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RESUMO 

 

O Helicobacter pylori é uma bactéria que coloniza o epitélio gástrico e embora esteja frequentemente 

associado a infecções assintomáticas, pode promover o desenvolvimento de distúrbios gástricos, como 

úlcera péptica, gastrite aguda e crônica, tecido linfoide associado à mucosa (Linfoma de MALT) e 

adenocarcinomas gástricos. Encontra-se na lista de bactérias que são cada vez mais resistêntes aos 

fármacos e apresentam uma grande ameaça à saúde pública. Os perfis de resistência aos antimicrobianos 

estão relacionados à ocorrência de fatores virulência dos microrganismos, especialmente a produção de 

biofilme. A importância do H. pylori na área da saúde bem como os problemas enfrentados no 

tratamento de infecções provocadas por esse microrganismo, impulsiona a busca por novas alternativas 

terapêuticas que visam fornecer menores efeitos colaterais, custo e maior eficácia, pois ainda há uma 

falha no tratamento, devido a fatores como resistência a antibióticos, consumo de vários medicamentos 

ao mesmo tempo, período de terapia, além dos efeitos colaterais apresentados pelos antibióticos 

utilizados atualmente. A prata e seus derivados compreendem importantes propriedades antimicrobianas 

e possuem a capacidade de formar complexos, os quais atraem interesse ao fornecer novas abordagens 

medicamentosas. Assim, a incorporação em sistemas de liberação de fármacos denota-se como 

estratégia para aprimorar a atividade antimicrobiana de compostos metálicos, bem como possibilitar 

uma melhor solubilização e liberação dos mesmos. Este trabalho visou avaliar o potencial antibacteriano 

in vitro dos compostos [Ag(PhTSC∙HCl)2](NO3)∙H2O (1), [Ag(HTSC∙HCl)2](NO3)∙H2O (2), 

[Ag(PhTSC∙HCl)2](Cl)∙H2O (3) e [Ag(HTSC∙HCl)2](Cl)∙H2O (4), não incorporados e incorporados em 

nanopartícula polimérica (NP) frente ao H. pylori ATCC 43504. O composto que apresentou melhor 

atividade (não incorporado e incorporado) foi avaliado sobre a formação de biofilme e biofilme maduro 

do H. pylori e avaliados quanto ao potencial citotóxico sobre as linhagens celulares MRC-5 e J774A.1, 

potencial mutagênico e potencial tóxico em modelo alternativo in vivo de Galleria mellonella. A NP 

constituída de polímero poli (ɛ- caprolactona), de um tensoativo (poloxamer 407) e de uma fase aquosa 

(tampão fosfato pH 7,4) foi preparada por nanoprecipitação. Os ensaios de caracterização do sistema 

(dispersão de luz dinâmica, potencial zeta e microscopia eletrônica de transmissão (MET))  mostraram 

que as NPs possuem tamanhos de partículas de 155,10 nm ± 3,60 a 180,0 nm ± 1,13, índice de 

polidispersão de 0,093 ± 0,028 a 0,266 ± 0,032 e potencial zeta de -3,17 mV ± 0,359 a - 0,16 mV ± 

0,045. Foi realizado a estabilidade das formulações por 90 dias, e diante dos resultados de CIM, 

juntamente com a estabilidade, foi selecionando a nanopartícula incorporada com o composto 1 (NP1) 

como melhor amostra para seguir com os demais ensaios. As imagens de MET confirmaram a formação 

das NPs. A atividade antibacteriana foi verificada através da técnica de microdiluição. O composto 1 

exibiu uma Concentração Inibitória Mínima (CIM) de 3,90 μg/mL e após a incorporação sua ação foi 

potencializada para 0,78 μg/mL e uma Concentração Bactericida Mínima (CBM) de 7,81 μg/mL livre 

para 1,56 μg/mL na NP1.  Para o biofilme, a NP1 apresentou melhor atividade frente ao composto 1, 

tanto na formação do biofilme, quanto no biofilme maduro de H. pylori. A formação do biofilme foi 

analisada em diferentes tempos de formação (4, 24 e 36 horas) o qual foi proposto como 4 horas o tempo 

suficiente para o H. pylori formar o biofilme. Na análise de citotoxicidade, o sistema possibilitou 

melhores resultados, proporcionando um aumento de seletividade ao H. pylori de cerca de 7 vezes para 

MRC-5 e 3 vezes mais quando comparado a J774A.1, além da NP1 não apresentar citotoxicidade frente 

as linhagens celulares na mesma concentração referente ao CIM. NP1 permitiu a inibição da 

mutagenicidade apresentada pelo composto livre. No ensaio in  vivo em Galleria mellonella, o sistema 

permitiu a sobrevivência das larvas na concentração máxima preparada. Está é a primeira demonstração 

de atividade de complexos de prata em associação a nanopartícula polimérica contra H. pylori e indica 

um potencial fármaco contra H. pylori. 

 

Palavras-chave: Helicobacter pylori. Biofilme. Nanopartícula polimérica. Compostos de coordenação. 

Prata.  
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ABSTRACT 

 

Helicobacter pylori is a bacterium that colonizes gastric epithelium and although often associated with 

asymptomatic infections, it can promote the development of gastric disorders such as peptic ulcer, acute 

and chronic gastritis, mucosa-associated lymphoid tissue (MALT lymphoma) and gastric 

adenocarcinomas. It is on the list of bacteria that are increasingly resistant to drugs and pose a major 

threat to public health. Antimicrobial resistance profiles are related to the occurrence of virulence factors 

of microorganisms, especially biofilm production. The importance of H. pylori in health, as well as the 

difficulties faced in the treatment of infections caused by this microorganism, drives the search for new 

therapeutic alternatives that aim to provide lower side effects, cost and greater effectiveness, because 

there is still a failure in treatment, due to factors such as antibiotic resistance, consumption of several 

drugs at the same time, period of therapy in addition to the effects caused by the antibiotics currently 

used. Silver and its derivatives have important antimicrobial properties and have the ability to form 

complexes, which attract interest in providing new drug approaches. Thus, the incorporation in drug 

release systems is presented as a strategy to improve the antimicrobial activity of metallic compounds, 

as well as to enable a better solubilization and release of them. This work aimed to evaluate the activity 

of silver (I) coordination compounds: [Ag(PhTSC∙HCl)2](NO3)∙H2O (1), [Ag(HTSC∙HCl)2](NO3)∙H2O 

(2), [Ag(PhTSC∙HCl)2](Cl)∙H2O (3) and [Ag(HTSC∙HCl)2](Cl)∙H2O (4), unloaded and loaded into a 

polymeric nanoparticle (PN) against H. pylori ATCC 43504. The compound that showed the best 

activity (unloaded and loaded) was evaluated on the formation of mature H. pylori biofilm and biofilm 

and evaluated for cytotoxic potential on MRC- 5 and J774A.1 cell line, mutagenic potential and toxic 

potential in alternative in vivo model of Galleria mellonella. The PN composed of polymer 

(polycaprolactone), a surfactant (poloxamer 407) and an aqueous phase (phosphate buffer pH 7.4) was 

prepared by nanoprecipitation. The system characterization assays (dynamic light scattering, zeta 

potential and transmission electron microscopy (TEM)) showed that the PNs have particle sizes from 

155.10 nm ± 3.60 to 180.0 nm ± 1.13, polydispersity index from 0.093 ± 0.028 to 0.266 ± 0.032 and 

zeta potential from -3.17 mV ± 0.359 to - 0.16 mV ± 0.045. The stability of the formulations was 

performed for 90 days, and in view of the MIC resultd, together with the stability, the nanoparticle 

incoporated with compound 1 (PN1) was selected as the best sample to follow with the other tests. TEM 

images confirmed the formation of PNs. Antibacterial activity was evaluated by the microdilution 

technique. The unloaded compound 1 had a Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of 3.90 μg/mL 

and after loaded its action was potentiated to 0.78 μg/mL and a Minimum Bactericidal Concentration 

(MBC) of 7.81 μg/mL free for 1.56 μg/mL in PN1. For biofilm, PN1 showed better activity against 

compound 1, both in biofilm formation and in mature H. pylori biofilm. Biofilm formation was analyzed 

at different formation times (4, 24 and 36 hours) which was proposed as 4 h long enough for H. pylori 

to form the biofilm. In the cytotoxicity analysis, the system provided better results, providing H. pylori 

selectivity increase of about 7 times for MRC-5 and 3 times more when compared to J774A.1, in 

addition to PN1 not showing cytotoxicity against cell lines at the same concentration as MIC. PN1 

allowed the inhibition of the mutagenicity presented by the free compound. In the in vivo assay on 

Galleria mellonella, the system allowed larvae survival at the maximum concentration prepared. This 

is the first demonstration of the activity of silver complexes in association with a polymeric nanoparticle 

against H. pylori and indicates a potential drug against H. pylori. 
 
Keywords: Helicobacter pylori. Biofilm. Polymeric nanoparticle. Coordinating compounds. Silver. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Dentre os grandes temas que geram preocupação no mundo destacam-se as doenças 

infecciosas, que podem ser originadas por um microrganismo patogênico ou oportunista, tais 

como fungos, bactérias, parasitas ou vírus, os quais variam o modo de transmissão, podendo 

ser transmitida diretamente ou indiretamente de um para outro (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2013). É considerado um problema de saúde pública, provocando sintomas 

clínicos que levam a vários efeitos indesejáveis à saúde humana, levando constantemente o 

paciente a óbito (BATISTA et al., 2010). 

A morte mediante doenças infecciosas ainda é uma preocupação mundial, crescente em 

vários países, até nos mais desenvolvidos, sendo principamente devido ao número de  

microarganismos resistentes aos fármacos   (BIBI et al., 2011; DHANYALAYAM et al., 2017).  

A ocorrência de inúmeros microargnismos patogênicos, bem como seu acelerado 

desenvolvimento tem provocado um grande impacto na saúde (JONES et al., 2008). Diante da 

rápida propagação desses microrganismos, o quadro de doenças infecciosas está 

constantemente crescendo (FAUCI; MORENS, 2012).  

A resistência microbiana aos antibióticos tornou-se um problema significativo, pois 

gradativamente as bactérias adquirem a capacidade de resistência a medicamentos, tornando 

uma ameaça para a saúde pública (CUSHNIE; LAMB, 2011; CAMARGO et al., 2014). A 

capacidade genética destes microrganismos está associada ao desenvolvimento da resistência, 

através de mutações espontâneas e recombinações de genes e assim os fármacos 

antimicrobianas atuam como agentes seletivos (COSTA; SILVA JUNIOR, 2017; BERTOLLO; 

LUTKEMEYER; LEVIN, 2018). 

A combinação da resistência bacteriana com a falta no desenvolvimento de novos 

medicamentos, resulta no fracasso da antibioticoterapia, exercendo significativo impacto social 

e econômico (PARISI et al., 2017). Com potencial considerável para o tratamento de doenças 

infecciosas, vem sendo estudadas estratégias como incorporação em sistemas de entrega de 

fármacos com suporte da nanotecnologia, permitindo que a eficácia de vários princípios ativos 

seja aumentada, a inclusão de outros previamente desconsiderados devido suas propriedades 

desfavoráveis e o desenvolvimento substâncias inéditas antes que sejam lançadas ou aplicadas 

na terapia (MAINARDES et al., 2006; BONIFÁCIO et al., 2014). 

A Organização Mundial da Saúde (OMS) publicou em 2017 uma lista contendo 12 

famílias de bactérias que apresentam uma grande ameaça à saúde pública. A lista é dividida de 
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acordo com a necessidade de novos antibióticos, classificando os microrganismos em 

prioridade crítica, alta ou média. Destaca-se como uma das bactérias que são cada vez mais 

resistente aos fármacos o Helicobacter pylori, inclusa na lista como prioridade alta (OPAS, 

2017). 

O H. pylori é classificado como uma bactéria Gram-negativa que coloniza seletivamente  

o epitélio gástrico e embora esteja frequentemente associado a infecções assintomáticas pode 

promover o desenvolvimento de distúrbios gástricos, como úlcera péptica, gastrite aguda e 

crônica, tecido linfóide associado à mucosa (Linfoma de MALT) e adenocarcinomas gástricos 

(WESSLER et al., 2017;  HATHROUBI et al., 2018). 

A persistência de H. pylori no estômago humano depende de dois eventos iniciais, a 

neutralização do pH ácido do suco gástrico e sua penetração na mucosa gástrica. Uma variedade 

de genes de virulência, sua morfologia celular e estratégias para modular as respostas de si e do 

hospedeiro, são fatores que possibilitam a colonização por H. pylori na mucosa gástrica e no 

epitélio. Dentre os vários fatores de virulência, destam-se a produção de urease, citotoxina 

associada ao gene A (CagA), motilidade, citotoxina vacuolizante (VacA) e a capacidade de 

formar biofilme (BONIFÁCIO et al., 2014; KUMAR; DHIMAN, 2018). 

Considerado fatores de virulência, biofilmes são definidos como comunidades 

microbianas multicelulares que associam a seus artefatos extracelulares formando uma matriz 

polimérica orgânica a qual se aderem a um substrato ou interface. Assim, biofilmes microbianos 

são responsáveis pela fixação dos microrganismos às superfícies, colonização dos tecidos do 

hospedeiro, captura eficiente de nutrientes, e estão diretamente envolvidos na patogênese e na 

proteção contra substâncias antimicrobianas. As altas taxas de reprodução, ampla capacidade 

de adaptação e de síntese de substâncias e estruturas extracelulares, como por exemplo, o 

glicocálice, um componente que auxilia as células em um biofilme a se fixarem ao seu 

ambiente-alvo, são algumas características apresentadas pelas bactérias, as quais as tornam 

produtoras de biofilmes (DONLAN; COSTERTON, 2002; KASNOWSKI et al., 2010). 

Segundo estudos epidemiológicos, no Brasil, a predomínio da infecção pelo H. pylori é 

alta em áres urbanas e rurais, em indivíduos expostos a má qualidade de vida , apresentando 

renda baixa e recursos de saúde limitados, sendo adquirida principalmente na infância. Segundo 

estudos, o predomínio de infecção é alta durante os primeiros 2 anos, podendo atingir até 50% 

em crianças de 2 a 5 anos, 70% a 90% em crianças até 10 anos, e em adultos valores semelhantes 

a este último. Contudo, são encontradas taxas de prevalência mais baixas em indivíduos com 

nível superior, famílias com melhor status socioecônomicos, crianças que possuem pais mais 
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instruídos e aqueles que habitam cidades que possuem condições de saneamento básico 

melhores (COELHO et al., 2018). 

Classificada como infecção bacteriana crônica mais prevalente em humanos, com 

percentual acima de 50% da população mundial infectada e mais de 80% encontrada em países 

em desenvolvimento, busca-se novas terapias para controle desta bactéria, pois ainda há uma 

falha no tratamento, devido a fatores como resistência a antibióticos, consumo de vários 

medicamentos ao mesmo tempo, período de terapia, além dos efeitos colaterais apresentados 

pelos antibióticos utilizados atualmente (MOUBRI et al., 2019; SHAHBAZI; 

SHARIATPANAHI, 2019). 

Desta forma, devido o predomínio de bactéria resistentes, a pesquisa de novos compostos 

com atividade antimicrobiana e com novos mecanismos de ação é estremamente importante 

(SALINA; EKINS; MAKAROV, 2018). Adicionalmente, as dificuldades enfrentadas para 

tratar  infecções causadas por H. pylori, impulsiona a busca por novas alternativas que visam 

fornecer estratégias terapêuticas com menores efeitos colaterais, custo e maior eficácia. 

Conhecidos por apresentarem atividades antimicrobianas e com moderada citotoxicidade 

em humanos, os íons metálicos vêm demonstrando atividade contra um amplo espectro de 

microrganismos (CHEN et al., 2018). A prata é um dos metais mais antigos documentados com 

aplicações medicinais, principalmente por possuir atividade antibacteriana, além de outras 

aplicações, como por exemplo, no tratamento de queimaduras de pele, com a utilização da 

sulfadiazina de prata. Outro derivado largamente utilizado é o nitrato de prata, o qual auxilia na 

profilaxia da oftalmia neonatal em recém-nascidos e no tratamento de úlceras de pele e feridas 

pós-cirúrgicas (SHEN et al., 2017; LIANG et al., 2018).  

A prata como íon Ag(I) vem sendo muito empregada em compostos de coordenação como 

centro metálico com diferentes ligantes, os quais são ajustados para uma melhor precisão de 

liberação dos íons. Expressa atividade antiproliferativa in vitro, característica associada à baixa 

citotoxicidade da prata no corpo humano, tornando assim tais compostos candidatos atraentes 

à novos fármacos terapêuticos (ARMOSTRONG et al., 2018; SANTOS et al., 2018; 

MOVAHEDI; REZVANI; RAZMAZMA, 2019).  

A busca por novos complexos metálicos vem ganhando área com base no combate a 

resistência antimicrobiana e diversos ligantes tem sido utilizados para ajustar e melhorar a 

liberação dos íons (ARMSTRONG, et al., 2018). 

As tiossemicarbazonas constituem uma categoria de ligantes de relevância devido seus 

atributos químicos e biológicos, como por exemplo, capacidade de formar compostos de 
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coordenação, a qual atribui sua propriedade quelante. Na literatura há estudos de sua atividade 

como agentes antivirais, antitumorais, antifúngicos, antimaláricos, antibacterianos, entre outras. 

(BERALDO, 2004; TENÓRIO et al., 2005). 

Assim, com a capacidade de apresentar consideráveis vantagens para a administração de 

fármacos, tem havido um aumento na utilização de sistemas nanoestruturados de liberação de 

fármacos, os quais são capazes de melhorar a biodisponibilidade de substâncias lipofílicas e 

hidrofílicas, gerar um aumento na seletividade, como, também, uma redução da dose total 

necessária, além de diminuir os efeitos colaterais tóxicos (GRILL et al., 2009; VENUGOPAL 

et al., 2009). Dentre os sistemas de liberação criados a partir do arranjo de nanoestruturas 

encontram-se microemulsões, lipossomas, nanoemulsões, micelas, dendrímeros, 

nanopartículas lipídicas sólidas, nanopartículas poliméricas, entre outros (KHOSA; REDDI; 

SAHA, 2018; MARKWALTER et al., 2019). 

