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RESUMO 

 

 A bioprodução de nanopartículas à base de prata, como as de prata/cloreto de prata 

(Ag/AgCl-NPs), é descrita como uma metodologia econômica, "verde" e promissora como 

terapia alternativa contra bactérias e fungos patogênicos, assim como contra o câncer. O 

objetivo deste trabalho foi caracterizar e avaliar o efeito antibacteriano e antifúngico de 

Ag/AgCl-NPs produzidas por Candida intermedia, assim como, avaliar o efeito antitumoral 

de Ag/AgCl-NPs produzidas por Candida lusitaniae. Mudança de cor no meio de cultura e 

dados de UV-Vis indicaram a biossíntese de nanopartículas (NPs) por C. intermedia. Difração 

de raios-X revelou a presença de picos de difração correspondentes a AgNPs e AgCl-NPs, 

indicando formação de Ag/AgCl-NPs. Análise por microscopia eletrônica de transmissão 

(MET) mostrou que as Ag/AgCl-NPs possuíam diâmetro entre 5-75 nm, no entanto, a maioria 

(60%) com variação entre 20-30 nm e cerca de 85% apresentaram o formato arredondado. O 

ensaio antiproliferativo em bactérias mostrou que o tratamento com Ag/AgCl-NPs foi 

eficiente a partir das concentrações de 100 e 125 µg mL
-1

, para Salmonella typhi e 

Streptococcus pyogenes, respectivamente. Por outro lado, a estreptomicina foi eficiente em 

todas as concentrações para ambas bactérias, enquanto a penicilina apenas para S. pyogenes. 

Culturas de S. typhi anteriormente tratadas com Ag/AgCl-NPs e penicilina até 100 µg mL
-1 

se 

reestabeleram, como evidenciado no teste de recuperação. As culturas de S. pyogenes 

tenderam ao reestabelecimento com tratamentos de 125 µg mL
-1 

de Ag/AgCl-NPs e 

penicilina. Um segundo ciclo de tratamentos indicou que ambas bactérias foram menos 

sensíveis aos antibióticos, enquanto as Ag/AgCl-NPs foram mais efetivas no segundo 

tratamento. Nos ensaios antiproliferativos nas leveduras Candida albicans e C. lusitaniae, o 

tratamento com Ag/AgCl-NPs foi eficiente em ambas a partir de 300 µg mL
-1

, enquanto a 

anfotericina-B apresentou eficiência em todas as concentrações testadas (50-500 µg mL
-1

). As 

culturas de C. albicans e C. lusitaniae se reestabeleceram após tratamentos com Ag/AgCl-

NPs de 300 e 250 µg mL
-1

, respectivamente. Por outro lado, apenas C. lusitaniae se 

reestabeleceu após tratamento com anfotericina-B até 250 µg mL
-1

. Um segundo ciclo de 

tratamento mostrou que as Ag/AgCl-NPs melhoraram a eficácia nas duas leveduras enquanto 

a anfotericina-B piorou significativamente em C. lusitaniae. Comparamos o efeito de 0,1-5,0 

μg mL
-1

 de Ag/AgCl-NPs produzidas por C. lusitaniae com o de 9,7-48,5 μg mL
-1

 de 

temozolamida (TMZ, medicamento usado para tratar GBM), sozinhos ou em combinação. Em 

concentrações mais elevadas, Ag/AgCl-NPs inibiram a proliferação de GBM02 de forma mais 

eficaz do que TMZ (até 83% e 62% de inibição, respectivamente), enquanto o oposto ocorreu 

em concentrações mais baixas (até 23% e 53% de inibição para Ag/AgCl-NPs e TMZ, 

respectivamente). O tratamento combinado (Ag/AgCl-NPs + TMZ) inibiu a proliferação de 

GBM02 de 54 a 83%. Ag/AgCl-NPs tiveram um efeito reduzido na proliferação de astrócitos 

em comparação com GBM, e Ag/AgCl-NPs + TMZ inibiram a proliferação de astrócitos de 5 

a 42%. Análises da taxa de crescimento e tempo de duplicação da população confirmaram que 

o tratamento com Ag/AgCl-NPs foi mais eficaz contra as células GBM02 do que TMZ (~67 

vezes) e menos agressivo aos astrócitos, enquanto o tratamento Ag/AgCl-NP + TMZ não foi 

mais eficaz contra as células GBM02 do que a monoterapia com Ag/AgCl-NPs. Os dados 

obtidos neste trabalho apontam que as Ag/AgCl-NPs bioproduzidas por leveduras foram 

efetivas contra bactérias e leveduras patogênicas, assim como células tumorais in vitro, o que 

reforça a perspectiva para a aplicação desse nanomaterial na área biomédica. 

 

Palavras-chave: Nanopartículas de prata/cloreto de prata, glioblastoma multiforme, 

resistência a antibióticos, efeito antiproliferativo, análise de alto conteúdo. 

 



ABSTRACT 

 

 Bioproduction of silver-based nanoparticles, such as silver/silver chloride (Ag/AgCl-

NPs), is described as an economical and "green" methodology. Also promising as alternative 

therapy against pathogenic bacteria and fungi as well as against cancer. The objective of this 

work was to characterize and evaluate the anti-bacterial and antifungal effect of Ag/AgCl-NPs 

produced by Candida intermedia, as well as to evaluate the antitumor effect of Ag/AgCl-NPs 

produced by Candida lusitaniae. Color change in culture medium and UV-Vis data indicated 

nanoparticle biosynthesis by C. intermedia. X-ray diffraction revealed the presence of 

diffraction peaks corresponding to AgNPs and AgCl-NPs, indicating Ag/AgCl-NPs 

formation. Analysis by transmission electron microscopy showed that Ag/AgCl-NPs had a 

diameter between 5-75 nm, however, most (60%) with a variation between 20-30 nm, and 

about 85% of these NPs presented a rounded shape. The antiproliferative assay in bacteria 

showed that the Ag/AgCl-NPs treatment was efficient from the concentrations of 100 and 125 

μg mL
-1

 for Salmonella typhi and Streptococcus pyogenes, respectively. On the other hand, 

streptomycin was efficient at all concentrations for both bacteria, whereas penicillin was only 

for S. pyogenes. S. typhi cultures previously treated with Ag/AgCl-NPs and penicillin up to 

100 μg mL
-1

 were reestablished, as evidenced in the recovery test. S. pyogenes cultures tended 

to be reestablished with 125 μg mL
-1

 of Ag/AgCl-NPs and penicillin. A second cycle of 

treatment indicated that both bacteria were less sensitive to antibiotics, while Ag/AgCl-NPs 

were more effective in the second treatment. In the antiproliferative assays in yeast Candida 

albicans and C. lusitaniae, Ag/AgCl-NPs treatment was efficient in both of them from 300 μg 

mL
-1

, whereas amphotericin-B showed efficiency at all concentrations tested (50- 500 μg mL
-

1
). Cultures of C. albicans and C. lusitaniae were reestablished after treatments with 

Ag/AgCl-NPs of 300 and 250 μg mL
-1

, respectively. On the other hand, only C. lusitaniae 

was reestablished after treatment with amphotericin-B up to 250 μg mL
-1

. A second cycle of 

treatment showed that Ag/AgCl-NPs improved the efficacy in the two yeasts while 

amphotericin-B worsened significantly in C. lusitaniae. We compared the effect of 0.1-5.0 μg 

mL
-1

 of Ag/AgCl-NPs produced by C. lusitaniae with that of 9.7-48.5 μg mL
-1

 of 

temozolomide (TMZ, medicine used to treat GBM), alone or in combination. At higher 

concentrations, Ag/AgCl-NPs inhibited proliferation of GBM02 more effectively than TMZ 

(up to 83% and 62% inhibition, respectively), while the opposite occurred at lower 

concentrations (up to 23% and 53% of inhibition for Ag/AgCl-NPs and TMZ, respectively). 

Combination treatment (Ag/AgCl-NPs + TMZ) inhibited GBM02 proliferation from 54 to 

83%. Ag/AgCl-NPs had a reduced effect on astrocyte proliferation compared to GBM, and 

Ag/AgCl-NPs + TMZ inhibited astrocyte proliferation of 5 to 42%. Analysis of the growth 

rate and population doubling time confirmed that Ag/AgCl-NPs treatment was more effective 

against GBM02 cells than TMZ (~67-fold) and less aggressive to astrocytes, whereas 

Ag/AgCl-NP + TMZ treatment was no more effective against GBM02 cells than Ag/AgCl-

NPs monotherapy. The data obtained in this work indicate that yeast bioproduced Ag/AgCl-

NPs were effective against pathogenic bacteria and yeasts, as well as tumor cells in vitro, 

which reinforces the perspective for the application of this nanomaterial in the biomedical 

area. 

 

Keywords: Silver/silver chloride nanoparticles, glioblastoma multiforme, antibiotic 

resistance, antiproliferative effect, high-content analysis. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Nanotecnologia 

 

 Nanotecnologia é a área do conhecimento que envolve o estudo, produção, 

manipulação e uso de materiais em escala nanométrica (CRUZ, 2010). Um nanomaterial é 

atualmente definido como qualquer material natural, acidental ou produzido que contenha 

partículas, agregadas ou livres, e nas quais 50% ou mais das partículas, em uma ou mais 

dimensões externas, se encontram no intervalo de tamanhos entre 1 e 100 nm (EUROPEAN 

COMMISSSION, 2011). 

 O conceito de nanociência e nanotecnologia foi introduzido no final da década de 

1960 pelo físico americano, ganhador do prêmio Nobel, Richard Feynman. Durante a palestra 

“Há muito espaço lá embaixo”, Feynman afirmou que a manipulação e o controle da matéria 

em pequena escala seriam o futuro da ciência. Pouco mais de 10 anos depois, em 1970, foi 

desenvolvido o primeiro microscópio que permitia a visualização de átomos individuais, um 

microscópio eletrônico de varredura de alta resolução. A partir de então, a nanotecnologia 

começou a se desenvolver (CREWE et al., 1970; ALBERNAZ, 2014). 

 Apesar de ser um campo da ciência ainda considerado jovem, tem atraído a atenção de 

pesquisadores do mundo inteiro de forma crescente, principalmente devido às propriedades 

diferenciadas que os materiais em nanoescala apresentam quando comparado aos materiais 

em macro e microescala. Propriedades físicas, químicas e/ou biológicas podem apresentar 

diferenças que colocam a nanotecnologia como a ciência do futuro, com uma vasta gama de 

novas possibilidades dentro da pesquisa científica a serem exploradas nas próximas décadas 

(BUZEA et al., 2007). 

 

 1.1.1. Nanobiotecnologia 

 

 A nanobiotecnologia é uma área da ciência mais atual que a nanotecnologia, porém 

estão intimamente relacionadas e são igualmente promissoras. Definido de maneira sucinta, o 

termo nanobiotecnologia pode ser usado para descrever a interface entre a biologia e a 

nanotecnologia. Alternativamente, o termo define qualquer aplicação da nanotecnologia na 

pesquisa biológica, tais como a descoberta de medicamentos e dispositivos de distribuição de 

drogas, ferramentas de diagnóstico, terapêutica ou novos biomateriais (PAULL et al., 2003). 
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 Uma ramificação da nanobiotecnologia, que surgiu através da necessidade da criação 

de modelos que caminhassem na direção do desenvolvimento sustentável, é a 

nanobiotecnologia verde. Segundo o Relatório Brundtland, elaborado pela Comissão Mundial 

sobre o Meio Ambiente e o Desenvolvimento (1991), o desenvolvimento sustentável procura 

satisfazer as necessidades da geração atual, sem comprometer a capacidade das gerações 

futuras de satisfazerem as suas próprias necessidades, possibilitando que as pessoas, agora e 

no futuro, atinjam um nível satisfatório de desenvolvimento social e econômico e de 

realização humana e cultural, fazendo, ao mesmo tempo, um uso razoável dos recursos da 

terra e preservando as espécies e os habitats naturais. Dentro deste novo contexto global, a 

nanobiotecnologia verde ganha ainda mais importância, pois tem como base o 

desenvolvimento de tecnologias ecologicamente corretas, ao mesmo tempo que 

economicamente viáveis, que são as necessidades do momento na direção do 

desenvolvimento sustentável. Além disso, a nanobiotecnologia verde visa projetar novos 

produtos que sejam igualmente úteis tanto para saúde humana quanto do ambiente (ACS 

Green Chemistry Institute® & Oregon Nanoscience and Microtechnologies Institute, 2011). 

Como exemplo de processo que se enquadra aos princípios da nanobiotecnologia verde, pode-

se citar a síntese de nanopartículas (NPs) através de métodos biotecnológicos (RAI, 2013). 

 

1.2. Nanopartículas 

 

 Segundo a EUROPEAN COMMISSION (2011), nanopartículas são definidas como 

materiais naturais, acidentais ou produzidos artificialmente que contenham partículas, em que 

pelo menos 50% da sua população contenha uma ou mais dimensões externas na faixa de 

tamanho de 1-100 nm, podendo desempenhar um papel de grande importância no 

desenvolvimento de novas tecnologias. Existem diferentes tipos de nanopartículas, cada uma 

com uma particularidade em termos de aplicação tecnológica. Além disso, elas podem ser 

divididas em dois grandes grupos, as não-metálicas e as metálicas. 

 

 1.2.1. Nanopartículas não-metálicas 

  

 Dentre os tipos de nanopartículas não-metálicas, podemos citar as NPs lipídicas, onde 

se destacam os lipossomas, que são vesículas de bicamada concêntricos, no qual um volume 

aquoso é inteiramente fechado por uma bicamada lipídica membranosa (RAWAT et al., 

2006). Apresentam uma série de vantagens em termos de caráter anfifílico e 
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biocompatibilidade, podendo ser um sistema de entrega adequado para medicamentos 

biotecnológicos. Outro tipo de NPs são as poliméricas formadas por polímeros 

biodegradáveis. Biocompatibilidade é uma característica essencial para a aplicação em 

engenharia tecidual (entrega de drogas e genes) além de novas estratégias de vacinação. A 

maioria dos polímeros biodegradáveis consistem em poliésteres sintéticos, tais como 

policianoacrilato ou poli-(D, L-láctico) e polímeros relacionados, como poli-ácido-láctico 

(PLA) ou poli-láctido-co-glicólido (PLG) (KAYSER et al., 2005). Desenvolvimentos mais 

recentes incluem polímeros naturais como quitosana e alginato de sódio, para superar alguns 

problemas toxicológicos que acontecem com os polímeros sintéticos. NPs de carbono, como 

os fulerenos, têm atraído bastante atenção nos últimos anos. Algumas características dessas 

NPs como o tamanho, geometria e superfície os tornam atraentes para o uso como carreadores 

de drogas (ABHILASH, 2010). 

 

 1.2.2. Nanopartículas metálicas 

 

 Dentre a grande variedade de NPs disponíveis para estudo, as nanopartículas metálicas 

(NPMs) possuem um grande destaque. Devido a sua faixa de tamanho (1-100 nm) e 

reatividade das faces cristalinas, as NPMs apresentam comportamentos diferenciados quando 

comparadas aos seus equivalentes macroestruturados. Como exemplo, pode-se citar o ouro, 

que apresenta uma variação da propriedade óptica quando se altera o tamanho. O ouro 

enquanto sólido micro ou macroestruturado (bulk gold), possui a cor amarela, entretanto, NPs 

de ouro de 100 nm apresentam uma cor púrpura-rosado, enquanto que NPs de 20 nm são 

vermelhas e as de 1 nm são de cor marrom-amarelada (RAI, 2013; ALBERNAZ, 2014). 

 Esses comportamentos diferenciados são explicados por duas características 

fundamentais das NPMs: (1) mudanças em propriedades físico-químicas da matéria, incluindo 

mudanças ópticas, elétricas e magnéticas que estão relacionadas com o tamanho das NPMs e 

(2) a razão entre a área de superfície e o volume das NPMs que aumenta significativamente 

com a diminuição do seu diâmetro, fazendo com que elas se tornem mais reativas (Fig. 1). 

Portanto, algumas das aplicações das NPMs estão relacionadas às áreas em que a relação de 

área de superfície/volume é importante, tais como as indústrias catalíticas e microbicidas 

(BUZEA et al., 2007). 
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Figura 1. Evolução da área superficial com a diminuição das dimensões de um cubo. Um cubo 

com lados de 1 cm ocupa uma área de 6 cm
2
, enquanto que, se o mesmo cubo fosse transformado em 

1.000 cubos com lados de 1 mm, ocupariam uma área de 60 cm
2
 e, se os lados desses cubos fossem 

diminuídos ainda mais, para 1 nm, poderiam ocupar uma área de 60.000.000 cm
2
. Fonte: Site do 

National Nanotechnology Initiative (www.nano.gov). 

 

 

 Algumas dessas propriedades físico-químicas únicas das NPMs são dependentes e 

podem variar de acordo com fatores importantes, que vão moldar seus comportamentos, tanto 

microscópicos quanto macroscópicos. A Fig. 2 representa esses fatores de interferência, que 

incluem (a) o tamanho, (b) o estado de agregação e concentração, que estão relacionados com 

a reatividade, devido à razão área de superfície/volume, (c) a forma, relacionada com a 

reatividade e condutividade, (d) a composição química da superfície e (e) a presença de 

agentes de revestimento, que estão relacionados com a maneira que as NPMs vão interagir 

com outros sistemas, por exemplo, penetrar em uma célula rompendo a membrana plasmática 

ou sendo endocitada (GRASSIAN, 2008). 
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Figura 2. Alguns fatores que podem influenciar nas propriedades físico-químicas únicas das 

NPMs. Fonte: Albernaz, 2014. 

 

 

Atualmente, são produzidas NPMs de diversos elementos, tais como a prata 

(JEYARAJ et al., 2013), ouro (MELO JR. et al., 2012), cobre (SOOMRO et al., 2013), zinco 

(NAGARAJAN & KUPPUSAMY, 2013), titânio (SHI et al., 2013), bimetálicas de prata e 

ouro (BOOTE et al., 2013), cloreto de prata (VILLANUEVA-IBÁÑES et al., 2015), dentre 

outras. 

 Como exemplo de aplicações de alguns tipos de NPMs, podemos citar as de ouro 

(AuNPs), que são usadas como sondas fluorescentes ultra-sensíveis para detectar 

biomarcadores de câncer no sangue humano, incluindo câncer de fígado, pulmão e mama 

(ABHILASH, 2010). Além disso, AuNPs foram usadas para transportar os chamados killer 

genes que podem suprimir o crescimento de tumores de ovário em ratos, podendo se tornar 

um novo tratamento para o câncer de ovário (ABHILASH, 2010). Nanopartículas de cobre 

(CuNPs), que são potencialmente aplicadas nos campos de catálise, fluidos de arrefecimento e 

de tintas condutoras. Devido a ressonância plasmônica de superfície, as CuNPs apresentam 

propriedades ópticas não-lineares, o que permite larga aplicação em dispositivos e materiais 

não-lineares, como interruptores ópticos (SOOMRO et al., 2013). CuNPs também têm sido 

investigadas quanto ao seu efeito antimicrobiano, demonstrando atividade biocida contra 

bactérias e fungos (RAMYADEVI et al., 2012). Nanopartículas de zinco, que têm sido 

utilizadas como veículos de fármacos, na indústria dos cosméticos, assim como, também 

podem ser usadas em processos de tratamento de efluentes para a redução da carga 

microbiana (NAGARAJAN & KUPPUSAMY, 2013). Nanopartículas de dióxido de titânio, 
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que devido a sua forte atividade catalítica, têm sido amplamente utilizadas em produtos 

industriais e de consumo, principalmente produtos de cuidados pessoais, tais como protetores 

solares tópicos e cosméticos (SHI et al., 2013; WEIR et al., 2012). 

 Dentre os vários tipos de NPMs, as nanopartículas de prata (AgNPs) têm sido 

majoritariamente escolhidas, tanto para estudo quanto para aplicações em diversas áreas 

industriais e biomédicas. 

 

1.3. Nanopartículas de prata (AgNPs) 

 

 Ao longo da história, a prata e os seus compostos têm sido amplamente utilizados em 

muitas aplicações, como resultado das suas propriedades antimicrobianas bastante úteis. 

Acredita-se que a prata já era conhecida e usada há muitos séculos, inclusive antes do que a 

história registra. Os antigos egípcios e persas utilizavam vasos de prata para manter a água 

limpa e segura, enquanto romanos e gregos já conheciam o seu poderoso efeito bactericida e 

usavam a prata para curar feridas. Durante o século XIX, além de remédios caseiros, a prata 

era aplicada na medicina prática, como no tratamento dos olhos e de úlceras de pele. Na 

Primeira Guerra Mundial, compostos de prata foram usados para prevenir a infecção de 

feridas antes do surgimento dos antibióticos (VARNER et al., 2010). Atualmente, a prata tem 

um extenso número de aplicações, incluindo o uso em sistemas de tratamento de água (JAIN 

& PRADEEP, 2005), na indústria catalítica (PATEL et al., 2007), em dispositivos ópticos 

(ANDERSON & MOSKOVITS, 2006), tecnologia de sensores (VASEASHTA & DIMOVA-

MALINOVSKA, 2005), marcadores biológicos (JAIN & AGGARWAL, 2012 ), carreadores 

de drogas (ALIEV et al., 2009), dentre muitos outros. As AgNPs, assim como as demais 

NPMs, possuem muitas características diferenciadas em comparação com a prata na forma 

bulk, portanto, todas as aplicações já conhecidas e usadas da prata macroscópica puderam ser 

melhor exploradas, ampliando assim a eficiência e a qualidade da aplicação deste metal 

(NAGHDI et al., 2015). 

 A prata é o segundo elemento usado na indústria, ficando atrás apenas do carbono, 

além disso, as AgNPs são os nanomateriais que mais são incorporados em produtos de 

consumo. Cerca de um terço de todos os produtos atualmente registrados em bancos de dados 

de nano-produtos indicam conter AgNPs em sua composição (REIDY et al., 2013). AgNPs 

têm sido amplamente utilizadas como agentes antibacterianos e/ou antifúngicos em uma 

variada gama de produtos, incluindo sprays desinfetantes, meias, travesseiros, chinelos, 

cosméticos, lenços umedecidos, detergentes, sabão, shampoo, pasta de dente, filtros de ar, 
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revestimentos de refrigeradores, aspiradores de pó, máquinas de lavar roupa (o modelo AG 

plus, da Samsung, por exemplo, libera AgNPs para desinfetar as roupas quando operando no 

modo silver sterelization), embalagens para armazenar alimentos, capas para telefones 

celulares, tintas, estofados de automóveis e até mesmo em preservativos líquidos (VARNER 

et al., 2010). A principal razão para essa prevalência é o seu forte efeito antimicrobiano contra 

uma ampla variedade de organismos (RAI et al., 2014). 

 Nanopartículas a base de prata que recebem pouco destaque na pesquisa científica e 

em aplicações industriais são as nanopartículas de prata associadas aos íons de cloreto, 

chamadas de nanopartículas de cloreto de prata (AgCl-NPs) (VILLANUEVA-IBÁÑES et al., 

2015) e nanopartículas de prata/cloreto de prata (Ag/AgCl-NPs) (DURÁN et al., 2014). Por 

conter em sua composição prata, esses tipos de NPs compartilham muitas características 

observadas nas AgNPs, como por exemplo a liberação de íons Ag
+
.  

 

 1.3.1 Nanopartículas de prata/cloreto de prata (Ag/AgCl-NPs) 

 

As nanopartículas de prata/cloreto de prata (Ag/AgCl-NPs) têm sido estudadas como 

mais uma alternativa para o uso biomédico (DURÁN et al., 2014). As Ag/AgCl-NPs 

biossintetizadas pelo nosso grupo a partir de culturas da levedura Candida lusitaniae 

demonstraram forte efeito antiproliferativo contra a bactéria gram-positiva Staphylococcus 

aureus e a gram-negativa Klebsiella pneumoniae (EUGENIO et al., 2016). Portanto, a ação 

dessas NPs na área biomédica merece ser mais explorada para aperfeiçoar as aplicações já 

consolidadas das AgNPs. 

 Os primeiros registros de síntese de Ag/AgCl-NPs foram feitos há menos de uma 

década (VIGNESHWARAN et al., 2007) e estas surgiram com a proposta de ampliar ou 

aumentar a eficiência do uso das AgNPs. Como esse tipo de nanopartícula compartilha muitas 

características físico-químicas das AgNPs, as aplicações delas são bem semelhantes, 

incluindo aplicações biomédicas e catalíticas (DEVI et al., 2016; EUGENIO et al., 2016). 

Entretanto, estudos avaliando o potencial biomédico são mais recentes - tendo como pioneiro 

o trabalho de SATHISHKUMAR et al. (2010) - e até o momento se limitando ao efeito 

antibacteriano e antifúngico, segundo revisão publicada por DURÁN et al. (2016). 

 As Ag/AgCl-NPs podem se apresentar de duas formas diferentes, de acordo com o seu 

comportamento e estrutura em solução. Uma possibilidade é produzir NPs de prata e de 

cloreto de prata na mesma solução coloidal, como representado na Fig. 3a. Deste modo, o 

efeito da solução coloidal contendo as Ag/AgCl-NPs poderá ser devido a ação unicamente de 
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um tipo de NP ou de ambos os tipos (VIGNESHWARAN et al., 2007; DURÁN et al., 2016). 

