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Foggi CC. Sintese, caracterizagdo e acdo antimicrobiana de ¢xidos bimetalicos e de
revestimentos depositados a plasma sobre resina acrilica. [Tese de doutorado]. Araraquara:
FACULDADE DE ODONTOLOGIA DA UNESP; 2017.

RESUMO

Devido ao aumento da tolerancia dos microrganismos aos antimicrobianos atualmente
disponiveis, existe a necessidade de desenvolvimento de métodos alternativos para o controle
das infeccBes. Na primeira etapa dessa pesquisa, 0xidos bimetélicos foram sintetizados por
meio dos métodos hidrotermal assistido por micro-ondas e co-precipitacdo, variando-se as
condicdes de sintese, como temperatura, pH, utilizacdo ou ndo de surfactantes e tipos de
solventes. Os diferentes microcristais de tungstato de prata (a-Ag,WO,) e molibdato de prata
(B-Ag2Mo00Q,) obtidos foram caracterizados por difragdo de Raios X (DRX), microscopia
eletronica de varredura por emisséo de efeito de campo (MEV-EC), microscopia eletrénica de
transmissdo (MET), espectroscopia de energia dispersiva de raios-X (EDX), espectroscopia
Raman e mensuracdes de fotoluminescéncia (PL) e UV-Vis. A atividade antimicrobiana
desses compostos contra células planctdnicas de Staphylococcus aureus resistente a meticilina
— SARM, Escherichia coli (E. coli) e Candida albicans (C. albicans) foi avaliada por meio da
determinacdo das concentragdes inibitérias (CIM) e bactericida/fungicida minimas
(CBM/CFM). Além disso, com base nos testes de CIM, CBM e CFM, os compostos que
proporcionaram os melhores resultados (a-Ag,;WO, irradiado e a-Ag,WO, e B-AgaMo0Oy,
biofilmes de SARM, E. coli e C. albicans, através de contagem de unidades formadoras de
colénias por mililitro (UFC/mL), determinagdo do peso seco dos biofilmes e andlise por
microscopia de varredura confocal a laser (CLSM) e MEV. Qutra alternativa para o controle
das infecges, avaliada na segunda etapa desta pesquisa, foi a deposicdo de filmes de
prata/dioxido de silicio (Ag/SiO,) sobre resina acrilica para base de prétese por meio de co-
pulverizagdo assistida a plasma, utilizando dois tempos de deposicéo (7 e 15 minutos). Filmes
puros de Ag e de SiO, também foram depositados para comparacdo e todos foram
caracterizados através de DRX, andlise de espessura, determinacdo da rugosidade média,
hidrofobicidade e energia livre de superficie (ELS), espectroscopia infravermelha por
transformada de Fourier (FTIR), MEV-EC e microscopia de forca atbmica (MFA). A adeséo
de C. albicans sobre a superficie da resina acrilica, com ou sem revestimento (controle), foi

avaliada por meio de contagem de unidades formadoras de coldnias por mililitro (UFC/mL),



CLSM e MEV-EC. Os resultados das caracteriza¢des de MET e EDX do a-Ag,WO, irradiado
e ndo-irradiado confirmaram o crescimento de Ag metalica na superficie dos cristais de a-
AQo,WO, irradiados. Todos os microcristais de o-Ag,WO,; e B-AgaMoO, analisados
apresentaram cristalinidade, sem a presenca de fases deletérias, ordem estrutural e simetria a
longo (DRX) e curto alcance (Raman). As anélises UV-Vis permitiram estabelecer a energia
dos gaps opticos (Egap) que variaram de 2,4 eV a 3,12 eV para o a-Ag, WO, irradiado e aquele
sintetizado em &lcool e de 3,29 eV para 3,33 eV para 0s microcristais de p—Ag.MoO,
sintetizados em amonia e etanol, respectivamente. As mensurages de PL indicaram maior
absorcéo na regido do laranja (613 nm) e do vermelho (750 nm) para o a-Ag,WO; sintetizado
em agua, enquanto para aqueles sintetizados em alcool e aménia 0s picos maximos foram no
azul (447 nm). Ja para o B—Ag.MoQ,, a maior absorcdo foi observada na regido do azul,
sobretudo para os microcristais sintetizados em alcool. Imagens de MEV-EC revelaram que
os microcristais de a-Ag,WO, apresentaram natureza aglomerada, forma de bastOes
hexagonais alongados, sendo organizados em forma de flores quando sintetizados em amonia
e alcool. Para 0o B—Ag>Mo0O,, os microcristais apresentaram formato arredondado e tamanho
em escala micrométrica. As imagens também revelaram que, dependendo do solvente
utilizado, os microcristais apresentaram diferentes faces cristalograficas: [001], [101] e [010]
para o a-Ag;WO, e [011], [001] e [111] para o P—Ag:MoO,. Os testes microbioldgicos
realizados com células planctdnicas evidenciaram que todos 0s microcristais apresentaram
atividade antimicrobiana. Entretanto, a CIM/CBM para 0 SARM foi menor com 0 a-Ag; WO,
irradiado (31,25 pg/mL) que aquela obtida com o ndo irradiado (125 upg/mL). Valor
intermediéario (62,50 ug/mL) foi observado para inativar C. albicans, tanto para 0 a-Ag;WO,
sintetizado com polivinil pirrolidona (PVP) como para o B-Ag.MoO, sem PVP, ambos
obtidos por co-precipitacdo. Os valores verificados para os microcristais de a-Ag,WO,
sintetizados em alcool, aménia e adgua foram, respectivamente, 3,90 ug/mL, 7,81 ug/mL e
7,81 pg/mL para C. albicans, 15,62 pug/mL, 62,50 ug/mL e 125 pg/mL para SARM e 0,48
pug/mL, 0,48 pg/mL e 0,97 pg/mL para E. coli. Para os microcristais de B-Ag,MoQO,
sintetizados em alcool, amonia e agua os valores foram, respectivamente, 7,81 ug/mL, 7,81
ug/mL e 15,62 pg/mL para C. albicans, 31,25 ug/mL, 62,50 ug/mL e 500 ug/mL para SARM
e 0,49 pg/mL, 1,95 pg/mL e 3,91 ug/mL para E. coli. Nos testes realizados com biofilmes, os
trés microcristais selecionados (a-Ag,WOQ, irradiado, a-Ag;WO, e B-Ag,MoO,, ambos
sintetizados em alcool) foram capazes de inibir a formacdo de biofilme de C. albicans nas

seguintes concentragdes: 15,62 pg/mL, 15,62 pg/mL e 125 pg/mL, respectivamente. As



concentragdes obtidas para SARM foram, respectivamente, 31,25 pg/mL, 62,50 pg/mL e 250
ug/mL, enquanto para E. coli foram, respectivamente, 1,95 ug/mL, 3,90 ug/mL e 7,81 pg/mL.
Os microcristais selecionados, nas mesmas concentracoes, também reduziram o peso seco das
culturas microbianas dos trés microrganismos. As imagens de CLSM e MEV mostraram
resultados consistentes entre si e com aqueles obtidos por UFC/mL. Além disso, as analises
de MEV indicaram alteragdes morfologicas, tendo sido mais evidentes para as células de C.
albicans e com o a-Ag,WO, sintetizado em alcool. Os resultados da segunda etapa deste
estudo mostraram que ndo foi possivel, com perfilometro, detectar a espessura dos filmes
depositados. Os filmes Ag/SiO,7, Ag e SiO, aumentaram a rugosidade (Ra) da superficie (3,4
um, 4,2 um e 4,1 um, respectivamente), enquanto 0 filme Ag/SiO,15 diminuiu (2,8 um), em
compara¢do com o controle (PMMA) sem revestimento (3,2 um). O angulo de contato com
agua do PMMA foi de 100,83° (hidrofobico) enquanto os dos filmes depositados foram
menores (Ag/SiO,7 = 61,57°, Ag/SiO,15 = 93,97°, Ag = 83,66° SiO, = 47,01°). A ELS do
PMMA e dos filmes Ag/SiO,15 e Ag foram similares e menores que as dos filmes Ag/SiO,7 e
Si0O,. As imagens de MEV-EC e MFA revelaram a presenca de grdos de tamanhos diferentes
nos filmes Ag/SiO,7 e Ag/SiO2, apresentando uma camada de SiO, inferior (granulos
pequenos), recoberta com nanoparticulas de Ag (granulos maiores) na superficie. A estrutura
dos filmes Ag/SiO,7 e Ag/SiO2 apresentou-se na fase amorfa (DRX) e a analise em FTIR
demonstrou a presenca de picos relacionados com as ligacbes Si-O e Si-H. As médias de
Logip UFC/mL de C. albicans observadas para os filmes Ag/SiO,7, Ag e SiO, foram
semelhantes e ndo diferentes do controle, porém o filme Ag/SiO,15 promoveu redugdo no
namero de células viaveis em mais de 2 logs em comparacdo com o controle. Com base nos
resultados obtidos, a atividade antimicrobiana mais efetiva foi observada com os microcristais

de a-Ag,WOQ, sintetizados em alcool e com o filme Ag/SiO,15.

Palavras-chave: Antibacterianos. Candida albicans. Escherichia coli. Staphylococcus aureus

resistente a meticilina. Polimetil metacrilato. Protese parcial removivel.



Foggi CC. Synthesis, characterization and antimicrobial action of bimetallic oxides and
thin films deposited by plasma on acrylic resin. [Tese de doutorado]. Araraquara:
FACULDADE DE ODONTOLOGIA DA UNESP; 2017.

ABSTRACT

Due to the increased tolerance of the microrganisms to the available antimicrobial drugs, there
is a need of development of alternative methods for infection control. In the first part of this
study, bimetallic oxides were synthesized by hydrothermal microwave-assisted and co-
precipitation methods, varying synthesis conditions, as presence or absence of surfactants and
types of solvents used. The different microcrystals of a-Ag,WO, and B-Ag.MoQO, obtained
were characterized by X-ray diffraction (XRD), field-emission scanning electron microscopy
(FE-SEM), transmission electron microscopy (TEM), energy diffraction spectroscopy (EDS),
Raman spectroscopy and photoluminescence measurements (PL) and UV-Vis. Their
antimicrobial activity was evaluated against planktonic cells of methicillin - resistant
Staphylococcus aureus - MRSA, Escherichia coli (E. coli) and Candida albicans (C.
albicans) by the determination of inhibitory concentrations (MIC) and bactericidal/fungicidal
concentrations (MBC/MFC). Based on the MIC, MBC and MFC values, the microcrystals
that provided the best results (a-Ag,WO, irradiated and a-Ag,WO, and B-Ag,Mo0Q,, both
synthesized in alcohol) were also evaluated for their ability to inhibit biofilm of MRSA, E.
coli and C. albicans, by counting the CFU/mL, dry weight determination, and analysis using
confocal laser scanning microscopy (CLSM) and FE-SEM. Other method for infection control
evaluated in the second part of this research, was the deposition of SiO,/Ag thin films on the
surface of an denture base acrylic resin by co-sputtering plasma, using two deposition times (7
and 15 minutes). Pure Ag and SiO, films were also deposited for comparison and all thin
films were characterized by XRD, thickness measurement, roughness determination,
hydrophobicity and surface free energy (SFE), Fourier transformed infrared spectroscopy
(FTIR), SEM and atomic force microscopy (AFM). C. albicans adhesion was evaluated by
CFU/mL counting, CLSM and MEV. Results from TEM and EDS confirmed the growth of
nanofilaments of metallic Ag on the surface of the irradiated a-Ag,WO,. All microcrystals of
a-Ag,WO, and B-Ag.MoO, analysed showed crystallinity, without the presence of secondary
phases, with structural order and symmetry at short (Raman) and long range (XRD). The band
gap values derived from UV-Vis spectra ranged from 2.4 eV to 3.12 eV for the irradiated o-
Ago,WQO, and those synthesized in alcohol and from 3.29 eV to 3.33 eV for the microcrystals

of B-Ag>Mo0O, synthesized in ammonia and ethanol, respectively. PL measurements indicated



that the maximum absorption was observed at the orange region (613 nm) and red region (750
nm) for the a-Ag,WO, synthesized in water, while for those obtained in alcohol and
ammonia, the highest peaks were in the blue region (447 nm). For the B-Ag.Mo00Q;,, the
maximum absorption was seen at the blue region, mainly when the synthesis was performed
in alcohol. FE-SEM images revealed that the microcrystals of a-Ag,WO, showed an
agglomerated nature, in the shape of elongated hexagonal nanorods, being organized in
flower-like structures when synthesized in ammonia and alcohol. For B-Ag:MoO,, the
microcrystals showed were round-shaped, typically in the micrometer size. The microscopic
images also revealed that, depending on the solvent used, the microcrystals presented
different crystallographic faces: [001], [101] and [010] for the a-Ag,WO, and [011], [001]
and [111] for the B-Ag.Mo00Q,. Microbiological tests performed with planktonic cells showed
that all synthesized microcrystals exhibit antimicrobial activity. However, the MIC/MBC
value for MRSA for the irradiated a-Ag,WO, (31.25 pug/mL) was lower that that obtained for
the non-irradiated (125 pg/mL). Intermediate value (62.50 pg/mL) was required to inactivate
C. albicans, for the a-Ag,WO, synthesized with PVP and B-Ag.MoO, without PVP, both
obtained by co-precipitation method. The values found for the a-Ag,WO, microcrystals
synthesized in alcohol, ammonia and water were, respectively, 3.90 png/mL, 7.81 ug/mL and
7.81 pg/mL for C. albicans, 15.62 ug/mL, 62.50 pg/mL and 125 ug/mL for MRSA and 0.48
pg/mL, 0.48 pg/mL and 0.97 pg/mL for E. coli. For the B-AgMoO, microcrystals
synthesized in alcohol, ammonia and water the values were, respectively, 7.81 ug/mL, 7.81
ug/mL e 15.62 ug/mL for C. albicans, 31.25 pg/mL, 62.50 pg/mL and 500 ug/mL for MRSA
and 0.49 pg/mL, 1.95 pg/mL and 3.91 pg/mL for E. coli. In the tests performed with biofilms,
(irradiated a-Ag,WO,, a-Ag,WO, and B-Ag.Mo0Q,, both synthesized in alcohol) were able to
inhibit C. albicans biofilm formation at the following concentrations: 15.62 pg/mL, 15.62
pg/mL and 125 npg/mL, respectively. The concentrations required for MRSA were,
respectively, 31.25 pug/mL, 62.50 pg/mL and 250 pg/mL, while for E. coli were, respectively,
1.95 pg/mL, 3.90 pg/mL and 7.81 pg/mL. The selected microcrystals, at the same
concentrations, also reduced the dry weight of the biofilms of the three microorganisms.
CLSM and SEM images showed results that were consistent with each other and with the data
obtained in the CFU/mL assay. In addition, SEM analyses indicated morphological
alterations, which were more evident for the C. albicans cells and with the a-Ag,WO,
synthesized in alcohol. The results from the second part of this study showed that it was not
possible to detect the thickness of the deposited films. The Ag/SiO,7, Ag and SiO, thin films



increased the surface roughness (Ra) (3.4 um, 4.2 um and 4.1 um, respectively), whereas the
AQ/SiO, decreased (2.8 um), in comparison to control, (PMMA) without coating (3.2 um).
The water contact angle of the PMMA was 100.83° (hydrophobic) while those of the
deposited films were lower (Ag/SiO,7 = 61.57°, Ag/SiO2 = 93.97°, Ag = 83.66° SiO; =
47.01°). The SFE of the PMMA and the films Ag/SiO,15 and Ag were similar and lower than
those of the films Ag/SiO,7 and SiO,. FE-SEM and MFA revealed the presence of grains with
different sizes in the films Ag/SiO,7 and Ag/SiO,15, showing a base layer of SiO, (small
granules), covered by Ag nanoparticles (bigger grains) in the surface. The structures of the
Ag/SiO,7 and Ag/SiO, films were in the amorphous state (XRD) and FTIR analysis
demonstrated the presence of peaks related to Si-O and Si-H bonds. The mean values of Logo
CFU/mL of C. albicans observed for the Ag/SiO,7, Ag and SiO, were similar and not
different from the control, but the Ag/SiO, film promoted a reduction in the number of viable
cells more than 2 logs compared to control. Based on the obtained results, the more effective
antimicrobial activity was observed for the a-Ag,WO, microcrystals synthesized in alcohol
and for the Ag/SiO,15 thin film.

Key Words: Anti-Bacterial agents. Candida albicans. Escherichia coli. methicillin-resistant

Staphylococcus aureus. Polymethyl Methacrylate. Removable Partial Denture.
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1 INTRODUCAO

Os 6xidos bimetalicos que apresentam a formula basica A,BO, constituem uma familia
de compostos com vaérias aplicacdes tecnoldgicas 2 °*. Os molibdatos de prata, como o
Ag,Mo004, que pertencem a essa familia, tem atraido a atencdo dos pesquisadores devido as
suas propriedades que permitem a utilizacdo em diversas areas, como dispositivos

eletroquimicos e sensores de gas 2% 37 103.120.157

, @ técnicas de efeito Raman intensificado pela
superficie (SERS - "Surface Enhanced Raman Scattering™) *® ® 1% Segundo Arora et al.*?,
em 2012, o AgMoQ, pode exibir estrutura o-tetragonal e B-cubica, dependendo da pressao
utilizada no processamento. Da mesma forma, os tungstatos cerdmicos tem sido bastante
investigados. Os tungstatos de metais de transi¢cdo, como o tungstato de prata (Ago,WO,), sao
oxidos semicondutores que contém a combinacao de ligacfes covalentes, idnicas e metalicas
7. Esse 6xido também pode exibir polimorfismo e, dessa forma, pode ter trés tipos de
estruturas: a-ortorrdmbica, p-hexagonal e y-clbica, dependendo do pH (4cido ou alcalino) **
%82 Entre esses polimorfos, designados como a-, B-, e y- Ag,WO, **°, a fase a-Ag,WO, é
termicamente estavel e tem sido considerado um material interessante devido ao crescimento
de filamentos de prata (Ag) na sua superficie quando exposto & irradiagdo com elétrons ” 1%
106,146 ' s tungstatos apresentam numerosas aplicaces e o Ag,WO, tem sido pesquisado para

36, 181

descontaminacdo da &gua e degradacdo de produtos organicos , por sua atividade

fotocatalitica quando em luz visivel *°* % bem como para sensores de gés *°.

A obtencdo de diferentes morfologias de molibdatos de prata tem sido relatada na

literatura, como feixes (“broon-like™), flores (“flower-like”), cubos (“cube-like”) 00 12

44 21

, Semi-

esferas ™, nanoparticulas, nanofios e nanobastfes “-, sendo as formas de nanoesferas,

nanobastdes e bastdes alongados também descritas para o tungstatos de prata 3% 4551 97. 110, 141,
181,197 “ Além disso, conforme mencionado, os 6xidos bimetalicos também podem existir em
diversas estruturas cristalinas ou fases 1% 30 4 51 71, 106, 152, 181 "gajtran et al. % em 2014,
realizaram uma investigacdo sistematica utilizando primeiros principios para calcular as
propriedades estruturais e eletrdnicas, bem como as diversas transi¢fes de fase, sob presséao,
do AgoMoQ,. Cinco fases foram consideradas: Ag,MoQ, tetragonal (com estrutura espinélio
normal e inversa), B-Ag:MoO, (estrutura espinelio cubica), tipo olivina (estrutura
ortorrdmbica), e a-Ag,MoO, (estrutura tetragonal do tipo K,NiF,). Dessa forma, variando-se
0 método de sintese, bem como os parametros utilizados, como pH, temperatura, pressdo,
entre outros, é possivel controlar a morfologia e o tamanho das particulas, bem como a

estrutura cristalina (Fabbro et al.?°, 2016). E importante ressaltar que, diferentes morfologias e
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fases exibem também propriedades distintas e, consequentemente, é possivel a obtencdo de
compostos com caracteristicas funcionais especificas. Vérias rotas de sintese foram
desenvolvidas e utilizadas na preparacdo de microcristais de Ag,WO,4 e Ag,M00Qy, incluindo a
co-precipitacdo, sono-quimica 3 °> "% hidrotermal convencional ** %" e hidrotermal assistida
por micro-ondas 1% 10140,

Dentro desse contexto, outra possivel aplicacdo desses diversos compostos que vem
sendo sintetizados seria na area biomédica, como agentes antimicrobianos. Recentemente, a
sintese de nanoparticulas de prata (Ag) ou compositos contendo Ag tem sido bastante
pesquisada > 48499696, 121,130,132, 173,177, 194 "pacantemente, com base na conhecida atividade
da prata contra um amplo espectro de microrganismos, as pesquisas também tem sido focadas
no estudo do potencial antimicrobiano dos materiais Ag,MoO, e Ag,WO, > 8 1% Og
possiveis beneficios das nanoparticulas e compésitos contendo Ag * nio se referem apenas a
sua atividade contra fungos, bactérias e virus, mas também a baixa propensdo de induzir

resisténcia microbiana ** '

. Nos ultimos anos, tem sido observado répido aumento da
tolerancia dos microrganismos aos antibioticos e antifungicos utilizados convencionalmente,
devido ao desenvolvimento de mecanismos de resisténcia por meio de mutagdes genéticas ™

2:29.18 o atuacio de sistemas de efluxo %* " 82 Como consequéncia,

" producdo de enzimas,
tem havido um aumento significativo na incidéncia de infecgdes sistémicas, como bacteremia
e fungemia, tanto em hospitais como na comunidade, trazendo consideravel preocupacdo na
area de sadde publica 3% % ® 122 Entre os microrganismos presentes nessas infecgdes, 0
Staphylococcus aureus resistente a meticilina — SARM, Escherichia coli e Candida albicans
tem sido frequentemente isolados ** °® %8 Esses microrganismos s&o comensais e colonizam
vérios nichos no hospedeiro humano " *** 1% No entanto, também podem causar uma série de
doencas, desde infeccOes superficiais da pele e mucosas a condigdes invasivas graves, como
pneumonia, endocardite, infeccdes do trato urindrio e da corrente sanguinea (bacteremia,
fungemia) °% 4% 164 185 193 v/4rios fatores tem sido correlacionados com a ocorréncia
aumentada de infeccbes sistémicas, mas é geralmente aceito que o envelhecimento da
populacdo, a maior longevidade de pacientes com doencas cronicas, o surgimento da AIDS e
0 uso disseminado de terapias imunossupressivas, 0s tratamentos de cancer, 0s dispositivos
médicos como catéteres intravenosos de longo uso, enxertos vasculares, valvulas cardiacas, 0s

antibiéticos de largo espectro e a resisténcia microbiana sdo aspectos significantes 32> 9 11

112

Quando microrganismos altamente patogénicos estdo presentes, alta mortalidade e

morbidade, bem como o aumento do tempo de permanéncia nos hospitais e dos custos, tem



18

sido relatados 17 2 27 %0 122, 124, 139, 143, 145, 178, 172 T(qos esses aspectos evidenciam a
necessidade de se buscar tratamentos alternativos e do desenvolvimento de novos agentes
antimicrobianos.

Recentemente, Longo et al.’%® (2013), pela primeira vez, demonstraram o crescimento in
situ de nanofilamentos de Ag metalica a partir de cristais de tungstato de prata (a-Ag,WOy,).
Nesse estudo, feixes de elétrons acelerados oriundos das analises de microscopia eletronica de
varredura por emissdo de campo/ microscopia eletronica de transmissdo (MEV-EC/MET)
foram capazes de induzir a enucleacdo e o crescimento de filamentos de Ag. As propriedades
fisico-quimicas, estruturais e eletrdnicas desses nanofilamentos foram caracterizadas pelos
autores por meio de diferentes técnicas, bem como célculos tedricos. Além disso, um possivel
mecanismo de formacdo dos nanofilamentos de Ag também foi proposto nesse estudo .
Segundo os autores, esse novo material pode ser uma plataforma ideal com potencial para
diversas aplicacdes, incluindo aplicacBes cataliticas e biolégicas. Em estudo inicial **°,
avaliamos o efeito antibacteriano de cristais de tungstato de prata (a-Ag,WO,), com ou sem
filamentos de prata, que foram obtidos por meio da irradiacdo das amostras. Foi observado
que, embora os dois compostos tenham apresentado efeito bacteriostatico e bactericida contra
SARM, as amostras irradiadas foram mais efetivas. Célculos foram realizados para se obter as
propriedades estruturais e eletronicas do a-Ag,WO, e da Ag metalica, que proporcionaram
suporte quantitativo para 0 mecanismo antibacteriano proposto, baseado no aumento dos
processos de transferéncia de elétrons entre a-Ag,WO, e as nanoparticulas de Ag. Esses
resultados sugerem gue tanto o novo material como outros diversos compostos contendo prata
gue vem sendo sintetizados apresentam potencial antimicrobiano e merecem ser investigados.

O efeito de agentes antimicrobianos tem sido avaliado contra 0os microrganismos na
forma livre determinando-se as alteragdes resultantes nas células, bem como as concentragdes
que inibem seu crescimento e promovem sua inativacio > "% 87 8 9. 98,123,129, 132,133 " 5 ¢rq
aspecto importante é avaliar também se os compostos sintetizados previnem ou reduzem a
formacéo de biofilme, que constitui uma comunidade complexa de microrganismos aderidos a
substratos, e € altamente organizada e envolta por uma matriz polimérica extracelular
autoproduzida 1?8 136150165174 " cgylas microbianas vivendo na forma de biofilmes exibem
caracteristicas fisioldgicas distintas de suas formas planctdnicas, fato que, associado a
arquitetura dos biofilmes microbianos, resulta, entre outros aspectos, em tolerancia aumentada
contra agentes antimicrobianos e mecanismos de defesa do hospedeiro 3* *** 174 |sto tem sido
atribuido as propriedades da matriz de biofilme, através do aprisionamento ou inibi¢do de

difusdo e acdo de antimicrobianos, diminuicdo das taxas de crescimento celular que ocorre em
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biofilmes, resisténcia genética por meio da transferéncia horizontal de genes, modifica¢do do
substrato-alvo do fArmaco, expressdo génica alterada e a presenca de células “persister” °* 1%,
Em biofilmes maduros, a matriz polimérica extracelular, composta por diversas proteinas,

quitinas, DNA, B-1,3 carboidratos glucanos, acido colanico, celulose 2> *

, atua como uma
barreira protetora, dificultando a difusdo de moléculas relacionadas a resposta imune do
hospedeiro e de agentes antimicrobianos; além disso, estudos tem demonstrado que a
composicdo quimica dessa matriz apresenta papel relevante na resisténcia microbiana . Os
componentes da matriz polimérica extracelular proporcionam estabilidade mecéanica para 0s
biofilmes, mediam sua adesdo com as superficies e formam uma estrutura coesiva
tridimensional que interconecta e imobiliza temporariamente as células do biofilme. Essa
matriz também atua como um sistema digestivo externo por manter as enzimas extracelulares
préximas as células, tornando-as capazes de metabolizar biopolimeros sélidos, dissolvidos ou
em forma coloidal ®. Em funcio desses aspectos, a inibicdo da formacdo de biofilmes é
preferivel a erradicagdo de biofilmes ja estabelecidos pelo fato dos microrganismos
rapidamente desenvolverem tolerancia aos agentes antimicrobianos, tornando as infec¢fes
mais dificeis de serem tratadas. Assim, compostos que possam inibir a formacéo de biofilmes
1113 hodem constituir importante estratégia terapéutica.

Entre as diversas possibilidades exploradas para o controle microbiano, o revestimento
de biomateriais com compostos contendo prata também tem sido relatado * 3% 8% 118 161 183
Em odontologia, as préteses removiveis feitas de polimetil metacrilato (PMMA) ainda séo
comumente utilizadas para reabilitacdo oral de pacientes edéntulos ou parcialmente edéntulos,
melhorando a mastigacdo, nutricdo, fonética e estética, com impacto positivo no seu bem-
estar psicolégico e social, além da qualidade de vida . A resina PMMA apresenta
propriedades desejaveis como adequada resisténcia, biocompatibilidade, insolubilidade em
fluidos orais, estética satisfatoria, custo moderado e facilidade de manuseio. Apesar destes
aspectos positivos, as bases de proteses confeccionadas em PMMA suportam o crescimento
de biofilmes microbianos e podem atuar como reservatorios de patdgenos oportunistas
capazes de desencadear infeccdes orais e sistémicas **’. Diferentes biomateriais, incluindo
PMMA, podem ser revestidos com nanoparticulas de Ag ou nanocompositos contendo Ag,
objetivando melhorar as suas propriedades biologicas, especialmente com relacdo a adesdo e a
colonizagdo de microrganismos . Na cavidade oral, particularmente, o fungo C. albicans
pode proliferar-se facilmente nas bases de proteses de resina acrilica, formando biofilmes que
tem sido frequentemente associados a patogénese da estomatite protética, doenca comum que

acomete usudrios de proteses removiveis 2 °" 127133151 “Além da alta incidéncia em usuérios
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de proteses, a estomatite protética merece atencdo porque os biofilmes atuam como
reservatorios de microrganismos. Tem sido relatado que espécies de Candida da cavidade oral
podem colonizar o trato gastrointestinal superior e causar septicemia e pneumonia em
pacientes imunocomprometidos *° % *"°. Nesse contexto, estratégias visando a prevencéo ou a
inibicdo da adesdo de C. albicans e, consequentemente, a formacdo de biofilmes, séo de
grande interesse e constituem campo importante de pesquisas. Assim, a utilizacdo de filmes
contendo Ag, como revestimento de biomateriais como o PMMA, tem significado pratico e
merece ser avaliada.

Entre os varios métodos de modificagdo de superficie de biomateriais, tem se destacado
0s tratamentos assistidos a plasma 3 118 1% 1% 0 plasma pode ser descrito como um gas

parcialmente ionizado %

. Quando energia adicional é fornecida a um gas, as particulas
colidem umas com as outras, liberando elétrons, gerando ions e o gas apresenta carga elétrica.
Esse estado da matéria (quarto estado) é denominado de plasma, que contem, além de
particulas neutras, um numero praticamente igual de particulas com cargas positivas e
negativas. Ha varios métodos para fornecer energia ao gas para gerar o plasma, sendo o0 mais
comumente utilizado a aplicacdo de um campo elétrico ou eletromagnético. Por isso, o plasma
frequentemente ¢ denominado de “gas discharge”. Dentre as correntes alternadas de descarga
(“AC discharges™) a mais utilizada ¢é a radio-frequéncia (RF), que é tipicamente 13,56 MHz
(116). Assim, os tratamentos a plasma consistem em uma mistura gasosa composta de
elétrons de alta energia, ions, fétons ultravioleta e espécies reativas com energia para quebrar
ligacGes covalentes na superficie do material e, consequentemente, alterar suas caracteristicas
superficiais . O plasma pode ser frio (“cold plasma™) ou térmico (“thermal plasma™) .
Assim, nos tratamentos a plasma, a temperatura do gas pode permanecer tdo baixa quanto a
temperatura ambiente, possibilitando o tratamento de materiais sensiveis a altas temperaturas
7285171 tais como polimeros utilizados para bases de proteses removiveis. Uma forma de se
obter o plasma frio é utilizar baixa presséo, em sistemas a vacuo . Varias vantagens tem sido
atribuidas aos tratamentos a plasma. Tendo em vista que a profundidade desses tratamentos
limita-se a poucos nandémetros da superficie, esses permitem modificacdes superficiais, como
aumentar a molhabilidade, biocompatibilidade e durabilidade, sem influenciar as propriedades
internas (“bulk”) dos materiais * ™ ®. Além disso, essa técnica é seca, rapida e pode ser
usada para uma ampla variedade de materiais °. Esses aspectos fazem com que o plasma
apresente grande potencial para aplicaces na Odontologia. Entretanto, esses tratamentos

ainda ndo foram extensivamente explorados.
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Nos tratamentos assistidos a plasma, as condi¢cbes de processamento que incluem a
poténcia, a pressdo, a composi¢do quimica do plasma e a natureza do substrato determinardo
se a modificacdo da superficie ocorrerd por meio da deposicdo de um filme, incorporacao ou
remocao de espécies, ou ainda, por alteracdes estruturais induzidas por modificagcdes quimicas
18 A pulverizacio catédica é um dos métodos de revestimento mais verséteis, que consiste em
uma camara de vacuo em que o plasma de um gas veiculo (geralmente Argénio - Ar) é usado

%2 Neste processo, alvos sélidos sdo bombardeados com as particulas

para criar ions
energéticas (ions acelerados) para ejetar atomos na fase gasosa. Estes atomos/moléculas
extraidos ou aglomerados de atomos/moléculas sdo, em seguida, depositados sobre o substrato
4 Para aumentar a eficiéncia de pulverizacio, pode ser aplicado um campo magnético na
superficie alvo, e a fonte de energia utilizada para criar o plasma pode ser proveniente de
corrente continua (CC) ou de radiofrequencia (RF) . De particular interesse, a deposicdo por
pulverizacdo por magnetron de RF permite a sintese de peliculas finas contendo prata em

baixas temperaturas ® 14, 62,

, sendo apropriado para polimeros termicamente sensiveis
Recentemente, a deposi¢cdo de um revestimento antibacteriano de nanoaglomerados de
prata/compdsito de silica sobre a superficie de proteses oculares confeccionadas em PMMA
foi obtida pela técnica de co-pulverizacdo por RF 3. Entretanto, embora alguns autores
tenham estudado esse tipo de modificacdo de superficie, a viabilidade, a caracterizacdo e a
atividade contra a adesdo de C. albicans de filmes finos contendo Ag-SiO, depositados em
PMMA utilizado como base de protese, pelo método de co-pulverizacdo ainda precisam ser
melhor investigadas.

Com base nessas consideracdes, foi considerado oportuno avaliar a sintese, a
caracterizacdo e as propriedades antimicrobianas de compostos (Oxidos bimetélicos)
associados a prata, bem como de filmes contendo Ag depositados a plasma sobre resina

acrilica.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Estudos Sobre Oxidos Bimetalicos

Wyckoff 18 em 1922 estudou a estrutura cristalina de molibdato de prata (Ag,MoOy),
e mostrou que entre 8 ou 64 moléculas estdo contidas em uma Unica célula. O autor
determinou também que o comprimento de um cubo contendo oito moléculas apresentou uma
medida de 9,26 angstrons. Para cada 8 atomos de molibdénio, existem 16 atomos de prata e
32 4tomos de oxigénio na mesma célula unitaria, e os arranjos atdbmicos decorrentes de todos
0s 3 grupos espaciais sao idénticos e, portanto, possuem simetria holoédrica entre si. O autor
apresentou também como cada atomo de Ag e Mo estdo arranjados entre si, e concluiu que 0s
atomos de prata podem estar organizados de duas formas diferentes na estrutura atdbmica, e o
fator determinante para essa organizacdo € a localizacdo dos &tomos de oxigénio. Utilizando
métodos facilmente aplicaveis e com base nos resultados da teoria dos grupos espaciais e 0s
dados dos espectros de reflexdo de Laue, o autor demonstrou que o molibdato de prata
apresenta estrutura espinélia e magnetita, de acordo com a disposi¢do dos atomos na célula
unitaria.

Urbach * em 1953 realizou uma extensa investigacéo do espectro de sensibilidade de
varios tipos de emulsbes fotogréaficas, e verificou que, para as emulsfes ndo sensibilizadas
mais simples, o gréafico do logaritmo de sensibilidade versus frequéncia se aproximava de
uma linha. Para emulsdes de brometo de prata puras quando em temperatura ambiente, a
inclinacdo desta linha foi encontrada muito préxima de 1/ xT, e segundo o autor, esse
comportamento é mais do que uma coincidéncia, e sim um fato esperado que ocorra em uma
faixa de temperatura razoavel. No comprimento de onda de baixa sensibilidade, o coeficiente
de absorgdo é esperado que seja proporcional & sensibilidade. Um conjunto de medidas de
fotoluminescéncia realizadas demonstrou que a relagdo dloge/dv = - 1/ T, é aproximada para
coeficientes de absorc&o na ordem de 10 cm™, para temperaturas entre 200°K e 650°K. Uma
analise de dados de varias fontes sobre materiais, tais como AgCl, Ge, TiO; e CdS, indica um
comportamento similar, com inclinagdes dentro de um fator de 2 de 1 / T, em temperaturas
elevadas.

Em 1977, Turkovic et al.’®’ estudaram nparticulas de tetratungstato de prata
(AgsW4016) submetidos a altas temperaturas por meio de mensuragdes de espectroscopia
Raman. Os cristais de tetratungstato de prata foram sintetizados pelo método de precipitacéo,

lavados diversas vezes, filtrados e em seguida secos a uma temperatura de 110°C.
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Posteriormente, os cristais foram superaquecidos a uma temperatura de 650°C, onde sofreram
fusdo. Esse aquecimento provocou escurecimento do material, que os autores relacionaram
com reacOes de decomposicdo complexas. Do material fundido, espécimes de 2,5 x 2,5 mm
em seccdo transversal e 2,0 mm de espessura foram cortados e polidos para analise em
espectroscopia Raman. Os espectros de Raman polarizados foram obtidos dos cristais de
AgsW,036, € 0s resultados demonstraram dois grupos vibracionais de interesse, considerando
a alta temperatura de tratamento. Primeiramente, os modos de 40-65 cm™ se apresentaram
bastante intensos e ndo estavam presentes em outros tungstatos como CaWO, SrWO,,
BaWO,, ou ZnWO,. Esse fato pode ser explicado pela movimentagdo dos ions de Ag** em
decorréncia da fusdo do material. A segunda frequéncia de interesse foi préxima a 900 cm™,
onde a energia mais alta corresponde ao estiramento simétrico W — O, que normalmente é
encontrado nos tungstatos como as scheelitas e ZnWO. Espectroscopia Raman também foi
realizada com o aquecimento da amostra, e foi observado que houve alargamento rapido dos
modos vibracionais, conforme a amostra era aquecida, caracteristico de desordem estrutural
dos cristais. A baixa frequéncia da Ag na regido de 40-65 cm™ ndo se alterou com o aumento
de temperatura, e isso € um fato esperado devido a movimentacdo dos ions de Ag durante o
aquecimento. Com esses dados, 0s autores concluiram que ndo houve modificacdo dos cristais
quando foram aquecidos até seu ponto de fusdo.

Yasuda et al.'*? estudaram o efeito de elétrons provenientes de microscopia eletrdnica
de transmissdo em compostos intermetalicos In e Pd, em 1995. Os compostos intermetalicos
de In e Pd foram preparados para espectrometria de absorcdo atbmica. As observagdes foram
realizadas em microscépio eletrbnico de transmissdo de alta resolugcdo. Em conclusdo, a
vaporizacao ou atomizacao ocorrida em compostos intermetalicos de Pd-In foi observada por
MET ao nivel atdmico. As redes do composto intermetalico Pd-In se movimentaram e depois
evaporaram-se. Os compostos intermetalicos Pd-In que permaneceram ap0s a observacao
possuiam outras fases, em que a porcentagem atémica de Pd aumentou consideravelmente.

1% em 2003 estudaram a sintese seletiva de nanobastdes/ nanofios de

Cui et a
molibdato/ tungstato de prata monocristalinos uniformes em grande escala, sintetizados
através de uma técnica de recristalizacdo hidrotermal répida e facil. A influéncia do pH, do
tempo de reacdo e temperatura na transformacdo da fase foram parametros testados e
discutidos pelos autores. Como resultados, foi observado que o aumento da temperatura causa
aumento no didmetro dos nanofios. Ag,MoO, puro e AgsM010O33 podem ser facilmente
obtidos sob condic¢des neutras e pH 2, respectivamente, enquanto que outras fases mistas de

Mo017047, Ag2M0,07, AgsMo010033 foram observadas sob diferentes condicbes de pH.
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AgsMo019033 com morfologia de nanofios, com diametro uniforme 50-60 nm e comprimento
até varias centenas de micrémetros foram observados na sintese feita a 140° C. Verificou-se
que o ponto de fusdo dos nanofios de AgsMo10033 foi aproximadamente 238°C. De forma
semelhante, nanobastdes e nanofios de Ag,WO, e Ag,W,0; podem ser sintetizados
seletivamente controlando-se o valor do pH. Segundo os autores, esses resultados foram
apresentados pela primeira vez na literatura e demonstraram que esta via de sintese poderia
ser uma forma potencial para sintetizar, seletivamente, varios nanofios de molibdato, com
varias fases e em grande escala.