As nanopartículas poliméricas classificam-se em estruturas nanométricas compreendidas 

na escala 10 a 1000 nanômetros e proporcionam propriedades físico-químicas que as 

caracterizam como importantes sistemas de liberação, como tamanho pequeno, uma vasta área 

superficial e possibilidade de diferentes cargas superficial. Neste contexto, as nanopartículas 

poliméricas atraem interesse devido suas propriedades facilmente ajustáveis, como tamanho, 

composição e funcionalização de sua superfície (MOINARD-CHÉCOT et al., 2008; RAMOS 

et al., 2018; MARKWALTER et al., 2019). 

A relevância das infecções provocadas pelo H. pylori bem como as dificuldades no 

controle destas infecções justificam este estudo. Adicionalmente, o uso da nanotecnologia como 

ferramenta que objetiva potencializar a atividade antibacteriana de compostos de Ag (I) sugere 

uma nova estratégia no controle das infecções causadas por esse microrganismo. Neste cenário, 

com a relevância das infecções causadas pelos microrganismos tratados nesse estudo e as 

dificuldades nos seus tratamentos, bem como a exploração da prata como agente antimicrobiano 

devido sua ação de largo espectro contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, propomos 

a avaliação de novos compostos para o desenvolvimento de terapias mais eficazes contra esses 

microrganismos. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Infecções microbianas e resistência  

 

 Classificada como uma das maiores questões de saúde pública, a infecção bacteriana 

acomete milhões de pessoas todos os anos. Para combater esses microrganismos, utiliza-se os 

antibióticos, contudo, com seu uso demasiado e incorreto, esta cada vez mais difícil o 

tratamento dessas infecções. Seu uso excessivo tem levado ao aparecimento de bactérias 

resistentes, dificultando ainda mais os tratamentos (ZHOU et al., 2015; JI; SUN; QU, 2016). 

A resistência aos antibióticos possibilita um aumento da morbimortalidade,  diminui a 

eficácia terapêutica, promove a transmissão de infecções a outros indivíduos, traz risco à 

segurança do paciente, além de elevados custos para os cuidados da saúde (MONTEMAYOR; 

BOFARULL; MOCHALES, 2014). 

 Como a maior parte dos compostos antimicrobianos são obtidos naturalmente, o 

desenvolvimento de resistência é favorecido, os quais podem ser mediante mutações, síntese de 

substâncias capazes de suprimir a ação do antibiótico ou aquisão de genes de resistência 

provenientes de demais microrganismos presente no meio. Ainda sim, a pesquisa de novos 

compostos antimicrobianos são baseados nos mecanismos de ação já conhecidos. Portanto, é 

de interesse a investigação de novos compostos com mecanismos de ação inétidos, podendo ser 

a solução para a resistência aos fármacos atuais (SILVA; AQUINO, 2018). 

  

2.2. Helicobacter pylori 

 

2.2.1.  Nomenclatura e aspectos gerais 

  

Classificada inicialmente no gênero Campylobacter, com o nome de C. pyloridis, o qual 

foi posteriormente corrigido para C. pylori, apresentava evidências de que a bactéria poderia 

não pertencer ao gênero. Devido a presença de ácidos graxos incomuns a outras 

campylobactérias, diferença na estrutura, sendo que C. pylori era lisa, enquanto as outras não, 

presença de até seis flagelos embainhados, ao invés de um, característica de outras 

campylobactérias, sugeriu-se a mudança de gênero (PENNER, 1988). Assim, a bactéria foi 

inclusa em um novo gênero, denominado Helicobacter. O nome Helicobacter remete à 
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morfologia dos organismos, que são helicodais in vivo, e geralmente semelhantes a varetas 

in vitro (GOODWIN et al., 1989). 

O gênero Helicobacter, pertencente a família Helicobacteraceae, é composto por 37 

espécies gástricas e não gástricas (Helicobacterres enterohepáticos), sendo H. pylori (Figura 1) 

a principal espécie encontrada na mucosa gástrica humana (van der MEE-MARQUET et al., 

2017). 

A bactéria H. pylori identificada em 1982, por Barry Marshall e J. Robin Warren, foi 

isolada de amostras de biópsias gástricas de pessoas com gastrite crônica e úlceras. Mediante 

os postulados de Koch, Barry Marshall confirmou que H. pylori era a principal causa de 

patologias gástricas, sendo classificada como Gram negativa, espiralada em forma de S, 

possuindo de 5 a 7 flagelos, microaerófila e fastidiosa (WARREN; MARSHALL, 1983; 

BONIFÁCIO et al., 2014). Apresenta morfologia homogênea, ou seja, superfície lisa, 

extremidades arredondadas, móvel e não-esporulada. Sua forma helicoidal contribui com a 

movimentação impulsionada por seus flagelos o qual promove uma ruptura no revestimento 

protetor do estômago e associado com o processo inflamatório crônico e liberação de citocinas 

e quimiocinas, pode promover o desenvolvimento de distúrbios gástricos, como úlcera péptica, 

gastrite aguda e crônica, linfoma da mucosa gástrica associada ao tecido linfóide (MALT) e 

adenocarcinomas gástricos (PROCTOR; DEANS, 2014; WESSLER et al., 2017; SPÓSITO et 

al., 2019). 

                                             Figura 1. Helicobacter pylori. 

Fonte: Science Photo Library, 2019 

 

Embora mais de 50% da população esteja infectada, não são todos invidíduos infectados 

que desenvolvem a doença clinicamente.  A taxa de infecção varia de acordo com a área 

geográfica, condições socioeconômico, idade e etnia. A ocorrência é maior em países em 

desenvolvimento do que em países desenvolvidos, sendo que nos últimos anos ela diminuiu 

diante da melhora do saneamento básico (SUGIYAMA et al., 2019). 
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 2.2.2. Fatores de virulência 

 

Determinadas espécies de microrganismos apresentam perfis de resistência aos mais 

diversos antimicrobianos disponíveis na prática clínica, e este perfil está relatado com a 

aparecimento de fatores de virulência atribuídos a cada espécie. A característica de 

multirresistência pode ser considerada como uma das estratégias desempenhadas pelos 

microrganismos para vencer as barreiras imunológicas do hospedeiro e possibilitar a sua 

colonização (DHAR et al., 2003). 

Dentre os fatores que auxiliam no desenvolvimento de doenças gastroduodenais graves, 

encontra-se os fatores de virulência desenvolvimentos por cepas patogênicas. O H. pylori 

apresenta, como fatores de virulência, capacidade de adaptação às mudanças ambientais, 

produção de urease, citotoxina associada ao gene A (CagA), sua motilidade, citotoxina 

vacuolizante (VacA)  e capacidade de formar biofilme. 

 Esse microrganismo, através da capacidade de sofrer tranformação morfológica, 

consegue se adaptar às mudanças ambientais. Ocorrem em duas formas morfológicas, ou seja, 

espiral (viva e cultivável) e cocóide (viavél mas não cultivável), sendo a transição observada 

através de condições ambientais abaixo do ideal, como alterações de temperatura ou pH, 

aerobiose, exposição a antibióticos ou IBP, estresse ou incubação prolongada. Tal forma, 

cocóide, apresenta altos níveis de proteínas que participam da replicação do DNA e da iniciação 

da carcinogênese, sendo então, consideradas virulentas (KRZYŻEK; BIERNAT; 

GOŚCINIAK, 2018). 

A capacidade de sobreviver ao ácido clorídrico é de extrema relevância, visto que a 

mucosa gástrica é seu habitat usual. A urease, uma proteína que apresenta elevado peso 

molecular, sintetizada pela bactéria, permite que isso ocorra, pois  promove a hidrólise da uréia, 

a qual está existente em circinstâncias fisiológicas no suco gástrico, assim, conduzindo a 

formação de amônia e dióxido de carbono. A amônia funciona como um receptor de H+, 

gerando um pH neutro no meio intracelular e no entorno da bactéria, conferindo resistência à 

acidez do meio gástrico. Desse modo, a bactéria é mantida protegida dos efeitos nocivos do pH 

ácido do estômago. Ademais, a urease está relacionada com a ativação de células de defesa do 

sistema imunológico, como neutrófilos e monócitos, resultando em uma inflamação no local de 

adesão (LADEIRA; SALVADORI; RODRIGUES, 2003; BONIFÁCIO et al., 2014).  

O H. pylori permanece dentro da camada de muco que cobre o epitélio gástrico, 

mantendo-se distante das células imunes que são recrutadas em resposta à inflamação. Através 
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das ações do seu sistema de secreção tipo IV (T4SS) codificado pela ilha de patogenicidade 

cag  (cagPAI), a qual apresenta o gene cytotoxic-associated gene A (cagA), um marcador da 

presença da ilha de patogenicidade no genoma das diferentes estirpes, a bactéria induz a 

inflamação. O produto de secreção do gene cagA é a  oncoproteína cytotoxin-associated 

antigen A (CagA) a qual é transportada para o interior das células epiteliais gástricas através 

do T4SS, onde se torna fosforilada, interagindo com vias de sinalização intracelulares, 

resultando na ativação de moléculas como NF-kB, SHP2 e ERK. Como resultado da ação da 

CagA, ocorre uma desorganização morfológica das células epiteliais, afetando a polaridade e 

adesão intercelular, além da produção de citoquinas pró-inflamatórias, como a interleucina 8 

(IL-8), interleucina 1 (IL-1) e  fator de necrose tumoral alfa (TNF-α).  A CagA é polimórfica, 

o que a confere ser responsável por diferentes risco de doenças, sendo implicada fortemente na 

carcinogênese gástrica (COELHO et al., 2016; LEHOURS; FERRERO, 2019).  

Outro fator de virulência de grande importância é a citotoxina vacuolizante (VacA), 

codificada pelo gene vacuolating cytotoxin (vacA) que tem como principal ação a vacuolização 

celular por formação de poros na membrana das células epiteliais, além da despolarização da 

membrana, estimulação de apoptose, adesão intercelular e bloqueio de células T, este último 

ajuda o H. pylori a resistir à depuração imunológica, estabelecendo, assim, uma infecção 

persistente no hospedeiro. VacA exerce um papel fundamental na sobrevivência de H. pylori, 

levando um fluxo de íons e nutrientes da mucosa em direção ao lúmen do estômago, resultando 

em alterações na integridade das células do epitélio gástrico. É composta por duas subunidades 

– p33 e p55, sendo que o gene vacA é capaz de variar em três regiões: peptídeo sinal (s1 ou s2), 

região intermédia – p33 (i1 ou i2) e região média – p55 (m1 ou m2). A forma s1/i1/m1 é 

completamente ativa enquanto a forma s2/i2/m2 é inativa. Dentre as formas, a s1, tem uma 

maior chance de ulceração péptica, levando ao desenvolvimento de câncer gástrico. 

O gene VacA está presente em quase todas as cepas de H. pylori, porém, há considerável  

variação da atividade toxica existente entre as cepas (COELHO et al., 2016; CHAUHAN et al., 

2019; FOEGEDING et al., 2019). 

A forma em espiral e o flagelo do H. pylori desempenham um papel importante na 

colonização da mucosa gastrointestinal, facilitam o seu movimento e aderência ao epitélio 

gástrico, possibilitando assim a penetração na mucosa e a sobrevivência do organismo no 

estômago humano (GUIMARÂES; CORVELO; BARILE, 2008). 

O H. pylori ainda tem a capacidade de persistir como entidade infecciosa e resistir ao 

arsenal de agentes antimicrobianos. Seu artifício para sobreviver se dá pela capacidade de 
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formação de biofilmes (CELLINI et al., 2008). Segundo Carron et al. (2006) as evidências 

fotográficas demonstraram a capacidade de H. pylori formar biofilme in vivo, através de 

biópsias gástricas de pacientes positivos para H. pylori.  

 

 2.2.3. Doenças associadas ao H. pylori 

 

Após sua descoberta, em 1983, como fator etiológico da úlcera péptica, a infecção por 

H. pylori foi relacionada a outras doenças importantes do trato gastrointestinal, como gastrite 

crônica, linfoma da mucosa gástrica associada ao tecido linfóide (MALT) e carcinoma gástrico. 

Dentre as patologias relacionadas ao H. pylori, a úlcera péptica se destaca como a mais 

prevalente provocada por esse patógeno, a qual engloba tanto úlceras gástricas quanto úlceras 

duodenais. É designada por uma ruptura na mucosa e desaparecimento do tecido superficial, 

devido a uma instabilidade entre ácido clorídrico, pepsina e uso de anti-inflamatórios não 

esteroidais (AINES) considerados fatores agressivos e secreção de bicarbonato e muco e a 

produção de prostaglandinas, fatores de proteção da mucosa gástrica, levando assim a formação 

de uma inflamação local (SRIKANTA; SATHISHA; DHARMESH, 2010; BRAZ et al., 2013).  

A sintomatologia da úlcera péptica consiste principalmente na dor de estomago ardente, 

podendo ser seguido de outros sintomas, como náuseas, inchaço, saciedade precoce, plenitude 

e intolerância a alimentos gordurosos. Porém, com uma menor frequência, podem aparecer 

sintomas mais graves, como vômitos (com presença ou não de sangue), presença de fezes 

escuras, sugestivo de sangue oculto nas fezes, mudança de apetite e perda de peso 

(MALFERTHEINER; CHAN; MCCOLL, 2009).  

Considerada o tipo mais comum de úlcera péptica, as úlceras duodenais podem ser 

assintomáticas, sendo essa ausência de sintomas encontrada em úlceras induzidas pelo uso de 

AINES. Apresenta perfuração ou hemorragia digestiva como primeiro sintoma clínico da 

doença, sendo o sangramento considerado a complicação mais frequente e grave das úlceras, 

principalmente em pessoas acima de 60 anos (MALFERTHEINER; CHAN; MCCOLL, 2009).  

Fatores como fumo, ingestão de álcool, estresse, carência nutricional, uso excessivo e 

prolongado de AINES e infecção por H. pylori colaboram no surgimento de úlceras gástricas 

(THORSEN et al., 2013). A proliferação dessa bactéria no estômago desenvolve um processo 

inflamatório que prejudica a mucosa gástrica e afeta o mecanismo de defesa natural, além de 

aumentar a lesão inflamatória da mucosa através da produção de imunoglobulinas ligadas aos 

antígenos de superfícies das células epiteliais gástricas (PEEK et al., 2010).  
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Das patologias causadas pelo H. pylori, enfatiza-se o desenvolvimento do câncer do 

estômago. Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), esse patógeno é classificado 

como carcinógeno Classe I para câncer gástrico e considerado fator de risco para o surgimento 

de adenocarcinoma gástrico e linfoma da mucosa gástrica associada ao tecido linfóide (MALT) 

(SUZUKI et al., 2013; FIORENTINO et al., 2013; PROCTOR; DEANS, 2014). 

O adenocarcinoma do tipo intestinal é considerado o câncer gástrico mais 

frequentemente diagnosticado. Seu desenvolvimento consiste pela transição da mucosa normal 

para gastrite superficial crônica (gastrite não atrófica) provocada principalmente pela infecção 

pelo H. pylori. Em seguida, a gastrite evolui para gastrite atrófica, seguida de metaplasia 

intestinal e, finalmente, displasia e adenocarcinoma. A infecção por H. pylori é considerada o 

maior fator de risco para câncer gástrico, o qual é considerado a segunda principal causa de 

morte relacionada ao câncer, além de ser o quarto mais comum em todo o mundo (DIAZ et al., 

2018; HATAKEYAMA, 2019). 

O linfoma MALT é um linfoma de baixo grau extranodal, originário de linfócitos B na 

zona marginal do MALT. Relativamente raro, é responsável por 1% a 6% de todas as neoplasias 

gástricas e 20% a 40% dos linfomas extranodais. Sob condições fisiológicas, a mucosa do 

estômago não contém tecidos linfóides, contudo, a infecção crônica por H. pylori induz a 

formação de MALT na mucosa gástrica como resultado de estímulos persistentes com antígenos 

de H. pylori. A infecção por H. pylori está implicada em cerca de 90% dos linfomas MALT 

gástricos e, portanto, a erradicação do patógeno constitui o tratamento de primeira linha para o 

linfoma MALT gástrico por H. pylori (+) (ESPINOZA et al., 2018; HATAKEYAMA, 2019).   

Assim, o controle desta bactéria auxilia no tratamento e na prevenção dessas doenças 

gastroduodenais. 

 

 2.2.4. Terapias medicamentosas utilizadas para a erradicação do H. pylori 

 

Os regimes convencionais de terapia para erradiação do H. pylori são baseados em 

antibióticos como amoxicilina,  claritromicina, tetraciclina, metronidazol, bem como com 

auxilo de outros medicamentos, como inibidores da bomba de prótons (IBP) e sais de bismuto  

(OLEKHNOVICH et al., 2019). 

A terapia anti-H. pylori varia de acordo com a região analisada. Em locais onde há baixa 

resistência a claritromicina, recomenda-se a utilização da terapia tripla clássica, a qual consiste 

em uma combinação de um IBP, claritromicina e amoxicilina ou metronidazol como alternativa 
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para pacientes alérgicos a penicilinas. Em áreas com alta resistência a claritromicina, a terapia 

quadrupla é uma das alternativas. A terapia quadrupla pode ser classificada como terapia tripla 

clássica com metronidazol ou não-bismuto (IBP, amoxicilina, claritromicina e metronidazol), 

terapia quádrupla clássica ou bismuto (IBP, bismuto, metronidazol e tetraciclina) e terapia tripla 

de segunda linha com a adição de bismuto (IBP, amoxicilina, levofloxacina e bismuto) 

(CALVET, 2018; HUANG et al., 2018). 

Em áreas onde a resistência ao metronidazol não é muito significante, ainda é realizado a 

substituição da claritromicina por metronodazol. Contudo, a dupla resistência à claritromicina 

e ao metronidazol prejudica a eficácia das terapias não-bismuto.  A terapia bismuto demonstrou 

alta eficácia, apesar da resistência ao metronidazol na Europa. Assim, em regiões com alta 

resistência dupla à claritromicna e ao metronidazol, a terapia bismuto é considerada um 

tratamento de escolha (MALFERTHEINER et al., 2017). 

 Contudo, recentemente foram atualizadas diretrizes de consenso internacional e 

nacional sobre o tratamento adequado para H. pylori. Destaca-se a importância de ter acesso 

aos dados locais de resistência bacteriana para então selecionar o possível tratamento. Dentre 

as diretrizes, solicitam descontinuar a terapia tripla clássica  em regiões em que a incidência de 

resistência à claritromicina seja superior a 15% e usar um regime quádruplo, com ou sem 

bismuto, com o intuito de obter mais sucesso (SALAR, 2019). 