Em uma segunda possibilidade, as Ag/AgCl-NPs podem ser produzidas como um híbrido 

contendo NPs de prata e de cloreto de prata (Fig. 3b). Nessa conformação, o efeito das NPs 

será necessariamente a partir de ambas, cloreto de prata e prata (GOPINATH et al., 2013). A 

caracterização do tipo de Ag/AgCl-NP produzida necessita do uso de microscopia eletrônica 

de transmissão de alta resolução (para a determinação da estrutura cristalina) acoplada ao 

detector de energia dispersiva de raios-X (para a caracterização elementar). Portanto, ainda há 

na literatura muitos trabalhos, incluindo estudos recentes, sem a caracterização completa das 

Ag/AgCl-NPs; em alguns casos podendo levar a interpretações equivocadas dos resultados 

obtidos, como por exemplo concluir que foram produzidas biologicamente AgNPs quando na 

verdade foram produzidas Ag/AgCl-NPs (MATHEW et al., 2015; GADE et al., 2011, 

DURÁN et al., 2016). Entretanto esse não tem sido considerado um fator determinante para 

utilização destas NPs na área biomédica, industrial ou ambas. 

 

 

 

Figura 3. Desenho esquemático mostrando os dois prováveis tipos de Ag/AgCl-NPs. (a) Tipo de 

Ag/AgCl-NP no qual as NPs de prata e cloreto de prata são formadas individualmente na mesma 

solução coloidal. (b) Tipo de Ag/AgCl-NP em que é formado um híbrido contendo AgNPs e AgCl-

NPs. Fonte: Arquivo pessoal. 
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 O método de síntese das Ag/AgCl-NPs é um passo chave para análise do seu custo-

benefício, pois as diferentes metodologias terão vantagens e desvantagens com relação ao 

custo de produção, danos ao meio ambiente e aplicação biomédica (VARNER et al., 2010).  

 

  1.3.1.1. Ag/AgCl-NPs de origem física e química 

 

 De nosso conhecimento, não existem trabalhos que mostram síntese de Ag/AgCl-NPs 

por métodos físicos. Esses métodos são conhecidos por gerar NPs com distribuição de 

tamanhos muito estreita e produzir grandes quantidades de amostras de NPs em um único 

processo. Os custos altamente elevados dos equipamentos usados e a baixa produtividade 

durante o processo tornam menos vantajoso o uso destes métodos (TRAN et al., 2013). 

 Os poucos trabalhos de produção de Ag/AgCl-NPs por síntese química (SONG et al., 

2013) podem ser reflexo das desvantagens destas metodologias, que incluem a geração de 

resíduos potencialmente nocivos à saúde e ao meio ambiente e o acúmulo de resíduos 

químicos na suspensão final dos processos de síntese, prejudicando sua aplicação biomédica 

(EL-BADAWY et al., 2010), a despeito das vantagens de ser uma produção considerada fácil 

e de baixo custo (TRAN et al., 2013, ALBERNAZ et al., 2014). Entretanto não podemos 

descartar a hipótese de que a falta de trabalhos seja devido à negligência na caracterização das 

NPs produzidas, como ocorre no caso das produzidas biologicamente, como reportado por 

DURÁN et al. (2016). Além disso, a síntese de Ag/AgCl-NPs é relativamente recente 

(VIGNESHWARAN et al., 2007), por isso muitos grupos podem ainda preferir trabalhar com 

AgNPs. 

 Enquanto há muito pouco na literatura sobre produção física e química de Ag/AgCl-

NPs, podemos encontrar inúmeros trabalhos que realizaram esses dois tipos de síntese para 

obter AgNPs, talvez pelo fato dessas NPs serem estudadas há muito mais tempo 

(ALBERNAZ, 2014; MAFUNÉ et al., 2000; HYNING & ZUKOSKY, 1998).   

 Grande parte das Ag/AgCl-NPs são produzidas por métodos biológicos, através de 

microrganismos (DURÁN et al., 2016). Isto ocorre devido a maioria dos meios de cultivo 

conterem cloreto de sódio na sua composição, liberando íons cloreto para formação das 

Ag/AgCl-NPs (ATLAS, 2010). O uso de métodos biológicos pode ser muito atraente devido a 

algumas vantagens com relação às metodologias químicas e físicas. 
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  1.3.1.2. Ag/AgCl-NPs de origem biológica 

 

 A síntese biológica (também chamada de síntese verde) de Ag/AgCl-NPs, tem muitas 

semelhanças com a síntese química, entretanto, a síntese biológica tem como objetivo 

principal a utilização de sistemas biológicos (microrganismos ou extratos de plantas) como 

substitutos dos reagentes químicos tóxicos nas reações de síntese das Ag/AgCl-NPs. Esses 

microrganismos atuam como o agente redutor no processo de redução dos íons de prata à 

prata metálica (formando as Ag/AgCl-NPs), a partir de um precursor, apresentando-se como 

uma alternativa sustentável e ecologicamente amigável (ALBERNAZ, 2014; GOPINATH et 

al., 2013). Essa rota de síntese tende a utilizar solventes de toxicidade nula, os quais levam a 

um impacto ambiental desprezível, quando há. Além disso, o custo de produção é geralmente 

mais baixo que os métodos físicos de produção e pode-se obter um alto rendimento do 

produto de interesse (ALBERNAZ, 2014). Quando comparada aos métodos químicos, a 

relação custo-benefício da síntese biológica de Ag/AgCl-NPs é melhor, por conta de o custo 

de produção ser semelhante, porém sem os impactos ambientais da produção química 

(AZEVEDO et al., 2015). 

 Uma vasta gama de organismos e microrganismos são utilizados para produção de 

Ag/AgCl-NPs, dentre eles podem ser citados plantas (GOPINATH et al., 2013), microalgas 

(AZZIZ et al., 2015), bactérias (SINGH et al., 2015), fungos filamentosos (VANAJA et al., 

2015) e leveduras (EUGENIO et al., 2016).  

 Apesar do uso de inúmeros organismos, carecem trabalhos que façam uso da produção 

de Ag/AgCl-NPs através de leveduras (DURÁN et al., 2016; EUGENIO et al., 2016), a 

despeito das claras vantagens da utilização deste microrganismo. Há milênios o homem vem 

utilizando espécies de leveduras para a produção de pão, cerveja, vinho e outros alimentos 

obtidos a partir da fermentação. As leveduras são um dos microrganismos mais importantes 

do mundo para a indústria, e suas culturas em escala industrial têm sido usadas há décadas, de 

forma que esta tecnologia já é muito bem conhecida e estabelecida (FREY, 1930; 

SCHNEITER, 2004). Desse modo, a transição para a produção de Ag/AgCl-NPs em larga 

escala no futuro poderia ser menos complexa. 

 

1.4. Aplicações biomédicas de AgNPs e Ag/AgCl-NPs   

  

 As AgNPs são eficazes contra um largo espectro de bactérias patogênicas gram-

negativas e gram-positivas, inclusive cepas resistentes a antibióticos. Dentre as bactérias que 
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se mostraram sensíveis ao tratamento com AgNPs estão as gram-positivas Bacillus spp., 

Clostridium spp., Enterococcus spp., Listeria spp., Staphylococcus spp. e Streptococcus spp. 

Além disso, são sensíveis também as Gram-negativas Acinetobacter spp., Vibrio spp., 

Escherichia coli, Salmonella typhi, Pseudomonas aueroginosa, Klebsiella pneumoniae e 

Proteus vulgaris (JAIN & AGGARWAL, 2012; VARNER et al., 2010; RAI et al., 2014). 

 Atividade antifúngica de AgNPs é menos estudada, quando comparada à atividade 

antibacteriana. Isto é claramente ilustrado pelo número de publicações: para cada artigo 

publicado sobre efeitos antifúngicos, nove são publicados relatando os efeitos antibacterianos 

(RAI et al., 2014). As AgNPs são fungicidas eficazes e de ação rápida contra um amplo 

espectro de fungos, incluindo os gêneros Aspergillus spp., Candida spp. e Saccharomyces 

spp. (VARNER, 2010, KIM et al., 2008). Além destes, outros trabalhos mostraram efeitos 

sobre Phoma glomerata, P. herbarum, Fusarium semitectum, Trichoderma spp. e Alternaria 

spp. (GAJBHIYE et al., 2009, XU et al., 2013).  

 AgNPs receberam grande atenção da comunidade científica com relação as suas 

atividades antibacterianas, mas as propriedades antivirais de AgNPs continua sendo uma área 

pouco desenvolvida e com muito a ser explorado. Dentre os vírus já estudados e que 

demonstraram sensibilidade ao tratamento com AgNPs estão o vírus da imunodeficiência 

humana tipo 1 (HIV-1), vírus da herpes simples tipo 1 e tipo 2 (HSV-1 e HSV-2), vírus 

sincicial respiratório, vírus da hepatite B (HBV), vírus da influenza, vírus da varíola dos 

macacos, dentre outros (GALDIERO et al., 2011, RAI et al., 2014).  

 Apesar de muitas das doenças causadas por protozoários serem doenças 

negligenciadas que afetam milhões de pessoas em todo o mundo (MARR et al., 2012), 

existem poucos trabalhos avaliando os efeitos tóxicos de AgNPs em protozoários. Giardia 

lamblia, Leishmania tropica, Leishmania amazonensis, Cryptosporidium parvum e 

Plasmodium falciparum estão entre as espécies sensíveis ao tratamento com AgNPs (RAI et 

al., 2014). 

 A eficácia de AgNPs como um agente antitumoral foi demonstrada in vitro e in vivo. 

A indução de danos celulares após a exposição a AgNPs, tais como perda de integridade da 

membrana celular, estresse oxidativo e apoptose foram relatados em células de câncer de 

mama humano (MCF-7) (JEYARAJ et al., 2013). SRIRAM et al., (2010) revelaram uma 

citotoxicidade dependente da dose em células de linfoma ascítico de Dalton por indução de 

apoptose. Além disso, os autores demonstraram a ação protetora durante a administração das 

AgNPs em camundongos portadores do tumor. Em ensaios de citotoxicidade na linhagem 

Hep2 (células de carcinoma da laringe), ROSARIN et al., (2012) demonstraram a morte 
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celular, alterações morfológicas apoptóticas, despolarização mitocondrial, danos no DNA e 

estresse oxidativo. O uso de AgNPs contra o glioblastoma multiforme tem sido relatada em 

alguns estudos recentes, apontando as AgNPs como uma ferramenta promissora para a terapia 

deste agressivo câncer (URBANSKA et al., 2015; SHARMA et al., 2014; LOCATELLI et 

al., 2014). Além desses, outros tipos de câncer foram estudados e apresentaram sensibilidade 

ao tratamento com AgNPs (RAI et al., 2014).  

 Segundo DURÁN et al. (2016), existem algumas inconsistências e equívocos na 

literatura com relação à caracterização de Ag/AgCl-NPs, a respeito da diferenciação entre os 

seus dois tipos (Fig. 3) e também distingui-las das AgNPs e AgCl-NPs. Este equívoco afeta a 

interpretação adequada dos efeitos antimicrobianos das Ag/AgCl-NPs e prejudica a 

comparação da eficiência de todas as NPs baseadas em prata. Os autores dessa revisão 

realizaram uma reinterpretação de dados já publicados de síntese, caracterização e avaliação 

dos efeitos antimicrobianos de Ag/AgCl-NPs e mostraram que apenas o efeito antibacteriano 

contra E. coli (VANAJA et al., 2015), S. aureus (IBRAHIM, 2015; EUGENIO et al., 2016), 

K. pneumoniae (EUGENIO et al., 2016), P. aeruginosa (NAMASIVAYAM et al., 2015), B. 

subtilis (MARCATO & DURÁN, 2011), e antifúngico contra C. albicans (LONGHI et al., 

2016) foi corretamente relatado anteriormente. Ainda assim, o número de trabalhos e espécies 

microbianas estudadas é bastante distante da quantidade de publicações de efeitos de AgNPs 

em bactérias e fungos. 

 Embora o número de trabalhos avaliando os efeitos antibacterianos de Ag/AgCl-NPs 

tenham crescido nos últimos 5 anos, ainda há uma deficiência no estudo dessa área. Além 

disso, existem poucos trabalhos avaliando os efeitos antifúngicos; sendo todos concentrados 

na espécie C. albicans, existindo ainda uma grande lacuna a ser estudada na área dos 

antifúngicos baseados em Ag/AgCl-NPs (DURÁN et al. 2016).  

 A despeito da perspectiva de aumento de trabalhos estudando bactérias e fungos, não 

há na literatura qualquer trabalho que avalie os efeitos antitumorais de Ag/AgCl-NPs, 

contrastando com a enorme quantidade de literatura disponível sobre esses efeitos com 

AgNPs (RAI et al., 2014; JEYARAJ et al., 2013; SRIRAM et al. 2010; ROSARIN et al., 

2012; URBANSKA et al., 2015; SHARMA et al., 2014; LOCATELLI et al., 2014). Além 

disso, também não há trabalhos que avaliem o uso de Ag/AgCl-NPs contra protozoários 

parasitas e vírus, neste caso, apresentando quadro semelhante ao estudo com AgNPs, 

existindo escassos trabalhos e com poucas espécies avaliadas (RAI et al., 2014; GALDIERO 

et al., 2011). 
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1.5. Resistência bacteriana 

 

A resistência bacteriana é uma das ameaças mais graves para a saúde. As infecções 

causadas por bactérias resistentes atualmente são muito comuns, e alguns patógenos têm se 

tornado resistentes a vários tipos ou classes de antibióticos (bactérias multirresistentes). A 

perda de antibióticos eficazes irá prejudicar a capacidade dos hospitais de combater doenças 

infecciosas e também resolver as complicações infecciosas comuns em pacientes vulneráveis 

submetidos à quimioterapia para o câncer, diálise por insuficiência renal e cirurgias, 

especialmente o transplante de órgãos, para o qual a capacidade de tratamento de infecções 

secundárias é crucial. Pesquisas recentes mostram que pacientes com infecções resistentes 

muitas vezes são muito mais propensos a morrer, e os sobreviventes têm estadias 

significativamente mais longas nos hospitais, com lenta recuperação (OLIVEIRA et al., 

2010).  

 O Centro de Controle e Prevenção de Doenças (em inglês: Center for Disease Control 

and Prevention - CDC) divulgou um levantamento apontando que todos os anos, nos Estados 

Unidos, pelo menos 2 milhões de pessoas adquirem infecções graves por bactérias que são 

resistentes a um ou mais dos antibióticos concebidos para tratar essas infecções. E que pelo 

menos 23 mil pessoas morrem a cada ano como resultado direto destas infecções por bactérias 

resistentes. Além disso, esse número aumenta se considerar as pessoas que morrem de outras 

moléstias decorrentes de complicações por uma infecção resistente aos antibióticos (CDC, 

2013). 

 

1.6. Resistência fúngica 

 

 Os recursos alocados para estudar, monitorar e reduzir a resistência aos medicamentos 

antifúngicos são bastante limitados, principalmente em comparação aos antibacterianos. 

Portanto, poucos países exercem essa vigilância, existindo lacunas significativas de 

informações na Ásia, África, Oriente Médio e América do Sul. A grande consequência dessa 

falta de recursos é a pouca realização de testes para novos antifúngicos na maioria dos países 

contidos nesses continentes, além disso, a resistência fúngica nesses locais é desconhecida 

(OMS, 2014). 

 A candidíase é uma infecção fúngica causada pela levedura Candida spp., e é a causa 

mais comum de infecção fúngica em todo o mundo. As infecções por Candida spp. invasivas 

são um problema de saúde pública persistente e cada vez mais importante, especialmente para 
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as populações vulneráveis, como pacientes com câncer, transplantados, recém-nascidos e/ou 

em unidades de terapia intensiva (PFALLER & DIEKEMA, 2012). Em algumas partes do 

mundo, a candidemia é a causa mais comum de todas as infecções da corrente sanguínea 

relacionadas com catéteres vasculares. A terapêutica antifúngica inadequada está associada 

com aumento da mortalidade, aumento dos custos, e uma maior carga de espécies de Candida 

spp. insensíveis ao fluconazol, fármaco mais usado para o seu tratamento (OMS, 2014). 

 Atualmente, existem apenas três classes de agentes antifúngicos disponíveis para tratar 

infecções graves por Candida spp.: os triazóis (fluconazol, itraconazol, voriconazol, 

posaconazol e ravuconazol), as equinocandinas (caspofungina, micafungina e anidulafungina)  

e os polienos (anfotericina B e suas formulações lipossomais, complexo lipídico e dispersão 

coloidal) (BLYTH et al., 2007). Os triazóis são usados com mais frequência para o tratamento 

das candidíases, mas algumas espécies são inerentemente menos sensíveis aos triazóis, e 

algumas espécies desenvolvem resistência durante a terapia prolongada (CUENCA-

ESTRELLA et al., 2011). As equinocandinas, quando disponíveis, são o tratamento empírico 

de escolha, pois possuem excelente espectro de ação e potência. As formulações de 

anfotericina B estão disponíveis em muitos países, mas este agente tem toxicidade mais 

elevada que os azóis e equinocandinas (PFALLER et al., 2011; OMS, 2014). Algumas 

espécies de Candida spp., como C. lusitaniae, podem desenvolver resistência durante terapia 

com anfotericina B. Em alguns países em desenvolvimento, apenas uma única classe de 

medicamento antifúngico está disponível e, se a resistência se desenvolve, não existem outras 

opções de tratamento (OMS, 2014; SMITH et al., 2005). Além disso, a OMS (2014) chama 

atenção para o crescimento da resistência aos azólicos, e o surgimento da resistência às 

equinocandinas. É provável que a carga global de resistência aumente em todo mundo. 

 Com o advento da resistência bacteriana e fúngica, e a consequente diminuição da 

atividade de inúmeros importantes antibióticos, muitos pesquisadores têm como objetivo a 

busca de novos fármacos para uso terapêutico contra essas infecções resistentes. Nesse 

contexto, o uso de Ag/AgCl-NPs para tratamentos antibacterianos e antifúngicos pode ser 

mais uma alternativa para a falta de efetividade de muitos fármacos, visto que as AgNPs já 

demonstraram efeitos citotóxicos contra bactérias multirresistentes em estudos anteriores 

(FIOL et al., 2000; VARNER et al., 2010) e contra leveduras também (ASHOUR, 2014). As 

Ag/AgCl-NPs podem ainda ser usadas em conjunto com antibióticos, para potencializar seus 

efeitos citotóxicos e alguns estudos anteriores com AgNPs têm avaliado essa hipótese 

(NAQVI et al., 2013; MUÑOZ et al., 2014, SILVA et al., 2015), entretanto não há relatos de 

estudos com Ag/AgCl-NPs. Além disso, há um consenso na comunidade científica de que 
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resistência microbiana à prata elementar é algo extremamente raro, devido a presença de 

múltiplos mecanismos microbicidas das NPs que atuam em sinergia, ao contrário da maioria 

dos antibióticos, que atuam direcionados a um único alvo (SILVER, 2003; FRANCI et al., 

2015), sendo válido gerar mais dados para fortalecer essa teoria. 

 

1.7. Neoplasia 

 

As células neoplásicas ou tumorais são definidas por duas propriedades hereditárias: 

(1) reproduzem-se desobedecendo aos limites normais da divisão celular e (2) invadem e 

colonizam regiões normalmente destinadas à outras células. Uma célula normal que cresce e 

se prolifera fora de controle dará origem a um tumor. Entretanto se as células tumorais não 

forem invasivas, ou seja, se não tiverem a capacidade de se desprender do tecido original, 

penetrar na corrente sanguínea ou nos vasos linfáticos para formar tumores secundários 

(metástases), o tumor é considerado benigno. Nesse caso, pode haver remissão completa pela 

destruição ou remoção cirúrgica da massa tumoral. Um tumor é considerado neoplasia apenas 

se for maligno, ou seja, se tiver a capacidade de invadir tecidos adjacentes e formar 

metástases, que quanto mais se dispersar, mais difícil será erradicá-lo. Em geral, são as 

metástases que levam o paciente à morte (ALBERTS et al., 2010). 

Existem mais de 100 tipos diferentes de neoplasias, podendo surgir em qualquer parte 

do corpo, sendo que alguns órgãos são mais afetados do que outros. Segundo o Instituto 

Nacional de Câncer José Alencar Gomes da Silva (INCA), órgão do Ministério de Saúde, 

voltado a ações nacionais integradas para o controle e prevenção de neoplasia, os órgãos mais 

afetados pelo câncer, no Brasil, são o pulmão, mama, colo do útero, próstata, cólon e reto 

(intestino grosso), pele, estômago, esôfago, medula óssea (leucemias) e cavidade oral (boca). 

Cada um desses órgãos, por sua vez, pode ser afetado por tipos diferenciados de tumor, menos 

ou mais agressivos (INCA, 2015).    

 As causas das neoplasias são variadas, podendo ser externas ou internas ao organismo, 

estando ambas inter-relacionadas. As causas externas relacionam-se ao meio ambiente e aos 

hábitos ou costumes próprios de um ambiente social e cultural. As causas internas são, na 

maioria das vezes, geneticamente pré-determinadas, estão ligadas à capacidade do organismo 

de se defender das agressões externas. De todos os casos, cerca de 90% das neoplasias estão 

associadas a fatores ambientais (ALBERTS et al., 2010). Os mais conhecidos são o 

tabagismo, que pode causar câncer de pulmão, boca, faringe, laringe e esôfago, pâncreas, rins, 

bexiga, dentre outros (FILHO et al., 2010), o consumo de álcool, que pode causar câncer de 
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mama feminino, boca, faringe, laringe, esôfago, fígado, colorretal e há alguma evidência de 

associação com o câncer de pâncreas (KUSHI et al., 2012), e a exposição excessiva ao sol, 

que pode causar câncer de pele (ALBERTS et al., 2010). 

 

 1.7.1 Glioblastoma multiforme 

 

 O glioblastoma multiforme (GBM) é o tipo de tumor cerebral primário mais comum e 

mais agressivo em seres humanos, com uma taxa de incidência de 3,2 novos casos 

diagnosticados a cada 100.000 pessoas, uma mortalidade de 100% e uma sobrevida média de 

cerca de 12-15 meses (ARVOLD & REARDON, 2014). É uma neoplasia constituída por 

células da glia, sendo responsável por 50% de todos os tumores cerebrais parenquimatosos, 

que por sua vez, representam 50% dos tumores cerebrais primários (ALVES et al., 2011). 

Médicos e cientistas tiveram sucesso muito limitado em prolongar a sobrevivência dos 

pacientes que sofrem de GBM, desde a introdução da terapia de radiação pós-cirúrgica, no 

final dos anos 1970 (GOLDLUST et al., 2008). 

 Os gliomas, tumores primários de potencial maligno do cérebro, são divididos em dois 

tipos: tumores astrogliais e oligodendrogliais, estes são adicionalmente classificados por grau 

de agressividade, podendo ser considerados de baixo grau (grau II, segundo a OMS) ou de 

alto grau (graus III e IV, segundo a OMS) (LOUIS et al., 2007). Os tumores que se originam 

dos astrócitos, células do cérebro que rodeiam as células nervosas e dão suporte aos 

neurônios, comumente conhecidos como astrocitomas, são divididos em três tipos: 

astrocitomas (grau II da OMS), astrocitomas anaplásicos (grau III da OMS), e GBMs (grau IV 

da OMS) (GOLDLUST et al., 2008). 

 O GBM pode ocorrer como uma neoplasia primária ou secundária: uma neoplasia 

primária é originada diretamente a partir de mutações em células astrogliais normais, 

enquanto que uma neoplasia secundária se origina de um tumor com grau de malignidade 

inferior a IV e evolui até se tornar um GMB com grau IV de agressividade. GBM primário 

tende a ocorrer em uma população de pacientes mais velhos, com mais de 55 anos, enquanto o 

GBM secundário tende a ocorrer em adultos mais jovens, abaixo dos 45 anos de idade. 

Embora fenotipicamente semelhante, estes dois tipos de GBM ocorrem através do acumulo de 

mutações diferentes (KIM & GLANTZ, 2006). 

 Do ponto de vista etiológico, fatores ambientais, como tabagismo, dieta e ingestão de 

álcool não foram ligados ao GBM, embora sugere-se que altas doses de irradiação craniana e 

exposição ocupacional a algumas toxinas podem estar ligados ao aumento da incidência de 
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gliomas. Risco de glioma atribuível a herança foi estimado em 4% e é mais comumente 

associado com neurofibromatose, esclerose tuberosa, síndrome de Turcot, e síndrome de Li-

Fraumeni (GOLDLUST et al., 2008). 

 

  1.7.1.1. Diagnóstico e tratamento 

 

 O diagnóstico é realizado por exame de imagem (Fig. 4), sendo a ressonância 

magnética com administração de contraste considerado como padrão ouro (Fig. 4a). 

Tomografia computadorizada pode não mostrar lesões na fossa posterior, além de perder 

pequenos tumores que não são reforçados com o agente de contraste  (Fig. 4b). A tomografia 

por emissão de pósitrons e espectroscopia de ressonância magnética podem ser úteis para 

ajudar a distinguir o tumor do tecido normal e orientar o local da biópsia. O diagnóstico 

definitivo deve ser obtido por um exame histológico por biópsia ou ressecção cirúrgica 

(SATHORNSUMETEE et al., 2007). O padrão atual de tratamento é a ressecção cirúrgica, 

juntamente com a radioterapia e quimioterapia, usando o fármaco temozolomida (TMZ, 

Temodar®, Temodal®) (STUPP et al., 2009). Na maioria dos casos, essa abordagem fornece 

24 meses de sobrevida para o paciente após o diagnóstico, e apenas 5-15% deles vivem mais 

de 5 anos (ARVOLD & REARDON, 2014; GALLEGO, 2015; RAIZER et al., 2015; 

NEUBECK et al., 2015). 