Devido os molibdatos como CaMoO, e SrMoO, terem recebido muita atencdo
recentemente devido as suas interessantes propriedades luminescentes e estruturais, Gong et
al.®® estudaram essas propriedades em 2006. Neste estudo, foi relatado um método mediado
por microemulsdo como uma nova técnica para sintetizar mesocristais de CaMoO,4 e STM0QO,
com estrutura oca. A sintese foi realizada num frasco de vidro de 50 mL com temperatura de
reacdo inferior a 100°C e em autoclave, em recipientes de 50 mL de aco inoxidavel revestido
com Teflon com temperatura de reacdo superior a 100°C. Apds a sintese, 0s microcristais
foram caracterizados através de DRX, MEV, MET, PL e analise termogravimétrica. Todos 0s
picos de DRX se apresentaram nitidos e determinaram que a estrutura cristalina obtida foi
tetragonal, e ambas as amostras sintetizadas apresentaram os mesmos padrdes de difragdo. As
imagens de MEV e MET demonstraram que a morfologia obtida foi em forma de flores, com
oito ou mais “pétalas” com tamanho aproximado de 2 a 3 um de comprimento. Essas pétalas
estdo localizadas sob nanoparticulas de tamanho aproximado 150-300 nm. Quando a
concentragdo de Ca>* e Mo0O2~ foi reduzida de 0,5 M para 0,2 M, os cristais em forma de flor
de CaMoO, puderam ser obtidos com quantidade de pétalas inferior a 8, e comprimento
reduzido para cerca de apenas 1 um, e o tamanho dos blocos eram cerca de 100-150 nm. No
entanto, quando a concentragdo de Ca** e MoO2~ é aumentada para uma concentragdo maior
que 0,8 M, os cristais ndo sdo obtidos. Isso indica que a concentracdo inicial desses
componentes tem importante influencia na morfologia final dos cristais. O estudo sobre o
mecanismo de formacéo das superestruturas revela que o mecanismo de agregacao orientado
é responsavel pela morfologia do cristal. Os mesocristais de CaMoO, e SrMoO, séo
mostrados em um estado termodinamicamente metaestavel, que pode ser destruido pelo
tempo maior de reacdo ou alteracdo de temperatura durante a sintese.

Chen et al.*®, ainda no mesmo ano (2006), estudaram os microcristais de MMoO,
tetragonais (M = Ca, Sr) de grande escala com morfologias delicadas, tais como hastes

elipsoidais, “amendoim”, “péssegos” com entalhes, “halteres” e esférulas. Para isso, os
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microcristais foram sintetizados através de reacdo entre os ions metalicos e o molibdato,
solubilizados em solugdo aquosa alcalina, sem a utilizacdo de surfactantes. Apos a sintese, 0
precipitado foi lavado com etanol para remocdo de impurezas. Os microcristais foram
caracterizados através de DRX, espectroscopia Raman e medidas de fotoluminescéncia, e a
morfologia e o tamanho das particulas foi analisada através de MEV. Os padrbes de DRX
demonstraram picos perfeitamente indexados a fase tetragonal pura do material, sem a
presenca de picos que indiquem fases deletérias ou impurezas. Os picos bem definidos
indicam cristalinidade dos microcristais CaMoO4 e STM00O,. Os resultados tambem indicaram
que ambas as amostras de CaMoO, e SrMoO, tém um processo geral de nucleacdo e
crescimento baseado na sua natureza cristalografica incomum. No processo de crescimento de
microcristalitas de CaMoO,4 e SrMoQ,, pode ser observado um mecanismo de transformacao
de morfologia distinto das hastes elipsoidais a amendoins, halteres, péssegos e esférulas
crescidas em solucdo aquosa alcalina. Neste sistema de reagédo alcalina, o valor de pH da
solucdo ndo teve grande influéncia na sintese e evolucdo da morfologia dos produtos. Os
resultados experimentais apresentaram uma via simples para a formacdo de materiais
inorganicos de grande escala com morfologias particulares sob condi¢fes suaves, e podem ser
estendidos a sintese de outros materiais inorganicos importantes com morfologias especiais.
Como a metodologia de espalhamento Raman intensificado pela superficie (SERS)
possui um grande potencial como método de transducdo de sinal sensivel e seletivo para a

1.8 estudaram, em 2007, o

identificacdo de moléculas bioldgicas ou quimicas, Kim et a
potencial da utilizacdo de nanoparticulas como marcadores de células cancerigenas. As
bandas estreitas bem delimitadas permitiram a deteccdo simultanea de grande nimero de
moléculas biolégicas ou analitos quimicos. Além disso, o uso de nanoparticulas como
deteccdo biomolecular em vez de fluor6foros moleculares convencionais pode levar a
melhorias na sensibilidade, seletividade e capacidade de identificacdo. As nanoparticulas
utilizadas nesse estudo foram nanoesferas de silica embutidas em nanoparticulas de Ag, e
posteriormente foram adicionados corantes organicos fluorescentes nas particulas. As
particulas produzidas apresentaram diametro de aproximadamente 120-150 nm, e
apresentaram alta estabilidade na fotoexcitagdo. Apos a aplicagdo de anticorpo conjugado nas
particulas, estas demonstraram boa seletividade e especificidade em células e tecidos
cancerigenos, possibilitando a realizacdo de imagens especificas para diagnostico.

Em 2007, Longo et al.'”” esclareceram que a fotoluminescéncia violeta-azul foi
produzida a temperatura ambiente em uma estrutura de perovskita estruturalmente

desordenada (SrZrO3)(SZ) com linha de excitagdo de 350,7 nm. A intensidade dessa emissao
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foi maior que a de qualquer outra perovskita previamente estudada. Para isso, pos ordenados e
desordenados de SZ foram sintetizados usando o método de precursores polimeéricos, onde
uma resina polimérica foi tratada a 350°C durante 2h e produziu p6s com residuos organicos
resultantes do método de sintese empregado. Os pds foram tratados termicamente a 350, 375,
400, 425, 450, 475, 500, 660 e 1250°C durante 2h em atmosfera de oxigénio. Em seguida,
foram caracterizados através de DRX e mensurages de fotoluminescéncia. Os picos
indicados no DRX podem ser utilizados para avaliacdo da ordem estrutural do material, e
como resultados demonstraram que os pos tratados a 660 e 1250°C apresentaram picos de
difracdo indicando a ordem de longo alcance desses materiais, e foram indexados como
cristais na fase ortorrbmbica. Os pés tratados em temperaturas abaixo de 660°C ndo atingiram
estrutura completamente ordenada. Os resultados de fotoluminescéncia dos materiais
submetidos a tratamento de 350, 375, 400, 425, 450, 475, 500, 660°C apresentaram
comportamento associado & desordem estrutural do material, indicando a presenga de niveis
eletronicos adicionais no intervalo de gap éptico do SZ. O aspecto geral dos espectros indicou
a existéncia de banda larga. O p6 estruturalmente desordenado tratado a 400°C apresentou
baixa emissdo de PL, e apds o tratamento a 660°C, o p6 SZ foi estruturalmente ordenado e a
PL desapareceu. Entretanto, resultados interessantes de PL foram obtidos dos p6s de SZ
desordenados estruturalmente. A intensidade da emissdo de luz azul violeta apareceu apds o
tratamento a 400°C e aumentou gradualmente. As faixas foram amplas e intensas,
particularmente no pé tratado a 500°C, onde esta emissdo de luz violeta-azul foi tdo intensa
que foi possivel a visualizacdo a olho nu. Estes estados eletrénicos dos cristais estdo
fortemente relacionados com a ordem-desordem estrutural da rede cristalina.

No estudo de Sczancoski et al.**® de 2008 foi relatada a sintese de pés de SrMoOy,, sua
caracterizagdo e propriedades oOpticas. Os pos de SrMoO, foram obtidos pelo método da co-
precipitacdo e foram processados através de método hidrotermal utilizando um micro-ondas
(413 K durante 5h), com a presenca de polietileno glicol (PEG). A pressao no micro-ondas foi
estabilizada a 294 kPa, e apds o tratamento, o recipiente contendo o material foi resfriado em
temperatura ambiente. Os p6s obtidos foram secos em recipiente convencional, utilizando
forno a 373 K durante 24h. Quatro amostras de SrMoO, foram preparadas utilizando as
mesmas condicdes experimentais para analisar a reprodutibilidade do método. Apos a sintese,
estes pds foram analisados por DRX, espectroscopia Raman por transformada de Fourier (FT-
Raman), UV-Vis e PL. As analises de DRX revelaram picos nitidos e bem definidos para as
amostras, indicando que os p6s de SrMoQ, eram livres de fases secundarias e cristalizaram

estrutura tetragonal. As investigacdes FT-Raman mostraram a presenca de modos de vibragéo
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Raman-ativa correspondentes para este molibdato. Utilizou-se a técnica UV-Vis para
determinar o intervalo de banda Optica deste material, e as quatro amostras sintetizadas
apresentaram valor de Ega, de 3,98 eV, comportamento tipico para esse tipo de material, e que
se refere a diferenca de energia entre a banda de valéncia e a banda de conducdo. As analises
de PL demonstraram que os pds de SrMoQO, exibiram uma emissdo intensa a temperatura
ambiente, com pico maximo a 540 nm (regido verde) quando excitados por um comprimento
de onda de 488 nm de um laser de ions de argdnio, fato que os autores associaram as
transicbes nos “clusters” tetraédricos [MoQ,], relacionado com defeitos superficiais no
material.

Cheng et al.*” em 2009 obtiveram Ag,MO, (M = Cr, Mo e W) unidimensionais em
larga escala, de elevada pureza e uniformidade por um método hidrotérmico facil. Os
materiais Ag,MO, preparados apresentaram caracteristicas de corrente-tensdo (I-V) linear e
excelente fotoresposta. A medida que a fonte de luz foi ligada e desligada, as correntes
podiam ser comutadas de modo reversivel entre valores altos e baixos a tensdo de 0,1 V.
Assim, os resultados sugeriram que as razdes de condutividade luz/ndo luz destes compostos
estavam correlacionadas com as ligacdes idnicas potenciais do metal. A extensdo das
fotorrespostas ao silicato de prata e ao vanadato de prata também mostrou resultados
semelhantes, indicando suas potenciais aplica¢cdes em dispositivos no futuro.

Stone et al.’*® 2010 estudaram as mudancas quimicas e na estrutura cristalina de filmes
finos de molibdato de prata (Ag.Mo0,0-) e tungstato de prata (Ag,WO,), com a finalidade de
uso como lubrificantes sélidos que sdo comumente utilizados no setor aeroespacial,
automotivo e industrias de energia nuclear. Os filmes foram depositados através de técnica de
sputtering, gerando filmes estequiométricos de Ag,Mo,0; e Ag,WO,. Para a formacdo do
filme, alvos de Ag, Mo ou W foram submetidos a bombardeamento por elétrons em ambiente
reativo, na presenca do gas oxigénio. Em seguida, alvos de Ag, MoS, e WS, foram utilizados
em ambiente sem gas reativo e, posteriormente, sofreram tratamento térmico a 700°C durante
1h, para que houvesse substituicdo dos atomos de S por O. A composicdo dos filmes foi
confirmada por analise em DRX. Os autores demonstraram, utilizando um modelo de
dindmica molecular ab initio, difracdo de raios X de alta temperatura, espectroscopia Raman
de alta temperatura e calorimetria de varredura diferencial, em combinacdo com testes de
deslizamento, que a estrutura atdmica em camadas do molibdato de prata facilita o
deslizamento, resultando em baixo coeficiente de atrito (<0,2) de 300 a 500°C, temperatura
em que esses materiais sao submetidos quando aplicados como lubrificantes sélidos. Esses

resultados ndo foram encontrados para o tungstato de prata depositado, que ndo se mostrou
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capaz de reduzir friccdo, sendo, entdo, contra indicado para utilizagdo como lubrificante. Os
autores discutiram que, na literatura, existem valores de coeficientes de atrito ndo favoraveis
para Ag e MoOjs isolados, sendo, portanto, a combinacdo deles necessaria para que haja uma
aplicacdo nessa area.

Os oOxidos a base de Ag, Ag:M,0; (M = Mo, W) com uma estrutura triclinica foram
preparados por Kim et al.* em 2010. Eles utilizaram um método de reaco de estado sélido
convencional, e as suas estruturas elétricas e propriedades fotocataliticas foram investigadas.
A partir dos calculos da estrutura de banda eletrdnica, Ag,Mo0,0; apresentou um gap de
energia de 2,65 eV, enquanto que Ag,W,0; apresentou um gap de energia de 3,18 eV. Além
disso, as afinidades eletronicas calculadas foram de 4,75 eV para AgzM0,07 e 4,62 eV para
AgoW,07. O menor gap de energia e maior afinidade eletrénica de Ag.Mo,0; do que os de
Ag,W,07 originaram-se da contribuicdo do orbitario Mo 4d desocupado para a banda de
conducdo, que foi posicionada em um nivel de energia menor que o orbital W 5d. Os efeitos
das diferentes caracteristicas da estrutura da banda em Ag,M,0; (M = Mo, W) sobre a
atividade fotocatalitica foram investigados pela degradacdo de uma solucdo de corante de
Rodamina B sob irradiacdo de luz visivel. Os resultados mostraram que a atividade
fotocatalitica de Ag,Mo0,0-; era muito mais elevada do que a de Ag,W,0; e comparavel com
um p6 WO3; bem conhecido. A maior propriedade fotocatalitica de Ag,Mo,0; foi atribuida a
sua maior capacidade de absorcdo Optica e menor taxa de recombinacdo de carga.

No ano de 2011, Yan et al.™ exploraram a sintese seletiva de polimorfos do
semicondutor CdWOQO, em fase tetragonal ou monoclinica, através da otimizacdo dos
parametros experimentais, variando os precursores e 0s solventes utilizados. Os materiais
foram sintetizados através de sintese solvotermal aquosa, e caracterizados através de DRX,
espectroscopia de Raman, UV-Vis, MEV, mensuragdes de fotoluminescéncia, e os dados
experimentais foram complementados com calculos tedricos. Os ensaios fotocataliticos foram
realizados em um recipiente de quartzo onde 150 mg do semicondutor foi ressuspenso em 150
mL solucdo aquosa contendo 10 ppm de laranja de metilo, e quatro lampadas UV de 4 W com
um comprimento de onda centrado a 254 nm foram utilizadas como fonte de iluminacao.
Apos intervalos de tempo sob irradiacdo da luz UV, aliquotas foram analisadas em
espectrofotdmetro. O DRX demonstrou todos os picos nitidos e bem definidos, que demonstra
alta cristalinidade dos semicondutores. Porém, a adicdo de propileno glicol nos sistemas de
reacdo reduziu o tamanho de particula do CdWO, final. Quando o solvente aquoso foi
completamente substituido por propileno glicol, o semicondutor era uma fase mista de

monoclinica e tetragonal. Estes resultados tém duas implica¢fes importantes: (1) a adi¢do de
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solvente orgéanico propileno glicol pode estabilizar o CdWOQO, tetragonal, enquanto (2) a
presenca de dgua nos sistemas de reacdo favorece a formacdo do estado monoclinico. MEV
indicou que ambos os polimorfos possuiam morfologias esféricas semelhantes, porém eram
estruturalmente diferentes. Os célculos das estruturas eletrénicas para ambos os polimorfos
demonstraram as mesmas construcfes de banda de condugédo ou banda de valéncia, enquanto
as larguras de banda de conducdo de ambos foram bastante diferentes. Ambos os CdWO,
exibiram uma boa atividade fotocatalitica para a degradacdo de laranja de metilo sob
irradiacdo de luz UV. A atividade fotocatalitica especifica do CdWO, monoclinico foi ainda
maior do que a do fotocatalisador TiO, comercial (Degussa P25), comumente utilizado. A
atividade aumentada do CdWQ, tetragonal ao monoclinico foi consistente com a tendéncia da
diminuicdo da simetria, 0 que poderia ser explicado em termos das estruturas geométricas e
estruturas eletrénicas para ambos os polimorfos.

A influéncia do surfactante polivinil pirrolidona (PVP) e de citrato trissodico na
transformacio de morfologias de Ag foi estudado por Tsuji et al.®® em 2012. Neste estudo,
foi avaliado a modificacdo rapida da morfologia da Ag, passando de nanoparticulas esféricas,
nanobastdes, cubos ou bipiramides para prismas triangulares. Para isso, varias morfologias de
Ag em escala nanométrica foram sintetizadas e caracterizadas através de UV-Vis. Os
resultados mostram que os prismas puderam ser preparados sem adicdo de surfactante PVP,
embora seja (til sintetizar prismas com tamanhos menores do que os obtidos. Um novo papel
importante do citrato foi encontrado neste estudo, além de um papel conhecido como agente
de protecdo de facetas [111], é um agente que facilita o ataque oxidativo seletivo de
nanoparticulas de Ag por H,0,. Os dados deste estudo fornecem informacdes Uteis para a
sintese controlada de tamanhos de prismas de Ag triangulares, a partir de varias
nanoestruturas de Ag e utilizando um método de reducdo quimica, tendo bandas de
ressonancia plasmonica de superficie (SPR) a um comprimento de onda desejado.

Singh et al.™®> em 2012 afirmaram que os microbastées de molibdato de prata sio
orientados em estruturas de tamanho micrométrico, semelhantes a flor, e em suas
investigacBes indicaram que, através de um processo hidrotermal simples, a producdo em
grande escala dessa estrutura foi possivel. Na sintese, os autores utilizaram solucfes de
molibdato de amonio e nitrato de prata como precursores, e comprovaram que as arquiteturas
dos cristais sintetizados dependiam do pH do material precursor de partida. Para a
compreensdo da formacdo e desorganizagdo da morfologia floristica, foram realizados véarios
experimentos controlados por pH (3, 4, 5, 6, 7 e 8) e sua influéncia na estrutura /

microestrutura dos materiais sintetizados. Estudos de microscopia eletronica de varredura



30

revelaram que a morfologia e microestrutura dos produtos variaram significativamente
alterando os valores de pH de 3 a 8 durante a mistura dos reagentes; pH = 3 e 4 resultaram na
organizacdo de microbastdes de Ag, (Mo,07) em estruturas broom-like, enquanto que pH =5
resultou na morfologia semelhante a uma flor (flower-like) de fase mista de Ag.Mo,0-;
monoclinico e triclinico. Verificou-se também que o aumento do pH ap6s um certo valor
limiar (por exemplo, pH> 6) resultou em colapso e desorganizacéo total da morfologia flower-
like. O aumento adicional do pH para 7 e 8 resultou na formacdo de microparticulas de
AgoMo0O,. Foi proposto um esquema explicativo baseado na evolucdo da organizacédo
estrutural baseada no pH para explicar a formacéo das heteroestruturas observadas.

Arora et al.'?

em 2012 estudaram o comportamento da fase de espinélio cubico de
Ag>Mo0O, em alta pressdo usando difracdo de raios X e espectroscopia Raman. O Ag:MoO,
foi sintetizado utilizando solucdo de amonia a 25% e foi realizado tratamento térmico a 300°C
durante 5h. Ap0s a sintese, os cristais foram submetidos a variagdo de pressdo e avaliados.
Verificou-se que o composto exibiu uma transicdo de fase em torno de 5 GPa para uma
estrutura tetragonal e foi observado que as duas fases coexistem numa gama de pressées. Os
espectros Raman exibiram mudancas dramaticas ao longo da transicdo de fase. O aumento da
dispersdo de fundo de raios X e o alargamento dos picos de Raman associados aos ions
tetraédricos de MoQO, na fase de alta pressdo sugerem a evolucdo do distarbio posicional. No
entanto, ndo houve indicios de amorfizagdo induzida pela pressao até 47 GPa.

No ano de 2012, Cavalcante et al.*

relataram a sintese de microcristais de tungstato de
prata por diferentes métodos (sonoquimico, co-precipitacdo e hidrotermal convencional) e
estudaram sua estrutura quimica e propriedades fotoluminescentes através de DRX,
refinamento de Rietveld, FTIR, espectroscopia de alta resolucdo da borda de absorcéo
(XANES) e espectroscopia EXAFS. A morfologia e o tamanho médio dos microcristais
sintetizados foram observados por microsocpia eletrénica de varredura, e as propriedades
oOpticas foram investigadas através de UV-Vis e mensuracdes de fotoluminescéncia. Os
padrdes de DRX e refinamento de Rietveld indicaram que todos os microcristais sintetizados
possuiam uma estrutura ortorrémbica, sem fases secundérias ou deletérias, com presenca de
grupo espacial Pn2n. Os picos acentuados e bem definidos indicam organizagdo estrutural e
cristalinidade a longo alcance. Entretanto, este método ndo € indicado para observagdo da
presenca de particulas de Ag no material. Os espectros de FTIR exibiram quatro modos ativos
de 250 a 1000 cm™. Os espectros de XANES demonstraram que 0s cristais apresentaram
“clusters” octaédricos distorcidos [WQOs] na rede, enquanto as analises EXAFS confirmaram

que os atomos de W sao coordenados por seis atomos de O. As imagens de MEV-EC
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sugeriram que os microcristais de a-Ag,WO, crescem por agregacdo, e foram observados
cristais alongados e aglomerados de varios tamanhos. Foi observado também que as
propriedades de PL dos microcristais de a-Ag,WO, diminuem com um aumento nos valores
do intervalo de banda optica (3,19-3,23 eV). Por fim, os autores observaram que os cristais
preparados pelo método sonoquimico exibiam uma intensidade de emissdo de PL maior em
relacdo aos microcristais de o-Ag,WO, preparados pelos métodos da co-precipitacdo e
hidrotérmico convencional, comprovando a teoria que diferentes rotas de sintese produzem
materiais com diferentes propriedades.

Em 2013, foi relatado pela primeira vez na literatura por Longo et al.’®, a nucleacéo
(crescimento) in situ e em tempo real de nanofilamentos Ag em cristais de a-Ag,WO,. Esse
fendmeno foi observado ap6s o material ser submetido a analise em microscépio eletrénico, e
o crescimento foi movido pelos feixes de elétrons acelerados do proprio microscopio
eletronico, sob alto vacuo. Apos essa descoberta, os autores utilizaram varias técnicas para
caracterizar o material, como DRX, MEV e MET comum e de alta definicdo. Além das
caracterizacdes estruturais, os autores realizaram calculos tedricos para determinacdo da
estrutura eletrébnica molecular. Através das caracterizacbes por microscopia, foi identificado
que o crescimento dos nanofilamentos de Ag ocorre no exato local onde o feixe de elétrons é
incidido, além disso, o crescimento ocorre mais rapidamente em microscopio de transmissao,
em comparacdo ao microscopio de varredura, devido a maior dosagem e maior energia dos
elétrons que atingem a amostra. Analise de DRX foi realizada em diversos locais do
nanofilamento nucleado, e comprovou que a regido do nanofilamento mais proxima da
amostra possui pouca quantidade de Ag e grande quantidade de tungsténio, e na extremidade
foi observado o inverso: grande quantidade de Ag. Analise de EDX constatou que o filamento
¢ composto em sua maioria por Ag, com pequena quantidade de W e O. Os resultados
tedricos demonstraram que os “clusters” [AgO4] sdo os mais carregados positivamente,
enquanto que os “clusters” [AgO,] sdo os mais carregados negativamente. Portanto, €
possivel que a absorcdo de elétrons ocorra no “cluster” [AgO,4] e permita a nucleacdo dos
nanofilamentos de Ag.

Fodjo et al.®® sintetizaram, em 2013, nanoparticulas de prata suportadas em
nanomateriais de o0xidos de molibdénio. O material AgxMo,O, foi sintetizado através de duas
rotas diferentes, sendo a primeira sintese aquecida a 80°C e adicionado glicose a mistura, e a
segunda sintese foi adicionado etanol, e a reacdo foi realizada em temperatura ambiente
durante 5h. Apds as sinteses, ambos os precipitados resultantes foram lavados sucessivas

vezes com acetona e secos em forno, a 80°C durante 20h. Separadamente, foram sintetizadas
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nanoparticulas de Ag e Ag:MoO,. A partir dessas duas rotas de sintese, os autores variaram
alguns parametros, como temperatura, pH, tempo de reacdo, quantidade de glicose utilizada
na sintese. Seguidamente as sinteses, foi realizado o preparo de discos de silicio revestidos
com Ag/ AgiMo,O, e também amostras para medi¢cdes de Raman intensificadas pela
superficie (SERS, sigla em inglés). A morfologia e o tamanho dos produtos obtidos foram
analisados através de MEV e MET, e a estrutura cristalina foi caracterizada por DRX. Foram
realizadas tambeém mensuragdes de UV-Vis e Raman. Para os cristais AgxMo,O, sintetizados
com glicose, foi observado que conforme houve aumento da temperatura na analise,
apareceram novos picos Raman (277, 811 e 985 cm™), e desapareceram outros (595 cm™). Em
relacdo a presenca de glicose, foi observado que ela pode evitar a formacdo de fases
complexas, proporcionando nucleagédo e crescimento dos cristais, e inibindo a reacdo direta de
Ag,0 com os demais 6xidos. Com a variacdo de pH, houve uma modificacdo dos espectros de
Raman e UV-Vis obtidos, que esta relacionada com a formacdo de oOxidos binarios de
molibdato de prata. Adicionalmente, a andlise de SERS realizada utilizando discos de Si
revestidos com Ag / AgoMoO, apresentaram excelente estabilidade e sensibilidade para a
deteccdo de moléculas em matrizes complexas, 0 que é uma caracteristica importante para a
concepgdo de sensores em areas como protecdo e industria quimica, bem como produtos
farmacéuticos.

Li et al.'®, em 2013, obtiveram o composto Ag-Ag,MoO, de morfologia ctbica na
presenca de PVP através de processo hidrotermal assistido por micro-ondas, seguido de
tratamento térmico a 180°C, e estudaram suas propriedades através de DRX, MEV, EDX,
espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X (XPS) e UV-Vis. Também foram
realizadas mensuragdes da atividade fotocatalitica de rodamina pelo material através de reator
fotoquimico XPA, e detec¢do de radicais hidroxila foi realizada atraves da aplicacdo de uma
sonda molecular O estudo do seu desempenho fotocatalitico na decomposicdo de rodamina
indicou que o composto Ag-Ag:MoO, de morfologia cubica exibiu boas atividades cataliticas
sob irradiacdo com luz visivel. A absorcdo da luz visivel pode ser atribuida a ressonancia
plasmdnica de superficie. Além disso, a caracterizagdo com DRX confirmou que os ions de
prata Ag* foram parcialmente reduzidos em Ag metalica. A temperatura de reacdo, o tempo e
a quantidade de PVP também foram estudados e descobriu-se que desempenha papéis cruciais
na formacdo de microestruturas cubicas, sendo entdo, possivel controlar a morfologia atraves
da variagdo dos parametros estudados.

20
l.

Foi realizada, em 2014, por Beltran et al.”~ uma investigagdo sistematica de primeiros

principios (célculos tedricos) usando o formalismo funcional de densidade com a
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aproximagdo B3LYP para calcular propriedades estruturais e eletronicas, bem como
transicOes de fase sob pressdo de molibdato de prata (Ag.MoO,). Foram consideradas cinco
fases: Ag:MoQ, tetragonal (com estruturas P4122 normais e inversas), f-Ag.MoQ, (estrutura
espinélica cubica), olivina (estrutura ortorrémbica) e a-Ag,MoO, (estrutura tetragonal de tipo
K2NiF4). Foram realizados ensaios numéricos e analiticos para determinar a geometria da
célula unitaria de equilibrio e pardmetros de equacdo de estado para todas as estruturas e
compostos envolvidos no diagrama de fases. Foram investigadas as dependéncias de pressdo
das estruturas das bandas, das lacunas de energia, da densidade de estados (DOS) e das
frequéncias vibracionais. Os resultados tedricos mostram que o Ag,MoQ, inverso com a
simetria P4122 é mais estavel acima de 15 GPa do que a estrutura normal em espinélio,
enquanto a estrutura tetragonal é ligeiramente mais estavel do que a representacdo cubica
acima de 6 GPa, devido a uma distorcéo tetragonal. Foi realizada também a determinacgéo da
estabilidade contra a decomposicéo de Ag.MoO, em direcdo a 6xidos binarios (MoO,, MoQ3,
Ag.0, AgO e Ag,0s3), metal (Ag e Mo), oxigénio e Ag,Mo0,0;. Os resultados tedricos
indicam que B-Ag,MoO, pode decompor em Ag,Mo0,0; e Ag,O a 12 GPa. Os autores
afirmaram que as propriedades do estado fundamental para B-Ag,Mo0O, estavam em bom
acordo com dados experimentais e outros resultados tedricos ja publicados na literatura.

Uma correlacdo entre calculos tedricos e dados experimentais para explicar a estrutura
eletronica e as propriedades Opticas dos microcristais de molibdato de prata (B-Ag.Mo0Q,)
sintetizados pelo método hidrotermal assistido por micro-ondas foi realizado por Gouveia et
al.”t em 2014. Ap6s a sintese, onde se variou a temperatura em que 0s cristais eram obtidos
(100, 120, 140 e 160°C) os microcristais foram caracterizados através de DRX, refinamento
de Rietveld e espectroscopia micro-Raman, além de MEV, UV-Vis e medidas de
fotoluminescéncia. A difracdo de raios X, o refinamento de Rietveld e a espectroscopia de
micro-Raman confirmaram que esses microcristais cristalizam em uma estrutura cubica tipo
espinélio. As imagens de microscopia eletronica de varredura por emisséo de efeito de campo
revelaram que as temperaturas de processamento influenciam na forma final dos
microcristais; microcristais obtidos a 100°C se agregaram aleatoriamente, e a morfologia foi
irregular; quando foram obtidos a 120 e 160°C possuiam morfologia bem definida, em forma
de cubos. As propriedades Opticas foram analisadas por espectroscopia de reflectancia difusa
ultravioleta-visivel; o aumento da energia do gap de banda oOptica (Egap) (de 3,24 a 3,31 eV)
com a temperatura de processamento estd associado a reducdo dos niveis de energia
intermediaria. Foram conduzidos célculos quanticos de primeiro principio baseados na teoria

funcional da densidade ao nivel de B3LYP. A estrutura de banda calculada revelou um Egap
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indireto de aproximadamente 4,00 e 3,34 eV para o p -Ag.MoO, sem e com a formacéo de
defeitos, respectivamente. Célculos tedricos baseados na densidade de estados e mapas de
densidade eletrénica foram empregados para entender o fendmeno de polarizacdo induzido
por defeitos estruturais nos cristais de P-Ago.MoO,;. Em relacdo as propriedades de
fotoluminescéncia, os cristais se apresentaram diferentes entre sim, diferencas atribuidas ao
fendmeno da ordem-desordem causado por grupos tetraédricos [MoO,] na estrutura -
Ag>Mo0O,4, bem como alteracdes morfoldgicas induzidas pelo processamento de temperatura
no sistema MAH.

Em 2014, de Santana et al.>! investigaram as caracteristicas de microcristais de
Ag2Mo0, e Ag,WO,. Dessa maneira, os nanomateriais de molibdato de prata e tungstato de
prata foram preparados utilizando dois métodos de sintese, sendo sintese hidrotérmica
assistida por micro-ondas (MAH), com pH controlado (pH 7) e temperatura em 140°C, e co-
precipitagdo também com pH controlado (pH 4), e temperatura a 70°C. Na sintese assistida
por micro-ondas para o tungstato, os precursores foram misturados em 50 mL de &gua
deionizada e levados a micro-ondas durante 1h (2,45 GHz; 800 W), o precipitado foi lavado
diversas vezes e seco. Para o molibdato, foi feito o mesmo procedimento acima, porém em
segunda etapa, foi adicionado 0,2 g de tungstato em 50 mL de agua destilada, e 25 mL de
molibdato de sédio e 25 mL de nitrato de prata. Os cristais foram denominados W-htmw, Mo-
htmw e W/Mo-htmw para os cristais de tungstato decorados com molibdato. Mais dois
cristais foram sintetizados pelo método da co-precipitacdo simples, e foram denominados
Mo/W-70 para os cristais de molibdato decorados com tungstato, e W/Mo-70 os cristais de
tungstato decorados com molibdato. A forma e o tamanho dos microcristais foram observados
por microscopia eletrénica de varredura por emissao de efeito de campo, e foram observadas
diferentes morfologias, sendo que o método de sintese produziu morfologias bem diferentes
entre si. Os pbés foram caracterizados por DRX e UV-Vis (reflectdncia difusa e
fotoluminescéncia). Os padrées de DRX mostraram que as amostras de Ag.MoO, obtidas
pelos dois metodos eram monofasicas e pertenciam a estrutura de a-Ag.MoO, (tipo
espinélio). Em contraste, os Ag,WOQO, obtidos nas duas sinteses foram estruturalmente
diferentes: o sintetizado em micro-ondas exibiu a estrutura estavel tetraédrica conhecida f-
Ag,WQ,, enguanto que a co-precipitacdo proporcionou o alotropo meta-B-Ago,WO,,
coexistindo com uma fraca quantidade da a-. O gap optico de B-Ag,WO, (3,3 eV) foi
avaliado pela primeira vez. Em contraste com -Ag,M00, / B-Ag;WOy,, os cristais a-Aga;WO,
/ B-Ag2M0QO, exibiram fotoluminescéncia fortemente aumentada na banda de baixa energia

(650 nm), fato explicado pela criacdo de uma grande densidade de defeitos locais (distor¢des)
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nos “clusters” na interface entre os dois cristais, devido a presenca de dois tipos diferentes de
poliedros MOy nas duas estruturas.

Um estudo experimental e teérico combinado conduzido por Longo et al.’%® em 2014
sobre a estrutura ¢ as propriedades eletronicas de a-Ag,WO, teve a finalidade de esclarecer 0s
processos de nucleacdo e crescimento de filamentos de Ag em cristais de a-Ag;WO,
induzidos por irradiacéo por feixe de elétrons sob microscopia eletrénica. Para as analises, 0s
microcristais de Ag,WO, foram sintetizados através da sintese hidrotérmica assistida por
micro-ondas, em diferentes temperaturas (100, 120, 140 e 160°C) e caracterizados através de
DRX, refinamento Rietveld, espectroscopia Raman de alta resolugéo e espectroscopia FTIR,
além de calculos tedricos. A morfologia dos cristais foi observada através de microscopia
eletronica de varredura e microscopia eletrbnica de transmissdo. Além disso, para
entendimento das propriedades Opticas do material, os autores realizaram analises de
fotoluminescéncia em temperatura ambiente. Os espectros de DRX revelaram que o
microcristal possui estrutura ortorrdmbica sem fases deletérias; resultados que foram
corroborados pelo refinamento Rietveld. A espectroscopia Raman demonstrou 17 sitios
vibracionais ativos tipicos, indicando alto grau de ordem estrutural a curto alcance da rede
para as amostras, com exce¢do da amostra sintetizada a 100°C, que n&o apresentou picos bem
definidos, indicativo de desordem estrutural. Espectroscopia FTIR indicou que o método
empregado na sintese de a- Ag,WO, causou um congelamento dos ‘“clusters” distorcidos
[WOs] e [AgOy] (y = 2, 4, 6 e 7), que séo poliedros constituintes do microcristal. Assim, com
base nos resultados tedricos e experimentais, os autores descreveram a relacdo entre a
desordem, crescimento de nucleacdo, taxa de formacdo de Ag e comportamento de
fotoluminescéncia antes e depois da irradiacdo por elétrons acelerados. Os célculos tedricos
indicaram mudangas significativas na ordem da estrutura inicial de a-Ag;WQO,4, com uma
diminuicdo no valor do gap de 3,55 para 2,72 eV. As medi¢Ges de fotoluminescéncia
demonstraram que nenhum deslocamento da banda azul foi observado, indicando que os
aglomerados de [WOg] permaneceram inalterados pela irradiacdo. Porém, na regido de
emissdo de luz vermelha foram constatados modificacdes, que foram atribuidas aos
“clusters” instaveis [AgO,], que se tornaram desordenados apods a irradiacéo e crescimento
dos filamentos. A partir desses resultados, os autores sugeriram que essas diferencas
estruturais poderiam modificar varias caracteristicas do material, incluindo atividade
antimicrobiana e fotodegradacdo. Assim, concluiram que o aglomerado [AgO,] sofre
excitacdo eletrdbnica com a irradiacdo por elétrons, e permite o crescimento dos

nanofilamentos na superficie do cristal.
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Andrés et al.” em 2014 utilizaram uma combinagdo de estudos teéricos,
computacionais e experimentais para entender os eventos iniciais relacionados a nucleacéo
dos nanofilamentos de Ag em cristais de a-Ag,WQ,, que é movido por um feixe de elétrons
acelerado de um microscépio eletronico sob alto vacuo. O processo de crescimento e a
composi¢do quimica e distribuicdo elementar nesses filamentos foram analisados em
profundidade ao nivel nanoescalar usando TEM com detector anular de campo escuro de alto
angulo (HAADF), EDX e XPS; os aspectos estruturais e eletrénicos foram sistematicamente
estudados pela teoria quantica de um atomo em uma molécula (QTAIM). Todos o0s picos de
difracdo de raios-X das amostras refletem um padrdo ortorrdbmbico, sem qualquer fase
deletéria e com um grupo espacial Pn2n e uma simetria, valores que estdo de acordo com
cartdo indexado nimero ICDS 416510. Analise de EDX demonstrou que os nanofilamentos
sdo compostos basicamente por Ag, contudo foram identificados Ag, W e O nas regides do
nanofilamento mais préximas da estrutura de a-Ag,WO,. Estudos tedricos demonstraram que
no “cluster” [Ag0;], a distancia Ag-O aumenta de 2,15 a 2,75 A. No “cluster” [AgO4] duas
distancias diferentes sdo observadas: um par exibe comportamento semelhante as ligacdes no
“cluster” [AgO;] e possui um angulo O-Ag-O de aproximadamente 170°; e o outro par tem
um angulo O-Ag-O de aproximadamente 108° e uma distancia Ag-O mais longa, o que indica
que os atomos se separam quando os elétrons foram incididos sobre o material. Resultados
experimentais e tedricos mostram que esse comportamento estd associado a mudangas
estruturais e eletrénicas dos “clusters” [AgO,] e [AgOs] e, em menor extensdo, ao
agrupamento [WOg]. Esses “clusters” representam coletivamente os blocos constitutivos de
a-Ag,WO,.

