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RESUMO

Diversos processos podem ser empregados para garantir a seguranca na utilizacdo de
dispositivos médicos hospitalares, passiveis de reprocessamento com o objetivo de evitar
infeccBes nosocomiais ocasionadas por contaminacdo cruzada ou pelo acumulo de biofilme.
Revestimentos a base de materiais hibridos contendo nanoparticulas metalicas podem ser
produzidos como meétodo para prevencdo de infecgbes por possuirem propriedades
antimicrobiana e/ou anti-incrustante. Dessa forma, o presente trabalho objetivou produzir e
caracterizar fisico-quimicamente materiais hibridos do tipo ureasil-poliéter (u-PEO) contendo
nanoparticula de prata (NP-Ag) para futura aplicacdo como revestimento antimicrobiano para
dispositivos médicos hospitalares. Para tal, inicialmente NP-Ag foram sintetizadas e
caracterizadas por meio de espectroscopia UV-Visivel (UV-Vis), espectroscopia infravermelho
com transformada de Fourier (FTIR), andlise de rastreamento de nanoparticulas (NTA),
espalhamento dindmico de luz (DLS), potencial zeta (PZ), além de submetidas a testes de
estabilidade e microbioldgicos de microdiluicdo em caldo para determinacdo da concentracao
inibitéria minima (CIM), a concentracéo bactericida minima (CBM) e a concentracéo fungicida
minima (CFM). Precursores hibridos do tipo u-PEO 500 foram sintetizados e deram origem a
materiais hibridos do tipo u-PEO 500. Tais materiais incorporaram as NP-Ag e foram
caracterizados por meios de FTIR, difratometria de Raios X (DRX), termogravimetria (TG) e
analise térmica diferencial (DTA), angulo de contato e intumescimento. Além disso, testes
microbiologicos foram aplicados para avaliar a acdo antimicrobiana do material de
revestimento. Os resultados obtidos demonstraram que as NP-Ag sintetizadas apresentaram
coloragéo cinza escuro, com formacao de banda de absor¢do em Amax=418 nm. A FTIR indicou
NP-Ag formadas pelo complexo nitrato de prata-citrato de sddio. A NTA, indicou a morfologia
esférica das NP, com tamanho médio de 69,6 + 1,5 nm e concentragio de 1,98 x 10° + 6,69 x
107 particulas/mL. Andlises de DLS exibiram didmetro hidrodinamico médio (d.nm) = 101,06
nm e indice de polidisperséo (IPD) = 0,312. O valor de PZ foi -4,13 mV. Os estudos de
estabilidade preliminar demonstraram NP estaveis por até 9 dias. A avaliacdo da CIM constatou
acdo bacteriostatica contra S. aureus ATCC, E. coli ATCC e C. albicans ATCC em
concentragbes > 9,90 x 108 particulas/mL, > 1,24 x 108 particulas/mL e > 4,95 x 108
particulas/mL, respectivamente. Para CBM e CFM os resultados foram > 248 x 108
particulas/mL e > 9,90 x 108 particulas/mL para E. coli ATCC e C. albicans ATCC,
respectivamente. Os materiais hibridos u-PEO 500 produzidos apresentaram aspecto visual

translucido e uniforme, a FTIR confirmou a formacéo do precursor e a auséncia de interagdes



entre os componentes do hibrido. Dados de DRX confirmaram a manutencéo das caracteristicas
amorfas do hibrido u-PEO 500 apds a incorporagdo das NP-Ag. A TG constatou a estabilidade
térmica do material hibrido u-PEO com NP-Ag e a DTA revelou o comportamento endotérmico
e auséncia de pico. O angulo de contato médio dos materiais hibridos u-PEO 500 e u-PEO
500:NP-Ag foram 59,132 ° + 7,155 ° e 53,734 © + 1,263 °, respectivamente. O ensaio de
intumescimento revelou média de porcentagem de absor¢éo de liquido de 63,45% + 0,00571%
e 64,36% + 0,00471% para u-PEO 500 e u-PEO 500:NP-Ag, respectivamente. A atividade
antimicrobiana do material hibrido revelou a sensibilidade de S. aureus ATCC ao u-PEO:NP-
Ag. No entanto, E. coli ATCC e C. albicans ATCC foram classificados como resistentes ao
material hibrido testado. Pontando, o trabalho produziu NP-Ag, monodispersas, com tamanho
coloidal, estaveis por 9 dias e com atividade antimicrobiana. Os materiais foram produzidos
usando uma base hibrida ureasil-poliéter a qual incorporaram completamente as NP-Ag
sintetizadas, sem alterar as caracteristicas fisico-quimicas do hibrido. Além disso, a matriz u-
PEO 500:NP-Ag exibiu atividade antimicrobiana contra S. aureus ATCC, sendo um candidato
para uso em revestimentos de dispositivos médicos passiveis de reprocessamento. Estudos
futuros sdo necessarios para viabilizar o aumento da concentracdo de NP-Ag, sem
comprometimento da matriz polimérica, permitindo assim a melhora no perfil antimicrobiano
do u-PEO 500:NP-Ag.

Palavras-chave: nanoparticulas metélicas; materiais hibridos; processo sol-gel; ureasil-

poliéter.



ABSTRACT

Several processes can be used to guarantee the safety in the use of hospital medical devices,
which can be reprocessed with the aim of avoiding nosocomial infections caused by cross-
contamination or the accumulation of biofilm. Coatings based on hybrid materials containing
metallic nanoparticles can be produced as a method for preventing infections as they have
antimicrobial and/or antifouling properties. Therefore, the present work aimed to produce and
physically-chemically characterize hybrid materials of the ureasil-polyether (u-PEO) type
containing silver nanoparticles (AgNP) for future application as antimicrobial coating for
hospital medical devices. To this end, AgNP were initially synthesized and specified using UV-
Visible spectroscopy (UV-Vis), Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), nanoparticle
tracking analysis (NTA), dynamic light scattering (DLS), zeta potential (PZ), in addition to
requests for stability and microbiological broth microdilution tests to determine the minimum
inhibitory concentration (MIC), the minimum bactericidal concentration (MBC) and the
minimum fungicidal concentration (MFC). Hybrid precursors of the u-PEO 500 type were
synthesized and gave rise to hybrid materials of the u-PEO 500 type. These materials
incorporated AgNP and were characterized by FTIR, X-ray diffractometry (XRD),
thermogravimetry (TG) and differential thermal analysis (DTA), contact angle and swelling.
Furthermore, microbiological tests were applied to evaluate the antimicrobial action of the
coating material. The results obtained revealed that the synthesized AgNP was dark gray in
color, with the formation of an absorption band at Amax= 418 nm. FTIR indicated AgNP formed
by the silver nitrate-sodium citrate complex. NTA indicated the spherical morphology of the
NP, with an average size of 69.6 + 1.5 nm and concentration of 1.98 x 10° + 6.69 x 10’
particles/mL. DLS analyzes showed mean hydrodynamic diameter (d.nm) = 101.06 nm and
polydispersity index (IPD) = 0.312. The PZ value was -4.13 mV. Preliminary stability studies
obtained NP resulted for up to 9 days. The MIC evaluation found bacteriostatic action against
S. aureus ATCC, E. coli ATCC and C. albicans ATCC at concentrations > 9.90 x 10%
particles/mL, > 1.24 x 108 particles/mL and > 4.95 x 108 particles/mL, respectively. For MBC
and MFC the results were > 2.48 x 108 particles/mL and > 9.90 x 10® particles/mL for E. coli
ATCC and C. albicans ATCC, respectively. The u-PEO 500 hybrid materials produced a
translucent and uniform visual appearance, FTIR confirmed the formation of the precursor and
the absence of interactions between the components of the hybrid. XRD data confirmed the
maintenance of the amorphous characteristics of the u-PEO 500 hybrid after the incorporation
of AgNP. TG verified the thermal stability of the u-PEO hybrid material with AgNP and DTA



revealed the endothermic behavior and absence of peak. The average contact angle of the u-
PEO 500 and u-PEO 500:AgNP hybrid materials were 59,132 ° + 7,155 © and 53,734 ° + 1,263
o, respectively. The swelling test revealed an average percentage of liquid absorption of 63.45%
+ 0.00571% and 64.36% £ 0.00471% for u-PEO 500 and u-PEO 500:AgNP, respectively. The
antimicrobial activity of the hybrid material revealed the sensitivity of S. aureus ATCC to u-
PEO:AgNP. However, E. coli ATCC and C. albicans ATCC were classified as resistant to the
hybrid material tested. Pointing out, the work produced AgNP, monodisperse, with colloidal
size, lasting for 9 days and with antimicrobial activity. The materials were produced using a
ureasil-polyether hybrid base that completely incorporated the synthesized AgNP, without
altering the physicochemical characteristics of the hybrid. Furthermore, the u-PEO 500:AgNP
matrix exhibited antimicrobial activity against S. aureus ATCC, being a candidate for use in
coatings for medical devices that can be reprocessed. Future studies are necessary to make it
possible to increase the concentration of AgQNP, without compromising the polymeric matrix,
thus allowing an improvement in the antimicrobial profile of u-PEO 500:AgNP.

Keywords: metallic nanoparticles; hybrid materials; sol-gel process; ureasil-polyether.
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1 INTRODUCAO

Dispositivos médicos sdo ferramentas que exercem um papel fundamental no tratamento
e diagndstico de doengas, sejam eles suprimentos médicos comuns ou instrumentos complexos
(Food and Drug Administration, 2018). Esses dispositivos podem ser classificados como de
uso unico ou reutilizaveis/passiveis de reprocessamento (Costa; Costa, 2021a). Produtos
médicos passiveis de reprocessamento sdo definidos como todos os utensilios destinados a
utilizacdo na prevencdo, diagndstico, terapia/tratamento, reabilitacdo ou anticoncepcdo,
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria, 2006, 2012).

Estes ainda devem ser fabricados a partir de matérias primas e conformacdo estrutural
que toleram sucessivos procedimentos de limpeza, preparo e desinfeccdo/esterilizacao, até a
perda da sua funcéo e eficacia. Esse conjunto de medidas tem por objetivo garantir seguranca
na sua utilizacdo, evitando assim possiveis contaminagdes e infec¢es (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitéria, 2006, 2012; Costa; Costa, 2021b).

Infec¢des hospitalares, ou nosocomiais, sao as mais importantes e comuns complicacdes
gue ocorrem em pacientes hospitalizados (Dias et al., 2021). No ambiente hospitalar, casos de
infecgBes podem ocorrer por meio de contaminagéo cruzada (Patrocinio et al., 2018), sendo as
superficies as principais responsaveis pelas contaminacGes cruzadas secundaria que,
posteriormente, acabam contaminando pacientes e outras locais manipulados com frequéncia
por profissionais de saude (Dresch et al., 2018).

Estratégias vém sendo feitas com o objetivo de produzir dispositivos poliméricos
revestidos com propriedades que inibem o crescimento ou eliminam bactérias proximas a
superficie do dispositivo, evitando a fixacdo inicial, colonizacdo e limitando formacdo de
biofilmes (Zander; Becker, 2017). Nesse contexto, revestimentos para dispositivos médicos
podem ser produzidos com finalidade antimicrobiana e anti-incrustante (Krishnan; Weinman;
Ober, 2008).

Uma alternativa promissora para desenvolvimento de revestimentos hidrofébicos ou
hidrofilicos é a combinacdo de materiais poliméricos, que pode fornecer resisténcia térmica, a
alta pressé@o e a meios agressivos (Martin et al., 2019). Para isso, podem ser citados materiais
contendo siloxano, que possuem superficies hidrofobicas em sua estrutura, conferindo boa
propriedade liberagdo de incrustacdo, e polimeros com caracteristicas hidrofilicas, como o
poli(6xido de etileno) (PEO) (Oshiro Junior et al., 2016; Krishnan; Weinman; Ober, 2008).
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A unido de matizes de silica com PEO da origem a materiais hibridos orgéanico-
inorgénico do tipo ureasil-poliéter (Mendes et al., 2021), formando estruturas em nanoescala
com excelentes taxas de atividade in vitro e in vivo, além de biocompatibilidade, flexibilidade,
capacidade de liberacdo sustentada (Barros et al. 2022), estabilidades térmicas, mecanicas e
estruturais (Palécio et al., 2018). A incorporagdo desses materiais a nanoparticulas metélicas
com eficiéncia antimicrobiana torna-se uma alternativa ao desenvolvimento de revestimento a
fim de combater infeccbes microbianas e cepas resistentes a antibioticos (Birkett et al., 2022;
Sharma et al., 2023).

Estudos mostram que nanoparticulas de prata (NP-Ag) demonstraram fortes
propriedades bacteriostéticas e bactericidas, além de atividade fungicida, mesmo em baixas
concentracdes (Fernandes et al., 2019; Matras et al., 2022). Uma hipédtese dopara 0 mecanismo
de acdo das NP-Ag esta associada a possivel formacao de radicais livres que geram danos as
membranas de microrganismos (Hamad; Khashan; Hadi, 2020).

Com isso, no contexto da iminente ocorréncia de resisténcia bacteriana e a falta de novos
antimicrobianos para tratamento, é destacada a necessidade de métodos alternativos, como o
uso revestimentos contendo propriedades antimicrobianos e anti-incrustantes, para prevencao
de contaminaces e cuidado de infec¢des através de dispositivos médicos hospitalares passiveis

de reprocessamento.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo geral desse trabalho foi produzir e caracterizar fisico-quimicamente materiais
hibridos do tipo ureasil-poliéter (u-PEO) contendo nanoparticula de prata (NP-AQ) para futura

aplicacdo como revestimento antimicrobiano para dispositivos medicos hospitalares.

2.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos desse trabalho foram:

a) produzir e caracterizar nanoparticulas de prata (NP-AQ);

b) produzir precursores hibridos do tipo ureasil-poliéter (u-PEO);

c) produzir materiais hibridos do tipo ureasil-poliéter (u-PEO) com e sem as NP-Ag
incorporadas;

d) caracterizar os materiais hibridos do tipo ureasil-poliéter (u-PEO) com e sem as NP-
Ag incorporadas quanto as propriedades fisico-quimicas e térmicas;

e) avaliar a atividade antimicrobiana das NP-Ag e do material hibrido com as NP-Ag
incorporadas.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Infeccdes hospitalares

InfeccBes hospitalares, também chamada de infec¢Bes nosocomiais, sdo aquelas que néo
estavam presentes durante o momento da entrada ao servigo de salde e que foram que
adquiridas no periodo de 48 h apos a internacdo a 3 dias de alta hospitalar. Estas acometem um
em cada dez pacientes, estando relacionada a crescente mortalidade, morbidade e tempo de
permanéncia hospitalar, além de gerarem altos custos para os servicos de salde (Edwardson;
Cairns, 2019). Os biofilmes sdo responsaveis por mais de 65% das infec¢bes nosocomiais
(Makvandi et al., 2020).

Essas infeccOes, que sdo consideradas o evento adverso mais comum na assisténcia a
salde, ocorre em qualquer sistema de salde, independentemente dos recursos disponiveis, e
afetam um numero consideravel de pacientes em todo o mundo (Haque et al., 2018, Zhang et
al., 2020). Geralmente estdo relacionadas ao uso de dispositivos médicos, dispositivos
protéticos, procedimentos invasivos e cirurgias, tendo como 0s responsaveis patdgenos
bacterianos, virais ou fingicos, que acarreta o surgimento de organismos multirresistentes aos
medicamentos (Sikora; Zahra, 2022).

Dentre os microrganismos potencialmente relacionados a infec¢Ges nosocomiais estéo
Staphylococcus aureus (S. aureus), Escherichia coli (E. coli), cepas tipicas do grupo de
bactérias gram-positivas e gram-negativas, respectivamente (Al-Otibi et al., 2023), além fungos
como Candida albicans (C. albicans) (Muzaheed et al., 2022). O surgimento de cepas
resistentes a mdultiplos medicamentos antimicrobianos, como é o caso dos patdgenos
oportunistas S. aureus resistente a meticilina (MRSA) (Bhatta et al., 2022) e E. coli produtora
de beta-lactamase de espectro estendido (ESBL) (Shi et al., 2015), enfatiza a necessidade
proeminente de desenvolver alternativas de tratamento para conter esse tipo de infeccéo
(\Vaiwala; Sharma; Ayappa, 2022).