 

 

 

Figura 4. Exames de imagem de paciente com GBM. (a) Imagem de ressonância magnética com 

contraste revelando lesão cerebral. (b) Imagem de tomografia computadorizada sem contraste do 

mesmo paciente. 

 

a b 
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 Apesar da ressecção cirúrgica agressiva, da radioterapia e quimioterapia, quase todos 

os pacientes com GBM apresentam recorrência do tumor, com o elevado número de 95% dos 

tumores reaparecendo no local primário (WEN & KESARI, 2008). Isso pode ser parcialmente 

atribuído à natureza altamente invasiva do tumor, tornando a ressecção completa quase 

impossível. Além disso, os tumores GBM pode ter extensas regiões de hipoxia. Esta redução 

de oxigênio pode limitar a eficácia da radioterapia devido a diminuição da geração de radicais 

livres que danificam o DNA das células tumorais (RAMIREZ et al., 2013). Além disso, a 

vasculatura tumoral anormal e permeável provoca uma elevada pressão hidrostática no tumor, 

reduzindo a administração do fármaco para o tumor. Tem sido proposto que colocando discos 

quimioterápicos solúveis (Gliadel®) no leito tumoral (Fig. 5), estes obstáculos seriam 

diminuídos ou superados (PANIGRAHI et al., 2011). Porém, mesmo com os tratamentos pós-

cirúrgicos com radioterapia, TMZ e Gliadel®, o GBM apresenta uma população de células 

que sobrevivem aos tratamentos capaz de recidivar a neoplasia posteriormente (RAMIREZ et 

al., 2013). 

 

 

 

Figura 5. Implantação de Gliadel ®. Os discos são implantados na região onde foi extraído o tumor, 

os discos são indicados como adjuvante na cirurgia para prolongar a sobrevida em pacientes com 

GBM. (Fonte: MACIEJ et al., 2004). 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

 Tendo em vista o grande potencial das Ag/AgCl-NPs como agentes biocidas contra 

microrganismos patogênicos (DURÁN et al., 2016), aliado à necessidade de mudanças para o 

futuro na direção do desenvolvimento sustentável (RELATÓRIO BRUNDTLAND, 1991), 

propomos a síntese biológica de Ag/AgCl-NPs (rota "verde"). NPs bioproduzidas possuem 

duas grandes vantagens com relação aos métodos químicos e físicos de síntese. A primeira é 

devido ao fato da síntese biológica ser ecologicamente amigável, ao contrário das NPs 

produzidas quimicamente, que fazem uso de solventes tóxicos. A segunda vantagem é devido 

ao baixo custo de síntese, ao contrário das NPs produzidas fisicamente, que necessitam de 

equipamentos caros durante o processo (NAVEEN et al., 2010). Com relação à escolha do 

organismo produtor, a grande vantagem de se escolher espécies de leveduras como organismo 

responsável pela produção biológica de Ag/AgCl-NPs é o conhecimento de longo prazo do 

cultivo em larga escala para a aplicação industrial, o que poderia facilitar o processo de 

transição para a indústria futuramente (FREY, 1930; SCHNEITER, 2004).  

 As Ag/AgCl-NPs produzidas por C. lusitaniae, uma das utilizadas neste trabalho, 

apresentaram forte efeito antiproliferativo contra as bactérias S. aureus e K. pneumoniae, 

demonstrando grande potencial para aplicações biomédicas (EUGENIO et al., 2016). Como 

diferentes espécies de microrganismos produzem NPs com características diferentes, 

investigamos neste trabalho a síntese e realizamos a caracterização de Ag/AgCl-NPs 

produzidas por outra espécie de levedura, a C. intermedia. O efeito sobre a proliferação de 

bactérias gram-positivas e gram-negativas e leveduras patogênicas também foi avaliado.  

 Devido ao crescente número de casos de bactérias e fungos resistentes a múltiplas 

drogas, tornou-se essencial a busca por agentes alternativos aos atuais antibióticos usados na 

clínica (OMS, 2014). Só nos Estados Unidos, 2 milhões de pessoas adquirem infecções graves 

por bactérias que são multirresistentes aos tratamentos para essas infecções. Além disso, pelo 

menos 23 mil pessoas morrem por ano devido a infecções bacterianas resistentes (CDC, 

2013). Portanto, torna-se imprescindível a busca ininterrupta por novos fármacos efetivos 

contra bactérias, e vários trabalhos apontam para o potencial uso de Ag/AgCl-NPs (DURÁN 

et al., 2016), tornando válido seu estudo mais aprofundado.  

 Segundo a OMS (2014), infecções fúngicas são relativamente negligenciadas em 

algumas regiões do mundo, como partes da América do Sul, Ásia, África e Oriente Médio, 

gerado pela falta de recursos apropriados. Como consequência, dois dos três grupos de 
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fármacos usados para tratar candidíase (triazóis e equinocandinas), maior causador de 

infecções fúngicas no mundo, já apresentam problemas de resistência fúngica (PFALLER & 

DIEKEMA, 2012; CUENCA-ESTRELLA et al., 2011; SMITH et al., 2005). Além disso, 

carecem estudos de efeito de Ag/AgCl-NPs em diferentes espécies de leveduras 

potencialmente patogênicas (DURÁN et al., 2016). 

 Outra enfermidade que merece destaque são as neoplasias. As neoplasias matam 8,2 

milhões de pessoas anualmente em todo mundo, segundo a OMS (2016). Dentre eles, destaca-

se o glioblastoma multiforme (GBM). O GBM é um tipo de neoplasia rara (3,2 novos 

diagnósticados a cada 100.000 indivíduos), porém sua taxa de mortalidade é de 100%, com 

sobrevida média de 24 meses, após cirugia, quimio e radioterapia, devido ao tratamento 

extremamente ineficiente frente a agressividade da neoplasia (GOLDLUST et al., 2008; 

ARVOLD & REARDON, 2014). Portanto, há uma necessidade urgente da descoberta de 

novos compostos alternativos para tratar dessa doença. AgNPs já se mostraram eficazes in 

vitro contra GBM (URBANSKA et al., 2015; SHARMA et al., 2014; LOCATELLI et al., 

2014), entretanto o potencial de Ag/AgCl-NPs nunca foi avaliado. Além disso, Ag/AgCl-NPs 

têm se mostrado mais estáveis do que AgNPs em solução, de acordo com outros estudos de 

caracterização por potencial zeta disponíveis na literatura (SURESH et al., 2010; 

SATHISHKUMAR et al., 2009; LAVAKUMAR et al., 2015; LONGHI et al., 2016). 

Com base no exposto, este trabalho visa a utilização de Ag/AgCl-NPs sintetizadas via 

uma rota verde, a partir de culturas de leveduras, para a avaliação dos seus efeitos 

antibacterianos, antifúngicos e antitumorais. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo geral 

 

 Avaliar o efeito antibacteriano, antifúngico e antitumoral de nanopartículas de 

prata/cloreto de prata produzidas por rota verde a partir de leveduras. 

 

3.2. Objetivos específicos 

 

 Investigar a bioprodução de Ag/AgCl-NPs a partir de culturas da levedura Candida 

intermedia. 

 

 Caracterizar as nanopartículas produzidas pelas culturas de C. intermedia. 

 

 Avaliar o efeito de Ag/AgCl-NPs na proliferação das bactérias Streptococcus 

pyogenes e Salmonella enterica serovar Typhi (S. typhi), comparando seus efeitos aos 

antibióticos penicilina e estreptomicina. 

 

 Verificar o reestabelecimento das culturas de bactérias S. pyogenes e S. typhi após o 

tratamento com Ag/AgCl-NPs, penicilina e estreptomicina. 

 

 Avaliar o efeito de um segundo ciclo de tratamento com Ag/AgCl-NPs, penicilina e 

estreptomicina sobre a proliferação das bactérias S. pyogenes e S. typhi.  

 

 Avaliar o efeito de Ag/AgCl-NPs na proliferação das leveduras Candida albicans e 

Candida lusitaniae, comparando seus efeitos ao antifúngico anfotericina B. 

 

 Verificar o reestabelecimento das culturas de leveduras C. albicans e C. lusitaniae 

após o tratamento com Ag/AgCl-NPs e anfotericina B. 

 

 Avaliar o efeito de um segundo ciclo de tratamento com Ag/AgCl-NPs e anfotericina 

B sobre a proliferação das leveduras C. albicans e C. lusitaniae. 
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 Avaliar o efeito antiproliferativo de Ag/AgCl-NPs e do fármaco TMZ sobre a 

linhagem GBM02 do tumor cerebral primário glioblastoma multiforme.  

 

 Avaliar o efeito antiproliferativo de Ag/AgCl-NPs e de TMZ sobre astrócitos 

humanos. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1. Biossíntese de Ag/AgCl-NPs 

 

 O processo de síntese e caracterização de Ag/AgCl-NPs foi previamente estabelecido 

pelo grupo (EUGENIO et al., 2016). Resumidamente, leveduras da espécie C. lusitaniae e C. 

intermedia foram cultivadas com inóculo inicial de 10
7
 células/mL em meio rico, segundo 

DAI et al. (2007): 4% de glicose (Merk), 1% de peptona bacteriológica (Himedia) e 1% de 

extrato de levedura (Himedia), pH 6,5, durante 24 h a 30°C. Posteriormente, uma solução 

aquosa de nitrato de prata (Merk) a 3,5 mM foi adicionada ao meio e as culturas foram 

mantidas durante 7 dias a 30°C, no escuro e sob agitação (150 rpm). 

 As amostras foram retiradas após 7 dias de cultivo, coletadas para um frasco de vidro, 

e a mudança de cor, que indica a redução de íons Ag
+
 (que gera Ag/AgCl-NPs) foi registrada 

fotograficamente. Leituras de UV-Vis foram realizadas para confirmação da produção de 

NPs. A absorbância foi medida nos comprimentos de onda na faixa de 200-700 nm, a uma 

resolução de 1 nm, em placa de 96 poços (Biofil®) em um espectrofotômetro de UV-Visível 

Molecular Devices Spectra Max 190 (Sunnyvale, EUA).  

 

4.2. Purificação de Ag/AgCl-NPs 

 

 Após a indicação da produção de NPs por UV-Vis e mudança na cor do meio de 

cultura, o sobrenadante do meio de cultura foi separado do pellet de células por centrifugação 

a 2728 x g, durante 15 minutos a temperatura ambiente. As Ag/AgCl-NPs foram purificadas a 

partir do sobrenadante por centrifugação a 38361 x g, durante 20 minutos a temperatura 

ambiente. As Ag/AgCl-NPs sedimentadas foram ressuspendidas com auxílio de banho de 

ultrasson, para evitar agregação, usando o equipamento SoniClean 2 (Sanders Medical), por 

30 minutos a temperatura ambiente, com uma frequência de 40 kHz. As amostras foram 

lavadas sequencialmente em solução de 2% de citrato de sódio, pH 8,0, para estabilização 

eletrostática das NPs através da adsorção de íons citrato, até que o sobrenadante adquirisse 

aspecto transparente. Posteriormente as Ag/AgCl-NPs foram ressuspensas em citrato de sódio 

2% e mantidas a 4º C para caracterização. Para os ensaios antiproliferativos, as Ag/AgCl-NPs 

foram centrifugadas a 38361 x g por 20 minutos e ressuspensas em meio de cultura de 

bactérias (Caldo Nutriente), leveduras (Sabouraud) e células de mamífero (DMEM-F12). 
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4.3. Difração de raios-X das nanopartículas produzidas por C. intermedia  

 

 As Ag/AgCl-NPs purificadas a partir da cultura de C. intermedia foram secas a 100°C 

durante 1 h. Posteriormente, o pó de Ag/AgCl-NPs foi montado em um suporte de nylon 

(Hampton Research, EUA) e submetido a medições de difração de raios-X usando um 

difratômetro Agilent SuperNova (Santa Clara, EUA) operando a 40 W (voltagem de 50 kV e 

corrente de 0,5 mA) com uma radiação de CuKa (1,5416 Å) no intervalo de 20°-80°, em 

ângulos 2θ. A linha de base foi corrigida usando o software Fityk. O perfil de difração foi 

comparado com o padrão publicado pelo Comitê Conjunto sobre Padrões de Difração em Pó 

para AgNPs (JCPDS: 65-2871) e para AgCl-NPs (JCPDS: 31-1238). 

 

4.4. Morfometria das nanopartículas produzidas por C. intermedia por microscopia 

eletrônica de transmissão (MET) 

 

 A morfometria das NPs produzidas a partir da cultura de C. Intermedia por MET foi 

realizada utilizando um microscópio eletrônico de transmissão FEI Tecnai Spirit Biotwin 

(Eindhoven, Holanda) para confirmar o tamanho e a forma das Ag/AgCl-NPs. As amostras 

foram aderidas durante 2 h em grades de cobre para MET revestidas com Formvar e 

posteriormente secas a temperatura ambiente. As imagens foram obtidas com uma voltagem 

de 120 kV. O software ImageJ (SCHNEIDER et al., 2012) foi utilizado para estimar o 

diâmetro e o fator de forma (circularidade) das NPs (n = 1.000) a partir das imagens obtidas. 

 

4.5. Ensaio antiproliferativo em bactérias e leveduras 

 

 A atividade antibacteriana e antifúngica das Ag/AgCl-NPs produzidas por C. 

intermedia foi testada contra as bactérias S. pyogenes e S. typhi e contra as leveduras C. 

albicans e C. lusitaniae. Inicialmente a solução contendo as Ag/AgCl-NPs foi sonicada em 

banho de ultrasson (SoniClean 2, Sanders Medical) por 30 minutos a temperatura ambiente, 

com uma frequência de 40 kHz. As bactérias foram crescidas em 1,5 mL de meio Caldo 

Nutriente (Himedia) como condição controle (não tratado) e em meio Caldo Nutriente 

contendo 10, 25, 50, 75, 100, 125, 150 e 175 µg mL
-1

 de Ag/AgCl-NPs. Enquanto as 

leveduras foram crescidas em 1,5 mL de meio Sabouraud (Himedia) como condição controle 

(não tratado) e em meio Sabouraud contendo 50, 100, 150, 200, 250, 300, 400 e 500 µg mL
-1

 

de Ag/AgCl-NPs. O efeito dos antibióticos penicilina e estreptomicina (para as bactérias), 
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assim como a anfotericina B (para as leveduras) foi testado sobre a proliferação celular 

utilizando mesmas concentrações descritas anteriormente para as Ag/AgCl-NPs, com a 

finalidade de comparação. Os experimentos foram realizados em triplicata em microtubos tipo 

eppendorf de 2 mL (MCT-200-C, Axygen®) e mantidos por 24 h a 37ºC, com inóculo inicial 

de 10
5
 unidades formadoras de colonias/mL (UFC/mL) para os ensaios com bactérias, e 

mantidos por 72 h a 37ºC, com inóculo inicial de 10
7
 células/mL para os ensaios com 

leveduras. 

 Controles do meio de cultura puro e do meio de cultura com a adição de Ag/AgCl-NPs 

também foram realizados. O meio de cultura puro foi usado como branco, enquanto os valores 

obtidos dos microtubos contendo meio com Ag/AgCl-NPs foram subtraídos dos valores 

obtidos pelos microtubos contendo bactérias, para garantir que a densidade óptica (DO) 

considerada seria apenas dos microrganismos, sem influência da absorvância das Ag/AgCl-

NPs, visto que a presença das NPs no meio de cultura altera a sua cor, portanto, altera a 

absorvância medida no espectrofotômetro. 

 Posteriormente, as densidades celulares foram acompanhadas por medição da DO a 

600 nm, utilizando um espectrofotômetro de UV-Visível Molecular Devices Spectra Max 190 

(Sunnyvale, EUA). Foram obtidos valores de DO por UV-Vis nos tempos de 6, 12 e 24 h 

(para bactérias) e 24, 48 e 72 h (para leveduras) após o inóculo e adição dos tratamentos, para 

o acompanhamento da curva de crescimento.  

 

4.6. Ensaio de recuperação e segundo ciclo do ensaio antiproliferativo em bactérias e 

leveduras 

  

 Após as 24 h de tratamento das bactérias e 72 h de tratamento das leveduras com 

Ag/AgCl-NPs ou os antibióticos nas concentrações de 0, 10, 25, 50, 75, 100, 125, 150 e 175 

µg mL
-1 

(para bactérias) e 0, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 400 e 500 µg mL
-1 

(para leveduras), 

as culturas foram lavadas em meio de cultura Caldo Nutriente ou Sabouraud fresco, 

respectivamente, usando centrifugação a 2728 x g durante 15 minutos a temperatura 

ambiente. Em seguida as culturas foram ressuspensas no mesmo meio livre de Ag/AgCl-NPs 

ou antibióticos, para avaliação da possível recuperação das culturas bacterianas e fúngicas 

após os tratamentos. 

 Após as 24 e 72 h do ensaio de recuperação, foi realizado um segundo ciclo de 

tratamento das bactérias (10
5
 UFC/mL) com 0, 10, 25, 50, 75, 100, 125, 150 e 175 µg mL

-1
 de 

Ag/AgCl-NPs, penicilina e estreptomicina em meio Caldo Nutriente; e das leveduras (10
7
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células/mL) com 0, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 400 e 500 µg mL
-1

 de Ag/AgCl-NPs e 

anfotericina B em meio Sabouraud. Os experimentos foram realizados em triplicata em 

microtubos tipo eppendorf de 2 mL (MCT-200-C, Axygen®) e mantidos por mais 24 e 72 h a 

37ºC. Os controles do meio de cultura puro e com adição de Ag/AgCl-NPs foram novamente 

realizados.  

 Em ambos os ensaios as densidades celulares foram acompanhadas por medição da 

DO a 600 nm, durante 6, 12 e 24 h (para bactérias) e 24, 48 e 72 h (para leveduras), utilizando 

o espectrofotômetro de UV-Visível Molecular Devices Spectra Max 190 (Sunnyvale, EUA). 

 

4.7. Cultivo das células GBM02 

 

 A linhagem celular de tumor humano GBM02 foi estabelecida no Laboratório de 

Morfogênese Celular da UFRJ (FARIA et al., 2006). O uso de espécimes cirúrgicos de 

pacientes para o estabelecimento de linhagens celulares in vitro e in vivo em pesquisa teve o 

consentimento informado por escrito dos pacientes e foi aprovado pelo Comitê de Ética do 

Ministério da Saúde, sob Conselho de Revisão Institutional (CRI - Comitê de Ética em 

Pesquisa do Hospital Universitário Clementino Fraga Filho) consentimento CEP-HUCFF nº. 

002/01.  

 As células foram cultivadas em meio de cultivo DMEM-F12 (Invitrogen - Life 

Technologies), suplementado com 10% de soro fetal bovino e mantidas em uma incubadora a 

37ºC em atmosfera com 5% de CO2, até obtenção da confluência de 80%. Após atingirem a 

confluência, as células foram descoladas do frasco através de uma solução de 0,05% de 

tripsina/0,02% de ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), por 5 minutos a 37ºC. Em 

seguida foram semeadas em placas de 96 poços, a uma densidade celular de 10
3
 células/poço, 

para realização dos experimentos posteriores. 

 

4.8. Cultivo dos astrócitos humanos 

 

 Astrócitos humanos primários foram isolados a partir de tecido anterior do lobo 

temporal, cirurgicamente ressecado de pacientes selecionados para o tratamento cirúrgico da 

epilepsia do lobo temporal associada a esclerose hipocampo. Os pacientes deram seu 

consentimento para o uso de seus espécimes cirúrgicos para o isolamento de astrócitos neste 

estudo, e os procedimentos foram aprovados pelo Comitê de Ética do Ministério da Saúde, 

sob CRI - CEP/HUCFF nº 060/05. 
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 As culturas de astrócitos foram estabelecidas a partir de tecido cortical saudável, como 

descrito por DINIZ et al., 2012. Resumidamente, os tecidos foram lavados em meio DMEM, 

dissociados mecanicamente, cortados em pedaços pequenos com um bisturi estéril e 

incubados em 10 mL de solução de tripsina a 0,25% a 37°C durante 10 minutos. Após 

centrifugação por 10 minutos, o pellet celular foi ressuspenso em meio de cultura DMEM-F12 

suplementado com 10% de soro fetal bovino, plaqueado e mantidos numa atmosfera 

umidificada de 5% de CO2 a 37°C durante 2 h, para obter adesão de células microgliais. Os 

astrócitos não aderentes foram transferidos para outras placas de cultura revestidas com 0,1% 

de poli-L-lisina. Astrócitos aderentes foram crescidos por substituição do meio uma vez por 

semana. Ao obter confluência de 80%, eles foram descolados com 0,05% de tripsina/0,02% 

de EDTA e em seguida, foram semeados em placas de 96 poços, a uma densidade celular de 

10
3
 células/poço, para realização dos experimentos posteriores. 

  

4.9. Ensaio antiproliferativo de GBM02 e astrócitos humanos por análise de alto 

conteúdo (HCA) 

 

 Para a análise de proliferação celular, GBM02 e os astrócitos foram semeados em uma 

densidade de 10
3
 células/poço em placas de 96 poços preta de fundo plano (Corning 

Incorporated Costar®), em 300 μL/poço de DMEM-F12 suplementado com SFB a 10% 

contendo 0,5 μg mL
-1

 do corante Hoechst 33258 (Sigma-Aldrich). Após 24 h, as células 

foram incubadas na presença de diferentes concentrações de Ag/AgCl-NPs (0,1, 0,5, 1,0, 2,5 e 

5,0 μg mL
-1

), TMZ (9,7, 19,4, 29,1, 38,5 e 48,5 μg mL
-1

) ou uma combinação de Ag/AgCl-

NPs e TMZ (0,1+9,7, 0,5+19,4, 1,0+29,1, 2,5+38,5 e 5,0+48,5 μg mL
-1

) durante 24, 48 e 72 h 

a 37°C (5% de CO2). A concentração máxima utilizada nos experimentos é compatível com a 

recomendada pelas Diretrizes de Prática Clínica em Oncologia para tratamento de tumores do 

sistema nervoso central (BALÇA-SILVA et al., 2014). O controle não tratado foi realizado na 

ausência de nanopartículas ou TMZ. 

 Imagens foram adquiridas nos tempos de 0, 24, 48 e 72 h de cultivo nas condições 

controle e tratados utilizando o sistema de imagens InCell Analyzer 2000. Foram escolhidos 

seis diferentes campos dentro de cada poço para aquisição das imagens de fluorescência, 

usando o filtro DAPI (região espectral entre 410-480 nm), com objetiva de 10x. A contagem 

do número de núcleos marcados foi realizada através do software InCell Invastigation (GE 

HealthCare Life Sciences). Para o acompanhamento da curva de crescimento, a quantidade de 

núcleos contados no tempo 0 h (controles não tratados) foi normalizada para 100% e os 
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núcleos contados nos tempos posteriores foram convertidos em percentual de proliferação 

com relação ao ponto 0 h. 

 

4.10. Determinação da taxa de crescimento e do tempo de duplicação da população de 

GBM02 e astrócitos 

  

 A taxa de crescimento e o tempo de duplicação da população de GBM02 e astrócitos 

foram estimados de acordo com SHERLEY et al., 1995. Em resumo, foi utilizada a fórmula a 

seguir para o cálculo da taxa de crescimento: 

  

ft

t NN 20  

 

onde Nt = número total de células, N0 = número inicial de células, f = taxa de crescimento e t 

= tempo de cultivo. A partir dos valores da taxa de crescimento, o tempo de duplicação da 

população foi calculado a partir da seguinte fórmula: 

 

f
TDDP

)2ln(
  

 

onde TDDP = tempo de duplicação da população, f = taxa de crescimento 

 

4.11. Determinação do IC50 

 

 O IC50 (concentração que inibe 50% da proliferação celular) das culturas tratadas de 

bactérias, leveduras, GBM02 e astrócitos humanos foi determinado através do software 

Graphpad Prism 5. 

 

4.12. Análise estatística 

 

 Os dados dos ensaios antibacterianos, antifúngicos e antitumorais foram expressos 

como média ± desvio padrão. Os dados foram analisados utilizando o teste One-Way 

ANOVA, seguido do teste Tukey, usando o software Graphpad Prism 5. A significância 

estatística foi considerada quando p < 0,05. 
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5. RESULTADOS 

 

5.1. Caracterização de Ag/AgCl-NPs bioproduzidas por C. intermedia e o 

monitoramento da atividade antiproliferativa em bactérias e leveduras  

 

 5.1.1. Análise colorimétrica e por UV-Vis das culturas da levedura C. intermedia 

incubadas na presença de nitrato de prata  

 

 Em geral, a primeira evidência da redução de íons de prata (Ag
+
), sob a forma de NPs, 

é a mudança de cor no meio de cultura (de amarelo claro para castanho escuro). A mudança 

de cor no meio de cultura e os picos observados por análise em UV-Vis são decorrentes do 

fenômeno denominado Ressonância Plasmônica de Superfície Localizada (RPSL), que 

consiste na oscilação coletiva dos elétrons livres nas NPs, criando uma densidade de carga na 

sua superfície. Esse fenômeno, no caso das NPs à base de prata, provoca uma absorção da luz 

na região visível do espectro, entre 350-450 nm, fazendo com que suspensões coloidais de 

NPs à base de prata apresentem essa coloração característica (ELUMALAI & DEVIKA, 

2014; PEREIRA, 2009). 

