. Em ambas
linhagens celulares o tratamento com AuNPs-EGCG foi menos toxico que EGCG em

todas as concentracdes testadas conforme na Figura 20 (p < 0.01 e p < 0.0001).

Observa-se que a citotoxicidade de AuNPs-EGCG e EGCG em ambas linhagens
celulares testados foi dose-dependente, por tanto a maior concentracdo, maior sera o
dano celular. De acordo com um estudo, os efeitos toxicos das AuNPs tendem a ser
dose-dependente em células humanas, onde a viabilidade celular pode diminuir a um
50% a partir de uma concentracdo de AuNPs de 200 pg.mL-1(LI; WANG; CHENG,
2017). A toxicidade de AuNPs é evidenciada pelo deterioro na membrana
citoplasmatica assim como na fungcéo mitocondrial, dessa forma a proliferacao celular
€ diminuida (STECKIEWICZ et al., 2019). No entanto varios autores afirmaram que as
AuNPs sao inofensivas para as células humanas (HAUCK; GHAZANI; CHAN, 2008);
(SHUKLA et al., 2005); (CHITHRANI; GHAZANI; CHAN, 2006); (VILLIERS et al.,
2010). Em termos de biocompatibilidade e citotoxicidade, as AUNPs se destacam do
resto de nanoparticulas metalicas (KHLEBTSOV; DYKMAN, 2011).

Um estudo demostrou que por meio do método de sintese verde podem ser obtidas
AuNPs com altos niveis de sobrevivéncia celular em células L929 (FRANCIS et al.,
2019) e em células HaCaT. Com concentragées <100 pg.mL?, as percentagens de
proliferacdo celular podem chegar a ser 288% (PATIL et al.,, 2019). Além disso

também foi demostrado que o uso de materiais de tipo vegetal ndo tdxicos como
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agentes redutores de AuNPs pode diminuir os niveis de morte celular em comparacéo
com agentes quimicos (BOLDEIU et al., 2019).

Os valores de IC50 para cada amostra apds tratamento em ambas linhagens celulares
se encontram na Tabela 5. Observa-se que as amostras tratadas em células HaCaT
apresentaram concentragdes mais elevadas para inibir o 50% da populagao celular
em comparacdo com as células L929, tal como foi evidenciado também nas
porcentagens de viabilidade celular.

Tabela 5. Concentracao Inibitéria Maxima no 50% (IC50) do sal de ouro (HAuCls), EGCG e
AuUNPs-EGCG ap0s 24 horas de tratamento em fibroblastos murinos (L929) e queratinocitos

humanos (HaCaT).

Células / Amostra Sal de ouro AuNPs-EGCG
L929 117.67 47.14 267.55
HaCaT 291.35 98.91 293.04

*Valores expressados em pg.mL?.

De acordo com os resultados do sal metalico, o processo de reducdo do ouro a
tamanhos de escala “nano” melhorou a sua citotoxicidade in vitro, especialmente nas
células L929 onde o valor de IC50 para as AuNPs-EGCG foi de 267.55 pg.mL*
comparado com o IC50 do sal de ouro (117.67 pg.mL™t). De acordo com um estudo, a
citotoxicidade das AuNPs pode ser diminuida eliminando por meio de centrifugacao
os fons de Au*3® (ouro que néao foi reduzido) presentes na solucéo coloidal (DASARI;
ZHANG,; YU, 2015). Por tanto a forma a granel do ouro pode manifestar maior efeito
toxico do que o coloide. No entanto, outros estudos determinaram que 0 ouro
apresenta o mesmo potencial de toxicidade tanto na forma ibnica assim como
nanoparticula (BOTHA; JAMES; WEPENER, 2015); (CHAICHERD,;
KILLINGSWORTH; PISSUWAN, 2019), tal como pode ser observado nos resultados
das células HaCaT, onde o sal de ouro apresentou um valor de IC50 préximo ao valor
das AuNPs-EGCG.

Em relacdo a EGCG, a citotoxicidade in vitro da molécula foi diminuida quando ela se
encontra funcionalizada na superficie do ouro em comparacdo a sua forma original,
tal como foi evidenciando pelo incremento das percentagens de viabilidade e valores

de IC50 no tratamento com AuNPs-EGCG. De acordo com um estudo, o acoplamento
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de derivados do cha verde em sistemas coloidais de ouro pode reduzir os efeitos
toxicos das moléculas em queratinocitos em comparagdo a condi¢Bes isoladas
(KUMAR BAN; PAUL, 2019). Algumas moléculas podem manifestar alta toxicidade
em sua forma original, no entanto quando estdo conjugadas em uma superficie de

ouro, sua citotoxicidade tende a decrescer (PISSUWAN et al., 2007).

Conforme a norma ISO 10993-5:2009, uma sustancia se considera ndo citotdxica
guando a viabilidade celular in vitro € maior a 70%, ou seja, a porcentagem de células
mortas nao deve superar o 30% (1ISO, 2009). Por tanto as AuNPs-EGCG podem ser
consideradas produtos nao citotoxicos nas linhagens celulares testados, devido a que
as percentagens de viabilidade celular foram >71% para células L929 e >78% para
células HaCaT em todas as concentracOes testadas.

De acordo com um estudo in vivo realizado com um segmento da pele da pata traseira
de ratos, foi demostrado que as AuNPs de 22 nm absorveram-se maiormente em
comparagdo com tamanhos superiores (> 200 nm). Além disso também demostrou
gue as AuNPs apresentam um bom movimento transdérmico em pele fina (RAJU et
al., 2018). Por tanto as AuNPs-EGCG poderiam ser alternativa segura e efetiva em

tratamentos a nivel cutaneo.

5.5 Atividade Antibacteriana in vitro das AUNPs-EGCG.
O efeito antibacteriano in vitro das AuNPs-EGCG e EGCG foi avaliado por meio de
curvas de inibicdo bacteriana, determinacdo da concentracdo minima inibitoria de
cada amostra, quantificacdo do numero de unidades formadoras de col6nias por
mililitro (UFC/mL) e analisando a interacéo da bactéria com as AUNPs-EGCG por meio

de microscopia eletrénica de varredura (MEV).
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Figura 21. Percentagens de inibicdo das oito bacterias em estudo tratadas com uma
concentracdo de 1000 pg.mL? de AuNPs-EGCG ap6s 24 horas. A inibicdo bacteriana foi
calculada como a porcentagem de células inibidas em comparacdo com os controles nao
tratados. Os resultados séo representados como a inibicdo média + erro padrdao da média

(EPM) de experimentos independentes em triplicata.

O grafico da Figura 21 mostra a triagem realizada com as 8 bacterias em estudo para
verificar a susceptibilidade da bactéria ao tratamento com AuNPs-EGCG em uma
concentracdo de 1000 pug.mL™. As bacterias E. coli 25922 e E. faecalis 29212 (ambas
cepas ATCC), manifestaram apenas percentagens de inibicdo de 24.16% e 26.3%
respetivamente. Entretanto as outras seis bacterias foram inibidas por encima do 83%

da populacéo bacteriana.

De acordo ao teste de citotoxicidade, as AUNPs-EGCG apresentaram valores de IC50
de 267.55 e 293.04 ug.mL* em células L929 e HaCaT respetivamente. Por tanto, a
concentracgao testada na triagem supera o valor que inibe o 50% das células animais
do teste. Com base nesses dados, as cepas ATCC de E. coli e E. faecalis foram
descartadas do teste porque ndo mostraram niveis de susceptibilidade significativos
apoés tratamento com uma concentragdo elevada (1000 pg.mL™?). Por tanto ambas
bacterias ndo seriam adequadas para o testar o efeito antibacteriano das AuNPs-

EGCG em concentracfes menores.

5.5.1 Determinacdo da Concentracdo Minima Inibitoria (CMI) das AuNPs-
EGCG e EGCG.
A partir da densidade 6tica medida em 600 nm das bacterias tratadas com AuNPs-

EGCG e EGCG foram construidas curvas de inibicdo apds 12, 24 e 48 horas de
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tratamento conforme na Figura 22. As bacterias mostraram uma inibicdo notavel do
crescimento apos 12 horas de tratamento com AuNPs-EGCG com respeito ao controle
(p < 0.0001). Entretanto nas concentracdes abaixo de 60 pug.mL?, as bacterias gram-
positivas tratadas (S. aureus e E. faecalis) foram capazes de apresentar um leve
crescimento apos 24 e 48 horas como pode ser visto na Figura 22A, B e F. Observa-
se que as bacterias S. aureus 25923 e E. faecalis 6885 apresentaram valores de
densidade 6tica mais elevados e proximos ao controle nas concentracdes de 7.5 e 15
pug.mLt (p < 0.01 e < 0.001) indicando um menor grau de inibicdo apés 48 horas de

tratamento.

No caso das bacterias gram-negativas tratadas, o efeito antibacteriano das AuNPs-
EGCG se mantive até 48 horas com respeito ao controle (p < 0.0001). Por tanto as
bacterias P. aeruginosa e E. coli foram mais susceptiveis ao tratamento com todas
concentracOes testadas de AuNPs-EGCG do que as gram-positivas conforme na
Figura 22C, D e E.
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Figura 22. Curvas de inibicdo bacteriana do tratamento com AuNPs-EGCG nas
concentracdes de 120, 60. 30, 15, e 7.5 ug.mL* e bactéria ndo tratada apés 12, 24 e 48 horas.
(A) S. aureus 25923 (B) S. aureus 10A (C) P. aeruginosa 27853 (D) P. aeruginosa 93B (E) E.
coli ESBL (F) E. faecalis 6885. Os resultados séo representados como a densidade 6tica
média = erro padrdo da média (EPM) de experimentos independentes em duplicata.
** p<0.01, ** p <0.001 e **** p < 0.0001 vs. controle positivo.