O o-Ag,WO,; (AWO) também foi estudado por Lin et al.’% em 2015, devido & sua
grande capacidade de degradacdo de poluentes orgénicos, quando excitado por luz ultra-
violeta. Embora o AWO apresente essa excelente propriedade sob luz UV, devido seu
intervalo de banda ser teoricamente calculado como 3,55 eV, isso resulta em reacdo lenta a
luz visivel. Essa caracteristica UV-dependente dificulta sua utilizacdo como degradante.
Dessa maneira, 0s autores fizeram uma reconstrucdo eletrbnica do AWO, através de
modificacfes no cristal apds serem submetidos ao tratamento com laser pulsado, com as
amostras em liquido. Apos o tratamento, os cristais foram submetidos a anélise em MEV, e
foi observado que os cristais irradiados se apresentaram mais regulares e uniformes, mas a
morfologia de ambos era semelhante (bastbes). Foi observado também que os cristais nédo-
irradiados se aglomeraram sem orientacdo definida, diferentemente dos cristais irradiados,

que ndo se agregaram, alem disso, a superficie das facetas do cristal ndo-irradiado apresentou
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algumas protuberancias, diferentemente do cristal irradiado, que possuia facetas mais suaves.
Anélise de EDX demonstrou que ambas as amostras apresentam os componentes Ag, W e O,
porém na amostra irradiada, essa distribuicdo € mais uniforme do que a ndo-irradiada. Devido
a energia de ligacdo fraca do AWO e ao processo de equilibrio termodindmico criado pela
irradiagdo com laser em liquido, sdo introduzidas distor¢fes de abundantes nos “clusters”,
especialmente distor¢des do “cluster” [WOg]. Na rede estrutural cristalina, a densidade de
defeitos aumenta num fator de 2,75, e os niveis de energia intermediarios irregulares sdo
inseridos no intervalo de banda, resultando em uma diminuicéo de 0,44 eV do hiato de banda,
0 que modificou o proprio AWO por reconstrucdo eletrdnica para ser sensivel a luz visivel.
Além disso, calculos tetricos foram realizados para esclarecer a reconstrucdo eletrénica de
AWO, e os resultados confirmaram a deducéo obtida através dos ensaios experimentais.

Um estudo combinado experimental e teérico foi apresentado por Andrés et al.® em
2015, onde observaram e explicaram, pela primeira vez na literatura, 0s mecanismos
envolvidos no processo de nucleacéo e evolucdo do crescimento de filamentos de Ag em
cristais de B-Ag2MoQ,, impulsionada por um feixe de elétrons acelerado de um microscopio
eletronico sob alto vacuo. O processo de crescimento, a composi¢do quimica e a distribuicdo
de elementos nestes filamentos foram analisados em profundidade de nanoescala, utilizando
MEV-EC e MET com EDX. Para complementar os resultados experimentais, a estabilidade
quimica, os aspectos estruturais e eletrnicos foram estudados sistematicamente usando a
teoria da estrutura eletronica QTAIM. A nucleagdo e formagdo de Ag em B-Ag,M00O, séo 0
resultado de mudancas estruturais e eletrénicas do aglomerado tetraédrico AgO4, que sao
componentes constituintes de -AgoMoO,, consistente com a formacdo de metais Ag. A
formagdo do filamento Ag transforma o semicondutor B-Ag,MoO, do tipo n para tipo p, e
essas transformagdes acontecem concomitantemente com o aparecimento de defeitos de Ag.

Fabbro et al. em 2015 apresentaram um estudo tedrico e experimental combinado
sobre os aspectos morfologicos, estruturais e as propriedades Opticas dos microcristais de [3-
AgoMo00O,, onde as amostras de B-Ag.MoO, foram preparadas pelo método de co-
precipitacdo. A nucleacdo e formacgdo de nanoparticulas de Ag na superficie dos microcristais
de B-Ag2Mo00O, durante a irradiagdo com feixe de elétrons também foi analisada. Esses
eventos foram monitorados diretamente em tempo real utilizando MEV-EC. A forma de
equilibrio termodindmico dos cristais de B-Ag,MoO, foi construida com superficies (001),
(011) e (111) através da construgdo teorica de Wulff. Esta forma sugere que a face (011) € a
superficie dominante na morfologia ideal. Um aumento significativo nos valores da energia de

superficie para a face (011) em relacéo aos valores das outras superficies foi observado, e os
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autores demonstraram que houve concordancia entre os achados experimental e as diferentes
morfologias. Eles apontam que a importancia do estudo foi fornecer informagdes de como a
morfologia do cristal pode ser controlada, de modo que a superficie quimica possa ser
ajustada para aplicacOGes especificas. A presenca de desordem nos “clusters” tetraédricos
[MoO,] e octaédrico [AgOs] dos microcristais foi utilizada para explicar teoricamente os
dados encontrados nos experimentos de fotoluminescéncia. Além disso, os valores tedricos e
experimentais para parametros e frequéncias vibracionais de Raman estavam em acordo, e
estes resultados podem ser Uteis para a concep¢do e construgcdo de novas nanoestruturas com
facetas especificas expostas, que podem servir para aplicacdes relacionadas a superficie, tais
como sensores de gas, dispositivos opticos e catalisadores.

2.2 Estudos Sobre Atividade Antimicrobiana e Mecanismos De Acdo de Oxidos

Bimetélicos

A susceptibilidade da bactéria Escherichia coli a ions de prata foi estudada por Zhao
et al.>® em 1998. Foram estudadas a concentragdo inibitéria inicial, concentracéo bactericida
minima, concentracdo tolerante maxima e o tempo de morte da bactéria na presenca dos ions
de Ag. A uma concentragdo de 9,45 uM e um de indculo de 10 UFC/ mL, a prata causou
atraso de crescimento de E. coli; a uma concentragdo de 18,90 puM, a prata inibiu
completamente o crescimento bacteriano. Os efeitos de contato prolongados variaram entre
1,5e 12 h a 0,75 x a concentracdo inibitoria inicial, 1,0 x a concentracdo inibitoria inicial e
1,5 x a concentracdo inibitoria inicial do ion prata. Uma unidade logaritmica do tamanho da
populacdo bacteriana viavel foi perdida a cada 30 min na concentragdo bactericida minima do
ion de prata em contato com a bactéria. A tolerancia de prata foi determinada como 20 vezes a
concentragdo inibitdria inicial com 48 h de exposi¢cdo. Este estudo apresentou um modelo
avaliativo como referéncia para a analise quantitativa da susceptibilidade de bactérias a ions
de prata.

A descoberta da superdéxido dismutase (CuZnSOD) dentro dos periplasmas de varios
patdgenos Gram-negativos sugere que esta enzima evoluiu para proteger 0s microrganismos
de fontes exogenas de superdxido, tais como a explosdo oxidativa dos fagdcitos. No entanto,
sua presenca em algumas bactérias ndo patogénicas implica que pode haver um papel para a
SOD durante o crescimento normal das bactérias. Foi elucidado por Gort et al.”” em 1999 que
a SOD defende as biomoléculas contidas dentro da membrana plasmatica contra as espécies

reativas contidas no interior da célula, que ndo conseguem atravessar a membrana. Também
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foi descoberto que o gene que codifica a SOD (sodC) de E. coli é reprimido quando o
microrganismo entra em fase estacionaria de crescimento, ou seja, quando se encontram nessa
fase, a bactéria apresenta um periodo de sensibilidade aguda ao peroxido de hidrogénio.

Em 2000, Cabiscol et al.?® realizaram uma revisdo de literatura sobre estresse
oxidativo em bactérias e danos proteicos provenientes de espécies reativas de oxigénio e
revelaram que quando as proteinas sdo expostas a espécies reativas de oxigénio, ocorrem
modificacdes de aminoacidos, que levam a mudancas funcionais e perturbam o metabolismo
celular. As proteinas localizadas no citosol evoluiram para manter o equilibrio celular, uma
vez que quando ocorrem desequilibrios e aumento da concentracdo de espécies reativas
intracelulares, ha uma restauragdo automética da homeostase normal e eliminacdo das
espécies reativas através da membrana celular. Quando a célula ndo consegue neutralizar
todas as espécies reativas de oxigénio, estes interagem com os lipidios, DNA, RNA e
proteinas, causando severos danos nas fungdes celulares, inviabilizando sua sobrevivéncia.

Com a finalidade de determinar a atividade bactericida do ze6lito de prata contra

Escherichia coli, Matsumura et al.*'

em 2003 testaram o material, que € disponivel
comercialmente, em concentracdes que variavam entre 10 e 100 mg/L e compararam com
diferentes concentragdes de nitrato de prata, entre 0,5 a 5,0 uM. Além disso, a influéncia de
diversos componentes adicionados aos agentes antimicrobianos também foi testada. O
microrganismo utilizado foi E. coli OW6, CSH7 e uma cepa mutante (deficiente em catalase
UM1). As células foram cultivadas até a fase mid-log do crescimento, a 37°C. Apos
padronizagdo da quantidade de células por mililitro (aproximadamente 2x10’ células/mL),
estas foram submetidas aos tratamentos propostos e incubadas a 37°C. Ap0s o tratamento, as
células foram submetidas a plagueamento e contagem de unidades formadoras de col6nias
para numeracdo dos microrganismos viaveis e o conteudo de ions de prata foi mensurado
através de espectrofotdmetro de absorcdo atbmica polarizado. Foi também mensurado o teor
de prata livre na suspensdo e o teor de prata total dentro das células dos microrganismos,
através de incubacédo destas em &cido nitrico 8 N a 80 °C durante 1h. O zeolito de prata a 100
mg/mL reduziu notavelmente o nimero de células de E. coli, e a atividade bactericida do
nitrato de prata a 1 uM foi semelhante a essa concentracdo do zedlito de prata. Porém, a
atividade do zeolito de prata foi inibida pela adi¢do de L-cisteina, L-metionina, L-histidina, L-
triptofano, albumina de soro bovino e extrato de levedura, mas néo por glicina, L-alanina, L-
leucina ou L- fenilalanina. Em contrapartida, os quelantes de ions ferroso (o-fenantrolina e
2,2'-dipiridilo) aumentaram fortemente a atividade antimicrobiana. Para o nitrato de prata, L-

cisteina, L-histidina e manganés, magnésio e ions ferrosos inibiram sua atividade. O 2,2'-
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dipiridilo, como no caso da zeolito de prata, intensificou fortemente a atividade bactericida,
ao passo que a o-fenantrolina ndo o fez. O fato de as propriedades inibitdrias das substancias
testadas serem semelhantes entre o zedlito de prata e o nitrato de prata, exceto em alguns
casos, sugere que o ion de prata ligado a matriz de zeolito esta envolvido em sua agédo
bactericida.

Devido o aumento de novas cepas resistentes de bactérias aos antibidticos mais
potentes utilizados, Morones et al. *** em 2005 estudaram o efeito de nanoparticulas de prata
na faixa de 1-100 nm em bactérias Gram-negativas, usando MET e HAADF. Para isso, as
nanoparticulas foram sintetizadas e testadas nas concentragdes 0, 25, 50, 75 e 100 pg/mL ™,
com os microrganismos E. coli, V. cholera, P. aeruginosa e S. typhus. Os microrganismos
permaneceram em contato com as nanoparticulas durante 30 minutos, e seguidamente foram
analisados. As nanoparticulas de prata utilizadas neste trabalho exibiram uma ampla faixa de
tamanho, distribuicdo e morfologias, com facetas (111) altamente reativas. Foi identificado
que as nanoparticulas de prata atuam principalmente de trés maneiras contra bactérias Gram-
negativas: (1) nanoparticulas (principalmente na faixa de 1-10 nm) aderem a superficie da
membrana celular e perturbam sua funcdo adequada, como permeabilidade e respiracdo; (2)
elas sdo capazes de penetrar dentro das bactérias e causar danos, possivelmente interagindo
com compostos contendo enxofre e fosforo (compostos tais como DNA); (3) nanoparticulas
sdo capazes de liberar ions de prata, que contribuem adicionalmente com seu efeito
bactericida.

As acdes bactericidas de ions de prata em Escherichia coli também foram estudadas

por Yamanaka et al.*°

em 2005. Solugdo aquosa com concentracdo de ios de prata de 900 ppb
foi preparada eletroliticamente pela aplicagdo de uma corrente de 12,5 mA durante 28
segundos, através de duas placas de eletrodos instalados dentro do recipiente onde foi
preparada a solucdo. Microrganismo E. coli NBCR-3972 foi padronizado em 10’ a 10®
UFC/mL, e 10 mL desse indculo foi incubado com 90 mL da solugéo de ions durante 30 min,
3h e 24h, e apos a incubacéo, foi feito o plaqguemento dessas solucdes para determinagédo das
células viaveis, através de contagem de UFC/mL. A interacdo do microrganismo com 0s ions
foi estudada utilizando-se microscopia eletrénica de transmissdo por filtracdo de energia
(EFTEM), eletroforese bidimensional (2-DE) e ionizacdo de dessorcdo por laser assistida por
matriz (MALD). As observacdes de EFTEM demonstraram que o ion de prata se infiltra
rapidamente no interior de E. coli, ao contrario da hip6tese anteriormente aceita, de que 0s
ions residiam inicialmente na area da membrana celular. Além disso, o 2-DE e o0 MALD

indicaram que a expressdo de uma proteina de subunidade ribossomal bem como a de
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algumas outras enzimas e proteinas sdo afetadas pelos ions de prata. Os autores demonstraram
que uma das principais a¢des bactericidas dos ions de prata é a sua interacdo com o ribossoma
e a consequente inibicdo na expressdao das enzimas e proteinas essenciais para a producéo de
ATP nas células bacterianas.

Stark ' em 2005 realizou uma revisdo da literatura elucidando sobre as
consequéncias funcionais de danos em membrana causados por danos oxidativos. A interagdo
de espécies reativas de oxigénio com membranas biologicas é conhecida por produzir uma
grande variedade de diferentes modificacfes funcionais. Parte dessas modificacdes pode ser
classificada como efeitos diretos. Eles sdo devido a interacdo direta das espécies reativas com
0s componentes moleculares, com uma subseqliente modificacdo quimica e funcional dessas
moléculas. No entanto, uma parte importante das modificagdes funcionais observadas séo
efeitos indiretos. S8o0 a consequéncia de uma modificacdo oxidativa do ambiente de
macromoléculas bioldgicas. A peroxidacdo lipidica através da sua geracdo de produtos
quimicamente reativos contribui para a perda de funcdes celulares através da inativacdo de
enzimas de membrana e mesmo de proteinas citoplasmaticas (isto €, sollveis em agua). A
oxidacdo de lipidios de membrana pode, no entanto, também aumentar a eficiéncia das
funcbes de membrana. Isto foi observado para uma série de sistemas de transporte. A
peroxidacao lipidica foi acompanhada pela ativacdo de certos tipos de canais ibnicos e
portadores de ions. O efeito é devido a um aumento da polaridade do interior da membrana
por acimulo de produtos polares provenientes dos processos de oxidacdo. A mudanca
concomitante da constante dielétrica, que pode ser detectada através do aumento da
capacitancia da membrana, facilita a abertura de canais e reduz sua barreira interna para o
movimento de ions através da membrana. Porém, o efeito predominante da peroxidacdo
lipidica € a inibicdo das fun¢Ges da membrana, que contribui para a despolarizacdo de seu
potencial, destréi suas propriedades de barreira e pode finalmente conduzir, através de um
aumento da concentracdo de Ca® * citoplasmatico, & morte celular. As conclusdes foram
derivadas de artigos que realizaram experimentos com diferentes sistemas: sistemas modelo
em membranas lipidicas planares, canais idnicos nativos reconstituidos em membranas
lipidicas ou investigados em seu ambiente natural.

Lok et al.’® em 2006 sintetizaram particulas esféricas nanométricas de Ag (diametro
médio = 9,3 nm) utilizando um método de reducdo de boro-hidreto e 0 mecanismo de sua
acao antibacteriana contra E. coli foi investigado por abordagens protedmicas (identificagéo
2-DE e espectroscopia de massa MS) paralelamente a anélises envolvendo solugdes de ions

Ag+. Os dados protedbmicos revelaram que uma exposicdo durante curto tempo de células de
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E. coli a concentragBes antibacterianas de nano-Ag resultou em acumulo de precursores de
proteinas de envelope, indicativo da dissipacdo da forca préton-motora da membrana.
Consistente com esses achados protedmicos foi identificado que as nano-Ag desestabilizaram
a membrana externa, causando colapso do potencial da membrana plasmatica e esgotamento
dos niveis de ATP intracelular. Verificou-se também que o mecanismo de a¢do das nano-Ag
foi semelhante ao dos ions de Ag+. Entretanto, as concentracOes efetivas dos ions nano-Ag e
Ag+ estavam nos niveis nanomolar e micromolar, respectivamente. Os autores concluiram
que as nanoparticulas de Ag sdo um eficiente sistema fisico-quimico que possui eficiéncia
antibacteriana desejavel.

Pal et al.**®

em 2007 investigaram as propriedades antibacterianas de nanoparticulas
de prata com diferentes morfologias contra bactéria Gram-negativa Escherichia coli, tanto em
sistemas liquidos como em placas de agar. Foram sintetizadas nanoparticulas de prata de
diferentes morfologias por sintese de fase de solucdo, e suas interacbes com E. coli foram
estudadas. As imagens de microscopia eletronica revelaram alteragdes consideraveis nas
membranas celulares apds o tratamento com as AgNPs, resultando na morte celular.
Nanoplacas de prata triangulares com plano (111) apresentaram a maior acdo antibacteriana,
em comparacdo com nanoparticulas esféricas e em forma de bastonete. Propde-se que o
tamanho da nanoescala e a presenca do plano (111) em combinagdo promovem a maior
efetividade contra E. coli. Os autores concluiram, com base nos dados obtidos
experimentalmente, que as AgNPs apresentam uma interacdo dependente da morfologia com
as células de E. coli.

O objetivo do trabalho de Choi e Hu*® de 2008 foi determinar a relagéo entre tamanho
das nanoparticulas e inibicdo microbiana e avaliar a relacdo entre a inibicdo e a producédo de
espécies reativas de oxigénio (ROS). As nanoparticulas com um intervalo de tamanho médio
de 9-21 nm foram sintetizadas variando as razdes molares de BH; / Ag™ na solugdo. A
producdo de ROS resultante foi quantificada na presenca e na auséncia das bactérias
nitrificantes, enquanto o grau de inibigéo foi inferido a partir de medicGes especificas da taxa
de absorcdo de oxigénio, determinadas por respiragcdo continua. Ao examinar a correlacdo
entre a distribuicdo de tamanhos de nanoparticulas, geracdo de ROS fotocatalitica, acimulo
de ROS intracelular e inibicdo de nitrificagdo, foi observado que a inibigdo de organismos
nitrificantes correlacionou-se com a fragdo de nanoparticulas de Ag menor que 5 nm na
suspensdo. Aparentemente as nanoparticulas com esse tamanho poderiam ser mais toxicas
para as bactérias do que qualquer outra particula. Além disso, a inibi¢do por nanoparticulas de

Ag, bem como outras formas de prata (coldide AgCl e ions Ag®) correlacionaram-se bem com
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as concentracdes intracelulares de ROS, mas ndo com as fragfes fotocataliticas de ROS. As
correlagdes de ROS foram diferentes para as variadas formas de prata, indicando que outros
fatores além de ROS também sdo importantes na determinacdo da toxicidade das
nanoparticulas de Ag para microrganismos.

A atividade antifingica de NPs preparadas pelo processo de Tollens modificado foi
avaliada contra Candida spp, por Panacek et al."* em 2009. Na sintese, foram empregados 0s
seguintes estabilizantes e surfactantes: dodecil sulfato de sodio, monooleato de polioxietileno
sorbitano, éter laurilico de polioxietileno, polioxietileno cetil éter, éter polioxietileno oleilico,
e polivinilpirrolidona com diferentes pesos moleculares. A atividade antifungica das
particulas foi testada contra C. albicans | e Il, C. tropicalis e cepas de C. parapsilosis isoladas
de amostras sanguineas de pacientes com septicemia causada por Candida por meio da
determinacdo da concentracdo inibitoria minima (CIM), da concentracdo fungicida minima
(CFM) e da dependéncia temporal da inibicdo do crescimento de leveduras, onde foram
comparados os efeitos das nanoparticulas estabilizadas e das ndo-estabilizadas. A
citotoxicidade dos ions de Ag foi testada em fibroblastos humanos. Os resultados obtidos
mostraram que as NPs de prata ndo estabilizadas inibiram o crescimento de todas as espécies
de Candida testadas, e a concentracdo necessaria para inibicdo depende da espécie. A CIM
mais baixa (0,21 mg/L) foi obtida contra C. albicans Il. O crescimento de C. albicans | e C.
tropicalis foi inibido pela CIM igual a 0,42 mg/L e 0,84 mg/L, respectivamente. Em
comparacao a essas espécies, C. parapsilosis foi menos sensivel, com a CIM determinada em
1,69 mg/L. A atividade antifingica das nanoparticulas foi comparada com a prata idbnica como
referéncia, e as CIMs de Ag idnica contra as leveduras testadas foram idénticas as CIMs das
NPs de prata, com exce¢do de C. albicans Il por concentracdo de prata ionica igual a 0,42
mg/L. Para atividade fungicida, os autores encontraram concentragcbes mais elevadas em
comparacdo com as CIMs. As NPs de prata estabilizadas por surfactantes apresentaram
melhores efeitos antifingicos, com exce¢do das submetidas a polietilenoglicéis. Quando PVP
360 foi aplicado, as CIMs foram menores (0,84 mg/L) para C. parapsilosis e 0,42 mg/L para
C. tropicalis. Para C. albicans I, a CIM diminuiu para 0,1 mg/L e C. albicans Il, a MIC
permaneceu a mesma. O aumento mais significativo na atividade antifangica das NPs de prata
estabilizadas foi observado para dodecil sulfato de sédio (SDS), onde foi observada a CIM de
0,052 mg/L para C. albicans I e MICs nas outras leveduras com valores pela metade, quando
comparado com as CIMs das NPs de Ag ndo estabilizadas. As NP de prata inibiram
eficazmente o crescimento das leveduras testadas nas concentragdes abaixo do seu limite

citotoxico contra os fibroblastos humanos testados determinados a uma concentracdo igual a
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30 mg/L de Ag. Entretanto, a prata idnica inibiu o crescimento das leveduras testadas a
concentragfes comparaveis ao nivel citotéxico (aproximadamente 1 mg/L) de prata idnica
contra os fibroblastos humanos testados.

Novos compostos catalisadores de Ag/AgBr/WO; foram sintetizados por Wang et
al.'”® em 2009, com a finalidade de causar reacdo fotocatalitica sob luz visivel e serem
utilizados na destruicdo de bactérias. Para isso, 0s compostos foram sintetizados e sua
atividade fotocatalitica mensurada contra bacteria E. coli, utilizadas em uma concentracéo de
10" UFC/mL. A reacdo de fotocatalise foi iniciada com a irradiacdo dos compostos e da
bactéria com luz visivel, e ap6s 24h de incubacdo a 37°C, foi realizada a contagem de
UFC/mL. Também foi realizado ensaio de fotodegradacao de corante, analisado por UV-Vis.
Analises de DRX demonstraram que todas as amostras possuiam estrutura cristalina, com
unidades celulares na fase ortorrombica. A morfologia do material sintetizado € composta de
estruturas semelhantes a prismas, de tamanho micrométrico. Em relacdo ao processo
fotocatalitico de destruicdo de E. coli, ao contrario dos materiais WO3; H,O N-TiO; e
Ag/AgBr, o composto Ag/AgBr/WO3; H,0 exibiu elevada atividade fotocatalitica sob luz
visivel, sendo responsavel pela eliminacdo de metade da populacdo bacteriana em apenas 10
minutos de contato, e quase toda a populacdo é eliminada com 20 minutos de irradiagdo,
diferentemente dos demais compostos, que apos esse tempo de incubagdo, demonstraram que
95% das bactérias ainda estavam viaveis. Os resultados mostram que as nanoparticulas de Ag
formadas a partir de AgBr ndo desempenham um papel importante no processo
antibacteriano, pois Ag / AgBr e Ag / AgClI ndo foram capazes de destruir a E. coli sob a luz
visivel. O mecanismo de acdo proposto foi a oxidacdo das paredes bacterianas, e sua
consequente destruicdo. Os microrganismos que incubados no escuro com 0s compostos ndo
sofreram redugdo, o que evidencia que esses materiais apresentam elevada atividade
fotocatalitica apenas em luz visivel.

O estudo de Dalrymple et al.*’ de 2010 apresentou uma revisdo da literatura onde
investigaram 0s mecanismos fundamentais de desinfeccdo por fotocatalise e os modelos
utilizados para adequar esse processo de desinfeccdo. Fotocatélise é uma tecnologia atraente
para o tratamento de 4gua em grande parte devido ao seu potencial para utilizar a energia
solar diretamente e alcancar desinfeccdo e desintoxicac¢do quimica. Muitos trabalhos tém sido
publicados sobre a desinfeccdo fotocatalitica, mas ainda ha um debate consideravel sobre os
mecanismos de desinfeccdo e uma escassez de modelos mecanicistas para o processo. Os
mecanismos fundamentais de desinfec¢do fotocatalitica que se relacionam com a inativacdo

de bactérias foram discutidos nesse estudo. O processo de peroxidacéo lipidica de acidos de
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membrana, particularmente acidos graxos poli-insaturados, esta ganhando visibilidade na
literatura. Em artigos recentes, um numero crescente de pesquisadores deste assunto esta
aumentando. Os modelos matematicos, empiricos e mecanicistas, utilizados para ajustar o
processo de desinfeccdo também foram cuidadosamente revistos, e a maioria dos modelos
propostos é de natureza empirica e enraizada nos principios de desinfeccdo quimica
tradicional, que muitas vezes ndo sdo representativos do processo fotocatalitico heterogéneo.
O desenvolvimento tedrico de um modelo mecanicista para a desinfeccdo fotocatalitica
baseada na peroxidacdo lipidica por meio da formacdo de espécies reativas como o0
hidroperéxido (O,H) e oxigénio singleto (O;) é explorado com a devida consideracdo a
interacdo entre microbios e particulas fotocataliticas, sendo entdo um dos principais
mecanismos de acdo dos modelos apresentados. A extensa literatura sobre a auto oxidacéo de
lipidios em campos como a biologia e a medicina € informativa para o desenvolvimento de
novos métodos de desinfecgéo.

Allaker* em 2010 realizou uma revisdo de literatura sobre a agdo de nanoparticulas na
formacdo de biofilmes orais. A aplicacdo de nanoparticulas para controlar a formacgédo de
biofilmes dentro da cavidade oral, em funcdo das suas caracteristicas biocida e anti-adesivas,
tem sido levada em consideracdo nos ultimos anos. O seu uso como constituintes de
revestimentos de dispositivos protéticos aplicados topicamente, ou dentro de materiais
dentérios é uma alternativa a utilizacdo de antimicrobianos comumente empregados. Muitos
dos estudos analisados na revisdo foram realizados in vitro, e ha uma clara necessidade de um
maior embasamento cientifico com estudos in vivo e in situ. Os metais nanoparticulados
merecem atencdo especial devido a sua durabilidade e propriedades antimicrobianas ja
comprovadas, em particular as nanoparticulas de prata, cobre, zinco, silicio e seus éxidos.
Certas nanoparticulas podem ser tdxicas para os tecidos humanos, contudo, com a
modificacdo das suas caracteristicas superficiais pode se determinar uma redugdo de
toxicidade, permitindo assim varias aplicacbes. Varias abordagens para alterar a
biocompatibilidade estdo sendo estudadas, dentre elas a mudanca da capacidade de agregacao,
aplicacdo de revestimentos de superficie e alteracdo da densidade da carga e estado oxidativo
dos materiais.

Chaloupka et al.*®

em 2010 realizaram uma revisao de literatura sobre nanoparticulas de
Ag e a geracdo de novos produtos da area biomédica. Varias rotas de sinteses tém sido
utilizadas na fabricacdo de nanoparticulas de prata, cada uma com suas especifica¢fes e
limitacGes. Os pardmetros utilizados na sintese podem influenciar no didmetro e tamanho das

particulas produzidas, distribuicdo de tamanho, forma, estabilidade, etc. Embora varias
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técnicas de sintese tenham sido descritas na literatura, normalmente sdo obtidas através da
reducdo de nitratos de prata diversos por um agente redutor, ou por fotorreducdo ocasionada
por luz UV. Durante a reducdo quimica, o agente redutor doa elétrons para os ions da Ag. Ao
controlar as condicBes experimentais e a cinética de reacdo, é possivel manipular sua
producdo, desenvolvendo materiais com diversos formatos e tamanhos, inclusive em
tamanhos nanométricos, caracteristica importante, ja que os materiais nessa escala apresentam
diferentes propriedades fisicas, Opticas e quimicas. Dentre essas propriedades, esta a atividade
antimicrobiana. Embora os mecanismos de acdo das nanoparticulas de Ag ainda ndo tenham
sido completamente elucidados, é aceito que, quando em solugdo aquosa, a Ag libera ions que
sdo biologicamente ativos, responsaveis pela atividade antimicrobiana. Acredita-se que 0s
ions de Ag interagem com trés componentes principais para a manutencdo da vida
microbiologica: parede celular de peptidoglicano, membrana plasmatica e DNA. Além dessas
interagBes, a produgdo de espécies reativas de oxigénio também explica a sua efetividade.
Devido a sua efetividade antimicrobiana, foram realizados estudos sugerindo sua utilizacéo
em implantes cardiovasculares, cateteres intravenosos, cateteres utilizados em neurocirurgias,
cimento 0sseo e curativos para feridas. Embora existam muitas aplicabilidades, as questdes
toxicologicas das nanoparticulas de Ag ainda permanecem sem resposta.

A atividade antibacteriana e o mecanismo de nanoparticulas de prata (Ag-NPs)
também foram estudados por Li et al.*® em 2011. Para isso, utilizaram o microrganismo
Staphylococcus aureus ATCC 6538P e solucdo de nanoparticulas de Ag, e foram
determinadas as CIM e CBM; a acdo das nanoparticulas nas células dos microrganismos
através de MET; mensurado o efeito das Ag-NPs na atividade enzimética da desidrogenase da
cadeia respiratoria, e realizada analise protedmica das células de S. aureus submetidas ao
tratamento com Ag-NPs. Apos as analises, a CIM encontrada foi de 5 ug/mL e a CBM foi 20
pg/mL. Na analise em MET, foi encontrado um condensamento do DNA das células expostas
as nanoparticulas, além de lise da parede celular e liberacdo de seu conteudo, até o completo
esvaziamento celular. A desidrogenase da cadeia respiratoria do grupo experimental foi
semelhante a do grupo controle, e os autores sugerem que iSSO ocorreu pois a quantidade de
particulas utilizadas para esse ensaio ndo inibiu completamente 0os microrganismos. A analise
protedmica demonstrou que a proteina acetiltransferase aumentou cerca de 5,3 vezes nas
células tratadas em relacdo ao controle, e glicerol-3-fosfato desidrogenase, proteina de ligagédo
a ATP e proteina recombinase A sofreram uma diminui¢do apds o tratamento. O mecanismo
de acdo proposto pelos autores foi: Ag-NPs atuaram sobre a parede celular, agiram nos

mecanismos da membrana celular, paralisando as enzimas e interferiram com o metabolismo
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normal das células, posteriormente, os Ag-NP entraram nas bactérias e condensaram o DNA,
prevenindo a replicacdo celular (mecanismo de reproducgéo). Simultaneamente, as Ag-NP
atuam continuamente na parede e membrana celular para destrui-los, até sua completa
ruptura.

Segundo Vazquez-Mufioz et al.'”® (2011), embora alguns estudos tenham relatado a
atividade antifungica de nanoparticulas de prata (AgNPs) contra algumas espécies de
Candida, ndo foram relatadas analises ultraestruturais sobre a interacdo das AgNPs com esse
microrganismo. Em seu trabalho, foi avaliado o efeito de AgNPs sobre C. albicans. Foi
cultivada a cepa ATCC SC5314 de C. albicans a 37° C em meio de cultura especifico. As
AgNPs que foram utilizadas sdo comercialmente disponiveis (Vector Vita Ltd, Novosibirsk).
O produto é definido como um medicamento "Argovit" que € aglomerado de prata (AgNPSs)
funcionalizado com polivinilpirrolidona (PVP) e o tamanho médio relatado de particulas é de
cerca de 1,5-2 nm. A concentracdo de prata do produto é de 12.000 pg/mL. Foram
determinadas a concentracdo inibitdria minima das AgNPs e do Fluconazol em combinacéo,
medicamento comercialmente disponivel e amplamente utilizado no tratamento de infeccGes
fangicas. Apo6s o tratamento, as células foram preparadas e analisadas em microscopio
eletrénico de transmissédo (MET) e MET de alta resolugdo. A CIM foi determinada para
diferentes concentracdes de culturas celulares, e os valores para AgNPs isoladas foram: 600
ng/mL para 10’ células; 150 pug/mL para 10°% e 42 pg/mL para 10* células/mL. Os valores
para AgNPs em combinagdo com fluconazol foram: 60 pg/mL e 125 pug/mL de AgNPs e
fluconazol, respectivamente, para 10° células/mL; e 18 pg/mL e 31 pg/mL de AgNPs e
fluconazol, respectivamente, para 10* células/mL. A anélise por microscopia eletronica de
transmissdo revelou acimulo de AgNPs fora das células, mas também nanoparticulas menores
localizadas em todo o citoplasma. A analise por espectroscopia de dispersdo de energia
(EDX) confirmou a presenca de prata intracelular. A partir dos resultados obtidos, os autores
concluiram que as AgNPs utilizadas no estudo ndo penetram na célula, mas liberam ions de
prata que se infiltram na célula, levando a formacéo de NPs através da redugdo por compostos
organicos presentes na parede celular e no citoplasma.

A atividade antibacteriana de nanoparticulas de prata (AgNPs) foi investigada por

Mirzajani et al.**

em 2011, utilizando Staphylococcus aureus PTCC1431 como modelo de
bactérias Gram-positivas. O mecanismo de atividade antibacteriana das AgNPs foi estudado
por analise do crescimento, morfologia e variagdes moleculares na parede celular. Os dados
experimentais mostraram que as AgNPs a uma concentracdo de 4 pg/ml inibiram

completamente o crescimento bacteriano. Os resultados da microscopia eletronica de
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transmissdo confirmaram danos na parede celular produzidos pelas AgNPs, bem como
acumulacdo de AgNPs na membrana bacteriana. Enquanto isso, as bactérias tratadas com
AgNP foram monitorizadas para revelar variacfes de peptidoglicano. Os autores observaram
algum grau de variacdo na posicdo da hélice a da cadeia peptidica. Além disso, o aumento da
concentracdo de AgNP para 8 pg/ml resultou na libertacdo de acido muramico no meio de
cultura, o que poderia ser atribuido & deterioragdo da parede celular. Uma anélise de
cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de massas e libertagdo de acido muramico,
como indicador bacteriano, mostraram que as cadeias de glicano podem também terem sido
decompostas como resultado do tratamento com AgNP.

O estresse oxidativo induzido por espécies reativas de oxigénio (ROS) é um dos mais
importantes mecanismos antibacterianos de nanoparticulas (NPs). Para elucidar os

mecanismos de geracdo de ROS, Li et al.”

em 2012 investigaram a cinética de producdo de
ROS de sete NPs de Oxido de metal selecionados sob irradiacdo UV (365 nm). Foram
selecionados sete Oxidos metélicos, sendo eles: TiO,, CeO,, ZnO, CuO, SiO,, Al,03; e Fe,0s3,
e investigada a geracéo de trés espécies de ROS (0%, OH® e 03). Seguidamente a mensuragéo
da producgdo de ROS, foi realizada uma correlagéo entre producdo e morte de E. coli. Os
resultados mostram que diferentes 6xidos de metal tinham cinética de ROS fotogenerada
distinta. Particularmente, as nanoparticulas de TiO, e as nanoparticulas de ZnO geraram trés
tipos de ROS (radical superoxido, radical hidroxilo e oxigénio singleto), enquanto outros
Oxidos metalicos geraram apenas um ou dois tipos ou ndo geraram qualquer tipo de ROS.
Além disso, NPs produziram mais ROS do que suas contrapartes em massa provavelmente
devido a maiores areas superficiais de NPs fornecendo mais locais de absorcdo para a
irradiacdo UV. O mecanismo de geracdo de ROS foi elucidado comparando as estruturas
eletronicas dos 0xidos de metal com os potenciais redox de varias geragdes de ROS, que
corretamente interpretaram a geracdo de ROS da maioria dos Oxidos metalicos. Para
desenvolver uma relagdo quantitativa entre o estresse oxidativo e a atividade antibacteriana de
NPs, foi examinada a viabilidade de células de E. coli em suspensfes aquosas de NPs sob
irradiacdo UV e uma correlacdo linear foi encontrada entre a concentragdo média de ROS
totais e as taxas de sobrevivéncia bacteriana (R* = 0,84). Embora as NPs de ZnO e CuO
tenham liberado ions tdxicos que contribuiram parcialmente para a sua atividade
antibacteriana, esta correlacdo relacionou quantitativamente a capacidade de producdo de
ROS das NPs com a sua atividade antibacteriana, assim como elucidou as aplicaces de NPs

de éxido metalico como potenciais agentes antibacterianos.
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Devido a falta de conhecimento especifico sobre a interacdo de nanoparticulas de CuO
com bacteérias e sua possivel permeagdo nas células bacterianas até o0 momento deste estudo,

Applerot et al.*°

em 2012 realizaram uma pesquisa cujo objetivo foi esclarecer a relacéo entre
tamanho de particulas e atividade antibacteriana de CuO. As particulas de CuO foram
sintetizadas através do método sonoquimico, com solugdo de aménia adicionada a reagdo. A
analise por DRX ndo apresentou picos relacionados a impurezas das particulas sintetizadas. O
tamanho das particuls foi analisado atraves de microscopia de varredura e microscopia de
transmissdo, e as imagens foram comparadas com nanoparticulas de CuO micrométricas e
nanomeétricas disponiveis comercialmente. Tanto as particulas comercialmente disponiveis
quanto as sintetizadas apresentaram escala nanométrica e natureza aglomerada,
provavelmente devido ao seu pequeno tamanho e interacdo entre elas através de forcas de van
der Waals. A citotoxicidade das particulas contra E. coli e S. aureus foi realizada, durante um
periodo de tempo de 3 horas. Os resultados demonstraram que o controle dos microrganismos
sem tratamento com as particulas ndo apresentou nenhuma modificacdo de sua viabilidade, e
todas as amostras de CuO reduziram pelo menos 36% da viabilidade microbiana em 3 h.
Embora ambos os microrganismos tenham sido reduzidos com as particulas sintetizadas, a E.
coli apresentou maior susceptibilidade aos tratamentos em comparacdo com S. aureus. O
aumento no tamanho das particulas promoveu maior toxicicidade para S. aureus, porém essa
correlagdo néo foi observada para a E. coli.

As nanoparticulas de prata demonstram ser prejudiciais as células fungicas, e devido
aos mecanismos de acdo ainda ndo terem sido totalmente estabelecidos, Hwang et al.”® em
2012 realizaram um estudo para demonstrar que células de C. albicans em contato com
nanoparticulas de prata sofriam morte por apoptose. Muitos estudos tém demonstrado que o
acumulo de espécies reativas de oxigénio induz e regula a apoptose celular. Além disso, 0s
radicais hidroxila sédo considerados componente importante da morte celular. Portanto, foi
assumido pelos autores que radicais hidroxila estavam relacionados com a apoptose e seu
efeito foi investigado. Para isso, foi utilizado um corante (DHR-123), que é um indicador de
niveis de ROS, e foi utilizado para a morte de células com a presenca de radicais hidroxila, e
0 perdxido de hidrogénio foi utilizado como controle de morte. Através deste teste, foi
demonstrado que as células de C. albicans tratadas com as nanoparticulas de Ag exibiram
quantidade de ROS semelhantes as células tratadas com H,0,. Foi observado que, com o
aumento de ROS intracelular, o nivel intracelular de OH também foi marcadamente
aumentado quando as celulas foram tratadas com nano-Ag. Uma reducdo na membrana

mitocondrial demonstrada pela analise de citometria de fluxo e a liberagdo de citocromo C de
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mitocondrias também foram verificados, indicando que as nano-Ag também atuam sobre
esses sistemas celulares. Usando outros marcadores diagnosticos confirmadores de apoptose
de levedura, incluindo Fosfatidilserina, DNA e fragmentacdo nuclear, e ativacdo de
metacaspases, as células expostas a nanoparticulas de prata mostraram aumento da espécie
reativa de oxigénio e producgéo de radicais hidroxila. Todos os outros fendmenos de disfungéo
mitocondrial e caracteristicas apoptoticas também apareceram. Os resultados indicam que
nanoparticulas de prata possuem efeitos antifingicos com caracteristicas apoptéticas e 0s
autores sugeriram que os radicais hidroxila gerados pelas nanoparticulas de prata tém um
papel significativo na apoptose disfuncional mitocondrial.