 A Fig. 6 mostra a alteração de cor (Fig. 6a) e o espectro de absorbância (Fig. 6b) dos 

meios de cultura com e sem a adição de 3,5 mM de AgNO3. O meio de cultura livre de 

leveduras e de AgNO3 não apresentou nenhuma mudança de cor durante o experimento. Após 

adição de AgNO3 no meio de cultura livre de células, foi observado uma ligeira alteração de 

cor, de amarelo claro para castanho claro, indicando a possível redução de íons Ag
+
 por 

componentes do meio de cultura, que deram origem as NPs à base de prata. As culturas de 

leveduras incubadas na presença de AgNO3 apresentaram uma alteração de cor de amarelo 

claro para castanho escuro, indicando a produção de uma quantidade maior de NPs, já que 

maiores concentrações de NPs no meio o tornam mais escuro, e a altura do pico no UV-Vis 

fica maior (SINGH et al., 2014). 

 A produção de NPs foi confirmada pela análise de UV-Vis (Fig. 6b). O espectro 

obtido a partir das culturas de leveduras incubadas na presença de 3,5mM de AgNO3 

apresentou uma absorvância máxima em 408 nm, compatível com picos observados em 

trabalhos prévios com NPs à base de prata (SINGH et al., 2014), com uma variação na faixa 

de 380-440 nm, indicando a produção de NPs com uma grande variação de diâmetro 

(ZHANG & NOGUEZ, 2008). Os espectros correspondentes ao meio de cultura puro e ao 
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meio apenas com AgNO3 não apresentaram picos na faixa de NPs à base de prata, portanto 

não foi confirmada a produção de NPs nessas condições.  

 

 

 

Figura 6. Análise da bioprodução de NPs à base de prata pela levedura C. intermedia, por 

mudança na cor do meio de cultura e absorvância no UV-Vis. (a) Frascos contendo o meio de 

cultura puro, meio de cultura com AgNO3 e culturas de leveduras com AgNO3. (b) Espectros de UV-

Vis representativos dos frascos com o meio de cultura puro, meio de cultura com AgNO3 e culturas de 

leveduras com AgNO3. 

 

 

 5.1.2. Caracterização da natureza cristalina das NPs produzidas por C. 

intermedia através de Difração de Raios-X 

 

 A fim de identificar a natureza das NPs produzidas por C. intermedia a técnica de 

DRX foi empregada. A Fig. 7 mostra o padrão de DRX obtido a partir do pó das NPs 

produzidas pelas leveduras. O espectro das NPs apresentou um padrão de DRX que é 

compatível com a fase cristalina cúbica de prata metálica, com picos de difração nos valores 

em 2 de 38°, 45°, 64° e 78°, que são referidos aos planos (111), (200), (220) e (311), que 

coexistem com os picos de AgCl-NPs em 27°, 32°, 55°, 57°, 74°, 76° e 85° e que 

correspondem aos planos (111), (200), (311), (222), (400), (331) e (422). Este padrão obtido a 

partir do difratograma mostra que as NPs sintetizadas por C. intermedia são NPs cristalinas de 

prata/cloreto de prata, de acordo com as análises cristalográficas relatadas por GOPINATH et 

al. (2013) e DURÁN et al. (2014). A interpretação dos perfis de difração das Ag/AgCl-NPs é 

coerente com o parão estabelecido pelo Comitê Conjunto em Padrões de Difração em pó 

(arquivos JCPDS: 65-2871 para prata e JCPDS: 31-1238 para cloreto de prata). 
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Figura 7. Análise por DRX. Padrões das NPs sintetizadas por C. intermedia. Os planos cristalinos de 

prata metálica (111; 200; 220 e 311, em cinza) e cloreto de prata (111; 200; 311; 222; 400; 331 e 422, 

em verde) coexistem nas NPs isoladas das leveduras. 

 

 

 5.1.3. Morfometria das Ag/AgCl-NPs por Microscopia Eletrônica de Transmissão 

 

 Determinou-se o tamanho e o fator de forma (circularidade) das Ag/AgCl-NPs 

produzidas por C. intermedia através de análise morfométrica por MET, a partir de imagens 

de Ag/AgCl-NPs purificadas e depositadas em grades de cobre revestidas por Formvar (Fig. 

8a). Medidas do diâmetro de Ag/AgCl-NPs (n = 1000) a partir de imagens digitais de MET 

mostrou uma variação de 5 a 75 nm. A maior parte das NPs produzidas estavam na estreita 

faixa entre 10-20 nm (~50%), enquanto uma proporção menor de partículas (~40%) variou na 

larga faixa entre 21-75 nm. Cerca de 10% das NPs apresentaram diâmetros menores que 10 

nm, sendo 5 nm o menor diâmetro observado (Fig. 8b). 

 Uma inspeção visual das imagens de Ag/AgCl-NPs por MET indicou que as NPs eram 

predominantemente esféricas ou quase esféricas (Fig. 8c). Estes resultados foram confirmados 

através da análise de circularidade, onde um valor de circularidade 1,0 representa a simetria 

perfeita de um círculo, enquanto que os valores diferentes de 1,0 representam morfologias não 

perfeitamente esféricas. A avaliação da circularidade das Ag/AgCl-NPs mostrou que ~85% 

das Ag/AgCl-NPs são perfeitamente esféricas (~40%) ou bem próximo de esférico, com 
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valores entre 0,9-1,0 (~45%). Apenas ~15% apresentaram valores abaixo de 0,9, indicando 

morfologias menos esféricas (Fig. 8c). 

 

 

 

Figura 8. Diâmetro e análise do fator de forma das Ag/AgCl-NPs por MET. (a) Imagem de MET 

de Ag/AgCl-NPs produzidas por C. intermedia. (b) Histograma da análise da distribuição de tamanho 

das Ag/AgCl-NPs. (c) Análise do fator de forma (circularidade) das Ag/AgCl-NPs, onde o valor 1,0 

representa a simetria perfeita de um círculo. 
 

 

 5.1.4. Ensaio antiproliferativo nas bactérias S. typhi e S. pyogenes tratadas com 

Ag/AgCl-NPs ou com os antibióticos penicilina e estreptomicina  

 

 As Ag/AgCl-NPs biossintetizadas pela levedura C. intermedia foram analisadas 

quanto à sua atividade antiproliferativa contra a bactéria gram-negativa S. typhi (Fig. 9a) e a 

gram-positiva S. pyogenes (Fig. 9b). Este teste foi realizado a partir do tratamento das 

bactérias com 8 diferentes concentrações de Ag/AgCl-NPs (0, 10, 25, 50, 75, 100, 125 e 175 

μg mL
-1

), de acordo com MORONES et al. (2005), por 6, 12 e 24 h. Além disso, as bactérias 

foram tratadas com os antibióticos penicilina e estreptomicina nas mesmas concentrações e 

tempo de incubação, para comparação. 
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 Em 6 h, uma pequena diminuição da proliferação nas culturas de S. typhi, em 

comparação ao controle não tratado, após tratamento com Ag/AgCl-NPs, foi observada 

apenas nas concentrações a partir de 100 μg mL
-1 

(~23%), alcançando inibições dose-

dependentes, de até ~64% na concentração de 175 μg mL
-1

 (Fig. 9a). O tratamento com 75 μg 

mL
-1

 apresentou valores similares ao controle, e curiosamente, com concentrações inferiores 

apresentou valores de DO superiores ao das bactérias não tratadas, atingindo, por exemplo, 

valores até ~27% maiores de proliferação após tratamento com 10 μg mL
-1

 (Fig. 9a). O efeito 

antiproliferativo aumentou após 12 h com relação ao controle, com o tratamento entre 100 e 

175 μg mL
-1 

levando a uma maior inibição da proliferação (~23-64% vs ~30-86%) (Fig. 9c). 

Enquanto os efeitos estimulatórios parecem se manter ao longo das 24 h de tratamento, apesar 

de apresentar ligeira diminuição (~27% vs ~23%) (Fig. 9c, e). Em 24 h de tratamento, as 

culturas tratadas com 150 e 175 μg mL
-1

 pararam de proliferar, pois os valores de DO de 12 e 

24 h foram os mesmos, com inibição observada de ~87 e 93% (Fig. 9e). 

O tratamento das culturas de S. pyogenes com baixas concentrações de Ag/AgCl-NPs 

(10 e 25 μg mL
-1

 até 12h e 10 e 50 μg mL
-1

 em 24h), levou ao estímulo da proliferação celular 

quando comparado ao controle, com estímulo da proliferação que variou de ~50%, em 6h, 

diminuindo para ~24% após 24 h (Fig. 9b, d, f). Em 6 h, inibição dose-dependente foi 

observada a partir de 50 μg mL
-1

 (~25%), chegando a fortes inibições em 175 μg mL
-1

 (~75%) 

(Fig. 9b). Em 12 h de tratamento, 50 μg mL
-1

 de Ag/AgCl-NPs passou a promover uma menor 

inibição, de ~6%, seguido de estímulo da proliferação de ~14% no tempo de 24 h (Fig. 9d, f), 

enquanto as demais concentrações apresentaram inibições que variaram de ~69%, em 75 μg 

mL
-1

 até 90%, em 175 μg mL
-1

 (Fig. 9d). Em 24 h, o tratamento com 75 e 100 μg mL
-1

 

diminuiu significativamente a sua eficácia, indo para apenas ~18 e 21%. No entanto, as 

concentrações entre 150 e 175 μg mL
-1

 mantiveram o efeito constante, em ~90 e 93%, 

respectivamente (Fig. 9f). A comparação dos dados de inibição da proliferação de S. pyogenes 

durante o experimento indicou a diminuição da eficácia do tratamento com as Ag/AgCl-NPs 

ao longo do tempo, com excessão das maiores concentrações, que levaram à uma elevada 

inibição, mesmo após 24 h. 

  O antibiótico penicilina, após 6 h, não apresentou efeito antiproliferativo em S. typhi, 

entre 10-75 μg mL
-1

, no entanto, diferente das Ag/AgCl-NPs, não estimulou a proliferação 

das bactérias. Em 100 e 125 μg mL
-1

 a inibição foi estatisticamente igual ao das Ag/AgCl-

NPs, aumentando apenas entre 150 e 175 μg mL
-1 

(~64 vs 84%) (Fig. 9a). Após 12 h, até 50 

μg mL
-1

 não houve inibição pela penicilina em comparação ao controle, e em 75 e 100 μg mL
-

1
 a inibição foi a mesma observada com Ag/AgCl-NPs, entretanto, a eficácia diminuiu com 
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relação ao controle nas concentrações entre 125 e 175 μg mL
-1

 (~75% vs 85% de inibição em 

6h), levando a uma inibição menor que as Ag/AgCl-NPs (Fig. 9c). Após 24 h, a penicilina 

seguiu perdendo efeito (até 75 μg mL
-1 

não houve diferença para o controle), e entre 100 e 

175 μg mL
-1 

manteve eficácia inferior as Ag/AgCl-NPs, com inibição máxima de ~68% vs 

96% (Fig. 9e). O tratamento com o antibiótico estreptomicina foi o mais eficaz de todos, 

apresentando inibição mínima com 10 μg mL
-1

 em 6 h (~61%), posteriormente aumentando 

para ~88% em 24 h. É importante ressaltar que foi observada inibição de 98% após 24 h, com 

175 μg mL
-1

, ou seja, uma diferença de apenas 10% de inibição entre a menor e a maior 

concentração avaliada (Fig. 9a,c,e).  

 Para a bactéria S. pyogenes os dois antibióticos tiveram efeito inibitório similar, sem 

diferenças estatísticas, em todos os tempos testados e concentrações avaliadas. As inibições 

foram de ~50-85% em 6 h, ~81-96% em 12 h e ~74-97% em 24 h (Fig. 9b, d, f). Em 

comparação ao tratamento com Ag/AgCl-NPs, a partir de 75 μg mL
-1

, em 6 h, a inibição da 

proliferação foi bastante similar aos antibióticos, inclusive não havendo diferenças estatísticas 

para estreptomicina em 75, 100, 125 e 175 μg mL
-1

 e para penicilina em 125 μg mL
-1 

(Fig. 

9b). Já em 12 h, não houve diferenças estatísticas entre as Ag/AgCl-NPs e os antibióticos a 

partir de 125 μg mL
-1

, enquanto em 24 h, a partir de 150 μg mL
-1

 (Fig. 9d, f). 
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Figura 9. Ensaio antiproliferativo nas bactérias S. typhi e S. pyogenes. (a) S. typhi tratada com 

Ag/AgCl-NPs e antibióticos por 6 h. (b) S. pyogenes tratada com Ag/AgCl-NPs e antibióticos por 6 h. 

(c) S. typhi tratada com Ag/AgCl-NPs e antibióticos por 12 h. (d) S. pyogenes tratada com Ag/AgCl-

NPs e antibióticos por 12 h. (e) S. typhi tratada com Ag/AgCl-NPs e antibióticos por 24 h. (f) S. 

pyogenes tratada com Ag/AgCl-NPs e antibióticos por 24 h. Os grupos marcados por colchetes não 

diferem entre si, dentro da mesma concentração, de acordo com o teste de Tukey (p<0,05). 

 

 

 5.1.5. Ensaio de recuperação das bactérias S. typhi e S. pyogenes após tratamentos 

por 24 horas com Ag/AgCl-NPs, penicilina e estreptomicina  

 

  Para o ensaio de recuperação, após 24 h de tratamento com as Ag/AgCl-NPs ou com 

os antibióticos nas concentrações de 0, 10, 25, 50, 75, 100, 125, 150 e 175 μg mL
-1

, as 

bactérias foram lavadas e ressuspensas em meio de cultura puro, para investigar se após os 

tratamentos as culturas seriam reestabelecidas.  
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 Após 6, 12 e 24 h de recuperação das culturas de S. typhi tratadas com Ag/AgCl-NPs, 

foi observado que, até 75 μg mL
-1

, elas apresentaram um crescimento maior ou igual (sem 

diferenças estatísticas) ao controle (Fig. 10a, c, e), no entanto, até 50 μg mL
-1

, as culturas já 

apresentavam densidade celular maior que o controle mesmo na presença do tratamento (Fig. 

9e). As culturas tratadas com 100 μg mL
-1

 claramente tenderam ao reestabelecimento, 

atingindo níveis de densidade celular próximos ao controle, apresentando uma diferença entre 

eles de ~18% na densidade celular, enquanto as culturas tratadas com 125 μg mL
-1

 

mantiveram a diferença na densidade celular próxima à observada durante o tratamento com 

Ag/AgCl-NPs (58% vs 60%) (Fig. 9e; 10e), portanto, não havendo sequer tendência ao 

reestabelecimento. As culturas previamente tratadas com 150 e 175 μg mL
-1 

apresentaram um 

aumento muito pequeno na densidade celular (diferença para o controle aumentou de 93 para 

96%) durante o ensaio de recuperação, indicando que as culturas estavam com a viabilidade 

muito baixa ou não estavam mais viáveis após as 24 h de tratamento com Ag/AgCl-NPs (Fig. 

10e).  

As bactérias da espécie S. pyogenes, previamente tratadas com Ag/AgCl-NPs 

apresentaram reestabelecimento após 24 h, nas concentrações inferiores a 100 μg mL
-1 

(Fig. 

10b, d, e) e com 125 μg mL
-1 

houve uma forte tendência ao reestabelecimento, pois a 

densidade celular foi se aproximando do controle ao longo do tempo, com ~61, 48 e 18% 

menor que o controle em 6, 12 e 24 h, respectivamente (Fig. 10f). Na concentração de 150 μg 

mL
-1

, apesar de ter ocorrido aumento da densidade celular, a diferença para o controle não se 

alterou com relação ao período de tratamento, permanecendo na faixa de 93-95% (Fig. 10b, d, 

e), enquanto em 175 μg mL
-1 

as densidades celulares não foram alteradas significativamente, 

indicando baixa ou nenhuma viabilidade na cultura (Fig. 10 b, d, e). 

 S. typhi tratadas com penicilina até 50 μg mL
-1

 conseguiram se reestabelecer logo nas 

primeiras 12 h pós tratamento (Fig. 10c), enquanto nas concentrações até 100 μg mL
-1 

as 

culturas se reestabelecem em 24 h (Fig. 10e). Com 125 e 150 μg mL
-1

, houve um aumento 

gradativo da densidade celular, no entanto, a diferença para o controle não foi alterada com 

relação ao período de tratamento. O mesmo não foi observado em 175 μg mL
-1

, pois não 

houve aumento significativo da densidade celular, devido à baixa viabilidade dessas culturas 

(Fig. 10a, c, e). Nenhuma das culturas de S. typhi tratadas com estreptomicina foram capazes 

de reverter o efeito antiproliferativo do tratamento em todos os tempos analisados. Após 24 h, 

as culturas até 75 μg mL
-1

 conseguiram aumentar a densidade celular com relação ao período 

de tratamento, no entanto, a diferença para a densidade das células controle não foi alterada. 

As culturas previamente tratadas com 100 até 175 μg mL
-1

 não alteraram de forma 
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significativa a densidade celular, indicando que a viabilidade dessas culturas estava 

comprometida (Fig. 10a, c, e).  

 Durante os tempos de 6 h pós tratamento, as bactérias S. pyogenes anteriormente 

tratadas com ambos antibióticos se mantiveram igualmente inibidas (Fig. 10b). Após 12 h, 

houve um pequeno aumento (~20%) na densidade celular das culturas tratadas com até 75 μg 

mL
-1

, para ambos antibióticos (Fig. 10d). Curiosamente, no tempo de 24 h pós tratamentos, as 

bactérias tratadas com penicilina, que até 12 h apresentavam o mesmo nível de proliferação 

das tratadas com estreptomicina em todas as concentrações (Fig. 10d), tiveram uma 

proliferação abrupta, se igualando aos níveis controle nas concentrações de  10 μg mL
-1

 e com 

níveis de densidade celular próximos do controle nas concentrações entre 25 e 50 μg mL
-1 

(~19% menor), com as concentrações entre 75 e 125 μg mL
-1 

também se aproximando da 

densidade celular controle, ~30% menor, tendendo ao reestabelecimento. Por outro lado, as 

culturas tratadas com 175 μg mL
-1

 não apresentaram qualquer aumento na densidade celular 

(Fig. 10f). Nas culturas de bactérias tratadas com estreptomicina, houve
 
uma pequena 

proliferação progressiva entre as concentrações de 10 e 100 μg mL
-1

, sendo mais intensa nas 

menores concentrações, no entanto, nenhuma dessas concentrações foi capaz de atingir níveis 

de densidade celular semelhantes ao controle. Além disso, nas culturas tratadas de 125 até 175 

μg mL
-1

, não houve aumento na proliferação celular (Fig. 10f). 
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Figura 10. Ensaio de recuperação após tratamentos das bactérias S. typhi e S. pyogenes com 

Ag/AgCl-NPs ou com os antibióticos estreptomicina e penicilina (a) S. typhi após tratamento com 

Ag/AgCl-NPs e antibióticos por 6 h. (b) S. pyogenes após tratamento com Ag/AgCl-NPs e antibióticos 

por 6 h. (c) S. typhi após tratamento com Ag/AgCl-NPs e antibióticos por 12 h. (d) S. pyogenes após 

tratamentos com Ag/AgCl-NPs e antibióticos por 12 h. (e) S. typhi após tratamentos com Ag/AgCl-

NPs e antibióticos por 24 h. (f) S. pyogenes após tratamentos com Ag/AgCl-NPs e antibióticos por 24 

h. Os grupos marcados por colchetes não diferem entre si, dentro da mesma concentração, de acordo 

com o teste de Tukey (p<0,05). 

 

 

 5.1.6. Segundo ciclo de ensaio antiproliferativo com Ag/AgCl-NPs, penicilina e 

estreptomicina contra S. pyogenes e S. typhi 

 

 Devido a recuperação observada nas culturas de S. typhi e S. pyogenes após os 

tratamentos com Ag/AgCl-NPs, penicilina e estreptomicina, foi feito um segundo ciclo de 

tratamento com as NPs e os antibióticos após decorridos 24 h de recuperação. Este ensaio teve 
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como objetivo investigar se as bactérias das cultura reestabelecidas seriam sensíveis a um 

segundo ciclo de tratamento.  

 Nos testes com S. typhi, nas concentrações até 150 μg mL
-1

 com Ag/AgCl-NPs, em 6 

h, foi observado um padrão de inibição similar para ambos os ciclos. No entanto, na 

concentração de 175 μg mL
-1

, as Ag/AgCl-NPs claramente apresentaram maior eficácia 

quando comparado ao primeiro ciclo (inibições no primeiro ciclo de ~80% vs. ~96% no 

segundo ciclo), atingindo o mesmo nível de inibição dos antibióticos (Fig. 11a), o que não era 

obervado no primeiro ciclo (Fig. 9a). Após 12 h, o tratamento com Ag/AgCl-NPs não alterou 

a proliferação celular em comparação ao controle nas concentrações até 50 μg mL
-1

, 

mantendo o padrão do primeiro ciclo. Porém, apresentou uma maior inibição a partir de 75 μg 

mL
-1

, de forma que, nas concentrações de 150 e 175 μg mL
-1

, não houve diferença estatística 

na proliferação com relação aos antibióticos (Fig. 11b), como também não foi observado 

anteriormente (Fig. 9b). Após 24 h, o tratamento com Ag/AgCl-NPs em 75 e 100 μg mL
-1

 não 

apresentou a mesma agressividade de 12 h, apresentando níveis semelhantes aos observados 

no primeiro ciclo de tratamento (29% e 52% no segundo ciclo vs. 32% e 49% no primeiro 

ciclo). Na concentração de 125 μg mL
-1

, o desempenho das Ag/AgCl-NPs manteve a 

tendência de melhora da eficácia com relação ao primeiro ciclo (Tabela 1). Entretanto, é 

importante ressaltar que no ensaio de recuperação, as bactérias deixaram de se proliferar nas 

concentrações de 150 e 175 μg mL
-1

, e o fato das culturas permanecerem sem proliferação no 

segundo ciclo de tratamento pode ser um indicativo da falta de viabilidade das bactérias. 

 Nos testes com S. pyogenes, os efeitos do segundo ciclo foram semelhantes ao 

primeiro ciclo, após 6 h, em todas concentrações, com excessão de 50 μg mL
-1

, que no 

segundo ciclo passou a exibir níveis de proliferação iguais ao controle (Tabela 2). 

Surpreendentemente, no período de 12 e 24 h (Fig. 11 d, f), todas as concentrações até 125 μg 

mL
-1

 passaram a apresentar melhor efeito antiproliferativo com relação ao primeiro ciclo 

(Tabela 2). Até 100 μg mL
-1

 as culturas apresentavam proliferação maior ou bem próxima ao 

controle, enquanto no segundo ciclo o percentual de inibição variou de ~35% até 65%. Além 

disso, as culturas tratadas com 125 μg mL
-1

, que anteriormente apresentavam inibição de 

~67%, deixaram de se proliferar de 12 para 24 h, indicando falta de viabiliade, e  

apresentaram inibições de ~91% (Tabela 2). Nas concentrações acima de 150 μg mL
-1 

as 

culturas já apresentavam problemas de viabilidade, de acordo com o ensaio de recuperação 

(Fig. 10f), o que foi confirmado pela falta de proliferação após o segundo ciclo. Com base 

nestes dados, as bactérias S. pyogenes foram, em geral, significativamente mais sensíveis no 

segundo ciclo de tratamento com Ag/AgCl-NPs. 
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Tabela 1 – Média percentual da inibição da proliferação após diferentes tratamentos em S. 

typhi. A Tabela mostra o percentual médio de inibição em diferentes concentrações de 

Ag/AgCl-NPs, penicilina e estreptomicina usados como tratamento de S. typhi. 