A partir da densidade 6tica em 600 nm no tempo de 48 horas de tratamento, foram
calculadas percentagens de inibicdo do crescimento para cada bactéria em estudo
como pode ser visto na Figura 23. Observa-se que todas as bacterias foram
susceptiveis ao tratamento com AuNPs-EGCG em todas as concentracfes testadas,
demostrando dessa forma a atividade bacteriana das nanoparticulas nas seis
bacterias em estudo. As bacterias S. aureus 10A, P. aeruginosa (ambas cepas) e E.

coli ESBL apresentaram percentagens de inibicdo por encima de 80% em todas as



73

concentragfes testadas. Por outro lado, as bactérias S. aureus 25923 e E. faecalis
6885 apresentaram maior resisténcia ao tratamento com AuNPs-EGCG com
percentagens de inibicdo dose-dependente. Nas concentragdes de 7.5 e 15 ug.mL?

as percentagens de inibicdo foram embaixo do 50% do controle nédo tratado.
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Figura 23. Percentagens de inibicdo bacteriana apos 48 hrs de tratamento com AuNPs-EGCG
nas concentraces de 120, 60, 30, 15, 7.5 pg.mL™ contra as bacterias: (A) S. aureus 25923.
(B) S. aureus 10 A. (C). P. aeruginosa 27853. (D) P. aeruginosa 93B. (E). E. coli ESBL. (F).
E. faecalis 6885. A inibicdo bacteriana foi calculada como a porcentagem de células inibidas
em comparacao com os controles nao tratados. Os resultados sao representados como a

inibicdo média + erro padrdo da média (EPM) de experimentos independentes em duplicata.

No tratamento com EGCG, observa-se que a maioria das bacterias em estudo foram
menos susceptiveis (Figura 24) em comparacdo aos resultados apresentados com
AuNPs-EGCG. A cepa clinica de S. aureus foi a bactéria mais sensivel ao tratamento,
apresentando percentagens de inibicdo entre 83 — 93% em todas as concentracdes
testadas conforme na Figura 24. Esse efeito pode ser devido a alta afinidade da
molécula para interagir diretamente com a camada de peptidoglicano em alguns
patégenos como a S. aureus (CD et al., 1999) . Por outro lado, as bacterias P.
aeruginosa (ambas cepas), E. coli e E. faecalis mostraram maior resisténcia ao
tratamento em comparagao com os resultados de AuNPs-EGCG, principalmente nas
concentracdes de 7.5 e 15 pg.mL! onde as percentagens de inibicdo foram embaixo

do 50% da populacdo bacteriana tratada. Observa-se que os efeitos inibitérios da
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EGCG também foram dose-dependente, ou seja, a maior concentracdo testada,

houve maior inibicdo do crescimento bacteriano.
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Figura 24. Percentagens de inibicdo bacteriana apos 48 hrs de tratamento com EGCG nas
concentracdes de 120, 60, 30, 15, 7.5 ug.mL™* contra as bacterias: (A) S. aureus 25923. (B)
S. aureus 10 A. (C). P. aeruginosa 27853. (D) P. aeruginosa 93B. (E). E. coli ESBL. (F). E.
faecalis 6885. A inibicdo bacteriana foi calculada como a porcentagem de células inibidas em
comparagao com os controles ndo tratados. Os resultados séo representados como a inibicao

média + erro padrao da média (EPM) de experimentos independentes em duplicata.

A concentracdo minima inibitéria (CMI) € a menor concentragcdo de um agente
antibacteriano que inibe o crescimento de um microrganismo apos incubacao. (MANN;
MARKHAM, 1998). A partir da densidade otica, os valores de CMI podem ser
expressados como a concentracdo onde as bacterias sao inibidas em um 90%. Os
valores de CMI de AUNPs-EGCG e EGCG se encontram na Tabela 6.

O valor de CMI das AuNPs-EGCG variou de acordo com a cada bactéria tratada. O
tratamento com AuNPs-EGCG foi altamente efetivo nas bacterias S. aureus 10A e P.
aeruginosa 27853 apresentando um valor de CMI de 15 pg.mL. Por tanto a partir
dessa concentracéo o 90% da populacéo bacteriana se encontra inibida em solucao.
No entanto, a inibicdo do 90% da populacédo de S. aureus 25923 e E. faecalis 6885
requereu a maior concentracdo de AUNPs-EGCG testada (120 pg.mLt). As bacterias
P. aeruginosa 93B e E. coli ESBL apresentaram valores intermédios de CMI de 60 e

30 pg.mL-1 respetivamente.
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Com respeito a EGCG, as AuNPs-EGCG apresentaram menores valores de CMI no
tratamento das bacterias P. aeruginosa (ambas cepas), E. coli e E. faecalis. No caso
da cepa clinica de S. aureus, a bactéria apresentou a mesma susceptibilidade no
tratamento com ambas amostras. No entanto, para a cepa ATCC o tratamento com
EGCG inibiu 0 90% da populagdo bacteriana em uma concentragao menor (60pg.mL-
1) que as AUNPs-EGCG (120 pg.mL™1).

Por tanto as AuNPs-EGCG foram mais efetivas no tratamento antibacteriano que a
EGCG com excec¢do da bactéria S. aureus 25923. A atividade antibacteriana da EGCG
foi potencializada quando se encontra funcionalizada em um nucleo de ouro (AuNPs-
EGCG) em comparacdo a condi¢cdes isoladas. Esse efeito € evidenciado pela
diminuicdo dos valores CMI das AuNPs-EGCG em comparacédo com a EGCG.

Tabela 6. Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) de AuNPs-EGCG e EGCG correspondente a

cada bactéria tratada.

Bacteria AuNPs-EGCG EGCG
S. aureus 25923 120 60
S. aureus 10A 15 15
P. aeruginosa 27853 15 60
P. aeruginosa 93B 60 120
E. coli ESBL 30 120
E. faecalis 6885 120 120

* Os valores estdo expressados em unidades de pg.mL™*

O valor da CMI de AuNPs pode variar de acordo ao agente redutor, tamanho e tipo de
bactéria. AUNPs com tamanho entre 7-34 nm apresentaram CMI entre 3 — 7.6 pg.mL-
lem algumas bacterias gram negativas e positivas (SHAMAILA et al., 2016). No
entanto, AuUNPs maiores (30nm) apresentaram um valor de CMI de 200 pg.mL-
1(MOHAMED et al., 2017). Outros estudos confirmaram que a atividade antibacteriana
de AuNPs pode ser manifestada a partir de 3 pg.mL-1(ZAWRAH; ABD EL-MOEZ,
2011) e 550 pg.mL-1(NAIMI-SHAMEL; POURALI; DOLATABADI, 2019). Antibioticos
como ciprofloxacina, gentamicina, rifampicina, vancomicina podem diminuir seus
valores de CMI quando se encontram conjugados na superficie de AuNPs (ROSHMI
et al., 2015). Por outro lado, a EGCG pode apresentar valores de CMI a partir de 7.81
pug.mL? e 62.5 pg.mL?! para S. aureus (KNIDEL et al., 2019), 250 pug.mL™* para P.
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aeruginosa (BAZZAZ et al., 2016) e 400 ug.mL?! para E. coli (JEON et al., 2014)

dependendo do tipo de cepa bacteriana.

Por tanto as AuNPs sao capazes de potenciar os efeitos antibacterianos das
moléculas conjugadas na sua superficie, principalmente pela reducéo de seus valores
de CMI em alguns patégenos. Além disso as nanoparticulas de ouro podem agir como
excelentes sistemas de transporte e liberacdo de agentes antibacterianos em sitios
de interesse (GHOSH et al., 2008) gracas a suas caracteristicas fisico-quimicas que
facilitam a passagem através dos tecidos.

5.5.2 Quantificagdo de UFC/mL do tratamento com AuNPs-EGCG e EGCG
nas bacterias em estudo.

Para verificar o efeito inibitério das AuUNPs-EGCG observado no teste anterior, foi

determinado o numero de unidades formadoras de colénia por mililitro pelo método de

contagem em placa apoés 48 horas de tratamento.

As bacterias que se encontram viaveis em solugdo conseguem se multiplicar por
fissdo binaria em condi¢cdes controladas para formar uma colbnia visivel a partir de
milhares de células descendentes (SYED; PRASAD; SATISHA, 2016). Por tanto as
colbénias quantificadas na placa correspondem unicamente a aquelas células que
sobreviveram ao tratamento e que por tanto conseguem se reproduzir para formar

uma colonia.