Existem três regras básicas que, se seguidas, otimizam o tratamento, que são: investigação 

de exposições anteriores dos pacientes a antibióticos, utilização de altas doses de IBPs e evitar 

a repetição de regimes terapêuticos que não funcionaram no passado (ZAGARI et al., 2018).  

 

2.3. Biofilme 

 

Biofilmes são definidos como uma comunidade de microrganismos que aderem a 

superfícies bióticas ou abióticas através de uma matriz extracelular polimérica (MEP) 

(polímeros, como polissacarídeos, proteínas, DNA extracelular ou ácidos nucléicos, secretados 

pelas bactérias). A matriz de biofilme que circunda as bactérias as torna tolerantes a condições 

adversas e resistentes a tratamentos antibacterianos e fortemente resistentes a fagocitose, 

dificultando sua erradicação (DONLAN, 2002; REN et al., 2018; ROY et al., 2018).  

A formação do biofilme engloba quatro principais etapas (Figura 2): chegada do 

microrganismos ao local de adesão, adesão primária, adesão irreversível, maturação e 

dispersão. Na etapa de adesão primária, as células planctônicas se aderem a uma determinada 
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superfície (biótica ou abiótica) através  de forças de van der Walls, forças gravitacionais, forças 

eletrostáticas e interações hidrofóbicas, sendo esta etapa reversível. Após o preríodo de adesão 

primária, onde é formada a primeira camada de microrganismos, a adesão de outros 

microrganismos é favorecida, ocorrendo assim a adesão irreversível, onde as células iniciam a 

produção de MEP, o qual, além de manter as células aderidas umas as outras, se comporta como 

uma membrana protetora a qual permite um ambiente interno diferenciado que possibilita 

alterações de pH, umidade, temperatura, produção de toxinas, expressão dos fatores de 

virulência e troca de plasmídeo, sendo essa aderência irreversível (através de interações dipolo-

dipolo e ligações covalentes). Na etapa de maturação, a junção do crescimento bacteriano com 

a produção de MEP gera a formação da camada de biofilme, em questão de dias.  Após a 

formação do biofilme maduro, ocorre a fase de dispersão, a qual gera o desprendimento das 

células deste biofilme já formado,  os quais podem iniciar a formação de um novo biofilme em 

superfícies adjacentes  (DONLAN, 2002; LANGER et al., 2018; RAMOS et al., 2018). 

A persistência da infecção bacteriana e o aumento da resistência a antibióticos podem 

ser atribuidos à formação de biofilmes.  As bactérias incorporadas no biofilme tornam-se 

resistentes a medicamentos devido a vários fatores que tornam a terapia antimicrobiana 

ineficaz, como a formação de MEP. Mesmo um microrganismo altamente sensível pode 

desenvolver uma resistência de 1000 vezes quando incorporado em um biofilme. A resistência 

pode ser devido a má expressão de proteínas, ao encapsulamento da matriz de MEP, fatores de 

crescimentos diminuídos, diferenças fenotípicas, ativação da bomba de efluxo e comunicação 

intercelular, assim, busca-se estratégias que podem ajudar a resolver esse problema sério 

(VENKATESAN; PERUMAL; DOBLE, 2015).  

 

Figura 2. Representação do processo de formação de um biofilme microbiano através da 

chegada dos microrganismos (1) adesão primária (2), adesão irreversível (3), maturação (4) e 

dispersão (5).  

 

 

 

 

 

                                                      

                                                       Fonte: Autora 
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2.4. Atividade antibacteriana de metais 

 

 Alguns metais cumprem funções celulares que não podem ser atendidas por moléculas 

orgânicas e, portanto, são indispensáveis para a bioquimica da vida em todos os organismos. A 

capacidade que os metais possuem de perder elétrons, formando espécies carregadas 

positivamente e se tornarem solúveis em sistemas biológicos os tornam relevantes para 

aplicações medicinais, possibilitando interações com moléculas biológicas, as quais possuem 

elétrons. Assim, há uma propensão para que essas cargas opostas dos íons metálicos e das 

moléculas biológicas interajam e se liguem (ADEYEMI; ONWUDIWE, 2018). 

 A atividade antimicrobiana dos metais pode ser aumentada quando estes são 

combinados com outros metais, antibióticos ou desinfetantes.  Por exemplo, o citrato de bismuto 

e o salicilato de bismuto são utilizados em conjunto com os antibióticos utilizados na terapia 

contra H. pylori (LEMIRE; HARRISON; TURNER, 2013).   

 Dentre os metais que apresentam atividade antimicrobiana e possuem um grande 

histórico de uso na medicina, destaca-se a prata. 

 

2.4.1. Prata (Ag) 

 

 Conhecida por apresentar a mais alta refletividade dentre todos os metais, a prata, um 

metal de transição macio e brilhante, possui muitas propriedades úteis, dentre elas a atividade 

antimicrobiana (SIM et al., 2018).  

As propriedades da prata ja vêm sendo utilizadas desde os tempos antigos, há milhares 

de anos, quando foi utilizada na preservação de alimentos e produção de água. Mesmo quando 

não eram de conhecimento sobre microrganismos, mas existia o conhecimento sobre 

contaminações microbianas. Hipócrates, o pai da medicina, prescreveu preparações de prata 

contra infecções, os romanos, mais tarde, entenderam o uso medicinal do nitrato de prata, e 

continuaram sendo utilizados no tratamento de feridas e úlceras de pele. Mais tarde, surge a 

sulfadiazina de prata, a qual é utilizada até hoje no tratamento de infecções associadas a 

queimaduras (VIMBELA et al., 2017; LEITÃO et al., 2018).  

Até o momento, existem três mecanismos de ação conhecidos da prata frente aos 

microrganismos, sendo eles: formação de poros e perfuração da parede celular bacteriana e 

reação com o componente peptidioglicano; permeação na célula bacteriana, com posterior 

inibição da respiração celular e interrupção das vias metabólicas resultando na formação de 
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espécies reativas de oxigênio e rompimento do DNA e de seu ciclo de replicação (SIM et al., 

2018; SOLIMAN; ELSILK, 2018). 

Dentre os estados de oxidação da prata, o estado de oxidação +1 ou (I) é o mais comum 

quando em combinação com algum elemento da tabela periódica. Contudo, quando se refere a 

complexos, o estado de oxidação +2 ou (II) é o mais comum, o qual proporciona geometria 

quadrado planar e são paramagnéticos. Porém, os complexos de Ag (I) são bastante utilizados, 

estes possuem geometria linear e são diamagnéticos (SOUZA et al., 2013). 

Diante do sucesso da prata com atividade antibacteriana, é considerável sua utilização 

na síntese de novos complexos metálicos, como estratégia para a produção de novos compostos 

contra bactérias resistentes (ROCHA et al., 2011).  

 

2.4.2. Tiossemicarbazona 

 

As tiossemicarbazonas constituem uma classe de ligantes de interesse devido suas 

propriedades químicas e biológicas, como por exemplo, capacidade de formar compostos de 

coordenação, a qual atribui sua propriedade quelante. Na literatura há estudos de sua atividade 

como agentes antivirais, antitumorais, antifúngicos, antimaláricos, antibacterianos, entre outras. 

Sua atividade pode ser modulada através do desenho de seus ligantes e no caso de complexos 

metálicos, na escolha do metal utilizado (BERALDO, 2004; TENÓRIO et al., 2005). Nas 

ligações coordenadas com metais, sua ligação pode ser estabelecida tanto pelo átomo de 

enxofre, quanto através do átomo de nitrogênio azometínico (C=N) formado durante a reação 

quimiosseletiva de aldeídos ou cetonas com tiossemicarbazidas. A estrutura básica das 

tiossemicarbazonas é indicada na Figura 3 (SINGH; GARG; SINGH, 1978). 

                                                            

 

 

 

 

 

      

Fonte: Lobana et al., 2009 

 

 

Figura 3. Estrutura geral da tiossemicarbazona. 
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As tiossemicarbazonas são classificadas em mono-tiossemicarbazonas e 

bis- tiossemicarbazonas, classificação a qual diferencia-as com relação aos seus diferentes 

substituintes R1, R2, R3 e R4. Também apresentam-se sob duas formas tautoméricas: tiona (=S) 

e tiol (SH) (Figura 4), a qual direciona o modo de ligação entre o ligante e o metal 

(LOBANA  et  al., 2009).  

 

                               Figura 4. Formas tautoméricas das tiossemicarbazonas  

                                                
 

Fonte: Lobana et al., 2009 

 

A química de coordenação das tiossemicarbazonas foi descoberta em meados dos anos 

1960. Suas propriedades biológicas são constantemente relatas à coordenação com íons 

metálicos, a qual pode ocorrer através das formas neutra (tiona) ou aniônica. A forma aniônica 

é gerada após a perda de íons hidrogênio N2H (tiona) ou SH (tiol) (Figura 5) (LOBANA et al., 

2009). 

 

Figura 5. Forma aniônica da tiossemicarbazona 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: adaptado de Lobana et al., 2009 
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2.4.3. Compostos de coordenação 

 

Compostos de coordenação ou complexos metálicos referem-se a um átomo ou íon 

metálico (ácido de Lewis) rodeado por um conjunto de ligantes (bases de Lewis). A ligação 

entre ácido e base de Lewis é definida como coordenada, também conhecida por ligação 

covalente dativa, sendo o átomo ou íon metálico o recebedor de elétrons, enquanto que, os 

ligantes, os átomos doadores de elétrons (MIESSLER; TARR, 2011).  

O uso de complexos metálicos na medicina ganhou impasse com o trabalho de Paul 

Ehrlich, o qual introduziu os primeiros conceitos de estrutura atividade, através do estudo de 

complexos de arsênio para o tratamento da sífilis. Contudo, foi Alfred Werner, que desenvolveu 

a teoria da ligação química nos complexos metálicos. A primeira descoberta de complexos 

metálicos com atividade biológica foi descrita por Barnett Rosemberg, em 1965, com o 

composto (cis[Pt(NH3)2Cl2]), conhecido por cisplatina. A partir daí, o interesse pela busca de 

outros complexos metálicos com atividade farmacológica cresceu (BERALDO; GAMBINO, 

2004). A complexação de moléculas ativas à íon metálicos vem sendo utilizada com a finalidade 

de potencializar a atividade antimicrobiana, no controle de infecções e a novos antibióticos 

(GRABCHEV et al., 2016). A coordenação de metais à antibióticos, por exemplo, à tetraciclina 

e as sulfas, tem apresentado uma potencialização na atividade comparada aos fármacos livres 

(ROCHA et al., 2011; APOHAN et al., 2017). 

Os compostos de coordenação despertam notáveis benefícios em sua utilização nas 

ciências da saúde em virtude da possibilidade de ajustar a atividade antimicrobiana, bem como 

outras propriedades desejáveis através da modificação do número e tipo de ligantes 

coordenados ao íon metálico (SILVER, 2003; ISAB et al., 2010; ALTAF et al., 2013; 

SULLIVAN et al., 2014). 

A interação entre os íons metálicos (cátions) e a maioria das moléculas biológicas, como 

proteínas e DNA (ânions), se dá através da atração de suas cargas opostas dentro dos sistemas 

biológicos. À vista disso, a coordenação de íons metálicos apresenta-se como uma alternativa 

na reversão da resistência aos antibióticos, como também um mecanismo para o 

desenvolvimento de novos fármacos (GRABCHEV et al., 2016). Porém, o uso de compostos 

de coordenação como fármacos implica algumas preocupações, como, por exemplo, sua baixa 

solubilidade em água (OLIVEIRA et al., 2006).  
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2.5. Sistemas nanoestruturados de liberação de fármacos 

 

 Na área da saúde, a nanotecnologia é definida através do emprego de pequenas 

estruturas, inferiores a 1000 nanômetros, que são planejadas com o intuito de apresentar 

propriedades específicas (DIMER et al., 2013). Um exemplo é o uso de sistemas 

nanoestruturados, os quais são capazes de aprimorar o desempenho biológico de vários 

princípios ativos e podem inclusive controlar sua liberação direncionando para determinados 

tecidos ou órgãos do organismo, aumentando sua seletividade. A redução da dose total 

necessária, a qual também permite uma redução dos efeitos colaterias, e o controle de liberação 

são estratégias que tem chamado a atenção das indústrias e da comunidade científica (GRILL 

et al., 2009; VENUGOPAL et al., 2009). 

A incorporação em sistemas de entrega de fármacos à base de nanotecnologia apresenta 

um potencial considerável para o tratamento de doenças infecciosas, o qual tem proporcionado 

um aumento na eficiência de diversos princípios ativos, além da inserção de outras substâncias 

ativas anteriormente descartadas devido suas propriedades indesejáveis e o aprimoramento de 

novas substâncias antes que sejam efetivamente lançadas no mercado ou utilizadas na 

terapêutica (MAINARDES et al., 2006; BONIFÁCIO et al., 2014). Têm sido desenvolvidos 

novos veículos com o objetivo não só de aumentar a seletividade e eficácia de princípios ativos, 

como, também, redução da dose total necessária, além de diminuir os efeitos colaterais tóxicos 

(GRILL et al., 2009; VENUGOPAL et al., 2009).  

Para a obtenção de formulações nanotecnológicas, a seleção dos materiais é realizada 

de conforme suas propriedades como biocompatibilidade, biodegradabilidade, capacidade para 

funcionalização de superfície, conjugação, complexação e encapsulamento  (DIMER et al., 

2013).  

Dentre os sistemas de liberação criados a partir do arranjo de nanoestruturas encontram-

se microemulsões, lipossomas, nanoemulsões, micelas, dendrímeros, nanopartículas lipídicas 

sólidas e nanopartículas poliméricas (KHOSA; REDDI; SAHA, 2018). 

 

2.5.1. Nanopartícula polimérica 

 

As nanopartículas poliméricas (NPs) representam uma área de aplicação da tecnologia de 

liberação controlada que está em uso clínico há mais de 25 anos para administração local e 

sistêmica de fármacos. Classificam-se em estruturas nanométricas compreendidas na escala 10 
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a 1000 nanômetros, proporcionam propriedades físico-químicas que as tornam importantes 

sistemas de liberação, como tamanho reduzido, grande área superficial e possibilidade de 

diferentes cargas superficial. Neste contexto, as NPs atraem interesse devido suas propriedades 

facilmente ajustáveis, como tamanho, composição e funcionalização de sua superfície 

(MOINARD-CHÉCOT et al., 2008; TROIANO et al., 2016; RAMOS et al., 2018; 

MARKWALTER et al., 2019). 

 As NPs podem ser de dois tipos, nanocápsulas e nanoesferas, as quais diferem segundo 

a composição e organização estrutural. As nanocápsulas são formadas por um invólucro 

polimérico disposto ao redor de um núcleo, o qual pode ser oleoso ou não, podendo o princípio 

ativo estar dissolvido neste núcleo e/ou adsorvido à parede polimérica. Em contrapartida, as 

nanoesferas compreende uma matriz polimérica, na qual encontra-se dispersos uniformemente 

os compostos ativos e o polímero, e não apresentam óleo em sua composição. Assim, 

considerando os mecanismos de encapsulamento, as moléculas de princípio ativo podem 

encontrar-se aprisionadas no interior, dispersas na matriz polimérica ou adsorvidas à superfície 

das nanopartículas  conforme ilustrado na Figura 6 (NAGAVARMA et al., 2012).  

 

 Figura 6. Classificação das nanopartículas poliméricas de acordo com a organização 

estrutural, classificada em nanocápsula e nanoesfera e mecanismos de encapsulamento do 

princípio ativo, por aprisionamento no interior ou adsorção na superfície na nanopartícula. 

                                                                   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                  Fonte: Autora 
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 As vantagens da aplicação de NPs como carreadores de moléculas envolvem a 

perspectiva de modulação do diâmetro e das características das NPs, as quais, por possuírem 

diâmetro pequeno, permitem a administração intravenosa, além de outras vias, como, oral, 

nasal, intraocular e tópica. Possuem alta estabilidade no corpo, longa estabilidade de 

armazenamento e maior biocompatibilidade e biodegradabilidade. Esses recursos permitem o 

desenvolvimento de sistemas de liberação de fármacos com diferentes tempos de degradação e 

liberação controlada, além de ser fácil o preparo e boa reprodutibilidade (MOHANRAJ; CHEN, 

2006; RAMOS et al., 2018). 

 Como sistemas de liberação de fármacos, apresentam interesse significativo devido a 

muitas características apresentadas pelos polímeros, como simplicidade de síntese, peso 

molecular controlável, baixo custo, responsabilidade ambiental, além de biocompatibilidade e 

biodegradabilidade. NPs devem possuir quantidade suficiente e liberar o princípio ativo na dose 

ideal. Já foi demonstrado que os conjugados polímero-droga podem melhorar o tempo de 

permanência no sangue, além de diminuir os efeitos colaterais (ALEXIS et al., 2008; SOUTO; 

SEVERINO; SANTANA, 2012; LI; THAMBI;  LEE, 2018). 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo geral 

 

Este trabalho visou avaliar o potencial anti-bacteriano, especialmente frente ao 

Helicobacter pylori de compostos de coordenação de prata (I) não incorporados e incorporados 

em sistema de liberação de fármacos. 

 

3.2. Objetivos específicos 

 

 Avaliar a atividade antibacteriana in vitro dos compostos [Ag(PhTSC∙HCl)2](NO3)∙H2O 

(1), [Ag(HTSC∙HCl)2](NO3)∙H2O (2), Ag(PhTSC∙HCl)2](Cl)∙H2O (3) e 

[Ag(HTSC∙HCl)2](Cl)∙H2O (4), [L1 (PhTSC = 2- piridinacarboxaldeído-N(4)-

feniltiossemicarbazona) e L2  (HTSC  = 2- piridinacarboxaldeído-tiossemicarbazona)] 

frente ao Helicobacter pylori ATCC 43504.  