Com a finalidade de investigar a atividade antifingica e propriedades estruturais de
nanocristais de TiO,, Longo et al.'®® em 2013 sintetizaram diéxido de titanio nanocristalino
através do método solvotermal, onde isopropanol, acetilacetona e isopropoxido de titanio
foram misturados e mantidos em agitagdo constante em temperatura ambiente, e em seguida,
5 mL de solugdo de &cido nitrico foram adicionados ao sistema. Esta solucdo foi entdo
aquecida a 60°C durante 24h, o que resultou em um col6ide amarelo transparente intenso. Em
seguida a mistura foi transferida para uma autoclave de Teflon que foi selada e processada por
um método solvotérmico. Depois disso, a solucdo foi centrifugada, lavada varias vezes e seca
a 40°C. Em seguida, preparou-se uma solucdo aquosa de nc-TiO, (2 mg/mL) para os testes
microbioldgicos. As particulas obtidas foram caracterizadas por DRX, espectroscopia Raman
e MET. A atividade antifungica dos nanocristais foi determinada com o microrganismo C.
albicans ATCC 90028, e apds o tratamento do microrganismo com as particulas, a atividade
antifungica foi determinada através de plagueamento e contagem de UFC/mL. Calculos
tedricos também foram realizados para melhor entendimento das propriedades eletronicas da
rede cristalina. Os padrées DRX do TiO, sintetizado indicam nanocristais monofasicos
cristalinos com uma estrutura de TiO, de fase anatase tetragonal. Os picos foram largos,
indicativos da desordem estrutural do material, consequéncia da estrutura de superficie que é
diferente da estrutura em massa. Nos espectros de Raman a fase rutilo foi encontrada, fato que
ndo havia sido evidenciado pelo DRX. Micrografias de MET mostraram que as estruturas de
TiO, tem uma morfologia homogénea e esférica. Um histograma de analise de 200 particulas
obtidas usando o software ImageJ mostrou que a distribuicdo de tamanho de particula tem um
diametro médio de 5,4 nm. Testes microbioldgicos mostraram que a exposicdo de C. albicans
a solucgdo de TiO, resultou em uma reducgdo de 30% no crescimento de fungos em comparagao
com o controle de crescimento. Este resultado indica que a solugdo de TiO; teve um efeito

antifngico contra células de C. albicans mesmo sem radiacdo induzida pela luz. Com base
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nos calculos teoricos, foi proposto pelos autores que a geracdo de espécies reativas de
oxigénio que sdo responsaveis pela reducdo dos microrganismos sdo geradas na superficie
(101) das nanoparticulas de TiO,.

Os potenciais efeitos fungistaticos e fungicidas de nanoparticulas de hidroxiapatita
com Ag (HA @ Ag) em solucdo contra C. albicans foram avaliados por Zamperini et al.**
(2013), por meio de determinacdo da concentracdo inibitoria minima (CIM) e concentracdo
fungicida minima (CFM). Além disso, os efeitos da solucdo de HA @ Ag contra a formacéo
de biofilme de C. albicans foram também investigados. A sintese das nanoparticulas de
hidroxiapatita foi feita através do método da co-precipitacdo, com o controle do pH da
solucdo em 11 com gotejamento de solu¢do amoniacal. Em seguida, a suspenséo contendo as
particulas foi inserida em recipiente de Teflon e levado para tratamento em micro-ondas, com
800 W de poténcia, aquecimento de 140°C e pressdo constante de 3 bar. Apos o tratamento, 0
produto resultante foi lavado diversas vezes até a obtencdo de um pH neutro, e em seguida foi
seco em forno. Para as particulas decoradas com Ag, 0 mesmo produto proveniente da sintese
descrita foi disperso em agua destilada, o pH foi mantido em 5 e 5 mL de solucdo de AgNO;
foram adicionados, mantendo em agitacdo constante e aquecimento a 60°C. A caracterizacdo
das particulas foi feita através de MET, EDX, DRX, espectroscopia Raman e UV-Vis. A
atividade antifangica das particulas foi verificada contra C. albicans ATCC 90028, em forma
plancténica e em biofilmes de 48 h. Analise em MET demonstrou que houve poucas
diferencas entre as duas particulas em relacdo ao tamanho e morfologia. As particulas
apresentaram tamanhos entre 12 a 27 nm em formato de nanohastes, enquanto as particulas
decoradas com Ag possuiam a mesma morfologia, porém com pequenas esferas
correspondentes a Ag na superficie. Analise de EDX demonstrou a presenca de calcio,
fosforo, oxigénio e prata nas amostras. Os resultados de DRX demonstraram que as estruturas
obtidas ndo possuiam fases secundarias deletérias, e todos os modos Raman encontrados
foram atribuidos as estruturas de HA. UV-Vis demonstrou uma diferenca significativa entre
Egap das amostras de HA e HA @ Ag, sendo 4,7 eV e 3,6 eV, respectivamente. Os autores
acreditaram que essa diferenca significativa pode ser atribuida a defeitos de superficie da Ag e
defeitos na interface HA e Ag. Os valores de CIM e CFM foram 62,50 pg/mL e 250 pg/mL
para os cristais decorados contra C. albicans plancténica. Foi observada uma reducéo
significativa na quantidade de células vidveis nos biofilmes de 48 h quando expostos as
nanoparticulas, porém apenas na concentragdo de 1000 ug/mL. Esses resultados foram
confirmados por analise dos biofilmes em MEV, onde pode-se observar alteraces

morfologicas nas células e diminuicdo da quantidade de hifas, forma invasiva da C. albicans.
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Com base nos resultados, os autores concluiram que as particulas possuem atividade
antifungica contra C. albicans.
O Ortofosfato de prata (AgsPO4) € um material reconhecido por sua alta atividade

fotocatalitica, e devido a essa e outras caracteristicas do material, Xu et al.*8®

investigaram em
2014 a atividade antimicrobiana do nanocomposito heterostruturado AgsPO,4 / TiO, / FezO4
contra E. coli, além de sua atividade fotocatalitica na degradacdo de laranja &cido sob luz
visivel. Para isso, 0os autores sintetizaram as nanoesferas e, em seguida, filmes com esses
compostos. Verificou-se que 0 nanocomposito exibe uma atividade fotocatalitica
marcadamente aumentada, estabilidade no ciclo e durabilidade a longo prazo na
fotodegradagdo de laranja &cido 7 (AO7) sob luz visivel. Além disso, o filme antibacteriano
preparado a partir de nanocomposito AgsPO, / TiO, / Fe3O,4 apresentou excelente atividade
bactericida e reciclabilidade em relacdo as células de E. coli sob irradiacdo de luz visivel.
Além da citotoxicidade intrinseca dos ions de prata, a eficiéncia bactericida elevada de
AgsPO, / TiO, / FesO,4 pode ser atribuida em grande parte a sua atividade fotocatalitica
aumentada. Os radicais hidroxila e superoxido nas interfaces formadas Ag / AgsPO,/ TiO,
causam alteraces morfoldgicas consideraveis nas células do microrganismo e conduzem a
morte das bactérias.

Ninganagouda et al"® em 2014 estudaram a atividade antibacteriana de
nanoparticulas de Ag sintetizadas a partir de um filtrado extracelular de Aspergillus niger em
contato com nitrato de Ag, contra a bactéria E. coli. As nanoparticulas foram biosintetizadas
e, em seguida, caracterizadas através de UV-Vis, MET, determinacdo do potencial zeta, FTIR,
MEV, EDX e quantificacdo das espécies reativas de oxigénio contidas na superficie das
nanoparticulas. Um pico unico de 416 nm observado em UV-Vis revela ressonancia
plasménica de superficie especifica nesse pico; as micrografias de MET revelaram o tamanho
das nanoparticulas em 20-55 nm, e seu diametro médio foi de 73 nm, com um potencial zeta
de -24 mV. Micrografias de MEV demonstraram que as AgNPs possuiam morfologia esférica
com a superficie lisa. Analise em EDX revelou a presenca de AgNPs metélicas puras
juntamente com tragos de carbono e oxigénio. Das diferentes concentragées (0, 2,5, 5, 10 e 15
ng/mL) utilizadas, a concentragio de 10 pg/mL foi suficiente para inibir 10’ UFC/mL de E.
coli. A interacdo entre a proteina bacteriana e AgNPs foi investigada por FTIR, e 0s
resultados demonstraram a presenca de diferentes grupos funcionais como amina secundaria,
hidrocarbonetos alifaticos saturados (alcanos), alquileno, anidrido, alceno, composto
aromatico, alcool priméario. Nesse estudo, o FTIR foi uma ferramenta importante para a

identificacdo dos compostos. A producdo de ROS foi medida usando o diclorofluoresceina
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diacetato (DCFH-DA) e o efeito de geracédo de radicais livres pelas AgNPs sobre a inibi¢do do
crescimento bacteriano foi investigado por espectroscopia de ressonancia de spin eletrénico
(ESR). Apo6s 5 h de incubacdo, ROS formados na amostra foram detectados na emisséo de
523 nm. Excesso de espécies reativas de oxigénio podem atacar a membrana lipidica e, em
seguida, levar a uma degradacéo de sua fungdo. O resultado confirma a geracéo de radicais
livres pela superficie dos AgNPs, que se torna toxico para bactérias, levando as células a
morte. Ou autores concluiram que AgNPs possuem propriedades antibacterianas e atuam por
ancoragem a superficie celular, tentando entrar na célula bacteriana através da ruptura da
membrana, causando vazamento de componentes e morte. Além disso, a geracdo de ROS
pelas AgNPs é toxica para as células.

Para compreender o efeito antibacteriano de microcristais de a-Ag,WO, com e sem

1.1 em 2014 sintetizaram

nanofilamentos de Ag metélica na superficie, Longo et a
microcristais de tungstato de prata pelo método hidrotérmico assistido por micro-ondas, a
120°C durante 1h, utilizando 1 g de PVP como surfactante. O crescimento de nanofilamentos
de Ag metalica nos microcristais de a-Ag,WO, foi realizada em um microscépio eletrdnico
de varredura modelo 30 kV operado a 30 kV durante 30 minutos. As amostras (irradiadas e
ndo irradiadas) foram caracterizadas por DRX, espectroscopia Raman, MEV, MET e EDX. A
atividade antimicrobiana foi realizada por microdiluicdo em caldo, de acordo com as normas
preconizadas por Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) com modificacdes.
Cepa padrdo de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM) ATCC 33591 foi
cultivada e as concentracdes inibitoria / bactericida minima (CIM / CBM) foram
determinadas. Analise em MEV demonstrou que as particulas apresentaram morfologia
hexagonal, embora formas triangulares e cubicas também puderam ser observadas. Os
resultados de EDX confirmam que as estruturas formadas ap6s a exposi¢do aos elétrons séo
compostas, principalmente, por Ag, enquanto a particula na sua condicéo original € composta,
principalmente, por tungsténio (W), com menor quantidade de Ag, como esperado.
Microscopia eletronica de transmissdo de alta resolucdo (HRTEM) foi realizada no
nanofilamento de Ag metalica, apds os microcristais terem sido irradiados, e revelou que 0s
pardmetros de rede possuem em torno de 2,3A, o que é consistente com o plano (111) da
estrutura cubica do nanofilamento de Ag metalica. Nos espectros de DRX, ambos os cristais
apresentaram picos de difracdo nitidos e bem definidos, o que indica ordem estrutural e
cristalinidade, sem a presenca de fases deletérias. Os resultados microbioldgicos revelaram
que as solugdes AWO e AWO: Ag apresentaram efeitos bacteriostaticos e bactericidas contra

SARM, porém a amostra irradiada foi mais eficiente, sendo necessaria uma concentracdo 4
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vezes menor para eliminar o microrganismo em relacdo a particula sem irradiagdo. A
atividade antimicrobiana foi explicada pelo aumento no processo de transferéncia de elétrons
entre a banda de conducdo e a banda de valéncia dos cristais permitiu um aumento na
producdo de espécies reativas, 0 que causou a morte do microrganismo.

Roca et al.}*

em 2015 combinaram testes e resultados experimentais e calculos
tedricos para explicar as atividades fotocataliticas e antibacterianas de cristais de a-Aga;WQO,,
que foram obtidos usando o método hidrotermal assistido por micro-ondas (MH) com
surfactantes anidnicos. As vantagens dos resultados obtidos através do presente trabalho
foram duas: em primeiro lugar, 0 mecanismo e a origem das atividades fotocataliticas e
antibacterianas foram racionalizados. Em segundo lugar, este método sintético facil e
controlavel encoraja a sintese de 0xidos metalicos complexos com facetas ativas especificas,
que podem contribuir para o desenho racional de novos materiais para aplicacdes
multifuncionais. A difragdo de raios X e a anélise de refinamento de Rietveld confirmaram
que todos os cristais tém uma estrutura ortorrdmbica sem fases deletérias. A espectroscopia de
refletdncia difusa UV-Vis indicou a presenca de niveis intermediarios de energia e uma
variacdo nos valores do gap de banda Optica (3,09-3,14 eV) com o processo de crescimento de
cristais. A geometria, as propriedades eletronicas e as energias superficiais desses cristais
foram avaliadas utilizando-se célculos quénticos de primeiro principio baseados na teoria
funcional da densidade. As formas de cristal foram experimental e teoricamente modeladas
com base em dados de refinamento de Rietveld, imagens de MEV-EC e constru¢do de Wulff.
Para obter uma grande variedade de formas de cristal, as morfologias foram gradualmente
variadas ajustando a quimica da superficie, isto é, a estabilidade relativa dos cristais
facetados. Os mecanismos de crescimento de diferentes cristais de o-Ag,WO, e seus
desempenhos fotocataliticos e antibacterianos dependentes de faceta foram explorados, e 0s
resultados da combinacdo de dados experimentais e tedricos revelou a presenca de planos
(110) e (011) com altas energias superficiais juntamente com o desaparecimento de faces
relacionadas aos planos (010)/(010) nos cristais de a -Ag,WOy,, e esses achados foram fatores-
chave para racionalizar tanto as atividades fotocataliticas quanto antibacterianas. As diferentes
atividades podem ser atribuidas ao numero diferente de atomos Ag e W superficiais
insaturados capazes de formar os principais locais de adsor¢éo ativos. Diferentes propriedades
quimicas e fisicas e 0 conhecimento de suas propriedades eletrdnicas permitem a sintese
controlada de cristais com morfologias especificas, melhorando seu desempenho e

aumentando suas aplicag0es.
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O extrato alcodlico de folhas de tulsi foi utilizado como agente redutor e estabilizador
para a sintese de nanoparticulas de prata (AgNPs) no estudo de Khatoon et al.** 2015. O uso
de extrato vegetal para a sintese de nanoparticulas apresenta um excelente custo-beneficio, €
efetivo, de facil reproducdo, e representa um processo ecologicamente correto
(“ecofriendly”). As AgNPs biosintetizados foram caracterizadas utilizando-se a analise UV-
Vis, MET, DRX e FTIR. As AgNPs formadas mostram a ressonancia plasmonica de
superficie a 430 nm. Possuiam uma superficie lisa com um diametro médio de 2-7 nm e sua
natureza cristalina foi confirmada pelo DRX. A atividade antifingica das AgNPs foi avaliada
para patogenos fungicos humanos oportunistas como Candida albicans, Candida glabrata e
Candida tropicalis. O efeito antifungico foi determinado pela CIM, CFM e ensaio de difusdo
em disco. Além disso, para avaliar a patogenicidade, realizaram-se ensaios de proteinase e
fosfolipase. A analise em MET das células de Candida tratadas revela que as AgNPs podem
exercer atividade antifungica rompendo a estrutura e a integridade da membrana celular. A
citotoxicidade de AgNPs foi verificada por realizacdo de ensaio hemolitico contra eritrocitos
humanos. Nos valores correspondentes a CIM, as AgNPs causaram apenas 5,6% de lise nos
glébulos vermelhos, o que foi muito baixo em comparacdo com o0s agentes antifungicos
convencionais. Assim, as AgNPs biosintetizadas utilizando extratos de plantas tém grande
potencial antifungico e podem ser utilizadas no tratamento de infec¢des flngicas. Segundo os
autores, mais estudos devem ser feitos para entender seu mecanismo de agéo.

A atividade antimicrobiana e propriedades do TiO, decorado com prata (TiO2:AQ)
foram estudadas por André et al. em 2015. Os autores descreveram a sintese e caracterizacdo
de nanoparticulas de TiO,: Ag, que foram obtidas através da sintese hidrotérmica assistida por
micro-ondas e caracterizadas por DRX, MET, MEV, espectroscopia Raman e UV-Vis. Os
testes microbiologicos foram realizados com 0s microrganismos Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (SARM), C. albicans, C. glabrata, e C. tropicalis obtidas em American
Type Culture Collection (ATCC 33591, ATCC 90028, ATCC 2001, e ATCC 4563,
respectivamente), nas formas planctonicas e biofilmes. O teste de microdiluicdo em caldo foi
realizado seguindo as normas estabelecidas por CLSI, onde 0s microrganismos séo incubados
com uma solucdo contendo as particulas, e a biomassa total do biofilme foi avaliada através
de coloracdo com cristal violeta. A base da atividade bioldgica de TiO,: Ag foi investigada
por analise eletronica do material usando célculos quénticos tedricos. A analise de DRX
demonstrou que as amostras de TiO, e TiO,: Ag foram indexadas como a fase anatase de
TiO, com estrutura tetragonal. Os picos de difracdo relacionados as fases secundarias foram

detectados e indexados como Ag metélica, além da fase anatase primaria de TiO,, ha amostra
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de TiO,: Ag. Resultados de UV-Vis e espectroscopia Raman levaram os autores a concluir
que a heteroestrutura formada com TiO, e Ag aumentou a formacdo de estados profundos no
intervalo de banda, levando a partilha de elétrons entre TiO, e Ag (semicondutor / metal). As
micrografias feitas em MEV mostraram que as estruturas de TiO,: Ag apresentaram uma
morfologia homogénea e esférica, com uma natureza aglomerada. No mecanismo de acdo
proposto, o semicondutor impregnado doa elétrons para as fendas de bandas proibidas no
metal, gerando defeitos pontuais, com elétrons e buracos parcialmente localizados na
superficie, iniciando um processo radical envolvendo o solvente e o alvo bioldgico. Os
autores sugerem gue este nanomaterial tem potencial para uso no desenvolvimento de novos
agentes terapéuticos.

Variando os solventes utilizados na sintese, a estrutura, atividade antiflngica e as
propriedades opticas de microcristais de p-Ag,MoO, foram investigados por Fabbro et al.®°
em 2016, utilizando abordagens experimentais ¢ tedricas. As amostras de B-Ag.MoQO, foram
preparadas por um método de co-precipitacdo utilizando diferentes solventes (dgua, etanol e
amoniaco), e a sua atividade antifungica contra Candida albicans ATCC 90028 foi
investigada. Para determinacdo da atividade antifungica, foi utilizada a metodologia
preconizada pelo CLSI, onde se determina a concentracdo fungistatica e fungicida minima
para 0s microcristais. As amostras foram caracterizadas por DRX, espectroscopia de micro-
Raman, MEV-EC e MET com EDX. As propriedades Opticas foram investigadas por
espectroscopia UV-Vis e medicbes de fotoluminescéncia a temperatura ambiente. A forma
termodinadmica de equilibrio dos cristais de B-Ag;MoO, foi determinada com base nas
energias de superficie calculadas utilizando a construcdo de Wulff. Como resultados,
elucidaram que a superficie (011) foi a predominante na morfologia. A morfologia
experimental foi obtida pela variacdo da razdo de energia de superficie para cada faceta. Uma
grande diminuicdo da energia superficial para a superficie (111) forneceu a morfologia
experimental para os cristais sintetizados usando agua e etanol como solventes; quando as
energias superficiais para as superficies (011) e (001) aumentaram, a morfologia cristalina
obtida usando amoniaco como solvente foi reproduzida. Uma correlagdo entre as superficies
expostas e a atividade antifingica foi revelada, e o microcristal sintetizado utilizando o alcool
como solvente apresentou melhores resultados antifungicos. Os autores correlacionaram a
atividade antifingica com a morfologia dos cristais. Os célculos tedricos confirmam a
racionalidade do esquema experimental e elucidam a razdo subjacente a atividade fungistatica

e fungicida contra Candida albicans.



57

A resisténcia bacteriana aos antibiéticos convencionais é atualmente um dos mais
importantes problemas de salde e tem graves impactos negativos na pratica médica. O estudo

de Panacek et al.**

em 2016 apresentou uma solucdo potencial para este problema, utilizando
os fortes efeitos sinérgicos dos antibidticos combinados com nanoparticulas de prata (NPs).
Os NPs de prata inibem o crescimento bacteriano por meio de um modo de acdo
antibacteriana de varios niveis em concentracdes que variam de alguns ppm a dezenas de
ppm. As NPs de prata aumentaram fortemente a atividade antibacteriana contra
Enterobacteriaceae produtoras de p-lactamase e carbapenemase quando combinadas com o0s
seguintes antibidticos: cefotaxima, ceftazidima, meropenem, ciprofloxacina e gentamicina.
Todos os antibi6ticos, quando combinados com NPs de prata, apresentaram atividade
antibacteriana aumentada em concentracdes muito abaixo das concentracdes inibitorias
minimas (décimos a centésimos de um ppm) de antibidticos individuais e NPs de prata. A
atividade aumentada de antibidticos combinados com NPs de prata, especialmente
meropenem, foi mais fraca contra bactérias ndo resistentes do que contra bactérias resistentes.
O teste de sinergia de disco duplo mostrou que as bactérias ndo produziram [-lactamase
guando tratadas com antibidticos combinados com NPs de prata. Foram necessarias baixas
concentracOes de prata para o aumento efetivo da atividade antibacteriana contra bactérias
multirresistentes. Estas baixas concentra¢fes de prata ndo mostraram efeito citotoxico para as
células de mamiferos, uma caracteristica importante para potenciais aplicacbes médicas.

Tamayo et al.**

em 2016 realizaram uma revisdo bibliografica sobre a acéo
antibacteriana de nanoparticulas de cobre. O desenvolvimento de nanocompadsitos poliméricos
com propriedades antimicrobianas tem sido um fator importante para o controle ou inibigdo
do crescimento de microrganismos, prevenindo doencas alimentares e infec¢bes nosocomiais.
Comercialmente, os produtos antibacterianos disponiveis baseados em polimeros de prata sao
os mais utilizados, embora o cobre seja consideravelmente mais barato. A incorporacdo de
nanoparticulas de cobre como agentes antibacterianos em matrizes para gerar nanocompositos
de cobre-polimero apresentaram excelentes resultados na inibicdo do crescimento de um
amplo espectro de microrganismos. As potenciais aplicagdes em embalagens de alimentos,
dispositivos médicos, industrias téxteis e farmacéutica, e tratamento de agua geraram um
numero crescente de investigagdes sobre a sintese e preparo de nanocompdsitos a base de
cobre e matrizes poliméricas alternativas, como hospedeiros potenciais de particulas nano-
modificadoras. Atualmente, existem varios métodos de sintese para a obtencdo de
nanoparticulas, dentre as principais: sintese quimica, fisica e biolégica. As principais técnicas

quimicas para sintese de nanoparticulas de cobre sdo reducdo quimica, micro-emulséo,
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reducdo sono-quimica, eletroquimica, sintese hidrotérmica em micro-ondas e sinteses
hidrotérmicas convencionais. A sintese bioldgica é considerada um tipo de técnica quimica,
embora produza nanoparticulas pela reducéo de ions metalicos por biomoléculas presentes em
plantas, frutos, algas marinhas, bactérias e leveduras. Métodos fisicos de sintese de
nanoparticulas de cobre sdo laser, vapor de metal, descarga de fio pulsado, e moagem
mecanica. Os métodos fisicos permitem a producgdo de nanoparticulas de cobre de diferentes
tamanhos e morfologias. Contudo, o processo requer equipamento dispendioso e a qualidade
do produto é menor do que as nanoparticulas produzidas por métodos quimicos. Existem
diferentes condicGes de trabalho para controlar o crescimento e a geometria de nanoparticulas
durante a sintese quimica, como a escolha de agentes estabilizadores, solventes e agentes
redutores. Embora a sintese quimica gere nanoparticulas com caracteristicas especificas, a
principal desvantagem € a toxicidade relativa destes produtos. Neste sentido, a sintese
biologica é a alternativa mais ecoldgica dentre as citadas. A eficicia antibacteriana de
nanocompositos de polimeros associados a metais melhora com uma elevada relacdo
superficie / volume, o que aumenta o nimero de ions liberados das nanoparticulas no
polimero. O mecanismo de corrosdo do cobre em solugfes aquosas e a geracdo de espécies
reativas de cobre variam com o pH. Em geral, duas espécies de cobre sdo formadas na
presenca de agua e oxigénio, Cu,O e CuO, que podem se dissolver em ions de cobre,
responsaveis pela atividade antibacteriana. Algumas propriedades desses materiais, como
cristalinidade e polaridade da matriz que englobam as nanoparticulas podem influenciar
diretamente na liberacdo dos ions. Estudos demonstraram que as nanoparticulas de cobre sdo
responsaveis por se aderirem e causarem danos na membrana de E. coli, resultando em células
lisadas e mortas com cerca de duas horas de contato entre elas. Os autores concluiram com
essa revisdo que com o passar dos anos, varios estudos tém sido publicados com a finalidade
de elucidar os mecanismos de acdo antibacterianos das nanoparticulas de cobre. Embora
tenham muitos estudos comprovando seu efeito bactericida, ainda hd a necessidade de
maiores investigacOes sobre a citotoxicidade desses materiais, para que seu Uso possa ser tao

difundido quanto o uso da Ag, que apresenta um custo 8 vezes maior em relagdo ao cobre.

2.3 Estudos Sobre Estrutura Celular

Devido a parede celular de fungos possuir importante papel na manutencdo de sua
viabilidade e conter componentes que nao sao encontrados nas células de mamiferos, podendo

servir de alvo para o desenvolvimento de novos farmacos, Klis et al.*> em 2001
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desenvolveram uma reviséo de literatura onde estudaram a organizagdo molecular da parede
celular de C. albicans. As macromoléculas que sdo responsaveis pela resisténcia mecénica da
parede celular formam uma camada esquelética proxima da membrana plasmatica. Essa
camada protetora interna € composta por proteinas e funciona como um limitador da
permeabilidade para grandes moléculas, e determina as propriedades antigénicas e
hidrofobicidade da superficie celular. J4 a camada protetora externa contém diversas proteinas
responsaveis pela adesdo celular nas células do hospedeiro ou superficies. A parede celular de
C. albicans e S. cerevisiae é composta basicamente por manoproteinas, $ (1, 3) -glucano, B (1,
6) —glucano e, em menor quantidade, quitina.

Ruiz-Herrera et al.'**

, em 2006, realizaram analises comparativas dos componentes
estruturais da parede celular e das proteinas estruturais, e elucidaram as semelhancas nos
mecanismos de sintese e construcdo da parede celular em diferentes fungos, mas também
revelaram varias singularidades da espécie C. albicans. Entre as diferencas reveladas, pode-se
citar a estrutura de B (1, 3) —glucano ¢ das proteinas Pir, 0 mecanismo biossintético do (1, 6)
—glucano, e as diversas funcdes da quitina, além das caracteristicas superficiais e adesivas da
parede. Assim, a parede celular da C. albicans é composta por lipidios, como o
fosfolipomanano, quitina (formada por N-acetilglucosamina), e polissacaridios B-glucanos, e
proteinas. As proteinas desempenham papéis extremamente importantes para a fisiologia
celular, ja que possuem funcgdes enzimaticas, sdo responsaveis pela interacdo da célula com o
ambiente, antigenicidade, patogenicidade, alem de influenciar na morfologia e estrutura

celulares.

Em 2008, Chaffin®* estudou, através de revisdo e anélise sistemética da literatura, as
proteinas que compde a parede celular da Candida albicans. A parede celular, com o0s
polissacarideos e proteinas, € uma organela dinamica. Anélises protedmicas e transcricao sao
métodos para identificacdo das proteinas expressas pela parede, sob diferentes condigdes. A
superficie das células apresenta basicamente duas fungdes: proteger seu conteido, e permitir a
interacdo da célula com o ambiente. Além disso, ela &€ o ponto de contato entre o
microrganismo e as superficies do hospedeiro, incluindo células fagocitarias, ou superficies
inertes, como préteses. Devido a sua importancia, o estudo das proteinas da parede celular
tem avancado, e diversas ferramentas tém sido utilizadas. Especificamente as proteinas da
parede celular exercem um papel importante na manutencdo da integridade estrutural da
membrana, mediam a adesdo celular, possuem fungbes enzimaéticas (como a protedlise),

influenciam na morfologia da célula (levedura, pseudo-hifa e hifa) e no estilo de vida
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planctonico ou sessil do microrganismo. O nimero de camadas que formam a parede celular é
variavel entre as espécies, e também podem variar de acordo com a metodologia empregada
na analise. Vérias proteinas que nao estdo ligadas a matriz de polissacarideos possuem

funcBes enzimaticas na parede celular, e afetam a estrutura da parede celular.

Masuoka'*

em 2010 investigou na literatura os glicanos de superficie de Candida
albicans e outros fungos patogénicos. A primeira interacdo entre os fungos patogénicos e 0s
pacientes infectados ocorre devido a parede celular. A parede celular fangica é composta por
glicoproteinas incorporadas dentro de uma matriz de polissacarideos. Além disso, algumas
espécies produzem uma cépsula de polissacarideos que rodeiam a parede celular. Assim, a
caracterizacdo dos componentes externos da membrana poderia conduzir a uma melhor
compreensdo dos mecanismos de adesdo flngica, gerar propostas de modo a aumentar a
resposta imonoldgica do hospedeiro contra o patégeno e auxiliar no desenvolvimento de
testes diagndsticos baseados na identificacdo dos carboidratos que compde a membrana. Trés
tipos de monossacarideos formam as cadeias de carboidratos da parede celular dos géneros
Candida e Saccharomyces: Dglucose, N-acetil-D-glucosamina e D-manose. Estudos
anteriores estudaram a composicao da parede celular de C. albicans, e ja haviam isolado, pela
primeira vez, 0 manano a partir de uma parede celular. Embora as paredes celulares
esquematizadas sejam frequentemente descritas como sendo uma estrutura aparentemente
estatica, € evidente que a parede celular € uma estrutura dindmica e que pode ser referida mais
adequadamente como zona de enriquecimento, onde as manoproteinas sao 0s componentes
principais dessa zona de enriquecimento, e ficam se movendo para fora da membrana. Essa
zona de enriquecimento também é referida na literatura como espaco periplasmatico. A regido
proximal dessa zona enriquecida é formada por quitina e glucano, e a zona mais externa é
composta de manoproteinas. Com a evolugdo dos métodos e estratégias de glicobiologia, os
autores concluiram que os pesquisadores estdo muito préximos de serem capazes de quebrar
0s glicanos contidos na parede celular e estudar os componentes que influenciam na
patogénese, resposta imunoldgica, além do desenvolvimento de terapias e diagndsticos. Além
disso, o detalhamento dos componentes da parede celular permite o estudo mais completo da

interacdo hospedeiro-parasita.

Candida albicans, é um patogeno fungico humano comum, e pode mudar a morfologia de
levedura para pseudo-hifa ou hifa, dependendo de estimulos ambientais. E bem conhecido que
a capacidade de conversdao morfolégica (polimorfismo) e sua capacidade de adesdo torna a C.

albicans um microrganismo virulento. Vale ressaltar que todos os fatores envolvidos na
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morfogénese sdo conhecidos por serem importante para a viruléncia deste patégeno. Para
examinar uma proteina ribossomal de grande importancia na viruléncia da C. albicans
(Asclp), Kim et al.¥® (2010) reproduziram um modelo animal (rato) mutante homozigético
nulo em Asclp para estudo. Cepas de C. albicans foram cultivadas em meio de cultura YPD e
foram utilizadas técnicas de biologia molecular para gerar a expressdo de CaAscl em uma
cepa do fungo. Foram realizados testes de adesdo e invasédo celular pelas cepas de Candida, e
teste de sobrevivéncia dos modelos animais durante o periodo de um més, apés o
microrganismo ter sido inoculado em seu corpo. A partir dos resultados, que demonstraram
que a atividade de adesé@o e expressao génica de fatores de viruléncia foram alteradas nas
celulas de C. albicans devido a delecdo do Ascl, os autores sugeriram que Ascl possui um

papel fundamental na viruléncia do microrganismo.

Kishen e Haapasalo®™ em 2012 realizaram uma revisdo de literatura, com variedade de
modelos de biofilme in vitro que sdo atualmente usados em endodontia para diferentes
experimentos microbioldgicos. Nesta area, os biofilmes bacterianos sdo desenvolvidos para o
estudo das interagBes microbianas no espaco dos canais radiculares ou entre bactérias e
células imunes do hospedeiro. Entretanto, para o desenvolvimento de um modelo de biofilme,
deve-se levar em consideracdo as peculiaridades dos microrganismos envolvidos, como, por
exemplo, a taxa de crescimento do biofilme, as bactérias resistentes, a natureza da aderéncia
bacteriana ao substrato, caracteristicas fisico-quimicas do substrato, espessura do biofilme,
densidade celular bacteriana, quantidade de LPS produzido na lise celular e co-existéncia de
bactérias diferentes no mesmo biofilme. As técnicas de avaliacdo do biofilme sdo muito
importantes para o sucesso da pesquisa. Dentre as técnicas para avaliagdo mais utilizadas,
temos a contagem de UFC/mL, técnicas de avaliacdo colorimétricas e técnicas microscopicas.
A avaliagéo por contagem de UFC/mL permite uma quantificacdo do nimero de células vivas
existente em toda a extensdo do biofilme, desde as camadas mais externas até o seu interior e
camadas mais basais. No entanto, a contagem de UFC tem a capacidade de detectar apenas as
bactérias que sdo capazes de iniciar um processo de divisdo celular a uma taxa suficiente para
que haja a formacdo de coldnias, e cujas necessidades sdo suportadas pelo meio de cultura
utilizado. Além disso, varios protocolos recomendam a remocéo do biofilme do substrato por
sonicagdo ou centrifugacdo, e esses processos sdo criticos, pois se forem mal executados,
podem ndo desprender todo o biofilme da superficie. Além disso, algumas bactérias podem
ser sensiveis a estes procedimentos. Os ensaios colorimétricos sdo méetodos semi-quantitativos

baseados na captacdo de corante (por exemplo, cristal violeta) pela estrutura do biofilme, e é
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revelado apds a captacdo com alcool ou algum surfactante, e a intensidade do fluido é
mensurada em espectrofotdmetro. Este € um método rapido de avaliacdo, porém os resultados
obtidos sdo um reflexo do nimero de microrganismos no biofilme, e ndo um indicador real da
matriz extracelular formada. A microscopia de luz é uma técnica amplamente utilizada para
analise de biofilmes, seja diretamente em amostras in vitro ou em cortes histologicos. Possui
as vantagens de ser uma analise de relativo baixo-custo, simples, rapida e amplamente
disponivel. Esta técnica consiste em corar o biofilme com corantes fluorescentes adequados
(por exemplo, iodeto de propidio) ou de natureza ndo fluorescente (por exemplo, safranina).
Células bacterianas também podem ser observadas em microscopios fluorescentes sem
utilizacdo de sondas fluorescentes. As MEV e MET e também s&o métodos eficazes para a
avaliacdo de biofilmes. A principal desvantagem da técnica € a necessidade de extenso
preparo das amostras, como fixacdo, desidratacdo quimica, congelamento ou secagem, e
recobrimento. Esses tratamentos podem alterar a morfologia original do biofilme. Embora 0s
processos causem alteracdo na matriz biofilme, as células microbianas ainda permanecem
com a mesma morfologia, tamanho e estrutura apds a fixacdo, podendo ser facilmente
diferenciadas e analisadas. A microscopia confocal a laser é uma das metodologias mais
importantes de analise, pois supera as limitacdes existentes nos microscépios eletrénicos, e
permite a quantificacdo das células vivas e mortas do biofilme, além de sua espessura e
estruturas. O uso de uma combinagdo de corantes fluorescentes, como o kit LIVE/DEAD
Baclight e analise em confocal, onde as células mortas emitem luz vermelha e as células vivas

emitem luz verde, se tornou uma rotina para analises de biofilmes in vitro.

Em 2013, Brown et al.?® realizaram uma revisdo de literatura com o tema &cidos
teicdicos da parece celular de bactérias Gram-positivas. Explicam que as bactérias sdo
cercadas por uma membrana complexa, que desempenha diversas funcdes. Essas membranas
podem se apresentar diferentes entre espécies, porém todas apresentam uma camada de
peptidoglicano ligadas a uma matriz de carboidratos através de ligacBes covalentes. Essa
matriz € essencial para a sobrevivéncia dos microrganismos, e em bactéria Gram-positivas ela
é densamente funcionalizada com outros glicopolimeros, como os acidos teicdicos de parede,
gue estdo intimamente relacionados com muitos aspectos da divisdo celular. Os &cidos
teicoicos sd0 necessarios para resisténcia a p-lactdmicos em SARM e modulam a
suscetibilidade a antibidticos catidnicos em diversos outros organismos devido a sua
importancia na patogénese, esses acidos sdo possiveis alvos para novas modalidades

terapéuticas em infeccGes bacterianas resistentes. Os acidos teicoicos possuem papel
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determinante na regulacdo da morfologia celular e divisdo, regulacdo da atividade autolitica,
regulacdo da homeostase i0nica, protecdo contra as defesas do hospedeiro e acdo de
antibioticos, e na adesdo e proliferacdo bacteriana. Por serem moléculas vitais para a
fisiologia e patogénese bacteriana, os acidos teicoicos podem ser alvos de estudos de novos

agentes antibacterianos e vacinas.

2.4 Estudos Sobre Caracteristicas Superficiais e Filmes Depositados a Plasma

A superficie das proteses orais maxilares que permanece em contato com a mucosa
dos pacientes é freqlientemente um reservatorio de infeccdo para Candida albicans. A
superficie ndo € lisa, contudo a maioria dos estudos sobre a adesdo de Candida aos materiais
de utilizados como base de protese tem usado superficies lisas, muitas vezes polidas, para a
avaliacdo da adesdo de microrganismos, o que ndo representa a realidade clinica. No trabalho
de Verran et al.'”> de 1990, os autores estudaram o efeito da rugosidade superficial na adesdo
de C. albicans. Para isso, superficie de acrilico polido, semelhante as bases de proteses, foram
abrasionadas usando papel esmerilado de grdos com tamanhos crescentes, para a producao de
diferentes rugosidades superficiais. Culturas de C. albicans GDH 2346 foram padronizadas e
incubadas com os espécimes de acrilico a 37°C durante 1h. A fixacdo do microrganismo foi
medida através da area percentual de um campo microscopico coberto por células, utilizando
um sistema automatizado de analise de imagens, ou contando o nimero de células aderentes
por campo. As células aderiram em numeros significativamente maiores (P <0,001) nas
superficies de acrilico rugoso, em comparacdo ao acrilico liso, mas a adesdo maxima foi
obtida em superficies acrilicas rugosas com papel de esmeril de tamanho médio. Microscopia
eletronica de varredura revelou células aderidas entre os picos e os vales da rugosidade,
muitas vezes em aglomerados, e também em maior quantidade em defeitos e detritos
presentes na superficie analisada. As células ndo aderiram nas grandes lesdes produzidas por
rugosidade com papel esmerilado mais grosso.