Inibição da proliferação celular relativa ao controle (%) no 1º ciclo / 2º ciclo 

Tratamento (μg mL
-1

) 6h 12h 24h 

    

Ag/AgCl-NPs (10) 27 (±3) / 18 (±4)  22 (±2) / 19 (±3)   23 (±2) / 6 (±4)  

Ag/AgCl-NPs (25) 20 (±2) / 16 (±4)  20 (±5) / 14 (±4) 17 (±2) / 5 (±2) 

Ag/AgCl-NPs (50) 13 (±4) / 7 (±2)    4 (±5) / 9 (±5) 8 (±2) / 8 (±2)
 

Ag/AgCl-NPs (75) 10 (±2) / 22 (±4)  16 (±2) / 50 (±5) 32 (±3) / 29 (±3) 

Ag/AgCl-NPs (100) 23 (±2) / 33 (±5)  35 (±2) / 66 (±6) 49 (±3) / 52 (±3) 

Ag/AgCl-NPs (125) 36 (±3) / 48 (±4)  53 (±7) / 67 (±6) 58 (±3) / 80 (±4) 

Ag/AgCl-NPs (150) 55 (±6) / 63 (±6)  72 (±4) / 83 (±5) 87 (±3) / 93 (±1) 

Ag/AgCl-NPs (175) 64 (±5) / 81 (±5)  86 (±4) / 94 (±3) 93 (±2) / 96 (±2) 

Penicilina (10) 5 (±1) / 15 (±4)  1 (±6) / 5 (±5) 6 (±3) / 0 (±4) 

Penicilina (25) 2 (±1)  / 18 (±3)  15 (±2) / 3 (±3) 7 (±1) / 1 (±3) 

Penicilina (50) 9 (±2) / 22 (±4)  10 (±4) / 3 (±6) 5 (±1) / 3 (±4) 

Penicilina (75) 11 (±3) / 26 (±5)  17 (±7) / 2 (±4) 9 (±2) / 8 (±3) 

Penicilina (100) 18 (±3) / 27 (±5)  33 (±8)  / 25 (±4) 16 (±2) / 9 (±4) 

Penicilina (125) 27 (±3) / 30 (±3)  36 (±4) / 49 (±2) 24 (±2) / 17 (±3) 

Penicilina (150) 80 (±6)  / 78 (±2)  39 (±2) / 65 (±6) 32 (±3) / 33 (±3) 

Penicilina (175) 84 (±7)  / 81 (±4)  75 (±2) / 83 (±5) 68 (±4) / 52 (±5) 

Estreptomicina (10) 23 (±4)  / 33 (±2)  35 (±2) / 32 (±3) 69 (±3) / 31 (±3) 

Estreptomicina (25) 61 (±4)  / 63 (±4)  74 (±2) / 43 (±3) 88 (±2) / 51 (±5) 

Estreptomicina (50) 64 (±5)  / 70 (±2)  75 (±2) / 77 (±4) 88 (±2) / 79 (±4) 

Estreptomicina (75) 68 (±4)  / 72 (±3)  86 (±5) / 88 (±3) 93 (±4) / 89 (±3) 

Estreptomicina (100) 80 (±5)  / 74 (±2)  87 (±4) / 89 (±3) 94 (±3) / 90 (±3) 

Estreptomicina (125) 85 (±5)  / 81 (±4)  93 (±2) / 91 (±3)  96 (±2) / 93 (±2) 

Estreptomicina (150) 86 (±2)  / 83 (±2)  94 (±2) / 93 (±3) 97 (±3) / 94 (±2) 

Estreptomicina (175) 86 (±4)  / 87 (±2) 95 (±1) / 95 (±3) 97 (±3) / 94 (±2) 

 

Os pontos sublinhados na tabela indicam que as células proliferaram em um nível superior ao 

do controle. 
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 As bactérias S. typhi tratadas com penicilina apresentaram praticamente o mesmo 

desempenho nos dois ciclos em 6 h (Tabela 1), passando a apresentar uma pequena melhora 

no desempenho após 12 h, nas concentrações entre 125 e 175 μg mL
-1

 (Tabela 1). Após 24 h, 

os desempenhos dos dois ciclos praticamente se igualam em todas as concentrações, com 

excessão de 175 μg mL
-1

, que apresentou pequena piora no desempenho (~68% no primeiro 

ciclo vs ~52% no segundo ciclo). Para o tratamento com estreptomicina, após 6 h, não houve 

diferença entre os dois ciclos, e em 12 h apenas a concentração de 50 μg mL
-1 

apresentou 

pequena piora no desempenho (Tabela 1). Após 24 h, as concentrações de 10 e 25 μg mL
-1 

apresentaram desempenho significativamente pior no segundo ciclo, enquanto 50 μg mL
-1

 

passou a apresentar piora na eficácia também (Tabela 1). 

 As bactérias S. pyogenes tratadas com penicilina apresentaram médias de inibição 

significativamente menores no segundo ciclo de tratamento, em 6 h, até 125 μg mL
-1

, 

principalmente entre 10 e 50 μg mL
-1

, que apresentou níveis iguais ou maiores ao controle, o 

que não foi observado anteriormente (Tabela 2). No entanto, em 12 h, apesar nos níveis de 

proliferação continuarem maiores com relação ao primeiro ciclo, as bactérias tratadas até 50 

μg mL
-1

 passaram a apresentar densidade celular inferiores ao controle (Fig. 11d). Após 24 h, 

todas as concentrações inferiores a 125 μg mL
-1

 permaneceram com a eficácia menor com 

relação ao primeiro ciclo, sendo mais evidente até 50 μg mL
-1

 (Tabela 2). As únicas 

concentrações com desempenho igual ao primeiro ciclo foram 150 e 175 μg mL
-1

, tendo em 

vista que as culturas não proliferaram no ensaio de recuperação (Fig. 10f), estando portanto, 

inviáveis. A estreptomicina, em 6 h, apresentou o mesmo desempenho em ambos os ciclos, 

em todas as concentrações (Tabela 2), no entanto, em 12 h, as bactérias passaram a se 

proliferar mais no segundo ciclo, nas concentrações de 10 e 25 μg mL
-1 

(Fig. 11d). Após 24 h, 

as bactérias ficaram mais resistentes ao tratamento nas concentrações até 100 μg mL
-1

, 

inclusive apresentando níveis de proliferação muito semelhantes ao tratamento com Ag/AgCl-

NPs, o que não era observado nessas condições no primeiro ciclo (Tabela 2). Entre 125 e 175 

μg mL
-1 

as culturas não se proliferaram no ensaio de recuperação, e permaneceram sem 

apresentar proliferação neste segundo ciclo de tratamento. Os resultados indicaram que os 

tratamentos com ambos antibióticos em S. pyogenes no segundo ciclo apresentaram pior 

desempenho, já que ocorreu uma menor susceptibilidade ao tratamento. 
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Tabela 2 – Média percentual da inibição da proliferação após diferentes tratamentos em S. 

pyogenes. A Tabela mostra o percentual médio de inibição em diferentes concentrações de 

Ag/AgCl-NPs, penicilina e estreptomicina usados como tratamento de S. pyogenes. 

Inibição da proliferação celular relativa ao controle (%) no 1º ciclo / 2º ciclo 

Tratamento (μg mL
-1

) 6h 12h 24h 

    

Ag/AgCl-NPs (10) 50 (±3) / 31 (±4)  49 (±2) / 23 (±3)   22 (±2) / 34 (±4)  

Ag/AgCl-NPs (25) 30 (±2) / 19 (±4)  36 (±5) / 26 (±4) 23 (±2) / 37 (±2) 

Ag/AgCl-NPs (50) 25 (±4) / 12 (±2)    6 (±5) / 48 (±5) 14 (±2) / 44 (±2)
 

Ag/AgCl-NPs (75) 42 (±2) / 28 (±4)  69 (±2) / 49 (±5) 18 (±3) / 62 (±3) 

Ag/AgCl-NPs (100) 45 (±2) / 44 (±5)  74 (±2) / 71 (±6) 21 (±3) / 65 (±3) 

Ag/AgCl-NPs (125) 60 (±3) / 59 (±2)  87 (±7) / 77 (±6) 67 (±3) / 91 (±4) 

Ag/AgCl-NPs (150) 58 (±4) / 78 (±6)  89 (±4) / 88 (±5) 90 (±3) / 93 (±1) 

Ag/AgCl-NPs (175) 75 (±5) / 87 (±3)  90 (±4) / 90 (±3) 93 (±2) / 95 (±2) 

Penicilina (10) 50 (±1) / 37 (±4)  81 (±6) / 15 (±5) 77 (±3) / 5 (±4) 

Penicilina (25) 50 (±1)  / 12 (±3)  83 (±2) / 23 (±3) 78 (±1) / 11 (±3) 

Penicilina (50) 45 (±2) / 3 (±7)  86 (±4) / 25 (±6) 86 (±1) / 21 (±4) 

Penicilina (75) 60 (±4) / 31 (±5)  87 (±7) / 48 (±4) 91 (±2) / 56 (±3) 

Penicilina (100) 62 (±2) / 34 (±5)  90 (±8)  / 51 (±4) 93 (±2) / 70 (±4) 

Penicilina (125) 75 (±3) / 37 (±3)  94 (±4) / 67 (±2) 95 (±2) / 78 (±3) 

Penicilina (150) 87 (±6)  / 78 (±4)  97 (±2) / 85 (±6) 97 (±3) / 89 (±3) 

Penicilina (175) 90 (±5)  / 75 (±2)  97 (±2) / 84 (±5) 97 (±2) / 91 (±5) 

Estreptomicina (10) 40 (±3)  / 37 (±2)  75 (±2) / 31 (±3) 74 (±3) / 28 (±3) 

Estreptomicina (25) 45 (±4)  / 44 (±5)  77 (±2) / 55 (±3) 75 (±2) / 42 (±5) 

Estreptomicina (50) 50 (±3)  / 53 (±3)  85 (±2) / 72 (±4) 85 (±2) / 49 (±4) 

Estreptomicina (75) 50 (±4)  / 59 (±2)  87 (±5) / 75 (±3) 88 (±4) / 68 (±3) 

Estreptomicina (100) 55 (±5)  / 62 (±4)  89 (±4) / 79 (±3) 92 (±3) / 78 (±3) 

Estreptomicina (125) 75 (±2)  / 69 (±2)  90 (±2) / 85 (±3)  94 (±2) / 86 (±2) 

Estreptomicina (150) 80 (±3)  / 72 (±2)  94 (±2) / 86 (±3) 94 (±3) / 93 (±2) 

Estreptomicina (175) 82 (±2)  / 84 (±2) 95 (±1) / 88 (±3) 95 (±3) / 93 (±2) 

 

Os pontos sublinhados na tabela indicam que as células proliferaram em um nível superior ao 

do controle. 
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Figura 11. Ensaio antiproliferativo após recuperação das bactérias S. typhi e S. pyogenes. (a) S. 

typhi tratada novamente com Ag/AgCl-NPs e antibióticos por 6 h. (b) S. pyogenes tratada novamente 

com Ag/AgCl-NPs e antibióticos por 6 h. (c) S. typhi tratada novamente com Ag/AgCl-NPs e 

antibióticos por 12 h. (d) S. pyogenes tratada novamente com Ag/AgCl-NPs e antibióticos por 12 h. (e) 

S. typhi tratada novamente com Ag/AgCl-NPs e antibióticos por 24 h. (f) S. pyogenes tratada 

novamente com Ag/AgCl-NPs e antibióticos por 24 h. Os grupos marcados por colchetes não diferem 

entre si, dentro da mesma concentração, de acordo com o teste de Tukey (p<0,05). 

 

 

 5.1.7. Análise da eficácia dos tratamentos com Ag/AgCl-NPs e os antibióticos 

penicilina e estreptomicina a partir da determinação do IC50 

 

 Os dados IC50 são mostrados na Tabela 3 e são considerados um parâmetro indicativo 

de eficácia de tratamentos de bactérias com NPs (HOLMES et al., 2015; RAO & 

BOOMINATHAN, 2016). Como o IC50 representa a concentração necessária para inibir 50% 

da proliferação celular, quanto menor for o valor do IC50, mais sensível é o microrganismo 

para este tratamento. Os valores classificados como "não determinado" foi devido ao efeito 
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pronunciado dos tratamentos em todas as oito concentrações na curva dose-resposta ou por 

apresentar coeficiente de regressão linear (r
2
) com valores abaixo de 0,8. 

 O tratamento com Ag/AgCl-NPs contra S. typhi claramente melhorou ao longo do 

tempo e foi melhor que o antibiótico penicilina (109 vs 182 μg mL
-1

 após 24 h), no entanto, 

teve desempenho pior que a estreptomicina (147 vs 30 μg mL
-1

, em 6 h). No segundo ciclo de 

tratamento, as Ag/AgCl-NPs apresentaram desempenho melhor em todos os tempos, apesar 

de apresentar valores muito próximos em 24 h (105 vs 109 μg mL
-1

). Em contrapartida, ambos 

antibióticos apresentaram desempenho pior. A penicilina teve IC50 aumentando de 182 para 

213 μg mL
-1

 e a estreptomicina no primeiro ciclo não teve IC50 determinado em 12 e 24 h 

devido a agressividade do tratamento, no segundo ciclo teve esses valores determinados como 

15 e 5 μg mL
-1

, respectivamente, sendo ainda o tratamento mais eficaz dentre os analisados. 

 O tratamento com Ag/AgCl-NPs em S. pyogenes foi muito menos efetivo que a 

penicilina e a estreptomicina no primeiro ciclo de tratamento (120, 34 e 54 μg mL
-1

 em 6 h, 

respectivamente), sendo a penicilina o tratamento mais eficaz. No entanto, no segundo ciclo 

de tratamento, as Ag/AgCl-NPs melhoraram significativamente sua eficácia, com os valores 

diminuindo de 115 para 53 μg mL
-1

, enquanto ambos antibióticos pioraram o seu efeito. Por 

isso, as Ag/AgCl-NPs passaram a apresentar melhor eficácia que a penicilina (53 vs 84 μg 

mL
-1

) e chegaram à níveis bem próximos da estreptomicina (53 vs 45 μg mL
-1

).  
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Tabela 3 – Valores de IC50 de acordo com os vários tratamentos das bactérias S. typhi e S. 

pyogenes em diferentes momentos em que as análises da DO foram feitas. 

Tratamento Tempo (h) 

IC50 (μg mL
-1

) 

S.typhi 

1º tratamento / 2º tratamento 

IC50 (μg mL
-1

) 

S. pyogenes 

1º tratamento / 2º tratamento  

    

Ag/AgCl-NPs 6 147 (±7) / 125 (±6) 120 (±9) / 116 (±7) 

Ag/AgCl-NPs 12 121 (±6) / 102 (±5) 98 (±5,9) / 67 (±3) 

Ag/AgCl-NPs 24 109 (±5) / 105 (±5) 115 (±12) / 53 (±3) 

Penicilina  6 129 (±6) / 121 (±6) 34 (±2) / 124 (±9) 

Penicilina 12 147 (±6) / 129 (±5) ND / 90 (±7) 

Penicilina 24 182 (±12) / 213 (±11) ND / 84 (±7) 

Estreptomicina 6 30 (±1) / 6 (±0,3) 54 (±4) / 48 (±4) 

Estreptomicina 12 ND / 15 (±0,7) ND / 13 (±1) 

Estreptomicina 24 ND / 5 (±0,5) ND / 45 (±3) 

 

ND = não determinado. 

 

 

 5.1.8. Ensaio antiproliferativo nas leveduras C. albicans e C. lusitaniae com 

Ag/AgCl-NPs e o antibiótico anfotericina B 

 

 As Ag/AgCl-NPs biossintetizadas pela levedura C. intermedia foram analisadas 

quanto à sua atividade antiproliferativa contra as leveduras C. albicans (Fig. 12a) e C. 

lusitaniae (Fig. 12b). Este teste foi realizado a partir do tratamento das leveduras com 9 

diferentes concentrações de Ag/AgCl-NPs (0, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 400 e 500 μg mL
-

1
), de acordo com VAZQUEZ-MUÑOS et al. (2014), por 24, 48 e 72 h. Além disso, as 

leveduras foram tratadas com anfotericina B nas mesmas concentrações e tempo de 

incubação, para comparação. 

 Após 24 h, os tratamentos até 250 μg mL
-1

 não surtiram efeito na levedura C. albicans, 

pois os níveis de proliferação foram semelhantes ao controle. No entanto, a partir de 300 μg 
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mL
-1

 foi observado uma abrupta diminuição da proliferação, com níveis entre ~69% e ~96% 

(Fig. 12a). Já em 48 h, as concentrações entre 50 e 250 μg mL
-1 

passaram a fazer mais efeito, 

no entanto, com níveis de proliferação relativamente próximos do controle (de 20 a 33% 

menor), enquanto as concentrações de 300 a 500 μg mL
-1 

diminuem o efeito antiproliferativo 

(níveis entre 58-85%) (Fig. 12c ). Após 72 h, os tratamentos entre 50 e 250 μg mL
-1 

voltaram 

a diminuir o efeito antiproliferativo, com nível máximo de inibição de ~15%. Nas 

concentrações superiores (300, 400 e 500 μg mL
-1

) o tratamento seguiu perdendo efeito, com 

níveis de inibição entre ~35%-75% (Fig. 12e). 

 O tratamento das culturas de C. lusitaniae com concentrações de Ag/AgCl-NPs até 

200 μg mL
-1

 levou a um grande estímulo da proliferação celular quando comparado ao 

controle, com estímulo da proliferação que variou de ~75-40%, em 24 h, enquanto na 

concentração de 250 μg mL
-1 

foi observado uma pequena inibição de ~18%. Nas maiores 

concentrações foram observados grandes inibições, que viariaram de ~85-90% (Fig. 12b). 

Após 48 h, notou-se que apenas 50 μg mL
-1

 manteve o estímulo da proliferação, no entanto, 

as culturas até 200 μg mL
-1 

permaneceram com níveis de proliferação iguais ou ligeiramente 

superiores ao controle. As concentrações superiores a 250 μg mL
-1 

mantiveram o efeito 

antiproliferativo (Fig. 12d). Após 72 h, os tratamentos mantiveram o padrão de efeito 

antiproliferativo, com excessão da concentração de 200 μg mL
-1

, que melhorou o efeito, e a 

concentração de 300 μg mL
-1

, que piorou o efeito (Fig. 12f). 

 C. albicans tratada com anfotericina B teve um desempenho muito melhor que as 

Ag/AgCl-NPs, como observado em 24 h, nas concentrações até 250 μg mL
-1

 (diferença de 

~70%), mas nas concentrações de 300 a 500 μg mL
-1

 teve desempenho similar (Fig.12a). 

Após 48 h as diferenças se mantiveram na faixa ~70% para o tratamento com Ag/AgCl-NPs 

até 250 μg mL
-1

, enquanto aumentou na concentração de 300 μg mL
-1

 (Fig. 12c). Ao final das 

72 h, foi observada uma manutenção da diferença dos efeitos até 300 μg mL
-1

, no entanto em 

400 e 500 μg mL
-1

, as Ag/AgCl-NPs diminuiram o efeito com relação à anfotericina B (Fig. 

12e).  

 Para a espécie C. lusitaniae, não houve diferença estatística do tratamento com 50 e 

100 μg mL
-1

 para o controle. Entre 150 e 250 μg mL
-1

 foi observado inibição de ~28-39%, em 

todos os casos, mais efetivo que as Ag/AgCl-NPs. Já nas concentrações de 300 a 500 μg mL
-1

 

o desempenho foi pior ou semelhante ao das Ag/AgCl-NPs (Fig. 12b). Após 48 h, as 

concentrações até 100 μg mL
-1

 melhoraram o efeito, com níveis de inibição entre (~23-38%), 

e mantiveram o efeito nos mesmo níveis nas demais concentrações (Fig. 12d). 

Surpreendentemente, após 72 h, o tratamento melhorou seu efeito em todas as concentrações, 
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variando entre ~75% na menor concentração, e ~95% na maior, sendo mais eficaz que as 

Ag/AgCl-NPs até 300 μg mL
-1

 e igual em 400 e 500 μg mL
-1

 (Fig. 12f). 

 

 

 
 

Figura 12. Ensaio antiproliferativo nas leveduras C. albicans e C. lusitaniae. (a) C. albicans 

tratada com Ag/AgCl-NPs e anfotericina B por 24 h. (b) C. lusitaniae tratada com Ag/AgCl-NPs e 

anfotericina B por 24 h. (c) C. albicans tratada com Ag/AgCl-NPs e anfotericina B por 48 h. (d) C. 

lusitaniae tratada com Ag/AgCl-NPs e anfotericina B por 48 h. (e) C. albicans tratada com Ag/AgCl-

NPs e anfotericina B por 72 h. (f) C. lusitaniae tratada com Ag/AgCl-NPs e anfotericina B por 72 h. 

Os grupos marcados por colchetes não diferem entre si, dentro da mesma concentração, de acordo com 

o teste de Tukey (p<0,05). 
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 5.1.9. Ensaio de recuperação das leveduras C. albicans e C. lusitaniae após 

tratamentos por 72 horas com Ag/AgCl-NPs e anfotericina B 

 

 Para o ensaio de recuperação, após 72 h de tratamento com as Ag/AgCl-NPs ou com 

anfotericina B nas concentrações de 0, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 400 e 500 μg mL
-1

, as 

leveduras foram lavadas e ressuspendidas em meio de cultura puro, para investigar se após os 

tratamentos as culturas seriam reestabelecidas.  

 Após 72 h de tratamento com Ag/AgCl-NPs, culturas de C. albicans previamente 

tratadas com concentrações até 150 μg mL
-1

 já apresentavam densidade celular igual ao 

controle (Fig. 12e), e durante o ensaio de recuperação, foi observado que após 24, 48 e 72 h, 

as culturas com 200, 250 e 300 μg mL
-1

 foram capazes de se reestabelecer, atingindo 

densidade celular próximas ao controle. As culturas tratadas com 400 e 500 μg mL
-1

 não se 

reestabeleceram, porque apesar de aumentar progressivamente a densidade celular ao longo 

do tempo, não chegou aos níveis do controle (Fig. 13a, c, e). As culturas previamente tratadas 

com anfotericina B não foram capazes de se reestabelecer após 72 h de ensaio de recuperação 

em nenhuma concentração (Fig. 13a, c, e). No entanto, pôde-se observar uma diminuição da 

diferença entre a densidade celular do controle para os tratados com concentrações até 300 μg 

mL
-1

, de ~75-90% ao final do tratamento, para ~42-52% ao final da recuperação (Fig. 13e), 

portanto havendo uma tendência ao reestabelecimento caso as culturas permanecessem mais 

tempo sem o tratamento. Por outro lado, as culturas com 400 e 500 μg mL
-1

 não se 

proliferaram, ao contrário do que foi observado nas culturas anteriormente tratadas com 

Ag/AgCl-NPs (Fig 13e). 

 Nas leveduras C. lusitaniae, após 24 h, já era observada recuperação das culturas 

previamente tratadas com 200 e 250 (Fig. 13b), que se mantiveram até 72 h (Fig. 13f). As 

culturas tratadas com concentrações menores já apresentavam proliferação igual ao controle 

(Fig. 12f). As culturas previamente tratadas com 300, 400 e 500 μg mL
-1

 em 72 h deixaram de 

proliferar, sugerindo perda da viabilidade dessas culturas (Fig. 13b, d, f). Já para o tratamento 

com anfotericina B, foi observado um aumento progressivo da densidade celular das culturas 

que haviam sido tratadas com 50 até 300 μg mL
-1 

(Fig. 13b, d, f), chegando à níveis de 

densidade celular bem próximos do controle (~13-20% menores), claramente tendendo ao 

reestabelecimento após 72h. Nas concentrações maiores não foi observado qualquer alteração 

da densidade celular, indicando que as culturas não estavam mais viáveis após 72 h de 

recuperação (Fig. 13f). 
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Figura 13. Ensaio recuperação após tratamentos leveduras C. albicans e C. lusitaniae com 

Ag/AgCl-NPs ou anfotericina B (a) C. albicans após tratamento com Ag/AgCl-NPs e anfotericina B 

por 24 h. (b) C. lusitaniae após tratamento com Ag/AgCl-NPs e anfotericina B por 24 h. (c) C. 

albicans após tratamento com Ag/AgCl-NPs e anfotericina B por 48 h. (d) C. lusitaniae após 

tratamentos com Ag/AgCl-NPs e anfotericina B por 48 h. (e) C. albicans após tratamentos com 

Ag/AgCl-NPs e anfotericina B por 72 h. (f) C. lusitaniae após tratamentos com Ag/AgCl-NPs e 

anfotericina B por 72 h. Os grupos marcados por colchetes não diferem entre si, dentro da mesma 

concentração, de acordo com o teste de Tukey (p<0,05). 

 

 

 5.1.10. Segundo ciclo de ensaio antiproliferativo com Ag/AgCl-NPs e anfotericina 

B contra C. albicans e C. lusitaniae 

 

 Devido a recuperação observada nas culturas de C. albicans e C. lusitaniae após os 

tratamentos com Ag/AgCl-NPs e anfotericina B, foi feito um segundo ciclo de tratamento 

com as NPs e o antibiótico após decorridos 72 h de recuperação. Este ensaio teve como 
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objetivo investigar se as leveduras das culturas reestabelecidas seriam sensíveis à um segundo 

ciclo de tratamento. 

 Após 24 h do segundo ciclo de tratamento com Ag/AgCl-NPs em C. albicans, 

observou-se um estímulo da proliferação nas concentrações até 150 μg mL
-1

, o que não era 

visto no primeiro ciclo. No entanto, em 250 μg mL
-1

, foi possível observar uma inibição de 

~39%, enquanto que, no primeiro ciclo, os níveis de proliferação foram iguais ao controle. 

Nas demais concentrações, o efeito antiproliferativo não foi alterado em ambos ciclos (Tabela 

4). Em 48 h, as concentrações até 150 μg mL
-1

 mantiveram o efeito estimulatório, enquanto 

que no primeiro ciclo foi observado uma inibição em torno de 21%. Além disso, a 

concentração de 200 μg mL
-1

 gerou uma inibição de ~27%, enquanto neste segundo ciclo não 

diferiu do controle. Por outro lado, as concentrações de 250 e 300 μg mL
-1

  apresentaram 

melhor efeito no segundo ciclo (~33-58% vs 63-75%) (Tabela 4). Após 72 h, as concentrações 

de 50 e 200 apresentaram desempenho pior no segundo ciclo, enquanto em 100 e 150 μg mL
-

1
, desempenho similar. Já para as concentrações de 250 até 500 μg mL

-1
 o desempenho no 

segundo ciclo permaneceu melhor (Tabela 4), inclusive em 400 e 500 μg mL
-1

 não houve 

proliferação de 48 para 72 h, indicando forte efeito inibitório (Fig. 14e). Portanto, o segundo 

tratamento tendeu a ser menos eficaz nas concentrações mais baixas e mais eficaz nas mais 

altas.  

 O segundo ciclo de tratamento com anfotericina B não revelou diferenças para o 

primeiro ciclo (Tabela 4). No entanto, devido à melhora na eficácia das Ag/AgCl-NPs, neste 

segundo ciclo, o desempenho de ambos tratamentos foi igual a partir de 300 μg mL
-1

 e bem 

próximo em 250 μg mL
-1

 (Fig. 14e). 