Evidéncias mostram que diversas infeccGes hospitalares sdo evitaveis, mas um numero
reduzido de paises possui atividade de prevencdo e controle de infec¢Bes para além das que séo
associadas a infecgéo do trato urinario em decorréncia do uso de cateter (Stewart et al., 2021).
A Sociedade Brasileira de Infectologia possui diretrizes para prevenir infeccao hospitalares que
abrange diversos passos e técnicas que devem ser empregadas para esse fim e que deve ser o
objetivo de todos os profissionais de salde. Para isso, destaca que é imprescindivel o correto

procedimento, processo e técnica de lavagem de maos, além do isolamento de doencas
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transmissiveis e medidas particulares para cada local de infeccdo (Sociedade Brasileira de
Infectologia, 2001).

3.2 Dispositivos médicos

De acordo com a Organiza¢do Mundial da Satde (OMS), dispositivo médico é qualquer
instrumento, aparelho, maquina, implante, material ou outro artigo similar ou relacionado,
destinado para ser usado, sozinho ou em combinacéo, para fins médicos, laboratoriais ou
odontolégico (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2024), sendo estes classificados como
passiveis de reprocessamento, reutilizaveis, e de uso unico (Costa; Costa, 2021a).

Estes produtos para saude devem ser fabricados a partir de matérias primas e
conformacdo estrutural, que permitem sucessivos procedimentos de limpeza, preparo e
desinfeccdo ou esterilizacdo, até que percam a sua eficacia e funcionalidade (Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria, 2012). Além disso, ndo devem ser utilizados meios farmacoldgicos,
imunologicos ou metabolico para alcancar sua principal fungdo, e ainda devem ser
reprocessados mediante protocolo validado (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2006,
2012).

Para que seja realizado o reprocessamento de produtos médicos, necessariamente estes
necessitam ser classificados como “passiveis de reprocessamento” (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria, 2006, 2012; Costa; Costa, 2021b). Para isso, um dispositivo, produto ou
material médico deve, em primeiro lugar, ndo constar na lista de uso Unico da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria - ANVISA (ANVISA, 2006).

Como medida para controlar infeccdes, € extremamente necessario que, apds cada uso,
os dispositivos médicos sejam tratados por processos para serem esterilizados, visto que a
colonizacdo por microrganismos em dispositivos médicos é uma complicacdo bastante
significativa (Tran; Webster, 2013). Entretanto, muitos dispositivos podem se deteriorar com
sucessivas esterilizacfes (Sakurai et al., 2019).

Nesse contexto, revestimentos para dispositivos médicos podem ser produzidos com
finalidade antimicrobiana e anti-incrustante, sendo este responsavel por minimizar forcas de
interacdes entre biomoléculas e superficies, liberando células aderidas (Krishnan; Weinman;
Ober, 2008).
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3.3 Revestimentos para dispositivos medicos hospitalares

A colonizacdo por bactérias patogénicas em implantes ou em dispositivos médicos é
considerada substancial causa de infeccBes hospitalares e uma das principais causas de
morbidade e mortalidade. Novos revestimentos antibacterianos vém sendo produzidos pois se
mostram como uma estratégia para 0 combate e prevencdo desse problema (Garcia-Arnaez et
al., 2019; Wei et al., 2021).

Estudos recentes mostram que cada vez mais vém sendo produzidos revestimentos
baseados em materiais hibridos para uso em dispositivos médicos hospitalares de vérias
finalidades. Revestimentos hibridos organicos-inorganicos dotados de boas propriedades
qguimicas e mecéanicas e contendo bactericidas para implantes 6sseos metélicos foram
produzidos (Garcia-Arnaez et al., 2019). Baseados em método de revestimento por imerséo e
em processos sol-gel, utilizando metiltrimetoxisilano (MTMOS), ortossilicato de tetraetila
(TEOS), razdo molar de 7:3, e os agentes bactericidas dihidrocloreto de octenidina (OCT) e
diacetato de clorexidina (CHX), foi comprovado pelos autores, por meio de testes de viabilidade
relativa de células bacterianas (S. aureus), o fornecimento de acdo anti-infeccdo do
revestimento fabricado.

Em outro trabalho (Ferrer et al., 2012), pesquisadores demonstraram que a sintese de
um revestimento hibrido antibacteriano contra S. aureus baseado em dextrano incorporado a
NP-Ag exibiu eficiéncia, nas concentracdes 2 mM e 5 mM de AgNQO3, contra a colonizagéo
bacteriana, inibiu a adesdo bacteriana e apresentou multiplas aplicacGes biomédicas, deste uso
em superficies como revestindo cateteres e implantes. O revestimento foi aplicado nas
superficies por meio imersdo/enxerto, e a a¢do antimicrobiana foi avaliada por método de
cultivado em caldo e contagem de colénias por area.

O campo do desenvolvimento de nanocompostos antimicrobianos para utilizacdo em
revestimentos, no interior, incorporados ou na superficie de materiais com o objetivo de evitar
a adesdo microbiana ou eliminar microrganismos apés sua ligagdo com biofilmes vem se
tornando cada vez mais desafiador (Makvandi et al., 2020). Revestimentos poliméricos com
diferentes ions inorganicos também podem facilitar diferentes funcionalidades, que incluem
agentes antimicrobianos (Nathanael; Oh, 2020).

Nesse contexto, enquadra-se 0s revestimentos antimicrobianos a base de NP-Ag que
vém sendo aplicados para diversos tipos de superficies, incluindo madeira, vidro e poliestireno.

Pelo imenso potencial biocida, NP-Ag possuem notavelmente aplicacdo na area médica,



22

sobretudo na fabricagdo de revestimentos de instrumentos médicos e laboratoriais (Vigneswari
etal., 2021).

3.4 Nanoparticulas de prata (NP-AQ)

Nanoparticulas (NP) séo estruturas fundamentais da nanotecnologia que podem ser
definidas como particulas sélidas que se encontram em tamanho dentro da escala nanométrica
(1-100 nm), estando presente em diversas areas cientificas e em iniUmeros campos da vida
cotidiana, dentre eles medicina e producdo de equipamentos clinicos (Loula et al., 2018;
Kaabipour; Hemmati, 2021; Pérez-de-Leon et al., 2020;), a exemplo do emprego em
dispositivos biotecnoldgicos produzidos a partir de nanoparticulas em materiais médico-
hospitalares que vem se tornando cada dia mais promissor devido a caracteristicas que conferem
prevencéo e tratamento de infeccdes e diversas outras enfermidades (Lustosa et al., 2017).

NP metélicas constituidas por prata, ouro, cobre, por exemplo, vem sendo largamente
utilizados na biomedicina devido as propriedades quimicas, fisicas, mecanicas e opticas, que
sdo determinadas por fatores como morfologia, tamanho, forma, composicao, distribuicdo e
cristalinidade do nanomaterial (Pérez-de-Leon et al., 2020). NP de prata (NP-Ag) em particular,
possuem reconhecida atividade antimicrobiana de amplo espectro, que estd diretamente
relacionada a propriedade do metal em expandir a disponibilidade da forma idnica oxidada Ag
em solucdo. No entanto, seu mecanismo de acdo ainda ndo é bem esclarecido visto que pode
agir por diversas formas, incluindo interacbes com grupos tiol e amina em proteinas, acidos
nucléicos e membranas celulares (Lustosa et al., 2017), geracdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) e adesdo a superficie da membrana celular do microrganismo levando a lesbes e
extravasamento do citoplasma (Wu et al., 2018).

Pesquisas tém evidenciado que NP-Ag possuem atividade contra uma diversidade de
patdgenos incluindo microrganismos anaerébios, fungos, virus, bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas resistentes a antibioticos, ja que o desenvolvimento de resisténcia € menos
provavel devido a seus mecanismos de agdo singulares e variados. No entanto, possiveis
toxicidade associadas a prata, embora baixa, limitam o seu uso clinico em aplicagdes in vivo
(Kang et al., 2019). Por outro lado, as caracteristicas fisico-quimicas das NP-Ag podem ser
modificadas de forma a evitar toxicidade celular (Kaabipour; Hemmati, 2021). Sendo assim,
NP-Ag tém sido largamente utilizadas como agentes antibacterianos e antifingicos com baixa
ou nula citotoxicidade para células animais (Shu et al., 2020). Outra caracteristica interessante

dessas nanoestruturas € a capacidade de liberacdo dos ions de prata por meio de mecanismo de
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liberacdo lenta, possibilitando ampla agdo antimicrobiana local, e favorecendo protecao cutanea
contra diversas infecgdes (Lustosa et al., 2017).

A sintese de NP-Ag, e normalmente de todos os tipos de nanoestruturas, pode ser
categorizada como abordagens "Top-down™ ou "Bottom-up” (Rafique et al., 2017), onde, na
primeira, as particulas sdo produzidas a partir da fragmentagdo do material a granel. Na
segunda, locais de nucleacdo sdo criados e particula de tamanho nanométrico sdo formadas.
Além disso, dentre os métodos para sintetizar nanoestruturas de prata podem ser citados 0s que
utilizam vias quimicas, fisicas ou verdes (Kaabipour; Hemmati, 2021) (Figura 1). Na
abordagem bottom-up, a reducdo por via quimica é um método comumente utilizado para a
sintese de NP-Ag (Mostafa et al., 2015), onde diversos agentes redutores podem ser utilizados
em solucdo para reduzir ions Ag, dentre eles citrato de sddio como principal agente
estabilizador/redutor, gerando grandes quantidades de NP em curto periodo (Rafique et al.,
2017, La Spina et al., 2020). O método de sintese utilizado ir4 determinar tanto a morfologia
quanto o tamanho de nanoestruturas de prata (Kaabipour; Hemmati, 2021).

Figura 1 — Métodos de sintese de nanoparticulas de prata (NP-AQ)

METODOS DE SINTESE DE
J' NANOPARTICULAS DE
PRATA

METODOS

METODOS QUIMICOS BIOLOGICOS

METODOS FiSICOS E
MECANICOS

Composto por bases biologicas
(extratos vegetais, enzimas,

Método convencional

DNA, etc.)
Processo simples e econdomico Condensagiio e
evaporagao, ) . )
.. Sintese por microrganismos
ultrassonicagao,

Redugao quimica, sonoquimico,
fotoquimico, solvimétrico,
coprecipitagdo, etc.

fotoinclingamong (algas, fungos, leveduras, etc.)

Necessita de alta energia,

b Gera particulas esféricas com
temperatura e pressao

: <
Tamanho e forma das particulas GRS

dependera da técnica utilizada e

A Gera particulas com
proporgao de reagentes

tamanho ~10 nm

Fonte: Elaborada pela autora, 2024. Referéncias: (Kaabipour; Hemmati, 202; Rafique et al., 2017; La Spina et al.,
2020).
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Embora diferentes métodos sejam aplicados para o processo de obtencdo NP-Ag, o
método de Turkevich (Turkevich et al., 1951), que utiliza citrato de sédio como agente redutor
e estabilizante para obtencao de uma dispersao coloidal de NP metalicas, segue sendo utilizado
com diferentes adaptacdes, como € o caso dos estudos que produziram NP-Ag com finalidade
antibacteriana (Mostafa et al., 2015). Os autores sintetizaram NP-Ag para uso como agente
antisséptico e controle infeccioso na area médica com caracteristica morfoldgica esférica,
tamanhos entre 40-60 nm, além de comprovarem atividade contra, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella typhi, em concentracdes de
NP-Ag de 5 pg/disco em método de difusdo em disco de agar, e atividade contra Staphylococcus
aureus e Pseudomonas aeruginosa, em concentracdes de NP-Ag > 2,5 ug/mL, para métodos
de concentracgdo inibitéria minima (CIM) (Mostafa et al., 2015).

Em outro trabalho, NP-Ag foram produzidas com diversas concentracdes de
constituintes com o objetivo de atividade antimicrobiana contra Escherichia coli, Bacillus
subtilis e Staphylococcus aureus (Agnihotri et al., 2014). Neste, obtendo particulas que
variaram em tamanho entre 5 nm e 100 nm e morfologia esférica, a acdo altamente toxica contra
as cepas bacterianas estudadas foi constatada para todas as NP-Ag sintetizadas desenvolvidas
(concentragdes entre 20 € 200 ug/mL em testes de CIM). Além disso, puderam demonstrar que

quanto menor o tamanho da particula, maior a atividade antimicrobiana (Agnihotri et al., 2014).

3.5 Materiais hibridos

Materiais hibridos sdo materiais multifuncionais que possuem inimeras possibilidades
de uso em diversas areas da ciéncia (Faustini et al., 2018). A integracdo, interacdo e
incorporacdo de compostos de origens distintas, gerando materiais hibridos, vem exibindo
excelentes propriedades para aplicacdo na engenharia de materiais (Koopmann et al., 2020;
Heuson et al., 2021). Os principais hibridos encontrados na literatura atual englobam os
compositos de nanoparticulas metalicas incorporados a matrizes poliméricas, pequenas
moléculas organicas, compaositos a base de nanomateriais 2D, misturas poliméricas, estruturas
metal-orgénicas (MOF), hibridizacdo MOF-polimeros e hibridos organico-inorganico (Hood et
al., 2014; Hwang; Lee, 2018; Kalaj et al., 2020; Cavallaro et al., 2021).

As caracteristicas dos materiais hibridos rednem as particularidades de seus
componentes formadores, além de propriedades sinérgicas gerada pela interface hibrida
(Faustini et al., 2018). Os métodos aplicaveis de sintese desses incluem processos quimicos

organicos, organometalicos, quimica supramolecular, quimica de intercalacdo ou quimica de
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polimeros, que podem ocorrer a baixas temperaturas, sob pressdo normal, em solventes aquosos
ou organicos (Dua; Liu, 2020; Basu et al., 2020; Nugmanova; Kalinina, 2022). Com essas
estratégias é possivel formar sistemas hibridos em escala molecular ou nanoescala (Faustini et
al., 2018; Silvaroli et al., 2023).

O iminente beneficio no uso de materiais hibrido, sobretudo os organico-inorganicos,
estd associado tanto as propriedades fisicas e quimicas por estes oferecidos como a
possibilidade de gerar sistemas em estado coloidal, viabiliza o uso em sistemas bioldgicos,
(Faustini et al., 2018). Além disso, o campo de desenvolvimento de materiais hibridos estad em
constante e acelerado crescimento, interligando estudos estruturados com abordagens e
métodos e especificos (Saveleva et al., 2019).

3.5.1 Materiais hibridos organico-inorganicos

Materiais hibridos organico-inorganicos surgiram como uma nova classe de polimeros
nanoestruturados que representam uma possibilidade para o desenvolvimento e a producéo de
materiais multifuncionais com inimeras aplica¢cdes comerciais e industriais (Mobin et al., 2019;
Garcia-Martinez; Collar, 2020), além do potencial uso em diversas areas, incluindo a biomédica
(Silva et al, 2023).

Sdo constituidos pela unido de componentes organicos e inorganicos, com
caracteristicas fisico-quimicas sinérgicas complementares que gera um material Unico com
propriedades distintas daquelas que os originaram. Além disso, possuem boa propriedades
mecanicas, Opticas e térmicas, que combinam a estabilidade térmica e quimica de diversos
materiais (Oshiro Junior et al., 2016; Chiavacci et al., 2022).

Para a fase inorganica alguns componentes utilizados incluem os metais (nanoparticulas
de prata, ouro, platina, cobre, 0xido de ferro, 6xido de zinco), nanoparticulas de fosfato de
calcio, nanoparticulas de silica mesoporos (MSN) além de MOF. Os componentes organicos
incluem polimeros e copolimeros naturais e sintético, dendrimeros, membranas celulares
isoladas e lipidios (Seaberg et al., 2021).

A associagdo de compostos organicos e inorganicos possibilita a produgdo de matrizes
com caracteristicas especificas para exata aplicacdo ou para alcancgar suportes diferentes dos
encontrados em materiais convencionais (Martin et al., 2018). As caracteristicas de um
nanocomposito hibrido ira depender dos tipos de polimeros, método de combinagdo, natureza

e contetdo de seus constituintes. De modo geral, essas associa¢fes conferem propriedades
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fisico-quimicas melhores do que as de seus componentes isolados, sobretudo em relacdo a
estabilidade térmica e mecénica (Park et al., 2020; Namsheer; Rout, 2020).