Takeda e Fukawa® investigaram em 2003 os efeitos de dopamento metélico sobre as
propriedades quimicas da superficie de filmes finos de 6xido de silicio (SiO,). Filmes finos de
SiO dopado com Al, Ti ou Zr foi depositado em amostras de vidro através do método de
pulverizacdo catédica com magnetron por radio-frequencia, com espessura de 40 nm. Os
alvos utilizados na pulverizacdo foram alvos de silicio dopados com Al, Ti ou Zr. As
concentracdes das substancias dopantes ndo foram superiores a 3%, para que ndo houvesse

alteracdes significativas nas propriedades do filme. A molhabilidade dos filmes foi avaliada
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através de medidas de angulo de contato usando um goniémetro, em Varios tempos. As
medicOes foram realizadas cinco vezes para cada amostra nas mesmas condi¢des. Os
resultados demonstraram que a hidrofobicidade dos filmes foi significativamente alterada
pelos dopings metalicos presentes nos filmes, que foram relacionados com os compostos OH
presentes na superficie dos filmes. Analise por XPS demonstrou que houve uma tendéncia de
que a densidade do grupo OH de superficie aumentasse juntamente com a quantidade de
oxigénio ndo ligados nas peliculas. Os autores concluiram que a dopagem com os metais Al,
Ti e Zr modificaram as caracteristicas superficiais do filme, sem influenciar na sua estrutura.

Foi realizada por Ratsch e Venable'*®

em 2003 uma revisdo dos modelos de nucleacéo
e de crescimento aplicados aos estadios iniciais do desenvolvimento de peliculas finas (ou
filmes finos). A nucleacdo e o crescimento de filmes finos incluem processos de tempo e
escalas de comprimento que abrangem muitas ordens de grandeza. Neste estudo, 0s autores
focaram no estudo de modelo de crescimento de filmes finos por trés meétodos: Frank—van der
Merwe, Volmer-Weber e Stranski—Krastanov. Processos tipicos ocorrem durante o
crescimento de filmes sobre superficies: atomos sdo depositados sobre uma superficie, com
um fluxo de deposicdo constante. Uma vez que os atomos estdo na superficie, eles podem se
difundir sobre a superficie, podendo se encontrar com outros atomos, formando dimeros, ou
apenas se aderindo préximo a outro atomo, formando ilhas. Uma vez que os &tomos sdo
anexados a uma ilha, eles podem se movimentar para as bordas da ilha, ou se depositar em sua
superficie, na parte superior. Quando as deposi¢Ges ocorrem em altas temperaturas, 0s atomos
podem se evaporar. Se o substrato estiver em alta temperatura, esses atomos também podem
sofrer evaporagdo. Todos esses fendmenos, além das taxas de deposi¢do dos filmes e das
caracteristicas de deposi¢do, podem influenciar sua formacgdo. Vérias equacGes para estudos
de filmes finos, como as equacgdes de frequéncia, Monte Carlo e as simula¢des de conjuntos
de niveis sdo descritas com detalhes pelos autores. A literatura experimental foi citada, e as
comparagOes entre a experiéncia e a teoria foram feitas sempre que possivel. A énfase é dada
aos modelos computacionais rapidos que podem abranger uma grande variedade de escalas de
comprimento e tempo, que podem ser desenvolvidos na direcdo do controle de processo de
deposicédo on-line.

Materiais nanocompositos baseados em nanoparticulas metalicas embebidas em
matrizes de oOxidos tém atraido atencdo devido as suas propriedades fisico-quimicas, que
podem ser manipuladas em funcéo do tamanho, da forma e das intera¢cGes das nanoparticulas.
A possibilidade de se obter uma deposicdo controlada de particulas de metal em uma

superficie de dxidos abre caminho para um amplo espectro de aplicacdes tecnoldgicas, desde
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catélise heterogénea, até fabricacdo de sensores de gas e instrumentos opticos. O controle dos
desempenhos funcionais de filmes finos depositados baseia-se na adaptacdo das propriedades
do sistema através de uma escolha adequada das vias de sintese e de processamento. Devido a
essas caracteristicas, Armelao et al.'’ 2006 realizaram uma revisdo de literatura sobre
nanocompositos de Ag, Cu e Au dispersos ou depositados sobre matrizes de 6xidos, sendo
eles SiO,, TiO; e Al,O3. Algumas das metodologias mais empregadas para o desenvolvimento
desse sistema sdo sol-gel, sputtering induzido por radio-frequencia e as duas técnicas
associadas. Especialmente para os filmes de Ag/SiO, depositados por spputering induzido por
radio-frequencia, as duas variaveis que mais influenciam no filme séo a frequéncia da RF, e a
pressdo total aplicada durante a descarga. Enquanto a primeira afeta a dinamica e 0s processos
de colisdo que ocorrem tanto na fase plasmatica como no crescimento superficial do filme, o
segundo pode estar relacionado principalmente a transferéncia de energia do campo elétrico
aplicado as espécies presentes na descarga, bem como ao alvo e ao substrato. Enquanto a via
de sintese sol-gel é adequada para a obtengdo de nanoparticulas dentro de uma matriz de
oxidos, o spputering induzido por radio-frequencia apresenta uma abordagem favoravel para a
deposicdo de “clusters” metélicos na superficie externa de um determinado substrato. Além
disso, quando um sistema preparado por sol-gel é usado como suporte para deposicBes por
RF, tem-se o preparo hibrido de materiais, que pode apresentar uma estratégia vantajosa na
producdo de nanocompdsitos com caracteristicas especificas e condi¢fes controladas.

O objetivo do estudo de Silva et al.*® 2010 foi avaliar a bioatividade e a arquitetura dos
biofilmes de Candida albicans desenvolvidos na superficie da resina de poli (metacrilato de
metilo) (PMMA). Para isso, foram medidas a rugosidade superficial (SR) e a energia livre da
superficie de amostras confeccionadas de PMMA, seguindo-se as recomendacGes do
fabricante. Em seguida, os biofilmes de duas cepas diferentes de C. albicans (ATCC 90028 e
SC5314) foram desenvolvidos na superficie das amostras de PMMA e avaliados apds 24, 48 e
72 h da fase de adesé&o. A bioatividade dos biofilmes foi medida pelo ensaio de reducdo XTT
e a topografia do biofilme foi avaliada por microscopia eletronica de varredura. A
microscopia confocal foi utilizada para avaliar as propriedades arquitetdnicas do biofilme,
incluindo volume, espessura média, rugosidade do biofilme, razdo &rea / volume e propor¢édo
de células vivas / mortas nos diferentes estagios de desenvolvimento do biofilme. Os
resultados demonstraram que SR e SFE nédo influenciaram o desenvolvimento do biofilme.
Cada cepa de Candida exibiu uma atividade de biofilme diferente (P <0,001), sendo que a

cepa de C. albicans SC5314 apresentou maior atividade ap6s 48h de crescimento. As imagens
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de confocal mostraram arquiteturas diferentes para os diferentes estadios de desenvolvimento
do biofilme, sendo que C. albicans ATCC90028 apresentou biofilme de maior volume e
espessura, e C. albicans SC5314 apresentou biofilme com superficie irregular e rugosidades
maiores nos tempos de 48 e 72h. Aproporcao de células vivas e mortas foi diferente para cada
estagio de formacdo do biofilme. Os autores concluiram que as principais diferencas
detectadas na bioatividade e na arquitetura do biofilme foram relacionadas as caracteristicas

de cada cepa de C. albicans e ao tempo de desenvolvimento do biofilme.

Wady et al.'”® em 2012 avaliaram, primeiramente, a atividade de uma solucdo de
nanoparticulas de prata contra Candida albicans e, em seguida, o efeito da incorporacao das
nanoaparticulas numa resina acrilica utilizada como base de préteses orais sobre a
hidrofobicidade do material, a adeséo de C. albicans e a formacao de biofilme. A solugéo de
AgNPs foi sintetizada por reducdo quimica e caracterizada através de UV-Vis, FTIR e
dispersdo dinamica de luz. A atividade antifungica contra C. albicans ATCC 90028, e foram
determinados a concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo fungicida minima
(CFM) de células planctonicas da solu¢do AgNPs. Os autores também prepararam espécimes
(n = 360) de resina acrilica com AgNPs incorporadas com concentragdes de 1000, 750, 500,
250 e 30 ppm, que foram confeccionados e posteriormente armazenados em PBS durante 0, 7,
90 e 180 dias. O controle foi resina acrilica sem AgNPs (0 ppm). Apds os periodos de
armazenamento, os angulos de contato foram medidos e as amostras foram usadas em ensaios
microbioldgicos, para a adesdo de C. albicans (37° C; 90 min; n = 9) e a formacdo de biofilme
(37° C; n = 9; 48 h), que foram avaliadas por ensaio de XTT. A incorporacdo de AgNPs
reduziu a hidrofobicidade da resina. Nao se observou qualquer efeito na aderéncia e formacao
de biofilmes sobre os espécimes com AgNPs incorporadas. Aos 90 e 180 dias de
armazenamento, houve aumento significativo na aderéncia e formagéo de biofilme. Os valores
de CIM e CFM para células plancténicas foram, respectivamente, 3,98 e 15,63 ppm, e para
biofilme a concentracdo requerida para inibucdo foi de 1000ppm. Embora a solugéo de
AgNPs tenha apresentado atividade antifingica, ndo foi observado nenhum efeito na
aderéncia e formacdo de biofilme de C. albicans apo6s sua incorporacdo em uma resina de
base de protese dentaria. Assim, os autores concluiram que a solugdo AgNPs sintetizado é um
agente antifingico promissor, sendo necessarias maiores investigagbes de métodos mais
eficientes de incorporagdo em resinas de base de protese.

|.118

Mercier-Bonin et a em 2012 realizaram uma serie de revestimentos mediados por

plasma, contendo nanoparticulas de prata embebidas em organossilicone ou matriz
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semelhante a silica, depositadas sobre aco inoxidavel e caracterizadas quimicamente. O
processo de deposicdo de filmes a plasma utilizado pelos autores foi o método dual, de
pulverizagdo catodica em alvo de Ag e deposicdo de organosilicone hexametil- dissiloxano
(HMDSO) em ambiente de argbnio, simultaneamente, em descarga de radio-frequéncia (RF)
de 13,56 MHz. Argbnio puro foi usado como um gas de vetor, injetado no reator a uma
velocidade de fluxo de 3,1 sccm e presséo parcial constante de 5,32 Pa. As suas propriedades
anti-adesivas foram avaliadas in vitro com o microrganismo Escherichia coli, onde foram
realizados experimentos de desprendimento celular por fluxo de cisalhamento, onde a
superficie de revestimento onde as células se encontram aderidas é exposta a arrasto
hidrodindmico, e a taxa de desprendimento das células do substrato correlaciona-se
diretamente com seu comportamento adesivo. O aumento da tensdo de cisalhamento na
superficie facilitou o desprendimento de células de E. coli, independentemente das
caracteristicas de revestimento. Quando nanoparticulas de Ag foram incorporadas, o
desprendimento celular foi menor, provavelmente devido a afinidade da prata incorporada
para componentes bioldgicos da parede celular. A presenca de grupos metilo na rede matricial
também poderia promover interaces hidrofobas melhoradas. Dentro da fracdo de populacédo
celular que permaneceu ligada ao revestimento sob fluxo de cisalhamento crescente, foram
observados diferentes fenotipos de associacdo, estendendo-se progressivamente de forma
plana, movendo-se lateralmente, permanecendo estatica, ou girando por um Unico ponto de
ancoragem, até alinhamento do longo eixo da célula bacteriana com a direcdo do fluxo. Este
fenotipo de re-orientacdo e sua relacdo com o desprendimento foram dependentes do
revestimento. Segundo os autores, os efeitos de tais heterogeneidades devem ser explorados

mais profundamente.

Em 2012, Gow e Hube™® publicaram uma revisdo de literatura onde estudaram sobre a
importancia da parede celular da Candida albicans para sua capacidade de infeccdo e
comensalismo. Durante infec¢cbes em pacientes imunocomprometidos, esse microrganismo
tem a capacidade de colonizar e se multiplicar em quase todos os 6rgaos do corpo humano, e
em condicdes normais & um comensal de mucosa, predominantemente mucosa
gastrointestinal. Durante a patogénese, trés estagios podem ser distinguidos: 1) adesao; II)
invasdo e Ill) dano. Durante esses estagios, um processo inflamatério se inicia, e o fungo
passa de comensal para uma interacdo parasitaria no hospedeiro. A invasdo dos tecidos &
dependente das hifas, e pode ocorrer através de duas formas: endocitose induzida e penetracdo

ativa. A endocitose induzida é uma atividade dirigida pelo hospedeiro através da qual Als3
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liga-se nas células epiteliais ou endoteliais de um hospedeiro, e a penetracdo ativa requer que
as células do hospedeiro entrem em contato direto com o fungo, ha a formacdo de um
vacuolo, danos na integridade da parede celular e outras forcas, que promovem a penetracdo
da hifa no tecido. A parede celular da C. albicans é composta por 90% de carboidratos e 10%
de proteinas. O reconhecimento imunitério e as proteinas tém o papel fundamental nas
interacbes adesivas com superficies hospedeiras de células. Contudo, proteinas da parede
celular também sdo relevantes como antigenos, por exemplo Als3, e sabe-se que algumas
proteinas associadas ou segregadas a parede celular, tais como as proteases asparticas, sao
reconhecidas por células imunes. As hifas invasivas induzem a ativacdo dos complexos
inflamatorios e induzem o recrutamento de neutrofilos, que operam para conter a invasao e
tentativa de infeccdo. Muitos dos mecanismos de homeostase e ativacdo imune inata sdo
controladas ou desencadeadas por moléculas da parede da célula fangica, sendo assim, as
proteinas da parede celular representam fatores de viruléncia. Os carboidratos da parede
celular fungica induz tanto a resposta imunoldgica protetora quanto a potencialmente
patogénica, devido a exacerbacao da resposta inflamatdria.

O objetivo do estudo de Foggi et al.®® de 2014 foi avaliar o efeito da rugosidade
superficial (rugosidade média [Ra] um) sobre a hidrofobicidade de uma resina acrilica a base
de prétese dentéria e a aderéncia inicial e formacdo de biofilme de Candida albicans. Os
espécimes confeccionados de PMMA em forma de discos foram divididos em seis grupos: Ra
0,05, Ra 0,2, Ra 0,4, Ra 0,8, Ra 1,5 e Ra 3,0. Os angulos de contato com agua (WCA) foram
medidos e os espécimes incubados com C. albicans por 90 min (aderéncia inicial, n = 108) ou
48 h (formacgdo de biofilme, n = 108). As células aderidas e as células que compuseram o
biofilme foram avaliadas por contagem de UFC/mL e sua bioatividade foi mensurada através
do ensaio de redugdo do XTT, e a correlacdo entre os dois métodos foi avaliada. A superficie
dos espécimes e células (aderidos e biofilme) também foram analisadas por microscopia
eletronica de varredura (MEV). Os grupos Ra 0,05 e 3,0 apresentaram os valores médios de
angulo de contato mais baixos (~ 75 °) e os maiores (~ 100 °), respectivamente. Tanto para a
adesdo inicial como para a formacdo de biofilme, ndo foram observadas diferengas
estatisticamente significativas entre todos os grupos, como determinado por UFC/mL e XTT.
Os autores encontraram uma correlacdo positiva entre estes dois métodos neste estudo. A
analise em MEV mostrou a presenca de riscos e vales nas amostras de acrilico e células de
levedura densamente compactadas que cobrem toda a superficie. Dessa maneira, 0s autores

concluiram que a rugosidade aumentou significativamente a hidrofobicidade (WCA), mas nédo
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teve efeito sobre o nimero e a atividade metabdlica das células aderentes e de biofilme de C.
albicans.

Dutheil et al.** 2015 depositaram filmes finos de prata com espessura variando de 3
nm a 33 nm por pulverizacdo catddica sobre placas de silicio e camadas de tungsténio.
Anteriormente ao processo de deposicdo da Ag, o W foi depositado nas amostras de silicio
por pulverizacdo catddica variando as condigdes experimentais, como pressdo de argdnio e
distancia entre o alvo e o substrato, com a finalidade de se obter diferentes morfologias
superficiais apos a deposicdo. As observacGes em MEV e as imagens obtidas por microscopia
de forca atbmica mostraram que o modo de crescimento dos filmes de Ag é semelhante em
substratos de Si e nas camadas W mais lisas, enquanto que € diferente para camadas rugosas
de W, que apresentam superficie com picos intensos. O efeito da morfologia da camada de W
sobre o crescimento da pelicula de Ag foi claramente evidenciado quando a deposic¢éo ocorreu
a temperaturas elevadas. A propriedade de molhabilidade dos depdsitos de Ag nas amostras
de WI/Si foi comparada com o depdsito realizado somente nas amostras de Si, que
apresentaram superficie hidrofébica, com angulos de contato maiores que 90 °. Ja o0s
depdsitos sobre filmes de W, apresentaram caracteristica mais hidrofilica. Com esse estudo,
os autores verificaram que a realizacdo da deposicdo sobre substratos de varias morfologias
permite adaptar a molhabilidade dos depdsitos de Ag.

No trabalho de Abanto® de 2016, a caracterizagdo de filmes finos de prata depositados
em substratos de SiO, / Si, pelo método da deposicdo fisica a vapor foram realizadas. A
espessura dos filmes depositados foi de 100 nm, e foram induzidas modificacGes estruturais
nos filmes aplicando-se diferentes tratamentos térmicos com temperaturas compreendidas
entre 250 a 1100°C. Foram realizadas caracterizagdes por DRX e a morfologia estrutural
superficial foi determinada por microscopia éptica, microscopia eletronica de varredura e
microscopia de forca atdmica, Com base nos resultados, o autor pode concluir que houve
diferenca nas morfologias superficiais com as variagdes de temperatura, onde foi observado a
formacgédo de ilhas de Ag devido a mecanismos de autodifusdo. Houve uma melhoria na
cristalizacdo dos filmes com os tratamentos térmicos até 850°C na direcédo (111). No entanto,
para temperaturas acima desta, houve uma modificagéo da direcéo de crescimento, de (111)
para (200).

Filmes finos de nanocompdsitos de ouro e aluminio foram depositados por Belahmar

19
l.

et al.™ (2016) sobre substratos de vidro pelo método de sputtering induzido por radio-

frequencia, a temperatura ambiente. Apos a deposicao, foi realizado tratamento térmico para a
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formagéo de nano “clusters” de ouro. Os estudos de DRX confirmaram a presenca de
nanoparticulas de ouro depositadas sobre uma matriz de aluminio amorfa. Apos o tratamento
térmico, a intensidade dos picos do difratograma aumentaram ligeiramente, evidenciando uma
melhora na cristalinidade do filme com a temperatura. Os espectros de absorcdo Optica para 0s
filmes depositados e tratados ou ndo termicamente, revelou uma absor¢do na regido de
comprimento de onda curto, e uma ampla absorcéo na regido aproximada de 500nm, que foi
atribuido as particulas de ouro. A intensidade da absor¢cdo aumentou progressivamente junto
com o aumento da temperatura em que os filmes foram submetidos. Os autores atribuiram
esse efeito a0 aumento no tamanho das particulas metalicas, e & movimentacdo dos elétrons

do filme, que podem ter interagido com a radiagdo incidente.
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3 PROPOSICAO

Diante do exposto nos capitulos anteriores, 0s objetivos deste estudo foram sintetizar e
caracterizar compostos associados a prata e avaliar seu efeito antimicrobiano em relagdo a
inativacdo de Staphylococcus aureus resistente a meticilina — SARM, Escherichia coli e
Candida albicans na forma plancténica, e a inibicdo de formacdo de biofilmes desses
microrganismos. Além disso, revestimentos contendo Ag foram depositados sobre resina
acrilica por meio de co-pulverizacdo assistida a plasma, caracterizados e avaliados quanto ao

efeito na adesdo de C. albicans.
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4 MATERIAL E METODO

Para a realizacdo da fase experimental do presente estudo, foram utilizados os

seguintes materiais de consumo, instrumentos e equipamentos:

Materiais

1. Agua destilada;

2. Agua mili-Q;

3. Alca de inoculagdo 10 L, estéril (Plastbio, Curitiba, PR, Brasil);

4. Alca de Drigalsky (Vidrolabor, Sdo Paulo, SP, Brasil);

. Cloreto de Potassio (Labsynth Produtos para Laboratorio Ltda, Diadema, SP, Brasil);

5. Cloreto de Sodio (Labsynth Produtos para Laboratério Ltda, Diadema, SP, Brasil);

6. Cubeta de 4,5 mL (Cartel, SP, Brasil);

7. Cultura de C. albicans (ATCC 90028 - American Type Culture Collection, Manassas, VA,
EUA);

8. Cultura de S. aureus methicillin-resistant (MRSA — ATCC 33491 - American Type

Culture Collection, Manassas, VA, EUA);

9. Cultura de E. coli (ATCC 8739 - American Type Culture Collection, Manassas, VA, EUA);
10. Frasco coletor universal translucido estéril 80mL (Cral, Cotia, SP, Brasil);

11. Glicose (Labsynth Produtos para Laboratorio Ltda, Diadema, SP, Brasil);

12. Kit fluorimétrico Live/Dead BacLight Bacterial Viability Kit (Molecular Probes, Eugene,
OR, USA)

13. Laminas Histobond+ (Raymond A Lamb, Eastbourne, Reino Unido);

14. Meio de cultura Mannitol Salt Agar (Acumedia Manufactures, Baltimore, MD, EUA);

15. Meio de cultura RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA);

16. Meio de cultura Sabouraud Dextrose Agar (SDA) com clorofenicol (Acumedia
Manufactures, Baltimore, MD, EUA);

17. Meio de cultura Trytic Soy Broth (TSB - Acumedia Manufactures, Baltimore, MD,

EUA);

18. Meio de cultura Yeast Nitrogen Base (YNB - Difco, Detroit, MI, EUA);

19. Meio de cultura Mueller Hinton Agar (MHA - Acumedia Manufactures Inc. Baltimore,
Maryland, EUA);
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20. Meio de cultura Mueller Hinton Broth (MHB - Acumedia Manufactures Inc. Baltimore,
Maryland, EUA);

21. Menadiona (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA);

22. Microtubos tipo Eppendorfs Graduado (Axygen, Curitiba, PR, Brasil);

23. Nitrato de prata (Ag2NO3, Sigma-Aldrich);

24. Parafilme (Laboratory Film, Chicago, IL, EUA);

25. Paraformaldeido (Labsynth Produtos para Laboratorio Ltda, Diadema, SP, Brasil);

26. Placas de 24 pocos de fundo chato e estéril (TPP Techno Plastic Products,

Trasadingen, Suica);

27. Placas de 96 pocos de fundo chato e estéril (TPP Techno Plastic Products,

Trasadingen, Suica);

28. Placas de 96 pocos especifica para testes de fluorescéncia (Greiner Bio ONE,
Frickenhausen, Germany);

29. Placas de Petri 90 X 15 mm descartaveis e estéreis (J Prolab Industria e Comércio de
Produtos para Laboratério Ltda., Sdo José dos Pinhais, PR, Brasil);

30. Ponteiras brancas para micropipeta 10 pL (Axygen Scientific, Union City, CA, EUA);

31. Polivinilpirrolidona (PVP — CgHgNO, Sigma-Aldrich);

32. Ponteiras amarelas para micropipeta 20-200 puL (Axygen Scientific, Union City, CA,
EUA);

33. Ponteiras azuis para micropipeta 100-1000 pL (Axygen Scientific, Union City, CA,
EUA);

34. Ponteiras para micropipeta 5 mL (Axygen Scientific, Union City, CA, EUA);

35. Ponteiras para micropipeta 10 mL (Axygen Scientific, Union City, CA, EUA);

36. Resina acrilica termopolimerizavel em micro-ondas (Vipi Wave, VIPI Industria e
Comercio de Importagdo Odontologica de Produtos Odontoldgicos Ltda Pirassununga, SP);
37. Sistema de filtragdo a vacuo estéril (TPP Techno Plastic Products, Trasadingen,

Suica);

38. Solucéo de hidroxido de amdnio 34% (Sigma-Aldrich);

39. Tubos tipo Falcon de 50 mL, estéril (TPP, Techno Plastic Products, Trasadingen,

Suica).

40. Tungstato de sodio dihidratado (Na,WQ, 2H,0, Sigma-Aldrich).

Instrumentos

1. Béquer graduado (Vidrolabor, Sdo Paulo, SP, Brasil);
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2. Bico de Bunsen (J.Prolab Industria e Comércio de Produtos para Laboratorio Ltda.,
Séo José dos Pinhais, PR, Brasil);

3. Proveta graduada (Vidrolabor, Sdo Paulo, SP, Brasil).

4. Erlenmeyer graduado (Vidrolabor, Sdo Paulo, SP, Brasil);

5. Micropipeta de 0,1-10 pL (Boeco, Hamburgo, Alemanha);

6. Micropipeta de 20-200 pL (Boeco, Hamburgo, Alemanha);

7. Micropipeta de 100-1000 pL (Boeco, Hamburgo, Alemanha);

8. Micropipeta de 1-5 mL (Boeco, Hamburgo, Alemanha);

9. Micropipeta de 1-10 mL (Boeco, Hamburgo, Alemanha);

10. Micropipeta Multicanal Discovery Comfort, 12 Canais, 50-300 pL (HTL, Warsaw,
Poldnia);

11. Pinca clinica (Duflex, Rio de Janeiro, RJ, Brasil);

Equipamentos
1. Aparelho de Espectroscopia Raman LabRAM HR 800nm (Horiba; Jobin-Yvon, Franca);

2. Aparelho de espectroscopia de UV-Vis Varian Modelo Cary 5G;

3. Aparelho de espectroscopia FTIR Jasco FTIR 410;

4. Agitador de tubos Modelo: AP 56 (Phoenix Industria e Comércio de Equipamentos
Cientificos Limitada, Araraquara, SP, Brasil);

5. Agitador magnético Modelo: 78HW-1 (Andrade’s Comércio e materiais Ltda, Sdo
Paulo, SP, Brasil);

6. Autoclave vertical Modelo: AV 60 No 6614 (Phoenix Industria e Comércio de
Equipamentos Cientificos Limitada, Araraquara, SP, Brasil);

7. Balanca de precisdo Modelo: BG 400 No 016450 (Gehaka — Industria e Comércio
Eletro Eletronica Gehaka Limitada, Sdo Paulo, SP, Brasil);

8. Bomba a vacuo (Fanen, Sdo Paulo, SP, Brasil);

9. Camara de fluxo laminar vertical, Modelo: PA 115. No. 12898 (Pachane Ind. e Com.
Ltda, Piracicaba, SP, Brasil);

10. Centrifuga de microtubos Modelo: 2410 (Fanem, S&o Paulo, SP, Brasil);

11. Centrifuga de tubos Falcons Modelo: 5810R (Eppendorf AG, Hamburg, Alemanha);
12. Contador de col6nias Modelo: CP 600 Plus (Phoenix Industria e Comércio de
Equipamentos Cientificos Limitada, Araraquara, SP, Brasil);

13. Difratdbmetro de Raios-X Rigaku modelo D/Max-2500PC (DRX, Japao);

14. Espectrofotdmetro — Biospectro Modelo: SP-220 (Equipar Ltda, Curitiba, PR, Brasil);
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15. Estufa bacterioldgica Modelo — MA 0324 (Marconi Equipamentos Laboratoriais

Limitada, Piracicaba, SP, Brasil);

16. Estufa para secagem e esterilizacdo Modelo: MA 033 (Marconi Equipamentos
Laboratoriais Limitada, Piracicaba, SP, Brasil);

17. Freezer -80°C (Thermo Scientific, EUA);

18. Gonidmetro Ramé-Hart 100-00 (NRL, USA);

19. Incubadora de bancada shaker Modelo: Q816M20 (Quimis Aparelhos Cientificos

Ltda, Diadema, SP, Brasil);

20. Leitora de Microplacas TP Reader-Basic (ThermoPlate, Sdo Paulo, SP, Brasil);

21. Micro-ondas Brastemp Crisp 27 (Brastemp, Manaus, AM, Brasil);

22. Microscopio Eletrénico de Varredura por emissdo de campo (MEV-EC - Zeiss DSM
940A); Inspect F50 (FEI Company, Hillsboro, OR);

23. Microscopio Eletronico de Transmissdo (JEM 2100F TEM/STEM) acoplado com EDX
Thermo-Noran;

24. Microscopio confocal a laser Zeiss modelo LSM 780 invertido (Carl Zeiss, Jena,
Alemanha);

25. Microscopio de forca atbmica (MFA - Bruker Nanoscope V, Santa Barbara, CA, EUA);
26. Monocromador Monospec 27 (Thermal Jarrel Ash, EUA) acoplado a fotomultiplicador
R955 (Hamamatsu Photonics, Japéao);

27. Perfildometro de alta resolugédo Veeco, Dektak 150 (Veeco Instruments Inc., NY, EUA);
28. Sensor de temperatura Modelo CNT — 120 (INCON Electronic LTD, S&o Carlos, Brasil);

29. Ultrassom (Kondortech, Séo Carlos, Brasil).

A parte experimental deste estudo foi dividida em duas etapas. Na primeira, compostos
(6xidos bimetalicos) associados a prata foram sintetizados, caracterizados e seus efeitos
antimicrobianos avaliados contra trés microrganismos. Na segunda etapa, a superficie do
biomaterial PMMA foi revestida com filme de Ag/SiO,, visando inibir a adesédo de C.

albicans. Os materiais e métodos utilizados nessas duas etapas seréo descritos a seguir.
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Sintese, caracterizacao e atividade antimicrobiana dos compostos contendo prata

Nesta etapa da pesquisa foram sintetizados dez compostos. A Tabela 1 apresenta 0s

microcristais obtidos, os métodos e as condi¢des de sintese, as técnicas de caracterizagdes

utilizadas e os microrganismos avaliados nos testes de atividade antimicrobiana.

Tabela 1 - Métodos e condicBes de sintese, caracterizacBes e microrganismos avaliados de acordo

com os microcristais obtidos.

Sintese

Ag, WOy irradiado Hidrotermal assistida

por micro-ondas

Ag, WO, ndo-irradiado Hidrotermal assistida

Ag2WO4

AgzMOO4

AngO4

AgzMOO4

por micro-ondas

Co-precipitagdo

Co-precipitacéo

Co-precipitacéo

Co-precipitacéo

4.1 Microcristais de a-Ag,WO, com e sem Irradiacao

4.1.1 Sintese

Surfactante

PVP

PVP

PVP

Solvente

Agua

Agua

Agua

Agua

Agua, aménia ou
alcool

Agua, aménia ou
alcool

Caracterizagoes

DRX, Espectroscopia Raman, UV-Vis,
MEV-EC, MET e EDX.

DRX, Espectroscopia Raman, UV-Vis,
MEV-EC, MET e EDX.

DRX, MEV-EC

DRX, MEV-EC

DRX, Espectroscopia Raman, UV-Vis,
MEV-EC, PL

DRX, MEV-EC, Espectroscopia Raman,

UV-Vis

Fonte: Elaboracdo propria.

Microrganismos

SARM

SARM

C. albicans

C. albicans

SARM, C. albicans e E.
coli

SARM, C. albicans e E.
coli

Microcristais de tungstato de prata (Ag,WO,) foram sintetizados por meio da Sintese
Hidrotérmica Assistida por Micro-ondas (HAM), a 120°C durante 1 h, com 1 g de

polivinilpirrolidona (PVP — CsHgNO), com peso molecular 40000 e grau de pureza de 99%.

Para obtencéo dos cristais, 1x107° mol de tungstato de sédio dihidratado (Na,WO, 2H,0) com

grau de pureza de 99,5% e 2x107° mol de nitrato de prata (Ag,NO3) com grau de pureza de
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99,8% foram dissolvidos, separadamente, em &gua deionizada contidos em dois tubos tipo
Falcon de 50 mL. Antes da dissolucéo dos sais, 0,5 g do surfactante PVP foi dissolvido em
cada um dos tubos. Em seguida, as duas solucdes foram transferidas para um recipiente de
teflon, que foi selado e inserido dentro de um sistema de micro-ondas doméstico adaptado
(Figura 1), e processado durante 1 h a 120°C, sem agitacdo. A temperatura do sistema foi
monitorada durante seu processamento por um sensor de temperatura. Os microcristais de a-
AgoWO, resultantes da reacdo foram lavados em agua deionizada e acetona para remocéo de
fons Na" remanescentes e componentes organicos. Apo6s a lavagem, os microcristais foram
secos a temperatura ambiente durante 6 h.

Para a obtencdo dos filamentos metalicos de Ag, os microcristais de a-Ag, WOy,
resultantes da sintese descrita anteriormente, foram submetidos a irradiacdo de elétrons em

microscopio eletronico de varredura operado a 30 kV durante 30 minutos.

Figura 1 - Micro-ondas doméstico adaptado utilizado na sintese HAM.
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Autor: Adaptado de Sczancoski®.

4.1.2 Caracterizagao

Os microcristais de a-Ag;WO, e a-Ag,WO, com nanofilamentos de Ag foram
estruturalmente caracterizados por meio de padrées de DRX, utilizando radiacdo Cu- Ko (A =
1,5406 A) e taxa de varredura de 0,02°/min para o intervalo de 20 de 10° a 70°. A varredura
foi realizada com angulo de incidéncia p igual a 2°, com passo angular (“step scan”) de 0,02°
e tempo de passo (“step time”) de 2 segundos.



78

As mensuracfes de Raman foram registradas utilizando-se um equipamento modelo
LabRAM HR 800nm. Espectros Raman de alta resolugdo foram obtidos através de laser de
He-Ne a 632,81nm operado a 25-1000 cm™.

Espectroscopia de UV-Visivel foi realizada através de espectrofotdmetro Varian no
modo de reflectancia difusa.

A morfologia e o tamanho dos microcristais foram analisados através de Microscopia
Eletronica de Varredura por emissdo de campo (MEV-EC) modelo Inspect F50, operado a 15
kV. Quando o feixe de elétrons comecou a atingir a amostra, foi considerado como tempo
zero, tendo sido os nanofilamentos de Ag observados ap6s 30 minutos de irradiacéo.

Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET) foi realizada utilizando modelo JEM
2100F TEM/STEM operado a 200 kV. Analise quimica das amostras foi obtida por meio de
Espectroscopia de Energia Dispersiva de Raios-X (EDX) utilizando-se um detector modelo
EDX Thermo-Noran acoplado ao MET. Para anélise em MET, as amostras foram dispersas
em acetona e submetidas a ultrassom durante 10 minutos, para desagregacdo, e

posteriormente depositadas em grades de cobre (Cu).
4.1.3 Atividade antibacteriana contra SARM

Para avaliar a atividade antibacteriana dos compostos sintetizados foi utilizado o
método de microdiluicdo em caldo para determinacdo da concentracdo inibitéria minima
(CIM) e concentracdo bactericida minima (CBM), de acordo com as normas descritas por
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI — documento M7-A7, 2006)**, com
modificacfes. Para isso, cepa padrdo de Staphylococcus aureus resistente a Meticilina
(SARM) obtido da American Type Culture Collection (ATCC 33591) foi utilizada para o
teste. Para o preparo do indéculo, uma aliquota de SARM foi descongelada e plagueada em
Mannitol Salt Agar (Acumedia Manufactures Inc. Baltimore, Maryland, EUA) e incubada em
estufa de crescimento a 37°C durante 48 horas. Ap6s a incubacdo, uma algada do
microrganismo foi transferida para 10 mL de meio de cultura Tryptic Soy Broth (TSB,
Acumedia Manufactures, Inc. Baltimore, Maryland, USA) e incubada em estufa de
crescimento com agitacdo orbital de 75 rpm, a 37°C “overnight”. Ap0Os esse periodo, as
células de SARM foram centrifugadas a 5000 g durante 5 minutos e lavadas duas vezes com
PBS (Phosphate-Buffered Saline, pH 7,2), em seguida foram ressuspensas novamente em
meio de cultura TSB. A concentracdo do in6culo foi determinada através de

espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 600 nm, e a densidade Otica (DO) foi
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ajustada em valor correspondente a 1x10’ células/mL, para posterior diluicdo conforme as
normas do CLSI.

CIM e CBM foram determinadas apds incubacdo do microrganismo em placa de
cultura de 96 pocos durante 24 h a 37°C, expostos a dilui¢bes seriadas dos microcristais em
meio de cultura TSB. Um tubo tipo Falcon contendo meio de cultura e os microcristais na
maior concentracdo (2000 pg/mL) foi colocado em aparelho de ultrassom durante
aproximadamente 10 minutos para que 0s microcristais permanecessem suspensos no meio. A
sequir, foram realizadas diluicdes seriadas obtendo-se as concentracBes dos microcristais
avaliadas, que variaram de 1000 a 1,95 pg/mL. Meio de cultura com SARM e sem
microcristais foi utilizado como controle positivo para o crescimento do microrganismo, e
meio de cultura estéril foi utilizado como controle negativo. Para as duas amostras, a CIM foi
definida como a menor concentragdo dos microcristais que inibiu o crescimento do
microrganismo, determinado por inspecdo visual. Para determinacdo da CBM, aliquotas de
100 pL provenientes de cada pogo foram removidas e diluidas em microtubos contendo 900
uL de PBS (diluicdes de 10" a 10°®). Depois, foram plagueados 25 pL de cada diluicdo em
placas contendo meio de cultura. Os plagueamentos foram realizados em duplicata, e ap6s 48
h de incubagéo das placas a 37°C, unidades formadoras de colonias por mL (UFC/mL) foram
calculadas e o resultado transformado em logiyy. A CBM foi determinada como a menor
concentracdo dos microcristais que resultou em inviabilidade dos microrganismos, observada
através de contagem de UFC/mL.

Todos os testes microbioldgicos foram realizados em triplicata e em trés ocasides

distintas.
4.2 Microcristais de a-Ag, WO, com Surfactante
4.2.1 Sintese

Para a sintese, foram utilizados somente reagentes quimicos de grau analitico sem
purificacdo adicional. Os microcristais de tungstato de prata a-Ag,WO, foram obtidos pelo
método da co-precipitacdo, utilizando PVP como agente estabilizador. O procedimento de
sintese foi realizado como descrito a seguir. Separadamente, 1 mmol de tungstato de sodio
dihidratado e 2 mmol de nitrato de prata AQNO3; com 0,1 g de PVP foram dissolvidos em 50
mL de &gua deionizada. As duas solucBes foram mantidas sob agitacdo continua e aquecidas a

70°C. Em seguida, a solucdo contendo o AgNO3 foi rapidamente adicionada a solugédo de
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tungstato e a temperatura foi mantida a 70°C por 10 min. Os precipitados resultantes, de
coloracdo cinza escuro, foram lentamente resfriados até a temperatura ambiente, lavados com

agua destilada e acetona e secos a 60°C por 24 h.