A Figura 25 mostra as colénias formadas pelas bacterias apos 48 horas de tratamento
com AuNPs-EGCG. Como pode ser visualizado, as bacterias gram-negativas em
estudo néo tratadas (P. aeruginosa e E. coli) formaram massas celulares com colbnias
mais aglomeradas (Figura 25C e D), indicando uma maior taxa de reproducdo em
comparacdo com a S. aureus. A bactéria E. faecalis apresentou um crescimento mais
lento formando colénias mais pequenas dificilmente visiveis. Observa-se que em cada
tratamento com AuNPs-EGCG houve uma reducéo visivelmente notavel do namero
de colénias conforme na Figura 25B, D, F, indicando o efeito antibacteriano das

AuNPs que reduz o numero de células viaveis na solucéo.
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Figura 25. Colbnias bacterianas apés 48 horas de tratamento com AuNPs-EGCG (A) Controle
de S. aureus 10A (B) Tratamento de S. aureus 10A (C) Controle de P. aeruginosa 27853 (D)
Tratamento de P. aeruginosa 27853 (D) Controle de E. coli ESBL (E) Tratamento de E. coli

ESBL. Barra de escala de 1 cm.

A partir da contagem do namero de coldnias bacterianas na placa, foi calculado o
numero de unidades formadoras de colénias em solucéao por mililitro (UFC/mL) apos

tratamento com AuNPs-EGCG e EGCG como pode ser visualizado na Figura 26.

Observa-se que na maioria houve um decrescimento gradual do niumero de células
bacterianas viaveis a medida que a concentracdo de amostras aumentou. Por tanto
os efeitos das AuNPs-EGCG e da EGCG nas bacterias em estudo foram dose-
dependentes. A bactéria P. aeruginosa apresentou um crescimento mais acelerado
no tratamento com EGCG em comparagdo com AuNPs-EGCG. De acordo com 0s
graficos, em todas as bacterias tratadas as AUNPs-EGCG apresentaram maior efeito
inibitorio na reproducao das células viaveis em comparacdo com a EGCG. O numero
de coldnias bacterianas quantificadas na placa foi menor com o tratamento de AuNPs-

EGCG do que EGCG em todas as concentracdes testadas.
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Figura 26. Unidades formadoras de colbnias bacterianas por mililitro de solugdo (UFC/mL)
apos 48 horas de tratamento com AuNPs-EGCG e EGCG utilizando concentracdes de 120,
60, 30, 15 e 7.5 ug.mL* contra as bacterias: (A) S. aureus 25923. (B) S. aureus 10 A. (C). P.
aeruginosa 27853. (D) P. aeruginosa 93B. (E). E. coli ESBL. (F). E. faecalis 6885. O numero
de UFC/mL é representando como o valor logaritmico de 10.

Como foi evidenciado também nas curvas de inibicdo bacteriana (Figura 22), as
AuNPs-EGCG mostraram efeitos inibitorios na reproducdo das células bacterianas
viaveis apods 48 horas de tratamento (Figura 26). De acordo com um estudo, as AUNPs
podem inativar as funcdes de estruturas intracelulares nas bacterias e dessa forma
alguns componentes vitais sdo interrompidos, por exemplo o grupo tiol que é
necessario para a replicacao bacteriana (BAKER; SATISH, 2012). As bacterias podem
responder rapidamente as mudancas do ambiente quimico apds exposicdo com
AuNPs, no entanto com o passar do tempo elas podem perder a capacidade de
espalhar-se ou reproduzir-se em presenca das AuNPs. Outro estudo demostrou que
guando a concentracdo de AuNPs incrementa, as colbnias bacterianas podem se
tornar mais pequenas (CUI, Yan et al., 2012). A diminuicdo do numero de coldnias

viaveis pode ser mais susceptivel em bacterias gram-negativas que em positivas
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(SYED; PRASAD; SATISHA, 2016) tal como foi comprovado com nossa amostra de

nanoparticulas.

5.5.3 Analise morfolégica das bacterias tratadas com AuNPs-EGCG por
meio de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).

Com base aos resultados obtidos, a susceptibilidade do tratamento com AuNPs-

EGCG variou entre as bacterias em estudo. As percentagens de inibicdo e o numero

de UFC/mL indicam que o efeito antibacteriano das AuNPs-EGCG foi mais potente

em algumas bacterias que outras. Por tanto a atividade antibacteriana das AuNPs-

EGCG pode depender da morfologia das bacterias, especialmente das propriedades

fisico-quimicas das membranas bacterianas.

As AuNPs facilmente conseguem penetrar a membrana celular das bacterias gram-
negativas em comparagdo com a membrana das gram-positivas
(BALASUBRAMANIAN; KALA; PUSHPARAJ; KUMAR, 2019). Isso pode ser devido a
gue a membrana das gram-negativas esta composta de uma fina camada de
peptidoglicano em comparacédo com a camada grossa das gram-positivas. A camada
de peptidoglicano € um componente importante da patologia das bactérias
(SHAMAILA et al., 2016). Por tanto uma camada mais grossa pode reduzir o grau de
penetracdo das AuNPs-EGCG através da parede celular e consequentemente uma

diminuicdo do efeito antibacterianos nas bacterias S. aureus e E. faecalis.

Além disso os acidos teicoicos e lipoteicbicos presentes nas bacterias gram-positivas
podem impedir em certo grau a interacdo das AUNPs-EGCG por acao de forcas de
repulsdo entre a carga negativa superficial das nanoparticulas e a carga negativa
desses acidos (CAUDILL et al.,, 2020). Por meio de microscopia eletrdnica de
varredura (MEV) se analisaram algumas alteragcbes morfolégicas nas bacterias
causadas pelo tratamento com AuNPs-EGCG para estudar os diferentes mecanismos

antibacterianos que elas realizam.

Como pode ser visto na Figura 27, as bacterias gram positivas sofreram deformacdes
estruturais como respeito ao controle nao tratado. Esses efeitos podem ser devido a
gue as AuNPs-EGCG apresentam um tamanho de 14.54nm, as quais sdo menores
gue a capa superficial externa do envelope celular bacteriano denominado “Capa S”
e que tem um tamanho de 25 nm aproximadamente. Essas diferencas de tamanho

facilitam a adesdo das nanoparticulas na superficie celular das bacterias e dessa
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forma elas podem induzir deformagbes que causam a morte celular desses
microrganismos (BALASUBRAMANIAN; KALA; PUSHPARAJ; KUMAR, 2019).

A presenca dos “buracos” na parede celular das bacterias gram-positivas tratadas,
podem ser descritas como fissuras causadas pela penetracdo das AuUNPs-EGCG
através de uma membrana porosa. A porosidade da membrana € resultado do
deterioro estrutural provocado pelas tratamento (RAI; PRABHUNE; PERRY, 2010).
Por tanto a interacdo das AUNPs-EGCG com a camada grossa de peptidoglicano pode
incrementar a porosidade da membrana formando “buracos”, tal como pode ser
observado na Figura 27B e D. Os buracos podem permitir o ingresso das AuNPs-
EGCG para o interior da bactéria, que consequentemente induzem o vazamento do

conteldo celular e morte bacteriana.

As AuNPs podem interagir com substratos presentes na parede celular da S. aureus.
Esses substratos pertencem a processos de metabolismo celular, transporte de
moléculas, integridade da membrana e processos transcriptdmicos celulares (ZHENG
etal., 2017). A interacdo das nanoparticulas com substratos de metabolismo oxidativo
pode causar um desequilibrio entre as enzimas pré-oxidantes e antioxidantes. Como
resultado, algumas estruturas intracelulares podem ser danificadas por espécies
reativas de oxigénio (ROS) no citoplasma e que provocam a morte da bacterias. Esse
mecanismo também pode ocorrer na E. faecalis, onde a desestabilizacdo da
membrana é induzida pela formacdo de grandes poros por causa de danos em
estruturas intracelulares (VIJAYAKUMAR et al., 2017).
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Figura 27. Microscopia eletrénica de varredura (MEV) de bacterias gram positivas. (A)
Controle néo tratado de Staphylococcus aureus 10A. (B) Tratamento de Staphylococcus
aureus 10A com AuNPs-EGCG. (C) Controle nao tratado de Enterococcus faecalis 6885. (B)

Tratamento de Enterococcus faecalis 6885 com AUNPs-EGCG. Escala bar de 1 um.

As AuNPs podem interagir com enzimas hidrofilicas presentes na superficie da
bactéria P. aeruginosa por médio de interacdes eletroestéticas (YU, Qilin et al., 2016).
A nuvem elétrica na superficie das nanoparticulas pode facilitar a ligacdo com os
grupos ibnicos das enzimas e proteinas extracelulares. As enzimas que circulam na
camada externa da P. aeruginosa sdo consideradas potentes fatores de viruléncia
para se defender contra os efeitos dos antibiéticos (ROCHA et al., 2019). Por tanto,
as AuNPs-EGCG podem alterar as funcdes de tais enzimas e dessa forma diminuem
0s mecanismos de defesa da P. aeruginosa contra as invasdes. Como resultado as
AuNPs-EGCG se acumulam na membrana externa e posteriormente conseguem

ingressar na bactéria.

Em bacterias gram-negativas, as AUNPs penetram as bacterias através dos canais de
porina da membrana por biossorcéo e difundem-se através da matriz de bicamada de
membrana gracgas a seu pequeno tamanho. Dessa forma elas conseguem perturbar a
integridade da membrana (DING et al., 2018). As AuNPs podem induzir a formacao

de vesiculas (em forma de bolhas) na membrana externa da P. aeruginosa que
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causam ruptura da membrana e ao vazamento descontrolado do conteudo

citoplasmatico (HAYDEN et al., 2012) tal como pode ser observado na Figura 28D.