A fase organica de um material hibrido é provedora de propriedades 6tica, elétrica e de
reatividade especificas. A fase inorganica é responsavel pelo aumento da resisténcia mecanica
e estabilidade térmica (Oshiro Junior et al., 2016). A combinacdo dos componentes organicos
e inorgénicos na formagdo de materiais hibridos é considerada ilimitada. Novas combinacéo
pode levar a um novo tipo de materiais hibridos (Seaberg et al., 2021).

De acordo com a natureza da interface entre 0s componentes organicos e inorganicos,
o0s materiais hibridos podem ser classificados em trés classes diferentes. Os hibridos de classe
| sdo formados a partir de ligagBes de hidrogénio, Van der Waals ou interacGes eletrostaticas
entre as duas fases. os de classe Il sdo formados por ligagdes quimicas covalentes ou ibnicas
enquanto os de classe Il irdo unir interacdes verificados nas classes | e Il (Chiavacci et al.,
2022).

Para obtencdo desses materiais pode ser utilizada o processo sol-gel, que gera produtos
com grande superficie quimica interna e possibilita a combinacdo das propriedades quimicas e
fisicas de componentes com a excelente estabilidade dptica, térmica e quimica das matrizes
(Martin et al., 2018), além de alta pureza e homogeneidade. Tal processo envolve reacdes de
gelificagdo para desenvolvimento de uma rede polimérica que, a baixas temperaturas, acarreta
transicdo de um liquido para um sélido. Durante essa reacdo ocorre a formacéo de um estado
sol que, com a evolucdo, forma o estado gel com ligacdes entre as unidades de dimensdes
coloidais, gerando uma rede tridimensional. Nesse método as principais reacoes de gelificacdo
sdo hidrdlise e condensacdo, com reagentes precursores alcoxidos de silicio ou metais
(Benvenutti et al., 2009; Donato et al., 2017).

Em relacdo ao combate de microrganismos, 0s nanossistemas hibridos fornecem
possibilidade de eliminar de forma seletiva alvos bacterianos, além de reverter resisténcia aos
medicamentos antibidticos (Seaberg et al., 2021). Atualmente, as nanoparticulas inorganicas
que vem sendo usadas para compor materiais hibridos com aplicacdes biomeédicas sdo as
metalicas, de silica mesoporosa e nanotubos de carbono, enquanto as nanoparticulas organicas

sdo as baseadas em polimeros sintéticos e biopolimeros (Park et al., 2020).

3.5.2 Materiais inorgéanicos a base de silica - siloxanos

Matrizes de silica sdo estruturas estaveis, inertes, com varios didmetros de poros e

grande area de superficie e alta capacidade de carga de ativos. Quando funcionalizadas com
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compostos organicos melhoram o microambiente enzimatico, contribuem para manutencao da
atividade catalitica, seletividade e especificidade (Bansal et al., 2019, Martin et al., 2019).
Componentes inorganicos que possuem como base a silica demonstram alta estabilidade da
ligacdo Si-C (Oshiro Junior et al., 2016).

Grupos siloxanos estdo presentes em compostos inorganicos derivados de silica, como
unidade de repeticdo Si-O-Si (Yi et al., 2021). Materiais contendo siloxanos possuem
excelentes caracteristicas fisicas e mecanicas, além de propriedades antiaderente (Yi et al.,
2021) e ndo citotoxicas (Claudio-Rizo et al., 2021), possibilitando ampla aplicacdo. Os grupos
bifuncionais presentes nesses componentes reagem com as duas fases, gerando uma ponte entre
elas (Park et al., 2020). Além disso, a fungdo siloxano atua como pontos de reticulacdo entre
cadeias de polimero originando a uma rede tridimensional (Molina et al., 2010).

Hibridos a base de silica sdo os mais significativos, estudados e empregados
tecnologicamente devido sobretudo a alta estabilidade da ligacdo Si—O. Além disso, as redes
Si—0-Si sdo fundamentais para as caracteristicas finais desses materiais, como transparéncia,
estabilidade térmica e resisténcia mecéanica (Chiavacci et al., 2022). Com estas, obtém-se
controle maior dos processos quimicos envolvidos nos métodos de gelificacdo devido a atuagédo

mais lenta dos precursores alcoxidos de silicio nstas reacdes (Benvenultti et al., 2009).

3.5.3 Materiais hibridos a base de ureasil-poliéter

Distintos tipos de materiais a base de polimeros vém sendo pesquisado ao longo dos
ultimos anos a fim de gerar materiais com capacidade adesivas e que possibilitem a liberacdo
controlada de ativos (Oshiro Junior et. al., 2015). Sistemas hibridos organico-inorganicos do
tipo ureasil-poliéter sdo materiais que combinam propriedades fisico-quimicas de suas fases,
que viabiliza a formacdo de sistemas multifuncionais capazes de carrear farmacos hidrofilicos
ou lipofilicos e controle de liberacdo desses ativos (Bezerra et al., 2024).

Por possuirem caracteristicas que conferem biocompatibilidade, alta forca de adesao,
possibilidade de aplicacdo e excelente capacidade de formacdo de filmes funcionais e
transparentes que, dentre outras finalidades, pode ser utilizado para revestimento de materiais,
os hibridos organico-inorganico do tipo ureasil-poliéter representam uma interessante fonte de
uso em aplicacGes biomédicas (Souza et al., 2013; Oshiro Junior et. al., 2016).

Os materiais hibridos a base de ureasil-poliéter sdo constituidos pelos polimeros
poli(6xido de etileno) (PEO) e/ou poli(dxido de propileno) (PPO) e por¢des de siloxano (Oshiro
Junior et al., 2015). Nanocompadsitos ureasil-poliéter compdes o grupo de hibridos de classe 11,
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originados por moléculas de silica ligadas covalentemente as cadeias de poliéteres de
comprimento distintos através de grupos ureia (Chiavacci et al., 2022). Pela propriedade
hidrofilica, estabilidade ao pH do ambiente bioldgico e toxicidade reduzida, o PEO amplamente

utilizado na industria farmacéutica (Oshiro Junior et al., 2016).

Figura2 —  Estrutura quimica do hibrido u-PEO

OCH,CH;
REONIPNPN o NN N \/\/5'ZOH
HO ‘SI NH / \ OCH,CH;
H3CCH20 g

Fonte: Elaborada pela autora, 2024.

Hibridos u-PEO s&o polimeros formados por cadeias PEO e siloxano, como mostrado
na estrutura quimica (Figura 2). Usualmente, esses materiais hibridos sdo obtidos por reacdes
de hidrolise e condensacdo do poliéter funcionalizado PEO, catalisado por acido cloridrico
(HCI), no entanto catalise basica também é possivel devendo, portanto, ser observado possiveis
alteracOes estruturais, nas forcas de adesdo e nas caracteristicas estéticas do material (Malfatti;
Innocenzi, 2011; Molina et al., 2010). Em materiais hibridos organico-inorganico o polimero
hidrofilico PEO representa a fase organica e confere ao material matrizes mais hidrofilicas, que
apresentam capacidade de intumescimento, e que proporcionam liberacdo mais rapida de
possiveis ativos que estejam incorporados (Oshiro Junior et. al., 2016).
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4 MATERIAL E METODOS
As etapas utilizadas para o desenvolvimento do trabalho estdo distribuidas no

fluxograma apresentado na Figura 3. Além disso, as técnicas de sintese, caracterizacdo fisico-

quimica e os ensaios de atividade antimicrobiana produzidos estdo descritos nas secGes

seguintes.
Figura3 -  Etapas para o desenvolvimento do trabalho
Desenvolvimento de material hibrido baseado em ureasil-poliéter (u-PEO 500) e nanoparticulas de prata (NP-Ag)
Caracterizacio fisi .. Atividade Obtencdo do material hibrido u-PEO 500/u-PEO FTIR
aracterizagao lisico-quimica antimicrobiana 500:NP-Ag
FTIR  NTA DLS Sl TR (CTERL (CTT Caracterizacio Atividade
(d.nm, IPD, PZ) preliminar da ? g fisico-quimica antimicrobiana
estabilidade
FTIR Difusdo em agar
Fotoestabilidade/
Fotdli
ofotse DRX Inoculagio direta
Ciclo gelo-degelo
TG/DTA
Temperatura
ambiente Angulo de contato
Sob refrigeragdo

Inchago macroscopico

Fonte: Elaborada pela autora, 2024.

Legenda: u-PEO 500: ureasil-poliéter (500g/mol); NP-Ag: nanoparticulas de prata; FTIR: Espectroscopia
infravermelho com transformada de Fourier; NTA: analise de rastreamento de nanoparticulas; DLS: espalhamento
dindmico de luz dindmico; d.mn: didmetro hidrodindmico médio; IPD: indice de polidispersdo; PZ: potencial zeta;
CIM: concentracdo inibitéria minima; CBM: concentracdo bactericida minima; CFM: concentra¢do fungicida
minima; DRX: Difratometria de Raios X; TG: termogravimetria; DTA: anélise térmica diferencial.

As substancias quimicas, reagentes e equipamentos utilizados durante o

desenvolvimento do trabalho encontram-se descritos nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1 — Substancias quimicas e reagentes utilizados durante o desenvolvimento do trabalho
continua
Substancia/reagente Lote Fornecedor
Poli(6xido de etileno): O,0’-Bis (2-
aminopropil) polipropilenoglicol-bloco-
polietilenoglicol-bloco-polipropilenoglicol

BCBH5375V  SIGMA-ALDRICH

500” (PEO 500)
3-(isocianatopropil)trietoxissilano 95% BCCE4398 SIGMA-ALDRICH
(IsoTrEQS)
Acido cloridrico P. A. 37504 NEON
Acido nitrico 65% P. A. 0903167 VETEC quimica fina
Alcool etilico P. A. 118092 Dinamica®
Citrato de sédio P. A. 149043 LABSYNTH®

Nitrato de prata P. A. 1569-07A CENNABRAS
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Hidroxido de sédio P. A.

Hidroxido de potassio Lentilhas P. A.

Agar Mueller Hinton
Caldo Mueller Hinton
Agar Sabouraud 4%
Caldo Sabouraud Dextrose

DinamicaTEC-D27

Glicerina bi-destilada

Ceftriaxona dissédica
Nistatina

113612 LABSYNTH®
0806763 VETEC quimica fina
0000022210 HIMEDIA
0000112503 HIMEDIA
MC190197  microMED/ ISOFAR
091217505 KASVI
83099 Dinamica®
AUT0193174 mapric®
687496.3 EMS
LT-S063121  Pharmacia Geranium

Cloreto de trifeniltetrazolio TT27556RA Exodo® cientifica
Phosphate buffered saline (PBS) 1315622 OXOID
Fonte: Elaborada pela autora, 2024.
Tabela 2 — Equipamentos utilizados continua
Equipamento Modelo Marca
NanoSight NS300 Malvern Instruments
Zetasizer Nano ZS ZEN 3600 Malvern Instruments
Autoclave AV50 Digitale®
Estufa de esterelizacdo Q317M-23 Quimis®
Estufa de incubacgdo de microrganismos 502 Fanem®
Espectrofotémetro UV-visivel UV-mini-1240 SHIMADZU®
Balanca eletronica centesimal BL3200H SHIMADZU®
Balanca analitica M214-Ai weblabor
Medidor de pH portatil K39-0014PA KASVI
Estufa de secagem 402-4D ethik
Agitador magnético com aquecimento
AccuPlate™ D0320 Labnet
Agitador SL-92 SOLAB
Liofilizador LS3000 TERRONI®
Rotaevaporador RV10 IKA

Fonte: Elaborada pela autora, 2024.

4.1 Sintese das nanoparticulas de prata (NP-AQ)

A sintese das nanoparticulas de prata (NP-Ag) foi adaptada do método de Turkevich et

al., (1951), onde foi proposto a utilizagéo de citrato de s6dio como agente estabilizador e redutor

da reagdo. Para isso, inicialmente foi preparado em baldo volumétrico uma solugéo de citrato
de sodio dihidratado (CsHsNazO7.2H20 - P. M. 294,10) (LABSYNTH®, Diadema - SP, Brasil,
Lotel 49043) 1,07 mM (pH 9-9,5), 250 mL, uma solucao de hidroxido de sodio (NaOH - P. M.
40,00) (LABSYNTH®, Diadema - SP, Brasil, Lote 113612) 1 M, 25 mL, para possiveis ajustes
de pH, assim como &cido nitrico 65% P. A (VETEC, Duque de Caxias - RJ, Brasil, Lote
0903167). Por fim, 5 mL de solucdo de nitrato de prata (AgNOs - P. M. 169,87) 1,07 mM foi
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preparada. Em um baldo de fundo redondo de trés tubuladuras, equipado com barra magnética
para formacdo de um vortex promovido por agitacdo magnética (AccuPlate™ D0320, Labnet,
Edison - NJ, EUA), e acoplado a um condensador de refluxo, foi adicionado a solucdes de
citrato de sodio 1,07 mM (pH 9-9,5). Em seguida, e ap0s a estabilizacdo da temperatura do
banho de glicerina (100 °© C = 5° C) a solugdo de AgNOs 1,07 mM foi adicionado por
gotejamento com o auxilio de uma pipeta de Pasteur. Entdo, o sistema foi selado e permaneceu
sob refluxo (Figura 4) por 60 minutos, em temperatura de 95° C £ 5° C e 600 RPM, para

promover a formacéo das nanoparticulas de prata.

Figura 4 — Sistema refluxo utilizado na sintese de
nanoparticulas de prata (NP-AQ)

Condensador
de refluxo

-
-
-
-
-
-
-
-

Baldo

Banho de
glicerina

S A
— F
‘ ‘ 1
\-,
- lw

-
Agitador magnético com aquecimento

Fonte: Elaborada pela autora, 2024.

Apbs resfriamento, para confirmacdo do sucesso da sintese e formacdo de
nanoparticulas, a NP-Ag foi analisada por espectroscopia UV-Visivel (UV-mini-1240,
SHIMADZU, Quioto, Japdo), utilizando uma célula de quartzo, com faixa de comprimento de
onda entre 190 nm e 1100 nm a temperatura ambiente. Posteriormente, foi fracionada e
armazenada em tubos cénicos tipo Falcon 15 mL e em flaconetes tubular de vidro que foram
mantidos abrigados da luz.

Anterior a sintese, todas os materiais e vidrarias utilizados foram deixados em solucao
composta pela solubilizacdo de 120 g de hidréxido de potassio P. A. (KOH - P. M. 56,11)
(VETEC, Duque de Caxias - RJ, Brasil, Lote 0806763) em 1000 mL de alcool etilico P. A.

(CzHs0) (Dindmica®, Sdo Paulo - SP, Brasil, Lote 118092) para que houvesse remogéo de
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possiveis sitios de nucleacdo. O processo de sintese de NP-Ag foi realizado no Laboratério de
Desenvolvimento e Ensaios de Medicamentos (LABDEM) da Universidade Estadual da
Paraiba (UEPB - Campina Grande, Paraiba, Brasil).

4.2 Espectroscopia infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A fim de identificar os constituintes utilizados na sintese das NP-Ag e classificacao
como adequados para uso, foi realizado o controle fisico-quimico dos componentes, mostradas
na Tabela 3, por meio de espectroscopia infravermelho com transformada de Fourier (FTIR).
Para isso, foi utilizado um espectrémetro de infravermelho (Spectrum 400, Perkin Elmer,
Estados Unidos) (modo de reflexdo total atenuada - ATR), utilizando a faixa de varredura de
4000 a 650 cm™ em uma faixa de resolugdo de 4 cm™. Essa andlise foi realizada no Laboratdrio
de Tecnologia dos Medicamentos (LTM) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE,

Recife, Pernambuco, Brasil).

Tabela 3 — Substancias quimicas envolvidas na sintese de nanoparticulas de prata (NP-AQ)

Substancia/reagente Lote Fornecedor

Citrato de sodio P. A. 149043 LABSYNTH®

Nitrato de prata P. A. 1569-07A CENNABRAS
Hidrdxido de sédio P. A. 113612 LABSYNTH®

Fonte: Elaborada pela autora, 2024.

Além disso, para FTIR, amostras da NP-Ag foram submetidas ao congelamento
ultrarrapido a -121 ° C no Laboratério de Tecnologia do Frio, da Universidade Federal de
Campina Grande (UFCG - Campina Grande, Paraiba, Brasil), mantida em nitrogénio liquido e
submetidas a liofilizagdo (Liofilizador LS3000, TERRONI®, S0 Carlos — SP, Brasil) no
Laboratorio de Desenvolvimento e Ensaios de Medicamentos (LABDEM) da Universidade
Estadual da Paraiba (UEPB - Campina Grande, Paraiba, Brasil).