4.2.2 Caracterizacao

Os microcristais de a-Ag,WO, foram estruturalmente caracterizados por meio de
padroes de DRX utilizando radiacdo Cu- Ka (A = 1,5406 A) e taxa de varredura de 0,02°/min
para o intervalo de 26 de 10° a 70°. Os difratogramas obtidos foram comparados com 0s
padrdes do arquivo “ICSD” (Inorganic Crystal Structure Database) do material estudado. A
morfologia (tamanho e forma) dos microcristais foi avaliada com um microscopio eletrénico
de varredura por emisséo de efeito de campo (MEV-EC), utilizando-se a tensao de aceleracédo
de 5,0 kV.

4.2.3 Efeito antifingico contra C. albicans

Para avaliar o efeito antifungico dos microcristais sintetizados, foram determinadas a
concentracdo inibitéria minima (CIM) e a concentracdo fungicida minima (CFM) contra
células plancténicas utilizando o ensaio descrito pelo Clinical and Laboratory Standards
Institute — (CLSI)*2. A CIM foi determinada como sendo a concentracéo da solugdo de o-
Ag>WO, na qual ndo houve nenhum crescimento visivel e o valor de CFM foi definido como
sendo a menor concentracdo que resultou em auséncia de crescimento nas placas de cultura
192 Foi utilizada uma cepa padrdo de Candida albicans, adquirida da colecdo da American
Type Culture Collection (ATCC 90028). Para preparar o inoculo, C. albicans foi semeada em
Sabouraud Dextrose Agar contendo 5 pg/mL de cloranfenicol e incubada a 37°C por 48 h.
Uma algada desta cultura foi, entéo, transferida para 10 mL de meio de cultura RPMI-1640 e
incubada em agitador orbital “overnight” a 37°C e 75 rpm. A seguir, as células de C. albicans
foram centrifugadas a 5000 g por 5 min, lavadas duas vezes com solucdo salina tamponada
(PBS, pH 7,2) e ressuspensas em meio RPMI-1640 em concentracdo de 10’ UFC/mL,
ajustando a densidade Optica da suspenséo para 0,6 a 540 nm. Um tubo tipo Falcon contendo
RPMI-1640 e os microcristais na maior concentragdo (2000 ug/mL) foi colocado em aparelho
de ultrassom durante aproximadamente 10 minutos para que 0s microcristais permanecessem
suspensos no meio. A seguir, foram realizadas diluicdes seriadas obtendo-se as concentragoes

dos microcristais avaliadas, que variaram de 1000 a 1,95 pg/mL. CIM e CFM foram
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determinados por meio da incubagdo das células de C. albicans em placas de 96 orificios
contendo 100 pL da solugdo de a-Ag,WOQO, nas diversas concentracbes. Meio RPMI-1640
inoculado, sem solucdo de microcristais, foi utilizado como controle positivo, e meio RPMI-
1640 nédo inoculado com o fungo foi empregado como controle negativo, tendo sido
submetidos as mesmas condicOes experimentais. Para estabelecer o valor de CFM, aliquotas
obtidas de diluicdes seriadas (10" a 10™) de cada orificio das placas foram inoculadas (25 pL)
em placas contendo SDA, em duplicata, e incubadas por 48 h a 37°C. Em seguida, as
unidades formadoras de col6nias por mililitro (UFC/mL) foram calculadas e transformadas
em log na base 10 (logip). Todos os experimentos foram realizados em triplicatas em trés
ocasifes distintas. Considerando que os dados amostrais apresentaram normalidade e
homocedasticidade, eles foram analisados utilizando-se analise de variancia (ANOVA) para
um fator, seguida pelo teste de comparagdes multiplas de Tukey (o = 0,05).

MicroscOpio eletrébnico de varredura foi utilizado para observar alteracGes
morfolégicas da C. albicans quando expostas aos microcristais de tungstato de prata. Para esta
analise, as suspensdes de C. albicans foram inoculadas em discos de poliestireno colocados
em microplaca de 24 poc¢os. Ap6s 90 min, o meio de cultura foi aspirado e as células ndo
aderidas foram removidas por lavagem duas vezes com 2 mL de PBS. A solucdo de a-
Ag>,WO, em concentracbes sub-inibitorias foi entdo adicionada aos pogos, e incubada durante
24 h a 37°C. Os controles foram discos de poliestireno inoculados com C. albicans por 24 h a
37°C, sem os microcristais. Apds a incubacao, os discos foram fixados em paraformaldeido a
4% durante 4 horas a temperatura ambiente, desidratados com uma série de etanol crescente
(etanol a 70% durante 10 min, etanol a 95% durante 10 min e etanol a 100% durante 20 min)
e secos durante 1 hora. Em seguida, os discos foram montados em stubs e revestidos com

ouro antes da analise.

4.3 Microcristais de B-Ag2Mo0O,

4.3.1 Sintese

Para a sintese, foram utilizados somente reagentes quimicos de grau analitico sem
purificacdo adicional. Os microcristais de molibdato de prata f-Ag.MoO, foram obtidos pelo
método da co-precipitacdo. O procedimento de sintese foi realizado como descrito a seguir: 1

mmol de molibdato de sédio di-hidratado e 2 mmol de nitrato de prata AgNO;3; foram
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dissolvidos separadamente em dois tubos em 50 mL de agua deionizada, formando assim duas
solugdes (solucdo 1 e 2, respectivamente). A solucdo 2 foi, entdo, adicionada gota a gota na
solugdo 1, sob vigorosa agitacdo magnética, a temperatura ambiente. Apos a formacéo do

precipitado, o0 mesmo foi lavado com agua destilada e acetona e seco a 60°C por 24 h.

4.3.2 Caracterizacao

Os microcristais de B-Ag.MoO, foram estruturalmente caracterizados por meio de
padroes DRX utilizando radiacdo Cu- Ko (A = 1,5406 A) e taxa de varredura de 0,02°/min
para o intervalo de 26 de 10° a 70°. A varredura foi realizada com angulo de incidéncia p igual
a 2°, com passo angular (“step scan”) de 0,02° e tempo de passo (“step time”) de 2 segundos.
Os difratogramas obtidos foram comparados com os padrdes do arquivo “ICSD” (Inorganic
Crystal Structure Database) do material estudado. A morfologia (tamanho e forma) dos
microcristais foi avaliada com um MEV-EC, utilizando-se a tenséo de aceleragéo de 5,0 kV.

4.3.3 Efeito antifingico contra C. albicans

Para avaliacdo do efeito antiflngico contra C. albicans dos microcristais sintetizados,
foi utilizada a metodologia descrita no item 4.2.3.

4.4 Microcristais de a-Ag;WO, em Diferentes Solventes

4.4.1 Sintese

Os microcristais de a-Ag,WO, foram sintetizados pelo método de co-precipitacéo
utilizando-se agua, alcool e aménia como solventes, sem a adi¢do de surfactantes. Para a
sintese onde foi utilizada agua como solvente, em uma primeira etapa, 1 mmol de tungstato de
sodio di-hidratado foi solubilizado em 50 mL de &gua deionizada (solucdo 1). Separadamente,
2 mmol de nitrato de prata foram dissolvidos em 50 mL de &gua deionizada (solucéo 2). A
solucgéo 2 foi, entdo, adicionada gota a gota, a solucdo 1 sob agitacdo magnética vigorosa e
aquecida a 90°C por 10 minutos. O pH da solugdo foi monitorado, e mantido o0 mesmo valor
(pH~8). O precipitado foi coletado por centrifugacédo, a solucdo foi lavada varias vezes com
agua e etanol, até atingir o pH = 7, indicando que os ions de Na* e NO3 remanescentes da

sintese foram eliminados, e posteriormente foi realizada a secagem a 60°C por 12 h. Na
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sintese em que o alcool foi empregado como solvente, inicialmente, 1 mmol de tungstato de
sodio dihidratado foi solubilizado em 50 mL de solugdo alcodlica (composta por 25 mL de
alcool e 25 mL de agua) (solucdo 1). Separadamente, 2 mmol de nitrato de prata foram
dissolvidos em 50 mL de agua (solucdo 2). Em seguida, a solugédo 2 foi adicionada, gota a
gota, a solugdo 1 sob vigorosa agitagdo magnética e aquecida a 90°C por 10 min, com o pH
mantido constante (pH ~ 6). O precipitado foi coletado por centrifugacdo, a solugédo foi lavada
varias vezes com agua e etanol até pH = 7, indicativo da auséncia dos fons Na" e NO3. A
secagem foi realizada a 60 °C por 12 h. Quando o solvente utilizado foi amonia, a solugdo 1
foi preparada por meio da dissolucdo de 1 mmol de tungstato de sddio dihidratado em 50 mL
de agua deionizada e solucdo hidréxido de amonio foi adicionado ao sistema, gota a gota, até
0 pH da solucdo atingir 11. Paralelamente, 2 mmol de nitrato de prata foram dissolvidos em
50 mL de &gua deionizada (solucdo 2). Posteriormente, a solucdo 2 foi adicionada, gota a
gota, na solucdo 1, sob agitacdo magnética vigorosa e aquecimento a temperatura de 90 °C
por 10 min. O pH da solucdo foi verificado tendo sido observado valor constante (pH ~ 14).
Por meio de centrifugacdo, o precipitado foi coletado e submetido a lavagem, varias vezes,
com agua e etanol até pH = 7, evidenciando que ndo havia mais a presenca de ions Na’ e

NO3 e, em seguida, foi realizada a secagem a 60°C por 12 h.

4.4.2 Caracterizacao

Os microcristais de a-Ag,WO, foram estruturalmente caracterizados por meio de
padrées de DRX com radiagio Cu- Ko (A = 1,5406 A) e taxa de varredura de 0,02%min para o
intervalo de 26 de 10° a 70°. Medicdes de espectroscopia Raman foram realizadas utilizando
um espectrémetro T64000 (Horiba Jobin-Yvon, Japao) acoplado a um detector CCD Synapse
e um laser de ion argdnio, operando a 514 nm com poténcia maxima de 7 mW. Os espectros
foram medidos na gama de 280-950 cm™. Os espectros UV-Vis foram obtidos utilizando um
espectrofotdbmetro no modo de reflexdo difusa. A morfologia das amostras foi examinada
utilizando MEV-EC operado a 15 kV. As medi¢Ges de fotoluminescéncia (PL) foram
realizadas com monocromador Monospec 27 acoplado com um fotomultiplicador. Utilizou-se
um laser de ions (Coherent Innova 200 K, EUA; A = 350 nm) como fonte de excitagdo com
poténcia incidente de aproximadamente 14 mW na amostra. Todas as medidas foram

realizadas a temperatura ambiente.
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4.4.3 Efeito antimicrobiano contra SARM, C. albicans e E. coli

Para caracterizacdo do efeito antimicrobiano dos compostos sintetizados, foi avaliada
sua acdo antifangica contra C. albicans, de acordo com a metodologia descrita no item 4.2.3.
Para avaliagdo da atividade antibacteriana contra SARM, foi utilizada metodologia descrita no
item 4.1.3. A atividade antibacteriana dos compostos sintetizados foi também analisada com o
microrganismo E. coli, utilizando o método de microdiluicdo em caldo para determinacdo da
concentracdo inibitoria minima (CIM) e concentracdo bactericida minima (CBM), de acordo
com as normas descritas por Clinical and Laboratory Standards Institute®’, com
modificagdes. Para isso, cepa de E. coli ATCC 8739 foi utilizada para o teste. Para preparo do
indculo, uma aliquota de E. coli foi descongelada e plaqueada em Mueller Hinton Agar e
incubada em estufa de crescimento a 37°C durante 24 horas. Apés a incubacdo, uma alcada do
microrganismo foi transferida para 10 mL de meio de cultura Mueller Hinton Broth e
incubada em estufa de crescimento com agitagdo orbital de 75 rpm, a 37°C “overnight”. Ap0s
esse periodo, as células de E. coli foram centrifugadas a 5000 g durante 5 minutos e lavadas
duas vezes com PBS e, em seguida foram ressuspensas novamente em meio de cultura
Mueller Hinton. A concentracéo do indculo foi determinada através de espectrofotdmetro com
comprimento de onda de 600 nm, e a densidade Otica (DO) foi ajustada em valor
correspondente & 1x10’ células/mL, para posterior diluico conforme as normas do CLSI.

Um tubo tipo Falcon contendo meio de cultura (YNB para C. albicans, TSB para
SARM e MH para E. coli) e os microcristais na maior concentracdo (2000 pg/mL) foi
colocado em aparelho de ultrassom durante aproximadamente 10 minutos para que 0S
microcristais permanecessem suspensos no meio. A seguir, foram realizadas diluicGes
seriadas obtendo-se as concentracGes dos microcristais avaliadas, que variaram de 1000 a
0,061 pg/mL. CIM e CBM foram determinadas apds incubagdo do microrganismo em placa
de cultura de 96 pogos durante 24 h a 37°C, expostos as diluicdes avaliadas. Meio de cultura
com 0S microrganismos e sem microcristais foi utilizado como controle positivo para o
crescimento do microrganismo, e meio de cultura estéril foi utilizado como controle negativo.
Para os trés compostos, a CIM foi definida como a menor concentra¢do dos microcristais que
inibiu o crescimento do microrganismo, determinado por inspecéo visual. Para determinacédo
da CBM, aliquotas provenientes de cada poco foram removidas e diluidas em microtubos
contendo 900 pL de PBS (diluicdes de 10 a 10°®). Depois, foram plaqueados 25 pL de cada
diluicdo em placas contendo meio de cultura (SDA para C. albicans e MH para SARM e E.

coli). Os plagueamentos foram realizados em duplicata, e ap6s 48 h de incubacdo das placas a
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37°C, unidades formadoras de col6nias por mL (UFC/mL) foram calculadas e o resultado
transformado em log;o. A CBM foi determinada como a menor concentragdo dos microcristais
que resultou em inviabilidade dos microrganismos, observada através de contagem de
UFC/mL.

Todos os testes microbioldgicos foram realizados em triplicata e em trés ocasides
distintas.

4.5 Microcristais de p-Ag.MoO, em Diferentes Solventes

4.5.1 Sintese

Os microcristais de B-Ag.MoO, foram sintetizados pelo método de co-precipitacao
utilizando-se agua, alcool e ambnia como solventes, sem a adi¢do de surfactantes. Para a
sintese onde foi utilizada &gua como solvente, em uma primeira etapa, 1 mmol de molibdato
de sddio dihidratado foi solubilizado em 50 mL de &gua deionizada (solucdo 1).
Separadamente, 2 mmol de nitrato de prata foram dissolvidos em 50 mL de agua deionizada
(solucdo 2). Essa solugdo 2 foi, entdo, adicionada, gota a gota, a solucdo 1 sob agitacdo
magnética vigorosa e aquecida a 90°C por 10 minutos. O pH da solucéo foi monitorado tendo
sido observado o mesmo valor (pH ~ 8). O precipitado foi coletado por centrifugacdo, a
solucdo foi lavada vérias vezes com agua e etanol até pH = 7, indicando, dessa forma, a
auséncia de ions Na" eNO3, e posteriormente realizada a secagem a 60°C por 12 h. Na sintese
em que o etanol foi empregado como solvente, inicialmente, 1 mmol de molibdato de sodio
dihidratado foi solubilizado em 50 mL de etanol (solu¢do 1). Separadamente, 2 mmol de
nitrato de prata foram dissolvidos em 50 mL de etanol (solucdo 2). Em seguida, a solucao 2
foi adicionada, gota a gota, & solugdo 1 sob vigorosa agitacdo magnética e aquecida a 90°C
por 10 min, com o pH mantido constante (pH ~ 6). O precipitado foi coletado por
centrifugacdo, a solucdo foi lavada varias vezes com agua e etanol até pH = 7, indicativo da
auséncia dos fons Na* e NO3. A secagem foi realizada a 60°C por 12 h. Quando o solvente
utilizado foi aménia, a solugdo 1 foi preparada por meio da dissolucdo de 1 mmol de
molibdato de sddio dihidratado em 47 mL de &gua deionizada € 3 mL de hidréxido de
amonio. Paralelamente, 2 mmol de nitrato de prata foram dissolvidos em 50 mL de agua
deionizada (solucéo 2). Posteriormente, a solucao 2 foi adicionada, gota a gota, na solucéo 1,
sob agitacdo magnética vigorosa e aquecimento a temperatura de 90°C por 10 min. O pH da

solugdo foi verificado tendo sido observado valor constante (pH ~ 14). Por meio de
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centrifugacdo, o precipitado foi coletado e submetido a lavagem, vérias vezes, com agua e
etanol até pH = 7, evidenciando que ndo havia mais a presenca de jons Na" e NO3 e, em

seguida, foi realizada a secagem a 60°C por 12 h.

4.5.2 Caracterizacao

Os microcristais de B-Ag,MoQO, foram estruturalmente caracterizados por meio de
padrdes de DRX com radiagdo Cu Ka (& = 1,5406 A) e taxa de varredura de 0,02°/min para o
intervalo de 26 de 10° a 70°.

Para analisar a forma e tamanho dos microcristais de p-Ag.MoO, foi empregado um
microscopio eletronico de varredura por emissdo de campo (MEV-EC) utilizando-se a tensédo
de aceleracdo de 5,0 kV. Medidas de Raman foram registradas com o equipamento LabRAM
HR 800. Andlises de espectroscopia na regido do UV-Vis dos microcristais foram realizadas
com um equipamento Varian programado para 0 modo de refletancia difusa. Os espectros de
fotoluminescéncia foram obtidos a temperatura ambiente em um monocromador Monospec
27 acoplado a uma fotomultiplicadora R446 com um laser de Argénio (Coherent Innova 90 K,
USA) (é = 350,7 nm); sua poténcia maxima de saida foi mantida em 500 mW. O feixe de
laser passou através de um “chopper” optico e sua poténcia maxima na amostra foi limitada a

40 mW. Todas as medidas foram feitas a temperatura ambiente.

4.5.3 Efeito antimicrobiano contra SARM, C. albicans e E. coli

Foi avaliado o efeito antifungico contra C. albicans dos compostos sintetizados, de
acordo com a metodologia descrita no item 4.2.3. Para avaliacdo da atividade antibacteriana
contra SARM e E. coli, foram utilizadas metodologias descritas nos itens 4.1.3 e 4.4.3,

respectivamente.

4.6 Acdo de Compostos (Oxidos Bimetalicos) Associados & Prata Contra Biofilmes

Neste estudo, os microcristais de a-AgWOy, irradiado, a-AgWO, e B-AgMo0O,, ambos
sintetizados em &lcool, também foram avaliados em relacdo a inibicdo da formacgdo de

biofilmes microbianos. Esses microcristais foram selecionados devido ao seu melhor

60, 110

desempenho contra os microrganismos na forma plancténica . As sinteses dos
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microcristais de a-AgWOq irradiado, a-AgWO, e B-AgMo0O,, foram previamente descritas
nos itens 4.1.1, 4.4.1 e 4.5.1, enquanto as caracterizacdes foram detalhadas nos itens 4.1.2,

4.4.2 e 4.5.2, respectivamente.
4.6.1 Inibicdo da formacéo de biofilmes microbianos de C. albicans, SARM e E. coli

Para avaliacdo da capacidade de inibicdo da formacdo de biofilmes, o0s
microrganismos C. albicans ATCC 90028, SARM ATCC 33591 e E. coli ATCC 8739,
mantidos congelados a -80°C, foram descongelados e semeados em meio de cultura agar
especifico para cada espécie. Para o preparo do indculo, uma alcada de cada microrganismo
recém-cultivado foi semeada em 10 mL de meio de cultura caldo especifico (Tryptic Soy
Broth para SARM, Mueller Hinton Caldo para E. coli e RPMI para C. albicans) em tubos tipo
Falcon (individual para cada microrganismo), e incubados em estufa de crescimento a 37°C,
“overnight”. ApOs esse periodo, as células foram centrifugadas a 5000 g durante 5 minutos, e
lavadas duas vezes com PBS. Apds a lavagem, as células foram ressuspensas novamente em
meio de cultura caldo especifico, e a concentracdo dos inoculos foi determinada através de
espectrofotémetro. O indculo dos trés microrganismos foi padronizado em uma concentracdo
de 107 células/ mL.

Apds padronizados os indculos, 0os microrganismos foram expostos, separadamente, a
dilui¢bes seriadas dos trés microcristais avaliados em placas de 24 pogos. As placas foram
incubadas em estufa estatica, a 37°C durante 48 horas, para a formacgdo dos biofilmes na
presenca dos compostos contendo Ag. Po¢os contendo apenas microrganismos e meio de
cultura foram os controles positivos dos experimentos, e po¢os contendo apenas meio de
cultura estéril foram controles negativos.

A formacdo dos biofilmes e os testes descritos a seguir foram realizados em triplicata,

em trés ocasides independentes.
4.6.2 Unidades formadoras de coldnias por mililitro (UFC/mL)

Apos formacdo dos biofilmes, uma ponteira estéril de 1000 uL foi utilizada para
deslocar o biofilme formado no fundo do pogco, em movimentos circulares. Aliquotas
provenientes de cada poco foram removidas e diluidas em microtubos contendo 900 uL de

PBS (diluicdes de 10 a 10®). Depois, foram plaqueados 25 pL de cada diluicdo em placas
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contendo meio de cultura agar (SDA com cloranfenicol para C. albicans e MH agar para E.
coli e SARM), que foram mantidas em estufa a 37°C durante 48 h. Apos esse periodo,
unidades formadoras de col6nias por mL (UFC/mL) foram calculadas e o resultado

transformado em logj.

4.6.3 Peso seco de culturas microbianas

Sem remover o meio de cultura, as culturas microbianas com 48 horas de formacéo
foram desprendidas e o volume de 2 mL de cada poco foi aliquotado e inserido em recipientes
feitos de papel aluminio. Os recipientes foram pesados previamente a insercdo dos biofilmes,
tendo sido mantidos em estufa até atingirem peso constante. Apos a insercao dos biofilmes
nos recipientes, estes foram mantidos em estufa até a secagem total do conteddo (overnight,
temperatura de 37°C). Em seguida, os recipientes foram pesados novamente e, deste novo
valor, foram subtraidos aquele obtido na pesagem inicial do recipiente bem como o peso
calculado das concentragdes do microcristal contido nos 2 mL da cultura microbiana que
estava sendo avaliada. O resultado foi considerado o peso seco de 2 mL da cultura microbiana
na presenga do microcristal. O controle positivo foi 0 peso seco de 2 mL da cultura

microbiana obtida nas mesmas condicOes, sem a presenca dos microcristais.

4.6.4 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Para essa analise, discos de poliestireno cortados foram utilizados para o crescimento
dos biofilmes, seguindo-se as mesmas condi¢cdes descritas no item 4.6.1. Apds 48 h de
incubacdo, as células ndo aderidas foram removidas com duas lavagens com PBS. Em
seguida, os discos com os biofilmes foram desidratados em séries de etanol (70%, 95% e
100%), secos em temperatura ambiente e mantidos em dessecador a vacuo até 0 momento da
analise. Antes da observacdo em microscopio, as amostras foram montadas em stubs

metalicos e recobertas com ouro.
4.6.5 Microscopia confocal a laser
Apos a incubacdo de 48 h dos biofilmes, o meio de cultura foi aspirado e corante

Live/Dead BacLight Bacterial Viability Kit foi adicionado, na proporc¢do indicada pelo
fabricante (700 uL de PBS + 0,7 uL de Syto 9 + 0,7 uL de iodeto de propidio), em volume
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suficiente para recobrir todo o fundo dos pogos. Apos incubacao na auséncia de luz, o corante
foi aspirado e os pocos foram lavados duas vezes com PBS. As imagens das células vivas, das
células mortas e imagens da interseccdo entre elas foram realizadas em microscopio confocal
de fluorescéncia, com excitacdo por laser de argénio, nos comprimentos de onda de 405, 488
e 514 nm.

Etapa |l

4.7 Revestimentos Contendo Ag Depositados a Plasma
4.7.1 Confecgdo dos substratos de resina acrilica

Neste estudo, utilizou-se uma resina acrilica para base de prétese polimerizada por
micro-ondas para obtencdo dos substratos em forma de disco sobre os quais foram
depositados os filmes finos de Ag-SiO,. A resina acrilica foi proporcionada (1 g de p6 e 0,47
mL de liquido) e manipulada seguindo as instru¢des do fabricante, e os discos de 10 mm de
didametro por 2 mm de altura foram fabricados utilizando técnica convencional de inclusao e
compressdo . Para obter superficies padronizadas com rugosidade que simulam a superficie
interna das proteses, os substratos de PMMA foram prensados entre duas placas de vidro
jateadas previamente com oOxido de aluminio, procedimento responsavel por gerar uma
rugosidade superficial no vidro de aproximadamente 3,0 um ®. A polimerizacdo da resina
acrilica foi feita em forno micro-ondas doméstico de 500 W por 20 minutos a 20% de
poténcia, seguido de 5 minutos a 90% de poténcia, de acordo com as recomendagdes descritas
pelo fabricante. Apos o resfriamento das muflas em temperatura ambiente, elas foram abertas
e 0s substratos em forma de disco foram retirados, limpos, e tiveram 0s excessos removidos

com fresas para acabamento.
4.7.2 Deposic¢ao dos filmes finos

Neste estudo, foram depositados 4 filmes em substratos de PMMA: dioxido de silicio
contendo nanoparticulas de prata utilizando 7 e 15 minutos de deposicdo (Ag/SIO,7 e
Ag/SiO,15), prata pura (Ag) e didxido de silicio puro (SiOy). Os filmes finos de oxido de
silicio contendo nanoparticulas de Ag foram depositados nos substratos utilizando a técnica
de co-pulverizacdo por magnetron de radio-frequéncia (RF) e corrente continua (CC), em um
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sistema fechado de pulverizagdo. Antes da deposicdo dos filmes, os substratos foram limpos
em banho ultrassénico por 20 minutos em agua destilada. As deposicbes foram realizadas
numa camara de vacuo cilindrica de aco inoxidavel, que foi evacuada para uma pressdo de
fundo de 3,1 x 10 Torr. Os alvos de Si e Ag sob a forma de discos metalicos com diametro
de 30 mm e pureza >99 % foram co-pulverizados em atmosfera de argonio puro com o fluxo
de gas em 35 sccm. A distancia entre os alvos e o substrato era de cerca de 70 mm. Durante
todo o processo de pulverizacao catddica o alvo de silica foi alimentado com uma poténcia de
plasma de 180 W RF e o alvo de prata com poténcia aplicada de 360 volts CC,
simultaneamente, a uma pressao de 2,8 x 10 Torr. As deposicdes foram realizadas por dois
tempos distintos, sendo um grupo submetido a deposi¢do com duracdo de 7 minutos, € 0 outro
submetido a deposicdo com duracdo de 15 minutos. Filmes apenas de Ag e SiO; puros foram
também depositados nos substratos de PMMA. A pulverizacdo de Ag foi efetuada em modo
CC, enquanto que a pulverizagdo de SiO, foi realizada em modo RF a uma poténcia mais
elevada, devido ao baixo rendimento de pulverizacdo catddica do alvo cerdmico SiO,. As
deposicoes dos filmes de Ag e SiO, foram realizadas durante 15 min, nas mesmas condicdes
que para a deposicdo das peliculas de Ag-SiO,. O fluxo de gas argdnio e as poténcias nos
eletrodos de Ag e Si foram mantidos constantes em todos os experimentos. Os substratos
serdo doravante designados como Ag/SiO, 7 para o grupo onde foi feita deposicéo de filmes
compostos de Ag e SiO, durante 7 minutos; Ag/SiO,15 para o grupo onde foi feita deposi¢édo
de filmes compostos de Ag e SiO, durante 15 minutos; Ag para o grupo onde foi feita
deposicdo apenas de filme de Ag; SiO, para o grupo onde foi feita a deposicdo apenas de
filme de SiO, e PMMA para o grupo onde ndo foi feita deposicdo de filme fino (grupo
controle).

4.7.3 Caracterizacao dos filmes finos depositados

Diferentes técnicas de caracterizacdo foram utilizadas neste estudo. A espessura dos
filmes depositados foi avaliada a partir das alturas dos degraus de pelicula registradas,
utilizando um perfildmetro de alta resolucdo. Para isso, as superficies dos substratos em forma
de disco foram parcialmente cobertas com uma fita adesiva resistente a plasma (Kapton)
durante a deposicéo dos filmes, e foi removida ap0s a deposicdo para obtencdo de um degrau
entre a parte exposta e a parte protegida do plasma. Dez leituras foram realizadas em
diferentes regides da superficie dos degraus.



91

A rugosidade média (Ra) de todos os substratos de PMMA (revestidos e ndo
revestidos) foi medida com o perfildmetro Veeco Dektak 150. Para isso, uma ponta de
diamante de 12,5 um de raio e comprimento de 2000 um, examinou 524 um da superficie sob
uma carga de 3 mg, tendo sido obtidos trés Scans de cada substrato (n = 9).

A receptividade dos substratos Ag/SiO,7, Ag/SiO,15, Ag, SiO, e PMMA para agua
deionizada e diiodometano foi determinada pelo método de gota séssil em ambiente com
temperatura e umidade controladas, utilizando um goniémetro Ramé-Hart 100-00. Em
resumo, foram depositadas gotas de agua deionizada e diiodometano a partir de uma micro-
seringa calibrada sobre cada substrato (n = 9) e foram medidos os angulos de contato (0) em
cada lado das gotas. As medigdes foram feitas em trés locais representativos de cada substrato
e foram, posteriormente, calculadas em meédia. Os valores obtidos foram utilizados para o
calculo da energia livre de superficie pelo software DROP Image Advance.

A estrutura quimica das peliculas depositadas foi analisada por espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier utilizando o método IRRAS (Infrared Reflectance
Absorbance Spectroscopy) utilizando um sistema Jasco FTIR 410. Os espectros FTIR foram
determinados em modo de transmiss&o, na gama de 4000-400 cm™ com resolucdo de 1 cm™
em meio diluido em KBr, recolhendo 128 espectros com resolucdo de 4 cm™. Para anélise em
FTIR, os filmes Ag/SiO,7, Ag/SiO,15, Ag e SiO, foram depositados sobre amostras de
aluminio polido.

A morfologia dos substratos foi analisada por MEV-EC, operada a 2,00 kV. Para este
fim, um substrato de cada grupo foi selecionado aleatoriamente, recoberto com uma fina
camada de ouro e montados em stubs metalicos para analise.

A topografia superficial e a rugosidade dos filmes depositados foram também
observadas utilizando um microscopio de forca atbmica em ar, com uma ponta de silicio de 8
nm de raio e em “tapping mode”. Para analise em MFA, os substratos utilizados foram
laminulas de vidro lisas com os filmes Ag/SiO,7, Ag/SiO,15, Ag e SiO, depositados, para que
apenas a topografia e rugosidade dos filmes fosse avaliada, sem que houvesse interferéncia da
topografia superficial dos substratos de PMMA.

A andlise de DRX dos filmes finos foi realizada utilizando um difratometro de raios-X
Rigaku D / Max-2000 PC (Japdo). A fonte de raios X foi a radiagdo CuKa filtrada com Ni. As
medicdes foram realizadas numa configuracdo de varrimento de 260 na gama de 5-75° C num
angulo de incidéncia fixo de 0,05. A tensdo e a corrente aplicadas foram de 40 kV e 150 mA,
respectivamente, e a taxa de varredura foi fixada a 2°/min. Para anélise de DRX, 0s substratos

utilizados foram placas de vidro com os filmes Ag/SiO,7 e Ag/SiO,15 depositados.
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4.7.4 Atividade dos filmes finos depositados contra adeséo de C. albicans

O efeito dos filmes finos sobre a adesdo de C. albicans aos substratos foi avaliado
utilizando uma cepa padrdo da American Type Culture Collection (ATCC 90028). A cepa de
C. albicans foi retirada de armazenamento a -80°C e cultivada em meio de cultura Sabouraud
Dextrose Agar contendo 5 pg/mL de cloranfenicol, e foi mantida incubada a 37°C durante 24
h. Uma alcada desta cultura foi entdo transferida para 10 mL de meio de cultura RPMI-1640 e
0 inoculo foi incubado num agitador orbital overnight a 37°C. Apos incubacdo, as células
foram centrifugadas a 4000 g durante 5 min e lavadas duas vezes em solucdo salina
tamponada com fosfato estéril (PBS, pH 7,2). As células foram, entdo, ressuspensas em meio
RPMI-1640 e uma suspensdo celular de 10” CFU/mL foi preparada ajustando a densidade
Optica da suspensdo em 0,6 a 540 nm, em espectrofotémetro.

Para os experimentos, os substratos em forma de disco foram colocados,
individualmente, em microplacas de 36 pogos contendo 2 mL por poco da suspensao ja
padronizada de C. albicans. As placas foram incubadas a 37°C durante 90 minutos. Apés a
fase de adesdo, as células ndo aderidas foram removidas dos substratos por lavagem suave
duas vezes com 2 mL de PBS. Para todos 0s experimentos, os controles negativos foram
substratos em forma de disco aos quais ndo foram adicionadas células.

A adesdo de C. albicans foi avaliada através da contagem de unidades formadoras de
colénias por mL (UFC/mL), microscopia eletronica de varredura (MEV-EC) e microscopia de
varredura confocal a laser.

Para a contagem de CFU, ap6s lavagem das células ndo aderidas com PBS, cada
substrato foi transferido para um tubo Falcon contendo 5 mL de PBS, o qual foi submetido a
vortex vigorosamente durante 1 min para separacdo das células aderidas do substrato. Em
sequida, foram feitas diluicBes de 10" a 10™, e aliquotas (10 pL) das suspensdes de C.
albicans foram plagueadas em duplicata em placas SDA. Apos 48 h de incubacdo a 37°C, o
numero de UFC/mL de C. albicans foi determinado por contagem nas placas e os resultados
transformados em log;o.

Microscopio eletrébnico de varredura (MEV-EC) foi utilizado para analisar as
caracteristicas morfologicas das células de C. albicans aderidas nos substratos. Para isso, ap6s
a fase de adesdo das células, os substratos Ag/SiO,7, Ag/SiO,15, Ag, SiO, e PMMA foram
lavados duas vezes em PBS e as células foram fixadas em paraformaldeido a 2,5% durante 2
horas a temperatura ambiente. Em seguida, foram desidratados através de uma série de etanol

graduada (70, 85 e 100%), montados em stubs metalicos e revestidos com ouro.
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A adesdo de células de C. albicans nos substratos Ag/SiO,7, Ag/SiO,15, Ag e SiO,
também foi analisada por microscopio confocal de varredura a laser e o kit de viabilidade
bacteriana BacLight Live / Dead. As células aderidas de C. albicans foram coradas com
corantes fluorescentes SYTO® 9 (verde) e iodeto de propidio (vermelho). Assim, as células
vivas foram coradas em verde, enquanto as células mortas foram coradas em vermelho.

Todos o0s experimentos foram realizados em triplicata e em trés ocasides
independentes. Assim, para cada substrato foram preparados 9 discos. Além disso, para
analises microscopicas, foram preparados dois discos adicionais de cada substrato, um para

MEV-EC e outro para microscopia confocal de varredura a laser.
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5 RESULTADO

Este estudo verificou a sintese e caracterizacdo de compostos associados a prata e
avaliou o efeito antimicrobiano destes compostos em relagéo a inativacdo de SARM, E. coli e
C. albicans na forma plancténica, e a inibicdo de formagdo de biofilmes desses
microrganismos. Por meio da sintese de co-pulverizacdo assistida a plasma, os revestimentos
contendo Ag depositados sobre resina acrilica, foram caracterizados e avaliados quanto ao

efeito na adesdo de C. albicans.

5.1 Microcristais de a-Ag,WO, com e sem Irradiacio®

A Figura 2 mostra imagens de microscopia eletrénica de varredura por emissdo de
campo (MEV-EC). Nota-se que os microcristais de a-Ag,WO, apresentam morfologia
hexagonal, embora formas triangulares e cubicas também podem ser observadas, apos ajuste
de foco no tempo zero (Figura 2a). A Figura 2b mostra a morfologia de microcristais de
a—Ag,WO, apds 30 minutos de exposicdo ao feixe de elétrons provenientes da microscopia,

onde é observado o crescimento de nanoparticulas na superficie dos cristais.

" Resultados publicados em Longo, V. M., De Foggi, C. C., Ferrer, M. M., Gouveia, A. F., André, R.
S., Avansi, W., ... & Hernandes, A. C. (2014). Potentiated electron transference in o-Ag,WOQO,
microcrystals with Ag nanofilaments as microbial agent. The Journal of Physical Chemistry A,
118(31), 5769-5778 (28).
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Figura 2 - Imagens de MEV-EC mostrando microcristais de a-Ag,WO, no tempo zero (a) e apds 30
minutos de irradiacdo com elétrons (b), onde é possivel observar nanoparticulas de Ag em sua
superficie.

I 110

Fonte: Adaptado de Longo et a

Para verificacdo da composicdo quimica dos microcristais de a-Ag,WO, sintetizados,
um mapeamento de elementos quimicos através de Raios-X (EDX) foi realizado em uma
particula isolada. A Figura 3a mostra uma imagem proveniente de microscopia eletrdnica de
transmissdo de uma Unica particula isolada, sobre a qual foi realizada a anélise de EDX. As
Figuras 3b e 3c mostram os resultados de EDX, que confirmam que as estruturas formadas
apos a exposicdo aos elétrons sdo compostas, principalmente, por Ag, enquanto a particula na
sua condi¢do original (“pristine”) é composta, principalmente, por tungsténio (W), com

menor quantidade de Ag, como esperado.
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Figura 3a - Imagem de microcristal de a-Ag,WO, isolado, obtido através de microscopia eletronica
de transmissdo. As Figuras 3b e 3c representam o0 mapeamento realizado através do EDX, onde 3b
corresponde ao tungsténio (W), e 3c a prata (Ag) (Escala: 50nmem a, b e ¢).

WLa € Ag La

Fonte: Adaptado de Longo et al.*°.

Analise de microscopia eletrénica de transmissdo de alta resolucdo (HRTEM) foi
realizada no nanofilamento de Ag metélica, apds os microcristais de a-Ag,WO, terem sido
irradiados. A Figura 4 mostra uma visdo aumentada da regido analisada (A) e revela que os
parametros de rede possuem em torno de 2,3A, o que é consistente com o plano (111) da

estrutura cubica do nanofilamento de Ag metalica.

Figura 4 - Analise de HRTEM de nanofilamento de Ag metalica em amostra de a-Ag,WO, irradiada.
Em destaque na parte superior esquerda, aumento da regido A.

(111)

AN

10 nm

Fonte: Adaptado de Longo et al.™°.

A Figura 5 apresenta os padroes de DRX obtidos para os microcristais de a-Ag,WO, e
a-AgoWOQ, irradiado.
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Figura 5 - Padrbes de DRX dos microcristais de a-Ag,WO, e a-Ag,WQ, irradiado.
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Ambos os cristais apresentaram picos de difracdo nitidos e bem definidos, o que indica

ordem estrutural e cristalinidade, sem a presenca de fases deletérias. Tanto o tungstato de

prata, quanto o tungstato de prata com nanofilamentos, possuem estrutura ortorrombica, com

grupo espacial de Pn2n '3 Todos os picos de difracdo estdo em concordancia com o

respectivo documento ICSD N°. 4165 (Figura 4).
A espectroscopia Raman para os microcristais ortorrombicos de a-Ag,WO, estdo

representados na Figura 6a. A Figura 6b mostra a comparagdo dos resultados encontrados

neste estudo com aqueles relatados por Turkovic et al.*” em 1977.
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Figura 6 - (a) Modos Raman para microcristais de a-Ag,WO, a temperatura ambiente e (b) resultados
deste estudo, comparados com aqueles relatados por Turkovic et al.'®’, em 1977.
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Fonte: Adaptado de Longo et al. .