As formas defeituosas multicelulares também podem ocorrer pela interacdo das
AuNPs com receptores enzimaticos presentes na membrana das bacterias
(MASHBURN-WARREN; MCLEAN; WHITELEY, 2008) conforme na Figura 28B. As
autolisinas sdo enzimas autoliticas que participam na degradacéo do peptidoglicano
(MAHMOUD; ALKHALEEFAH; SHERIF, 2013). Por tanto as AuNPs podem agir
inativando o inibidor de autolisinas ou ativando a acdo dessas enzimas. O acumulo de
autolisinas na parede celular provoca que as bacterias ndo se separem corretamente
durante o crescimento levando a formacédo de deformacdes na camada da bactéria
como é observado na Figura 28C. Ambos mecanismos antibacterianos podem ocorrer

para bacterias gram-negativas e positivas.

Figura 28. Microscopia eletrbnica de varredura (MEV) da bactéria Pseudomonas aeruginosa
93B. (A) Controle nao tratado. (B, C e D) Tratamento com AuNPs-EGCG. Escala bar de 1 um.

A bactéria E. coli também apresentou deformacdes morfolégicas pela interacao das
AuNPs-EGCG com sua membrana externa de acordo com a Figura 29B. As AuNPs
podem formar agregados na camada superficial negativa da E. coli. O surgimento
desses agregados depende da concentracdo de lipideos e proteinas presentes na
superficie das bacterias (HONG et al., 2019).
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Os agregados celulares na bactéria E. coli sdo conhecidos como vesiculas da
membrana externa (OMVs) (BADWAIK et al., 2012). Esse fenGmeno ocorre pela
capacidade das AuNPs de ligar-se em pontos de menor densidade de carga negativa
ou pontos menos hidrofébicos na membrana da bactéria. A partir desse mecanismo
as AuNPs conseguem perturbar a integridade da membrana externa da E. coli,
levando a um incremento da sua permeabilidade. Dessa forma, a bactéria consegue
filtrar seu conteldo citoplasmatico para o espaco extracelular conforma na Figura 29D.
A fragilidade da membrana externa também pode permitir que as AUNPs-EGCG sejam
transloucadas para o interior da bactéria causando uma lise celular (LIN et al., 2002)
como pode ser observado na Figura 29C. Esse mecanismo antibacteriano também

ocorre na P. aeruginosa.

Além disso a bactéria E. coli é susceptivel a mudancas de pH e concentracéo de ions
metalicos. As condi¢des normais de pH para as bacterias podem variar entre 7.2 — 7.4
(CLEMENTS et al., 2012). Por tanto a carga ionica da solucdo de AuNPs-EGCG

(aproximadamente um pH 6.4) junto com a interacao com os ions de ouro na solucgéao,

podem representar uma ameaca para a sobrevivéncia da bactéria nessas condic¢oes.

s

Figura 29. Microscopia eletrénica de varredura (MEV) da bactéria Escherichia coli ESBL. (A)

Controle néo tratado. (B, C e D) Tratamento com AuNPs-EGCG. Escala bar de 1 pm.

O mecanismo de acdo antibacteriano da EGCG consiste em inibir a ATPase que

hidrolisa o0 ATP. Dessa forma inibe o superenrolamento do DNA e por tanto a bactéria
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n&o consegue se reproduzir (GRADISAR et al., 2007). Assim também, a EGCG age
por ligagao direta na camada de peptidoglicano das bacterias, induzindo danos na
reticulacéo de peptideos e danos a parede celular (ZHAO, Wei-hua et al., 2001). Isso
representa um maior espetro de acao para bacterias gram-positivas que negativas.
Tal como foi evidenciado nos resultados onde a molécula mostrou maior efeito

antibacteriano contra a S. aureus.

Por outro lado, a atividade antibacteriana das AuNPs-EGCG em bacterias gram-
positivas e negativas consiste na interacdo com a superficie das bacterias (parede
celular ou membrana externa). Geralmente as AuNPs-EGCG modificam o potencial
de membrana e reduzem as atividades do complexo ATP sintase. Desta forma se
diminui a producédo de ATP, e por consequéncia a reducao dos processos metabdlicos
nas bacterias que podem levar a uma morte celular (SHAMAILA et al., 2016).
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. CONCLUSOES

As AuNPs-EGCG foram sintetizadas a partir de um método de sintese verde
gue foi simples, ndo toxico e de baixo custo.

As AuNPs-EGCG apresentaram um bom comportamento na ressuspenséo dos
solventes testados e utilizados para ensaios de citotoxicidade e antibacterianos
in vitro

As AuNPs-EGCG mostraram uma 6tima estabilidade in vitro contra condi¢cdes
de estresse iGnico a partir da variagdo de concentracdes de solucéo salina e o
pH do meio.

As AuNPs-EGCG apresentaram baixos niveis de citotoxicidade in vitro com
altos valores de IC50 de 267.55 e 293.04 ug.mL! correspondentes ao
tratamento em fibroblastos murinos (L929) e queratinocitos humanos (HaCaT)
respetivamente.

As AuNPs-EGCG apresentaram valores de CMI que variaram entre 15 e 120
Hug.mL* em todas as bacterias gram-positivas e gram-negativas tratadas.

As AUNPs-EGCG apresentaram efeito inibitério na reproducdo de células
bacterianas viaveis por meio da reducéo do numero de unidades formadoras
de colbnias (UFC/mL).

A funcionalizacdo da EGCG no sistema coloidal de ouro melhorou a sua
citotoxicidade in vitro e potencializou o efeito antibacteriano por meio do
incremento dos valores de IC50 nas células cutaneas e diminui¢cdo dos valores
de CMI nas bacterias tratadas.

As AuNPs-EGCG apresentam alto potencial para ser aplicadas no campo

biomédico como antibacterianos em lesdes cutaneas.
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8. ANEXOS

8.1 Calculo de concentracdo de AuNPs-EGCG para os testes de
citotoxicidade e antibacteriano.

As AuNPs-EGCG foram concentradas de acordo a quantidade de EGCG presente na

superficie de ouro. Uma curva padrédo da molécula de EGCG foi realizada utilizando

as concentracdes de 20, 40, 60, 80 e 100 pg.mL* conforme na Figura 30. As amostras

foram lidas em espectrofotdmetro UV/Visivel em um comprimento de onda de 274 nm

(méxima absor¢éo) (IBRAHIM; MUSA; YAKASAI, 2017) para determinar a equacgao

da reta conforme na Figura X.
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Figura 30. Curva padrdo da EGCG nas concentragées de 20, 40, 60, 80 e 100 pug. mL* e com
leituras a 274nm em espectrofotbmetro UV/Vis. A curva apresenta o valor do coeficiente de

correlacéo (R) e a equacao da reta obtida (y=mx+b).

Uma amostra de AuNPs-EGCG foi lavada (ressuspendida) em agua ultrapura e
seguidamente foi lida em 274 nm obtendo uma absorbancia de 0.9327. A partir da

equacao da reta foi calculada a concentracdo de EGCG da seguinte forma:

Y = 0.01752 * X + 0.1363
X = (0.9247 - 0.1363) / 0.01752
X= 45.4567 ug.mLde EGCG

Por meio da técnica de plasma indutivamente acoplado a um espectrometro de
massas (ICP-MS) foi determinada a concentragcdo de ouro reduzido em AuNPs-

EGCG. O resultado foi de 1.72 nM (nanomolar). Por tanto o calculo para concentrar
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as AuNPs-EGCG foi realizado da seguinte forma (tomando como exemplo a
concentragédo de 120 pg.mL?):

1.72 nM de ouro reduzido ----> 45.4567 ug.mL* de EGCG

X ----> 120 pug.mL* de EGCG
Resultado X= 4.5406 ----------- > dividindo: 4.5406 = 2.64
1.72

O resultado indica que se necessita centrifugar 2.64 mL de AUNPs-EGCG e ressuspender

em 1 mL de agua ultrapura para obter uma concentragdo de 120 pg.mL?.

A partir da solugéo de 120 pg.mL*?, as AuNPs-EGCG foram diluidas para obter as
outras concentracoes utilizadas nos testes (60, 30, 15 e 7.5 pg.mL™?).

8.2 Desenvolvimento do projeto
A realizacdo de cada teste do presente projeto precisou da dedicacdo de tempo

(horario de trabalho no laboratério) nas seguintes atividades:

Atividade Tempo dedicado (horas e dias)
Planejamento 2 horas
Preparos prévios 3 - 24 horas
Execucéo 1-72 horas
Analise dos resultados 1 -3 horas
Estudo 3 — 7 dias
Escrita 2— 5 dias

8.3 Perspectivas de mercado.
Com base aos resultados obtidos, as AUNPs-EGCG representam um sistema capaz
de inibir o crescimento das bacterias em baixas concentracbes e com resultados
observados a partir de 12 hrs de tratamento. A estratégia terapéutica das AuNPs-
EGCG consiste em agir por diferentes mecanismos para otimizar a resposta
antibacteriana. Por tanto, as AUNPs-EGCG também poderiam antibacterianos viaveis

em doencgas mais complexas como cancer, processos virais e inflamatorios.

As AuNPs-EGCG apresentaram baixa citotoxicidade em concentragcées por encima

dos valores de CMI nas bacterias tratadas. Por tanto, as NPs podem induzir efeitos



107

toxicos nas bacterias sem afetar a integridade das células humanas involucradas. Em
vista desses resultados, a solucdo coloidal poderia ser implementada em alguma
forma farmacéutica para tratar infec¢des a nivel cutdneo ocasionadas pelas bacterias

tratadas nesse estudo.