 Nos testes com C. lusitaniae, os efeitos do segundo ciclo foram semelhantes ao 

primeiro ciclo, após 24 h, em todas concentrações, com excessão de 250 μg mL
-1

, que no 

segundo ciclo passou a exibir níveis de proliferação iguais ao controle e 300 μg mL
-1

 (Tabela 

5). Surpreendentemente, no período de 48 h (Fig. 14d), o segundo ciclo de tratamento com 

Ag/AgCl-NPs passou a estimular fortemente a proliferação das culturas até 200 μg mL
-1

, 

enquanto no primeiro ciclo houve estímulo apenas em 50 μg mL
-1

. Além disso, a 

concentração de 250 passou a exibir níveis de proliferação iguais ao controle, ao invés da 

inibição de ~18 do primeiro ciclo. As concentrações superiores não diferiram em ambos os 

ciclos (Tabela 5). Após 72 h, os níveis de proliferação no segundo ciclo se mantiveram mais 

altos com relação ao primeiro ciclo, porém, curiosamente, a partir da concentração de 250 μg 

mL
-1

 o segundo ciclo passou a exibir um forte efeito inibitório (de 74% até 96%), que só foi 
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observado no primeiro ciclo nas concentrações de 400 e 500 μg mL
-1 

(Tabela 5), que não se 

recuperaram, e portanto, estavam inviáveis (Fig. 13f). 

 

 

Tabela 4 – Média percentual da inibição da proliferação após diferentes tratamentos em C. 

albicans. A Tabela mostra o percentual médio de inibição em diferentes concentrações de 

Ag/AgCl-NPs e anfotericina B usados como tratamento de C. albicans. 

Inibição da proliferação celular relativa ao controle (%) no 1º ciclo / 2º ciclo 

Tratamento (μg mL
-1

) 24h 48h 72h 

    

Ag/AgCl-NPs (50) 2 (±3) / 33 (±4)  20 (±2) / 28 (±3)   11 (±2) / 17 (±4)  

Ag/AgCl-NPs (100) 0 (±2) / 28 (±4)  20 (±5) / 27 (±4) 12 (±2) / 16 (±2) 

Ag/AgCl-NPs (150) 0 (±4) / 33 (±2)    21 (±5) / 25 (±5) 14 (±2) / 17 (±2)
 

Ag/AgCl-NPs (200) 8 (±2) / 2 (±4)  27 (±2) / 3 (±5) 19 (±3) / 5 (±3) 

Ag/AgCl-NPs (250) 12 (±2) / 39 (±5)  33 (±2) / 62 (±6) 17 (±3) / 58 (±3) 

Ag/AgCl-NPs (300) 69 (±3) / 63 (±2)  58 (±7) / 75 (±6) 35 (±3) / 84 (±4) 

Ag/AgCl-NPs (400) 90 (±4) / 89 (±6)  81 (±4) / 94 (±3) 64 (±3) / 92 (±1) 

Ag/AgCl-NPs (500) 96 (±1) / 94 (±3)  94 (±4) / 97 (±1) 76 (±2) / 96 (±2) 

Anfotericina B (50) 61 (±1) / 60 (±4)  74 (±6) / 71 (±5) 76 (±3) / 63 (±4) 

Anfotericina B (100) 69 (±1)  / 63 (±3)  77 (±2) / 73 (±3) 78 (±1) / 65 (±3) 

Anfotericina B (150) 71 (±2) / 69 (±7)  78 (±4) / 75 (±6) 79 (±1) / 67 (±4) 

Anfotericina B (200) 72 (±1) / 70 (±5)  79 (±7) / 77 (±4) 80 (±2) / 68 (±3) 

Anfotericina B (250) 73 (±1) / 71 (±5)  80 (±8)  / 78 (±4) 81 (±2) / 70 (±4) 

Anfotericina B (300) 90 (±3) / 84 (±3)  84 (±4) / 84 (±2) 84 (±2) / 71 (±3) 

Anfotericina B (400) 97 (±1)  / 91 (±2)  90 (±2) / 95 (±3) 90 (±3) / 95 (±3) 

Anfotericina B (500) 97 (±2)  / 95 (±2)  97 (±1) / 97 (±1) 94 (±4) / 96 (±3) 

    

 

Os pontos sublinhados na tabela indicam que as células proliferaram em um nível superior ao 

do controle. 

 

 

 O tratamento com anfotericina B em C. lusitaniae passou a apresentar um desempenho 

inferior no segundo ciclo até a concentração de 250 μg mL
-1

, no entanto, estatisticamente 

significativo apenas a partir de 150 μg mL
-1

. Nas demais concentrações o desempenho foi 

similar (Tabela 5). O desempenho pior permaneceu após 48 h, com todas as concentrações até 
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250 μg mL
-1 

apresentando níveis de proliferação iguais ao controle, enquanto nas 

concentrações de 300 até 500 μg mL
-1 

apresentou um desempenho ligeiramente inferior 

(Tabela 5). Após 72 h, as culturas entre 300 e 500 μg mL
-1 

tiveram piora significativa no 

desempenho no segundo ciclo (de ~90-94% para ~45-70%) (Tabela 5). Este resultado chamou 

atenção pois as culturas tratadas no primeiro ciclo com 400 e 500 μg mL
-1 

não foram capazes 

de aumentar a densidade celular, portanto o fato do desempenho ter piorado tão 

significativamente nessas concentrações é surpreendente (Fig. 13f). 

 

Tabela 5 – Média percentual da inibição da proliferação após diferentes tratamentos em C. 

lusitaniae. A Tabela mostra o percentual médio de inibição em diferente s concentrações de 

Ag/AgCl-NPs e anfotericina B usados como tratamento de C. lustaniae. 

Inibição da proliferação celular relativo ao controle (%) no 1º ciclo / 2º ciclo 

Tratamento (μg mL
-1

) 24h 48h 72h 

    

Ag/AgCl-NPs (50) 75 (±3) / 66 (±4)  27 (±2) / 81 (±3)   31 (±2) / 27 (±4)  

Ag/AgCl-NPs (100) 62 (±2) / 60 (±4)  23 (±5) / 58 (±4) 9 (±2) / 25 (±2) 

Ag/AgCl-NPs (150) 52 (±4) / 50 (±2)    9 (±5) / 58 (±5) 9 (±2) / 22 (±2)
 

Ag/AgCl-NPs (200) 40 (±2) / 26 (±4)  2 (±2) / 35 (±5) 25 (±3) / 13 (±3) 

Ag/AgCl-NPs (250) 19 (±2) / 13 (±5)  18 (±2) / 19 (±6) 25 (±3) / 73 (±3) 

Ag/AgCl-NPs (300) 84 (±3) / 67 (±2)  82 (±7) / 77 (±6) 56 (±3) / 92 (±4) 

Ag/AgCl-NPs (400) 86 (±4) / 80 (±6)  89 (±4) / 81 (±5) 81 (±3) / 95 (±1) 

Ag/AgCl-NPs (500) 91 (±5) / 90 (±3)  91 (±4) / 93 (±3) 89 (±2) / 97 (±1) 

Anfotericina B (50) 6 (±1) / 20 (±4)  23 (±6) / 5 (±5) 75 (±3) / 3 (±4) 

Anfotericina B (100) 16 (±1)  / 10 (±3)  39 (±2) / 7 (±3) 81 (±1) / 3 (±3) 

Anfotericina B (150) 28 (±2) / 3 (±7)  43 (±4) / 5 (±6) 82 (±1) / 10 (±4) 

Anfotericina B (200) 37 (±1) / 10 (±5)  45 (±7) / 7 (±4) 82 (±2) / 11 (±3) 

Anfotericina B (250) 39 (±1) / 26 (±5)  48 (±8)  / 9 (±4) 83 (±2) / 12 (±4) 

Anfotericina B (300) 47 (±3) / 56 (±3)  57 (±4) / 49 (±2) 90 (±2) / 45 (±3) 

Anfotericina B (400) 72 (±6)  / 63 (±2)  77 (±2) / 65 (±6) 91 (±3) / 66 (±3) 

Anfotericina B (500) 91 (±5)  / 73 (±2)  86 (±2) / 74 (±5) 94 (±4) / 70 (±5) 

    

 

Os pontos sublinhados na tabela indicam que as células proliferaram em um nível superior ao 

do controle. 
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Figura 14. Ensaio antiproliferativo após recuperação das leveduras C. albicans e C. lusitaniae 

novamente tratadas com Ag/AgCl-NPs ou anfotericina B (a) C. albicans após tratamento com 

Ag/AgCl-NPs e anfotericina B por 24 h. (b) C. lusitaniae após tratamento com Ag/AgCl-NPs e 

anfotericina B por 24 h. (c) C. albicans após tratamento com Ag/AgCl-NPs e anfotericina B por 48 h. 

(d) C. lusitaniae após tratamentos com Ag/AgCl-NPs e anfotericina B por 48 h. (e) C. albicans após 

tratamentos com Ag/AgCl-NPs e anfotericina B por 72 h. (f) C. lusitaniae após tratamentos com 

Ag/AgCl-NPs e anfotericina B por 72 h. Os grupos marcados por colchetes não diferem entre si, 

dentro da mesma concentração, de acordo com o teste de Tukey (p<0,05). 

 

 

 5.1.11. Análise da eficácia dos tratamentos com Ag/AgCl-NPs e anfotericina B a 

partir da determinação do IC50 

 

 Os dados IC50 são mostrados na Tabela 6 e são um bom indicativo na eficácia dos 

tratamentos contra leveduras tratadas com NPs (VAZQUEZ-MUÑOS et al., 2014; LARA et 

al., 2015). Os valores classificados como "não determinado" foi devido ao efeito pronunciado 
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dos tratamentos em todas as nove concentrações na curva dose-resposta ou por apresentar 

coeficiente de regressão linear (r
2
) com valores abaixo de 0,8. 

 O tratamento com Ag/AgCl-NPs em C. albicans em ambos os ciclos foi inferior ao 

tratamento com anfotericina B, visto que a impossibilidade da determinação do IC50 para o 

antibiótico foi devido, em grande parte, ao efeito pronunciado da droga em todas as 

concentrações testadas. No entanto, é importante ressaltar que, após o segundo ciclo de 

tratamento, os valores de IC50 caíram significativamente para o tratamento com Ag/AgCl-NPs 

em 72 h (de 358 para 293 μg mL
-1

), sugerindo melhora da eficácia do tratamento após duas 

sessões. 

 Observou-se o mesmo padrão para C. lusitaniae, pois o tratamento com Ag/AgCl-NPs 

foi pior que a anfotericina B até 48 h (304 vs 215 μg mL
-1

), e o tratamento apresentou uma 

pequena melhora após o seundo ciclo (301 vs 290 μg mL
-1

), ao contrário da anfotericina B, 

que apresentou uma abrupta piora no efeito contra a levedura, com um aumento de mais de 

70% no valor do IC50 em 48 h (de 215 para 370 μg mL
-1

). 

  

 

Tabela 6 – A Tabela 6 mostra a evolução dos valores de IC50 de acordo com os vários 

tratamentos das leveduras do gênero Cândida spp. em diferentes momentos em que as 

análises da DO foram feitas. 

Tratamento Tempo (h) 

IC50 (μg mL
-1

) 

C.albicans 

1º tratamento / 2º tratamento 

IC50 (μg mL
-1

) 

C. lusitaniae 

1º tratamento / 2º tratamento  

    

Ag/AgCl-NPs 24 297 (±28) / 320 (±25) 333 (±36) / 353 (±33) 

Ag/AgCl-NPs 48 274 (±22) / 306 (±18) 304 (±36) / 344 (±17) 

Ag/AgCl-NPs 72 358 (±14) / 293 (±17) 301 (±16) / 290 (±20) 

Anfotericina B  24 ND / ND 280 (±16) / 369 (±28) 

Anfotericina B 48 ND / ND 215 (±12) / 370 (±25) 

Anfotericina B 72 ND / ND ND / 363 (±21) 

 

ND = não determinado. 
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5.2. Avaliação da atividade antitumoral em glioblastoma multiforme (GBM02) de 

Ag/AgCl-NPs produzidas por C. lusitaniae 

 

 5.2.1. Ensaio antiproliferativo de células tumorais (GBM02) e astrócitos humanos 

tratados com Ag/AgCl-NPs e o quimioterápico temozolamida (TMZ) 

 

 Ag/AgCl-NPs produzidas por C. lusitaniae têm efeito microbicida potente (Eugenio et 

al., 2016), mas seu efeito contra a proliferação de células tumorais não foi examinado. Para 

este fim, utilizou-se o método baseado em imagens para análise de alto conteúdo (HCA) 

(tradução livre do inglês high-content analysis) - frequentemente utilizado na descoberta de 

medicamentos (YOUNG et al., 2008) e para aplicações de NPs (BRAYDEN et al., 2015), 

para a contagem do número de células, através da contagem automática do núcleo celular de 

células tratadas e não tratadas, através da coloração específica do DNA pelo corante 

fluorescente Hoechst 33258 (ANGUISSOLA et al., 2014) - para estudar o efeito de diferentes 

concentrações de Ag/AgCl-NPs, isoladamente ou em combinação com o fármaco antitumoral 

TMZ, sobre a proliferação de uma linhagem celular de glioblastoma multiforme (GBM02). 

Como controle, também foi testado Ag/AgCl-NPs contra astrócitos humanos isolados de 

tecido cerebral cortical saudável (removido de pacientes submetidos a cirurgia para epilepsia), 

para avaliar a seletividade dos tratamentos contra células tumorais. Escolhemos concentrações 

de TMZ variando de 9,7 μg mL
-1

 a um máximo de 48,5 μg mL
-1

, que tem um impacto 

semelhante na viabilidade celular à dose recomendada pelas Diretrizes de Prática Clínica em 

Oncologia (Diretrizes NCCN) para o tratamento de tumores do sistema nervoso central (350 

μM ou 67,9 μg ml
-1

) (BALÇA-SILVA et al., 2014). 

 As células (GBM02 e astrócitos humanos) foram separadas em três grupos diferentes 

(células tratadas com Ag/AgCl-NPs, com TMZ ou com Ag/Ag-Cl-NPs + TMZ) e os dados de 

cada condição experimental foram expressos como a percentagem de inibição da proliferação 

celular em relação ao número de células contadas no dia 0. As imagens representativas dos 

núcleos corados com Hoechst 33258 (Fig. 15, 16 e 17) mostram a resposta dos dois tipos 

celulares a cada condição de tratamento. 
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Figura 15. Imagens representativas do ensaio antiproliferativo de GBM02 e astrócitos tratados 

com Ag/AgCl-NPs. As imagens representam o controle (0 µg mL
-1

) e as diferentes concentrações de 

Ag/AgCl-NPs (0,1; 0,5; 1,0; 2,5; 5,0 µg mL
-1

) ao longo de 72 h. Todas as imagens são representativas 

de um dos seis campos que as imagens foram obtidas para realização dos gráficos. Barra de escala: 50 

µm. 
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Figura 16. Imagens representativas do ensaio antiproliferativo de GBM02 e astrócitos tratados 

com TMZ. As imagens representam o controle (0 µg mL
-1

) e as diferentes concentrações de Ag/AgCl-

NPs (9,7; 19,4; 29,1; 38,5; 48,5 µg mL
-1

) ao longo de 72 h. Todas as imagens são representativas de 

um dos seis campos que as imagens foram obtidas para realização dos gráficos. Barra de escala: 50 

µm. 
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Figura 17. Imagens representativas do ensaio antiproliferativo de GBM02 e astrócitos tratados 

com Ag/AgCl-NPs+TMZ. As imagens representam o controle (0 µg mL
-1

) e as diferentes 

concentrações de Ag/AgCl-NPs (0,1+9,7; 0,5+19,4; 1,0+29,1; 2,5+38,5; 5,0+48,5 µg mL
-1

) ao longo 

de 72 h. Todas as imagens são representativas de um dos seis campos que as imagens foram obtidas 

para realização dos gráficos. Barra de escala: 50 µm. 

 

  

 A proliferação de GBM02 foi inibida por Ag/AgCl-NPs e TMZ de maneira tempo e 

dose dependente, e a inibição da proliferação celular foi consideravelmente menos 

pronunciada nos astrócitos (Fig. 18, Tabela 7). A inibição da proliferação de GBM02 

começou com a concentração de 0,1 μg mL
-1

 de Ag/AgCl-NPs, após 24 h do tratamento (5% 

de inibição), enquanto que a inibição da proliferação de astrócitos foi perceptível apenas em 

1,0 μg mL
-1

 (Fig. 18, Tabela 7). Nesta concentração, a inibição atingiu 2% em astrócitos. Não 

observamos inibição do crescimento quando os astrócitos foram incubados na presença de 

Ag/AgCl-NPs variando de 0,1 a 1,0 μg mL
-1

 durante 48 h ou 72 h.  
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 Em 24 h, as concentrações mais baixas de TMZ utilizadas aqui (9,7 e 19,4 μg mL
-1

) 

inibiram a proliferação de GBM02 em ~13 e 10%, respectivamente (Fig. 18a, Tabela 7). 

Embora a inibição da proliferação celular de GBM02 tenha sido limitada (~5%) nas 

concentrações mais baixas de Ag/AgCl-NPs (0,1 e 0,5 μg mL
-1

), essas concentrações tiveram 

um efeito menor na proliferação dos astrócitos (~2%), enquanto as concentrações mais baixas 

de TMZ reduziram a proliferação de astrócitos em ~5 e 8% (Fig. 18d, Tabela 7). O mesmo 

padrão foi observado em 48 e 72 h: TMZ foi mais eficaz do que Ag/AgCl-NPs na inibição da 

proliferação de células tumorais, mas teve efeitos mais fortes sobre a proliferação de 

astrócitos do que as Ag/AgCl-NPs (Fig. 18, b, c, e, f). Nas concentrações mais elevadas, a 

inibição máxima da proliferação celular de GBM02 obtida com monoterapia foram 82 e 62%, 

após 72 h de exposição a 5,0 e 48,5 μg mL
-1

 de Ag/AgCl-NPs e TMZ, respectivamente (Fig. 

18c; Tabela 7). Na mesma concentração de Ag/AgCl-NPs, a inibição da proliferação de 

astrócitos foi de 27% (3 vezes inferior a das células tumorais), enquanto a maior concentração 

de TMZ inibiu a proliferação de astrócitos em 37%.  

 O tratamento combinado com Ag/AgCl-NPs e TMZ levou a uma redução tempo e 

dose dependente na proliferação celular de GBM e astrócitos (Fig. 18, Tabela 7), como 

ocorreu tanto com células tratadas por Ag/AgCl-NPs quanto com TMZ. Curiosamente, o 

efeito antiproliferativo de doses mais baixas de Ag/AgCl-NPs e TMZ em células GBM02 foi 

semelhante ao de TMZ sozinho, enquanto em doses mais elevadas, a combinação teve um 

efeito semelhante ao de Ag/AgCl-NPs sozinhas (Fig. 18a , b, c; Tabela 7). Em astrócitos, o 

tratamento com Ag/AgCl-NPs e TMZ inibiu a proliferação celular em níveis semelhantes ao 

TMZ, independentemente da concentração. Assim, a combinação foi relativamente mais 

citotóxica para astrócitos do que Ag/AgCl-NPs sozinhas (1,2 a 6 vezes maior inibição de 

proliferação) (Fig. 1d, e, f, Tabela 7). 
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Figura 18. Ensaio antiproliferativo com GBM02 e astrócitos. Células tumorais e astrócitos 

humanos foram tratados com concentrações entre 0,1-5,0 µg mL
-1

. (a) GBM02 tratadas com Ag/AgCl-

NPs, TMZ e Ag/AgCl-NPs no tempo de 24 h (b) GBM02 tratadas com Ag/AgCl-NPs, TMZ e 

Ag/AgCl-NPs no tempo de 48 h (c) GBM02 tratadas com Ag/AgCl-NPs, TMZ e Ag/AgCl-NPs no 

tempo de 72 h (d) astrócitos tratados com Ag/AgCl-NPs, TMZ e Ag/AgCl-NPs no tempo de 24 h (e) 

astrócitos tratados com Ag/AgCl-NPs, TMZ e Ag/AgCl-NPs no tempo de 48 h (f) astrócitos tratados 

com Ag/AgCl-NPs, TMZ e Ag/AgCl-NPs no tempo de 72 h. Os grupos seguidos pelas mesmas letras, 

dentro da mesma concentração de tratamento, não diferem estatisticamente de acordo com o teste 

Tukey (p<0,05). 
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Tabela 7 – Percentual médio de inibição em diferentes concentrações de Ag/AgCl-NPs, TMZ 

e Ag/AgCl-NPs+TMZ usados como tratamento de GBM e astrócitos em diferentes tempos.  

Inibição da proliferação celular relativo ao controle (%) em GBM02 / Astrócitos (±DP) 

Tratamento (μg mL
-1

) 24h 48h 72h 

    

Ag/AgCl-NPs (0,1) 5 (±4) / 2 (±4)  12 (±7) / 0,3 (±8)   18 (±8) / 0,1 (±4)  

Ag/AgCl-NPs (0,5) 5 (±4) / 1 (±4)  11 (±6) / 2 (±7) 14 (±9) / 3 (±9) 

Ag/AgCl-NPs (1,0) 10 (±3) / 2 (±2)   18 (±6) / 0,2 (±5) 23 (±7) / 2 (±5)
 

Ag/AgCl-NPs (2,5) 35 (±1) / 6 (±4)  65 (±2) / 17 (±5) 75 (±1) / 9 (±5) 

Ag/AgCl-NPs (5,0) 35 (±3) / 9 (±5) 65 (±2) / 27 (±1) 82 (±1) / 27 (±7) 

TMZ (9,7) 13 (±5) / 5 (±2) 33 (±7) / 6 (±6) 53 (±6) / 6 (±7) 

TMZ (19,4) 10 (±2) / 8 (±6) 27 (±4) / 13 (±5) 51 (±5) / 13 (±7) 

TMZ (29,1) 12 (±1) / 13 (±3) 32 (±8) / 24 (±3) 52 (±7) / 25 (±3) 

TMZ (38,5) 18 (±2) / 18 (±4) 34 (±6) / 32 (±7) 54 (±5) / 34 (±5) 

TMZ (48,5) 19 (±2)  / 15 (±3) 41 (±2) / 34 (±3) 62 (±2) / 37 (±5) 

Ag/AgCl-NPs (0,1) + TMZ (9,7) 10 (±3) / 7 (±7) 34 (±4) / 6 (±6) 56 (±4) / 5 (±6) 

Ag/AgCl-NPs (0,5) + TMZ (19,4) 13 (±3) / 9 (±5) 32 (±7) / 13 (±8) 54 (±7) / 15 (±10) 

Ag/AgCl-NPs (1,0) + TMZ (29,1) 17 (±6) / 18 (±5) 36 (±8)  / 27 (±8) 56 (±7) / 29 (±8) 

Ag/AgCl-NPs (2,5) + TMZ (38,5) 31 (±2) / 19 (±3)  56 (±4) / 40 (±2) 74 (±4) / 42 (±3) 

Ag/AgCl-NPs (5,0) + TMZ (48,5) 35 (±2)  / 13 (±2) 66 (±2) / 38 (±3) 83 (±2) / 43 (±4) 

    

 

Os pontos sublinhados na tabela indicam que as células proliferaram em um nível superior ao 

do controle. 
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5.2.2. Taxa de crescimento e tempo de duplicação da população de GBM02 e astrócitos 

humanos tratados com Ag/AgCl-NPs e o quimioterápico TMZ 

 

 Com objetivo de analisar em mais detalhes os efeitos dos diferentes tratamentos na 

proliferação celular de GBM02 e astrócitos, foi realizada a quantificação da capacidade 

proliferativa das células tratadas e não tratadas. Para isso, foram estimadas a taxa de 

crescimento (Fig. 19) e o tempo de duplicação da população (Tabela 8) (GAVISH et al., 

2016; ASSANGA et al., 2013). 

 A exposição à concentrações mais baixas (0,1 a 1,0 μg mL
-1

) de Ag/AgCl-NP por 72 h 

levou a uma diminuição limitada (~12%) na taxa de crescimento de GBM02 (em comparação 

com células não tratadas), enquanto a taxa de crescimento destas células diminuíram 

acentuadamente, para 80 e 98%, após o tratamento com 2,5 e 5,0 μg mL
-1

 de Ag/AgCl-NPs, 

respectivamente (Fig. 19a). Em contraste, as concentrações mais baixas de TMZ levaram a 

uma redução considerável na taxa de crescimento das células GBM02, mas o TMZ em doses 

mais elevadas foi menos eficaz do que as doses mais elevadas de Ag/AgCl-NPs na redução da 

taxa de crescimento das células GBM02 (Fig. 19). O tratamento com TMZ levou a uma 

diminuição dose-dependente na taxa de crescimento de astrócitos, atingindo uma redução da 

taxa de crescimento de 90%, na maior concentração de TMZ (Fig. 2e). Em contraste, as 

concentrações de Ag/AgCl-NPs até 1,0 μg mL
-1

 não alteraram a taxa de crescimento de 

astrócitos, enquanto que 2,5 μg mL
-1

 de Ag/AgCl-NPs apresentaram um efeito modesto 

(queda de 18%) na taxa de crescimento destas células (Fig. 19d). No entanto, esta taxa de 

crescimento ainda era ~1,2 vezes maior do que a das células GBM02 tratadas com a mesma 

concentração de Ag/AgCl-NPs (Fig. 19a), mostrando que maiores concentrações de Ag/AgCl-

NPs foram menos citotóxicas para astrócitos do que para as células tumorais. O tratamento 

com a maior concentração de Ag/AgCl-NPs (5,0 μg mL
-1

) diminuiu consideravelmente a taxa 

de crescimento de astrócitos (62%, Fig. 19d), que ainda foi ~3,7 vezes maior do que a taxa de 

crescimento de astrócitos tratados com a maior concentração de TMZ (Fig. 19e). As 

concentrações de TMZ mais altas utilizadas aqui, que estão mais próximas do intervalo 

utilizado na clínica (BALÇA-SILVA et al., 2014), foram ~4 vezes mais citotóxicas para os 

astrócitos do que para as células GBM02 (Fig. 19b, e). 