 Avaliar a atividade antibacteriana in vitro dos compostos em modelo de bactéria Gram + 

e Gram – nas espécies de Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Escherichia coli ATCC 

25922, respectivamente; 

 Preparar a formulação (nanopartícula polimérica) pela técnica de nanoprecipitação, para 

incorporação dos compostos de coordenação de prata (I); 

 Caracterizar as nanopartículas poliméricas pela técnica de dispersão de luz dinâmica, 

potencial zeta e microscopia eletrônica de transmissão; 

 Avaliar a atividade antibacteriana in vitro dos compostos incorporados frente as bactérias; 

 Avaliar da atividade do composto mais ativo (não incorporado e incorporado) sobre a 

formação do biofilme e biofilmes maduros de H. pylori; 

 Determinar o potencial citotóxico do composto mais ativo (não incorporado e 

incorporado) sobre linhagem celular MRC-5 e J774A.1; 

 Determinar o potencial mutagênico do composto mais ativo (não incorporado e 

incoporado);  

 Determinar o potencial tóxico do composto mais ativo (não incorporado e incorporado) 

em modelo alternativo in vivo de Galleria mellonella. 
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4.  METODOLOGIA 

 

4.1. Obtenção dos compostos de coordenação de prata (I) 

 

Os compostos de coordenação de prata (I) - [Ag(PhTSC∙HCl)2](NO3)∙H2O (1), 

[Ag(HTSC∙HCl)2](NO3)∙H2O (2), [Ag(PhTSC∙HCl)2](Cl)∙H2O (3) e 

[Ag(HTSC∙HCl)2](Cl)∙H2O (4) foram sintetizados e caracterizados pela doutoranda Débora 

Eduarda Soares Silva do grupo do Prof. Dr. Adelino Vieira de Godoy Netto do Departamento 

de Química Geral e Inorgânica do Instituto de Química de Araraquara, cujo processo de síntese 

está ilustrado na Figura 7. 

Os ligantes L1 (PhTSC = 2-piridinacarboxaldeido-N(4)-feniltiossemicarbazona) e 

L2 (HTSC = 2-piridinacarboxaldeido-tiossemicarbazona) foram sintetizados sob agitação 

magnética e proteção da luz, em ± 350 rpm, à ± 65 °C, durante 4 - 6 horas.  

Para a síntese dos compostos utilizou-se acetonitrila como solvente da reação. Os 

compostos I e II foram sintetizados com o sal AgNO3 e os ligantes L1 e L2, respectivamente. 

Enquanto os compostos III e IV com o sal AgCl e L1 e L2, respectivamente. Os compostos 

foram mantidos sob agitação magnética, a ± 50 °C, ± 400 rpm durante 24 horas protegidos da 

luz. Após a síntese, os precipitados foram isolados por filtração, lavados com éter dietílico e 

seco sob vácuo. 

 

Figura 7. Processo de síntese do composto [Ag(PhTSC∙HCl)2](NO3)∙H2O como 

representativo da síntese dos compostos (1), (2), (3) e (4). 

Fonte: Autora 

 

4.2. Preparo da formulação nanoestruturada 

  

4.2.1. Nanopartículas poliméricas – NPs 
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A Figura 8 ilustra o processo de obtenção do sistema polimérico. As NPs foram obtidas 

pela técnica de nanoprecipitação descrita por Fessi et al (1989), empregando 9 mg do polímero 

poli (ε-caprolactona) (PCL) e 200 mg dos compostos de coordenação (1, 2, 3 e 4), solubilizados 

em 5 mL de acetona e levados ao banho de ultrassom, por 10 min. Foram utilizados uma solução 

de tampão fosfato pH 7,4 (PBS) (10 mL) e 15 mg de poloxamer 407 (PLX)  0,15% como fase 

aquosa. Posteriormente a dissolução dos componentes nas duas fases, a fase orgânica foi 

inserida lentamente sob a fase aquosa através de uma pipeta de Pasteur, sob agitação e a 

suspensão obtida foi mantida sob agitação a ± 400 rpm e temperatura ambiente até remoção 

total do solvente orgânico. O mesmo procedimento foi realizado sem a adição do composto, 

obtendo-se uma nanopartícula polimérica base (NPB).  

 

   Figura 8. Representação esquemática do preparo da nanopartícula polimérica incorporada. 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

Fonte: Autora 

 

 

4.2.2. Caracterização das NPs 

 

4.2.2.1. Dispersão de luz dinâmica  

   

O diâmetro e a homogeneidade das gotículas foram obtidos pela técnica de correlação 

de fótons (quase-elastic light scattering). Para isso, utilizou-se o equipamento de dispersão 

dinâmica de luz (DLS, Zetasizer Nano NS, Malvern Instruments, Malvern, UK), o qual 

determina pequenas mudanças no diâmetro médio das partículas ou pequenas variações no 

processo de manufatura. Assim, a técnica consiste na emissão de um feixe de luz sobre uma 
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dispersão coloidal, onde as partículas ou gotas permitem o espalhamento da luz em todas as 

direções, os quais são  detectados e enviados a um computador. Então é calculado o raio 

hidrodinâmico das partículas coloidais, pela equação de Stokes-Einstei (equação 1): 

 

D = KT/6πηRh     (equação 1) 

 

onde, D: coeficiente de difusão das partículas; K: constante de Boltzmann (1,3807 x 10 -23  

NmK -1 ); T: temperatura absoluta (293,15 K); π: 3,141592; η: viscosidade (1,002 x 10 -3  NM 

-2 s); Rh: raio hidrodinâmico. 

As nanopartículas poliméricas (não incoporadas e incorporadas) foram analisadas na 

célula eletroforética através do feixe de laser por toda sua extensão. As amostras foram diluídas 

(1:10) usando água Mili-Q. A temperatura do sistema foi mantida a 25 °C, o comprimento de 

onda do laser foi de 532 nm, ângulo de detecção de 173° e o índice de refração conforme o 

índice observado para cada amostra analisada. Para cada amostra, 10 determinações do 

diâmetro foram realizadas, das gotículas e do índice de polidispersão (IPD) (n=3), calculando 

a média e o desvio padrão. 

 

4.2.2.2. Potencial zeta (PZ) 

 

O PZ foi obtido através da determinação da mobilidade eletroforética das nanopartículas 

poliméricas (não incorporadas e incorporadas), pela análise da carga elétrica na superfície das 

gotículas, utilizando o Zetasizer Nano NS, Malvern Instruments, Malvern, UK. As amostras 

foram diluídas em água ultrapura (1:10) e depois, inseridas na célula eletroforética. Foram 

realizadas 3 determinações do potencial de superfície para cada amostra, calculando-se a média 

e o desvio padrão. 

 

4.2.2.3. Estabilidade 

 

A estabilidade das nanopartículas foi analisada mediante determinação do diâmetro das 

gotículas, IPD e potencial zeta a partir do tempo 0 (zero), medidas durante intervalos de 15 dias, 

totalizando 90 dias. Realizou-se 3 leituras para cada amostra, calculando-se a média e o desvio 

padrão. Diante do perfil obtido na estabilidade, foi selecionado uma amostra para seguir com 

os ensaios seguintes. 
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4.2.2.4. Microscopia eletrônica de transmissão (MET) 

 

As amostras [NPB e nanopartícula polimérica incorporada com o composto 1 (NP1)], 

diluídas em tampão PBS pH 7,4 foram colocadas na grade de cobre de 200 mesh e mantidas 

em repouso até adsorção, sendo o excesso retirado com papel de filtro. Posteriormente, foi 

inserido uma gota de uma solução a 1% (p/v) de acetato de uranila para contrastação negativa. 

Após 2 minutos, o excedente foi retirado e as amostras foram secas à temperatura ambiente. 

Utilizou-se um microscópio eletrônico de transmissão JEOL JEM-100CX2 com aceleração de 

200 kV e aumento de 200.00 vezes (ELOY et al., 2015) O experimento foi realizado no 

Laboratório Multiusuário de Microscopia Eletrônica (LMME), localizado no Departamento de 

Biologia Celular e Molecular e Bioagentes da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto. 

 

4.3. Determinação do potencial antibacteriano in vitro 

 

4.3.1. Microrganismos  

 

 Foram utilizadas cepas de Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 

25923 e Helicobacter pylori ATCC 43504. As cepas foram armazenadas em caldo Mueller 

Hinton (CMH) acrescido de 20% de glicerol (E. coli e S. aureus) e CMH + soro fetal bovino 

(SFB) a 20% acrescido de 20% de glicerol (H. pylori) a -20 ºC. Foram repicadas em Ágar 

Mueller Hinton (AMH) (E. coli e S. aureus) e Ágar Mueller Hinton acrescido a 5% de sangue 

de carneiro (AS) (H. pylori) (Figura 9). 

As cepas utilizadas nos ensaios biológicos são provenientes das bacterioteca do 

Laboratório de Fisiologia de Microrganismos, Departamento de Ciências Biológicas da 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Araraquara, UNESP. 
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                                Figura 9. Cepa de Helicobacter pylori ATCC 43504. 

  Fonte: Autora 

 

 

4.3.2. Padronização das suspensões bacterianas 

 

 A partir de uma suspensão em CMH de 24 horas de incubação a 37 °C  as bactérias 

(E. coli e S. aureus)  foram padronizadas na escala 0,5 de McFarland (~ 1,5 x 108 céls/mL) pela 

leitura em espectrofotômetro a 620 nm e em seguida realizado uma diluição 1:10 em CMH 

obtendo uma suspensão de 1,5 x 107 céls/mL. Para o H. pylori, colônias isoladas foram obtidas 

a partir de uma cultura em AS com 72 horas de incubação a 37 °C com 10% de CO2 e umidade 

e adicionadas a CMH + SFB (1:1) até adquirir turvação igual à escala 2 de McFarland (~ 6 x 

108 UFC/mL), confirmado pela absorbância em 570 nm, seguido de uma diluição 1:10 em CMH 

+ SFB (1:1), obtendo-se uma suspenção de 6 x 107 UFC/mL. 

 

 4.3.3. Determinação da concentração inibitória mínima (CIM) 

 

A CIM foi estabelecida através da técnica de diluição em microplacas, conforme a 

metodologia descrita na norma M7-A6 do Clinical and Laboratory Standards Institute (2006) 

para as bactérias aeróbicas (E. coli e S. aureus) e adaptado para as fastidiosas (H. pylori) 

seguindo suplemento M100-S16 do CLSI (2006), com modificações (SPÓSITO et al., 2019). 

Em microplacas de 96 poços, foram depositados 80 μL de CMH para E. coli, S. aureus 

e 80 μL de CMH acrescido de SFB na proporção de 1:1 para H. pylori. Logo após foram 
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inseridos 100 μL das soluções dos compostos de coordenação solubilizados em 100% de 

dimetilsulfóxido (DMSO) (solução estoque) e posteriormente diluídos em água Mili-Q (25% 

para E. coli e S. aureus e 12,5% para H. pylori) e a nanopartícula polimérica incorporada com 

os compostos. Realizou-se a diluição seriada dos compostos de 1000 a 0,97 μg/mL  para as 

bactérias E. coli e S. aureus e de 62,5 a 0,48 μg/mL para  H. pylori, e das NPs de 100 a 0,78 

μg/mL para E. coli e S. aureus e de 25 a 0,19 μg/mL para H. pylori. Posteriormente foi analisado 

a atividade de L1 e AgNO3 (500 a 3,90 μg/mL para E. coli e S. aureus e 62,5 a 0,48 μg/mL para 

H. pylori). Em seguida, 20 μL das suspensões dos microrganismos foram distribuidos em cada 

orifício das microplacas. Como controles positivos foram utilizados a amoxicilina (AMOX) (5 

μg/mL), claritromicina (CLARI) (2,50 μg/mL), tetraciclina (TETRA) (4 μg/mL) e omeprazol 

(OMP) (150 μg/mL) para H. pylori e a ampicilina (AMP) a 50 μg/mL para E. coli e a 25 μg/mL 

para a S. aureus. Juntamente foram realizados o controle de crescimento, controle do meio de 

cultura, controle dos compostos de coordenação, controle das nanopartículas incorporadas e o 

controle negativo [DMSO e nanopartícula polimérica base (NPB)]. 

As microplacas foram incubadas em estufa a 37 ºC por 24 horas para E. coli e S. aureus, 

e a 37 ºC por 72 horas (10% CO2 e umidade) para H. pylori. O ensaio foi realizado em triplicata.  

A Figura 10 demosntra o esquema utilizado das microplacas para o ensaio contra 

H. pylori. 

 

Figura 10. Configuração da microplaca para o ensaio de microdiluição frente às células  

planctônicas de H. pylori. 

   
              
   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autora 

Microplaca 2 Microplaca 1 
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Após o período de incubação, a viabilidade bacteriana foi investigada com o uso do 

revelador resazurina a 0,01%, adicionando 30 μL em cada poço da microplaca e incubando até 

2 horas a 37 °C para S. aureus e E. coli e até 3 horas a 37 °C – 10% CO2 e umidade para 

H. pylori (PÉRICO et al., 2015). 

A redução da resazurina (7-hidroxi-3H-phenoxazin-3-ona10-óxido) em resorufina se dá 

devido a relação direta com a quantidade/proliferação de organismos vivos, sendo o indicador 

mais utilizado em condições de redução em meios de cultura (O’ BRIEN et al., 2000). A Figura 

11 apresenta o mecanismo de redução da resazurina em resorufina. 

 

 

                                       Figura 11. Reação de redução da resazurina. 

Fonte: Autora 

 

4.3.4. Determinação da concentração bactericida mínima (CBM) 

 

Com um auxilio de uma haste de madeira esterilizada foi replicado cada poço da 

microplaca para uma placa de AMH para as bactérias E. coli e S. aureus e AS para H. pylori 

(Figura 12) antes da adição do revelador resazurina. As placas foram incubadas em estufa a 37 

ºC por 24 horas para E. coli e S. aureus, e a 37 ºC por 72 horas (10% CO2 e umidade) para H. 

pylori. A CBM foi determinada como a menor concentração dos compostos que não permitia o 

crescimento visível no meio sólido (DE TOLEDO et al., 2016). Os ensaios foram realizados 

em triplicata. 

 

NADH/H+ 
NAD+/H2O 

Resazurina Resorufina 
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            Figura 12. Esquema ilustrativo da placa de AS do ensaio de CBM para H. pylori. 

                                                                         Fonte: Autora 

 

 

4.4. Ensaio de inibição de biofilmes 

 

 Baseando-se nos resultados encontrados nos experimentos de determinação da CIM e 

da estabilidade das nanopartículas poliméricas, selecionou-se o composto 1 (não incorporado e 

incorporado na NP) para a determinação da atividade tanto em biofilmes formados de H. pylori 

como na capacidade em inibir sua formação. 

 

4.4.1. Inibição da formação dos biofilmes  

 

Os biofilmes foram formados segundo as considerações propostas por Pierce et al. 

(2008) com modificações. A partir de um cultivo em AS de 72 horas (37 ºC, 10% CO2 e 

umidade), o inóculo bacteriano foi preparado e padronizado na escala 4 de McFarland. Em 

placas de 96 orifícios foram depositadas pérolas de vidro (5 mm) estéreis em cada um dos poços 

para formação do biofilme. Em seguida, 200 µL da suspensão padronizada de H. pylori foi 

depositada em cada poço e posteriormente submetido à incubação nas mesmas condições de 

cultivo durante 4 horas, com o intuito de determinar a pré-adesão do biofilme. Ao final deste 

período retirou-se o conteúdo dos poços, mantendo as pérolas e 100 µL das amostras 

(concentração inicial de 20 vezes o CIM para o composto 1 e 60 vezes o CIM para a NP1), 

preparadas em 100 µL de CMH + SFB (1:1) foram depositadas em cada poço. Foram realizados 

os controles de crescimento, controles positivos (amoxicilina, claritromicina e tetraciclina) na 

concentração de 20 vezes o CIM, dos solventes (DMSO e NPB) e esterilidade (meio de cultura, 
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amostras e solventes). As microplacas foram incubadas por 24 horas a 37 °C (10% CO2 e 

umidade). 

Após o tempo de incubação, o conteúdo foi completamente removido (mantendo a 

pérola) e cuidadosamente lavado com solução salina 0.9% estéril  e 200 µL de 2,3-bis (2-

metoxi-4-nitro-5-sulfofenil) -5- [carbonilo (fenilamino)]-2H-tetrazólio-hidróxido (XTT®) foi 

adicionado e incubado por 3 horas nas mesma condições descritas anteriormente para 

determinar a viabilidade celular através do ensaio de redução do XTT tetrazólico (incolor) por 

enzimas da cadeia respiratória presentes no citoplasma para XTT formazan (alaranjado) (Figura 

13) (Xu et al., 2016). Assim, nos poços que tiveram viabilidade celular, a coloração laranja foi 

adquirida. Após o período de revelação com o XTT foram realizadas leituras 

espectrofotométricas a 490 nm, para cálculo da % de atividade metabólica.  

 

                                            Figura 13. Reação de redução do XTT. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autora 

 

 

O mesmo procedimento de pré-adesão de 4 horas foi realizado, com a renovação do 

meio em diferentes tempos (24 e 36 horas). Foram adicionadas as amostras e incubadas a 24 

horas, nas mesmas condições descritas, para a determinação da viabilidade celular em diferentes 

tempos de formação do biofilme. A Figura 14 mostra o esquema representativo do ensaio. 
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      Figura 14. Representação esquemática do ensaio inibição da formação de biofilme 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Fonte: Autora 

 

 

4.4.2. Inibição de biofilmes maduros  

 

Para a formação dos biofilmes maduros foi empregada a mesma técnica descrita no item 

4.4.1., entretanto, após o período de pré-adesão de 4 horas, retirou-se o conteúdo dos poços, 

mantendo as pérolas de vidro, 200 µL de meio de cultura foram adicionados e incubados 24 

horas. Após 24 horas, o meio de cultura foi removido e substituído por um novo meio, 

incubando por mais 24 horas (período de 24 horas). 

 Passadas as 24 horas, o conteúdo foi retirado e os poços contendo as pérolas foram 

lavados com 200 µL de solução salina 0,9% estéril, renovando o meio de cultura para mais 24 

horas de incubação (período de 48 horas). O mesmo procedimento foi repetido no período de 

72 horas. Sucessivamente a lavagem de 72 horas, adicionou-se as amostras e as microplacas 

incubadas nas mesmas condições descritas anteriormente. Posteriormente o período de contato 

das amostras com os biofilmes maduros, as mesmas foram removidas e o biofilme foi lavado 

com solução salina 0,9% estéril. Por fim, a viabilidade dos biofilmes foi analisada pela atividade 
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metabólica no ensaio de redução do XTT, descrito anteriormente (SPÓSITO et al., 2019). A 

Figura 15 mostra o esquema representativo do ensaio. 

 

          Figura 15. Representação esquemática do ensaio inibição de biofilmes maduros 

 

 

Fonte: Autora 

 

 

4.5. Determinação do potencial citotóxico  

 

Os ensaios foram realizados no Laboratório de Micobacteriologia (Departamento de 

Ciências Biológicas da Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Araraquara da Universidade 

Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho” – UNESP), com a orientação da aluna de doutorado 

Débora Leite Campos, sob supervisão do Prof. Dr. Fernando Rogério Pavan. A metodologia foi 

realizada conforme recomendado por Pavan et al. (2010). 