A demanda de produtos biologicamente seguros no campo alimenticio tem
incrementado devido a conservantes sintéticos antioxidantes altamente cancerigenos
e toxicos como o butilhidroxianisol (BHA) e butilhidroxitolueno (BHT) (HAGIWARA et
al., 2009). As AuNPs-EGCG podem proteger da deterioracdo bacteriana, assim
também podem inibir a oxidacdo de &cidos graxos por espécies radicais. Esses
processos constituem os principais fatores que levam a degeneracédo de alimentos
(MARTELLI; GIACOMINI, 2018). Por tanto as AUNPs-EGCG também poderiam ser

exploradas como conservantes em produtos alimenticios.

8.4 Insercéo social do projeto
Os custos para a investigacao e desenvolvimento de antibiéticos a partir de produtos
sintéticos podem alcancar os 350 milhdes de ddlares (USD) para programas
individuais que ndo contam com algum tipo de incentivo econémico adicional (TOWSE
et al., 2017).

Os métodos fisicos e quimicos de sintese de AuNPs envolvem uso de grandes
guantidades de energia, maquinaria complexa e agentes tOxicos para a saude
humana e ambiental. A traves de biossinteses podem ser obtidas nanoparticulas
estaveis, reproduziveis, ndo toxicas e benignas para o meio ambiente. No entanto um
dos maiores beneficios desses métodos de sintese verde séo sua simplicidade e o
baixo custo que eles envolvem. O projeto foi desenvolvido com um investimento de
~850 R$ (valor correspondente somente aos custos de matérias primas) para

consequir sintetizar ~ 440 mL de AuNPs-EGCG na concentracéo de 120 pg.mL™.

Portanto, as AUNPs-EGCG contam o potencial para ser incorporadas em uma forma
farmacéutica que lhes permita desenvolver seu efeito bacteriano. Esse agente
antibacteriano pode ser um produto viavelmente econbmico para industrias
farmacéuticos e centros clinicos e hospitalarios, devido a que apresentam um amplo
espectro de acdo contra bactérias gram-positivas e gram-negativas sobre tudo em
bactérias como P. aeruginosa e E. coli, quem apresentam as maiores taxas de

resisténcia contra antibiéticos hospitalarios (ECDPC, 2019).
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ABSTRACT

Over time, bacteria have developed defense mechanisms against conventional antibiotics, which,
associated with a lack of new drugs, makes antibiotic resistance an urgent world health problem.
Therefore, the development of multi-target, innovative and more effective antibacterial agents is
necessary in order to overcome this threat to human health. The present work evaluated antibacterial
activity of gold nanoparticles reduced and stabilized with Epigallocatechin 3-Gallate (EGCG). These
nanoparticles (AuNPs-EGCG) showed optimal stability in physiological in vitro conditions and could be
resuspended in various solvents. The in vitro antibacterial activity of AuNPs-EGCG against both Gram-
positive and Gram-negative bacteria was evidenced through the inhibition of viable cell growth, with
MIC values that varied between 15 and 120 pg.mL? in all treated bacteria. The antibacterial effects of
the nanoformulation were the result of a direct interaction with the surfaces of treated bacteria, causing
morphological deformations that lead to lysis and cell death. In addition, in vitro cytotoxicity analyses in

murine fibroblast cells (L929) and human keratinocytes (HaCaT) showed high levels of cell viability and
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IC50 values of 267.55 e 293.04 pug.mL?, respectively after 24 hours of treatment with AuNPs-EGCG. Thus,
in its functionalized form in gold nanoparticles, EGCG had its antibacterial activity potentiated and
cytotoxicity reduced. AuNPs-EGCG show high potential for future biomedical field applications, as

antibacterial treatment against skin infections.

Key-words: Green synthesis. Gold nanoparticles. Antibacterial activity. Epigallocatequin 3-Galate.
Cytotoxicity.
1. INTRODUCTION

According to the World Health Organization (WHO), increasing antibiotic resistance has become an
urgent worldwide health concern that accounts for 35,000 deaths per year, with one death being
recorded every 15 minutes [1]. The evolution of microorganisms has allowed the development of
defense mechanisms against antibiotics [2], which is aggravated by the habit of self-medication,
misprescriptions, overuse of antibacterials in agriculture and low- quality antibiotics [3]7[4]. Therefore,
the development of new multi-target, innovative and more effective antibacterial agents is necessary in
order to overcome this threat to human health. Gold nanoparticles (AuNPs) have attracted great interest
due to their excellent antibacterial properties and low toxicity in human cells [5]. AUNPs can overcome
bacterial defense mechanisms, for they may attack several bacterial cell pathways at a time [6]. Such
properties make them ideal systems for counteracting bacterial resistance, what can be affected mainly

by physicochemical characteristics such as AuNPs’ size, shape and surface charge [7].

Although AuNPs can be manufactured using various physical and chemical methods, these involve the
use of toxic materials, complex machinery, high energy consumption, high costs and low yields [6]. Gold
nanoparticles can also be obtained from green synthesis methods, which are stable, reproducible, non-
toxic, low-cost and benign for the environment. The use of plant parts in green synthesis is much more
favorable than other biological approaches such as fungus, enzymes and bacteria [8]. In bioassays, the
biological activities of a plant can be more easily studied from isolated molecules than crude extracts,
due to adverse effects, synergism and antagonism by interaction of various molecules [9]. In this work,
epigallocatechin 3-gallate (EGCG), a molecule extracted from green tea, was used as a reducing agent

and stabilizer for AuNPs.

EGCG is the main flavonoid extracted from the leaves of Camellia sinensis [10]. Its polyhydroxyl structure
is related to some of its biological properties such as antitumor [11] [12], antioxidant [13], antibacterial
[14], antiviral [15] and anti-inflammatory [16]. However, EGCG’s biological activities can be limited by its
low in vivo bioavailability under acidic conditions [17]. That can be dealt with through the use a vehicle
that transports EGCG to the action site and prevents easy degradation within the organism [18]. EGCG

can act as an excellent stabilizing and reducing agent for gold nanoparticles. Therefore, the adsorption
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of EGCG on the surface of a gold core could improve its stability [19] and potentiate its antibacterial
effect. However, the bacterial toxicity of EGCG-linked AuNPs has not been as studied as that of those

synthesized in isolated conditions, which have been shown to damage the bacterial cell wall.

In this study, we propose to undertake the green synthesis of highly antibacterial AuNPs, reduced and
stabilized with epigallocatechin-3 gallate (AuNPs-EGCG). Our hypothesis suggests that AuUNPs-EGCG may
interact with the bacterial cell wall in a direct way, causing morphological changes, membrane rupture
and damage to intracellular structures that induce cell death. This opens up the possibility of combating
different targets in multi-drug resistant (MDR) bacteria with AuNPs, thus replacing conventional
antibiotics. We showed that these AuNPs can be easily prepared by a green synthesis method, working
as potent therapeutic agents against Gram-negative and -positive bacteria.
2. RESULTS AND DISCUSSION

2.1 AuNPs-EGCG synthesis. Synthesis was confirmed by the solution changing its color to red, which
indicates that gold was reduced to its neutral state. The effect of surface plasmon resonance (SPR) was
observed at 527 nm in the absorption spectrum. Full width at half maximum (FWHM) value of the curve
indicates that the nanoparticles have a good dispersion in solution (Fig. 1). Synthesized AuNPs-EGCG

were approximately 14.54 nm in size and predominantly spherical in shape (aspect ratio 1.1) [20].
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Figure 1. UV / visible absorption spectrum of AuNPs-EGCG synthesis.

The highly nucleophilic hydroxyl groups of EGCG are easily deprotonated in solution releasing hydrogen
atoms [21]. Alternatively, gold can be reduced due to the acquisition of an electron pair around the
oxygen of EGCG’s hydroxyl groups. The final product is a gold core coated with EGCG molecules linked

by electrostatic interactions, stabilizing the system (Fig. 2).
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Figure 2. Scheme of EGCG adsorption on the surface of the gold core.
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2.2 AuNPs-EGCG resuspension. The behavior of resuspended AuNPs-EGCG was evaluated in water, PBS,

DMSO and Mueller Hinton broth Il (cation adjusted), according to the absorption curves in the UV/vis

region and changes in shape, size and dispersion (Table 1). AuNPs-EGCG resuspended in water showed

a slight hypsochromic shift (also known as blue shift) due to the solvatochromic effect [22] (Fig. 3). This

phenomenon occurs mainly in metal complexes depending on the polarity of the solvent and changes in

the color of the solute in a solvent. These properties modify the electron density of substances [23].

Therefore, the decrease in the red color of AuNPs-EGCG, along with the polarity of the water molecule,

induces a shift to states of greater energy (shorter wavelengths). These changes manifested themselves

as slight variations in size and shape due to polydispersion and formation of small aggregates in the

solution. Usually, enthalpy changes of the system are related to a decrease in the size of the

nanoparticles [24].
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Figure 3. UV/Visible absorption spectra of AuNPs-EGCG resuspended in water.
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14000 rpm/ 10 min
6000 rpm / 20 min
8000 rpm / 20 min
10000 rpm/ 20 min
12000 rpm/ 20 min
14000 rpm/ 20 min
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Table 1. Evaluation of the parameters full width at half maximum (FWHM), A maximum and maximum absorbance

of AuUNPs-EGCG resuspended in water.