4.3 Caracterizacao das nanoparticulas de prata (NP-AQ)
4.3.1 Andlise de Rastreamento de Nanoparticulas (NTA)
Visando obter a distribuicdo de tamanho (nm) e a concentracdo de particulas dispersas

no sistema em um volume conhecido e em tempo real, a andlise de rastreamento de

nanoparticulas (NTA - nanoparticle tracking analysis) foi realizada utilizando o instrumento
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NanoSight NS300 (Malvern Instruments, Malvern, Reino Unido), com modulo laser verde a
532 nm. Para isso, no dia 2 apds a sintese uma aliquota da NP-Ag foi diluida em 100x em agua
ultrapura e injetada lentamente na bomba de amostra com auxilio de uma seringa plastica (1
mL). O comportamento das particulas foi monitorado pelo software do proprio equipamento
por meio de imagens microscépicas e filmagens de 5 corridas (60 segundos cada) capturadas
por uma camera de video (tipo SCMQOS).

As configuracOes de analise, em particular o limiar de deteccdo, foram definidas em
funcdo da intensidade de luz espalhada observada nos videos capturados e analisados
independentemente. Os resultados foram apresentados como média de tamanho e moda (nm),
concentracdo de particulas por mL e desvio padrdo. A NTA foi realizada na Unidade de
Bioanalise e Bionanotecnologia (UNIBIO) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB, Jodo

Pessoa, Paraiba, Brasil).

4.3.2 Diametro hidrodinamico médio (d.nm), indice de polidisperséo (IPD) e potencial zeta
(PZ)

A determinacéo do didmetro hidrodindmico médio (d.nm) e indice de polidisperséo (IPD)
das NP-Ag foram realizados pela técnica de espalhamento dindmico de luz (DLS - dynamic
light sacattering). O potencial zeta ({) (PZ) das nanoparticulas também foi avaliado utilizando
0 mesmo equipamento, Zetasizer Nano ZS (ZEN 3600, Malvern Instruments, Malvern, Reino
Unido). As medidas se realizaram em réplicas, em temperatura de 25 °C. A amostra foi diluida
em 4agua ultra-purificada (1:100), mantida em frascos fechado, vertida em uma cubeta e
colocada na célula eletroforética em um angulo de dispersao de 90 °. O estudo foi realizado no
Laboratorio de Sistemas Dispersos (LASID) da Universidade Federal do Rio Grande do Norte
(UFRN, Natal, Rio Grande do Norte, Brasil).

4.3.3 Avaliacéo preliminar da estabilidade

Para realizacdo do estudo de estabilidade preliminar e avaliacdo de possiveis alteracdes
fisico-quimica das NP-Ag, as amostras foram submetidas a diferentes circunstancias: exposta
a condicOes controladas de luminosidade (estudo de fotoestabilidade/fotdlise); exposta a
condicdes ciclicas alternadas (24 h/24 h) de temperatura ambiente (25 °C + 2 °C) e resfriamento
(5 °C = 2 °C) (ensaio de ciclo gelo-degelo); mantida em temperatura (25 °C £ 2 °C) e luz

ambiente; mantida em temperatura ambiente (25 °C £ 2 °C) e abrigado da luz, mantidas em
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ambiente refrigerado (5 °C + 2 °C). Os métodos individuais do estudo de fotoestabilidade e de
ciclo gelo-degelo estdo descritas nos subitens 4.3.3.1 e 4.3.3.2, respectivamente.

Além da andlise das caracteristicas macroscépicas, de forma simultdnea durante o
periodo de estudo (10 dias), as amostras passaram por analises diarias em espectrofotdmetro
UV-Visivel (UV-Vis) (UV-mini-1240, SHIMADZU, Quioto, Japdo) (modo de absorbéncia na
faixa 190-1100 nm e diluicdo 1:100) para monitor possiveis processos de instabilidade. Todos
0s ensaios foram realizados no Laboratdrio de Desenvolvimento e Ensaios de Medicamentos
(LABDEM) da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB - Campina Grande, Paraiba, Brasil).

4.3.3.1 Estudo de fotoestabilidade (fotolise)

O estudo de fotoestabilidade foi realizado seguindo adaptacbes da Q1B (The
International Council for Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for
Human Use (ICH), 1998) com adaptacfes (Baertschi et al., 2015). Para este, é recomendo o0
minimo de 1.200.000 Ix.h de energia total irradiada. Nesse estudo, as amostras de NP-Ag foram
expostas a uma lampada D65 (CZT50W65-8, 6500 K, 50 w, 4000 Im, Kian, Sdo Gongalo - RJ,
Brasil) inserida em uma estufa (ethik, 402-4D, Vargem Grande Paulista - SP, Brasil), a qual
irradiou um total de 4.848.484,85 Ix de energia luminosa. As caracteristicas macroscépicas e
espectroscopicas das amostras foram avaliadas por um periodo de ~240 h (10 dias). Além da
incidéncia luminosa, a temperatura durante o0 ensaio manteve-se em 41 °C £+ 2 °C, calor

proveniente da prépria fonte de luz.

4.3.3.2 Ensaio de ciclo gelo-degelo

O ensaio de ciclo gelo-degelo foi realizado com adaptacGes ao método descrito por
Ghosh e Rousseau (2009). Para isso, durante o periodo de estudo as amostras foram submetidas
a ciclos alternados de 24 h de resfriamento (3-5 °C) seguido de 24 h de temperatura ambiente
(25°C £ 2°C).

4.4 Avaliacéo da atividade antimicrobiana in vitro das nanoparticulas de prata (NP-AQ)
A atividade antimicrobiana das NP-Ag foi realizada para determinacdo da concentragéo

inibitéria minima (CIM) a partir da técnica da microdiluicdo em caldo, descrito pelo Clinical
Laboratory and Standards Institute (CLSI) normas MQ7 (2018) e M27 (2017), com cepas de
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microrganismos comumente encontrados em materiais médicos hospitalares, apresentados na
Tabela 4.

Tabela 4 — Microrganismos utilizados na atividade antimicrobiana pela técnica de
microdiluicdo em caldo e respectivos meios de cultura

Microrganismo Cadigo Meio de cultura
Staphylococcus aureus ATCC 25223 Caldo e 4gar Mueller Hinton

Escherichia coli ATCC 25992 Caldo e agar Mueller Hinton

Candida albicans ATCC 10231 Caldo e &gar Sabouraud Dextrose

Fonte: Elaborada pela autora, 2024.

Para realizacdo desses ensaios microbioldgicos, seguindo o esquema demostrado na
Figura 5, inicialmente foi adicionado 100 pL de meio de cultura em todos os pogos da
microplaca, seguido da adi¢do de 100 pL da solugdo antimicrobiana comercial (concentragédo
200 pg/mL) e 100 uL. das NP-Ag sintetizadas nos respectivos pocos. Em seguida, dilui¢des
sucessivas foram realizadas a partir dos pogos que continham as NP-Ag (Figura 5).
Posteriormente, o indculo microbiano foi padronizar em espectrofotdmetro (absorbancia a 625
nm para bactérias e 530 nm para fungos) para ter o controle da turbidez de acordo com a escala
0,5 de McFarland (0,08 a 0,10 de absorbancia), que resulta numa suspensdo contendo
aproximadamente de 1 a 2 x 10® unidades formadoras de colonias (UFC/mL) para bactérias e
de 1 a5 x 10% UFC/mL para fungos. Apos essa etapa foi realizada diluicdo 1:20 na suspenséo
bacteriana e 1:100 na suspensao fungica, para obter a concentracdo final desejada. Por fim, 10
uL do in6culo bacteriano e/ou 5 uL do inoculo fungico foi adicionado aos respectivos pocos da
microplaca. As microplacas foram incubadas a 35 °C + 2 °C por 24 h para bactérias e a 37 °C
por 48 h para fungos e a concentracdao inibitéria minima (CIM) foi definida mediante a
observacdo da menor concentra¢do que inibiu o crescimento microbiano visivel, confirmado
ap6s adicdo de 20 pL de solucdo de cloreto de trifeniltetrazdlio 1% (Exodo® cientifica,
Hortolandia - S&o Paulo, Lote: TT27556RA) em cada poco da microplaca. Paralelamente,
foram realizados o controle de esterilidade do meio e o controle da viabilidade da cepa (controle
de crescimento). Os farmacos utilizados na preparacdo das solu¢fes antimicrobianas para 0s
testes com bactérias e fungos foram ceftriaxona dissodica (EMS, Hortolandia - SP, Brasil, Lote
687496) e nistatina (Pharmacia Geranium, Barretos - SP, Brasil, Lote LT-S063121),

respectivamente.
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Figura5—-  Metodologia de execucdo da
microdiluicdo em caldo na microplaca de 96 pocos
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Fonte: Elaborada pela autora, 2024.
Legenda: NP-Ag: nanoparticulas de prata.

A partir dos resultados da CIM a concentracdo bactericida minima (CBM) ou
concentracdo fungicida minima (CFM) foram determinadas. Para isso, repique de 1uL do
contetido dos pogos onde houve inibicdo do crescimento em placas contendo meio de cultura
foi realizado. Posteriormente a incubacdo a 35 °C + 2 °C por 24 h para bactérias, e 37 °C por 48
h para fungos, foi observado se houve ou ndo crescimento bacteriano. Este ensaio foi realizado
no Laboratério de Microbiologia pertencente ao Laboratério de Desenvolvimento e Ensaios de
Medicamentos (LABDEM) da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB - Campina Grande,
Paraiba, Brasil).

4.5 Sintese do precursor ureasil-poliéter (u-PEO 500)

Com base nos estudos de Oshiro Junior et al. (2021), foi sintetizado um precursor
hibrido do tipo ureasil-poli(6xido de etileno), com massa molar de 500 g/mol (u-PEO 500), a
partir do processo sol-gel. Para a sintese, inicialmente um precursor foi preparado a partir da
solubilizacdo de  polieter “O,0’-Bis  (2-aminopropil)  polipropilenoglicol-bloco-
polietilenoglicol-bloco-polipropilenoglicol 500” (PEO 500) (Sigma Aldrich, San Luis -
Missouri, Estados Unidos, Lote BCBH5375V) em alcool etilico P.A. (Dindmica®,  S&o
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Paulo - SP, Brasil, Lote118092), que posteriormente foi adicionado a um baldo de fundo
redondo de trés tubuladuras equipado com barra magnética para formagdo de um vortex
promovido por agitacdo magnética (Agitador magnético SL-92, SOLAB, Piracicaba - SP,

Brasil), acoplado a um condensador de refluxo.

Figura 6 — llustracdo esquematica do processo para obtencdo do percursor hibrido do tipo
ureasil-poli(6xido de etileno) (u-PEO 500)
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Fonte: Elaborada pela autora, 2024.

Em seguida, e apés a estabilizacdo da temperatura do banho de glicerina (85 °C) um
alcdxido modificado 3-(isocianatopropil)trietoxissilano 95% (IsoTrEOS - CioH21NO4Si)
(Sigma Aldrich, San Luis - Missouri, Estados Unidos, Lote BCCF4398) foi adicionado por
gotejamento com o auxilio de uma pipeta (razdo molar do polimero:alcoxido - 1:2). O sistema
foi selado a solugdo permaneceu sob refluxo (Figura 6) por 24 h, a uma temperatura de 60 °C
+ 10 °C, para promover a formacdo do precursor hibrido (EtO)sSi-
(CH2)sNHC(=O)NHCHCH3CH>-(poliéter)-CH.CH3CHNH(O=)-NHC(CH>)3Si(OEt)a. Ao
final da sintese, o solvente foi removido por rotaevaporagdo (80-85 RPM) (Rotaevaporador
RV10, IKA, Staufen, Alemanha) sobre aguecimento (80-85 °C) e pressao reduzida e o precursor
hibrido foi obtido (Figura 6). As soluc@es hibridas precursoras foram armazenadas em frascos
fechados, a temperatura ambiente, em ambiente seco.

As quantidades dos constituintes envolvidos nessa preparacdo foram demonstradas na

Tabela 5. A sintese do precursor hibrido foi realizada no Laboratério de Desenvolvimento e
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Ensaios de Medicamentos (LABDEM) da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB - Campina

Grande, Paraiba, Brasil).

Tabela 5 — Quantidade de reagentes utilizados na sintese do percursor hibrido u-PEO 500
Reagente PEO 500 Alcool Etilico P.A. IsoTrEOS
Massa/volume 40 g 80 mL 33 ¢
Fonte: Dados da pesquisa (2024).
Legenda: PEO 500: 0O,0’-Bis (2-aminopropil)  polipropilenoglicol-bloco-polietilenoglicol-bloco-
polipropilenoglicol 500; IsoTrEOS: 3-isocianatopropiltrietoxissilano.

4.6 Obtencdo do material hibrido ureasil-poliéter (u-PEO 500) contendo nanoparticulas
de prata (NP-AQ)

Para obtencdo do material hibrido u-PEO 500, o precursor u-PEO 500 foi submetido a
reacOes de hidrélise e condensagdo, promovido pela adi¢cdo agua, alcool etilico P.A. e um
catalisador acido HCI - 2 M — (Acido cloridrico P. A. 37%, NEON, Suzano - SP, Brasil, Lote
37504). Para isso, as quantidades dos componentes envolvidos (Tabela 6) foram adicionados a
um frasco cristal, com intervalos de 3-4 minutos entre cada componente, e sob agitacdo
magnética (AccuPlate™ D0320, Labnet, Edison - NJ, EUA) a 400 RPM. A incorporacdo das
nanoparticulas de prata se deu nessa etapa, em substituicdo a dgua. Com a mistura dos
componentes, grupos OH foram progressivamente eliminados, levando a formacdo de um gel

no qual redes inorganico-organicas foram unidas por ligacGes covalentes.

Figura 7 — llustracdo esquematica do processo para obtencdo do material hibrido u-PEO 500
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Fonte: Elaborada pela autora, 2024.
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Tabela 6 — Quantidade de reagentes utilizados na preparacdo do material hibrido u-PEO 500
Reagentes (massa/volume)

ML ; Alcool Etilico

hibrido u-PEO 500  Agua NP-Ag PA HCI - 2M
MO 0,750 g 750 pL - 500 uL 50 uL
M1 0,750 ¢ 500 uL 250 pL 500 puL 50 uL
M2 0,750 g 250 uL 500 pL 500 uL 50 uL
M3 0,750 ¢ - 750 pL 500 puL 50 uL
M4 0,750 g - 1000 pL 500 uL 50 uL
M5 0,750 ¢ - 1500 pL 500 puL 50 uL
M6 0,750 g - 2000 pL 500 uL 50 uL
M7 0,750 g - 3000 pL 500 puL 50 uL
M8 0,750 ¢ - 5000 pL 500 uL 50 uL

Fonte: Dados da pesquisa (2024).

Legenda: u-PEO 500: ureasil-poli(6xido de etileno) (500 g/mol); NP-Ag: Nanoparticulas de prata; HCI: Acido
cloridrico; M: molar; MO: material hibrido em branco; M1: material hibrido (1:0,3); M2: material hibrido (1: 0,67);
M3: material hibrido (1:1); ); M4: material hibrido (1:1,3); M5: material hibrido (1:2); M6: material hibrido
(1:2,67); M7: material hibrido (1:4); M8: material hibrido (1:6,67).

Apds o processo, o material foi transferido para dessecador até a secagem completa. A
execucdo se deu no Laboratorio de Desenvolvimento e Ensaios de Medicamentos (LABDEM)

da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB - Campina Grande, Paraiba, Brasil).

4.8 Caracterizacao do sistema de revestimento

Visando determinar as caracteristicas fisico-quimicas do material hibrido u-PEO 500 e
u-PEO 500:NP-Ag sintetizados, as metodologias descritas nas subsecfes seguintes foram

realizadas.