As linhagens celulares MRC-5 (fibroblatos pulmonares ATCC CCL-171) e J774A.1 

(macrófagos de camundongos ATCC TIB-67) foram utilizadas na determinação da 

citotoxicidade (IC50). Até o momento do uso, as linhagens foram mantidas congeladas em 

freezer a -80 ºC em tubos criogênicos (alíquota) contendo SFB (Vitrocell®) e 5% de DMSO. 
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As células foram descongeladas e posteriormente cultivadas em garrafas de cultura de 12,50 

cm2 contendo 6 mL de meio de cultura DMEM (Vitrocell®) ou RPMI (Vitrocell®), 

retrospectivamente, enriquecidos com 10% de SFB, sulfato de gentamicina (50 mg/L) e 

anfotericina B (2 mg/L), e incubadas a 37 ºC com 5% de CO2 até atingir a confluência celular. 

Logo após esse período, as células foram ressuspensas utilizando uma solução de tripsina (4 

minutos a 37 ºC com 5% de CO2) para MRC-5 e um scraper para J774 e, posteriormente, 

submetidas a centrifugação a 1.500 rpm por 5 minutos. Retirou-se o sobrenadante, 

ressuspendendo o sedimento celular com 2 mL de meio de cultura e então transferido para uma 

garrafa de 75,00 cm2 com adequação do volume de meio de cultura. Após 48 horas de aderência 

e confluência celular, o procedimento de coleta e centrifugação foi realizado e a contagem das 

células/mL foi realizada na câmara de Neubauer, sendo ajustado para 2,50 x 105 células/mL e  

1 x 106 células/mL em meio DMEM para MRC-5  e RPMI para J774, respectivamente. Dessa 

suspensão, foram colocados 100 µL em cada poço de uma microplaca de 96 orifícios e 

incubadas a 37 °C (5% de CO2) por 24 horas para permitir a aderência celular à microplaca. O 

meio foi removido e as amostras a serem testadas, previamente diluídas nas concentrações de 

200 a 0,39 µg/mL para as amostras (1, L1, AgNO3 e NP1), 50 a 0,19 µg/mL para os antibióticos 

(AMOX, CLARI, TETRA) e os controles da nanopartícula base (NPB, Tensoativo (PLX) e 

polímero (PCL) analisados em porcentagem de volume, foram adicionadas aos poços (100 µL) 

e incubadas por 24 horas. Foi determinada a citotoxicidade através da adição de 50 µL do 

revelador resazurina (0,01%) e realização da leitura após 4 horas de incubação. A leitura foi 

efetuada no leitor de microplacas Cytation (Biotek®), empregando filtros de excitação e emissão 

nos comprimentos de ondas de 530 e 590 nm respectivamente. A citotoxicidade (IC50) foi 

estabelecida como a menor concentração das amostras que permite a viabilidade de nao mais 

que 50% das células. Como controle, o IC50 do solvente utilizado para a amostra livre (DMSO) 

e incorporada (NPB), bem como seus constituintes (PLX e PCL),  também foram determinados 

em todos os ensaios realizados em triplicata. 

 

4.6. Avaliação do potencial mutagênico 

 

A mutagenicidade do composto 1 (não incorporado e incorporado) foi avaliada pela 

metodologia de pré-incubação, elaborada por Maron e Ames (1983), utilizando linhagens de 

Salmonella typhimurium TA97a, TA98, TA100 e TA102 que apresentam mutação no gene hisD 

(hisD3052) (MARON; AMES, 1983). Os experimentos foram executados com e sem ativação 
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metabólica e com cinco diferentes concentrações das amostras avaliadas (0,62 – 5 µg/placa) 

para todas as linhagens, no laboratório de Mutagênese da Universidade de Araraquara 

(UNIARA), sob coordenação da Profa Dra Flávia Aparecida Resende Nogueira. 

O inóculo bacteriano foi preparado em caldo nutriente (Oxoid nº 2) e incubado a 37 °C, 

por 14-16 horas, em shaker incubador (37 ºC – 100 rpm), para a obtenção de uma densidade de 

1-2 x109 bactérias/mL. 

Às concentrações do complexo livre e incorporado foram adicionados 0,5 mL de 0,2 M 

de tampão fosfato ou 0,5 mL de 4% de mistura S9 e 0,1 mL de cultura de bactérias, seguido de 

incubação a 37 ºC por 20 - 30 minutos.  

Nos ensaios com metabolização, foi empregada a fração microssomal S9 

homogeneizada de fígado de rato Sprague Dawley (fração pós-mitocondrial, suplementada com 

um cofator, a qual foi constituída a partir de fígado de roedores expostos a agentes indutores de 

enzimas, aroclor 1254- 500 mg/kg) obtida da MOLTOX-Molecular Toxicology, Inc. USA. É 

possível demonstrar se a substância ou amostra é mutagênica em sua conformação original ou 

precisa ser metabolizada ou ativada para se tornar mutagênica através da fração S9. O sistema 

de ativação metabólica consiste de 4% de fração S9, 1% de 0,4 M de cloreto de magnésio, 1% 

de 1,65 M de cloreto de potássio, 0,5% de 1 M de glicose-6-fosfato e 4 % de 0,1 M de b-

nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato 0,1 M, além de 50% de 0,2 M de tampão fosfato 

pH 7,4 e 39,5% de água destilada estéril.  

Após o período de incubação, foi adicionado 2 mL de ágar de superfície (top-ágar) 

contendo uma solução de L-histidina e D-biotina 0,05 mM na proporção de 10/100mL em cada 

tudo. Cada tubo foi homogeneizado plaqueado em ágar mínimo glicosado. Depois de 

solidificado o top ágar, as placas foram incubadas por 48 horas a 37 C. Transcorrido o tempo, 

contou-se manualmente o número de colônias revertentes por placa.  

 Como controle positivo foram utilizados agentes mutagênicos padrões para 

confirmação das propriedades de reversão e especificidade de cada cepa analisada. Para os 

experimentos sem a fração S9 foram utilizados 4- nitro-o-fenilenodiamina (10 µg/placa) para 

TA97a e TA98, azida sódica (1,25 µg/placa) para TA100 e mitomicina C (0,5 µg/placa) para 

TA102, enquanto nos experimentos com ativação metabólica utilizou-se 2-antramine (1,25 

µg/placa) para TA97a, TA98 e TA100 e 2-aminofluoreno (10 µg/placa), para TA102. Além do 

controle negativo (DMSO), controle espontâneo (crescimento bacteriano sem tratamento), 

controle da base (NPB), controle do Sal (AgNO3) e do ligante (L1). Os experimentos foram 

realizados em triplicata. 
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A análise estatística foi realizada através do programa Salanal (U.S.Environmental 

Protection Agency, Monitoring Systems Laboratory, Las Vegas, NV, versão 1.0, do Research 

Triangle Institute, RTP, Carolina do Norte, EUA), adotando o modelo de Bernstein et al. 

(1982). Utilizou-se a análise de variância (ANOVA), seguido de uma regressão linear para 

avaliar os dados (revertentes/placa). O índice de mutagenicidade (IM) foi deliberado para cada 

concentração testada, conforme demonstrado na seguinte fórmula (equação 2) 

 

IM = Número de revertentes/placa com o composto-teste (revertentes induzidas)    (equação 2) 

     Número de revertentes/placa com o controle (solvente) negativo 

 

Para ser mutagênica  a amostra precisar apresentar uma relação dose resposta entre as 

concentrações testadas e o número de revertentes induzidos e/ou quando o IM maior ou igual 

a dois em ao menos uma das doses testadas (MORTELMANS; ZEIGER, 2000). 

 

4.7. Avaliação do potencial tóxico agudo em Galleria mellonella 

 

O ensaio de determinação da toxicidade aguda foi realizado em colaboração com o 

Laboratório de Pesquisa em Patogenicidade e Sinalização Química Bacteriana com orientação 

da aluna de doutorado Tamara Renata Machado Ribeiro sob supervisão do Prof. Dr. Cristiano 

Gallina Moreira. O ensaio foi realizado empregando larvas da espécie Galleria mellonella de 

acordo com as considerações de Allegra et al., (2018) com modificações. O experimento foi 

composto por grupos experimentais de 10 larvas (n=10). As larvas (0,25 a 0,30 g) foram matidas 

no escuro a 27 °C. As amostras foram injetadas (10 µL) no último proleg usando uma seringa 

Hamilton Microliter ™. Após a injeção, as larvas foram mantidas no escuro à temperatura 

ambiente e analisadas em 24, 48 e 72 horas. A morte foi considerada quando não houve reação 

após estimulação física, melanização e/ou perda total de mobilidade. Para o composto 1, foram 

analisadas concentrações de 5, 10, 100, 150, 200, 250 e 300 mg/kg, seguidas de controle de 

solvente nas mesmas concentrações. Se a dose tóxica fosse superior a 300, o experimento iria 

continuar até que a concentração letal fosse estabelecida (dose máxima = 2000 mg/kg). A NP1 

foi analisada na dose máxima preparada (8 mg/kg) e na sua base (NPB). Foi realizado um 

controle do trauma (a agulha foi introduzida no proleg sem composto). Para cada grupo foram 

utilizadas 10 larvas. Todos os experimentos foram realizados pelo menos três vezes. 
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4.8. Análise Estatística  

 

 Para a análise estatística foi utilizado nos ensaios de Estabilidade, Biofilme maduro e 

Citotoxidade a análise de variância ANOVA one-way e como pós teste Dunnett. No ensaio de 

formação de biofilme, utilizou a análise de variância ANOVA one-way seguida por pós teste 

Tukey. Considerou-se p<0,05 com o software Graph Pad Prism 5. 
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5. RESULTADOS 

 

5.1 Obtenção dos compostos de coordenação de prata (I) 

 

Para a síntese dos compostos de coordenação de prata foi utilizado como ligante a 

tiossemicarbazona (TSC) sintetizada a partir do aldeído 2- piridina-carboxaldeído.                                                                    

A tiossemicarbazona utilizada nos compostos em questão é uma mono-tiossemicarbazona, 

obtida a partir de um aldeído. Diante dos dados de caracterização (não mostrados) os compostos 

estão na forma predominante tiona e devido há não formação de monocristais dos compostos e 

dos dados espectrométricos, sugere-se que a estrutura dos compostos é a representada na Figura 

16. 

 

        

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sendo assim, obteve-se 4 compostos: [Ag(PhTSC∙HCl)2](NO3)∙H2O (1), 

[Ag(HTSC∙HCl)2](NO3)∙H2O(2), [Ag(PhTSC∙HCl)2](Cl)∙H2O (3) e 

[Ag(HTSC∙HCl)2](Cl)∙H2O(4), os quais possuem, além do átomo de hidrogênio, um grupo 

heterocíclico no carbono C2. Os substituintes em N1 difererem para os compostos 1 e 3 (R= 

C6H5) dos compostos 2 e 4 (R=H). 

Figura 16. Estruturas química dos compostos de coordenação de prata (I). 



53 

Resultados 

 

 
        Bruna Almeida Furquim de Camargo 

 

Estes quatro compostos foram sintetizados e caracterizados pela doutoranda Débora 

Eduarda Soares Silva  do grupo do Prof. Dr. Adelino Vieira de Godoy Netto do Departamento 

de Química Geral e Inorgânica do Instituto de Química de Araraquara. 

 

5.2. Preparo da formulação nanoestruturada 

 

5.2.1. Nanopartículas poliméricas  – NPs 

 

As nanopartículas poliméricas (Figura 17) foram preparadas pela técnica de 

nanoprecipitação, uma técnica fácil e reprodutível, que baseia na mistura de uma fase orgânica 

(polímero e solvente) em outra fase aquosa. Com o contato das duas fases, ocorre a difusão da 

fase orgânica para a aquosa, e assim, levando cadeias poliméricas dissolvidas, as quais, sob 

condição de supersaturação, se agregam e formam as nanopartículas (GALINDO-

RODRIGUEZ et al., 2004). O tempo de preparo variou de 6 a 8 horas, variando conforme cada 

amostra, bem como a temperatura ambiente. 

Os compostos de coordenação de prata (I) 1, 2, 3 e 4 foram incorporados na 

nanopartícula polimérica originando as amostras: NP1, NP2, NP3 e NP4, respectivamente. 

 

Figura 17. Nanopartícula polimérica base (A) e nanopartículas poliméricas incorporadas 

(NP1(B), NP2 (C), NP3 (D) e NP4(E)). 

 

 

 

 

 

 
 

 

Fonte: Autora 
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5.2.2. Caracterização das NPs 

 

A Tabela 1 apresenta os valores das médias e desvio padrão dos tamanhos das partículas, 

índice de Polidispersão (IPD) e Potencial Zeta (PZ) da NPB e das NPs incorporadas. 

 

Tabela 1. Média e desvio-padrão dos diâmetros das partículas, IPD e Potencial Zeta da 

nanopartícula base (NPB) e das nanopartículas incorporadas (NP1, NP2, NP3 e NP4). 
 

nm= nanômetro; mV: milivolts 

 

5.2.2.1. Dispersão de luz dinâmica 

 

Conforme demonstrado na Tabela 1, o diâmetro das partículas da NPB foi 155,10 nm 

com um desvio padrão de ± 3,60 e após a incorporação dos compostos, houve uma pequena 

variação nos tamanhos, indicando que provavelmente ocorreu a incorporação dos mesmos nas 

nanopartículas. Os valores alcançados estão dentro da faixa de referência relatada na literatura, 

entre 10 e 1000 nm (MOINARD-CHÉCOT et al., 2008).  

O IPD, um parâmetro empregado para associação da distribuição de tamanho das 

partículas, apresentou valores inferiores à 0,3, o qual indica a presença de populações 

monodispersas de partículas, evidenciando assim que as amostras apresentaram certa 

homogeneidade. Ainda é possível afirmar que as NP1 e NP4 são mais homogêneas comparadas 

as demais, devido seus valores de IPD menores (MARCANO et al., 2018). 

 

5.2.2.2. Potencial Zeta (PZ) 

 

Os valores de PZ obtidos das NPs pela observação da mobilidade eletroforética das 

gotículas submetidas a um campo elétrico é apresentado na Tabela 1. O potencial zeta é um 

parâmetro que depende dos constituintes do sistema, podendo ser influenciado pelas mudanças 

na área da partícula com o meio dispersante, em função da adsorção de espécies iônicas 

Amostras Tamanho das partículas (nm) IPD PZ (mV) 

NPB 

NP1 

NP2 

NP3 

NP4 

155,10 ± 3,60 

161,90 ± 1,80 

180,00 ± 1,13 

174,80 ± 1,10 

169,10 ± 2,47 

0,093 ± 0,028 

0,132 ± 0,019 

0,244 ± 0,055 

0,266 ± 0,032 

0,192 ± 0,037 

- 2,83 ± 0,414 

- 0,16 ± 0,045 

- 1,26 ± 0,162 

- 1,57 ± 0,321 

- 3,17 ± 0,359 
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presentes no meio ou da dissociação de grupos funcionais na superfície da partícula 

(SCHAFFAZICK et al, 2003).  

As  NPs apresentaram um potencial zeta entre – 3,17 mV e – 0,16 mV, sendo que a 

carga negativa presente no sistema pode ser devido a presença de grupos carboxilas terminais 

ionizáveis do polímero (PCL) (MARCANO et al., 2018). 

 

5.2.2.3. Estabilidade 

 

Realizou-se as análises de tamanho de partículas, IPD e PZ das NPs em intervalos de 

quinze dias a partir do dia de preparo, totalizando 90 dias, a fim de estabelecer a estabilidade 

das formulações. As NPs foram armazenadas a ± 5 °C  e protegidas da luz, sendo que a análise 

foi realizada com as amostras na temperatura ambiente. A Figura 18 apresenta os dados obtidos, 

os quais, em conjunto com a CIM apresentadas pelas NPs, possibilitou a escolha da NP 

incorporada para realização da MET e dos ensaios biológicos. 
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Figura 18. Análise do tamanho de partícula (A), IPD (B) e Zeta (C) da nanopartícula polimérica 

base (NPB) e das nanopartículas poliméricas incorporadas (NP1, NP2, NP3 e NP4), analisadas 

a cada 15 dias, durante 90 dias.             

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os valores são apresentados como média e desvio-padrão.  

(*) p < 0,05 avaliado pela análise de variância ANOVA one-way seguida por pós teste 

Dunnett, sendo (*) fracamente, (**) moderadamente e (***) fortemente significativo. 

Fonte: Autora 
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Na análise da estabilidade da NPB, não foi verificada diferença estatística nas leituras 

entre o dia 0 e 90 no tamanho das partículas (p > 0,05) e PDI (p > 0,05), enquanto para a 

comparação do PZ, a leitura do dia 75 apresentou uma pequena diferença estatística comparada 

com o dia 0 (p < 0,05).  

 No tamanho da NP1 foi verificada diferença estatística pequena apenas no último dia de 

leitura, enquanto o PDI apresentou uma diferença estatística significativa na leitura do dia 30 e 

uma diferença menor no dia 90, comparadas com o dia 0, porém, tais valores encontram dentro 

do valor preconizado, inferior a 0,3 (MARCANO et al., 2018). As leituras dos dias 15, 45, 60 

e 75 não apresentaram diferença estatística quando comparados com o dia 0. Os valores de PZ 

da NP1 demonstraram que houve diferença no dia 15 com o dia 0 e diferença significativa nos 

dias 75 e 90 comparados com o dia 0, porém não houve diferenças nas leituras dos dias 30,45 

e 60.  

 Na análise estatística da NP2, foi verificada diferença estatística do tamanho nos dias 

15, 45 e 60, enquanto os dias 30, 75 e 90 não apresentaram diferença, comparados com o dia 0. 

Os valores de PDI da NP2 não apresentaram diferença estatística dentre todos os dias de 

leituras. Todos os dias apresentaram diferença estatística na análise do PZ, sendo os dias 15, 

30, 75 e 90 mais significativa a diferença que nos dias 45 e 60, comparados com o dia 0. 

 Para a NP3, a diferença estatística no tamanho foi apresentada a partir do dia 45 até o 

dia 90, visto que as duas primeiras leituras não apresentaram diferenças, comparados com o dia 

0. Na análise do PDI, a leitura do dia 15 não apresentou diferença estatística comparado com o 

dia 0, ao passo que as demais leituras (30, 45, 60, 75 e 90), apresentaram diferenças 

significativas. Os valores de PZ demontram uma variação de significância na análise estatística 

entre todos os dias de análise comparados com o dia 0.  