Modos vibracionais Raman caracteristicos foram observados para os dois microcristais
de a-Ag,WO, (irradiado ¢ ndo irradiado) com simetria do grupo pontual (“point-group
symmetry”) de C3J a temperatura ambiente. O baixo modo ativo translacional de A4 (57
cm ) corresponde aos fonons externos ou de rede associados com o movimento do pesado
cation Ag na unidade molecular rigida. As vibracGes internas sdo associadas com 0s
movimentos dentro do grupo molecular [WOg], 0 qual revela diversos picos correspondentes
com os modos internos ativos Raman do “cluster” octaedro distorcido [WOg]: A1, B1, Az, €
B,. A Figura 5 também mostra que os microcristais de a-Ag,WO, preparados pela sintese
hidrotérmica assistida por micro-ondas possuem modos ativos Raman bem definidos
relacionados as vibragdes simétricas de estiramento das ligacdes («—O«—W—-0—) dos
“clusters” octaedros [WOg] evidenciada pelo modo Raman 879cm ™.

Os resultados de UV-Vis dos microcristais de a-Ag;WO,e a-Ag; WO, irradiado estdo
apresentados na Figura 7. O microcristal de a-Ag,WO, ndo irradiado apresenta um pico de
absorcdo bem definido, enquanto os microcristais irradiados exibem aumento suave e
continuo na absorcdo em funcdo da energia, sugerindo estados localizados dentro do intervalo
do gap de energia. Os gaps Opticos obtidos por extrapolacéo linear da regido curva, de acordo
com o método de Wood e Tauc'® foram de 3,1 eV para os microcristais ndo irradiados e de

2,4 eV para aqueles submetidos a irradiacao.
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Figura 7 - Espectro de UV-Vis obtido para os microcristais de a-Ag,WO;, irradiado e ndo-irradiado.
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Fonte: Adaptado de Longo et al.*°.

A Figura 8 revela que o microrganismo SARM foi inativado por ambos os
microcristais de a-Ag,WOQ,, sendo o efeito dependente da concentracéo utilizada. O valor de
CIM/CBM para células plancténicas do microcristal irradiado com feixe de elétrons
provenientes de microscopia foi consideravelmente menor (31pg/mL) quando comparado ao
valor apresentado pelo cristal ndo-irradiado (125pg/mL).

Figura 8 (a e b) - Efeito bacteriostatico/bactericida dos microcristais de a-Ag,WO, irradiados e néo-
irradiados.
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Fonte: Adaptado de Longo et al.™°.

A Figura 9 mostra o mecanismo da atividade antibacteriana dos compostos de a-
Ag,WO, proposto, com base na estrutura da banda de energia, transferéncia elétron-buraco e
separagdo no a-Ag, WO, com a Ag metalica.
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Figura 9 - Mecanismo de acdo antibacteriana proposto para os microcristais de a-Ag,WO, com
nanofilamentos de Ag.
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Fonte: Adaptado de Longo et al.*°.

5.2 Microcristais de a-Ag,WO, com Surfactante”

Os padrdes de DRX dos microcristais de tungstato de prata a-Ag,WO, obtidos sdo
apresentados na Figura 10. Pode ser observado que o padrdo da amostra corresponde a fase
pura ortorrdmbica de o-Ag; WO, como determinado pela informacéo dada pelo cartdo n°® 34-

61 do “ICSD” (Inorganic Crystal Structure Database).

* Artigo publicado em Chemical Physics Letters: Ms. No.: CPLETT-16-19. Camila C Foggi, Maria
Tereza Fabbro, Luis Presley Serejo dos Santos, Yuri V B de Santana, Carlos E Vergani, Ana Lucia
Machado, Eloisa Cordoncillo, Juan Andrés, Elson Longo. Synthesis and evaluation of a-Ag,WO, as

novel antifungal agent.



101

Figura 10 - Padrées de DRX dos microcristais de a-Ag,WO, sintetizados pelo método de co-
precipitacdo com surfactante PVP.
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Fonte: Adaptado de Foggi et al.®’.

As imagens obtidas através de FE-SEM da amostra estdo apresentadas na Figura 11. O

quadro superior direito € uma imagem da amostra com maior ampliacao.
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Figura 11 - Imagens de FE-SEM do a-Ag,WO, sintetizado pelo método de co-precipitacdo com
polivinilpirrolidona como surfactante.

Fonte: Adaptado de Foggi et al.®”’.

Pode-se observar que os microcristais de a-Ag,WO, tém uma natureza aglomerada e
forma alongada, semelhante a bastdes, com comprimento de cerca de 1 um, largura de 140 nm
e espessura de, aproximadamente, 120 nm.

Em relacdo aos resultados microbiologicos, o valor de CIM obtido para o0s
microcristais foi de 62,50 pg/mL. Essa concentracdo de o-Ag,WO, também inibiu
completamente o crescimento de colonias de C. albicans (CFM = 62,50 pg/mL). Os
resultados da analise estatistica mostraram efeito significativo para o fator concentragédo (P =
0.0). Redugdo significativa (P < 0,05) nos valores de log;o UFC/mL comparados com o
controle (de aproximadamente 8 logip UFC/mL para 5,4 log;o UFC/mL) foi observada em
concentragdes a partir de 0,98 ug/mL. Na concentragdo correspondente & metade do valor de
CIM/CFM (31,25 ug/mL), o crescimento fungico também foi significativamente reduzido

para, aproximadamente, 3 logi;p UFC/mL (Figura 12).
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Figura 12 - Valores de log,, UFC/mL obtidos para as concentragBes sub-inibitorias de a-Ag,WO,.
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Fonte: Adaptado de Foggi et al.®’".

A Figura 13 apresenta 0s possiveis mecanismos de acdo dos microcristais que podem

ter contribuido para o efeito antifungico,

desordenados/distorcidos e ordenados.

com base na presenca de

“clusters”
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Figura 13 - Mecanismo de acdo proposto para os microcristais de o-Ag,WO, sintetizados por co-
precipitagdo ¢ com PVP. Os “clusters” octaedro [WOg] (em cinza, verde e amarelo), bipiramidal
pentagonal [AgO;] (em azul), octaedro [AgOs] (em dourado), tetraedro [AgO4] (em vermelho), e

angular [AgO;] (em rosa) estdo apresentados como os blocos fundamentais constituintes do o-
A92WO4.

[490,],+ 0, —=> 0;

[4g0,], + H,0 —> OH" + H

WOgl, + 0, —> 0,

WOgl, + H,0 =-> OH + H

Fonte: Adaptado de Foggi et al.®’.

As imagens de MEV mostram que as células de C. albicans ndo tratadas (controle)
preservaram a sua morfologia normal (Figura 14a), com agregados celulares e presenca de
hifas. Em contraste, as células C. albicans expostas aos microcristais de a-Ag,WO,
apresentaram superficie irregular e tamanho reduzido por perda de material (“shriveled”),
com auséncia de hifas (Figura 14b).
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Figura 14 - Micrografias de C. albicans incubadas sem (a) e com 0s microcristais de a-Ag,WO, (b).
H: hifas. Setas brancas: altera¢cdes morfologicas das células de Candida.

(b)

Fonte: Adaptado de Foggi et al.®’.

5.3 Microcristais de B-Ag.MoO, sem Surfactante

A Figura 15 mostra os padrdes de DRX dos microcristais de molibdato de prata -

Ag>MoO, obtidos.

Figura 15 - Padrdes de DRX dos microcristais de p-Ag.MoO, sintetizados por co-precipitacdo e sem
surfactante.
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Fonte: Elaboracdo propria.

Pode-se observar que o padrdo da amostra corresponde a fase cubica pura de B-
Ag>Mo0,; como determinado pela informagdo dada pelo cartdo n° 75.250 do “ICSD”

(Inorganic Crystal Structure Database).
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A microestrutura da amostra obtida através de andlise por microscopia eletronica de
varredura estd apresentada na Figura 16. Os microcristais apresentam morfologia irregular,
com a presenca de particulas com as formas cubica e hexagonal, bem definidas e com
distribuicéo aleatoria.

Figura 16 - Imagens de FE-SEM dos microcristais sintetizados pelo método da co-precipitagdo, sem
surfactante.

Fonte: Elaboragdo propria.

A Figura 17 mostra os valores de logio encontrados para as concentracdes sub-
inibitérias dos microcristais de p-Ag,Mo0O,.
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Figura 17 - Valores de log;o UFC/mL obtidos para as concentragdes sub-inibitorias dos microcristais
de B-Ag,M00O,.
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Fonte: Elaboracéo propria.

A andlise da Figura 17 mostra que a CIM e a CFM foram coincidentes, e
corresponderam a concentracdo de 62,50ug/mL de microcristais de B-Ag.MoO,4. Comparado
com o controle (8,3 log;p UFC/mL), os microcristais, na concentragdo correspondente a
metade do valor de CIM/CFM (31,25 pg/mL), também reduziram o crescimento da C.
albicans para, aproximadamente, 2,0 log;o UFC/mL. Pode-se observar, ainda, que, em
concentracdes a partir de 1,95 pug/mL, os valores obtidos foram iguais ou menores que 3,5

logio UFC/mL.
5.4 Microcristais de a-Ag;WO, em Diferentes Solventes”

Na Figura 18 estdo apresentados os padrdes de DRX dos microcristais de a-Ag,WO,

sintetizados em &gua, solugdo alcodlica e solu¢do amoniacal.

" Artigo em revisio em Journal of Materials Science Materials in Medicine JMSM-D-16-00774.
Camila C Foggi, Regiane C. de Oliveira, Maria T. Fabbro, Carlos E Vergani, Juan Andrés, Elson
Longo and Ana Lucia Machado. A New Way to Enhance the Antimicrobial Activity of a-Ag,WO..
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Figura 18 - PadrGes de DRX dos microcristais de a-Ag,WO, sintetizados em agua (linha azul),
solucdo alcodlica (linha vermelha) e solugcdo amoniacal (linha verde).
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Fonte: Elaboracéo propria.

Os padrdes de DRX revelaram que todos os picos de difracdo dos microcristais de a-
Ag,WO, podem ser indexados a estrutura ortorrdmbica com grupo espacial Pn2n e simetria
C1%, de acordo com o respectivo cartio da base de dados Inorganic Crystal Structure

2V
Database (ICSD) n © 4165 3 1%,
A Figura 19 mostra as imagens de MEV de microcristais de a-Ag,WO, sintetizados

em &gua, solucdo amoniacal (NHs) e solugdo alcodlica, e esquema ilustrativo de cristal de a-

Ag> WO, com os respectivos planos cristalograficos para as faces.
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Figura 19 - Imagens de MEV de microcristais de a-Ag,WO, sintetizados em &gua (A), solucdo
amoniacal (NHs) (B) e solucdo alcodlica (C). Esquema ilustrativo do microcristal de a-Ag,WO, com
o0s planos cristalograficos (001), (101), (010) para as faces em 3D (D).
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Fonte: Elaboracdo propria.
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A andlise da Figura 19 indica que, quando a sintese foi realizada em &gua, houve a
formacdo de grande quantidade de microcristais de a-Ag,;WO4 com estruturas similares a
flores (“flower-like”) tridimensionais (3D). Claramente, essas estruturas sdo essencialmente
compostas de particulas em forma de nanobastBes agregados, os quais foram parcialmente
orientados e unidos nas faces irregulares. Esses cristais apresentam uma natureza aglomerada
e a forma de bastbes hexagonais alongados, no eixo y e na direcdo [010]. Vérios
nanocristalitos nuclearam e cresceram, transformando-se em pequenos nanobastfes que, com
0 objetivo de minimizar a energia total do sistema, tenderam a se agregar, formando 3D
“flower-like” a-Ag,WO,. Esse mesmo tipo de estrutura também foi obtido quando a solugéo
amoniacal foi utilizada como solvente (Figura 18B). Entretanto, neste caso, 0s cristais
exibiram trés faces com planos cristalograficos (001), (101), (010), que foram mais definidos.
Essas faces estdo indicadas no esquema ilustrativo dos microcristais de a-Ag,WO, na Figura
19D. Na sintese em que a solucgdo alcodlica foi utilizada, os nanobastoes de a-Ag,WO, com
trés faces foram obtidos, e com os mesmos planos cristalograficos apresentados pelas
estruturas de a-Ag, WO, sintetizadas em solucdo amoniacal, como demonstrado pela Figura
19C.

Os espectros de Raman encontrados para os microcristais de a-Ag,WO, sintetizados
em &gua, solucdo amoniacal e solucdo alcodlica, com o0s respectivos modos ativos, Sao
apresentados na Figura 20. Existem 12 modos ativos detectados nos espectros Raman dos

microcristais de a-Ag; WO, obtidos nos diferentes solventes.
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Figura 20 - Espectros de Raman dos microcristais de a-Ag,WO, sintetizados em &gua (linha azul),
solucdo amoniacal (linha verde) e solugdo alcodlica (linha vermelha).
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Fonte: Elaboragdo propria.

A espectroscopia de absor¢do na regido do ultravioleta visivel (UV-Vis) por

reflectancia difusa esta apresentada na Figura 21.
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Figura 21 - Espectros UV-Vis dos microcristais de a-Ag,WO, sintetizados em agua (linha azul),
solucdo amoniacal (linha verde) e solugdo alcodlica (linha vermelha), com os respectivos, ajuste linear
e extrapolacdo, para determinacdo do Gap de energia (eV).
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Fonte: Elaboracdo propria.

A energia do gap optico (Egqp) foi calculada utilizando o método proposto por Kubelka

e Munk®, que pode ser resumida pela Equaco 1:
[F(R)hv] = C1(h1 - Egap)" ======m=m=mmmmmmmmmm oo Eqg. 1

onde F(R.) é a funcdo de Kubelka-Munk, R, ¢ a reflectancia, hv é a energia do foton, C1 é a
constante de proporcionalidade, Eg, € 0 gap Optico, e n e a constante associada com
diferentes tipos de transicdes eletronicas (n = 0,5, 2, 1,5, e 3 para transi¢cdes do tipo direta
permitida, indireta permitida, direta proibida, e indireta proibida, respectivamente).

Para o a-Agy;WO,, 0s espectros de absorgdo Optica sdo governados por transicGes
eletronicas diretas®® . Assim, apés a obtencdo do valor de F(R.) a partir da equacgédo de
Kubelka-Munk e plotagem do gréfico de [F(R.)hv]? como uma fungdo de hv, os valores de
Egap values para o a-Ag,WO, foram calculados por meio da extrapolagéo da porgdo linear das
curvas de UV-Vis. A Figura 21 mostra que 0s espectros de absorg¢éo na regido do ultravioleta

visivel (UV-Vis) por reflectancia difusa e os valores de gap optico (Egsp) para os microcristais
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de a-Ag,WO, sintetizados em &gua, solugdo alcoodlica, e solu¢cdo amoniacal. Nenhuma
alteracéo significativa foi observada nos valores de Egqp dos microcristais de a-Ag;WO,.
Espectros de fotoluminescéncia dos materiais, obtidos a temperatura ambiente,
utilizando comprimento de onda de 350 nm, estdo apresentados na Figura 22. Para um melhor
entendimento das propriedades de fotoluminescéncia e sua dependéncia na ordem-desordem
da rede, as curvas de fotoluminescéncia foram deconvoluidas com o programa PeakFit

(SeaSolve Software Inc, Framingham, MA, EUA), como demonstrado nas Figuras 21 e 22.

Figura 22 - Espectro de fotoluminescencia e deconvolugdo dos picos com o programa PeakFit dos
microcristais de a-Ag,WO, sintetizados em &gua, solugdo amoniacal (NH3) e solucdo alcoolica.
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Fonte: Elaboracéo propria.

As bandas de fotoluminescéncia do a-Ag,WO, resultam de processos de pares de
elétron-buraco gerados por luz e a transicéo eletronica entre a banda de valéncia e a banda de
conducdo. Os espectros exibem perfis caracteristicos amplos como resultado dos multiplos
caminhos de relaxagdo, que envolvem a participacdo de numerosos estados de energia dentro
do gap optico. Esse comportamento € relacionado com a desordem estrutural do a-Ag,WO, e

confirma a presenca de niveis eletrdnicos adicionais na regido proibida do gap do material'%,
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Figura 23 - Porcentagem de &rea obtida através da deconvolugdo dos espectros de fotoluminescéncia
dos microcristais a-Ag,WO, sintetizados em agua, solugdo amoniacal (NHs;) e solugdo alcoolica.
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Fonte: Elaboracdo propria.

Os picos correspondem ao azul (447 nm), verde (510 nm), laranja (613 nm), e
vermelho (750 nm), e referem-se as regides onde ocorre a absor¢do maxima dos componentes.
As porcentagens de contribuicdo de cada area para 0s microcristais sintetizados nos trés
solventes sdo apresentadas na Figura 23.

Os resultados dos testes microbioldgicos demonstraram que, independente do solvente
utilizado na sintese, os microcristais de a-Ag,WOQO, apresentaram tanto atividade fungistatica
quanto fungicida contra C. albicans. Além disso, para cada uma das trés amostras de a-
Ag>WOQ,, ou seja, microcristais sintetizados em agua, solucéo alcolica e solucdo amoniacal, 0s
valores de CIMs e CFMs foram coincidentes. Entretanto, quando a 4gua e a amoénia foram
utilizadas como solventes, os valores de CIM/CFM foram similares (7,81 pug/mL) e maiores
que os observados para a amostra sintetizada utilizando &lcool (3,90 pug/mL) (Figura 24). E
importante notar que, mesmo em concentragdes menores que os valores de CIM/CFM, os
microcristais de a-Ag,WO, ainda foram capazes de reduzir o crescimento fungico. Quando C.
albicans foi incubada sem os microcristais de a-Ag,WO, (controles), uma contagem de 6,1
logio UFC/mL foi obtida. A Figura 23 mostra que, na concentracdo correspondente a metade
do CIM/CFM para a amostra sintetizada com &lcool (1,95 ug/mL), o UFC/mL de C. albicans
foi reduzido em, aproximadamente, 4 logs (para ~ 2 logip UFC/mL). Nas concentracdes de
0,98 e 0,49 pg/mL, as contagens de C. albicans também foram menores que a do controle (3,5

logio CFU/mL e 4,5 logio CFU/mL, respectivamente). Embora os efeitos dos microcristais de
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a-Ag,WO;, sintetizados em amdnia e &gua tenham sido menos pronunciados, na concentracdo
de 3,90 pg/mL (metade do valor de MIC/MFC), o crescimento foi reduzido para,
aproximadamente, 2,4 logio CFU/mL e 3,1 logio CFU/mL, respectivamente. Comparado com
o0 controle, reducdo de aproximadamente 2 logs também foi observada na concentracdo de
1,95 pg/mL e 0,98 pg/mL para amonia (para ~4,2 logip CFU/mL) e &gua (para ~4,4 1090
CFU/mL).

Figura 24 - Valores de log;, UFC/mL obtidos para as concentragfes sub-inibitorias do a-Ag,WO,
sintetizados em diferentes solventes contra o microrganismo C. albicans. Controle = 6,1 logio
UFC/mL.
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Fonte: Elaboragdo propria.

Os resultados dos testes realizados com SARM revelaram que para os trés solventes
utilizados na sintese dos microcristais de a-Ag,WQ,, os valores de MIC foram 0s mesmos
que os de MBC. A Figura 24 mostra que os valores CIM/CBM se apresentaram mais baixos
para o microcristal sintetizado em alcool (15,62 pug/mL) quando comparado com o sintetizado
em amonia (62,50 ug/mL), sendo os dois microcristais mais eficientes do que o sintetizado
com &gua como diluente (125 pg/mL). Na concentracdo correspondente & metade do
CIM/CBM, foi observado reducdo da quantidade de microrganismos viaveis em
aproximadamente 5,5 logs em relagdo ao controle (10,0 logag), para o microcristal sintetizado
em alcool (valor médio de 4,4 logio). A reducdo na concentragdo sub-CIM para o microcristal
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em amonia foi de aproximadamente 6,7 logs (valor médio 3,2 logio) € a redugdo no
microcristal sintetizado em agua foi de aproximadamente 5 logs (valor médio 4,9 log 1¢).
Comparado com o controle, os microcristais sintetizados em alcool, nas concentracfes de 3,9

ug/mL e 1,95 ug/mL, ainda promoveram reducéo de pelo menos 3 logs (Figura 25).

Figura 25 - Valores de log;o UFC/mL obtidos para as concentracdes sub-inhibitérias do a-Ag,WO,
sintetizados em diferentes solventes contra o microrganismo SARM. Controle = 10,0 log;o UFC/mL.
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Fonte: Elaboracéo propria.

A Figura 26 apresenta os valores de logip CFU/mL para o microrganismo E. coli,
quando incubado com concentragdes sub-inibitdrias dos microcristais de a-Ag,WO,. Para 0s
trés solventes, os valores de CIM/CBM foram coincidentes. Além disso, para 0s microcristais
de a-Ag,WO, sintetizados em alcool e aménia os valores foram semelhantes entre si (0,48
pg/mL) e inferiores em comparagdo aos microcristais de a-Ag, WO, sintetizado em agua (0,97
pg/mL). Mesmo para concentragoes inferiores ao CIM/CBM, houve reducdo na quantidade de
microrganismos viaveis, assim como ocorreu para SARM e C. albicans. A reducdo da
quantidade de E. coli na concentracdo sub-CIM para 0s microcristais sintetizados em agua foi
de aproximadamente 4logs (de 7,2 logio para 3,4 1ogi0), bem como para aqueles sintetizados
em &lcool. Para a sintese realizada em amdnia, a reducgéo foi de aproximadamente 3 logs (de

7,2 logyg para 4,3 10g10).
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Figura 26 - Valores de log;, UFC/mL obtidos para as concentragdes sub-inhibitérias do a-Ag, WO,
sintetizados em diferentes solventes contra o microrganismo E. coli. Controle = 7,2 log;g UFC/mL.
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Fonte: Elaboragdo propria.

As Figuras 27 e 28 mostram 0s mecanismos propostos para a atividade antimicrobiana
dos microcristais de a-Ag,WO, sintetizados em diferentes solventes. Esses mecanismos tém
como base as distor¢des dos “clusters” [WOg] e [AgO,], que sdo, respectivamente, formador e
modificador da rede cristalina do a-Ag,WOy,, e consequente geracao de radicais livres.
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Figura 27 - Mecanismo proposto para a geracdo dos radicais oxidativos pelos microcristais de o-
A92WO4.
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Fonte: Elaboracdo propria.

Figura 28 - Mecanismo proposto para o efeito antimicrobiano dos microcristais de a-Ag,WO,,
guando sintetizados em diferentes solventes.

e (11 *ig

Fonte: Elaboracdo propria.
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5.5 Microcristais de p-Ag2Mo0O, em Diferentes Solventes

A Figura 29 mostra o padrdo de DRX dos microcristais de B-Ag,MoQ;, sintetizados

em agua, alcool e amonia.

Figura 29 - Padrdes de difracdo de raios X (DRX) dos microcristais de p-Ag.MoO, sintetizados em
agua, alcool e amonia.
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Fonte: Adaptado de Fabbro et al.”.

Os padroes de DRX mostraram que todos os picos de difragao dos microcristais de -
Ag2Mo04 indicaram estrutura cubica do tipo espinélio com grupo espacial (Fd™ 3m) e
simetria (O7y), de acordo com o respectivo cartdo da base de dados Inorganic Crystal
Structure Database (ICSD) n © 28891 3.

As microestruturas dos compostos de B-Ag.MoO, sintetizados nos trés solventes
foram estudadas por imagens de microscopia FE-SEM (Figura 30a, 30b e 30c), onde pode-se

observar que as particulas possuem formato arredondado e com tamanho em escala
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micrométrica. Na Figura 30 pode-se também observar as morfologias derivadas de célculos
tedricos, mostrando as faces ao longo dos planos cristalograficos (011), (001) e (111).

Figura 30 - Morfologias teoricas derivadas da construgdo de Wulff, com os respectivos valores de
energia (Esyuf) para cada uma das superficies (011), (001) e (111), e imagens de FE-SEM dos
microcristais de B-Ag,MoQ, sintetizados com a) agua; b) amonia; c) alcool.
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Fonte: Adaptado de Fabbro et al.”.

Com base no teorema de Wulff, as formas de equilibrio para esses sistemas foram
obtidas a partir dos valores das suas respectivas energias de superficie. A analise da Figura 30
mostra que quando a proporcao da energia de superficie variou, por meio da diminuicdo da
energia da superficie (111) para o valor de 1,2 J m2, os resultados revelaram que ambas as
faces (011) e (001) foram desfavorecidas e a morfologia 1 foi observada. Se, além disso, o
valor da face (011) aumenta para 1,5 J m2, a face (001) aparece e, como resultado a
morfologia 2 foi obtida. As imagens de microscopia obtidas para o B-Ag2MoO4 sintetizado
em agua e amonia sdo apresentadas na Figura 30 (a e b) e ambas podem ser relacionadas as

morfologias teoricas 1 e 2. Por outro lado, quando os valores de energia de superficie para as



121

duas faces (001) e (111) diminuem para 1,28 J m?, ou seja, 0 mesmo valor de energia de
superficie da face (011), a morfologia 3 é obtida, a qual pode ser comparada com aquela
obtida experimentalmente para os microcristais de p-Ag.MoQ, sintetizados utilizando etanol
como solvente (Figura 30, c).

Os espectros Raman dos microcristais de -Ag,MoO, podem ser vistos na Figura 31 e
resumidos na Tabela 2. Os espectros revelam a presenca de cinco modos vibracionais ativos

Raman, como esperado.

Figura 31 - Espectros de Micro-Raman dos microcristais de -Ag.MoQ, sintetizados em diferentes
solventes: (a) etanol, (b) aménia e (c) 4gua.
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Fonte: Adaptado de Fabbro et al.”.
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Tabela 2 - Posic0es relativas dos modos ativos Raman (Experimentais e Tedricos).

Simetria Deslocamentos Raman Deslocamentos Raman NUmero Descrigéo
Experimentais Calculados
(cm™) (em™)

A 872-926 841-921 (1) Vi Estiramento simétrico

Tog 760-777 761-776 (186) V3 MoO,

Tog 357-372 348-370 (186) V4 Estiramento

Eq 282-297 272-279 (1, 186) Vs assimétricoMoO,
89-93 (1, 186) Ligacao assimétrica

Tag 76-102 MoO,

Ligacdo simétrica MoO,

Fonte: Adaptado de Fabbro et al.”.

Os resultados das anélises UV-Vis dos microcristais de p-Ag,MoOy sintetizados nos

diferentes solventes estéo apresentados na Figura 32.
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Figura 32 - Espectro de reflectancia difusa de UV-Vis dos microcristais de p-Ag,MoO, sintetizados
em diferentes solventes.
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Fonte: Adaptado de Fabbro et al.®.

A partir dos espectros de refletancia obtidos por analise de UV-Vis, foi possivel

estabelecer a energia do gap optico (Egsp) das amostras utilizando o método de Kubelka e
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Munk-Aussig?, tendo sido os valores obtidos 3,29, 3,33 e 3,32 para 0s microcristais
sintetizados em amdnia, etanol e 4gua, respectivamente.

A Figura 33 mostra espectros de emissdo de fotoluminescéncia dos microcristais de B-
Ag>MoO, sintetizados em diferentes solventes. Esses resultados demonstram que o solvente

afeta a variagdo na densidade de defeitos do material.

Figura 33 - Espectros de fotoluminescéncia realizados a temperatura ambiente de microcristais de p-
Ag,Mo0, sintetizados em agua (linha vermelha), alcool (linha preta) e amonia (linha azul).
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Fonte: Adaptado de Fabbro et al.®.

O perfil de fotoluminescéncia mostra emissdo maxima na regido do azul (449 nm) e
uma emissdo fraca na regido do laranja (650 nm).

Os resultados dos testes microbioldgicos demonstraram que, independente do solvente
utilizado na sintese, os microcristais de p-Ag.MoQ, apresentaram atividade tanto fungistatica
quanto fungicida contra C. albicans. As trés amostras de B-Ag>Mo0Q, apresentaram valores de
CIMs e CFMs coincidentes. Entretanto, quando o alcool e a amdnia foram utilizados como
solventes, os valores de CIM/CFM foram similares (7,81 ug/mL) e mais baixos que aqueles
registrados para a amostra sintetizada utilizando-se agua (15,62 pg/mL) (Figura 34). E
importante notar que, mesmo em concentragdes menores que os valores de CIM/CFM, os
microcristais de p-Ag.MoQ, ainda foram capazes de reduzir o crescimento flngico. Quando
C. albicans foi incubada sem os microcristais de B-Ag.MoO, (controles), uma contagem de
6,6 log;o UFC/mL foi obtida. A Figura 34 mostra que, nas concentragdes de 1,95 ug/mL, para

as amostras sintetizadas com alcool e amodnia, o UFC/mL de C. albicans foi reduzido em,



125

aproximadamente, 2 logs (para ~ 4,4 Logi;o UFC/mL). Na concentragdo correspondente a
metade do valor de CIM/CFM (3,90 ug/mL), o crescimento fungico foi também reduzido para
aproximadamente 3,5 Logio UFC/mL e 2,3 Log;o UFC/mL, para os solventes amonia e alcool,
respectivamente. O efeito para os microcristais de B-Ag.MoO, sintetizados em &gua foi
menos pronunciado, e a redugéo do valor de logi;p UFC/mL comparado com o controle (de 6,6
logip UFC/mL para 3,0 logip UFC/mL) foi observada somente na concentracdo de 7,81

ug/mL (metade do valor de CIM/CFM).

Figura 34 - Valores de logyy UFC/mL obtidos para as concentracdes sub-inibitérias do p-Ag,MoO,
sintetizado em diferentes solventes contra o microrganismo C. albicans. Controle = 6,6 log;o UFC/mL.
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Fonte: Adaptado de Fabbro et al.®.

Os microcristais de B-Ag.MoO, também foram efetivos contra o0 microrganismo
SARM e, para os trés solventes utilizados, os valores de CIM foram 0s mesmos que os de
CBM. Quando os microcristais foram sintetizados com alcool, o valor de CIM/CMB (31,25
pug/mL) foi menor do que o observado para aqueles sintetizados em amonia (62,50 pg/mL), e
ambos foram mais efetivos do que a amostra sintetizada com agua (500 pg/mL). A Figura 35
também mostra que, comparado com o controle (8,8 logl0 UFC/mL), na metade dos valores
de CIM/CBM, o crescimento de SARM foi reduzido em, aproximadamente, 4 logs para 0s
microcristais de B-Ag>MoQ, sintetizados com alcool (para 4,3 Log;o UFC/mL), 5 logs para 0s
microcristais sintetizados com aménia (para 3,9 log;o UFC/mL) e 4 logs quando a agua foi

utilizada como solvente (para 4,3 logig UFC/mL).
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Figura 35 - Valores de logyy UFC/mL obtidos para as concentracdes sub-inibitérias do p-Ag,MoO,
sintetizado em diferentes solventes contra 0 microrganismo SARM. Controle = 8,8 log;o UFC/mL.
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Fonte: Elaboragdo propria.

Para E. coli, os microcristais de B-Ag.Mo0O, sintetizados usando alcool apresentaram
valores de CIM/CBM (0,49 pg/mL) menores que os observados para aqueles sintetizados com
amoénia (1,95 ug / mL) e agua (3,91 pg/mL). A incubagdo das bactérias na presenca dos
microcristais em concentracBes correspondentes a metade dos valores de CIMs produziu
reducdo no crescimento bacteriano em relacdo ao controle (7,3 logiy UFC/mL) de

aproximadamente 5 logs para 0s microcristais sintetizados em alcool, &gua e amdnia (Figura

36).
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Figura 36 - Valores de logyy UFC/mL obtidos para as concentracdes sub-inibitérias do p-Ag,MoO,
sintetizado em diferentes solventes contra o microrganismo E. coli. Controle = 7,3 log;o UFC/mL
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Fonte: Elaboracdo propria.
Nas Figuras 37, 38 e 39, estdo ilustradas as faces cristalograficas dos microcristais de

B-Ag2M00,, as ligagdes dos “clusters” expostos em cada superficie, bem como os

mecanismos de geracdo de espécies reativas.
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Figura 37 - Esquema ilustrativo das ligacGes dos “clusters” expostos e produgdo de espécies reativas
para a faceta (001) nos microcristais de 3-Ag,MoQ, sintetizados em alcool.

Fonte: Elaborag&o propria.

Figura 38 - Esquema ilustrativo das ligagdes dos “clusters” expostos ¢ produgdo de espécies reativas
para a faceta (011) nos microcristais de p-Ag.MoO, sintetizados em amdnia.
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Fonte: Elaboracgéo prépria.
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Figura 39 - Esquema ilustrativo das liga¢des dos “clusters” expostos ¢ produgdo de espécies reativas
para a faceta (111) nos microcristais de f-Ag,MoQ;, sintetizados em agua.
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Fonte: Elaboracéo propria.

As Figuras 37, 38 e 39 mostram que as superficies (111) sdo terminadas em
molibdénio e oxigénio enquanto as superficies (001) e (011) sdo terminadas em oxigénio e
prata. Além da configuracdo atdbmica das facetas expostas, o solvente utilizado na sintese tem

um grande efeito na reatividade e estabilizacdo das superficies.

5.6. Acdo de Compostos (Oxidos Bimetalicos) Associados a Prata Contra Biofilmes

N = mpw

biofilmes foram os microcristais de a-Ag,WOQ, irradiado (com nanofilamentos de prata na
superficie), a-Ag,WO, e B-AgoMo0,, ambos sintetizados em meio alcodlico, devido ao seu
melhor desempenho contra os microrganismos na forma plancténica®® *'°. Os resultados das
caracterizagbes desses microcristais ja foram previamente apresentados nos itens 5.1, 5.4 e
5.5. A sequir, serdo apresentados os resultados relativos aos testes microbioldgicos realizados
com C. albicans, SARM e E. coli. Na apresentacdo desses resultados, os microcristais o-
Ag,WOy irradiado, a-Ag,WO, e B-AgoMo0O,4, ambos sintetizados em meio alcoodlico, serdo
designados pelas seguintes siglas: WO: NanoAg, WO: alcool e Mo: alcool.

As Figuras 40 e 41 mostram os resultados obtidos com o fungo C. albicans a partir da
contagem de UFC e das medi¢Oes de peso seco, respectivamente. Nota-se que a formacao de

biofilme de C. albicans foi completamente inibida pelos trés microcristais, mas a
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concentracdo necessaria foi superior para Mo: alcool (125 pg/mL) do que para WO:nanoAg e
WO:élcool, que foram efetivos na mesma concentracdo (15,62 pg/mL). Os controles (C.
albicans incubados sem os microcristais) resultaram em biofilmes com numero de células
viaveis de ~ 7,5 logiy UFC/mL. A Figura 40 mostra também que, em concentragdes
correspondentes a metade daquelas necessarias para inibir a formagdo de biofilme de C.
albicans (62,50 pg/mL para Mo:alcool e 7,81 pg/mL, para WO:nanoAg ¢ WO:alcool), os
valores foram reduzidos para 3,3 log;p UFC/mL, 3,0 log;o UFC/mL e 2,80 logio UFC/mL,
respectivamente. Os microcristais de WO:nanoAg e WO:éalcool foram capazes de promover
reducdes de > 2 logs mesmo quando testados em baixa concentragdo (1,95 pug/mL), enquanto
15,62 ug/mL de Mo:alcool foram necessarios para obter reducéo similar. Diminui¢do do peso
seco também foi observada em relacdo aos controles (~2,00 mg/2mL), com valores de 0,64
mg/2mL para Mo:alcool (62,50 pug/mL), 0,11 mg/2mL para WO:nanoAg (7,81 ug/ML) ¢ 0,16
mg/2 mL para WO:alcool (7,81 pg/mL). A Figura 41 também demonstra que 0s microcristais
WO:dlcool ¢ WO:nanoAg na concentracio de 1,95 pg/mL provocaram reducdo de,

aproximadamente, 60% e 40%, respectivamente, no peso seco de biofilme de C. albicans.

Figura 40 - Células viaveis (log;o UFC/mL) de biofilmes de 48 h de C. albicans desenvolvidos com
diversas concentragdes dos microcristais WO:nanoAg, WO:élcool e Mo:alcool.
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Fonte: Elaboracdo propria.
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Figura 41 - Peso seco (mg/2mL) de biofilmes de 48 h de C. albicans desenvolvidos com diversas
concentracdes dos microcristais WO: nanoAg, WO: alcool e Mo: alcool.
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Fonte: Elaboracéo propria.

Como pode ser observado nas Figuras 42 e 43, a formacéo de biofilme de SARM foi
totalmente inibida pelos trés microcristais avaliados, porém em diferentes concentracdes: 250
pg/mL, 6250 pg/mL e 31,25 upg/mL para Mo:dlcool, WO:nanoAg e WO:élcool,
respectivamente. A Figura 42 demonstra que, na metade dessas concentracBes, 0S
microcristais ainda causaram inibicdo significativa da formacdo de biofilme, com valores
mais baixos (Mo:alcool = 4,4 logyo UFC/mL, WO:nanoAg = 3,8 log;o UFC/mL, WO:alcool =
3,4 log;o UFC/mL) em comparagdo com o controle (8,9 log;o UFC/mL). Reducdes maiores ou
iguais a 4 logs foram observadas, em comparacdo com 0s controles, para 0s microcristais de
WO:élcool, mesmo na concentragdo de 7,81 pg/mL, enquanto redugdo similar foi obtida
apenas a 15,62 pg/mL para a amostra de WO:nanoAg e a 62,50 pug /mL para o Mo:alcool. Em
relacdo ao peso seco, resultados semelhantes foram verificados (Figura 43). Mo:alcool a 125
pg/mL, WO:nanoAg a 31,25 pg/mL e WO:dlcool a 15,62 pg/mL resultaram em biofilmes
com peso seco de 0,41 mg/2 mL, 0,14 mg/2 mL, 0,30 mg/2 mL, valores que foram inferiores
aos observados para o controle (1,16 mg/2 mL). Na concentragdo de 7,81 ug/mL, os
microcristais de WO:alcool ainda reduziram o peso seco do biofilme de SARM para 0,48

mg/2 mL.
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Figura 42 - Células viaveis (log;, UFC/mL) de biofilmes de 48 h de SARM desenvolvidos com

diversas concentracdes dos microcristais WO:nanoAg, WO:alcool e Mo:éalcool.
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Fonte: Elaboragdo propria.
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Figura 43 - Peso seco (mg/2mL) de biofilmes de 48 h de SARM desenvolvidos com diversas

concentragdes dos microcristais WO:nanoAg, WO:alcool e Mo:élcool.
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Fonte: Elaboragdo propria.

As concentragfes necessarias para inibir completamente a formacéao de biofilmes de E.

coli foram 7,81 pg/mL para Mo:alcool, 3,90 pg/mL para WO:nanoAg e 1,95 pg/mL para

WO:élcool (Figura 44). Em metade dessas concentragdes, 0s microcristais Mo:alcool,

WO:nanoAg e WO:alcool diminuiram o ndmero de células viaveis para 4,1 log;o UFC/mL,

3,3 logio UFC/mL e 3,3 logig UFC/mL, que séo inferiores aqueles obtidos para os controles

(~9 logip UFC/mL). Mesmo em concentragdes tdo baixas quanto 0,24 pg/mL (WO:alcool),

0,49 pg/mL (WO:nanoAg) e 1,95 ug/mL (Mo:éalcool), os microcristais foram capazes de

promover reducdo igual ou maior que 4 logs. A Figura 45 mostra que o0s trés microcristais

também reduziram o peso seco do biofilme de E. coli em comparacdo com os controles (1,02
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mg/2 mL), com valores de 0,0562 mg/2 mL para Mo:élcool (a 3,90 ug/mL), 0,0067 mg/2 mL
para WO:nanoAg (a 1,95 ug/mL) e 0,0046 mg/2 mL para WO:alcool (a 0,98 pg/mL).
Reducbes de, aproximadamente, 90% e 70% no peso seco do biofilme foram observados para
os microcristais WO:alcool em concentragdes muito baixas de 0,49 ug/mL e 0,24 pg/mL,

respectivamente.