 O tratamento com uma combinação de Ag/AgCl-NPs e TMZ diminuiu 

significativamente a taxa de crescimento de células GBM02 (Fig. 19c), quando comparado 

com células não tratadas. No entanto, a combinação também diminuiu consideravelmente a 

taxa de crescimento de astrócitos (Fig. 19f). Não foi possível estimar a taxa de crescimento de 
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GBM02 e astrócitos após o tratamento com a dose mais alta da combinação Ag/AgCl-NPs + 

TMZ, porque nenhum crescimento foi detectado após 72 h, em comparação com o controle 

não tratado, evidenciando a agressividade dessas condições de tratamento. 

 

 

 

Figura 19. Taxa de crescimento celular de GBM02 e astrócitos tratados por 72 h com Ag/AgCl-

NPs, TMZ ou Ag/AgCl-NPs + TMZ. (a) GBM02 tratados com Ag/AgCl-NPs. (b) GBM02 tratados 

com TMZ. (c) GBM02 tratados com Ag/AgCl-NPs + TMZ. (d) Astrócitos tratados com Ag/AgCl-

NPs. (e) Astrócitos tratados com TMZ. (f) Astrócitos tratados com Ag/AgCl-NPs + TMZ. Os grupos 

seguidos pelas mesmas letras não diferem entre si, de acordo com o teste de Tukey (p<0,05). 

 

 O TDDP de GBM02 tratado com até 1,0 μg mL
-1

 de Ag/AgCl-NPs foi ligeiramente 

maior (em até 15%) do que a das células não tratadas, enquanto o tratamento com 2,5 e 5,0 μg 

ml
-1

 aumentou abruptamente (para ~5 e ~130 vezes, respectivamente) o TDDP das células 

GBM02 (Tabela 8), indicando claramente que o tratamento com Ag/AgCl-NPs nestas 

concentrações afeta drasticamente a proliferação celular do glioblastoma. Para os astrócitos, o 

tratamento com Ag/AgCl-NPs diminuiu cerca de 5% do TDDP em concentrações de até 1,0 

μg mL
-1

 e em 2,5 μg mL
-1

 o TDDP aumentou apenas 20% (em comparação com o aumento de 

~5 vezes para o GBM02). Na maior concentração de Ag/AgCl-NPs (5,0 μg mL
-1

), o TDDP 

dos astrócitos aumentou ~2,7 vezes em comparação com o controle, porém foi 

aproximadamente 6 vezes menor que a das células tratadas com TMZ sozinho, com 48,5 μg 

mL
-1

. 
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 Após o tratamento com a combinação de 1,0 μg mL
-1

 de Ag/AgCl-NPs e 29,1 μg mL
-1

 

de TMZ, observamos um aumento de ~3,6 vezes no TDDP de astrócitos. Não foi possível 

calcular o TDDP para as doses mais elevadas do tratamento combinado, devido ao efeito 

drástico dessas condições sobre o crescimento populacional. Esses resultados confirmam que 

Ag/AgCl-NPs foram menos tóxicas para os astrócitos do que TMZ ou Ag/AgC-NPs + TMZ. 

O tratamento com TMZ só conseguiu aumentar o TDDP do GBM02 em ~2,2 vezes, 

representando o tratamento menos efetivo. A combinação do tratamento com 2,5 μg mL
-1

 de 

Ag/AgCl-NPs + 38,5 μg mL
-1

 de TMZ aumentou significativamente o TDDP das células do 

glioblastoma (~4,4 vezes em comparação com o não tratado), mas este efeito ainda era menos 

pronunciado do que as Ag/AgCl-NPs sozinhas na mesma concentração utilizada na 

combinação (~5,4 vezes em comparação com células não tratadas). 
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  Tabela 8 – Tempo de duplicação da população (TDDP) de GBM02 e astrócitos em horas 

Tratamento 
Concentração  

(μg mL
-1

) 
GBM02  Astrócitos  

    

Controle 0 20 (±1)  68 (±7) 

Ag/AgCl-NPs 0,1 22 (±0,5)  68 (±6) 

Ag/AgCl-NPs 0,5 22 (±1) 64 (±4) 

Ag/AgCl-NPs 1,0 23 (±0,2) 65 (±1) 

Ag/AgCl-NPs 2,5 107 (±34) 83 (±5) 

Ag/AgCl-NPs 5,0 2514 (±1673) 188 (±56)  

TMZ 9.7 35 (±2) 78 (±6) 

TMZ 19.4 33 (±1) 95 (±12) 

TMZ 29.1 35 (±2) 159 (±15) 

TMZ 38.5 36 (±1) 483 (±282) 

TMZ 48.5 44 (±3) 1119 (±938) 

Ag/AgCl-NPs + TMZ 0.1 + 9.7 38 (±2) 76 (±3) 

Ag/AgCl-NPs + TMZ 0.5 + 19.4 36 (±3) 102 (±21) 

Ag/AgCl-NPs + TMZ 1.0 + 29.1 38 (±3) 245 (±130) 

Ag/AgCl-NPs + TMZ 2.5 + 38.5 86 (±15) ND 

Ag/AgCl-NPs + TMZ 5.0 + 48.5 ND ND 

    

 

O TDDP de alguns tratamentos não pôde ser determinado devido ao número final de células 

contadas (após 72 h) ter sido igual ou menor que o número inicial de células (em 0 h), sendo 

representados por ND (não determinado). 
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 5.2.3. Análise da eficácia dos tratamentos com Ag/AgCl-NPs e TMZ a partir da 

determinação do IC50 

 

 Os dados IC50 indicam claramente que o tratamento com Ag/AgCl-NPs são eficientes 

no tratamento contra a linhagem GMB02 (isto é, tem valores IC50 mais baixos), mas tem um 

efeito muito menor nos astrócitos humanos, para todos os tempos analisados (Tabela 9).  

 O IC50 de GBM02 e astrócitos tratados com Ag/AgCl-NPs foi calculado, 

respectivamente, como 6,3 e 18,5 μg mL
-1

, em 24 h; de 3,0 e 8,4 μg mL
-1

, em 48 h; e 2,3 e 9,1 

μg mL
-1

, em 72 h; mostrando claramente que ao longo do tempo de experimento, o IC50 

sempre foi menor para o GBM02, quando comparado aos astrócitos humanos. É importante 

ressaltar que em 24 e 48 h, o IC50 dos astrócitos foi ~3 vezes maior que o do GBM02 e, em 72 

h, a diferença aumentou para ~4 vezes, indicando que o tratamento é bem mais agressivo para 

GBM02 do que para astróctitos, em um processo dependente do tempo. 

 O IC50 de GBM02 e astrócitos tratados com TMZ foi calculado, respectivamente, 

como  198,1 e 152,2 μg mL
-1

, em 24 h; de 98,0 e 65,8 μg mL
-1

, em 48 h; 8,8 e 60,3 μg mL
-1

, 

em 72 h. Em 24 e 48 h, o tratamento com TMZ foi mais agressivo nos astrócitos, de acordo 

com o IC50, que apresentou valores de ~23 e 34% maiores, respectivamente. Por outro lado, 

em 72 h, o tratamento foi mais agressivo em células tumoras, pois os valores observados são 

~85% menores. 

 

Tabela 9 – IC50 (μg mL
-1

) calculado de acordo com cada tratamento em GBM02 e astrócitos. 

Tratamento Tempo (h) IC50 GBM02 IC50 Astrócitos  

    

Ag/AgCl-NPs 24 6,3 (±0,3)  18,5 (±0,7) 

Ag/AgCl-NPs 48 3,0 (±0,3)  8,4 (±0,7) 

Ag/AgCl-NPs 72 2,3 (±0,3) 9,1 (±1,4) 

TMZ 24 198,1 (±5,1) 152,2 (±6,1) 

TMZ 48 98,0 (±4,9) 65,8 (±2,6) 

TMZ 72 8,8 (0,3) 60,3 (±2,1)  
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6. DISCUSSÃO 

 

 NPs à base de prata, principalmente as metálicas de prata (AgNPs) são atualmente 

utilizadas em diversos produtos de consumo e biomédicos, e outras NPs à base de prata, como 

a de cloreto de prata (AgCl-NPs) e a de prata/cloreto de prata (Ag/AgCl-NPs) têm potencial 

para uso. Mais de um terço dos produtos de consumo que contém nanomateriais contém 

AgNPs, devido principalmente a sua notável atividade antimicrobiana (VARNER et al., 

2010). As preocupações ambientais e econômicas vêm ganhando importância nos últimos 

anos, portanto, os métodos de síntese verde de NPs têm atraído atenção na pesquisa científica, 

com o objetivo de substituir os métodos químicos e físicos de produção, que são mais caros 

(métodos físicos) e prejudiciais para o ambiente (métodos químicos), tornando sua utilização 

limitada para aplicações biomédicas (NAVEEN et al., 2010). A aplicação de agentes 

biológicos como fungos filamentosos, bactérias, cianobactérias, microalgas e extratos de 

plantas (NAVEEN et al., 2010; JAIN & AGGARWAL, 2012; SINGH et al., 2014; JENAA et 

al., 2013) tem sido relatada como um método ecologicamente amigável ao ambiente para 

alcançar a produção de AgNPs e Ag/AgCl-NPs. No entanto, poucos trabalhos lidam com a 

capacidade de leveduras para biossintetizar AgNPs (QUESTER et al., 2013) e menos 

trabalhos ainda mostram a capacidade de bioprodução de Ag/AgCl-NPs (DÚRAN et al., 

2016; EUGENIO et al., 2016). Em comparação com outros agentes biológicos, leveduras têm 

a grande vantagem de ser facilmente manipuladas em cultura em larga escala para aplicação 

industrial, como tradicionalmente tem sido mostrado em diferentes setores da indústria 

(SCHNEITER, 2004). Com base no exposto, a produção de Ag/AgCl-NPs a partir de culturas 

de leveduras é promissora e precisa ser mais explorada. 

 O presente estudo investigou a bioprodução (“produção verde”) de Ag/AgCl-NPs pela 

levedura C. intermedia, que foi obtida e isolada a partir do intestino de cupins da espécie C. 

cumulans, de acordo com um recente trabalho publicado por nosso grupo sobre a produção, 

caracterização e avaliação da atividade antibacteriana de NPs produzidas por C. lusitaniae 

(EUGENIO et al., 2016). Deve-se considerar que o uso biotecnológico de C. intermedia é 

muito pouco explorado e sua utilização promissora não deve ser ignorada no campo da 

bionanotecnologia. Do nosso conhecimento, este é o primeiro trabalho de bioprodução de 

qualquer tipo de NPM usando culturas de C. intermedia. A levedura C. intermedia é uma 

espécie que faz parte da flora oral do ser humano, habitando a cavidade orofaríngea, e muito 

raramente tem sido associada à doença humana (MELO et al., 2004). RUAN et al. (2010) 



81 

 

fizeram o primeiro relato de caso de infecções da corrente sanguínea humana causada por essa 

espécie, e a infecção foi facilmente eliminada com administração de fluconazol. Essa espécie 

é conhecida principalmente pelo seu uso biotecnológico, sendo uma das espécies usadas na 

fabricação do queijo azul Rokpol (WOJTATOWICZ et al., 2001). Trabalhos recentes 

mostraram que outras duas espécies de candida (C. albicans e C. utilis), são capazes de 

produzir AgNPs (ATEF et al., 2013; WAGHMARE et al., 2015), e apenas uma, C. lusitaniae, 

foi identificada como produtora de Ag/AgCl-NPs (EUGENIO et al., 2016). 

 A formação de Ag/AgCl-NPs foi sugerida através da análise por UV-Vis, visto que as 

Ag/AgCl-NPs exibem absorção na região visível do espectro (350-450 nm), com o pico 

máximo podendo variar conforme o seu tamanho e a sua morfologia (ZHANG & NOGUEZ, 

2008). A síntese de Ag/AgCl-NPs sem interferência da atividade biológica das leveduras 

também foi sugerida no presente trabalho, alteração de cor foi visualizada quando o precursor 

AgNO3 foi adicionado ao meio de cultura livre de células, sendo isto um indicativo de que a 

produção de Ag/AgCl-NPs ocorreu independentemente da presença de leveduras no meio de 

cultura. No entanto, esta produção não foi confirmada após a leitura do espectro no UV-Vis, 

pois não houve pico na região característica das NPs à base de prata (SINGH et al., 2014). 

Segundo VARNER et al. (2010), agentes redutores podem ser quaisquer agentes químicos, 

extratos de plantas, agentes biológicos ou métodos de irradiação que fornecem elétrons livres 

para reduzir os íons de prata e formar as NPs. Com base nessa descrição, seria possível que os 

componentes do meio de cultura pudessem induzir a formação de Ag/AgCl-NPs. Entretanto, 

foi necessário a presença das leveduras em cultura para que ocorresse efetiva produção de 

NPs. 

 Dependendo do tamanho e da forma das NPs, a banda de absorção RPSL ocorre numa 

gama de comprimento de onda específico. Bandas estreitas indicam estreita distribuição de 

tamanhos e formas de NPs. Por outro lado, as bandas largas indicam distribuição desigual de 

tamanho e forma de NPs (MBHELE et al., 2003; ZHANG & NOGUEZ, 2008). Assim, o 

perfil de UV-Vis do espectro pode ser um indicador valioso de uniformidade do tamanho e 

forma das Ag/AgCl-NPs. O espectro de UV-Vis adquirido a partir do cultivo de C. 

intermedia, com pico máximo em 408 nm, indicou uma distribuição de forma e tamanho 

desigual das Ag/AgCl-NPs, que foi posteriormente confirmado pelos resultados de MET. 

 DURÁN et al. (2014) utilizaram DRX para caracterizar as Ag/AgCl-NPs em seu 

estudo de biossíntese pelo fungo Trametes versicolor. No presente trabalho, picos 

semelhantes foram observados em DRX realizada com Ag/AgCl-NPs produzidas pela 

levedura C. intermedia. Na maioria dos trabalhos de síntese de Ag/AgCl-NPs não é bem 
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discutido se esta técnica é capaz de distinguir dentro de uma população de NPs a formação de 

AgNPs e AgCl-NPs como populações distintas dentro da mesma amostra, ou se foi formada 

uma NP hibrida de Ag e AgCl-NPs (GOPINATH et al., 2013; DURÁN et al., 2014; 

AWWAD et al., 2015). Essa questão não foi investigada neste trabalho. Um estudo em 

desenvolvimento pelo nosso  grupo está focado neste tema através da aplicação de 

microanálise de raios-X acoplada a um microscópio eletrônico de transmissão de ultra 

resolução; permitindo que NPs individuais possam ser investigadas quanto à sua composição 

elementar e perfil cristalográfico (CARTA et al., 2013). 

 O tamanho das NPs desempenha um papel central na atividade antimicrobiana. Vários 

estudos têm mostrado que a atividade antibacteriana é um processo dependente do tamanho 

das NPs. Foi descrito na literatura que, quanto menor o tamanho de uma NP, maior é o seu 

efeito citotóxico (DURÁN et al., 2010). MORONES et al. (2005) mostraram que o efeito 

citotóxico está relacionado com o tamanho pequeno das NPs (<10 nm) e também com a 

reatividade das faces das AgNPs. Nesse estudo foi mostrado que as faces [111] são altamente 

reativas devido à densidade de átomos de prata e, por isso, NPs com mais faces [111] são 

mais citotóxicas. Imagens de MET das Ag/AgCl-NPs produzidas a partir de culturas de C. 

intermedia demonstraram que estas são, em sua maioria, pequenas (60% do total são menores 

que 20 nm) e contêm faces [111], como mostrado pelos resultados de DRX. Entretanto, a 

distribuição desigual de tamanhos (variação de 5-75 nm) pode influenciar negativamente no 

seu efeito biocida, contudo, esta variação de tamanho é comumente observada nas NPs 

produzidas biologicamente (DURÁN et al., 2016). 

 Íons Ag
+
 e outros compostos à base de prata têm sido usados há muito tempo como 

agentes antimicrobianos, porque eles possuem um forte efeito inibitório contra uma vasta 

gama de microrganismos (VARNER, 2010; GALDIERO et al., 2011; JAIN & AGGARWAL, 

2012). As pesquisas de avaliação do efeito antimicrobiano com todos os tipos de 

nanomateriais de prata sintetizadas biologicamente têm crescido bastante nos últimos anos, 

mas ainda são poucos, quando comparados aos estudos com os não biológicos (SINGH, 

2014). O rápido desenvolvimento de bactérias multirresistentes, devido ao uso indiscriminado 

dos antibióticos, torna emergencial o desenvolvimento de novas alternativas de terapias contra 

esse tipo de bactéria.  

 Salmonella enterica serovar Typhi (S. typhi) é o agente etiológico da febre tifóide, 

uma doença bacteriana invasiva grave de seres humanos, com uma carga global anual de 

aproximadamente 16 milhões de casos, levando a 600.000 mortes. Muitos sorotipos de S. 

entérica invadem ativamente a superfície da mucosa do intestino, mas são normalmente 
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contidas em indivíduos saudáveis pelos mecanismos de defesa imune locais. No entanto, S. 

typhi evoluiu e desenvolveu a capacidade de se espalhar para os tecidos mais profundos dos 

seres humanos, incluindo fígado, baço e medula óssea (PARKHILL et al., 2001). Nestes 

casos, a doença pode causar a morte, a menos que a pessoa seja rapidamente tratada com 

antibióticos (CDC, 2014). Streptococcus pyogenes é um patógeno humano restrito, nenhum 

outro reservatório ou espécie conhecida é afetada pelas doenças causadas por este 

microrganismo. Este patógeno é responsável por uma grande variedade de doenças, incluindo 

faringite (dores de garganta), escarlatina, impetigo, erisipela, celulite, septicemia, síndrome do 

choque tóxico, fasceíte necrotizante (conhecida popularmente como "doença devoradora de 

carne") e, suas infecções podem causar sequelas, como febre reumática e glomerulonefrite 

aguda (FERRETI et al., 2001). 

 O ensaio antiproliferativo em culturas de S. typhi mostrou que a estreptomicina foi o 

tratamento mais eficiente, seguido das Ag/AgCl-NPs e penicilina. É importante ressaltar que a 

penicilina é mais efetiva em bactérias gram-positivas, devido ao seu mecanismo de ação 

baseado na interação com as PLPs (proteínas ligadoras de penicilina), com consequente 

inibição das transpeptidases, interrompendo a síntese da parede celular (WAXMAN & 

STROMINGER, 1983). As bactérias gram-negativas, devido a diferente estrutura da sua 

parede celular, dificulta a chegada da penicilina ao seu alvo, por isso a penicilina foi muito 

pouco efetiva durante o tratamento contra S. typhi (MORONES et al., 2005), ainda assim, em 

concentrações de até 50 µg mL
-1

 ela foi tão ineficiente quanto as Ag/AgCl-NPs.  

 Já para as bactérias da espécie S. pyogenes, foi observado que ambos antibióticos 

foram igualmente efetivos desde as menores concentrações. Era esperado que a penicilina 

aumentasse sua eficácia contra essa bactéria, por ser uma bactéria gram-positiva, facilitando 

seu mecanismo de ação (WAXMAN & STROMINGER, 1983). O mecanismo de ação da 

estreptomicina é baseado em se associar irreversivelmente à uma ou mais proteínas da 

subunidade 30 S dos ribossomos bacterianos e interferir na maneira como o RNA mensageiro 

e a subunidade 30 S se ligam para traduzir proteínas, interferindo assim na síntese proteica 

(LUZZATTO et al., 1968). Esse mecanismo de ação faz com que esse antibiótico tenha efeito 

tanto em bactérias gram-positivas quanto gram-negativas, como observado em nossos 

resultados. 

 Durante o primeiro ensaio com culturas de S. pyogenes e S. typhi, a exposição à 

Ag/AgCl-NPs levou, curiosamente, ao estímulo do crescimento nas concentrações inferiores a 

50 µg mL
-1

. XIU et al. (2012) observaram resultados semelhantes em seus estudos de 

atividades de AgNPs em culturas de E. coli. Os autores discutiram que a exposição a baixas 
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doses pode ativar mecanismos de reparo das células contra as NPs, e este processo de reparo 

pode compensar a exposição, levando ao estímulo da proliferação dos microrganismos. 

 O comportamento das culturas após interrupção dos tratamentos por 24 h foi 

investigado. Observou-se que as culturas de S. typhi previamente tratadas com Ag/AgCl-NPs, 

após 24 h de tratamento, se recuperou nas concentrações inferiores a 75 μg mL
-1

, e chegaram 

a níveis bem próximos de densidade celular do controle em 100 μg mL
-1

, tendendo claramente 

ao reestabelecimento, apesar de terem apresentado níveis de inibição de ~50% ao final do 

primeiro ciclo de tratamento. As culturas tratadas no primeiro ensaio com penicilina, foram 

capazes de se recuperar após 24 h (até 100 μg mL
-1

), embora já tivesse apresentado níveis de 

densidade celular iguais ao controle até 75 μg mL
-1

. Além disso, as culturas se mostraram 

mais propensas a se recuperar após tratamento com penicilina, já que apresentaram densidade 

celular maior que as tratadas com Ag/AgCl-NPs.  

 As culturas de S. pyogenes, ao final de 24 h, conseguiram reverter totalmente o efeito 

das Ag/AgCl-NPs, atingindo níveis de densidade celular semelhantes ao controle nas 

concentrações até 100 μg mL
-1

, indicando que as bactérias que resistiram à primeira rodada de 

tratamento foram capazes de se proliferar, com uma taxa de crescimento maior que o controle, 

após a interrupção do tratamento, principalmente em 125 μg mL
-1

, que havia apresentado 

níveis de densidade celular ~68% menores que o controle. Além disso, dependendo da 

bactéria e da concentração de NPs usadas no tratamento (em geral baixas doses), as NPs 

podem ter o efeito inesperado de indução da proliferação, ao invés da morte, como discutido 

por XIU et al. (2012), e observado em nossos resultados. Este efeito pode ser especialmente 

perigoso no caso de administração em seres humanos.  

 Curiosamente, as culturas tratadas com penicilina se mantiveram inibidas até 6 h pós 

tratamento, contudo, em 24 h as bactérias apresentaram alta taxa de crescimento, chegando a 

níveis de densidade celular próximas ao controle até 50 μg mL
-1

, indicando reversibilidade do 

efeito deste antibiótico, e uma tendência de reversão até 125 μg mL
-1

. As culturas de ambas 

bactérias tratadas com estreptomicina não apresentaram reversibilidade do efeito, indicando 

que este antibiótico foi o mais eficaz dentre os 3 compostos aqui testados para o tratamento 

dessas bactérias. 

 O segundo ciclo de tratamentos com Ag/AgCl-NPs aumentou a sensibilidade das 

bactérias S. pyogenes, visto que o segundo ciclo levou a uma inibição muito menor em todas 

as concentrações usadas, além de apresentar um IC50 bem menor. O senso comum da 

literatura aponta que a resistência microbiana à prata elementar é algo extremamente raro, 

pela presença de múltiplos mecanismos microbicidas que atuam em sinergia (SILVER, 2003; 
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FRANCI et al., 2015). Com base nesses múltiplos mecanismos de ação, podemos hipotetizar 

que este foi o motivo do segundo ciclo de tratamento melhorar a eficácia em S. pyogenes. No 

entanto, é surpreendente que tenha sido observado este fenômeno apenas após dois ciclos de 

tratamento. Além disso, em algumas concentrações o tratamento em S. typhi também foi 

superior no segundo ciclo de tratamento (10, 25, 125 e 150 μg mL
-1

), nas demais não houve 

diferenças. O IC50 diminuiu ligeiramente após o segundo ciclo de tratamento, reforçando a 

teoria de que a resistência à prata é bastante incomum. Portanto, através do IC50, podemos 

concluir que os antibióticos, em apenas um ciclo extra de tratamento, selecionou bactérias 

resistentes e tiveram piora significativa da sua eficácia, o que não foi observado após o 

segundo tratamento com Ag/AgCl-NPs, que teve seu efeito aumentado. 

 Ao contrário do que é relatado para o tratamento com NPs à base de prata, é mais 

comum observar eventos de resistência a penicilina e estreptomicina (FRIDKIN, 2001; 

THORNSBERRY et al., 2008; LANDMAN & QUALE, 1997; ARIAS et al., 2010; 

MESAROS et al., 2007; UÇKAY et al., 2011), como confirmado nos resultados do segundo 

ciclo de tratamento em ambas bactérias, porém, sendo mais marcante para as culturas de S. 

pyogenes, que piorou em eficácia em todas as concentrações inferiores a 125 μg mL
-1

. Os 

principais mecanismos de resistência a estes antibióticos são a produção de β-lactamases, 

enzimas que degradam a penicilina impedindo sua ação (HACKER et al., 2009) e, para 

estreptomicina através de mutações no gene rrs, que codifica o 16S RNA ribossomal, e no 

gene rpsL, que codifica o gene da proteína ribossomal S12 (SPRINGER et al., 2001). 