Rotation / Time FWHM A maximum Max. Abs.
Control 54,2519 527 0,4364
6000 rpm / 5 min 38,0309 521 0,0782
8000 rpm / 5 min 45,4955 522 0,1133
10000 rpm / 5 min 49,5316 524 0,1495
12000 rpm / 5 min 49,4562 524 0,1969
14000 rpm / 5 min 51,9155 522 0,2389
6000 rpm / 10 min 54,2918 522 0,2539
8000 rpm / 10 min 54,3059 523 0,3414
10000 rpm / 10 min 54,2425 523 0,3756
12000 rpm / 10 min 53,8241 525 0,3931
14000 rpm / 10 min 53,8645 523 0,3952
6000 rpm / 20 min 54,3263 522 0,2083
8000 rpm / 20 min 54,3415 523 0,3565
10000 rpm / 20 min 54,2384 523 0,3696
12000 rpm / 20 min 54,1925 525 0,3815
14000 rpm / 20 min 53,5898 525 0,3992

As a protic solvent, water has a high dielectric constant, hydrogen bonds and two electrical poles that
can interact with cationic and anionic charges present on the surface of AuNPs. These characteristics
make AuNPs-EGCG easily recovered in water due to their high solvation capacity [25]. The best results
in terms of yield and dispersion were obtained under the conditions of 14000 rpm / 20 minutes. Thus,
these conditions were selected for resuspension in the next solvents used in cytotoxicity and

antibacterial assays.
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Figure 4. UV/Visible absorption spectra of AuNPs-EGCG resuspended in DMSO, PBS buffer, Mueller Hinton agar

and Mueller-Hinton broth Il (cation adjusted).

Table 2. Evaluation of the parameters full width at half maximum FWHM, A maximum and maximum absorbance.

Solvent FWHM A maximum Max. Abs. ‘
Control 54,13288 527 0,43313
DMSO 55,38419 525 0,31985

PBS 55,23362 525 0,33615

Mueller-Hinton broth Il
53,79163 526 0,34156
(cation adjusted)

When resuspended in the other solvents, AUNPs-EGCG showed a decrease in the absorption band (Fig.
4), due to interactions with the liquid medium. Nucleophilic solvents tend to decrease the volume of NPs
by increasing the electronic charge on the surface [24]. DMSO is a polar aprotic solvent with a highly
nucleophilic oxygen and sulfur center. Also, its solvation capacity is limited to interacting only with
cations without hydrogen bonding [26]. These characteristics induce a decrease in the concentration of
AuNPs-EGCG in solution. On the other hand, the interaction of cations and anions with the surface of
the NPs can favor the volume in solution. Mueller Hinton broth Il (cation adjusted) has an adjustment of
calcium and magnesium cations, creating an electrophilic environment that stabilizes the electronic
charge around AuNPs-EGCG. This is also the case of the ion density present in PBS buffer. Both solvents

presented the highest yield values after resuspension (Table 2).

As observed in water resuspension, AUNPs-EGCG also showed a blue shift in the other solvents tested,
indicating the formation of small aggregates during centrifugation, as shown in Table 2. AuNPs-EGCG
behaved better in protic and electrophilic solvents due to charge interactions between the NPs’ surface

and the solvent.
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2.3 Analysis of AuUNPs-EGCG stability. Stability of AuUNPs-EGCG was analyzed in simulated physiological
conditions regarding salt and pH, using a flocculation parameter based on the absorption spectrum
between 600 - 800 nm [27]. AuNPs-EGCG did not show aggregation in any tested sodium chloride
concentration, as can be seen in the absorption bands respect to the control (Fig. 5A). The area under
the curve in the 600 to 800 nm range remained stable respect to the control without showing any type
of shift in the absorption band (p <0.05) (Fig. 5B). The 200 mM concentration represents the double of
the normal blood sodium concentration. Therefore, AUNPs-EGCG showed excellent stability in the

presence of a high concentration of saline solution.

AuNPs-EGCG remained stable at pH values between 1 — 9 respect to the control (p < 0.05) (Fig. 5A and
B). This is a favorable result, for at acidic pH (2 - 5.5) EGCG can suffer epimerization to its trans form [18],
which inactivates it and reduces its in vivo bioavailability. Therefore, the gold colloidal system could be
a suitable solution to overcome this problem. In basic conditions (11 - 13), AuNPs-EGCG manifested a
greater degree of flocculation, as can be seen by the increase of the area under the curve in the 600 -
800 nm range (p < 0.0001) (Fig. 5C and D). Destabilization at extremely basic pH values can be caused by
deprotonation and consequent oxidation of EGCG’ hydroxyl groups, which results in loss of stabilizing

function in AUNPs-EGCG.
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Figure 5. Flocculation degree of AuNPs-EGCG as a function of salt variation (A). Effect of salt variation on the area
under the curve between 600-800 nm (B). Flocculation degree of AuNPs-EGCG as a function of pH variation (C).
Effect of pH variation on the area under the curve between 600-800 nm. The results are represented as the mean

+ standard error of the mean (SEM) of independent experiments in triplicate. **** p <0.0001 vs. control.
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AuNPs-EGCG zeta potential was -24.3 mV, indicating that these nanoparticles have a negative charge in
solution. This also indicates that the colloid is stable in solution, for stability increases as the zeta
potential value moves away from zero, thus resulting in less aggregation [28]. The negative charge can
be explained by the presence of highly nucleophilic hydroxyl groups that are easily deprotonated in

aqueous medium.

2.4 In vitro cytotoxicity. According the Figure 6, the gold salt yielded viability percentages 280% in L929
cells at concentrations below 42.5 ug.mL. At the maximum gold concentration tested here, cytotoxicity
increased to 59.88%. In HaCaT cells, proliferation remained above 75.4% at all concentrations tested.
Gold showed less cytotoxicity in HaCaT cells than in L929. These differences in cell viability could be

related to physical-chemical differences between the cell lines tested.
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Figure 6. Cell viability after 24 hours of treatment with gold salt at concentrations of 85, 42.5, 21.25, 10.63 and
5.31 pg.mL? in murine fibroblasts (L929) and human keratinocytes (HaCaT). Cell viability was calculated as the
percentage of viable cells compared to untreated controls. The results are represented as the mean viability +
standard error of the mean (SEM) of independent experiments in triplicate. * p <0.05, *** p <0.001 and **** p

<0.0001 of L929 vs. HaCaT.

AuNPs-EGCG showed low cytotoxicity levels in L929 and HaCaT cells (Fig. 7A and B). At concentrations
over 30 pg.mL?, EGCG decreased the viability of L929 cells compared to AuNPs-EGCG. At the highest
concentration evaluated here (120 pug.mL?), EGCG was found to be extremely toxic to these cells,
presenting 93.97% cytotoxicity, while AuNPs-EGCG showed only 29.2% of cytotoxicity at that same
concentration (p < 0.0001) (Fig. 7A). The viability percentages in L929 cells varied between 71 and 82%

with the treatment of AUNPs-EGCG.
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Figure 7. Cell viability after 24 hours of treatment with EGCG and AuNPs-EGCG at concentrations of 120, 60, 30,
15 and 7.5 pg.mL? in (A) murine fibroblasts (L929) and (B) human keratinocytes (HaCaT). Cell viability was
calculated as the percentage of viable cells compared to untreated controls. The results are represented as the
mean viability + standard error of the mean (SEM) of independent experiments in triplicate. ** p <0.01 and ****

p <0.0001 of EGCG vs. AuNPs-EGCG.

AuNPs-EGCG showed greater biosafety in HaCaT cells than in L929 cells with viability percentages
between 78 and 98% (Fig. 7B). As in L929 cells, the maximum concentration of EGCG tested showed
toxic effects, affecting cell proliferation by 70.1%, however, treatment with AuNPs-EGCG showed 22%
(p <0.0001). The concentration of 7.5 ug.mL? of EGCG showed a percentage of cell proliferation by
118.85%, indicating a stimulus of the mitochondrial function of HaCaT cells at this concentration. In both
cell lines, treatment with AuNPs-EGCG was less toxic than EGCG at all concentrations tested as shown in
Figure 7 (p <0.01 and p <0.0001). The cytotoxicity of AuNPs-EGCG and EGCG in both cell lines was dose-

dependent, meaning that higher concentrations will induce greater cell damage.

According to several studies, AUNPs obtained by green synthesis increase cell survival levels in L929 [29]
and HaCaT cells, with cell proliferation levels above 88% at concentrations <100 pug.mL™ [30]. The use of
non-toxic plant materials as reducing agents can decrease cell death levels when compared to chemical

agents [31].

Generally, AuNPs toxicity is evidenced by deterioration in the cytoplasmic membrane as well as in
mitochondrial function, thus cell proliferation is reduced [32]. However, several authors have stated that
AuNPs are harmless to human cells [33], [34], [35], [36]. In terms of biocompatibility and cytotoxicity,

AuNPs stand out from the rest of metallic nanoparticles [37].
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Table 3. Maximum Inhibitory Concentration at 50% (IC50) of the gold salt (HAuCl4), EGCG and AuNPs-EGCG after

24 hours of treatment in murine fibroblasts (L929) and human keratinocytes (HaCaT).

Cells / Sample Gold salt EGCG AuNPs-EGCG
L929 117.67 47.14 267.55
HaCaT 291.35 98.91 293.04

The IC50 values for each sample after treatment in both cell lines are found in Table 5. Note that the
samples treated in HaCaT cells showed higher concentrations to inhibit 50% of the cell population

compared to L929 cells, as evidenced with the percentages of cell viability.