4.8.2 Espectroscopia infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Para avaliar a possiveis presencas de interacGes quimicas entre os componentes dos
materiais hibridos (MO e M3), a partir da deteccdo de bandas referentes aos grupamentos
funcionais desses compostos (Mohamed et al., 2017), a FTIR foi utilizada. Para isso, foi
utilizado um espectrémetro de infravermelho (Spectrum 400, Perkin Elmer, Estados Unidos)
(modo de reflexdo total atenuada - ATR), utilizando a faixa de varredura de 4000 a 650 cm™
em uma faixa de resolugdo de 4 cm™. Essa analise foi realizada no Laboratdrio de Tecnologia
dos Medicamentos (LTM) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE, Recife,

Pernambuco, Brasil).
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4.8.3 Difratometria de Raios X (DRX)

A técnica de difratometria de raios X (DRX) foi realizada para determinacgédo de fases
cristalinas e/ou morfas presentes nos materiais hibridos estudados (M0, M3 e M7). Para essa
andlise, foi utilizado o difratdmetro XRD 6000, (Shimadzu®, Jap&o), com intervalo de varredura
(20) na faixa 3 °a 80 °. As analises ocorreram no Laboratério de Desenvolvimento de Novos
Materiais (LABNOV), da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG, Campina Grande,
Paraiba, Brasil). O padrdo de difracdo de raio x da prata metalica (CIF 1100136) foi obtido

através do sistema de visualizacdo tridimensional para estudos cristalograficos VESTA.

4.8.4 Analises térmicas

As técnicas de analises térmicas foram utilizadas para determinacdo da estabilidade
térmica dos materiais hibridos (M0 e M3). O equipamento utilizado foi o analisador térmico
simultaneo termogravimetria/analise térmica diferencial (TG/DTA) (DTG-60, Shimadzu,
Quioto, Japdo). Para a andlise foram utilizadas amostras de 5 + 0,5 mg, a qual foram
acondicionadas em porta amostra de alumina, sob atmosfera de nitrogénio, com fluxo de 100
mL/min. As programagdes de temperaturas utilizadas variaram de 25 °C até 900 °C, com razéo
de aquecimento de 5 °C/min. As analises foram realizadas no Laboratério de Desenvolvimento
e Ensaios de Medicamentos (LABDEM) da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB -

Campina Grande, Paraiba, Brasil).

4.8.5 Avaliacéo do angulo de contato (molhabilidade)

Para avaliar a molhabilidade da superficie dos materiais hibridos (M0 e M3), o teste de
angulo de contato foi realizado. Para isso, uma goticula de 20 puL de agua foi depositada sobre
amostras de materiais hibridos (M0 e M3). A medicdo computadorizada do angulo formado
entre a superficie dos materiais e a gota de 4gua depositada determinou angulo contato sélido-
liquido. As medidas foram avaliadas ap6s 15 segundos, a 25 °C + 2 °C e em triplicata, com
auxilio do equipamento goniémetro cinetico (AGC 002, Alcalitech, Brasil). Imagens da
amostra foram registradas pela camera do equipamento com aumento de 50 vezes e 0s
resultados expressos como média + desvio padrdo (DP). As analises ocorreram no Laborat6rio
de Desenvolvimento e Ensaios de Medicamentos (LABDEM) da Universidade Estadual da
Paraiba (UEPB - Campina Grande, Paraiba, Brasil).
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4.8.6 Avaliagao do intumescimento

A avaliacdo do intumescimento dos materiais hibridos (MO e M3) se deu seguindo a
metodologia descrita por Barros et al. (2022), mediante a insercdo destes em um béquer
contendo 500 mL de tampéo fosfato (pH 7,2, a 37 °C £ 0,5 °C) seguido de agitagdo magnetica
(AccuPlate™ D0320, Labnet, Edison - NJ, EUA) 100 RPM. Em intervalos de tempo pre-
estabelecidos (0, 0,25, 0,5, 1, 1,5, 2, 3, 4, 6, 12, 48 e 72 h), os materiais hibridos foram
removidos, secos e pesados em balanca analitica (M214-Ai, weblabor, Mogi das Cruzes - SP,
Brasil). O percentual de agua absorvida pelas membranas foi determinado pelo célculo da raz&o
de intumescimento (Sw) utilizando a equacéo:

SW ) = (W1—W>) x 100

Onde Wi e W, sdo a massa de amostras de material hibrido inchada e seca,
respectivamente. Os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados apresentados como
média + desvio padrdo (DP) destas. Os experimentos ocorreram no Laboratério de
Desenvolvimento e Ensaios de Medicamentos (LABDEM) da Universidade Estadual da
Paraiba (UEPB - Campina Grande, Paraiba, Brasil).

4.9 Avaliacdo da atividade antimicrobiana do material hibrido ureasil-poliéter (u-PEO
500) contendo nanoparticulas de prata (NP-AQ)

A avaliacdo da atividade antimicrobiana do material hibrido produzido foi realizada com
cepas de microrganismos comumente encontradas em materiais médicos hospitalares (Tabela
7). Para isso, duas metodologias foram empregadas: ensaio de difusdo em agar e inoculacéo
direta. Em ambos os experimentos foram avaliadas a atividade antimicrobiana dos materiais
hibridos u-PEO 500:NP-Ag (M3) e u-PEO 500 (M0), sem as nanoparticulas, como controle.

Tabela 7 — Microrganismos utilizados na avaliacdo da atividade antimicrobiana do material
hibrido u-PEO 500 e u-PEO 500:NP-Ag

Microrganismo Codigo Meio de cultura
Staphylococcus aureus ATCC 25223 Caldo e 4gar Mueller Hinton

Escherichia coli ATCC 25992 Caldo e 4gar Mueller Hinton

Candida albicans ATCC 10231 Caldo e agar Sabouraud Dextrose

Fonte: Elaborada pela autora, 2024.
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4.9.1 Ensaio de difusdo em agar

O ensaio de difusdo em éagar foi realizado seguindo as normas M07 e M44 do CLSI
(2018), com modificacdes (Bezerra et al., 2024). Inicialmente, os inoculos de S. aureus, E. coli
e C. albicans foram preparados e padronizados em caldo com meio de cultura, a partir de
colonias cultivadas por 24 h, segundo o procedimento anteriormente descrito no subitem 4.4.
Posteriormente, utilizando um swab estéril, foi realizado um espalhamento uniforme do inéculo
padronizado por toda a placa contendo meio de cultura agar solidificado. Em seguida, amostras
de 4 mm de didmetro dos materiais hibridos M0 (n=2) e M3 (n=3) foram alocados sob essas
placas preparadas. Esse experimento foi dividido em dois grupos: um com a deposi¢éo de 100
uL de phosphate buffered saline (PBS) (pH 7,3 = 0,2) sob as amostras de materiais hibridos e
outro sem deposicdo de PBS. Apds 24 h de incubacdo a 35 °C £ 2 °C, os halos de inibicédo
formados foram medidos com auxilio de paquimetro. O ensaio foi realizado no Laboratério de
Microbiologia pertencente ao Laboratdrio de Desenvolvimento e Ensaios de Medicamentos
(LABDEM) da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB - Campina Grande, Paraiba, Brasil).

4.9.2 Ensaio de inoculacéo direta

O ensaio de inoculacdo direta seguiu 0 método descrito na Farmacopeia Brasileira
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2019a) e a metodologia relatada por Ferrer et al.,
2012, com adaptacGes. Primeiramente, os indculos de S. aureus, E. coli e C. albicans foram
preparados e padronizados em caldo com meio de cultura, a partir de col6nias cultivadas por
24 h, segundo o procedimento anteriormente descrito no subitem 4.4. Em seguida, os inoculos
padronizados foram distribuidos em tubos de ensaio em volume adequados para a massa do
material testado, seguido da deposicdo individual dos materiais MO e M3 nos tubos com o
inéculo (etapa 1). Ap6s incubacdo por 24 h a 35 °C + 2°C (bactérias) ou 48 h a 35 °C (C.
albicans), com auxilio de pinga estéril, os materiais foram retirados da solu¢do microbiana,
lavados com PBS, levemente secos com papel absorvente estéril e secos ao ar por
aproximadamente 2 minutos. Posteriormente, depositados em tubos individuais contendo caldo
de cultura, seguido de incubacdo para verificacdo de possivel crescimento microbiano,
observado através de turvagéo do meio (etapa 2).

Ap0s decorrido o tempo de incubacdo, os materiais foram novamente lavados com PBS
e depositados sob placas de meio de cultura solidificado (agar), seguido de nova incubag&o para

verificacdo de possivel crescimento microbiano através da difuséo do crescimento microbiano



43

na superficie do meio (etapa 3). De forma simultanea, foram realizados o controle de
esterilidade dos meios e o controle de esterilidade dos materiais hibridos. Os testes foram
realizados no Laboratorio de Microbiologia pertencente ao Laboratorio de Desenvolvimento e
Ensaios de Medicamentos (LABDEM) da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB - Campina

Grande, Paraiba, Brasil).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Sintese das nanoparticulas de prata (NP-AQ)

Ap0s o processo de sintese foi observado que a unido da solucdo de nitrato de prata
(1,07 mM) com o agente redutor citrato de sédio (1,07 mM), proporcionou a formacéo de NP-
Ag in situ, observado inicialmente pela mudanca de coloragdo do sistema, de translucido para
marrom, em aproximadamente 30 minutos de sintese, e cinza escuro ao final da sintese (Figura
8b), originando uma disperséo coloidal homogénea.

Em anélises de espectroscopia, a localizacdo do méximo de absorcdo para NP-Ag ira
variar de acordo com o tipo, tamanho e a forma de NP, devendo encontrar-se na faixa entre 380
e 450 nm (Wolny-Kotadka; Malina, 2017). No presente estudo, houve formacdo de banda
absorcdo em torno de comprimento de onda méaximo (Amax) de 418 nm (Figura 8a), indicando a
formacdo das NP (Aradjo et al., 2019), além de estar de acordo os dados de NP-Ag com método
de sintese semelhantes encontrados na literatura, que variaram em A entre 400-440 nm (Skiba
et al., 2018), 408-432 nm (Ranoszek-Soliwoda et al., 2017), 417-444,5 nm (Alim-Al-Razy et
al., 2020), 400-413 nm (La Spina et al., 2020), Amax 437 nm (Tessema et al., 2023), Amax ~400
nm (Pascu et al., 2022); Amax 415 nm (Kaur et al., 2019); Amax 416 nm (Pérez-de-Ledn et al.,
2020).

Figura 8 — (a) Espectros de absorcdo UV-Vis de nanoparticulas
de prata (NP-Ag) sintetizadas via método quimico
(Turkevich et al., (1951) (adaptada); (b) NP-Ag

0,08

0,07 a

0,06

0,05

0,04

0,03

Absorbancia

0,02 4

0,01

0,00

T T T T T
200 400 600 800 1000 1200

Comprimento de onda (nm)
Fonte: Dados da pesquisa (2024)



45

Comprimentos de onda caracteristicos podem conduzir os elétrons de condugéo
presentes no metal a oscilagbes/vibragdes conjuntas, gerando o fenbmeno de ressonancia
plasménica de superficie, sendo especificadas pelo tamanho e forma das NP-Ag (Leersnyder et
al., 2019). Assim, além da confirmacdo da formacdo de NP-Ag, com o resultado sobre a de
banda absorcdo proveniente da espectroscopia UV-Vis é possivel alcancar o tamanho de
particulas aproximado (Alim-Al-Razy et al., 2020). Com isso, € possivel estimar o tamanho
médio das NP-Ag, a partir da quantidade de luz espalhada na direcdo direta da secdo transversal,
em torno de 46 nm + 5% (Paramelle et al., 2014). Ademais, banda de absorc¢do na faixa do A
obtido é indicativo sistema coloidal de NP-Ag com morfologia predominante esférica (Pascu
et al., 2022; Ranoszek-Soliwoda et al., 2019).

5.2 Espectroscopia infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A identificacdo dos constituintes utilizados nesta sintese (Tabela 3), como também NP-
Ag sintetizada e liofilizada, foi realizada por meio da técnica de espectroscopia infravermelho
com transformada de Fourier (FTIR). As caracteristicas dos espectros de FTIR de cada
componente quimica individual estdo apresentadas na Figura 9 (a, b, c e d).

O espectro FTIR do nitrato de prata (AgNO3) (Figura 9a), demonstrou pico vibracional
em torno de 1292 cm™, que esta possivelmente associado ao estreitamento estiramento N-O,
referentes a compostos nitrogenados (Sigma-Aldrich, 2023). O espectro FTIR do citrato de
sodio (CsHsNazOy7) (Figura 9b), demostra os modos vibracionais caracteristicos do estiramento
C-Hem 1262 cm™, em aproximadamente 3446 cm™ o estiramento O-H, e do grupo carboxilato
(C=0 estiramento assimétrico em COO’) em 1581 cm™ e 1387 cm™, estando em conformidade
similar a outros estudos (Sritham; Gunasekaran, 2017; Ranoszek-Soliwoda et al., 2017).

O espectro FTIR do hidréxido de s6dio (NaOH) (Figura 9c) evidencia banda de
absorcdo com pico vibracional em 3570 cm™, resulta da ligagdo O-H (Liu, 2023). Com o0s
resultados é possivel afirmar que as substancias utilizadas na sintese das NP-Ag estédo de acordo
com as caracteristicas quimicas esperadas para cada componente analisado. Ao analisar o
espectro FTIR das NP-Ag observa-se bandas caracteristicas tanto do nitrato de prata (1292 cm-
1y quanto do citrato de sodio (1262 cm™?, 3446 cm™, 1581 cm™ e 1387 cm™), comprovando que
as NP-Ag liofilizadas consistem em complexos nitrato de prata-citrato de sddio, o que pode ser

verificado na Figura 9d.



46

Figura 9 — Espectros de FTIR dos constituintes quimicos envolvidos na sintese de
nanoparticulas de prata (NP-Ag), (a) nitrato de prata; (b) citrato de sodio
dihidratado; (c) hidroxido de sodio, e (d) NP-Ag: nanoparticulas de prata
sintetizadas e liofilizadas
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Fonte: Dados da pesquisa (2024).
Legenda: (a) AgNOs: nitrato de prata; (b) C¢HsNasOy: citrato de sédio; (c) NaOH: hidréxido de sédio; (d) NP-
Ag: nanoparticulas de prata.

5.3 Caracterizacao das nanoparticulas de prata (NP-AQ)
5.3.1 Andlise de Rastreamento de Nanoparticulas (NTA)

Visando obter o didmetro e a concentragdo de particulas dispersas no sistema em um
volume conhecido, em tempo real (Ribeiro et al., 2018), foi realizada a analise de rastreamento
de nanoparticulas (NTA). Os resultados da NTA realizados com a NP-Ag indicou que o
tamanho médio das particulas foi de 69,6 + 1,5 nm, resultando em uma moda de 61,9 + 1,5 nm
a uma concentracdo de 1,98 x 10° + 6,69 x 107 particulas/mL. Além disso, a partir de videos
fornecidos pelo equipamento (NanoSight NS300, Malvern Instruments, Malvern, Reino

Unido), foi possivel indicar a morfologia esférica das NP-Ag sintetizadas, concordando com os
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resultados obtidos da analise de espectroscopia UV-Vis. A Figura 10a mostra, a captura de
video demonstrando morfologia das NP-Ag e Figura 10b o gréafico de distribuicdo de tamanho
de particulas e concentracdo medida por NTA e obtido pelo software do equipamento de
andlise.

Figura 10 — (a) Captura de video demonstrando morfologia esférica das NP-Ag. (b) Analise
quantitativa da relagdo entre distribuicdo de tamanho de particulas e
concentracdo, medida por Andlise de Rastreamento de Nanoparticulas - NTA
(diluicdo de 100 x) (Média 69,5 + 1,5 nm; moda de 61,9 + 1,5 nm; concentracao
de 1,98 x 10° + 6,69 x 107 particulas/mL)

(a) (b) .

Concentragfio (particulas/mL)

T T U 1 T
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Fonte: Dados da pesquisa (2024).

Conforme observado no gréfico (Figura 10b), é possivel destacar que houve uma
distribuicdo unimodal, obtendo-se nanoparticulas com dimens@es que variaram entre ~ 25 nm
e ~ 190 nm, com predominancia em ~ 63 nm. Tendo como base que o tamanho de NP-Ag pode
variar de 8 a 100 nm (Begum et al., 2021), e dados encontrados na literatura, é possivel inferir
que os resultados obtidos no presente trabalho estdo em conformidade com trabalhos realizados.
Como por exemplo, um estudo que relatou a formacdo de NP-Ag por método assistido por
micro-ondas, com tamanho em torno de 60 nm, resultou em concentracio de 1,04 x 10
particulas/mL dos apresentados por (Loula et al. 2018). Em outro trabalho, por reducao
quimica, NP-Ag sintetizadas demostraram concentracdo de 2,3 x 10'? particulas/mL, fato
explicado pelo inferior tamanho de NP do estudo, 17 nm + 1,5 nm (Pérez-de-Leon et al. 2020).