 Na análise da NP4, foi demonstrado que houve uma pequena diferença estatística no 

tamanho das partículas nos dias 15, 30, 60, 75 e 90 comparados com o dia 0. A leitura do dia 

45 não apresentou diferença estatítica. Para os valores de PDI, a diferença também foi pequena, 

sendo apresentadas apenas nos dias 15, 75 e 90 (os dias 30, 45 e 60 não apresentaram diferença 

estatísticas) comparados com o dia 0. Enquanto para o PZ, as diferenças estatísticas 

apresentadas foram significativas, porém apresentadas apenas nos dias 15, 45, 60 e 75, visto 

que os dias 30 e 90 não apresentaram diferenças estatísticas, comparados com o dia 0.  

Todas as amostras mantiveram os valores de tamanho de partícula dentro do 

preconizado, entre 100 e 300 nm, durante os 90 dias de análise (SCHAFFAZICK et al., 2002).  
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Diante dos valores de IPD, pode-se constatar que as amostras NP3 e NP4, apresentaram 

um aumento em seus valores, ultrapassando 0,3 (MARCANO et al., 2018), indicando a não 

homogeneidade do sistema a partir do dia 30 e 15, respectivamente. 

Segundo os valores adquiridos da estabilidade do PZ, pode-se observar que, seguido da 

NPB,  que apresentou menor difereça estatística entre os dias de leituras, a NP1 apresenta uma 

menor diferença estatistica comparada com as demais amostras. 

A partir dos resultados obtidos da estabilidade das nanopartículas foi possível proceder 

com a escolha de uma amostra incorporada, a qual, juntamente com os valores de CIM, 

apresentasse o melhor conjunto de resultados. Foi selecionada a NP1 devido aos valores de 

tamanho de partícula e IPD estarem mais proximos a base (NPB) e diante dos resultados 

adquiridos de CIM para H. pylori, realizado paralelamente. Assim, pode-se eliminar a NP3 e 

NP4, com base nos valores de IPD coletados durante as análises, indicando uma possível 

instabilidade do sistema. A NP2 apresentou resultados favoráveis para todas as análises, porém, 

quando comparado a CIM, o valor obtido foi superior a CIM da NP1. Sendo assim, a NP1 foi 

escolhida dentre as demais incorporadas para os testes futuros por apresentar valor de CIM 

baixo, além de apresentar uma melhor estabilidade durante os 90 dias analisados, a qual é 

favorável pensando-se que para H. pylori, o tratamento é longo.  

    

5.2.2.4. Microscopia eletrônica de transmissão (MET) 

 

A Figura 19 apresenta as fotomicrografias obtidas por MET da NPB e da NP1. As 

imagens estão sob aumento de 200.00 X. 

 

Figura 19. Fotomicrografias obtidas por MET da NPB(A) e NP1(B) sob aumento de 200.00x. 

 

 

 

 

 

 

 

(B) 

Fonte: Autora 

(A) (B) 
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As fotomicrografias apresentadas acima mostram partículas bem definidas com forma 

esférica e os diâmetros observados são condizentes com os padrões estabelecidos e com os 

dados obtidos na análise de espalhamento de luz, confirmando a formação das nanopartículas 

poliméricas. 

 

5.3. Determinação do potencial antibacteriano in vitro 

 

5.3.1. Determinação da concentração inibitória mínima (CIM) 

 

A avaliação do potencial antibacteriano das amostras foi realizado pelo método de 

microdiluição. A Tabela 2 apresenta os valores de CIM dos compostos de coordenação de prata 

(I) não incorporados e incorporados no sistema de liberação de fármacos contra as cepas de 

S. aureus, E. coli e H. pylori. 

 

Tabela 2. Concentração Inibitória Mínima dos compostos (μg/mL) (1, 2, 3 e 4), incorporados 

(μg/mL) (NP1, NP2, NP3 e NP4) e DMSO (%) sobre as cepas de S. aureus, E. coli e H. pylori. 
    

Amostra 

CIM  

S. aureus E. coli H. pylori 

L1 

AgNO3 

1 

125 

<3,90 

15,62 

250 

<3,90 

SI 

0,24 

7,81 

3,90 

2 15,62 7,81 7,81 

3 31,25 250 3,90 

4 

NP1 

NP2 

NP3 

NP4 

NPB 

15,62 

6,25 

6,25 

1,56 

3,12 

SI 

3,90 

>100 

>100 

>100 

12,5 

SI 

7,81 

0,78 

12,5 

0,39 

6,25 

SI 

DMSO 

AMP 

AMOX 

CLARI 

TETRA 

OMP 

25 

0,15 

- 

- 

- 

- 

25 

6,25 

- 

- 

- 

- 

                         SI 

- 

0,078 

0,019 

0,5 

1,17 
CIM: concentração inibitória mínima; AMP: ampicilina; AMOX: amoxicilina; CLARI: claritromicina; 

TETRA: tetraciclina; OMP: omeprazol; SI: sem inibição; - : não aplicável. 

 

 Os resultados obtidos possibilitam concluir que os quatros compostos não incorporados 

(1, 2, 3 e 4) apresentaram atividade antibacteriana contra todas as cepas testadas, com exceção 

do composto 1 frente a E. coli,  além dos compostos apresentarem uma maior seletetividade 
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frente ao H. pylori. Nota-se  que  L1 apresenta valor de CIM inferior aos compostos, porém a 

sua utilização livre não é viável devido sua insolubilidade (apenas soluvel em 100% DMSO). 

Com o intuito de melhorar sua solubilidade, incorporou-se os compostos de coordenação em 

uma nanopartícula polimérica. Para o S. aureus, a incorporação no sistema potencializou a ação 

antibacriana. Os compostos 1 e 2 apresentaram CIM de 15,62 μg/mL e quando incorporados 

apresentaram uma CIM de 6,25 μg/mL, uma potencializacão em aproximadamente 3 vezes. Já 

o composto 3, que apresentou uma CIM de 31,25 μg/mL, obteve uma potencialização de 20 

vezes após a incorporação, resultando em uma CIM de 1,56 μg/mL. Valor promissor também 

foi encontrado para o composto 4, que de uma CIM de 15,62 μg/mL foi para 3,12 μg/mL, 

potencializando em 5 vezes sua ação. Em relação ao H. pylori, os compostos 1 e 3 chamam a 

atenção, com uma potencialização na ação de 5 e 10 vezes respectivamente, enquando o 

composto 1 melhorou sua ação de 3,90 μg/mL  para 0,78 μg/mL, o composto 3, com mesma 

ação, após incorporado, obeteve uma CIM de 0,39 μg/mL. O composto 4 teve uma pequena 

melhora em sua ação após a incorporação, porém não muito significante, e apenas o composto 

2 apresentou uma CIM mais alta comparada ao composto livre, indicando um possível 

aprisionamento da amostra no sistema, ou mesmo uma possível liberação mais lenta do mesmo. 

Para E. coli, os compostos 1, 2 e 3 quando incorporados não apresentaram atividade na 

concentração testada, enquando apenas o composto 4 apresentou atividade após incoporado, 

porém, inferior ao composto livre. Adicionalmente verificou-se que a base do sistema (NPB) 

não possui atividade antibacteriana, o que comprova que a utilização deste sistema foi eficaz 

em potencializar a atividade biológica dos compostos. 

 

5.3.2. Determinação da concentração bactericida mínima (CBM) 

 

A Tabela 3 apresenta os valores de CBM dos compostos de coordenação de prata (I) 

não incorporados e incorporados no sistema de liberação de fármacos contra as cepas de 

S. aureus, E. coli e H. pylori. 
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Tabela 3. Concentração Bactericida Mínima dos compostos (μg/mL)  (1, 2, 3 e 4), incorporados 

(μg/mL) (NP1, NP2, NP3 e NP4) e DMSO (%) sobre as cepas de S. aureus, E. coli e H. pylori. 
 

Amostras 
CBM (μg/mL) 

S. aureus E. coli H. pylori 

L1 

AgNO3 

1 

≥500 

≥500 

1000 

≥500 

≥500 

1000 

0,97 

≥7,81 

7,81 

2 62,5 7,81 15,62 

3 1000 500 7,81 

4 

NP1 

NP2 

NP3 

NP4 

NPB 

62,5 

>100 

100 

50 

50 

SI 

31,25 

>100 

>100 

>100 

100 

SI 

15,62 

1,56 

12,5 

0,78 

12,5 

SI 

DMSO  

Ampicilina 

Amoxicilina 

Claritromicina 

Tetraciclina 

Omeprazol 

SI 

0,15 

- 

- 

- 

SI 

12,5 

- 

- 

SI 

- 

0,078 

0,62 

≥2 

≥75 
CBM= concentração inibitória mínima; AMP: ampicilina; AMOX: amoxicilina; CLARI: claritromicina; 

TETRA: tetraciclina; OMP: omeprazol; SI= sem inibição; - = não aplicável 

  

Conforme apresentado na Tabela 3, as amostras demonstraram perfil bacteriostático 

frente as cepas testadas, pelo fato da CBM ser inferior ao CIM, com excessão do composto 2 

que foi bactericida na concentração de 7,81 μg/mL frente a E. coli, e da NP2 na concentração 

de 12,50 μg/mL frente ao H. pylori. 

 

5.4. Ensaio de inibição de biofilmes 

 

 Para os ensaios de inibição de biofilmes, tanto na formação quanto no biofilme maduro, 

os dados são apresentados em porcentagem de atividade metabólica pelo método de redução do 

XTT. Os tratamentos empregados estão expressos em concentrações elevadas multiplicadas 

pelo valor de CIM obtido nos ensaios com células planctônicas de H. pylori. 

 

5.4.1. Inibição da formação dos biofilmes 

 

 As Figuras 20 e 21 apresentam os resultados obtidos para as amostras contra biofilmes 

pré-formados de H. pylori, analisando diferentes tempos de formação (4, 24 e 36 horas). 
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Figura 20. Atividade metabólica de biofilmes pré-formados por H. pylori, após o tratamento 

com o composto 1 (A) e NP1 (B), analisados nos tempos de 4, 24 e 36 horas de formação.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os valores são apresentados como média e desvio-padrão. A1: composto de coordenação de prata 1; NP1: 

nanopartícula polimérica incorporada com A1. CC: controle de crescimento. 

(*) p < 0,05 avaliado pela análise de variância ANOVA one-way seguida por pós teste Tukey, onde (*) diferença 

comparado ao CC, (a) diferença entre 4h e 36h e (b) diferença entre 4 e 24 horas. 

Fonte: Autora 
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Figura 21. Atividade metabólica de biofilmes pré-formados de H. pylori, após o tratamento 

com AMOX (A), CLARI (B) e TETRA (C), analisados nos tempos de 4, 24 e 36 horas de 

formação. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os valores são apresentados como média e desvio-padrão. AMOX: amoxicilina; CLARI: claritromicina; TETRA: 

tetraciclina. CC: controle de crescimento. 

(*) p < 0,05 avaliado pela análise de variância ANOVA one-way seguida por pós teste Tukey, onde (*) diferença 

comparado ao CC, (a) diferença entre 4h e 36h e (b) diferença entre 4h e 24h. 

Fonte: Autora 

 

 

 Conforme apresentado nas Figuras 20 e 21, foi demonstrado que as amostras foram 
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85% na máxima concentração analisada (23,40 μg/mL) nos três tempos analisados, comparado 

com o composto 1 que possibilitou uma inibição de aproximadamente 16% no tempo de 4 horas 

e 30% nos tempos de 24 e 36 horas com quase o dobro da concentração (39 μg/mL). Ademais, 

NP1 apresentou um perfil de atividade semelhante diante dos diferentes tempos de formação 

analisados, não apresentando diferenças estatísticas. Quando comparados os tempos de 

formação do biofilme, o tempo de formação de 4 horas não difere muito quando comparado a 

24 horas, apresentando diferença estatística em poucas concentrações analisadas, contudo, 

quando comparado com o tempo de 36 horas,  apresentam uma maior diferença estatística. 

Sendo assim, foi definido o tempo de 4 horas suficiente para formação do biofilme de H. pylori. 

 

5.4.2. Inibição de biofilmes maduros 

 

A Figura 22 apresenta  os resultados obtidos para as amostras frente a biofilmes maduros 

de H. pylori. 

 

                  Figura 22.  Atividade metabólica de biofilmes maduros de H. pylori 

 

 

 

Os valores são apresentados como média e desvio-padrão. A: Composto 1; B: Nanopartícula polimérica incorporada com 

composto 1; C: Amoxicilina; D: Claritromicina; E: Tetraciclina.  

(*) p < 0,05 avaliado pela análise de variância ANOVA one- way seguida por pós teste Dunnett, sendo (*) fracamente, (**) 

moderadamente e (***) fortemente significativo.  

Fonte: Autora 
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Todos os resultados demonstraram que os tratamentos foram eficazes contra biofilme 

maduro de H. pylori. Observa-se ainda, que o composto 1 quando incorporado (NP1) 

apresentou uma potencialização na ação, o qual permitiu uma inibição de aproximadamente 

40% em sua menor concentração (0,182 μg/mL) comparado com o composto livre que inibiu 

apenas 3% em sua menor concentração (0,304 μg/mL). O sistema pode ser qualificado como 

promissor em potencializar a atividade anti-biofilme, bem como nos ensaios com células 

planctônicas.  

 

5.5. Determinação do potencial citotóxico 

 

 O composto 1 e a NP1 foram avaliados em relação a sua citotoxicidade (IC50) utilizando 

as linhagens MRC-5 (fibroblatos pulmonares) e J774A.1 (macrófagos de camundongos), com 

os quais foi definida a menor concentração das amostras capaz de inibir ao menos 50% das 

células. Determinou-se o índice de seletividade (IS) através da razão do IC50 pelo CIM90. 

 A Tabela 4 apresenta os resultados das determinações do IC50 do composto 1, bem como 

dos seus precursores (L1 e AgNO3), do composto 1 incorporado na NP (NP1) juntamente com 

a nanopartícula base (NPB) e seus constituíntes (PLX e PCL), dos antibióticos utilizados na 

terapia contra H. pylori (AMOX, CLARI e TETRA) e DMSO 20% (solvente) e a 50% (controle 

positivo). O IS foi estabelecido para as amostras analisadas na CIM90.  

 

Tabela 4. Atividade anti-H. pylori e avaliação da citotoxicidade frente as linhagens celulares 

MRC-5 e J774A.1 com os respectivos valores de índice de seletividade (IS). Os valores de 

CIM90 e IC50 estão apresentados em μg/mL, com exceção para NP, PLX, PCL e DMSO (%).  

Amostra CIM90 
MRC-5 J774A.1 

IC50 IS IC50 IS 

A1 3,90 7,90 2,02 23,95 6,14 

L1 0,24 68,72 286,33 77,19 321,62 

AgNO3 7,81 8,10 1,03 12,27 1,57 

NP1 0,78 12,02 15,41 17,62 22,58 

NPB 0,0 >50 - 37,80 - 

PLX - >50 - 38,56 - 

PCL - >50 - >50 - 

AMOX 0,078 46,24 592,82 31,07 398,33 

CLARI 0,019 >50 2.631,57 >50 2.631,57 

TETRA 

DMSO 20% 

DMSO 50% 

0,5 

- 

- 

>50 

7,88 

5,66 

100 

- 

- 

43,93 

7,09 

5,66 

87,86 

- 

- 
CIM90: concentração inibitória mínima; IC50: índice de citotoxicidade; IS: índice de seletividade. MRC-5: 

fibroblatos pulmonares; J774A.1: macrófagos de camundongos; PLX: poloxamer; PCL: poli  (ε- caprolactona); 

AMOX: amoxicilina; CLARI: claritromicina; TETRA: tetraciclina. 
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Os  resultados obtidos de citotoxicidade frente à linhagem MRC-5, demonstram que o 

composto 1 apresenta maior citotoxicidade (IC50 = 7,90 μg/mL)  quando comparado com seus 

precursores (L1 e AgNO3, 68,72 μg/mL e 8,10 μg/mL, respectivamente). Contudo, após a 

incorporação no sistema (NP1), observou-se uma redução da toxicidade (IC50 = 12,02 μg/mL), 

sendo que o sistema (NPB) não apresentou toxicidade frente a esta linhagem celular 

(IC50 = >50%).  

Para a linhagem J774A.1 pode-se observar menor toxicidade comparada à linhagem 

MRC-5, destacando, contudo, que a NPB apresentou relativa toxicidade (IC50 = 37,80%) o qual 

sugere-se que seja pela presença do tensoativo (PLX) que também apresentou 

IC50 = 38,56 μg/mL frente esta linhagem celular. 

A partir da CIM90 e do IC50 calculou-se o IS (IS = IC50/CIM90) o qual, quando  

apresentam valores ≥10 são considerados não citotóxicos, sendo mais seletivo para o 

microrganismo conforme maior for o valor de IS obtido (ORME et al., 2001; CAMPOS et al., 

2019). Percebe-se que L1 apresentou maior seletividade, em ambas as linhagens, apresentando 

proximidade de IS à linhagem J774A.1 quando comparado o IS da AMOX, fármaco padrão 

utilizado na terapia do H. pylori (IC50 = 321,62 μg/mL e IC50 = 398,3 μg/mL, respectivamente) 

e maior seletividade frente a TETRA, em ambas linhagens. Contudo, devido a insolubilidade 

que L1 apresenta, realizou-se a complexação com AgNO3, obtendo o composto 1, mais solúvel. 

Contudo, o composto 1 não apresentou IS frente as linhagens analisadas. Entretanto, quando 

incorporada na nanopartícula polimérica (NP1) obteve-se um IS de 15,41 (MRC-5), cerca de 7 

vezes maior e 22,58 (J774A.1), 3 vezes maior após a incorporação. 

As Figuras 23 e 24, apresentam os resultados do potencial citotóxico das amostras 

analisadas frente as linhagens MRC-5 (A) e J774A.1 (B) através do perfil metabólico celular, 

indicado pela porcentagem de viabilidade celular. 
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Figura 23. Viabilidade das linhagens MRC-5 (A) e J774A.1 (B) tratadas com o composto 1, L1 e AgNO3 e DMSO como controle de solvente.  

 

 

Os valores são apresentados como média e desvio-padrão. CN: Controle negativo (A: meio de cultura DMEM, suplementado com 10% de soro fetal bovino; B: meio de cultura  

RPMI, suplementado com 10% de soro fetal bovino); CP: controle positivo (DMSO 50%).  