According to the results of the metallic salt, the process of reducing gold to “nano” scale sizes improved
its cytotoxicity in vitro, especially in L929 cells. The cytotoxicity of AuUNPs can be reduced by eliminating
the Au*® ions (gold that wasn’t reduced) present in the colloidal solution, through centrifugation [38].
Therefore, the bulk gold can manifest greater toxicity than colloid. However, others works determined
that gold has the same potential toxicity in both ionic and nanoparticles forms [39], [40], as seen in the

results of HaCaT cells, where the gold salt showed an IC50 value close to the AUNPs-EGCG.

The in vitro cytotoxicity of EGCG in both lines cells was reduced when it is functionalized on the surface
of gold compared to its original form, as evidenced by the increase in the viability percentages and IC50
values in the treatment with AuNPs-EGCG. According to one work, the functionalization of green tea
derivatives in gold colloidal systems may reduce the toxic effects of molecules on keratinocytes
compared to isolated conditions [41]. Some molecules can manifest high toxicity in their original form,

however when they are conjugated on a gold surface, their cytotoxicity tends to decrease [42].

According to ISO 10993-5: 2009, a substance is considered non-cytotoxic when the cell viability in vitro
is greater than 70%, that means that the percentage of dead cells must not exceed 30% (ISO, 2009).
Therefore, AUNPs-EGCG can be considered non-cytotoxic products in the tested cell lines, because the
percentages of cell viability were >71% for L929 cells and >78% for HaCaT cells at all tested
concentrations. An jn vivo study using a skin segment from rat hind paws, showed that 22 nm AuNPs
were more absorbed compared to larger ones (200nm). Furthermore, it was demonstrated that AuNPs
have good transdermal movement in thin skin [43]. Therefore, AUNPs-EGCG could be a safe and effective

alternative skin infection treatment.

2.5 AuNPs-EGCG antibacterial activity. The in vitro antibacterial effect of AUNPs-EGCG and EGCG was

evaluated through the analysis of bacterial growth curves and determination of the minimum inhibitory
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concentration (MIC) for each sample, as well as by the interaction between bacteria and AuNPs-EGCG

through scanning electron microscopy (SEM).
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Figure 8. Bacterial growth curves upon treatment with AUNPs-EGCG after 12, 24 and 48 hours. (A) S. aureus 25923

(B) S. aureus 10A (C) P. aeruginosa 27853 (D) P. aeruginosa 93B (E) E. coli ESBL (F) E. faecalis 6885. The results are

represented as the mean optical density + standard error of the mean (SEM) of independent experiments in

triplicate. ** p <0.01, *** p <0.001 and **** p <0.0001 vs. control.

According to the growth curves, the bacteria suffered a noticeable decrease in growth after 12 hours of

treatment with AuNPs-EGCG (p < 0.0001) (Fig. 8). However, at AUNPs-EGCG concentrations below 60

ug.mL?, treated Gram-positive bacteria were able to continue growing after 24 and 48 hours (Fig. 8A, B

and F). The antibacterial effect of AUNPs-EGCG on treated Gram-negative bacteria was maintained after

48 hours (Fig. 8B, C and D).
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Figure 9. Inhibition levels (%) upon treatment with AUNPs-EGCG after 48 hours. (A) S. aureus 25923 (B) S. aureus

10A (C) P. aeruginosa 27853 (D) P. aeruginosa 93B (E) E. coli ESBL (F) E. faecalis 6885. Bacterial inhibition was

calculated as the percentage of cells inhibited compared to untreated controls. The results are represented as the

mean inhibition + standard error of the mean (SEM) of independent experiments in triplicate.

From the optical density at 600 nm in 48 hours of treatment, percentages of inhibition were calculated

for each bacterium as shown in Figure 9. Note that all bacteria were susceptible to treatment with

AuNPs-EGCG in all concentrations tested, thus demonstrating the bacterial activity of the nanoparticles

in the six bacteria under study. S. aureus 10A, P. aeruginosa (both strains) and E. coli ESBL suffered

inhibition levels over 80% for all tested concentrations (Fig. 9B, C, D and E). On the other hand, S. aureus

25923 and E. faecalis 6885 were more resistant to treatment with AuNPs-EGCG, with inhibition levels

below 50% at 7.5, 15 and 30 pug.mL™ (Fig. 9A and F).
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Figure 10. Inhibition levels (%) upon treatment with EGCG after 48 hours. (A) S. aureus 25923 (B) S. aureus 10A (C)
P. aeruginosa 27853 (D) P. aeruginosa 93B (E) E. coli ESBL (F) E. faecalis 6885. Bacterial inhibition was calculated
as the percentage of cells inhibited compared to untreated controls. The results are represented as the mean

inhibition + standard error of the mean (SEM) of independent experiments in triplicate.

In the treatment with EGCG (Fig. 10), it was observed that most of the bacteria were less susceptible
compared to the results with AUNPs-EGCG. The clinical strain of S. aureus was the most sensitive with
percentages of inhibition between 83 - 93% in all tested concentrations as shown in Fig. 10B. This effect
may be due to the high affinity of the molecule to interact directly with the peptidoglycan layer in some
pathogens such as S. aureus [44]. On the other hand, P. aeruginosa (both strains), E. coli and E. faecalis
showed greater resistance to treatment compared to AuNPs-EGCG, mainly at concentrations of 7.5 and
15 pg. mL? where the percentages of inhibition were below 50% of the treated bacterial population as
shown in Fig. 10C, D, E and F. It is observed that the inhibitory effects of AuUNPs-EGCG and EGCG were

also dose-dependent (Fig. 9 and 10).

Minimum inhibitory concentration (MIC) is the lowest concentration of an antibacterial agent that
inhibits the growth of a microorganism after incubation [45]. MIC values can be expressed as the
concentration upon which bacteria are inhibited by 90%, based on optical density. MIC values for AUNPs-

EGCG and EGCG are shown in table 4.



121

Table 4. Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of AuNPs-EGCG and EGCG for each bacterial strain.

Bacteria AuNPs-EGCG EGCG
S. aureus 25923 120 60
S. aureus 10A 15 15
P. aeruginosa 27853 15 60
P. aeruginosa 93B 60 120
E. coli ESBL 30 120
E. faecalis 6885 120 120

MIC values of AuNPs-EGCG varied among bacterial strains. Treatment with AuNPs-EGCG was highly
effective in S. aureus 10A and P. aeruginosa 27853, with a MIC value of 15 pg.mL™. On the other hand,
only at the highest concentration tested here (120 pg.mL™), was AuNPs-EGCG capable of inhibiting 90%
of the bacterial density related to S. aureus 25923 and E. faecalis 6885. For P. aeruginosa 93B and E. coli

ESBL, we detected intermediate MIC values of 60 and 30 ug.mL?, respectively.

AuNPs-EGCG showed lower MIC values than EGCG in the treatment of P. geruginosa (both strains), E.
coli and E. faecalis. As to S. aureus 10A, the same susceptibility was observed when both samples were
employed. However, treatment with EGCG inhibited 90% of the bacterial population related to S. aureus

25923 at a lower concentration (60 pg.mL™) than AuNPs-EGCG (120 pg.mL?).

Therefore, AUNPs-EGCG were more effective than EGCG as antibacterial agents, except for S. aureus
25923. The antibacterial activity of EGCG was, therefore, increased by its being absorbed in a gold core
(AuNPs-EGCG), compared to isolated conditions. This effect is evidenced by the decrease in MIC values

of AUNPs-EGCG compared to EGCG.

MIC values of AuNPs could vary according to the reducing agent, size and type of bacteria. AuNPs with
sizes between 7-34 nm showed MIC values between 3 - 7.6 ug.mL*[46]. However, larger AuNPs (30 nm)
had a MIC value of 200 pg.mL? [47]. Other studies have confirmed that AuNPs display antibacterial
activity at 3 pg.mL? [48] and 50 pg.mL™[49]. Antibiotics such as ciprofloxacin, gentamicin, rifampicin and

vancomycin can have their MIC values decreased when conjugated to the surface of AuNPs [50].

Therefore, AuNPs can potentiate the antibacterial effects of conjugated molecules on their surface by
reducing their MIC values in some pathogens. In addition, gold nanoparticles can act as excellent delivery
systems for antibacterial agents at sites of interest [51] due to their physical-chemical characteristics

that facilitate passage through tissues.
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Figure 11. Scanning electron microscopy (SEM) of bacteria in control conditions and upon treatment

with AuNPs-EGCG. (A and B) S. aureus 10A. (C and D) E. faecalis 6885. Scale bar 1 pum.

The susceptibility of bacteria to treatment with AuNPs-EGCG may depend on their morphological
characteristics, especially on the physicochemical properties of bacterial membranes. AuNPs can easily
perforate the cell membrane of Gram-negative bacteria compared to that of Gram-positive ones [8]. The
membrane of Gram-negative bacteria is composed of a thin layer of peptidoglycan, as opposed to the
thick layer present in Gram-positive ones. This structure is an important component for the pathology
of bacteria [46]. Therefore, a thicker peptidoglycan layer can reduce the degree of AuNPs-EGCG
penetration through the cell wall and consequently decrease the antibacterial effect on Gram-positive
bacteria. In addition, teichoic and lipoteichoic acids present in Gram-positive bacteria can prevent their
interaction with AuNPs-EGCG by means of repulsive forces between the negative surface charge of

AuNPs and the negative charges of these acids [52].