Ao correlacionar os dados de distribuicdo de tamanho de particulas com os resultados
da andlise de espectroscopia UV-Vis € possivel notar diferenca nos valores de tamanho de
particulas, no entanto, vale ressaltar que os dados fornecidos pela espectroscopia apenas

estimam valores, sendo necessério a realizagdo de uma analise com maior preciséo de resultado.
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5.3.2 Diametro hidrodinamico médio (d.nm), indice de polidispersao (IPD) e potencial
zeta (PZ2)

Diferentes caracteristicas no processo de sintese, incluindo na metodologia,
equipamentos, reagente, concentracdo, temperatura, pH e tempo empregados irdo influenciar
nas propriedades estruturais de nanoparticulas de prata relacionadas ao tamanho, distribuigdo e
morfologia (Kaabipour; Hemmati, 2021). O estado coloidal e o tamanho hidrodinamico das
NP-Ag foram obtidos por meio de DLS. Resultados provenientes dessa analise demonstraram

que o tamanho distribuicdo médio para as NP-Ag foi de 101,06 + 4,87 nm (Figura 11).

Figura 11 — Gréfico distribuicdo de tamanho médio de particula (NP-
Ag) examinada por medigdes DLS. Distribuicdo de
tamanho por intensidade
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Fonte: Dados da pesquisa (2024).

Estudos mostram que, a utilizagdo de métodos de sintese semelhantes, mas com
pequenas variagdes, originam NP-Ag de tamanhos distintos. NP sintetizadas a partir de reacao
entre AgNOg, citrato de sddio e diferentes concentracdes de acido tanico o que proporcionou
variados tamanhos de NP-Ag, na faixa de 10 a 200 nm, com caracteristicas monodispersos,
estaveis e funcionalizaveis (Bastus et al. 2014).

Em outra investigacdo, pesquisadores sintetizaram NP-Ag por meio de reducéo quimica
com utilizacdo de citrato como agente estabilizador. Os resultados de distribuicdo de tamanho

obtidos revelaram tamanhos entre 5 nm e 249 nm, dependendo do pH reacional utilizado. Além
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disso, avaliaram a interacdo entre o tamanho de particula e a atividade antimicrobiana,
constatando que, embora as diferentes amostras oferecam a acdo proposta, NP-Ag menores e
sem presenca de aglomerados exibiram melhores propriedades antimicrobianas (Gontijo et al.
2020).

Por outro lado, estudos avaliaram a influéncia entre o tamanho e a acéo antimicrobiana
de NP-Ag. Analisando os resultados de ensaios microbioldgicos com NP-Ag incorporadas a
matérias-primas de materiais odontolégicos, com tamanhos de NP que variaram entre 10-20
nm, 30-50 nm, 50-80 nm e 80-100 nm, os autores indicaram que NP-Ag na faixa de tamanho
80-100 nm s&o superiores em conferir agdo antimicrobiana e prevenir a formagéo de biofilmes
(Ginjupalli et al. 2018).

Outro dado fornecido por essa analise DLS foi o IPD, um valor variavel entre 0 e 1 que
se destina a fornece informacdes sobre a polidispersidade da amostra, apresentando a largura
da distribuicdo de tamanho de particula. Valores de IPD acima de 0,400 indica um sistema
polidisperso, sendo uma amostra possivelmente inadequada para analise por DLS visto que 0s
dados gerados ndo podem ser confidveis (Leersnyder et al., 2019). Em relacdo NP-Ag testada,
o valor de IPD obtido foi 0,312 + 0,08, sendo classificada como monodispersa (Abdelsalam et
al, 2019; Rigon et al., 2018).

O potencial zeta () - PZ, um importante parametro ligado a estabilidade, descreve o
potencial elétrico entre duas camadas no sistema coloidal. Para que sistema seja estabilizado
por um efeito de repulsdo eletrostatica, & necessario valores de PZ menores que + 30 mV (Pérez-
de-Leon et al., 2020; Rashmi; Kumar; Sanjay, 2021). No presente estudo, o valor médio de PZ
foi -4,13 mV + 1,18. O valor de PZ negativo representa a carga liquida que envolve a particula
sob o campo elétrico em solucdo, sendo assim, a distribuicdo de uma particula é fortemente
influenciada pela carga que envolve a superficie (Alam, 2022). Para NP-Ag, segregacdes de
particula podem ser causadas pela repulsdo elétrica da carga negativa dos ions citrato
adsorvidos na superficie das NP (Cunha et al., 2017). No entanto, valores de PZ inferiores a —
20 mV indicam que sedimentagdo de particulas pode ser observada (Skiba et al., 2018).

Na Tabela 8 € apresentado o resumo dos resultados de tamanho médio das NP-Ag
sintetizadas, por meio de DLS e NTA, assim como os valores referentes ao IPD, PZ e

concentracéo de particulas por mL de NP-Ag.
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Tabela 8 — Tamanho médio das particulas, indice de polidispersdo (IPD), potencial Zeta e
concentracdo de NP-Ag
d.mn (nm) -  Tamanho médio Concentracédo
DLS (nm) - NTA S P2 () (part./mL) - NTA
101,06 + 4,87 69,55+ 1,5 0,312+0,08 -4,13+1,18 1,98 x10°+6,69 x 10’
Fonte: Dados da pesquisa (2024).

Legenda: d.mn: d.mn: didmetro hidrodindmico médio; DLS: espalhamento dindmico de luz; NTA: andlise de
rastreamento de nanoparticulas; IPD: indice de polidispersdo; PZ: potencial zeta; part.: particulas; mL: mililitro

5.3.3 Avaliacdo preliminar da estabilidade

A avaliacdo da estabilidade é um importante parametro para assegurar a qualidade,
seguranca e eficacia de produtos farmacéuticos. Os estudos de estabilidade consistem em testes
qgue tem por objetivo determinar a capacidade de um produto permanecer dentro de suas
caracteristicas e manter integridade fisica e quimicamente durante um determinado tempo,
indicando assim sua a validade, além das condi¢des adequadas para armazenamento e
transporte (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2019b; Jyothi et al., 2022; Pokharana et
al., 2018).

Estudos de fotoestabilidade de produtos farmacéuticos devem ser realizados a fim de
avaliar e constatar que exposi¢des a luz ndo ira causar modificagdes significativas (fotolise). O
conhecimento geral de possiveis processos de fotodegradacdo devem ser conhecido e estudado
tanto para precaugdes durante o processo de produgdo e armazenamento quanto para otimizar
a estabilidade de uma formulacéo (Facci et al., 2020; Kleinman, 2013).

Os resultados da avaliacao preliminar da estabilidade, avaliados com auxilio de analises
em espectrofotometro UV-Vis, demonstraram que, em todas as condigdes testadas (estudo de
fotoestabilidade (NP-Agl), ensaio de ciclo gelo-degelo (25 °C + 2 °C/5 °C + 2 °C) (NP-Ag2),
mantida em temperatura (25 °C + 2 °C) e luz ambiente (NP-Ag3), mantida em temperatura
ambiente (25 °C £ 2 °C) abrigado da luz (NP-Ag4) e mantidas em ambiente refrigerado (5 °C +
2 °C) (NP-Ag5), exibiram que, de modo geral, houve a manutencdo das caracteristicas
espectrométricas, ndo havendo grandes variagdes nos espectros Opticos (Figura 12a-e). Foi
possivel evidenciar que para NP-Agl os resultados de A exibiram valores entre 418 nm e 429
nm (Figura 12a), NP-Ag2 Amax = 418 nm (Figura 12b), NP-Ag3 Amax = 418 nm (Figura 12c),
NP-Ag4 Amax = 418 nm (Figura 12d) e NP-Ag5 Amax = 418 nm (Figura 12e).
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Figura 12 — Espectros de absor¢do dos ensaios de estabilidade das nanoparticulas de prata (NP-
AQ). Dia 1 ao dia 9 pos sintese
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Fonte: Dados da pesquisa (2024).
Legenda: D: dia; NP-Ag: nanoparticulas de prata; NP-Agl: estudo de fotoestabilidade, NP-Ag2: ensaio de ciclo
gelo-degelo (25 °C + 2 °C/5 °C £ 2 °C), NP-Ag3: mantida em temperatura (25 °C + 2 °C) e luz ambiente, NP-Ag4:
mantida em temperatura ambiente (25 °C + 2 °C) abrigado da luz, NP-Ag5: mantidas em ambiente refrigerado (5
°C£2°C).
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Os espectros de absorbancia oferecem dados que indicam se a NP-Ag desestabilizou ao
longo do tempo (Leersnyder et al., 2019). Observando os dados do dia 10 p6s sintese, em todas
as condicOes analisadas nota-se um deslocamento brusco do pico (Figura 13), deslocamento do
azul para o vermelho, com Amax = 976 nm, indicando que processos de instabilidade, como
alteracbes na forma, estado de agregacdo, e consequentemente aumento de tamanho de
particulas, poderiam estar ocorrendo visto que NP-Ag exibe propriedades 6pticas dependentes
do tamanho (Adrianto et al., 2022; Aragao et al. 2019; Elemike et al., 2017; Smitha et al, 2008).
Também houve o estreitamento da largura dos espectros e aumento dos valores de absorbancia.
Particulas cada vez mais agregadas ocasionam deslocamento dos espectros de absor¢éo tipicos
até o total desaparecimento da faixa de leitura UV-Vis (Leersnyder et al., 2019).

Figura 13 — Espectros de absorcdo dos ensaios de estabilidade das
nanoparticulas de prata (NP-Ag). Dia 10 p0s sintese

0,10 4 )L.m_x = 976 nm
——NP-Ag3abs  =0,1251
——NP-Agabs . =0.1245
0.,05 . max
5 ——NP-Agabs _=0.1241
E', —— NP-Ag absm_x =0,1233
2 — S
2 0,00 NP-Agabs_=0.1209
&
5
3
<
-0,05 -
-0,10 -

1 1 1 1 1 1 1 1
240 360 480 600 720 840 960 1080
Comprimento de onda (nm)

Fonte: Dados da pesquisa (2024).

Legenda: NP-Ag: nanoparticulas de prata; NP-Agl: estudo de fotoestabilidade, NP-Ag2: ensaio de
ciclo gelo-degelo (25 °C + 2 °C/5 °C + 2 °C), NP-Ag3: mantida em temperatura (25 °C + 2 °C) e luz
ambiente, NP-Ag4: mantida em temperatura ambiente (25 °C + 2 °C) abrigado da luz, NP-Ag5:
mantidas em ambiente refrigerado (5 °C £ 2 °C).

Na literatura é possivel encontrar estudos de estabilidade de NP-Ag produzidas por
métodos de sintese semelhantes (Cunha et al., 2017) que sintetizaram NP-Ag pelo método de
reducdo de citrato na presenca de polimeros e lacase que apresentaram estabilidade por até 13

dias. De forma semelhante, em outro estudo, a estabilidade de NP-Ag sintetizadas com agente
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redutor citrato trissodico foi avaliada, no qual se mantiveram estaveis por um periodo de 10
dias (Rodriguez-lruretagoiena et al., 2022).

A Figura 14 apresenta as caracteristicas visuais das NP-Ag que passaram pelas
diferentes metodologias aplicadas no estudo da estabilidade. E possivel notar que, no dia 1 pds
sintese, a dispersdo coloidal contendo NP-Ag apresentou-se homogénea, com coloragdo cinza
escuro, e auséncia de precipitacdo. Frequentemente, na ocorréncia de alteragdes nos espectros
de absorbéancia, simultaneamente sera visivel mudanca de coloracdo da amostra (Leersnyder et
al., 2019), como observado macroscopicamente ao longo dos dias pos sintese, onde aspecto
sutilmente mais claro foi percebido nas NP-Ag no dia 10. Alem disso, presenca de precipitado
foi notada.

Figura 14 — Caracteristicas macroscépica das nanoparticulas
de prata (NP-Ag) submetidas a avaliacdo preliminar da
estabilidade por diferentes métodos. Dia 1 e dia 10 pds sintese

NP-Agl NP-Ag2 NP-Ag3 NP-Ag4 NP-Ag5

DIA1

DIA 10

M

Legenda: NP-Ag: nanoparticulas de prata; NP-Agl: estudo de
fotoestabilidade, NP-Ag2: ensaio de ciclo gelo-degelo (25 °C £ 2°C/5°C £ 2
°C), NP-Ag3: mantida em temperatura (25 °C + 2 °C) e luz ambiente, NP-Ag4:
mantida em temperatura ambiente (25 °C + 2 °C) abrigado da luz, NP-Ag5:
mantidas em ambiente refrigerado (5 °C + 2 °C).

5.4 Avaliacao da atividade antimicrobiana in vitro das nanoparticulas de prata (NP-Ag)

Diversas espécies de microrganismos envolvidos em casos de infec¢des hospitalares séo

relatadas na literatura, dentre algumas principais encontram-se Staphylococcus aureus,
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representante do grupo de bactérias gram-positivas, Escherichia coli, representante do grupo
de bactérias gram-negativas, além de espécies de fungos, como Candida albicans (Khan; Baig;
Mehboob, 2017; Neubeiser et al., 2020; Nimer, 2022; Szab6 et al., 2022; Tajeddin et al., 2016).
Para desenvolver uma alternativa a essa problematica, NP-Ag que possuem elevada
propriedade antimicrobianas (Leersnyder et al., 2019) foram definidas para o estudo contra as
cepas citadas.

Ao testar a formulacdo de NP-Ag por meio de teste de microdiluicdo em caldo, os
resultados obtidos demonstraram que houve importante atividade antimicrobiana devido a
capacidade de inibir o crescimento bacteriano e fungico, mesmo em baixas concentragcdo
molares, como demonstrado na Tabela 9. O resultado de CIM obtido para S. aureus
demonstraram inibicdo do crescimento bacteriano em concentragido em > 9,90 x 10°
particulas/mL. Para E. coli, a concentracdo para inibicao foi ainda menor, com valor de inibicao
> 1,24 x 108 particulas/mL. Resultados de inibicdo para C. albicans a NP-Ag manifestou

inibicdo do crescimento em concentragio em > 4,95 x 108 particulas/mL.

Tabela 9 — Determinacdo da CIM de NP-Ag frente a cepas de S. aureus ATCC, E. coli ATCC
e C. albicans ATCC
Concentracdo inibitéria minima (CIM)
Microrganismos

Formulagéo S. aureus E. coli C. albicans
testada ATCC 25223 ATCC 25992 ATCC 10231
part./mL part./mL part./mL
NP-Ag
AgNO3:Redutor >9,90 x 108 >1,24 x 108 > 4,95 x 108
[1,07 mM:1,07 mM]

Fonte: Dados da pesquisa (2024).
Legenda: NP-Ag: nanoparticulas de prata; AgNOs: nitrato de prata; mM: milimolar; mL: mililitro; part.:
particulas.

A diferenca de sensibilidade antimicrobiana das NP-Ag sintetizadas contra de bactérias
gram-negativas e gram-positivas possivelmente estd associada a diferenca em sua estrutura da
parede celular bacteriana (Zhao et al., 2014), visto que peptidoglicano, constituinte essencial
da parede celular das bactérias, € um alvo importante para ativos antibacterianos. Bacterias
gram-positivas possuem parede celular formada por uma espessa camada de peptidoglicano,
com cadeias lineares de polissacarideos reticuladas, formando assim uma estrutura mais rigida
em comparacdo com a parede celular de gram-negativas, que possuem fina camada de

peptidoglicano (Vaiwala; Sharma; Ayappa, 2022).



55

A partir dos resultados da CIM foi possivel obter os resultados de CBM e CFM. Ao
observar os resultados descritos na Tabela 10 é possivel verificar que as NP-Ag sintetizadas,
além de inibir o crescimento microbiano, também foi capaz de inativar totalmente células de E.
coli e C. albicans, demonstrando assim atividade bactericida e fungicida em concentracGes >
2,48 x 108 particulas/mL e > 9,90 x 108 particulas/mL, respectivamente. No entanto, para S.

aureus houve agdo somente bacteriostatica.

