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POTENCIAL ANTIMICROBIANO DAS NANOPARTiICULAS DE PRATA
SINTETIZADAS A PARTIR DO EXTRATO DA CASCA DA SEMENTE DA
ARAUCARIA ANGUSTIFOLIA SOBRE MICRORGANISMOS ISOLADOS DO
CONDUTO AUDITIVO DE CAES ACOMETIDOS POR OTITE EXTERNA
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1 Introducio

Na pratica médica veterindria de pequenos animais, problemas de pele sdo comuns e
frequentemente requerem tratamentos demorados e dispendiosos. A otite, uma das
dermatopatias mais prevalentes em cdes, ¢ uma inflamac¢ao no canal auditivo que afeta
diferentes estruturas anatomicas. Existem trés tipos de otite: externa, que envolve o pavilhdo
auricular e os canais auditivos; média, que afeta a bulha timpanica e ossiculos auditivos; e
interna, que compromete a coclea e os nervos cranianos (HORTA et al., 2013).

O uso adequado de tratamentos especificos € necessario para evitar resisténcia
bacteriana e a cronicidade das condigoes (HORTA et al., 2013). No entanto, 0 uso excessivo
de antibidticos levou ao surgimento de resisténcia bacteriana. Nesse contexto, compostos
naturais de plantas, como a Araucaria angustifolia, t€m sido explorados por suas propriedades
antibacterianas e anti-inflamatorias (SHAHZAD ASLAM et al., 2013).

A nanotecnologia tem se mostrado promissora para melhorar a biodisponibilidade e a
absorcdo de principios ativos, incluindo tratamentos a base de plantas (AHMED; NABAVI;
BEHZAD, 2020; IRACHE et.al., 2011). Essa abordagem envolve o uso de nanoparticulas, que
podem ter propriedades Opticas, magnéticas e elétricas unicas (FINDIK, 2021).

As nanoparticulas, como as de prata (AgNPs), apresentam propriedades biologicas
aplicaveis na deteccdo e tratamento de doengas (AHMED et.al., 2021). As AgNPs possuem
propriedades antimicrobianas, cicatrizantes e anti-inflamatérias (DAVID et.al., 2014; RIZZELLO;
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POMPA, 2014). Além disso, usar extratos de plantas, como a 4. angustifolia, ¢ uma alternativa
ecologicamente correta para a producao de AgNPs (BONNIA et.al., 2016).

O uso de AgNPs a partir do extrato de semente de A. angustifolia para tratar otite canina ¢
promissor, aproveitando os compostos ativos da planta e promovendo uma abordagem

sustentavel.

2 Objetivos
Avaliar os efeitos antimicrobianos das nanoparticulas de prata sintetizadas a partir do
extrato da casca da semente (pinhdo) da Araucdria angustifolia, em isolados bacterianos

obtidos a partir de caes acometidos pela otite externa.

3 Metodologia

Foi conduzido um experimento no qual as nanoparticulas de prata, produzidas a partir do
extrato do pinhdo, foram avaliadas em amostras previamente coletadas dos canais auditivos de
caes que apresentaram sinais clinicos de otite externa na qual foi coletado amostras de cerume do
ouvido esquerdo (E) e direito (D) de 3 cées (animal 1, animal 2 e animal 3) afetados por otite
externa, designadas como E1 e D1, E2 e D2 ¢ E3 e D3.

As amostras foram coletadas na Superintendéncia Unidade Hospitalar Veterinaria
Universitaria (SUHVU) da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS) no Campus
Realeza-PR, durante o periodo de marco a junho de 2023. O protocolo deste estudo recebeu
aprovagdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) sob o numero de protocolo
23205.001510/2018-31. Todas as analises foram conduzidas no laboratorio de microbiologia e
quimica da mesma universidade, especificamente no Campus Realeza-PR da UFFS.

Os extratos foram obtidos por meio de uma extracao solido-liquido utilizando cascas de
pinhdo secas e trituradas. Inicialmente, as cascas de pinhdo foram trituradas com um processador
de alimentos, e 8,75g delas foram pesados utilizando uma balanga analitica. De acordo com a
metodologia adaptada de Raota (2018), as extragdes foram realizadas utilizando uma mistura de
etanol 50% (v/v) e agua como solventes. As cascas trituradas foram colocadas em um béquer de
100 mL, equipado com uma barra magnética. O solvente (100 mL) foi entdo adicionado as cascas,
seguido da adi¢ao de 2 mL de uma solucdo de NaOH 1 M. A mistura foi aquecida a 40 °C e
mantida nessa temperatura por um periodo de 15 a 30 minutos. Apds a agitacdo, o aquecimento

foi interrompido, permitindo o resfriamento da solugdo até atingir a temperatura ambiente. Em
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seguida, a mistura foi filtrada para remover as particulas solidas, conforme descrito por Raota
(2018).

Para realizar a sintese das nanoparticulas de prata, foram seguidos os seguintes passos: em
um tubo de ensaio de 20 mL, foi acrescentado 1.000 mL de uma solucao de AgNO3 (0,001 M). O
pH da solugdo de nitrato de prata foi entdo ajustado para 8,0 utilizando uma solu¢do de NaOH
(0,5 M). Em seguida, foi adicionado o extrato obtido acima (1.000 mL) a solugdo. Apos essa
adigdo, a solugdo foi agitada e, em seguida, foram iniciados os testes microbiologicos.