Treated Gram-positive bacteria showed structural deformations as shown in Fig. 11B and D. Those could
be the result of AUNPs-EGCG being smaller (14.54 nm) than the outer surface layer of the bacterial cell
envelope, referred to as “S-layer” (roughly 25 nm). These differences in size facilitate the adhesion of

AuNPs to the cell surface of bacteria, thus inducing deformations that cause cell death [8].

Defective multicellular forms can also occur through the interaction between AuNPs and enzyme
receptors present in the bacterial membrane [53]. Autolysins are autolytic enzymes that participate in
the degradation of peptidoglycans [54]. Therefore, AUNPs-EGCG can act by inactivating the autolysin
inhibitor or by activating these enzymes. Accumulation of autolysins in the cell wall will hinder bacteria

from properly separating during growth, leading to deformations in the bacterial layer.
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The presence of “holes” in the cell wall of treated Gram-positive bacteria can be described as fissures
caused by the penetration of AUNPs-EGCG through a porous membrane (Fig. 11 B and D). The porosity

of the membrane is a result of structural deterioration caused by AuNPs [55].
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Figure 12. Scanning electron microscopy (SEM) of bacteria in control conditions and upon treatment

with AuNPs-EGCG. (A and B) P. aeruginosa 93B. (C and D) E. coli ESBL.

In Gram-negative bacteria, AUNPs penetrate the membrane through porin channels [56] by biosorption
or diffusion through the membrane bilayer matrix due to their small size, being therefore able to disturb
the integrity of the membrane. AuNPs can induce the formation of vesicles (in the form of bubbles) in
the outer membrane of P. aeruginosa, thus leading to rupture of the membrane and uncontrolled

leakage of cytoplasmic content [57] as shown in the Fig. 12B.

AuNPs can form aggregates — known as outer membrane vesicles (OMVs) —in the negative surface layer
of E. coli [58]. This phenomenon occurs due to the ability AuNPs have of binding to points of less negative
charge density or less hydrophobic points on the bacterial membrane. Through this mechanism, AuNPs
can disturb the integrity of the outer membrane of E. coli, leading to an increase in its permeability.
Thus, the bacterium can filter its cytoplasmic content into the extracellular space. The fragility of the
outer membrane can also allow AuNPs-EGCG to be transported into the bacteria, causing cell lysis [59]

as shown in Fig. 12D.

Therefore, the antibacterial mechanism of AuNPs-EGCG in Gram-positive and -negative bacteria could
be related to the interaction with the bacterial surface (cell wall or outer membrane). Also, AuNPs

generally modify the membrane potential and reduce the activities of the ATP synthase complex. Thus,
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ATP production is reduced, and, consequently, so are metabolic processes in bacteria that can lead to
cell death [46].
3. CONCLUSION

We biosynthesized AuNPs through a simple, non-toxic, environmentally friendly and low-cost green
method, using the reducing and stabilizing properties of a molecule extracted from green tea. These
AuNPs showed excellent biocompatibility in the solvents in which they were resuspended and excellent
in vitro stability against ionic stress conditions. They were found to have low in vitro cytotoxicity in
animal cells and high in vitro antibacterial activity against Gram-positive and -negative bacteria. AUNPs-
EGCG were capable of inhibiting bacterial growth at low concentrations through accumulation on the
surface of treated bacteria, causing morphological changes that induce cell death. We confirmed that
the functionalization of EGCG in AuNPs decreases its cytotoxicity, while enhancing its antibacterial
effect. These AuNPs show high potential for application as antibacterials in the biomedical field, e.g., to

treat skin lesions.

4. EXPERIMENTAL SECTION
4.1 Synthesis of AuNPs-EGCG. Epigallocatechin 3-Galate (95% HPCL) and gold salt (HAuCls) were

purchased from Sigma-Aldrich. AuNPs-EGCG were prepared by redox method with a 3:1 ratio of gold
to EGCG. A 0.17 mg.mL? EGCG solution at pH 7.2 was mixed with a 2.5x10* M gold solution for 10
minutes, at 600 rpm and 25°C [20].

4.2 AuNPs-EGCG resuspension. To study the behavior of AuNPs-EGCG, these nanoparticles were
centrifuged and resuspended in water, phosphate buffer (PBS), dimethyl sulfoxide (DMSO) and
Mueller Hinton broth Il (cation adjusted). A 1 mL aliquot of AUNPs-EGCG was centrifuged at 6,000,
8,000, 10,000, 12,000 and 14,000 rpm for 5, 10 and 20 minutes (total of 15 experiments), the
supernatant was discarded and the pellet resuspended in 1 ml of water. We used 1 ml of
nanoparticles not subjected to centrifugation as a control. The nanoparticles were homogenized and
read at 200-800 nm in a UV/Vis spectrophotometer. Centrifugation conditions for the other solvents
were established according to the results obtained with water. The parameters full width at half
maximum (FWHM), maximum lambda (A) and maximum absorbance (Max. Abs.) were evaluated
through graphics built with the software Origin Pro 8.5.0 trial version.

4.3 Flocculation degree. To analyze the stability of AUNPs-EGCG under physiological conditions, a
flocculation parameter was used to determine the level of aggregation between the particles [27].
A 1 mL aliquot of AuNPs-EGCG was centrifuged at 14,000 rpm for 20 minutes, the supernatant was
discarded and the pellet resuspended in 1 ml of different sodium chloride solutions (1, 2.5, 5, 10, 25,

50, 100 and 200 mM) and aqueous solutions at different pH values (1, 3, 5, 7, 9, 11 and 13). As a
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control, 1 ml of AUNPs-EGCG was centrifuged and resuspended in ultrapure water. The samples were
read at 200-800 nm in a UV / Vis spectrophotometer.

4.4 Zeta potential. To determine the surface charge, AuUNPs-EGCG were analyzed in duplicates on the
Microtac Zetatrac particle analyzer model MN401, using about 2 mL of the colloid.

4.5 Invitro cytotoxicity assay. To evaluate the cytotoxicity of AuUNPs-EGCG we employed the MTT assay.

This test is based on mitochondrial-dependent reduction of MTT into formazan, measuring cellular
respiration as an indicator of viability [60]. The test was performed on two cutaneous cell lines:
murine fibroblast cells (L929) and human non-tumorigenic keratinocytes (HaCaT).
929 cells (ATCC® CRL-6364™) were prepared at a concentration of 8x10* and HaCaT cells (BCRJ code:
034) at 7x10% Cell aliquots were placed in 96-well plates (150 pL cells/well) and immediately
incubated at 37°C and 5% CO; for 24 hrs. Next, 50 uL of AuNPs samples were added to the plates,
with 5 different concentrations with three biological repeats having been tested: 120, 60, 30, 15 and
7.5 pg.mL? for AuNPs-EGCG and 85, 42.5, 21.25, 10.63 and 5.31 pug.mL? for the gold solution
(HAuCI4). Positive control cells and AuNPs-EGCG blanks were also prepared in order to eliminate
color interference. Following 24 hours incubation, the supernatant from each well was removed and
100 pL of MTT (1mg.mL™?) was added. The plates were further incubated for 2 hours to allow MTT to
enter the mitochondria. Thereafter, MTT was removed from each well and 100 uL of DMSO was
added to dissolve the formazan crystals formed. Subsequently, the absorbance was measured at 595
nmina UV/Vis spectrophotometer. The mean optical density (OD, absorbance) was used to calculate
the percentage of cell viability as follows: percentage of cell viability = (Atreatment — Ablank)/ (Acontrol —
Apiank) X 100% (where, A = absorbance). The IC50 was calculated by software Microsoft Excel 2016.

4.6 AuNPs-EGCG antibacterial activity: The antibacterial effect was evaluated on the following strains:

Gram-positives Gram-negatives

Staphylococcus aureus 25923 (ATCC) Pseudomonas aeruginosa 27853 (ATCC)
Staphylococcus aureus 10A Pseudomonas aeruginosa 93B
Enterococcus faecalis 6885 Escherichia coli ESBL

Bacterial growth curves and MIC determination: The broth microdilution method was used
according to CLSI [61]. Bacteria were grown on nutrient agar for 24 hours at 37°C. Suspensions were
prepared in Mueller Hinton broth Il (cation adjusted), equivalent to a 0.5 McFarland scale (~ 1.5x108
CFU/mL), and then diluted in a 1:10 ratio of bacteria to sample [62]. Final bacterial concentration
was ~ 1.5x107 CFU/mL. Five AuNPs-EGCG and EGCG samples diluted in Mueller Hinton broth Il were

tested at the concentrations of 120, 60, 30, 15 and 7.5 pg.mL?, along with a growth control (positive
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control) and 2.5% glutaraldehyde (negative control) [63]. Suspensions were incubated in a
bacteriological oven at 37°C.
A 200 pL aliquot of each sample (~ 3x10® CFU/mL) was read on a UV/Vis spectrophotometer at 600
nm, using a 96-well microplate. Readings were performed at time zero and after 12, 24 and 48 hours
of treatment, in order to analyze bacterial growth as a function of time. Blanks for the different
concentrations of each sample were read at the same conditions.
4.7 Scanning electron microscopy: This test was performed with clinical strains and with the treatment
corresponding to the MIC value of AuNPs-EGCG for each strain, along with untreated controls.
Images were obtained using the scanning electron microscope JSM-6610LV, JEOL, USA Inc. operated

at 20kv using 10000x, 20000x and 30000x magnifications.
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