(*) p < 0,05 avaliado pela análise de variância ANOVA one-way seguida por pós teste Dunnett, sendo (*) fracamente, (**) moderadamente e (***) fortemente significativo. 

Fonte: Autora  
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    Figura 24. Viabilidade das linhagens MRC-5 (A) e J774A.1  ( B) tratadas com com NP1 e NPB, PCL e PLX. 

Os valores são apresentados como média e desvio-padrão. CN: Controle negativo (A: meio de cultura DMEM, suplementado com 10% de soro fetal bovino; B: meio de cultura RPMI, suplementado 

com 10% de soro fetal bovino); CP: controle positivo (DMSO 50%) 

(*) p < 0,05 avaliado pela análise de variância ANOVA one-way seguida por pós teste Dunnett, sendo (*) fracamente, (**) moderadamente e (***) fortemente significativo. Fonte: Autora 
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Conforme mostrado na Figura 23, a amostra AgNO3 apresentou citotoxicidade em quase 

todas as concentrações, sendo que, quando analisado frente a J774A.1, a porcentagem de 

viabilidade celular é aumentada, não apresentando toxicidade nas ultimas quatro concentrações. 

Para L1, sugere-se que a atividade apresentada na sua maior concentração (100 µg/mL) frente 

as duas linhagens, seja pela presença ou influência do solvente, DMSO, pois o mesmo possui 

atividade citotóxica quando analisado separadamente na mesma concentração (10%). Quando 

L1 e AgNO3 são complexados formando o composto 1, o perfil de citotoxicidade é mantido, 

sendo que frente a MRC-5, não apresenta citotoxicidades nas últimas três concentrações, e 

quando analisado frente a J774A.1, a taxa de viabilidade celular é aumentada, apresentando 

citotoxicidade apenas nas três primeiras concentrações. 

A Figura 24 apresenta a porcentagem de viabilidade celular do sistema de liberação. 

Observa-se que a base, quando analisada frente a linhagem MRC-5, apresenta citotoxicidade 

em sua maior concentração, a qual sugere-se que seja pela presença ou influência do polímero, 

visto que o tensoativo não apresentou citotoxicidade. Contudo, essa atividade citototóxica da 

base pode não influenciar, pois após a incorporação, o sistema apresenta altas taxas de 

citotoxicidade, apresentando diminuição na taxa de viabilidade celular em sete das 

concentrações analisadas. Sendo assim, sugere-se que a atividade apresentada por NP1  seja do 

composto 1, o qual apresenta perfil de viabilidade semelhante para essa linhagem celular. Em 

relação a J774A.1, a base também apresentou citotoxicidade, sendo que tanto o polímero 

quando o tensoativo apresentaram toxicidade. O perfil da NP1 apresenta-se semelhante ao 

apresentado frente a MRC-5, sugerindo que a atividade citotóxica apresentada seja da presença 

do composto 1. 

Contudo, quando analisado a concentração de NP1 referente a CIM frente ao H. pylori 

(0,78 µg/mL) a amostra não apresenta citotoxicidade frente as duas linhagens celulares 

analisadas. 

 

5.6. Avaliação do potencial mutagênico 

 

A Tabela 5 mostra a média de revertentes/placa (M), o desvio padrão (DP) e o índice de 

mutagenicidade (IM) obtidos após as análises com diferentes concentrações do composto 1 e 

NP1 nas linhagens TA98, TA100, TA97a e TA102 de S. typhimurium, na presença (+ S9) e 

ausência (-S9) de ativação metabólica. 
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A amostra é considerada mutagênica quando há uma relação de resposta à dose entre as 

concentrações testadas e o número de reversores induzidos e/ou quando o IM é maior ou igual 

a dois em pelo menos uma das doses testadas. 

O composto 1 induziu mutagenicidade com índice de mutagenicidade maior que 2 na 

cepa TA97a em experimentos com ativação metabólica e evidência de mutagenicidade na cepa 

TA98 também em experimentos com S9. Contudo, o mesmo reverteu a toxicidade apresentada 

pelo seu precursor, AgNO3, o qual apresentou-se tóxico em todas as linhagens testadas sem 

ativação metabólica. 

Quando incorporado, inibiu a mutagenicidade previamente induzida e não foi 

mutagênico nas condições testadas nos experimentos com e sem ativação metabólica, não 

induzindo aumento no número de colônias revertentes em relação ao controle negativo. Assim, 

NP1 obteve taxas de mutagenicade menores que 2 em todas as concentrações e cepas utilizadas, 

apresentando perfil não mutagênico perante o ensaio de Ames. 
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Tabela 5. Mutagenicidade apresentada através do número revertentes/placa, desvio padrão e índice de mutagenicidade (IM) do composto 1 e NP1  

contra S. typhimurium com (+ S9) e sem (- S9) atividade metabólica sobre as linhagens TA98, TA100, TA102 e TA97a. 
 

M ± DP: media e desvio padrão; IM: índice mutagênico;  Controle Negativo: Dimetilsulfóxido (DMSO—100 μL/placa); Cesp: Controle Espontâneo; Controle Positivo (C+); 

NP1: Nanopartícula Polimérica incorporada com o composto 1; NPB: Nanopartícula Polimérica Base; a 4- nitro-O-fenilenodiamina (10,0 μg/placa - TA98 e TA97a); b azida 

sódica (1,25 μg/placa - TA100); c mitomicina (0,5 μg/placa - TA102), na ausência de S9; e d 2-antramine (1,25 μg/placa - TA98, TA100 e TA97a); e 2- aminofluoreno (10,0 

μg/placa - TA102), na presença de S9.  

 

Número de revertentes (M ± DP)/placa e IM 

 TA 98  TA 100  TA 102  TA 97a 

µg/placa - S9 + S9  - S9 + S9  - S9 + S9  - S9 + S9 

Composto 1 

DMSO 18 ± 2 18 ± 4  90 ± 14 84 ± 12  304 ± 38 416 ± 38  190 ± 22 81 ± 14 

L1 (5 ug/placa) 19 ± 8 (1,09) 29 ± 5 (1,61)*  93 ± 11 (1,03) 98 ± 8 (1,17)  320 ± 24 (1,05) 417 ± 25 (1,00)  137 ± 16 (0,72) 130±10 (1,61)* 

AgNO3  

(5 ug/placa) 
Tóxico 22 ± 1 (1,19) 

 
Tóxico 98 ± 4 (1,17) 

 
Tóxico 381 ± 17 (0,92) 

 
Tóxico 116 ± 8 (1,44) 

0,62 22 ± 2 (1,26) 30 ± 8 (1,67)*  111 ± 20 (1,24)   99 ± 11 (1,18)  379 ± 30 (1,25) 430 ± 26 (1,03)  202 ± 27 (1,06) 131 ± 11 (1,62)* 

1,25 20 ± 3 (1,14) 32 ± 10 (1,78)*  97 ± 15 (1,08) 101 ± 18 (1,20)  347 ± 34 (1,14) 398 ± 13 (0,96)  194 ± 23 (1,02) 124 ± 34 (1,54)* 

2,50 19 ± 2 (1,09) 31 ± 3 (1,72)*  110 ± 13 (1,23)   93 ± 8 (1,10)  427 ± 18 (1,40) 386 ± 31 (0,93)  183 ± 19 (0,96) 150 ± 19 (1,86)* 

3,75 17 ± 1 (0,97) 33 ± 2 (1,83)*  90 ± 5 (1,00) 108 ± 15 (1,29)  401 ± 25 (1,32) 378 ± 36 (0,91)  207 ± 14 (1,09) 161 ± 14 (1,99)** 

5,00 18 ± 2 (1,03) 33 ± 5 (1,81)*  90 ± 12 (1,01)   86 ± 6 (1,02)  369 ± 13 (1,21) 385 ± 28 (0,93)  150 ± 13 (0,79) 206 ± 21 (2,55)** 

C+ 603 ± 73a 998 ± 64d  1344 ± 162b 1860 ± 124d  1547 ± 81c 1455 ± 62e  1263 ± 74a 1040 ± 94d 

NP1 

Cesp 33 ± 5  23 ± 3  96 ± 11 119 ± 14  351 ± 15 293 ± 20   134 ± 8 153 ± 12 

NPB 32 ± 3 (0,98) 23 ± 1 (1,00)  112 ± 9 (1,17) 139 ± 5 (1,16)  345 ± 23 (0,98) 269 ± 11 (0,92)  156 ± 13 (1,16) 173 ± 13 (1,13) 

0,62 36 ± 2 (1,09) 21 ± 3 (0,91)  107 ± 2 (1,12) 141 ± 8 (1,18)  332 ± 26 (0,95) 218 ± 19 (0,75)  147 ± 19 (1,10) 146 ± 11 (0,95) 

1,25 35 ± 4 (1,06) 20 ± 1 (0,85)  99 ± 13 (1,04) 122 ± 6 (1,03)  334 ± 10 (0,95) 204 ± 37 (0,70)  163 ± 16 (1,22) 150 ± 9 (0,98) 

2,50 35 ± 2 (1,06) 22 ± 5 (0,93)  98 ± 4 (1,02) 78 ± 8 (0,66)  337 ± 17 (0,96) 236 ± 16 (0,81)  152 ± 12 (1,14) 142 ± 11 (0,93) 

3,75 36 ± 2 (1,09) 17 ± 1 (0,74)  97 ± 5 (1,02) 75 ± 10 (0,63)  362 ± 10 (1,03) 202 ± 29 (0,69)  137 ± 10 (1,03) 124 ± 6 (0,81) 

5,00 32 ± 0 (0,98) 17 ± 2 (0,72)  109 ± 13 (1,14) 72 ± 2 (0,61)  286 ± 21 (0,81) 175 ±21 (0,60)  145 ± 12 (1,08) 104 ± 5 (0,68) 

C+ 857 ± 46a 925 ± 20d  1250 ± 157b 1262 ± 82d  2288 ± 185c 1117 ± 78e  1526 ± 88a 1015 ± 53d 
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5.7. Avaliação do potencial tóxico agudo em Galleria mellonella 

 

A Figura 25 apresenta a porcentagem de sobrevivência das larvas de G. mellonella 

analisadas no período de 24, 48 e 72 horas, após o tratamento com o composto 1 e NP1. 

Inicialmente, uma dose baixa do composto 1 foi injetada, analisada por 3 dias e, com menos de 

60% de mortalidade, novas concentrações foram administradas. Em concentrações de 5 a 

200 mg/kg, todas as larvas sobreviveram durante os dias de análise, indicando não toxicidade 

do composto 1 nessas concentrações. Analisando a concentração de 250 mg/kg, mostrou um 

declínio na taxa de sobrevivência, caindo para 90% após 48 horas, no entanto, a concentração 

não foi considerada tóxica. Entretanto, na concentração de 300 mg/kg, apresentou sobrevida de 

apenas 10% em 24 horas de análise, levando a uma concentração indicativa de toxicidade. A 

nanopartícula foi analisada em sua concentração máxima de preparo, sendo 8mg/kg 

(equivalente a 200 μg/mL). O sistema permitiu a sobrevivência de todas as larvas durante o 

tempo de análise. O solvente (DMSO a 5% diluído em água) de todas as concentrações foi 

analisado, juntamente com o NPB, ambos não foram tóxicos, permitindo a sobrevivência de 

todas as larvas. 

 

Figura 25. Porcentagem de sobrevivência de larvas de G. mellonella (analisadas às 24, 48 e 72 

horas) após tratamento com o composto 1 (5 - 300mg/kg) e NP1 (8mg/kg). 

                                                                                

                                                                              Fonte: Autora
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6. DISCUSSÃO  

 

 A principal causa de falha na eficácia do tratamento no controle do H. pylori é a 

resistência a antibióticos (FRANCESCO et al, 2012). A cura ou a prevenção de complicações 

da gastrite crônica e úlcera péptica, e algumas formas de linfoma de MALT, depende do sucesso 

do controle do H. pylori. Assim, com o objetivo de buscar  novas alternativas para combater 

esse microrganismos, analisamos novos complexos metálicos, e sua associação a sistema de 

liberação de fármacos, verificando suas atividades contra H. pylori. Além disso, foi verificado 

o potencial citotóxico, mutagênico e tóxico dessas amostras. 

 Os íons metálicos exercem boas atividades nos meios biológicos, o que vem 

estimulando a pesquisa e o desenvolvimento de novos compostos inorgânicos com potencial 

atividade terapêutica. Estudos indicam que diferentes metais podem provocar uma variedade 

de lesões em células bacterianas, desde disfunção de proteínas, estresse oxidativo ou mesmo 

causando danos a membrana. Os metais não essenciais, como a prata, por exemplo, são 

profundamente tóxicos a maioria das bactérias, expressando ação antibacteriana em 

concentrações muito baixas (COHEN, 2007; LEMIRE; HARRISON; TURNER, 2013). 

 Dentre os mecanismos apresentados pelos íons Ag(I) frente aos microrganismos, é de 

conhecimento a interação com enzimas e proteínas, conduzindo à desnaturação destas 

biomoléculas e consequentemente à inibição de uma variedade de processos enzimáticos. Outro 

mecanismo descrito é a interação com o envelope celular, a membrana plasmática e a parede 

celular, além da interação com o DNA, na inibição da replicação. Em relação aos 

microrganismos, estes apresentam um único mecanismo de resistência ao íons Ag(I), através 

do efluxo celular (PERCIVAL; BOWLER; RUSSEL, 2005; SILVER; PHUNG; SILVER, 

2006; MEDICI et al., 2015). 

A utilização de compostos de prata como fármacos é de longa data e vale ressaltar que 

seus sais, como exemplo, o AgNO3, tem sido empregado durante séculos como agentes 

antimicrobianos (SOUZA et al., 2013). 

Além das propriedades biológicas, a Ag(I) apresenta uma repleta variedade de químicas 

de coordenação, variando os modos de coordenação e suas geometrias. A complexação pode 

ser realizada através da ligação com ligantes sulfurados, nitrogenados e íons haletos doadores, 

obtendo assim diferentes geometrias, com destaque entre as mais comuns, a geometria linear, 

trigonal planar, tetraédricas e octaédricas (HUHEEY; KEITER; KEITER, 1993; ATKINS et 

al., 2010). Ademais, a escolha do ligante adequado é de suma importância, o qual torna sua 
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diversidade ainda maior. Utilizando ligantes biologicamente ativos, há mais chances da ação, 

eficiência e/ou a seletividade ser maior.  

As propriedades biológicas das tiossemicarbazonas estão frequentemente relacionadas à 

sua característica de ligação com íons metálicos, pertencendo a um conjunto de substâncias que 

são altamente conhecidas por suas importantes aplicações na busca de novos fármacos, em 

função de seu amplo espectro de ação. Já foram descritas várias atividades farmacológicas da 

tiossemicarbazona com metais, como antineoplásica, antiviral, antifúngica, antioxidante, 

antiparasitária e antibacteriana (LI et al., 2010; KOVALA-DEMERTZI et al., 2001; KASUGA 

et al., 2001; GLISONI et al., 2012; RODRÍGUEZ-ARGUELLES et al., 2005; GLINMA et al., 

2014; MOREIRA et al., 2014; YU et al., 2009). 

A química de coordenação das tiossemicarbazonas tem atraido atenção, contudo, quando 

a complexação é realizada com a prata, não há muitos estudos. Isso se deve, provavelmente, à 

instabilidade e à formação de espécies altamente insolúveis (CASTIÑEIRAS; PEDRIDO, 

2008). Os compostos de coordenação analisados, insolúveis em água, foram solubilizados em 

100% de DMSO, devido as propriedades de solubilização apresentadas das tiossemicarbazonas 

obtidas segundo reação de condensação entre aldéido ou cetona (BISCEGLIE et al., 2018).  

Diante disso, pensando em superar esse obstáculo, foi desenvolvido um sistema de liberação de 

fármacos com a intenção de melhorar suas características de solubilidades.  

Sistemas de liberação de fármacos vêm sendo bastante estudados devido as suas 

vantagens em relação a terapias convencionais, como melhor biodisponibilidade e solubilidade 

de substâncias tanto hidrofílicas quanto hidrofóbicas, além de liberação controlada e melhor 

direcionamento dentro do corpo. As nanopartículas poliméricas representam uma proporção 

crescente desta classe, por apresentarem propriedades altamente ajustáveis, além de proteger 

substâncias sensíveis à oxidação em presença de água, prolongar e aperfeiçoar o controle da 

administração de fármacos (MULLER et.al., 2004; MARKWALTER et al., 2019).  

 Para a composição das NPs utiliza-se, basicamente, um polímero, tensoativo, fármaco 

ou outra substância ativa e um solvente orgânico, o qual é utilizado no preparo e depois é 

descartado ou eliminado (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). Para a NP 

desenvolvida nesse trabalho, escolheu-se a utilização do polímero PCL um poliéster sintético e 

biodegradável, com registro na literatura de seu emprego como matriz em sistemas de liberação 

de fármacos, em razão da alta biocompatibilidade e facilidade de eliminação do organismo. A 

escolha do poloxamer 407 como tensoativo se deve ao seu potencial estabilizador, o qual é 

capaz de proporcionar uma boa estabilidade no tamanho das partículas. E como solvente 

orgânico utilizou-se a acetona, a qual possui alta tendência de agregação além de ser facilmente 
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removido por evaporação (GAUCHER et al., 2005; LASSALLE; FERREIRA, 2007; REUL; 

CARVALHO; CANEDO, 2017; COLOMBO et al., 2018; ZELENKOVÁ et al., 2018). 

Dentre os métodos para a síntese de NPs, a escolha do método adequado deve-se aos 

requisitos necessários para sua aplicação, bem como das características do princípio ativo 

incorporado (moléculas hidrofóbicas e hidrofílicas), para assim, obter-se NPs com propriedades 

desejadas (CRUCHO; BARROS, 2017; URREJOLA et al., 2018).  

As NPs foram preparadas conforme o método de nanoprecipitação, na qual a fase 

orgânica que contém o polímero é transferida para a fase aquosa, que contem tensoativo, 

ocorrendo uma turbulência interfacial, a qual é gerada através da diminuição da tensão 

interfacial que ocorre entre as fases. Assim, o solvente orgânico atua difundindo pela fase 

aquosa, carregando consigo cadeias poliméricas, formando gotículas que se agregam em NP 

espontaneamente, em virtude da contínua disseminação do solvente na presença de água 

(GALINDO-RODRIGUEZ et al., 2004).  