O extrato da casca da semente (pinhdo) da Araucadria angustifolia, resultou em quatro
formulacdes distintas: uma contendo nanoparticulas de prata aquecidas a 40°C por 15 minutos,
outra com nanoparticulas de prata aquecidas a 40°C por 30 minutos, um extrato sem
nanoparticulas aquecido a 40°C por 15 minutos e outro sem nanoparticulas aquecido a 40°C por
30 minutos.

Apbs a obtengdo dos extratos, foi conduzida a determinagdo da Concentragao Inibitoria
Minima (CIM) em duplicata, sendo empregada a técnica de microdiluicdo em microplacas,
conforme as diretrizes do CLSI 2015. Em microplacas, 180 pL de caldo BHI/Sabouraud foram
inicialmente adicionados ao primeiro pogo, seguidos por 100 pL do mesmo caldo nos pogos
seguintes. No primeiro poco, 20 pL de nanoparticulas de prata sintetizadas a partir da casca do
pinhdo, em conjunto com 1% de polissorbato 80, foram adicionadas, comecando com uma
concentracdo de 10%. Diluicdes em série de 1:2 foram realizadas nos demais pogos da
microplaca, resultando em concentracdes de 5%, 2,5%, 1,25%, 0,625%, 0,312%, 0,156%,
0,078%, 0,039% e 0,0195%, totalizando nove dilui¢des sequenciais. Em cada pogo, 10 uL de
indculo foram adicionados. Dois controles foram feitos: um com meio de cultura e AgNPs
sintetizadas a partir da casca do pinhdo e outro com meio de cultura e indculo.

A microplaca foi inicialmente lida em um espectrofotometro a 625 nm. Em seguida, foi
incubada a 37 °C por 24/48 horas, seguida de uma nova leitura no mesmo comprimento de onda.
A Concentragao Inibitoria Minima (CIM) foi determinada usando resazurina a 0,01%,
adicionando 25 pL em cada poc¢o da microplaca. Apos uma incubacdo de uma hora a 37 °C, foi
realizada uma nova leitura. A presenga de coloracdo azul indicou a auséncia de crescimento
microbiano, enquanto a coloragdo rosa/vermelha indicou o metabolismo celular e, portanto,
crescimento microbiano (ARAUJO; LONGO, 2016).

A Concentragdo Bactericida Minima (CBM) foi avaliada através da semeadura do
contetido de cada pogo em placas de agar Mueller Hinton, incubadas a 37 °C por 24 horas,

observando-se a presenga ou auséncia de crescimento bacteriano (ARAUJO; LONGO, 2016).
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4 Resultados e Discussao

Os resultados obtidos revelaram um efeito bacteriostatico. Nas amostras de todos os 3
animais, foi observado crescimento bacteriano suficiente para continuar o estudo. A etapa
seguinte envolveu a identificagdo das bactérias presentes, revelando a presenca de

Staphylococcus sp nas amostras dos 3 animais.

Tabela 1: Resultados da Concentragao Inibitoria Minima

Nano 30min Nano 15min Extrato 30 Estrato 15
El Nio teve inibicao Nao teve inibicdo Nao teve inibicdo Nao teve inibicdo
D1 Nao teve inibicdo Nao teve inibicdo Nao teve inibicdo Nao teve inibicdo
E2 Nio teve inibicao Naio teve inibicdo Nao teve inibicdo Teve inibicdo (2.5%)
D2 Teve inibicdo (2,5%) Nio teve inibicdo Nio teve inibicdo Nio teve inibicdo
E3 Nio teve inibicdo Nao teve inibicdo Nio teve inibicdo Nao teve inibicdo
D3 Nio teve inibi¢do Naio teve inibi¢do Nio teve inibi¢do Naio teve inibi¢do

Fonte: Elaborada pelos autores (2023).

Ap6s a obtencao da Concentracao Inibitéria Mimina (CIM), avaliamos a Concentragdo
Bactericida Minima (CBM), e todas as concentragdes resultaram em crescimento bacteriano,
indicando que as bactérias ndo foram totalmente erradicadas. Os microrganismos persistiram
apds exposicdo aos extratos testados.

A agdo das nanoformulacdes, especialmente AgNPs, contra microrganismos ainda ndo
estd totalmente compreendida. De acordo com estudos recentes (BRITO et al., 2022), AgNPs
demonstram um excelente potencial contra microrganismos resistentes. Isso levanta questdes
sobre sua eficacia, mecanismo de acdo e a necessidade de padronizagdo das técnicas utilizadas
para pesquisas futuras.

As AgNps, que foram sintetizadas através de uma abordagem sustentavel (Gomes
etal., 2020), exibiram uma notavel atividade antimicrobiana, especialmente contra as
bactérias Gram-positivas, com destaque para as cepas de S. aureus. Com a alta patogenicidade
e a tendéncia a multirresisténcia dessa espécie, os resultados indicam que as AgNPs
sintetizadas no estudo sdo promissoras no combate a resisténcia bacteriana.

E essencial padronizar e validar todos os componentes dos testes para garantir
resultados confidveis e reprodutiveis. Isso beneficiard pesquisadores atuais e futuros na
escolha de protocolos adequados para combater infecgdes hospitalares. No entanto, os estudos
sobre o tratamento da otite com nanoparticulas de prata sdo limitados e exigem mais

pesquisas.
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5 Conclusao

Diante do exposto, constatou-se que a concentragdo utilizada ndo se mostrou adequada
para desencadear a inibicado completa do crescimento bacteriano. Em consequéncia, o efeito
observado foi de natureza bacteriostatica, ou seja, houve uma supressdo do crescimento das

bactérias, porém sem a eliminag¢do total das mesmas.
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