Tabela 10 — Determinacdo da CBM/CFM de NP-Ag frente a cepas de S. aureus ATCC, E. coli
ATCC e C. albicans ATCC
Concentracédo bactericida minima (CBM)/Concentracdo fungicida minima (CFM)

Microrganismos

Formulacéo S. aureus E. coli C. albicans
testada ATCC 25223 ATCC 25992 ATCC 10231
part./mL part./mL part./mL
NP-Ag
AgNO3:Redutor - > 2,48 x 108 >9,90 x 108
[1,07 mM:1,07 mM]

Fonte: Dados da pesquisa (2024).
Legenda: NP-Ag: nanoparticulas de prata; AgNOsz: nitrato de prata; part.: particulas; mM: milimolar; mL:
mililitro; (-): sem atividade bactericida.

Para avaliar a atividade antibacteriana das NP-Ag, pesquisadores sintetizaram NP pelo
método de reducdo quimica a partir de solucdes de AgNOs em diferentes concentracfes
(0,00025 a 0,003 mol/L) unidas a citrato trissodico. Utilizando o método de difusdo em disco,
0s autores expressaram a atividade antibacteriana contra as bactérias gram-positivas S. aureus
e gram-negativas E. coli por meio de zona de inibi¢do formada, que aumentou com o aumento
da concentracdo de NP-Ag. Assim como no presente estudo, houve maior atividade
antibacteriana contra E. coli em comparagdo com S. aureus (Skiba et al. 2018).

Em estudo recente, a avaliacdo do potencial antimicrobiano de NP-Ag sintetizadas pelo
método de Turkevich frente a C. albicans também foi realizada. Para isso, NP-Ag formadas a
partir de reacGes entre solucdo de AgNOs (4 mM) com agente redutor citrato de sédio (10 mM)
foram submetidas aos testes de CIM e CFM. Neste, foi constatado que o potencial fungistatico
e fungicida das NP em concentragdes > 0,25 mM (Peralta et al., 2023).

NP-Ag sdo uma das NP metélicas com excelentes propriedades antimicrobiano mais
utilizadas (Leersnyder et al., 2019). Os ensaios microbiolégicos do presente estudo puderam
comprovar o potencial antibacteriano e antifingico de NP-Ag sintetizadas por rota quimica,

pelo método proposto por Turkevich.
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5.5 Sintese do precursor hibrido ureasil-poliéter (u-PEO 500)

Para a sintese do hibrido (u-PEO 500) emprega-se o processo sol-gel (Paredes et al.,
2014), rota quimica considerada um excelente método para a sintese de materiais do tipo
ureasil-poliéter que proporciona condi¢des moderadas de temperatura e pressao, além da
utilizacdo de solventes de baixa toxicidade (Chiavacci et al., 2022). No presente estudo, as
caracteristicas macroscopicas observadas no processo de sintese variaram desde translicido e
amarelo claro, no inicio da sintese, a translicido, com coloracdo amarelo escuro e com

caracteristica viscosa ao final, apds rotaevaporagdo (Figura 15).

Figura 15 — Precursor hibrido do
tipo ureasil-poliéter (u-PEO 500)

-

Fonte: Elaborada pela autora, 2024.

5.5.1 Espectroscopia infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) do precursor
hibrido u-PEO 500

Os espectros de FTIR do precursor hibrido u-PEO 500 estdo apresentados na Figura 16.
As primeiras bandas, que se referem ao estiramento N-H dos grupos ureia, aparecem em 3359
cm™t. Em seguida, é observado picos referentes a estiramento CH, assimétrico e simétrico em
cerca de 2971 cm™ e 2860 cm™, respectivamente. As ligacdes ureia (-NHC(=O)NH-) podem
ser visualizadas por meio de bandas nas regides em torno 1635 cm, referente a amida I, e em

aproximadamente 1555 cm™ as bandas da amida I1. O pico mais intenso no espectro, em cerca



57

de 1077 cmt, pode ser atribuido ao estiramento de ligagdes C-O. Os resultados obtidos nessa
andlise estdo em conformidade com os encontrados na literatura (Mendes et al., 2021; Oshiro-

Junior et al., 2021), sendo possivel inferir a obtencao e caracterizacdo correta desse material.

Figura 16 — Espectros de FTIR do precursor hibrido u-PEO 500
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Fonte: Dados da pesquisa (2024).
Legenda: u-PEO 500: Material hibrido ureasil-poliéter (500 g/mol).

5.6 Obtencdo do material hibrido ureasil-poliéter (u-PEO 500) contendo nanoparticulas
de prata (NP-AQ)

Os materiais hibridos ureasil-poliéter sem e com NP-Ag secos foram obtidos em
aproximadamente 15 dias (Figura 17) apds as reacGes de hidrolise e condensacdo dos
precursores hibridos u-PEO 500, descritos na secéo 4.5.

Os aspectos visuais dos materiais hibridos produzidos podem ser observados na Figura
18. Notando as diferentes propor¢des u-PEO 500:NP-Ag (g/mL) (Tabela 6), no dia 1 apos
secagem completa, os materiais hibridos M1, M2, M3, M4 e M5 (1:0,3, 1: 0,67, 1:1, 1:1,3, 1:2,
respectivamente) apresentaram aspecto translicido, com uniformidade estrutural e auséncia de
trincas, fissuras ou bolhas, assim como o MO (branco). No entanto, essas caracteristicas foram

modificadas com o aumento das concentragdes de NP-Ag, conforme observado na Figura 16.
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Figura 17 — Auvaliacdo do tempo de secagens dos materiais hibridos
u-PEO 500 e u-PEO 500:NP-Ag
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Fonte: Dados da pesquisa (2024).

Legenda: u-PEO 500: Material hibrido ureasil-poliéter; NP-Ag: Nanoparticulas de
prata; MO: material hibrido u-PEO 500 puro; M3: material hibrido u-PEO 500 com
750uL NP-Ag.

Ainda no dia 1, o M6 (1:2,67) apresentou opacidade do material formado e 0 M7 (1:4)
apresentou precipitado na superficie, além de opacidade. No M8 (1:6,67) foi observado
opacidade, trincas, retracdo e perda de uniformidade do material. No dia 180, 0 M5 também
apresentou opacidade. Isso demonstra que os materiais M5, M6, M7 e M8, ndo s&o capazes de

reter as concentracdes mais elevadas de NP-Ag em seu interior, sendo invidveis para uso.

Figura 18 — Aspectos visuais dos materiais hibridos u-PEO 500 e u-PEO 500:NP-Ag
Mo M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8
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Fonte: Elaborada pela autora, 2024.

Legenda: MO: material hibrido em branco; M1: material hibrido (1:0,3); M2: material hibrido (1: 0,67); M3:
material hibrido (1:1); M4: material hibrido (1:1,3); M5: material hibrido (1:2); M6: material hibrido (1:2,67); M7:
material hibrido (1:4); M8: material hibrido (1:6,67).
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Na literatura, diferentes materiais organico-inorganicos foram produzidos utilizados u-
PEO 500 como precursores para matrizes hibridas (Santana et al., 2021; Paredes et al., 2014),
filmes hibridos (Wang et al., 2022), membranas hibridas (Barros et al., 2022; Silva et al, 2023),
geéis/hidrogéis hibridos (Jesus et al., 2021), com caracteristicas de transparéncia, flexibilidade,
com boa estabilidade térmica e capacidade de incorporar ativos, assim como o material
produzido no presente trabalho. No entanto, ndo foram encontrados relatos de NP-Ag
incorporadas matrizes hibridas compostas por hibridos u-PEO 500, ressaltando a inovacéo

tecnoldgica do presente estudo.

5.7 Caracterizacao dos materiais hibridos (u-PEO 500 e u-PEO 500:NP-AQ)

5.7.1 Espectroscopia infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Buscando avaliar possiveis interacBes entre os componentes da matriz hibrida e as NP-
Ag, anélise FTIR do material hibrido u-PEO 500 e do material hibrido u-PEO 500 com NP-Ag
também foram realizadas e 0s espectros se encontram apresentados na Figura 19.

Ao visualizarmos o espectro do material MO, pode ser observado que ndo houve
deslocamento de banda significativo. Além deste, no material M3, ndo foi verificada banda
corresponde as NP-Ag, inferindo que a adi¢do dessas nanoparticulas ao material ndo alterou
banda de vibracdo, que permaneceu essencialmente invariante apds a incorporacdo ao material.
Esse fato pode ser atribuido possivelmente a quantidade reduzida de NP-Ag adicionada na
sintese do material hibrido e/ou a incorporacdo das NP-Ag as redes poliméricas do material.
Com isso, os resultados observados em ambos 0s materiais também podem ser interpretados

como auséncia de interacdes entre os componentes dos materiais hibrido (M0 e M3) produzidos.
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Figura 19 — Espectros de FTIR do material hibrido u-PEO 500 e do
material hibrido u-PEO 500 incorporado com NP-Ag (u-
PEO 500:NP-Ag - M3)
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Fonte: Dados da pesquisa (2024).

Legenda: u-PEO 500: Material hibrido ureasil-poliéter; NP-Ag: Nanoparticulas de
prata; MO: material hibrido u-PEO 500 puro; M3: material hibrido u-PEO 500 com
750uL NP-Ag.

5.7.2 Difratometria de Raios X (DRX)

A difracdo de raios X do material hibrido u-PEO 500 (M0), u-PEO 500:NP-Ag (M3),
u-PEO 500:NP-Ag (M7) e o padrdo da prata (Ag - CIF 1100136) (Momma; lzumi, 2011), sdo
demonstrados na Figura 19. Ao observar o difratograma (Figura 20), é possivel identificar os
picos intensos e tipicos em 38,12°, 44,31°, 64,45° e 77,41° correspondente, aos planos
cristalinos no angulo de 26 (111), (200), (220) e (311), respectivamente (John et al., 2019),
classificados como estrutura cubica centrada na face (FCC) de cristais de Ag, de acordo com o
banco de dados do Joint Committee on Powder Diffraction Standard (JCPDS N °. 04-0783 e N
©.03-0921), demonstrando a natureza cristalina da Ag (Mohaghegh et al., 2020).

Ao verificar os resultados para os materiais hibridos, € possivel verificar que, de modo
caracteristico as matrizes u-PEO, ndo ha presenca de picos de difracdo bem definidos, notando-
se apenas um pico largo e centrado préximo a 21°, sendo atribuido a rede de siloxano amorfo

inorganicos, tipico dos hibridos ureasil-poliéter (Oshiro Junior et al., 2021; Molina et al., 2013;
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Paredes et al., 2014), indicando a caracteristica amorfa do material e corroborando com

resultados encontrados na literatura para o0 mesmo tipo de material hibrido.

Figura 20 — Padrées DRX do material hibrido u-PEO, dos materiais
hibridos u-PEO:NP-Ag, M3 e M7 e Ag CIF 1100136
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Fonte: Dados da pesquisa (2024).
Legenda: u-PEO 500: Material hibrido ureasil-poliéter; NP-Ag: Nanoparticulas de
prata; MO: material hibrido u-PEO 500 puro; M3: material hibrido u-PEO 500 com
750uL NP-Ag; M7: material hibrido u-PEO 500 com 1000pL NP-Ag.

Em estudo realizado por meio de analise de DRX com materiais hibridos ureasil-poliéter
constituidos por diferentes proporcGes de precursores, foi verificado que, independentemente
da mistura realizada, padrées como presenca de um pico largo e caracteristicas amorfas, foram
mantidos (Silva et al., 2023). Observando no difratograma o comportamento do hibrido M3
perceber-se que a caracteristica amorfa se manteve, fato possivelmente explicado pela total
incorporacdo das nanoparticulas pela matriz do polimero. Essa hipo6tese corrobora com a
aparéncia visual dos materiais obtidos apo6s a incorporacdo da NP-Ag. Com o resultado do
material hibrido M7, nota-se presenca de picos de difragdo de baixa intensidade em 26= 28,38
°, 32,46 ° e 46,44 ° possivelmente associado ao solvente utilizado na sintese de NP-Ag, e/ou a
compostos organicos, como o citrato de sodio, responsavel pela reducéo efetiva de ions Ag a
particulas de Ag (Anandan et al., 2019; Tessema et al., 2023), e como no M3, ndo ha picos
caracteristicos de Ag.

Outras hipoteses para os resultados do M7 seria uma possivel mudanca de fase dos

cristais de Ag nas NP que poderia ter alterado a face cubica central das NP-Ag e,
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consequentemente, o angulo de difracdo. No entanto, estas modificagdes, associada a estruturas
defeituosas em uma rede cristalina, foram relatadas na literatura para nanofios ou nanobastdes,
que se apresentaram em estado tetragonal (Sun et al., 2012; Helmlinger et al., 2016). Além
deste, deslocamentos nos angulos de difracdo foram encontrados em sinteses de NP de prata
associadas a outros metais, como cobre (Rahaghi; Poursalehi; Miresmaeili, 2015).

Em estudo que sintetizou NP-Ag com alginato de sodio como agente estabilizante foram
obtidos resultados de difracdo em angulos semelhantes aos encontrados nesse trabalho, com
picos intensos em 27,94 © e 32,27 °, onde os autores associaram a formacédo de nanoparticulas

de déxido de prata (Ag20) na auséncia de um estabilizante (Skiba et al., 2020).

5.7.3 Analises térmicas

5.7.3.1 Termogravimetria (TG)

A estabilidade térmica do material hibrido u-PEO 500 (MO0) e do u-PEO 500:NP-Ag
(M3) foi estudada por meio de anélise termogravimétrica (TG), analisando-se a perda de massa
em funcdo da temperatura. As curvas TG dos materiais hibridos sdo exibidas na Figura 21. Os
resultados mostram que ocorreram trés etapas de decomposicdo térmica para ambos 0S
materiais analisados (MO e M3). O primeiro evento de perda de massa (To) € observado nas
temperaturas entre 27,98 °C e 150,83 °C para MO e entre 25,79 °C e 157,01 °C para M3, com
4,13% e 7,30% de perda de massa (Am), respectivamente, possivelmente associado a liberacdo
de resultado da evaporacdo de volateis, como moléculas de etanol, além de evaporacdo da
umidade (Zaldivar et al., 2017).

O principal estagio de degradacdo dos materiais hibridos (Tmax) inicia por volta de
150,83 °C até 433,57, com Am de 63,53% e 157,01 °C até 440,48 °C, com Am de 63,78, para
MO e M3, respectivamente. Esse evento pode ser atribuido a decomposi¢do dos componentes
poliméricos do sistema hibrido, unidades ureasil, assim como a degradagéo dos grupos silanol
(Truffault et al., 2015). Para MO, o ultimo estagio ocorre entre 433,57 °C e 900,00 °C, Am de
12,87% de perda de massa, e para M3, o Ultimo estagio ocorre entre 440,48 °C e 900,00 °C,
com Am de 12,24. Além disso, para o M3 ainda é possivel destacar que perda de massa superior
a 700 °C-800 °C pode ser atribuida a desintegracdo de NP-Ag, como residuo final (Huang et
al., 2022).



Figura 21 — Curvas de termogravimetria (TG) para 0s materiais
hibridos u-PEO 500 (MO) e u-PEO 500:NP-Ag (M3)
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Legenda: u-PEO 500: Material hibrido ureasil-poliéter; NP-Ag: Nanoparticulas de
prata; MO: material hibrido u-PEO 500 puro; M3: material hibrido u-PEO 500 com

750uL NP-Ag.
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Tabela 11 — Pardmetros termogravimétricos dos hibridos u-PEO 500 (MO) e u-PEO 500:NP-

Ag (M3)
Material hibrido Evento Tinicio~Tfinal (°C) Perda de massa (%)
Primeiro (To) 27,98 - 150,83 4,13
MO Segundo (Tmax) 150,83 - 433,57 63,53
Terceiro 433,57 - 900,00 12,87
Cinzas - 19,47
Primeiro (To) 25,79 - 157,01 7,30
M3 Segundo (Tmax) 157,01 - 440,48 63,78
Terceiro 440,48 - 900,00 12,24
Cinzas - 16,68

Fonte: Dados da pesquisa (2024).

Legenda: MO: material hibrido u-PEO 500 puro; M3: material hibrido u-PEO 500 com 750ul NP-Ag; To:
Temperatura do primeiro evento de perda de massa; Tmax: temperatura do principal estagio de degradacdo; Tinicial:

temperatura inicial; Trina: temperatura final.