A caracterização físico-química do sistema consistitui-se em determinar as propriedades 

da partícula como tamanho e distribuição de tamanho, carga superficial, estrutura, dentre outras, 

sendo essencial para confirmar a formação da NP (CHEN et al., 2013). Existe várias técnicas 

utilizadas para a caracterização de NPs, sendo utilizada nesse estudo a análise por DLS, Zeta e 

MET.  

O DLS fornece o tamanho das partículas e sua distribuição, sendo preconizado para NPs 

uma faixa de 10 a 1000 nm (MOINARD-CHÉCOT et al., 2008). Conforme mostrado na Tabela 

1, pode-se observar que todas as formulações estão dentro do valor preconizado, variando entre 

155,10 ± 3,60 a 180,00 ± 1,13. O pequeno aumento apresentado para as NPs incoporadas com 

as amostras, sugere-se que os compostos tenham sido incorporados, conforme mostrado no 

estudo de da Silva et al. (2015), no qual foi desenvolvido um sistema lipídico nanoestrutrado 

para incoração de complexos de Cobre (III), onde o sistema mostrou um aumento no tamanhos 

das partículas após a incorporação. Os tamanhos de partículas obtidos encontram-se adequados 

para administração oral, pois, segundo Marcano et al. (2018) partículas <500 nm possuem mais 

facilidade em atravessar a barreira gastrointestinal e difundem-se com mais facilidade nas 

camadas de muco. Em relação ao IPD, os valores obtidos foram satisfatórios, todos inferiores 

a 0,3, evidenciando a existencia de uma homogeneidade entre as partículas (MARCANO et al., 

2018).  

A mobilidade eletroforética, ou seja, potencial zeta, avalia a estabilidade física das 

suspensões, determinando a eficácia do revestimento da superfície ou a adsorção do princípio 

ativo nas NPs, o qual pode ser instigado pelos grupos funcionais presentes nos polímeros e por 
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modificações na interface. As NPs apresentaram potencial zeta negativo, sendo esta carga 

negativa devido a presença dos gupos carboxilas terminais ionizáveis do polímero (PCL). Além 

disso,o sistema é composto por um tensoativo não iônico, que segundo a literatura, provoca um 

impedimento estérico na superficie da nanopartícula ocorrendo uma interação entre as cadeias 

hidrocarbônica do tensoativo com as regiões hidrofóbicas da superfície polimérica, induzindo 

assim cargas negativas e diminuindo o PZ.  (DA ROSA et al., 2015; ELOY et al., 2015; 

SCHAFFAZICK et al., 2003; KIRBY; HASSELBRICK, 2004; GUTERRES; ALVES; 

POHLMANN, 2007).  

Miladi et al. (2015) prepararam nanopartículas para encapsulamento do alendronato de 

sódio, através da técnica de nanoprecipitação. Utilizaram PCL como polímero e acetona como 

solvente orgânico. O tamanho de partículas foi determinado na faixa de 195 a 447 nm e 

potencial zeta em torno de -0,52 a -10,4 mV, o qual relatam o valor baixo do potencial zeta 

sendo devido aos grupos COOH presentes do PCL.  

A partir dessa caracterização foi possível analisar a estabilidade das formulações 

utilizando esses parâmetros para acompanha-las ao longo de 90 dias, para então escolher uma 

amostra que apresentasse o melhor conjunto de resultados. O monitoramento de alterações na 

disposição de tamanho das partículas é considerado um fator relevante na estabilidade de 

nanossuspensões, pois em função do tempo as nanopartículas dispersas podem ter 

predisposição à agregação e sedimentação (SCHAFFAZICK et. al., 2003). 

Essa tendência à agregação pode ser sugerida como a possível causa dos resultados 

obtidos na análise do IPD, visto que o IPD está relacionado com a homogeneidade do sistema. 

Conforme mostrado na Figura 18,  nota-se que a partir do dia 30, a NP3 apresentou valores 

acima de 0,3, enquanto a NP4, apresentou uma oxilação. Pode-se observar que, a NPB, NP1 e 

NP2, não tiveram seu IPD acima de 0,3 em nenhum momento, mantendo-se a uniformidade e 

a estabilidade. Além disso, as amostras revelaram aparência inalterada, sem mudança de cor 

durante os 90 dias de análises. 

Um estudo semelhante pode ser observado na pesquisa de Abriata et al. (2019), onde 

realizaram o estudo de estabilidade de nanopartículas durante 21 dias. As NPs contendo PCL 

dissolvido em acetona, na fase orgânica, e poloxamer 407 em tampão fosfato na fase aquosa, 

foram preparadas para encapsular paclitaxel. As NPs foram mantidas a 4 °C por 21 dias e 

analisadas nos dias 0, 7, 14 e 21. Analisando o tamanho de partícula e IPD, ambos resultados 

permaneceram próximos aos valores iniciais,  de 144,2 ± 4,5 nm a 195,2 ± 17 nm e de 

0,065  ±  0,03 a 0,155 ± 0,1, após 21 dias, respectivamente. As formulações analisadas não 
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apresentaram alterações significativas durante o estudo de estabilidade, o que é importante para 

garantir as propriedades de nanocarreadores. 

Diante dos  resultados obtidos no ensaio de MIC em associação com os adquiridos na 

estabilidade, foi escolhida a NP1 para prosseguir com os demais ensaios. Sendo então, o 

composto 1 e a NP1 selecionados. 

A MET permitiu a observação das partículas e confirmou o tamanho das NPs obtidas 

na análise de espalhamento de luz. Conforme mostrado na Figura 19, em ambos os casos foram 

observadas partículas bem definidas com forma esférica. Segundo sua morfologia apresentada, 

a faixa em volta sugere-se que seja a membrana polimérica formada, e a formação de um núcleo, 

sugerindo que a nanopartícula desenvolvida seja uma nanocápsula (MOINARD-CHÉCOT 

et  al., 2008).  

Oliveira et al. (2017) obtiveram imagens parecidas, partículas bem definidas e esféricas, 

através da técnica de nanoprecipitação. Utilizaram o  poli (ácido láctico- co- glicólico) (PLGA) 

como polímero, dissolvido em acetona, utilizada como solvente orgânico. A fase aquosa foi 

constítuida de poloxâmer 188. No estudo, as NPs foram preparadas e caracterizadas com intuito 

do uso intravenoso e analisadas quanto a estabilidade em três meios diferentes, representando 

o ambiente biológico. 

Em relação aos ensaios de concentração inibitória mínima, os compostos apresentaram 

uma melhor atividade antibacteriana contra H. pylori, comparado com as outras cepas, o que 

confirma a potencialidade destes compostos em inibir o crescimento dessa espécie de bactéria.  

Na literatura não há relatos da atividade de complexos de prata(I) frente a H. pylori, sendo 

os complexos de bismuto (III) os estudados para essa atividade, assim, o uso de compostos de 

coordenação de prata, com tiossemicarbazona como ligante, torna o ineditismo desse estudo 

(BUSSE et al., 2013; PATHAK et al., 2017; WOZNICZKA et al., 2018). Há estudos na 

literatura de atividade antimicrobiana de compostos de coordenação de prata(I), porém 

utilizando outros ligantes frente as outras cepas analisadas. Jakobsen et al. (2018) descreveram 

a síntese e o ensaio biológico dos compostos {[Ag4(pmtbH)4(NO3)4] 2H2O} e [AgI (pmtbH)]4 

obtidos a partir do ligante {2-[(2-piridinilmetil)tio]-1H-benzimidazol (pmtbH)} frente a alguns 

microrganismos, sendo que os compostos apresentaram uma CIM de 31,25 μg/mL e 250 μg/mL 

para S. aureus ATCC 25923 e de 31,25 μg/mL e 250 μg/mL para E. coli ATCC 25922, 

respectivamente, sendo que o ligante livre foi inativo para as cepas testadas. 

Outro estudo envolvendo íons Ag(I) foi o de Aslam et al. (2016), o qual avaliaram a 

atividade antimicrobiana de dois complexos de prata(I): [Ag(phen)2]NO3 e [Ag(bpy)2]NO3 

obtidos a partir dos ligantes {1,10-fenantrolina (phen); 2,2´-bipiridina (bpy)}frente a alguns 
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microrganismos, os quais apresentaram uma CIM de 20 μg/mL e 200 μg/mL, respectivamente, 

para E. coli, porém, nesse caso, os complexos foram menos eficazes em comparação com os 

ligantes livres. 

Os sistemas de liberação de fármacos como alternativa no tratamento de H. pylori, 

possibilita a defesa dos princípios ativos contra a degração do meio ácido estomacal, além de 

proporcionar a entrega segura às áreas colonizadas pela bactéria (SAFAROV et al., 2019). O 

uso do PCL na composição de nanopartículas poliméricas, possibilita a mucoadesão via ligação 

de hidrôgenio, interações hidrofóbicas, emaranhados de polímeros com mucinas, ou mesmo, 

uma combinação deles (ENSIGN; CONE; HANES, 2012). O que pode ser um sugestivo da 

potencialização da atividade antibacteriana após a incorporação na nanopartícula polimérica 

desenvolvida nesse estudo. 

Quando se compara células planctônicas com células crescidas em biofilme, esta última  

expressa propriedades distintas, sendo a principal diferença a capacidade de resistência 

microbiana na presença de agentes antibacterianos aplicados na clínica (CHUA et al., 2014).  

 O descobrimento de novos compostos com ação em biofilmes ainda é de extrema 

dificuldade devido à complexidade presente no modo de metabolização dos biofilmes. Assim, 

é constante a busca por novas moléculas capazes de eliminar os mesmos (FANNING; 

MITCHELL, 2012).  

Com o intuito de determinar o tempo necessário que o H. pylori precisa para formar o 

biofilme, foi realizado um ensaio inibição de biofilme diferenciando o tempo de tratamento, ou 

seja, em todos os ensaios realizou-se a pré-adesão de 4 horas, e variou em 4, 24 e 36 horas, o 

tempo de adição dos compostos para tratamentos, visto que, o tempo de 4 horas foi o mesmo 

de pré-adesão, ou seja, no momento da renovação do meio nesse horário, foi adicionado os 

compostos. Conforme mostrado na Figura 20 e 21, há uma maior diferença estatistica entre os 

tempos de 4 e 36 horas, e analisando adicionalmente os resultados do biofilme maduro 

(Figura 22), sugere-se que em 36 horas, o biofilme possa já estar maduro, diante dos valores 

próximos encontrados, sendo assim, propomos que 4 horas seja um tempo suficiente para o 

H. pylori formar o biofilme.  

Li et al. (2019) relatam em seu estudo o uso de ramnolipídeo (RHL), um composto 

(biossurfactante) produzido por Pseudomonas aeruginosa que possui a capacidade de 

interromper matrizes bacterianas de biofilmes por meio de ligações entre íons metálicos no 

interior da MEP, interrompendo a via de sinalização. Devido ao fato de não haver estudos sobre 

biofilmes de H. pylori, eles desenvolveram nanopartículas de polímeros lipídicos, empregando 

nanopartículas de quitosana como núcleo interno, e o RHL na camada externa, além de 
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fosfolipídios para encapsulamento de claritromicina. Foi inserido DSPE-PEG2000 para 

melhorar a hidrofilicidade do sistema, o qual é sugerido como um facilitador na penetração do 

muco, assim, atingindo mais facilmente as células epiteliais onde H. pylori se localiza.  As 

nanopartículas de polímeros lipídicos foram capazes de eliminar o biofilme madruro de H. 

pylori, através da destruição da matriz do biofilme, pela ação do RHL, e da atividade 

antibacteriana exercida pela nanopartícula encapsulada de claritromicina.  

Segundo Kostenko et al. (2010) a liberação constante de Ag no meio, causa maiores 

lesões à membrana celular e ao DNA bacterianos, provovando a destruição das células no 

interior do biofilme, assim, acredita-se que ação potencializada apresentada, tanto em células 

planctônicas, quanto no biofilme, da NP1, deve-se ao sistema propriamente dito, que possibilita 

essa liberação mais lenta do composto.  

 O sistema possibilitou ainda melhores resultados na análise de citotoxicidade, o qual 

porporcionou um aumento de seletividade ao H. pylori de cerca de 7 vezes maior para MRC-5 

e 3 vezes maior quando comparado a J774A.1. Ademais, a NP1 analisada na mesma 

concentração referente ao CIM, não apresenta citotoxicidade frente as linhagens celulares 

analisadas.  

 Um estudo de citotoxicidade com NPs contendo PCL, realizado por Budama-Kilinc et 

al. (2018) em células HEK-293 (células renais embrionárias humanas) apresentou resultados 

parecidos, uma pequena toxicidade do polímero na maior concentração, visto que o polímero é 

conhecido como não tóxico. A taxa de viabilidade celular apresentada no estudo foi superior a 

80%, coincidindo com os resultados obtidos nesse estudo.  

Estudos toxicológicos são importante quando se busca novos fármacos, com o intuito 

de prever a toxicidade e possíveis efeitos tóxicos. 

O teste de Ames é amplamente aceito para a identificação de substâncias capazes de 

causar dano genético e causar mutação genética. O ensaio é realizado com linhagens de S. 

typhimurium, dependente de histidina, ou seja, não são capazes de produzir o aminoácido, 

portanto, não cresce em sua ausência. As cepas utilizadas diferem em referência às diferentes 

mutações que elas apresentam em vários genes no operon histina, cada mutação sendo projetada 

para responder a mutagênicos que atuam em diferentes mecanismos. Para as cepas TA97a e 

TA98, ambas detectam mutações frameshift, apresentando mutações no gene hisD6610 e 

hisD3052, respectivamente, causando deslocamento do quadro de leitura de DNA. O hisG46 

mutação na cepa TA100 conduz uma mutação do tipo substituição de pares de bases, 

substituindo uma leucina por uma prolina. Enquanto a cepa TA102 apresenta uma mutação do 

tipo transições/tranversões no gene hisG428. A amostra analisada é considerada mutagênica 
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quando, em contato com a bactéria, possibilita que a mesma produza histina, e assim, cresça. O 

crescimento bacteriano é analisado permitindo indicar o potencial mutagênico do produto 

testado  (TEJS, 2008; MORTELMANS; ZEIGER, 2000; TOWNSEND; GRAYSON, 2019). 

Assim, uma amostra é considerada positiva quando apresenta IM igual ou superior a 2 

em pelo menos um das doses analisadas. Um resultado positivo indica que o composto é 

mutagênico, potendo atuar como agente cancerígeno (MEDINA et al., 2019). 

Conforme apresentado na tabela 6, o composto 1 apresentou mutagenicidade e evidência 

de mutagenicidade em linhagens com ativação metabólica, ou seja, indica que são mutagênicos 

através da conversão pelo metabolismo de mamíferos, mediante citocromo P450 (CHUNG; 

CHEN; CLAXTON, 2006; da SILVA et al., 2019). 

Diante da importância de testar novos compostos com atividade biológica, vem sendo 

utilizados modelos alternativos, os quais, quando comparados com modelos tradicionais de 

mamíferos, são considerados mais baratos, mais fáceis e de resultado mais rápido (TSAI; LOH; 

PROFT, 2016).  

As larvas de Galleria mellonella é um exemplo que vem sendo estudado atualmente, 

como modelo para ensaios de eficácia antimicrobiana e para estudo de virulência (IGNASIAK; 

MAXWELL, 2017). Possuem um sistema imunológico inato que se assemelha estruturalmente 

e funcionalmente aos dos mamíferos (ALLEGRA et al., 2018). 

No estudo de de Jakobsen et al. (2018), o complexo de prata (I) obtido, a partir do 

AgNO3 como sal, foi avaliado quanto à toxicidade em G. mellonella. Os resultados mostraram 

que a administração da maior concentração do composto (100 mg/kg) não apresentou 

toxicidade, correspondendo aos nossos resultados.Vale ressaltar que o sistema, na concentração 

máxima, não foi tóxico e foi eficaz em outros experimentos.  

Assim, de uma maneira geral, pode-se observar que os dados obtidos nesse estudo são 

promissores, pois, além do composto ser inédito, não há na literatura estudos de compostos de 

coordenação utilizando a prata em associação a nanopartículas poliméricas para o tratamento 

de H. pylori, sendo esses resultados originais e de extrema importância. Em relação ao sistema 

de liberação de fármacos, pode-se comprovar a formação da nanopartícula polimérica, com 

bases nos resultados obtidos nos ensaios de caracterização com outros artigos relacionados com 

mesmos constituites ou técnica de preparo. Alé disso, a nanopartícula possibilitou uma 

potencialização dos resultados apresentados pelo composto livre nos ensaios microbiológicos, 

apresentou resultados de citotoxidade referentes aos encontrados na literatura, permitiu 

melhores resultados no ensaio de mutagenicidade, inibindo a mutagenicidade apresentada pelo 
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composto livre, além de não apresentar toxicidade em sua maior concentração preparada no 

ensaio de toxicidade aguda em G. Mellonella. 
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7. CONCLUSÕES  

 

 

 Os compostos de coordenação de prata(I) demonstraram grande potencial antibacteriano 

frente as bactérias testadas; 

 Os constituintes utilizados na composição do sistema foram capazes de criar estruturas 

em ordem de nanômetros caracterizando o sistema em nanopartículas poliméricas; 

 Os ensaios de caracterização mostraram que a nanopartícula polimérica base e 

incorporadas possuem características favoráveis e aceitáveis para um sistema de 

liberação de fármacos; 

 Todas as amostras tiveram sua ação potencializada frente ao H. pylori e S. aureus, após 

a incorporação na NP. 

 Para H. pylori, todos os compostos (não incorporados e incorporados) mostraram serem 

capazes de parar o crescimento, ou seja, todos foram bactericidas; 

 No ensaio de inibição de biofilme, foi possível observar que 4 horas é um tempo 

suficiente para formação do biofilme de H. pylori; 

 Em relação ao biofilme maduro, a NP foi eficaz, potencializando a ação do composto 1; 

 Os ensaios in vitro de citotoxicidade mostraram que o composto após incorporação 

apresentou-se mais seletivo frente ao composto livre; 

 O composto 1 induziu mutagenicidade na cepa TA97a com S9 e após sua incorporação 

em NP1, a mutagenicidade foi inibida; 

 O composto 1 apresentou toxicidade no modelo alternativo in vivo (G. mellonella)  na 

concentração de 300mg/Kg, porém, em NP1, na concentração máxima preparada, não 

foi tóxico. 

 

Assim sendo, o emprego da nanotecnologia permitiu um aumento da atividade 

antibacteriana dos compostos de coordenação de prata (I). Estes dados são promissores e 

incentivam a continuidade da pesquisa, pois apresentam-se como uma fonte alternativa na 

terapia anti-H. pylori. 
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