 Estudos avaliando o potencial antifúngico de NPs à base de prata são muito escassos, 

em comparação aos estudos antibacterianos. O número de publicações é cerca de 90% menor 

(RAI et al., 2014), a despeito dos impactos negativos causados pelas infecções fúngicas, em 

especial as causadas por Candida spp. (PFALLER & DIEKEMA, 2012). Em algumas partes 

do mundo, em especial países subdesenvolvidos, a candidemia é a causa mais comum de 

todas as infecções da corrente sanguínea relacionadas com cateteres vasculares. Nesses locais, 

tem sido observado aumento da mortalidade devido a aplicação inadequada da terapia, que 

aumenta a incidência de resistência aos antifúngicos mais usados (OMS, 2014). 

 Nossos estudos antiproliferativos usando Ag/AgCl-NPs e anfotericina B revelaram 

que ambas leveduras podem ser sensíveis aos tratamentos, dependendo da concentração, para 

o caso das Ag/AgCl-NPs, já que a anfotericina B teve efeito em todas as concentrações 

testadas. O mecanismo de ação da anfotericina B é baseado na ligação da molécula ao 

ergosterol, o esterol primário na membrana celular fúngica. Como consequência dessa ligação 

pode ocorrer interrupção da integridade osmótica da membrana, com extravasamento 
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intracelular, podendo estar relacionado com a alta eficácia do fármaco, como mostrado nos 

resultados. Além disso, a anfotericina B tem um amplo espectro de ação, sendo usado com 

êxito contra candidíases, criptococoses, histoplasmoses, blastomicoses, 

paracoccidioidomicoses, coccidioidomicoses, aspergiloses, esporotricoses, mucomicose 

extracutânea, hialohifomicoses e feneofomicoses (ELLIS, 2002).  

 As Ag/AgCl-NPs apresentaram efeito significativo, comparável aos fármacos de uso 

(anfotericina B, penicilina e estreptomicina), apenas em algumas condições, geralmente em 

concentrações mais elevadas (400 μg mL
-1 

para leveduras e 125 μg mL
-1

 para bactérias). Uma 

possível explicação para esse resultado é de que as Ag/AgCl-NPs apresentaram alto grau de 

agregação, como pode ser observado nas imagens de MET. O estado de agregação está 

diretamente relacionado com a reatividade das NPs, devido à razão área de superfície/volume, 

que consequentemente irá diminuir seu efeito antimicrobiano (ALBERNAZ, 2014; DURÁN 

et al., 2010; MORONES et al., 2005). Essa hipótese ganha mais força ao analisar os 

resultados de PANÁCEK et al. (2009), em que os autores observaram uma melhora de 2 até 8 

vezes no efeito antiproliferativo contra C. albicans, após estabilizar suas AgNPs com 

diferentes agentes. 

 Existem diferentes formas de estabilizar NPs em solução coloidal, mas todas elas 

dependem da presença de um agente estabilizador. Os agentes estabilizadores previnem a 

agregação indesejada das NPs e a estabilização se dá através de moléculas que se adsorvem 

sobre a superfície das NPs, formando uma camada auto-organizada que impede a 

coalescência. A estabilização pode ser estérica, eletrostática ou ambas (OLENIN et al., 2008; 

MELO JR. et al., 2012). O agente estabilizador deve ser facilmente disperso no solvente 

desejado e ter alta afinidade pela superfície da NP, como polímeros com grupos com alta 

densidade eletrônica como tiol (-SH), amino (-NH2), hidroxil (-OH) e carboxil (-COOH) 

formando uma camada protetora (estabilização estérica). Alguns estabilizantes estéricos são 

os polímeros poli(vinilpirrolidona) (PVP), poli(álcool vinílico) (PVA) e ácido poliacrílico 

(PAA). A estabilização pode ser também eletrostática, através da distribuição de íons sobre a 

superfície da NP, gerando repulsão entre elas e dificultando a agregação, como ocorre com o 

boroidreto de sódio e o citrato de sódio, onde a estabilização ocorre pela adsorção dos íons 

boroidreto e citrato, respectivamente (MELO JR. et al., 2012; PIRES, 2013). Em nosso 

estudo, usamos citrato de sódio para estabilização das Ag/AgCl-NPs, no entanto, elas se 

apresentaram aglomeradas, como obseravo por MET. Vários trabalhos reportam sucesso na 

estabilização de AgNPs usando citrato de sódio (PARK et al., 2013; ZEWDE et al., 2016), 

portanto, é necessário encontrar a relação citrato/NPs/volume de solução que permita a 
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estabilização nas Ag/AgCl-NPs produzidas neste estudo. Além disso, o uso de albumina do 

soro bovino pode ser feito como alternativa de estabilizante estérico para obter boa 

estabilidade das NPs em solução, como demonstrado por outros trabalhos (ANANTH et al., 

2011; MARTIN et al., 2014). 

 Comparando nossos dados com outros resultados da literatura, podemos observar que 

efeitos antiproliferativos podem ser observados em variadas concentrações, desde 0,21 até 

600 μg mL
-1

, confirmando que é possível obter melhores resultados usando AgNPs estáveis 

(MONTEIRO et al., 2011; VAZQUEZ-MUÑOS et al., 2014; PANÁCEK et al., 2009). Foi 

observado também estímulo da proliferação no tratamento com 50 μg mL
-1

 em C. lusitaniae. 

Como discutido anteriormente, isso pode ser devido à  ativação de um processo de reparo que 

pode compensar a exposição à baixas doses de Ag/AgCl-NPs, levando ao estímulo da 

proliferação, como observado em nossos resultados de bactérias e por XIU et al. (2012) em E. 

coli. 

 Estímulo da proliferação celular gerado por NPs tem sido observado também em 

diferentes tipos de células de mamíferos tratadas com NPMs ou NPs não-metálicas. 

UNFRIED et al. (2008) trataram células epiteliais pulmonares de humanos e de ratos com 

NPs de carbono. Os autores observaram que a proliferação induzida pelas NPs é mediada por 

cascatas de sinalização dependentes de fosfatidilinositol-3-quinase e proteína quinase B. 

HUSSIEN et al. (2013) observou a indução da proliferação de células epiteliais de mama 

humanas após tratamento com diferentes concentrações (3 até 200 µg mL
-1

) de NPs 

poliméricas comerciais. SODERSTJERNA et al. (2013) investigaram o efeito de AgNPs, 

AuNPs e AgNO3 sobre a proliferação de células precursoras neurais embrionárias. Os autores 

observaram o aumento significativo da proliferação celular durante o tratamento com as NPs, 

enquanto observaram uma diminuição significativa após tratamento com AgNO3. Contudo, a 

revelação de que culturas bacterianas e fúngicas tratadas com baixas doses de Ag/AgCl-NPs 

também podem estimular a proliferação celular, abre uma grande discussão acerca do 

tratamento de seres humanos com essas NPs, visto que a possibilidade de que baixas 

concentrações cheguem aos patógenos, poderá levar o paciente à uma piora no quadro 

infeccioso, podendo ter sérias consequências. Sendo necessário a realização de mais 

investigação a respeito desse tema. 

 O comportamento das leveduras após lavagem das culturas em meio puro foi 

investigado. Observou-se que as culturas de C. albicans previamente tratadas com Ag/AgCl-

NPs, 72 h após o tratamento, se recuperaram nas concentrações inferiores a 300 μg mL
-1

, mas 

é importante ressaltar que até 250 μg mL
-1

, durante o tratamento, os níveis de densidade 
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celular já estavam próximos ao controle. Já após a retirada do tratamento com anfotericina B, 

as culturas não foram capazes de se reestabelecer, obtendo apenas um pequeno aumento no 

dível de densidade celular até 300 μg mL
-1

.   

 As culturas de C. lusitaniae se reestabeleceram com tratamentos prévios de 250 μg 

mL
-1 

(enquanto C. albicans reestabeleceram com 300 μg mL
-1

), sugerindo que em baixas 

concentrações elas são menos sensíveis, no entanto, não foi observado aumento nenhum da 

densidade celular nas duas maiores concentrações, enquanto C. albicans houve aumento da 

proliferação, apesar de menor que o controle, sugerindo que nas concentrações mais altas C. 

lusitaniae foi mais sensível que C. albicans. C. lusitaniae se mostrou menos sensível ao 

tratamento com anfotericina B, visto que foi observado um grande aumento da proliferação 

celular em culturas previamente tratadas com concentrações até 250 μg mL
-1

, chegando a 

níveis de densidade celular muito próximos ao controle, que não foi observado para C. 

albicans. 

 O segundo ciclo de tratamentos com Ag/AgCl-NPs aumentou a sensibilidade de 

ambas as leveduras nas maiores concentrações (acima de 250 μg mL
-1

) e apresentou um IC50 

bem menor. Esses resultados são bem semelhantes ao que foi observado no tratamento com 

bactérias neste trabalho, e vai de encontro ao que é demonstrado na literatura a respeito da 

resistência ao tratamento com prata, algo poucas vezes relatado (SILVER, 2003; FRANCI et 

al., 2015). Por outro lado, foi observado uma grande diminuição da sensibilidade de C. 

lusitaniae após dois ciclos de tratamento com anfotericina B. Portanto, através do IC50, 

podemos concluir que a anfotericina B, em apenas um ciclo extra de tratamento, selecionou 

leveduras resistentes da espécie C. lusitaniae e teve piora significativa da sua eficácia, o que 

não foi observado após o segundo tratamento com C. albicans e para o tratamento com 

Ag/AgCl-NPs nas duas espécies.  

 Segundo a OMS (2014), C. lusitaniae é uma das espécies fúngicas que pode 

apresentar resistência a esse tratamento na clínica. PAPPAGIANIS et al (1979), mostraram 

que uma cepa, após 20 dias, requeriu uma dose mais de 320 vezes maior de anfotericina B 

para ser inibida in vitro. Desde este estudo de 1979, vários estudos têm demonstrado 

sistematicamente a rápida aquisição de resistência dessa espécie ao tratamento com 

anfotericina B (GUINET et al., 1983; FAVEL et al., 1997; PEYRON et al., 2001; YOUNG et 

al., 2003; PAPPAS et al., 2004). Os mecanismos envolvidos no desenvolvimento da 

resistência à anfotericina B por C. lusitaniae são mutações e/ou alterações na expresão gênica 

dos genes ERG3 e ERG6, que estão relacionados com a via biossintética do ergosterol, 

molécula alvo do fármaco (YOUNG et al., 2003). 
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 Visando tirar o máximo proveito das propriedadas das NPs à base de prata, vários 

grupos estão trabalhando para encontrar formas de alterar propriedades fisico-químicas, como 

estabilidade, formato, tamanho, dentre outros. A principal estratégia abordada para NPs de 

origem biológica é a alteração das condições de cultivo, como temperatura, pH, concentração 

do precursor, quantidade de biomassa, etc. (WANG, 2012). JENAA et al. (2012) modularam 

condições de síntese para obter AgNPs com variação máxima de 14 nm, algo raro em NPs de 

origem biológica, que em geral possuem larga distribuição de tamanhos (TRAN et al., 2013). 

KULKARNI & BHANAGE (2014) variaram a concentração do agente redutor (cana-de-

açúcar), tempo e temperatura de reação para controlar o tamanho e a morfologia de Ag/AgCl-

NPs. Com o objetivo de obter AgNPs monodispersas, com tamanho e morfologia ajustáveis, 

NDIKAU et al. (2017) controlaram e otimizaram vários parâmetros de reação para conseguir 

NPs produzidas a partir do extrato de casca de melancia melhores. Foram alteradas a 

temperatura de reação, o pH da solução reacional, a concentração e a proporção dos reagentes. 

HUSSEINY et al. (2015) realizaram biossíntese com o fungo Fusarium oxysporum 

modificando parâmetros de cultivo e conseguiram controlar o tamanho das AgNPs. As 

AgNPs produzidas apresentaram efeito antibacteriano e antitumoral. Baseado nisso, 

futuramente as condições de produção das Ag/AgCl-NPs produzidas neste trabalho serão 

otimizadas, para obter NPs com propriedades melhores. 

 Recentemente, tem sido mostrado que AgNPs fornecem uma abordagem única para o 

tratamento de tumores, especialmente os de origem neuroepitelial, sendo o GBM o mais 

maligno das neoplasias neuroepiteliais, o uso de AgNPs contra GBM torna-se bastante 

atraente (URBANSKA et al., 2015). Ensaios utilizando AgNPs contra GBM em diferentes 

modelos têm sido relatados na literatura, com relativo sucesso. Por exemplo, AgNPs 

quimicamente sintetizadas (40 μg mL
-1

) tiveram efeito antiproliferativo contra a linhagem 

celular GBM comercial U87, levando a uma diminuição de 35% na taxa de crescimento, 

quando comparada às células não tratadas ou tratadas com placebo (URBANSKA et al., 

2015). Quando conjugados com outros agentes citotóxicos, as AgNPs também foram eficazes 

contra GBM (ASHARANI et al., 2009). AgNPs impregnadas com uma mistura de alginato-

quitosana (produzido por um método "verde") tiveram um potente efeito antiproliferativo 

contra a linhagem celular GBM U87MG (IC50 = 2,4 μg mL
-1

), levando a danos extensos ao 

DNA, estresse oxidativo, disfunção mitocondrial (com perda do potencial da membrana 

mitocondrial) e apoptose (SHARMA et al., 2014). AgNPs lipofílicas (presas em NPs 

poliméricas à base de PEG) conjugadas com o peptídeo clorotoxina também tiveram um 

efeito citotóxico significativo contra células U87MG in vitro (IC50 = 45 μM) (LOCATELLI et 
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al., 2012). Nanocompositos poliméricos de AgNPs e o fármaco citotóxico alisertib reduziram 

o crescimento do tumor GBM in vivo (LOCATELLI et al., 2014). Do nosso conhecimento, o 

uso de Ag/AgCl-NPs para o tratamento de GBM nunca foi relatada na literatura. Além disso, 

a utilização de HCA para avaliar o efeito antiproliferativo de células tumorais expostas à NPs 

tem sido pouco explorado. 

 Resumidamente, a técnica de HCA é uma plataforma de aquisição e análise 

automatizada de imagens. São amplamente aplicadas em triagem fenotípica, fornecendo 

identificação de alterações morfológicas complexas em células individuais, em resposta a um 

tratamento específico ou alterações em condições de cultura (SHARIFF et al., 2010). HCA é 

utilizada com bastante êxito no campo da descoberta de drogas (YOUNG et al., 2008) e 

toxicologia (RAMERY & O'BRIEN, 2014), devido a sua capacidade de analisar amostras 

numerosas, em nível celular, em um mesmo experimento. Recentemente, HCA também tem 

sido sugerida como uma poderosa ferramenta para avaliar o potencial de toxicidade dos 

nanomateriais, em especial NPMs (ANGUISSOLA et al., 2014). Neste estudo, utilizou-se 

HCA para monitorar de forma automática, rápida e precisa o efeito de Ag/AgCl-NPs sobre a 

proliferação celular, com o intuito de facilitar a análise e minimizar a possibilidade de uma 

análise tendenciosa do operador, visto que a HCA é considerada uma metodologia imparcial 

(ZANELLA et al., 2010). 

 O GBM é o tipo de tumor cerebral mais maligno e o prognóstico do paciente não 

melhorou apesar dos esforços de pesquisadores de campos amplamente diferentes (LOUIS et 

al., 2007; GOLDLUST et al., 2008; STUPP et al., 2009). Nas duas últimas décadas, o 

tratamento de GBM com quimioterapia sofreu algumas mudanças, como a substituição do uso 

de algumas substâncias alquilantes, como carmustina, nimustina e lomustina por TMZ. Isso 

ilustra claramente a necessidade de adaptações no tratamento desta doença (BEIER et al., 

2011). A possível causa da quimiorresistência do GBM é a presença de células-tronco 

neoplásicas. Eles são células tumorais com propriedades semelhantes a células-tronco que 

residem no GBM e podem facilmente gerar células tumorais semelhantes às progenitoras e 

proliferar em meio a sinais de microambiente (MOROKOFF et al., 2015). As células-tronco 

neoplásicas podem ser mais resistentes e sobreviver à terapias oncológicas intensivas, levando 

à recorrência do tumor (MODREK et al., 2014). Como o GBM é um tumor agressivo, é 

urgente o desenvolvimento de terapias alternativas que visem as células-tronco neoplásicas. 

 Nossos resultados usando uma faixa de concentração consideravelmente inferior ao 

utilizado em outros estudos (de 25 a 400 μg mL
-1

; ASHARANI et al., 2009; URBANSKA et 

al., 2015; SHARMA et al., 2014) mostraram que Ag/AgCl-NPs provocam efeitos altamente 
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deletérios sobre a taxa de crescimento das células GBM (83% de inibição em 5,0 μg mL
-1

). 

Também mostramos que as NPs sintetizadas pelo nosso grupo foram mais eficazes em inibir a 

proliferação de células tumorais do que o TMZ, a droga quimioterapêutica padrão de escolha 

para o tratamento de GBM, tendo pouco impacto na proliferação de astrócitos. ASHARANI et 

al. (2009) mostraram que as AgNPs revestidas com amido geraram efeitos citotóxicos - 

incluindo danos mitocondriais e ao DNA, aumento da produção de ROS e parada do ciclo 

celular - em células de glioblastoma humano (U251). No entanto, esses efeitos citotóxicos 

foram observados na presença de AgNPs em concentrações muito maiores (25 - 400 μg mL
-1

) 

do que as concentrações de Ag/AgCl-NP usadas aqui. Além disso, os autores observaram 

efeitos semelhantes em fibroblastos pulmonares humanos normais (IMR-90), mas, 

curiosamente, no experimento de recuperação de culturas após tratamentos por 48 h, houve 

recuperação eficiente em fibroblastos humanos normais, enquanto as células tumorais 

pararam de proliferar. Estes dados suportam os resultados observados em nosso estudo, em 

que células não tumorais (astrócitos) foram menos afetadas pelas NPs do que as células 

tumorais. 

 Com base em dados de estudos anteriores sobre o uso de AgNPs, acreditamos que o 

efeito antiproliferativo dos Ag/AgCl-NPs em GBM02 pode ser atribuído à interação físico-

química da prata com grupos funcionais de proteínas intracelulares, bem como com bases 

nitrogenadas e grupos fosfato do DNA (RUTBERG et al., 2008). Ag/AgCl-NPs também 

podem se acumular no núcleo, causando instabilidade cromossômica e perturbando a mitose. 

Também é possível que Ag/AgCl-NPs interajam com os microfilamentos de actina, causando 

danos estruturais e funcionais aos elementos do citoesqueleto (URBANSKA et al., 2015). 

Além disso, a superfície ativa das AgNPs pode induzir diretamente a geração de radicais 

livres e a dissolução de AgNPs em íons Ag
+
, que é uma característica compartilhada por NPs 

à base de prata, incluindo Ag/AgCl-NPs (KANG et al., 2016). Isso causa danos ao DNA e 

perturbação do potencial da membrana mitocondrial, liberando citocromo c e levando à 

apoptose dependente de mitocôndria (HSIN et al., 2008; PIAO et al., 2011). Estas são 

hipóteses interessantes que devem ser investigadas em estudos futuros sobre o mecanismo de 

inibição das Ag/AgCl-NPs sobre a proliferação celular do GBM. 

 MAC EWAN et al. (2010) relatou que as NPs poderiam responder ao baixo pH 

extracelular do microambiente tumoral. A partir desta descoberta, URBANSKA et al. (2015) 

hipotetizaram que a liberação de íons de prata de AgNPs seria maior nas células tumorais em 

comparação com células normais. Isso explicaria o efeito antiproliferativo diferencial 

observado para células tumorais versus células saudáveis (astrócitos), conforme descrito por 
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outros (ASHARANI et al., 2009). Por outro lado, nossos dados mostraram que o TMZ foi 

mais agressivo para astrócitos do que para células de GBM. O motivo para isso continua para 

ser encontrado, no entanto, a ação de TMZ envolve danos ao DNA por meio da metilação da 

posição O6 de guaninas, bloqueando a replicação do DNA e induzindo a morte de células ou a 

interrupção do ciclo celular, em um processo que é semelhante em células tumorais e células 

não tumorais (GLASER et al., 2017). 

 As vantagens de combinar Ag/AgCl-NPs e TMZ seriam um possível aumento na 

eficácia do tratamento e uma diminuição na dose de fármaco, conforme demonstrado 

anteriormente (NAQVI et al., 2013; MUÑOZ et al., 2014; SILVA et al., 2015). LIANG et al. 

(2017) mostraram que as AgNPs combinadas com TMZ aumentaram a sensibilidade das 

células de glioma humano (U251) ao TMZ, com citotoxicidade dose-dependente. Em 

contraste, mostramos aqui que o tratamento de células GBM02 com uma combinação de 

Ag/AgCl-NPs e TMZ não foi claramente mais eficaz do que o tratamento com Ag/AgCl-NPs 

somente. Além disso, nossos dados mostraram que tanto a monoterapia com TMZ quanto o 

tratamento combinado com Ag/AgCl-NPs e TMZ foram significativamente mais agressivos 

em relação aos astrócitos do que Ag/AgCl-NPs sozinhas. 

 Os resultados aqui apresentados demonstraram que as Ag/AgCl-NPs são promissoras 

como agentes antimicrobianos e antitumorais. É importante enfatizar que um maior espectro 

de microrganismos e tumores podem ser sensíveis ao tratamento com estas Ag/AgCl-NPs, 

portanto outros tipos celulares devem ser testados. Além disso, devem ser realizados um 

conjunto adicional de testes de susceptibilidade a antimicrobianos, incluindo concentrações 

inibitórias mínimas (MICs), concentrações bactericidas mínimas (MBCs) e concentrações 

fungicidas mínimas (MFCs), seguindo as orientações do Clinical and Laboratory Standards 

Institute (CLSI), para melhor avaliar o desempenho antibacteriano e antifúngico de AgCl-

NPs. Ensaios adicionais com as células tumorais e astrócitos são necessários para determinar 

se o efeito das Ag/AgCl-NPs é citostático, citotóxico ou ambos, além de investigar melhor os 

efeitos de indução da proliferação observados em bactérias e leveduras. Análises 

morfológicas ajudarão a compreender possíveis mudanças estruturais que levaram ao aumento 

da eficácia dos tratamentos e ao estímulo da proliferação em baixas concentrações nos ensaios 

com Ag/AgCl-NPs observado nos microrganismos, assim como, verificar estruturas alvo das 

NPs dentro das células. Análises ultraestruturais também podem ajudar a entender os motivos 

pelos quais as Ag/AgCl-NPs são mais efetivas em células tumorais do que astrócitos, bem 

como investigar quais estruturas são modificadas e qual a localização das Ag/AgCl-NPs após 

o tratamento. 



93 

 

7. CONCLUSÕES 

 

 Leveduras da espécie C. intermedia foram capazes de produzir Ag/AgCl-NPs em 

cultura, na presença de AgNO3. As Ag/AgCl-NPs apresentaram faixas de tamanho e faces 

reativas que favorecem seu potencial microbicida, no entanto, o estado de aglomeração pode 

comprometer sua eficácia. 

 

 As Ag/AgCl-NPs produzidas foram mais eficientes que a penicilina e menos que a 

estreptomicina para o tratamento contra S. typhi, e menos eficientes que ambos os antibióticos 

para S. pyogenes, nas condições testadas neste trabalho. As maiores concentrações de 

Ag/AgCl-NPs também não permitiram aumento da densidade celular das bactérias, após 

retirada do tratamento por 24 h, indicando que estas concentrações inviabilizam a cultura. 

Após o segundo ciclo de tratamento, ficou claro que os tratamentos com antibióticos têm uma 

maior tendência a selecionar bactérias resistentes, enquanto as Ag/AgCl-NPs, devido aos 

múltiplos alvos potenciais na célula, tendem a aumentar a eficácia ao longo do tempo. 

 

 O tratamento com Ag/AgCl-NPs em C. albicans e C. lusitaniae é tempo e dose 

dependente, sendo igualmente eficaz à anfotericina B nas concentrações de 400 e 500 µgmL
-1

, 

com exceção em 72 h para C. albicans. Em concentrações menores que 400 µg mL
-1

, a 

anfotericina B foi mais eficaz. Após a retirada dos tratamentos pelo período de 72 h, as 

culturas tratadas com Ag/AgCl-NPs conseguiram se reestabelecer na maioria das 

concentrações testadas, no entanto para C. lusitaniae, as maiores concentrações inviabilizam a 

cultura completamente. O segundo ciclo de tratamentos mostrou que, da mesma forma que foi 

observado nas bactérias, as Ag/AgCl-NPs melhoram sua eficácia, enquanto as culturas de C. 

lusitaniae tratadas com anfotericina B apresentaram níveis muito maiores de proliferação 

celular, comparado ao primeiro ciclo, indicando resistência ao tratamento. 

 

 Ag/AgCl-NPs produzidas biologicamente por culturas de C. lusitaniae têm atividade 

antiproliferativa contra células de GBM. Importantemente, Ag/AgCl-NPs apresentaram um 

efeito antiproliferativo consideravelmente menor em astrócitos humanos, e nossos dados 

indicaram que a concentração de 2,5 μg mL
-1

 de Ag/AgCl-NPs foi a dose mais segura testada 

aqui, pois teve um forte efeito antiproliferativo contra células de GBM02 - e foi mais potente 
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do que TMZ - com baixo efeito antiproliferativo em astrócitos saudáveis. Estes resultados 

sugerem que Ag/AgCl-NPs têm potencial aplicação no tratamento de pacientes com GBM.  

 

 Nossos dados também mostraram que o HCA pode ser usado para investigar o efeito 

antiproliferativo de NPMs contra células humanas, por análises de imagens de alto conteúdo 

de proliferação celular, com base na contagem de núcleos marcados com corantes 

fluorescentes. 
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