Os parametros termogravimétricos dos hibridos u-PEO 500 (MO) e u-PEO 500:NP-Ag
(M3) também estdo apresentados na Tabela 11. O comportamento geral observado para a
degradacéo termica do material hibrido u-PEO 500:NP-Ag foi semelhante ao encontrado para

0 hibrido u-PEO 500 isoladamente. Sendo assim, é possivel verificar que ndo houve variaces

significativas nos valores de perda percentual de massa quando incorporado NP-Ag ao material,
além de ser destacando a alta estabilidade térmica dos hibridos produzidos.
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5.7.3.2 Andlise térmica diferencial (DTA)

Por possuirem carater amorfo, materiais hibridos do tipo u-PEO ndo apresentam
temperatura de fusdo definida (Palacio; Pulcinelli; Santilli, 2022; Molina et al., 2014). A analise
térmica diferencial (DTA) (Figura 22) ndo constatou pico de evento significativo em suas
curvas e revelou o comportamento endotérmico do MO e a manutencédo deste no M3, indicando
que as interacdes inter-cadeias da fase polimérica amorfa do hibrido ndo foram afetadas
(Palécio et al., 2018). Isto pode apontar que a dissolucdo das NP-Ag no precursor hibrido
liquido reduziu o seu carater cristalino para niveis indetectaveis ou ainda que as NP-Ag
passaram para um estado amorfo. Esse dado pode inferir a compatibilidade térmica entre o
material hibrido u-PEO 500 e as NP-Ag. Ademais, esse comportamento esta em conformidade

com os resultados obtidos por DRX.

Figura 22 — Curvas de analise térmica diferencial (DTA) para 0s
materiais hibridos u-PEO 500 (M0) e u-PEO 500:NP-Ag
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Fonte: Dados da pesquisa (2024).

Legenda: u-PEO 500: Material hibrido ureasil-poliéter; NP-Ag: Nanoparticulas de
prata; MO: material hibrido u-PEO 500 puro; M3: material hibrido u-PEO 500 com
750uL NP-Ag.
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5.7.4 Avaliacdo do angulo de contato (molhabilidade)

O efeito do comportamento de molhabilidade do material hibrido a base de u-PEO 500
foi avaliado pela medicao do angulo de contato (©). Os dados foram expressos como média +
desvio padrdo (n = 3). O angulo médio formado entre a superficie do material hibrido u-PEO
500 puro (MO) e a gota foi de 59,132 ° + 7,155 ° enquanto o angulo médio u-PEO 500:NP-Ag
(M3) gota foi de 53,734 ° £ 1,263 °. Apesar da incorporacdo de NP-Ag ao material induzir
reducdo nos valores do angulo de contato, ndo ocorreram alteracfes estatisticamente
significativas (p>0,05) nos resultados o perfil de molhabilidade. A Figura 23 (a e b) apresenta
imagens opticas e informacBes que possibilitam a comparacdo na dispersdao da gota de agua
depositada na superficie dos materiais hibridos M0 e M3.

A manutencao no perfil de molhabilidade possivelmente é devido ao fato de que a NP-
Ag foi completamente incorporada a matriz polimérica, ndo sendo encontrado vestigios de NP-
Ag na superficie do material, corroborando com os resultados obtidos por meio de anélise DRX.
Além disso, ambos os resultados demonstram que o material hibrido produzido apresenta © <
90 °, indicando uma superficie hidrofilica (Marmur et al., 2017), que esta diretamente associado

a natureza e comportamento hidrofilico do u-PEO (Santana et al., 2021).

Figura 23 — Imagens Opticas da interface agua-sélido apds a deposicdo da gota de &dgua na
superficie de materiais hibridos ureasil-poliéter u-PEO 500 (MO0) e u-PEO
500:NP-Ag (M3)

(@) u-PEO 500 (M0) - © = 59,1° (b) u-PEO 500:NP-Ag (M3) - © = 53,7 °

Fonte: Dados da pesquisa (2024).
Legenda: u-PEO 500: Material hibrido ureasil-poliéter; NP-Ag: Nanoparticulas de prata; M0: material hibrido u-
PEO 500 puro; M3: material hibrido u-PEO 500 com 750uL NP-Ag.

Ademais, angulos de contato baixos proporcionam o espalhamento e a formacgédo de uma
pelicula continua em superficies (Kawamoto et al., 2023). Em materiais hibridos a estruturacéo
de redes reticuladas comporta-se preservando as caracteristicas dos polimeros e mantendo alta
afinidade pela agua (Molina et al., 2014). O resultado encontrado no presente trabalho esta de
acordo com estudo semelhante que produziram pelo método sol-gel filmes hibridos baseados
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em u-PEO500. Neste, o valor médio de &ngulo de contato no u-PEO 500 descarregado de ativo
foi de 56,9 ° £ 1,48 © (Oshiro Junior et al., 2021),

5.7.5 Avaliacao do intumescimento

O intumescimento de um material hibrido u-PEO reflete na capacidade deste interagir
com moléculas absorvidas e mostra a absor¢do de meio, em peso (g), do u-PEO 500 em solugéo
tampéo fosfato, em funcao do tempo de imersao (Barros et al., 2022)). Diferentes fatores como
pH, temperatura, ambiente de intumescimento, natureza dos polimeros e grau de reticulacdo
podem interferir nos resultados de absor¢do de meio por esse material (Ahmed et al., 2020).

O grau de intumescimento dos materiais hibrido M0 e M3 imersos em solucdo tampao
fosfato (pH 7,2) é exibido na Figura 24. Os valores sdo apresentados como média + desvio
padrdo (n = 3). O equilibrio de absorcao do meio foi alcangado ap6s 24 h em todos 0s materiais
estudados, resultando em uma média de porcentagem de intumescimento de 63,45% =
0,00571% e 64,36 % £ 0,00471% para MO e M3, respectivamente. Os resultados apresentados
indicam que, ao comparar os dados dos materiais hibrido MO e M3, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa de absorcdo de agua. Os dados também concordam com a
avaliacdo do comportamento de molhabilidade superficial (determinada por meio de medidas
de éngulo de contato).

O intumescimento do material hibrido u-PEO e diretamente relacionado a sua estrutura,
composta por grupamentos hidrofilicos como ureia, oxigénios do tipo éter e silandis laterais
(Molina et al., 2014b; Jesus et al., 2018) o que confere as amostras carater hidrofilico e,
portanto, afinidade com o meio (Caravieri et al., 2019). Sob imersdo em meio aquoso, hd um
aumento da distancia entre 0os nanodominios siloxanos presentes na rede organico-inorganica,
favorecendo a capacidade de intumescimento macroscopio desses materiais (Chiavacci et al.,
2022; Jesus et al., 2018).

O carater hidrofilico do hibrido u-PEO e a presenca de sais e outros componentes
presentes nas diferentes solugdes a qual estdo imersos pode modificar a hidratacdo e solvatacéo
desses materiais, fazendo com que apresentem maior ou menor afinidade pela solucéo e,
consequentemente, alterando sua capacidade de entumecimento (Silva et al. 2023; Oshiro
Junior et al., 2015).
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Figura 24 — Porcentagem de intumescimento dos materiais hibridos u-
PEO 500 (MO0) e u-PEO 500:NP-Ag (M3), imersos em
solugéo tampéo fosfato (pH 7,2). Dados expressos como
média £ desvio padréo (n = 3)
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Fonte: Dados da pesquisa (2024).
Legenda: u-PEO 500: Material hibrido ureasil-poliéter; NP-Ag: Nanoparticulas de

prata; MO: material hibrido u-PEO 500 puro; M3: material hibrido u-PEO 500 com
750uL NP-Ag.

Trabalhos semelhantes encontrados na literatura exibem resultados de intumescimento
que variam em porcentagem de absor¢do de dgua/entumecimento. Em estudos realizados com
membranas de u-PEO 500 sintetizadas pelo processo sol-gel e imersas em solucdo simulada de
fluido corporal, houve aumento da massa do material de =55% em 6 h (Silva et al., 2023),
enquanto um xerogel de PEO 500, obtido por sol-gel, apresentou rapido aumento da razao de
intumescimento, levando a 80% de aumento de massa em 6 h quando imersos em agua destilada
(Vargas et al., 2023).

5.8 Atividade antimicrobiana do material hibrido ureasil-poliéter (u-PEO 500) contendo
nanoparticulas de prata (NP-AQ)

5.8.1 Ensaio de difusdo em agar

Os resultados dos halos de inibicdo de crescimento microbiano formados a partir dos

experimentos para avaliacdo da atividade antimicrobiana dos materiais hibridos u-PEO 500
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(MO) e u-PEO 500:NP-Ag (M3) em meio de cultura sélido, por difusdo em &gar, estdo
demostrados na Figura 25.

Em ambos os grupos (com e sem deposi¢ao 100 uL de PBS), o material hibrido M0 nao
apresentou halo de inibi¢do para os microrganismos testados constatando que, isoladamente, o
material ndo possui atividade antimicrobiana. Para 0 M3, na auséncia de PBS, houve formagéo
de halo de 8 mm para S. aureus, enquanto que para e E.coli e C. albicans ndo. Com a deposic¢éo
de PBS nos materiais M3, os resultados demonstram que ocorreu difuséo efetiva no meio agar
hidrofilico, evidenciado pela formacdo de halo de inibicdo para todos 0s microrganismos
testados, sendo 20 mm para S. aureus, 8,5 mm para E. coli e 11 mm para C. albicans.

Meios aquosos termodinamicamente compativel com o polimero, podem proporcionar
0 processo de relaxamento e erosdo da cadeia polimérica, a que a torna mais flexivel,

ocasionando intumescimento do material e promovendo a difusdo de ativos para o exterior da

matriz (Oshiro Junior et al., 2016).

Figura 25— Zonas de inibicao de crescimento microbiano de u-PEO
500 (MO0) e u-PEO 500:NP-Ag (M3) contra cepas de S.
aureus ATCC, E. coli ATCC e C. albicans ATCC, em
milimetros de didmetro
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Fonte: Dados da pesquisa (2024).
Legenda: u-PEO 500: material hibrido ureasil-poliéter; NP-Ag: nanoparticulas de
prata; PBS: phosphate buffered saline; mm: milimetros.

Segundo a norma MO7 e M44 (CLSI, 2018) a suscetibilidade aos antibacterianos e

antifangicos, respectivamente, pode ser interpretada pelo tamanho da zona de inibicdo. A
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sensibilidade de um agente antimicrobiano € determinada pelo didmetro da zona de inibi¢&o,
assim halos de > 20 mm indicam sensibilidade. Zonas de inibigdo entre 15 e 19 mm podem
sugerir suscetibilidade dose-dependente ou intermediaria, enquanto inibicdo < 14 mm de
diametro aponta para a resisténcia da cepa ao antimicrobiano. Com isso, os valores de halos de
inibicdo do presente estudo sinalizaram a sensibilidade de S. aureus ao u-PEO:NP-Ag. No
entanto, E. coli e C. albicans foram classificados como resistentes ao material hibrido testado.
Vale ressaltar a baixa concentragdo molar da NP- Ag utilizada na sintese do material hibrido
(1,06 mM), além da proporc¢éo polimero:NP (g/mL) utilizada, as quais podem ter afetado a acdo

antimicrobiana das NP-Ag.

5.8.2 Ensaio de inoculacéo direta

Os resultados do ensaio de inoculagdo direta em caldo evidenciaram que, na etapa 2
(deposicéo no caldo de cultura) houve turvagdo do meio para todos os materiais testados (u-
PEO 500 - M0 e PEO:NP-Ag - M3) e em todos 0s microrganismos (S. aureus, E. coli e C.
albicans) (Figura 26).

Figura 26 — Avaliacdo do crescimento microbiano de u-PEO 500 (MO0) e u-PEO 500:NP-Ag
(M3) contra cepas de S. aureus ATCC, E. coli ATCC e C. albicans ATCC, pelo
meétodo de inoculacdo direta em caldo
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Fonte: Dados da pesquisa (2024).
Legenda: u-PEO 500: material hibrido ureasil-poliéter; NP-Ag: nanoparticulas de prata.

Ap0s a transferéncia dos materiais hibridos lavados com PBS para os meios de cultura
solidos (etapa 3), foi possivel verificar colonizacdo, através da difusdo do crescimento
microbiano na superficie dos meios, apos 24 h da deposicdo. Foi observado que o controle MO
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foi colonizado mais abundantemente do que M3, contendo as NP-Ag. Diferencas no tamanho
das col6nias microbianas também foram notadas, com as maiores colénias em MO (Figura 27).
O teste também revelou a esterilidade dos controles dos meios e dos materiais hibridos.

Para revestimentos a base de prata a atividade antimicrobiana € diretamente
proporcional & concentracdo de ions liberados, além da presenca de ions dissolvidos (Kedziora
et al.,, 2018; Zhang et al., 2021). Com isso, embora sejam observadas diferencas entre a
colonizacao dos materiais hibridos, os resultados pouco expressivos de reducao no crescimento
microbiano exibidos pelo M3 provavelmente foram devido a baixa concentracdo de NP-Ag
incorporada ao material hibrido, notadamente insuficiente para ocasionar efetiva acdo

antimicrobiana pelo método de avaliagdo utilizado.

Figura 27 — Avaliacdo do crescimento microbiano de u-PEO 500 (MO0) e u-PEO 500:NP-Ag
(M3) contra cepas de S. aureus ATCC, E. coli ATCC e C. albicans ATCC, em
placas com meio de cultura sélido
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A { }
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~
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Fonte: Dados da pesquisa (2024).
Legenda: u-PEO 500: material hibrido ureasil-poliéter; NP-Ag: nanoparticulas de prata.

Revestimentos ou materiais hibridos u-PEO contendo NP-Ag ndo foram encontrados na
literatura para comparacdo. No entanto, em estudos realizados com revestimentos para
implantes metalicos baseado em NP-Ag/politetrafluoretileno, pesquisadores avaliaram a
aplicabilidade antimicrobiana do material por método semelhante (Zhang et al., 2021). Neste,

ao verificar células de E. coli aderidas e determinar sua viabilidade, os autores demostraram
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que as amostras revestidas inibiram significativamente o crescimento bacteriano em ~50% a
~90%, em 7 dias de avaliagéo.

Em outro estudo, que avaliou a colonizacdo e adesdo de S. aureus a revestimentos
hibridos (filmes) proposto para variadas superficies, incluindo implantes e cateteres, os autores
pontuaram a inibi¢do do crescimento bacteriano a partir da reducéo de 54% a 93% no nimero
de col6nias em relagdo aos grupos controles do estudo com a utilizacdo de materiais hibridos
compostos por dextrano-NP-Ag (2 mM e 5 mM) (Ferrer et al., 2012)

Para melhor entendimento da atividade antimicrobiana do u-PEO 500:NP-Ag, e
proporcionar a aplicabilidade como revestimentos antimicrobianos para dispositivos médicos
faz-se necessario a realizagdo de estudos futuros para avaliagdo do numero de bactérias viaveis
versus bactérias totais. Ademais, a possibilidade do aumento das concentracfes de NP-Ag, sem
comprometimento da matriz polimérica, além da reducdo no tamanho das particulas, para
permitir melhora no perfil antimicrobiano do u-PEO 500:NP-Ag, devem ser levadas em

consideracdo para estudos futuros.
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6 CONCLUSAO

O presente trabalho produziu NP-Ag, monodispersas, coloidais, estaveis por 9 dias e
com atividade antimicrobiana (bacteriostatica, bactericida e fungicida). Materiais hibridos
foram produzidos usando uma base do tipo ureasil-poliéter a qual deram origem a produtos
translucidos, uniformes, com caracteristicas amorfas e alta estabilidade térmica. Esses
incorporaram completamente as NP-Ag sintetizadas, sem alteracdes nas caracteristicas fisico-
quimicas do hibrido. Além disso, a matriz u-PEO 500:NP-Ag exibiu atividade antimicrobiana
contra S. aureus, sendo um candidato para uso em revestimentos de materiais médico-
hospitalares passiveis de reprocessamento prata esse microrganismo. Estudos futuros séo
necessarios para viabilizar o aumento das concentracdes de NP-Ag, sem comprometimento da
matriz polimérica, permitindo assim a melhora no perfil antimicrobiano do u-PEO 500:NP-Ag

e viabilizar o uso como revestimentos antimicrobianos para materiais médicos.
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