Figura 44 - Células viaveis (logy UFC/mL) de biofilmes de 48 h de E. coli desenvolvidos com
diversas concentragdes dos microcristais WO:nanoAg, WO:élcool e Mo:alcool.
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Fonte: Elaboracdo propria.

Figura 45 - Peso seco (mg/2mL) de biofilmes de 48 h de E. coli desenvolvidos com diversas
concentragdes dos microcristais WO:nanoAg, WO:alcool e Mo:élcool.
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A Figura 46 apresenta as analises de microscopia confocal de varredura a laser e
microscopia eletronica de varredura dos biofilmes de C. albicans submetidos aos
microcristais nas concentragdes sub-inibitorias e controle, onde ndo houve contato do
microrganismo com 0s microcristais. Para as imagens de microscopia confocal, as regides de
fluorescéncia verde indicam bactérias vivas e fluorescéncia vermelha representam células
mortas. Quando é feita a interseccdo das imagens, a sobreposi¢do das células vivas e mortas é
visualizada com a cor amarela. Pode-se observar nas imagens de microscopia confocal que 0s
biofilmes submetidos a tratamento com os microcristais apresentam grande nimero de células
coradas em vermelho, em comparagdo com o grupo controle. Embora todos 0s microcristais
tenham diminuido a quantidade de células vidveis dos biofilmes, 0 WO:élcool proporcionou
reducdo acentuada em comparacdo com o controle, sendo o efeito mais pronunciado entre 0s
trés compostos avaliados. Esses resultados sdo confirmados nas micrografias obtidas atraves
de MEV (Figuras 46 d). Pode-se verificar, no controle (d), um biofilme denso, cobrindo toda a
superficie e com a presenca de células de C. albicans na forma de hifas. Em contraste, nas
imagens relativas aos microcristais WO:nanoAg e WO:alcool observa-se acentuada
diminuicdo na densidade dos biofilmes e areas com auséncia de células, e, principalmente,
reducdo na quantidade de hifas em relacdo ao grupo controle. Além disso, pode-se observar a
presenca de células morfologicamente alteradas, fatos ndo observados para os microcristais de
Mo:éalcool que, embora tenham apresentado efeito inibitério sobre C. albicans, o biofilme

formado ainda apresenta hifas e células morfologicamente normais.
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Figura 46 - Microscopia confocal de varredura a laser (a — células vivas; b — células mortas e ¢ —
biofilme completo) e microscopia eletrénica de varredura (d) de biofilmes de C. albicans formados na
presenca dos microcristais WO:nanoAg, WO:alcool e Mo:éalcool, e controle.

Controle WO: nanoAg WO: alcool Mo: alcool
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Fonte: Elaboragdo propria.

Nos biofilmes de SARM (Figura 47), pode-se observar, por meio das analises em
microscopio confocal, que os biofilmes submetidos aos microcristais apresentam grandes
quantidades de células mortas (b), que sdo acentuadamente maiores em relacéo ao controle. A
medida que ocorre o aumento das células mortas, ha também a diminuicdo das células viaveis
coradas em verde (a), especialmente no grupo WO:alcool. A reducdo das células viaveis do
biofilme foi menos pronunciada para o Mo:alcool. Essas informag6es sdo confirmadas pelas
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micrografias obtidas em MEV (d), onde se observa um biofilme robusto e continuo no grupo
controle, com distribuicdo em toda a superficie, e reducdo de ordem crescente para 0S
microcristais Mo:alcool, WO:nanoAg e, finalmente, WO:alcool, que demonstrou maior

capacidade de inibir a formacéo do biofilme de SARM.
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Figura 47 - Microscopia confocal de varredura a laser (a) — células vivas; b — células mortas e ¢ —
biofilme completo) e microscopia eletrénica de varredura (d) de biofilmes de SARM formados na
presenca dos microcristais WO:nanoAg, WO:alcool e Mo:éalcool, e controle.
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Fonte: Elaboracdo propria.

As analises microscopicas de fluorescéncia e de varredura dos biofilmes de E. coli séo
apresentadas na Figura 48. Para o Mo:alcool pode-se observar presenca predominante de
células viaveis, semelhante ao controle (a), e pequena quantidade de células mortas (b). Nas
imagens relativas aos efeitos de WO:nanoAg e WO:alcool, embora o nimero de células

mortas (b) também seja pequeno, houve diminuicdo consideravel da quantidade de células
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vivas (a) o que demonstra que esses dois microcristais influenciaram a quantidade de matriz
extracelular e a estrutura do biofilme de E. coli. Esses aspectos podem ser verificados,
particularmente, na analise do biofilme completo de E. coli (c), evidenciado pela interseccao
das imagens a e b do WO:éalcool, quando comparado ao controle e ao Mo:alcool. As
informagdes sdo confirmadas pelas micrografias de MEV, onde se observa descontinuidade
do biofilme submetido aos microcristais de WO:alcool, que apresenta-se composto por

microcol6nias de bactérias, intercaladas por areas menos colonizadas.
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Figura 48 - Microscopia confocal de varredura a laser (a — células vivas; b — células mortas e ¢ —
biofilme completo) e microscopia eletrdnica de varredura (d) de biofilmes de E. coli formados na
presenca dos microcristais WO:nanoAg, WO:alcool e Mo:élcool, e controle.

Controle WO: nanoAg WO: alcool Mo: alcool

Autor: Camila Cristina De Foggi
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5.7 Revestimentos Contendo Ag Depositados a Plasma

Foram determinadas as propriedades fisico-quimicas dos revestimentos contendo Ag

depositados a plasma.



140

Espessura

A espessura dos filmes ndo pdde ser determinada pelo perfildmetro Veeco, uma vez
que ndo foi possivel detectar a formacao de degrau entre as superficies dos corpos-de-prova
que foram expostas e aquelas que foram protegidas durante a deposicdo a plasma. Isso
ocorreu, provavelmente, pela pequena espessura dos filmes depositados.

Rugosidade

Os resultados de rugosidade dos filmes séo apresentados na Figura 49. Os filmes
Ag/SiO,7, Ag e SiO, aumentaram a rugosidade da superficie (Ra = 3,4 ym, Ra=4,2 um ¢ Ra
4,1 pm, respectivamente), enquanto que o filme Ag/SiO,15 diminuiu (Ra = 2,8 um), em

comparacdo com o grupo controle (PMMA) sem revestimento.

Figura 49 - Médias e desvios-padrdo da rugosidade média (Ra-um) dos filmes depositados Ag/SiO,7,
Ag/SiO,15, Ag, SiO, e PMMA (Controle).
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Fonte: Elaboracdo propria.
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Angulos de contato

Os angulos de contato com a agua dos filmes depositados e PMMA sem revestimento
sdo apresentados na Figura 50. Pode-se observar que todos os filmes sdo mais hidrofilicos em
comparacdo com o PMMA sem revestimento, que apresentou maior valor de angulo de
contato com a agua (100,83° + 0,09). A Figura 50 também mostra aumento nos angulos de
contato a medida que o tempo de deposicao foi aumentado de 7 (61,57 °+ 0,07) para 15 min
(93,97° + 0,01), tornando o filme Ag/SiO,15 mais hidrofobico. Para os filmes Ag e SiO,
pode-se observar diminui¢do no angulo de contato (Ag 83,66° + 0,03; SiO, 47,01° + 0,03) em

relacdo ao grupo PMMA, sendo o filme de Ag mais hidrofébico entre eles.

Figura 50 - Médias do angulo de contato (°) dos filmes depositados Ag/SiO,7, Ag/SiO,15, Ag, SiO; e
PMMA (Controle).
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Fonte: Elaboracdo propria.

Energia livre de superficie

A energia livre de superficie total, Et, bem como os seus componentes polar, Ep, €
dispersivo, Ep, sdo apresentados na Figura 51. O filme Ag/SiO,15 e o controle (PMMA sem
revestimento) apresentaram valores semelhantes de componentes polares e dispersivos, bem

como de Er. Além disso, a maior contribuicdo da componente dispersiva em relacdo a polar
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revela maior afinidade para os fluidos apolares. Os valores de Et, Ep € Ep do filme Ag/SiO,7
foram todos mais elevados do que os valores apresentados para o controle, mas a contribuigdo
da componente dispersiva também indicou maior afinidade para os fluidos apolares. Para o
filme Ag, embora a Et seja semelhante ao controle, os valores de Ep e Ep foram ligeiramente
superiores e inferiores, respectivamente, aos do controle. O filme de SiO, mostrou aumento
de Er e Ep em comparagdo com o controle, enquanto o valor de Ep foi semelhante. A
contribuicdo das componentes polares e dispersivas revelou a afinidade do filme de SiO, com

os liquidos polares e apolares.

Figura 51 - Médias e desvios-padrdo de energia livre de superficie (dyn/cm) e dos componentes
dispersivos e polares para os filmes depositados Ag/SiO,7, Ag/SiO,15, Ag, SiO, e PMMA (Controle).
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Fonte: Elaboracdo propria.

Espectros de infravermelho - FTIR

A Figura 52 apresenta os espectros de infravermelho obtidos através de analise em
FTIR. Pode-se observar picos presentes na regido de 900, 1.063, 1.135, entre 1000 e 1250, e
entre 2000 e 2250 cm ™.
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Figura 52 - Espectros de infravermelho obtidos através de anélise em FTIR para os filmes depositados
Ag/SiO,7, Ag/SiO,15, Ag e SiO,.
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Fonte: Elaboragdo propria.

Anélises MEV-EC

As micrografias obtidas através de microscopia eletrdnica de varredura dos filmes
depositados sdo apresentadas na Figura 53. Pode-se observar a presenca de grdos em dois
tamanhos diferentes nos filmes Ag/SiO,7 (Figuras 53a e b) e Ag/SiO,15 (Figuras 53c e d),
apresentando uma camada de SiO, inferior, com granulos pequenos, recoberta com
nanoparticulas de Ag na superficie. As Figuras g e h sdo referentes ao filme de SiO,, onde
podemos observar granulos com tamanho muito inferior em relag&o as nanoparticulas de Ag
contidas nas Figuras 53e e f, sendo necessario maior aumento (50 000 e 100 000x) para

possibilitar sua visualizagao.
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Figura 53 - Micrografias das superficies dos filmes avaliados, em aumentos de 25 000x e 50 000x
para os filmes Ag/SiO,7, Ag/SiO,15 e Ag e em aumento de 50 000x e 100 000x para o filme SiO..

a- Ag/SiO,7 (50 000x) b- Ag/SiO,7 (25 000x)

c- Ag/Si0,15 (50 000x) d- Ag/Si0,15 (25 000x)

¢- Ag (50 000x) f- Ag (25 000x)

g- Si0, (100 000x) h- SiO, (50 000x)

Fonte: Elaboracdo propria.
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Microscopia de forca atbmica — MFA

A Figura 54 apresenta as imagens de microscopia de forca atdmica obtidas para os
filmes depositados. Através dessa ferramenta, as topografias superficiais e rugosidades dos
filmes propostos podem ser analisadas. As rugosidades dos filmes séo apresentadas no
Quadro 1.
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Figura 54 - Topografias superficiais (1 x 1 um?) dos filmes Ag/SiO,7 (a e b), Ag/SiO,15 (c e d), Ag (e
e f) e SiO, (g e h) analisados por MFA.

e- Ag (2D) f- Ag (3D)

g- Si0, (2D) h- Si0, (3D)

Fonte: Elaboracdo propria.
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Quadro 1 - Rugosidade média (Ra) topografica dos filmes Ag/SiO,7, Ag/SiO,15, Ag e SiO, obtidas
atraveés de microscopia de forca atdmica.

Filmes Rugosidade média - Ra (nm)
Ag/SiO,7 4,94
Ag/SiO,15 4,56
Ag 7,36
SiO, 0,76

Difracdo de raios-X — DRX

Fonte: Elaboragdo propria.

A Figura 55 apresenta difratbgramas de raios-X provenientes da analise dos filmes de

Ag/SiO,7 e Ag/SiO,15 depositados em estrutura inerte (placas de vidro). Pode-se notar que a

estrutura de todos os filmes se apresenta na fase amorfa.

Figura 55 - Difratogramas de raios-X dos filmes de Ag/SiO,7 e Ag/SiO,15.
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Fonte: Elaboragdo propria.
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Atividade dos filmes finos na adesao de C. albicans

Os resultados da contagem de UFC sdo apresentados na Figura 56. As médias de
Logio UFC/mL de C. albicans observadas para os filmes Ag/SiO,7, Ag e SiO, foram
semelhantes e ndo diferentes do grupo controle (PMMA né&o revestido). Em contraste, o filme
Ag/SiO,15 promoveu reducdo no numero de células viaveis de C. albicans em mais de 2 logs
em comparacdo com o controle (6 log;o UFC/mL).

Figura 56 - Log;y UFC/mL de C. albicans para o substrato de PMMA néo revestido (controle) e os
filmes depositados.
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Fonte: Elaboragdo propria.

Microscopia confocal de varredura a laser (CLSM) e coloracéo Live / Dead

As imagens das células de C. albicans aderidas nos substratos ndo revestidos
(controle) e revestidos com os filmes finos, coradas com o kit Live/Dead podem ser
visualizadas na Figura 57. A primeira coluna (a) mostra as células vivas, coradas em verde, a
segunda coluna (b), as células mortas, coradas em vermelho, e a terceira coluna (c) mostra a

interseccdo das duas imagens anteriores, para cada condi¢ao experimental.
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Figura 57 - Imagens de microscopia confocal a laser de células de C. albicans coradas com
Live/Dead, aderidas em superficies de PMMA, revestidas ou ndo (controle). a= células vivas (em
verde); b= céelulas mortas (em vermelho); c= interseccdo das células vivas e mortas.
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Fonte: Elaboragdo propria.
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MEV - EC

As Figuras 58 mostram as imagens das células de C. albicans aderidas nos substratos
de PMMA ndo revestidos (controle — Figura 58a) e revestidos com Ag/SiO,7 (Figura 58b),
Ag/SiO,15 (Figura 58c), Ag (Figura 58d) e SiO, (Figura 58e). Todas as imagens apresentam
aumento de 1500x. Podemos observar menor quantidade de células aderidas nos substratos

revestidos com o filme Ag/SiO,15 em relacdo aos demais.

Figura 58 - Imagens de MEV-EC de C. albicans sobre (a) PMMA né&o revestido, (b) filme de
Ag/SiO,7, (c) filme de Ag/SiO,15, (d) filme de Ag e (e) filme de SiO..

Fonte: Elaboracdo propria.
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6 DISCUSSAO
Microcristais de a-Ag,WO, com e sem irradiacio

No estudo dos microcristais de a-Ag,WO, submetidos ou néo a irradiacdo, as imagens
obtidas através de microscopia eletrénica de varredura por emissdo de campo revelaram,
claramente, o crescimento de nanoparticulas na superficie dos cristais, ap0s a irradiacdo. Os
resultados de HRTEM e EDX também confirmaram o crescimento de Ag metalica na
superficie dos cristais de a-Ag,WO, irradiados (Figuras 2 a 4). De acordo com o Longo et
al.'® em 2013, quantidade adequada de feixe de elétrons induz um fluxo axial continuo de
particulas de Ag metélica na superficie de o-Ag,WO,, sendo esse processo altamente
reprodutivel. A exposicdo ao feixe de elétrons de microscopia eletrénica de transmissdo pode
modificar estruturas amorfas ou nanocristalinas de materiais sélidos. Recentemente,
utilizando o método de reducdo quimica, Tsuji et al.'®®, em 2012, monitoraram a répida
transformacdo das diversas nanoestruturas com Ag, de fons Ag* para Ag’ em solucéo, por
meio do efeito plasmonico de superficie, dependente do tempo de exposicdo aos elétrons. Em

outro estudo, Yasuda et al.**?

, em 1995, utilizando imagens in situ de microscopia eletronica
de transmissdo, relataram a reducdo de 6xido de indio processado a 820°C em indio metalico e
espécies intermetélicas (PdInz). No caso do oa-Ag,WOQO,, sua estrutura cristalina contém
diferentes aglomerados (“clusters”), [WOg], AgO7], [AgOs], AgO,4] e AgO,]. Dessa maneira,
0 excesso de elétrons proveniente de irradiacdo induz modificacGes estruturais e eletrénicas
nos cristais instaveis de a-Ag,WO,, e forma os nanofilamentos metélicos de Ag ®°. Um fato
importante no crescimento dos nanofilamentos na superficie dos microcristais é a inexisténcia
de interface entre ambos, ou seja, € um material continuo. Essa caracteristica confere
propriedades especiais e Unicas a esse material, que ndo representa uma estrutura decorada ou
heteroestrutura, mas sim uma estrutura continua formada por compostos semicondutores e um
metal.

Foi observado que é dificil obter informacgdes conclusivas sobre a existéncia de
nanoparticulas de Ag nos microcristais de a-Ag,WO, irradiados a partir das mensuracdes de

DRX, como ja relatado por Wang et al.}’.

Da mesma forma, foi verificado que a
espectroscopia Raman ndo foi capaz de detectar mudancas significativas entre as duas
amostras (irradiada e ndo irradiada), embora as analises por imagens demonstrem, claramente,
que existem diferencas entre as suas superficies. Esse tipo de andlise é importante para

distinguir modificagdes estruturais de nanomateriais, porém, a medida que os cristais crescem,
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essas alteracGes sd0 menos acentuadas. Assim, a formacédo da fase cubica de Ag metélica ndo
é detectada, tendo em vista que a técnica Raman é uma analise intrinseca da parte interna do
material. Os modos ativos Raman obtidos confirmaram que os microcristais de a-Ag,WO,
sdo estruturalmente ordenados a curto alcance, porém os picos apresentados sao relativamente
largos, o que indica certo nivel de desordem estrutural. Os resultados deste estudo estdo de
acordo com aqueles relatados na literatura'®’. Entretanto, somente 15 modos ativos Raman
foram observados, sendo 2 a menos que aqueles detectados por Turkovic et al.*®’, (Figura 6),
fato que pode ser explicado por um sinal Raman baixo. Pequenos deslocamentos (“shifts”)
nas posicdes Raman observadas podem resultar de diferentes fatores como métodos de
preparacdo, tamanho médio dos cristais, forcas de interacdo entre os ions, ou o grau de ordem
estrutural da rede'*®,

A analise de UV-Vis mostrou acentuada reducdo no gap Optico nos microcristais
irradiados, que pode ser atribuida ao efeito plasmonico dos nanofilamentos de Ag, a presenca
dessa nova estrutura na superficie, criando novos niveis localizados no gap 6ptico, ou, mais
provavelmente, associagdo desses dois fatores. Os microcristais de a-Ag, WO, irradiado e ndo
irradiado apresentaram uma interacdo local na regido do gap Optico que, possivelmente,
facilitou a hibridizacao entre os band gaps do a-Ag,WO, e da Ag metélica resultando na
reducdo de 0.7 eV para o band gap total. Além disso, 0 aumento continuo e suave da absor¢do
em funcdo da energia € relacionado com niveis eletrénicos localizados no gap éptico, que sdo
introduzidos pelo efeito dos nanofilamentos de Ag na superficie.

Os resultados de atividade antibacteriana contra células planctonicas do
microrganismo SARM revelaram que a concentragdo minima inibitoria/bactericida do
microcristal irradiado foi consideravelmente menor (quatro vezes) em relacdo ao néo
irradiado. Os melhores resultados antibacterianos obtidos estdo relacionados com o efeito
plasmon de superficie dos nanofilamentos de Ag, o que gera elevado campo eletromagnético
localizado. A interacdo da superficie dos microcristais e nanofilamentos com a superficie das
celulas bacterianas gera um disturbio por oxidagao.

Para explicar a atividade dos microcristais na inativacdo da bactéria SARM, foi
proposto um modelo que considera 0 mecanismo de transferéncia de carga (Figura 9). Neste
modelo, o semicondutor a-Ag,WO, age como produtor e dissipador de elétrons, e a Ag atua
como transportadora dessas cargas, 0 que aumenta a vida atil do sistema elétron-buraco. Os
elétrons gerados nos microcristais de tungstato de prata sdo transferidos para o0s
nanofilamentos de Ag, e esse acimulo de elétrons aumenta o potencial negativo da Ag, o0 que

resulta no aumento da transferéncia de energia do nivel mais energético do sistema (nivel de
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Fermi) para a banda de conducdo do sistema. Todo esse processo dificulta a recombinagéo
(estabilizacdo) do sistema elétron-buraco. Com a manutencdo desse processo, altamente
energético, a atividade bactericida € aumentada nos microcristais que possuem 0S
nanofilamentos de Ag metélica, quando comparados com 0Ss microcristais sem 0S
nanofilamentos. Dessa forma, a interacdo entre o semicondutor e a Ag metalica promove o
aprisionamento e a conducdo de pares de elétrons (e) e buracos (h*), mesmo na auséncia de
luz. Num segundo estagio, a superficie da Ag® ¢ do a-Ag,WO, interage com H,O e/ou O,
dependendo do meio. Os radicais OH* e HO, gerados irdo atacar, indiscriminadamente,
polissacarideos, lipideos e proteinas da membrana celular, alterando sua integridade, que é

155 Além disso, pequena quantidade de

fundamental para a sobrevivéncia do microrganismo
Ag metalica pode ser oxidada na sua interface com o meio aquoso, gerando ions Ag* que, da
mesma forma que as nanoparticulas de Ag, apresentam alta afinidade para reagir com
compostos sulfaricos ou que contem enxofre, existentes dentro ou fora da membrana,

afetando a viabilidade celular.

Microcristais de a-Ag,WO, com surfactante

Para o microcristal a-Ag,WO, sintetizado pelo método da co-precipitacdo e utilizando
PVP, os picos de difracdo na analise de DRX demonstraram que o material ndo apresenta
fases deletérias secundarias, possui alta cristalinidade e ordem estrutural. As imagens de
microscopia eletronica de varredura dos microcristais, onde se pode observar a microestrutura
e morfologia da amostra obtida, demonstraram que 0s microcristais apresentaram-se como
aglomerados de bastdes alongados. Com relacdo a acdo dos microcristais sobre C. albicans,
foram propostos alguns mecanismos que podem ter contribuido para o efeito antifungico
observado. O a-Ag,WO, ¢é formado por varios “clusters” (Figura 13) como octaedro [WOg],
deltaedro [AgOy], octaedro [AgO6], tetraedro [AgO,], e angular [AgO], nos quais, as
ligagbes Ag-O e W-O e os angulos de ligacgdo O-Ag-O e O-W-O sdo livres para
alongar/encurtar e dobrar, respectivamente, resultando na variagdo dos comprimentos e
angulos das ligagdes, bem como em rotagdes dos “clusters” [AgOy] (y = 2, 4,6 e 7) e [WOg],
que sdo responsaveis pela estrutura eletronica de Ag,WO,. Esses aspectos podem ter um
impacto importante na estrutura cristalina, assim como nos dipolos e nas estruturas eletrdnicas
de banda, influenciando, assim, o comportamento dos carregadores das cargas geradas,
incluindo excitacdo, transferéncia e reagdo de redugdo, em todo o processo fotocatalitico” **

192 Ysto ocorre pelo fato de que, as rota¢des dos “clusters” influenciam o comprimento das
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ligacbes Ag-O e W-O bem como os angulos das ligagbes Ag-O-Ag e W-O-W, devido ao
deslocamento dos ions de oxigénio das bordas (“edges”) das estruturas ideais.
Consequentemente, as posicOes dos atomos de O, W, e Ag sdo variaveis, levando a distor¢oes

" Com base nesse comportamento, 0 modelo que tem sido proposto para 0s

dos “clusters
cristais de a-Ag,WO, ¢ que eles sdo compostos por diferentes tipos de “clusters” distorcidos
(IWOe]a, [AgO7]s, [AgOe]s, [AgO4]s, € [AgO:]a) e ordenados ([WOe]o, [AgO7]o, [AGOs]o,
[AgO.]o, € [Ag0O,]o)*°. Os defeitos superficiais/estruturais, que sdo causados pelos “clusters”
distorcidos [WOg]a/[AgOyla (y = 7, 6, 4 e 2) podem polarizar a rede e levar a transi¢oes
eletronicas entre os “clusters” desordenados/distorcidos ¢ os ordenados.

Outro aspecto que tem sido observado é que, diferentes morfologias, possuem facetas
expostas diferentes que, por sua vez, podem modular o comportamento antimicrobiano do
material'“’. Neste estudo, as faces expostas de a-Ag,WO, sdo (010), (100), (001), (101), (110)
e (011). E importante notar que as faces expostas (001) e (101) sdo terminadas em O- e Ag,

142 A maior atividade das

que representam as superficies mais estaveis de a-Agy; WO,
superficies (001) e (101) pode ser atribuida ao arranjo global dos atomos de Ag nesses planos
e na subcamada, o que, provavelmente, poderia resultar em interacGes eletrdnicas favoraveis,
criando um sitio no substrato para a ligagdo com O, e H,O e a subsequente formacdo de
radicais reativos'*,

Com base nesses aspectos, os seguintes processos podem ocorrer nos cristais de a-

Ag,WQO,, conforme expresso pelas equacdes (2-9) (elaboracao propria):

[Ag0y15+[Ag0y]a -> [AgOy]o - [Ag0y]a )
Ondey=2,4,6¢e7

[WOe]5 + [WOela -> [WOs]o + W05 3
[WO6]o + WO + 0z -> [WOg]5 + [WOg]5 .. O2aas) 4)
[WOelo + [WOelg + Hy0 -> [WOg]5 + [WO6] ... OH" aas) + H* (5)
[WOgls + [WOg]y ... Ogads) + H* -> [WOg]3 + [WOg]y + O,H” (6)
[Ag0y]5 + [Ag0y]5 + 02 -> [AgOy]5 + [AgOy]5 ... Ozaas) (7)
[Ag0y]5 + [Ag0y 15 + Hy0 -> [Ag0y], + [Ag0y ]G ... OH aas) + H* (8)
[A90y15 +[Ag0y] . Ozas) + H* -> [AgOy]5 + [AgOy]y + O-H" 9)

Nessas equacdes, x indica “clusters” neutros, (') o “cluster” com um elétron, () 0

“cluster” com um buraco, ¢ (*) os radicais reativos. Assim, sugere-se que 0s defeitos na
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superficie cristalina com a presenca de atomos de Ag com relagdo ao “cluster” ideal
(ordenado), bem como a estrutura eletronica dos “clusters” desordenados [W0g]; € [A 90y 14
e ordenados [WOq¢], e [Ag0,],, desempenham papel importante na produgdo dos radicais
OH* e O,H*, quando esses cristais de a-Ag,WO, interagem com oxigénio (O,) e/ou agua
(H20) (Figura 13). Esses radicais sdo espécies oxidativas que podem ter participado das
reacOes quimicas que levaram a inativacdo do fungo C. albicans, conforme ja relatado para a
bactéria SARM.

As células de C. albicans incubadas com ou sem 0s microcristais de a-Agy; WOy,
sintetizados por co-precipitacdo e surfactante PVP, foram também analisadas por microscopia
eletronica de varredura de emissdo de campo. Foi verificado que, comparado com o controle,
0Ss microcristais causaram alteragdes morfologicas significativas nas células. Além disso, as
imagens mostraram a auséncia de hifas (Figura 14b). Sabe-se que C. albicans pode mudar sua
morfologia de levedura para as formas de pseudohifa ou hifa®. Essa capacidade de alterar a
morfologia € considerada um importante fator de viruléncia, tendo em vista que as hifas séo
responsaveis pela infeccdo no hospedeiro e sdo capazes de invadir os tecidos'**.

Outros pesquisadores tém realizado estudos sobre o efeito de nanoparticulas de prata

em fungos. Entre eles, Panacek et al."*

avaliaram a atividade antifungica das nanoparticulas
de prata contra Candida spp. Para as duas cepas clinicas de C. albicans, os valores de CIM
foram de 0,21 mg/L e 0,42 mg/L, mostrando que as nanoparticulas apresentaram efeitos
iguais ou melhores que os obtidos com antifingicos comercialmente disponiveis (anfotericina
B, itraconazol e fluconazol), que apresentaram valores de CIM entre 0,5 mg/L e 1,5 mg/L. Foi
verificado, também, que as nanoparticulas mataram todas as leveduras testadas, porém em
concentracdo mais elevada (CFM = 27 mg/L). Mais recentemente, nanoparticulas de prata
foram sintetizadas utilizando extrato de folhas de plantas e testadas quanto a sua atividade
antifingica®. Os valores de CIM e CFM obtidos para a mesma cepa de C. albicans utilizada
do presente trabalho (ATCC 90028) foram 60 pg/mL e 120 pg/mL, respectivamente. E
importante salientar que, enquanto nanoparticulas de prata pura foram avaliadas nos estudos
citados, nesta investigacdo foi utilizado um composto contendo prata (a-Ag,WO,), e 0S
valores de CIM e CFM foram coincidentes (62,50 pg/mL). Com base no peso molecular de
cada componente, foi possivel calcular a quantidade de prata presente nos microcristais de a-
Ag,WO, na concentragdo de CIM/CFM, que foi de 0,029 pg/mL. Assim, quando 0s
microcristais de a-Ag,WO, sdo utilizados, as concentracdes de prata sdo significativamente

mais baixas quando comparadas aquelas relatadas na literatura ® **°. Consequentemente, os
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microcristais de a-Ag,WO, apresentados tém uma propensdo mais baixa para induzir efeito

citotoxico a células de mamiferos™L.

Microcristais de p-Ag:MoO,

Neste estudo, microcristais de p-Ag>MoO, sintetizados pelo método da co-precipitacdo
e sem surfactante também foram investigados. Os picos de difragdo nos padrdes de DRX
demonstraram que o material ndo apresentou fases deletérias secundarias, possuiu alta
cristalinidade e ordem estrutural. Conforme as micrografias obtidas pela analise em MEV, foi
observado que os microcristais de B-Ag.MoO, apresentaram morfologia irregular. Além
disso, foi possivel notar a presenca de particulas cubicas e hexagonais que, embora bem
definidas, apresentaram distribuicdo aleatoria, ndo havendo predominancia na morfologia.
Tem sido relatado que o controle da morfologia de materiais funcionais complexos
desempenha papel significativo na determinacéo das suas propriedades fisicas e quimicas®™,
entre elas a fotoluminescéncia e a atividade antimicrobiana®®. O teste microbiolégico
demonstrou que os cristais sintetizados de B-Ag.MoO, apresentaram atividade antifingica
contra C. albicans, com valores de CIM e CFM coincidentes (62,50 pg/mL). Em
concentragcdes abaixo da CIM/CFM, houve reducbes na quantidade de microrganismos
viaveis quando em comparacdo com o controle positivo, indicando que os microcristais

possuem capacidade de inibi¢do de crescimento fungico, mesmo em concentragdes menores.

Microcristais de a-Ag,WO, em diferentes solventes

E de conhecimento que os cristais podem ser sintetizados em uma grande variedade de
formas e estruturas por meio da modificagdo dos parametros experimentais, tais como
surfactante e selecdo do solvente®’. Assim, neste estudo, microcristais de a-Ag,WO, foram
também sintetizados pelo método da co-precipitacdo utilizando trés diferentes solventes: agua,
solucdo alcoodlica e solugdo amoniacal. As intensidades relativas e os picos de difragcdo
acentuados indicaram que as amostras de a-Ag,WOQO, obtidas nos trés solventes sdo cristalinas,
sem a presenca de fases secundarias, sugerindo estrutura ordenada a longo alcance. Além
disso, os picos nos espectros Raman (Figura 20) indicaram, claramente, que a estrutura do a-
Ag,WOy, é similar aquela reportada na literatura e apresenta boa ordem estrutural e simetria a
curto alcance®® % 138191 "3 nico mais intenso em 883 cm™ corresponde ao estiramento

106

simétrico (“symmetric stretching”) das ligagdes O-W-0O nos “clusters” [WOg] " e 0s modos
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de flexdo (“bending”) da unidade Ag—O-W %> *®_ Os modos ativos entre 805 e 483 cm™
podem ser atribuidos a vibragdo nos “clusters” [WOg], enquanto aquelas de 368 a 307 cm™
podem ser atribuidas aos modos externos de vibragdo dos “clusters” [AgOy] (y = 7, 6, 4, e
2)191.

As imagens de MEV-EC sdo de fundamental importancia para a compreensdo do
processo de evolucdo morfologica dos microcristais de a-Ag,WO, com a variacdo dos

1.° e Chen et al.®

solventes. Gong et a explicaram que a formacdo de morfologias de
nanobastfes estd associada com o mecanismo de agregacdo orientada, que envolve a auto-
organizacao espontanea de particulas adjacentes ao longo de uma orientacdo cristalogréfica
comum. Por conseguinte, os trés solventes utilizados como meios de reagdo produziram
morfologias distintas nos cristais de a-Ag,WOQ, obtidos. Verificou-se que a polaridade dos
solventes afeta os produtos, direcionando a homogeneizagdo dos reagentes no meio reacional,
a quantidade de formacdo de nucleos e a fusdo e a direcdo preferencial dos nucleos de
crescimento. Isto ocorre porque, quando a reacdo acontece em agua e solucdo amoniacal, 0s
reagentes dispersam-se mais homogeneamente do que em solugédo alcodlica e o crescimento
do ndcleo do cristal é submetido a menos confinamento numa gota do solvente em ebulicéo.
Portanto, o a-Ag,WO, € passivel de formar a morfologia semelhante & flor em &gua e em
solucdo amoniacal (Figuras 19A e 19B), mas forma nanobastdes quando a solucdo alcodlica é
utilizada como solvente (Figura 19C). Existem diferencas na morfologia semelhante a flor dos
microcristais de a-Ag,WO, obtidos quando se utiliza 4gua e solu¢do amoniacal porque a taxa
de reacdo é maior em agua pura e, portanto, maior quantidade de defeitos superficiais esta
presente. A solucdo amoniacal provoca diminuicdo da velocidade de reacdo devido a
complexacdo de prata pela aménia e, assim, forma flores com superficie mais definida.

Os valores de gap Optico dos microcristais a-Ag,WO,, estimados a partir dos espectros
UV-Vis, ndo mostraram alteragdes significativas nos valores de Egp quando utilizados os trés
solventes: agua (3,12 eV), solucdo amoniacal (3,09 eV) e solucdo alcodlica 3,12 eV). No
entanto, de acordo com Wood e Tauc, a existéncia de um decaimento exponencial,
denominado cauda de Urbach, nas curvas de absor¢do de UV-Vis estd relacionada com a

densidade dos diferentes estados de energia no intervalo de banda®®

. Quanto menor a
inclinagdo da extrapolagdo linear realizada nesta cauda, mais desordenado o material se
encontra. Os resultados demonstraram que o a-Ag,WQO, obtido em &gua e solucdo amoniacal
exibiram inclinagdes semelhantes na curva de UV-Vis, que foram menores que a inclinagéo
da extrapola¢do linear observada para a a-Ag,WO, sintetizado com &lcool (Figura 21).

Portanto, pode-se concluir que quando a sintese é realizada utilizando solucéo alcodlica como
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solvente, os microcristais de a-Ag;WO, apresentaram maior densidade de defeitos do que
aqueles obtidos utilizando &gua e solu¢do amoniacal.

Para um melhor entendimento das propriedades épticas das amostras preparadas,
mensuracOes de fotoluminescéncia (PL) foram realizadas. Uma vez que a borda de absor¢édo
dos microcristais de a-Ag;WO, sintetizados em diferentes solventes é, aproximadamente,
3,10 eV (400 nm) (Figura 22), de acordo com a hipétese de Longo et al.'®” o mecanismo
desencadeante da fotoluminescéncia ndo é um processo banda a banda. Essas observacdes
confirmam o fato de que a PL estd diretamente associada com os estados localizados
existentes no intervalo de banda, que sdo causados por quebras na simetria de rede devido a
desordem estrutural.

Como mencionado anteriormente, 0 a-Ag,WO, é composto por “clusters” [WOg] e
[AgOy] (y = 2, 4, 6 e 7) numa rede cristalina™®®. Esta estrutura ortorrdmbica também pode ser
entendida em termos de uma rede de “clusters” [WOg] e [AgOy], unidos entre si por ligagdes
fortes [... [WOg] - [AgO,] - [WOg] ...) "9 *® Portanto, em nosso estudo, assumimos que as
ligagdes entre os “clusters” [WOg] e [AgO,] na estrutura sdo diferentes devido as distor¢des
nos “clusters” complexos [WOg], que podem promover ligeira deformacao nas ligagcbes Ag-O
e W-0. Além disso, essas distor¢cdes sdo capazes de induzir uma ruptura de simetria na rede, o
que leva ao aparecimento de novos niveis intermediarios dentro do intervalo de banda e
gradientes de carga entre os “clusters”, levando a polariza¢do e a formagao dos “clusters”
[WOs]'/[WOeg] ou [AgOy]/[AgO,] .

De acordo com o modelo proposto por Longo et al.'® de banda larga, os “clusters”
octaédricos [WOg] distorcidos, classificados como defeitos superficiais, geram emissdes na
regido da luz azul e podem estar relacionados aos picos a 447 e 500 nm. Os picos 613 e 750
nm, associados as emissdes na regido da luz vermelha, estdo relacionados aos “clusters”
[AgOy] com vacancias de Ag ou O. Quando se utiliza solugdo alcodlica como solvente, as
distor¢des nos “clusters” [WOg] sdo mais pronunciadas, uma vez que a contribuicao de niveis
mais energéticos é evidenciada pelas areas dos componentes azul e verde (Figura 23), o que
esta de acordo com os resultados apresentados pelos espectros de reflectancia difusa UV-Vis.
Utilizando a solugdo amoniacal como solvente, ha diminui¢do no componente azul, devido a
reducdo de defeitos energéticos, e aumento na contribuicdo de defeitos mais profundos
associados com transicoes eletronicas nas regides vermelhas, devido a aumento na quantidade
de “clusters” distorcidos tetraédricos [AgO,]. Para os microcristais a-Ag; WO, sintetizados
em &gua, a absor¢do maxima em laranja torna-se mais pronunciada, e aparece um novo

componente na regido da luz vermelha, com o aumento da contribuicdo de defeitos mais
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profundos. Consequentemente, a agua promove maior distor¢do nos “clusters” tetraédricos
[AgO,], que esta associado a menor quantidade de defeitos energéticos. As diferengas nos
perfis de fotoluminescéncia dos cristais de a-Ag,WO, foram significativas e podem ser
explicadas pelas diferencas nos defeitos de superficie, causadas pelos solventes, que
influenciam a fixacdo (aglomeragéo), formacdo de cristais e processos de crescimento pela
dindmica das colisbes particula-particula. No entanto, outros fatores também podem estar
envolvidos, tais como o grau de agregacdo, a orientacdo entre as particulas, as variacdes na
morfologia, a distribuicdo do tamanho das particulas e os defeitos superficiais (Figura 19 A-
C). Todos esses fatores influenciam a emissao de fotoluminescéncia.

Vale ressaltar que a eficiéncia antibacteriana dos microcristais de o-Ag;WO,
sintetizados utilizando solucéo alcodlica foi maior do que a das outras amostras. I1sso pode ser

atribuido a dois fatores: (I) Roca et al.**

observaram que a face (010) dos cristais de a-
Ag,WO, apresenta baixa energia superficial (0,20 J/m?), conforme determinado pelos
calculos tedricos, e sdo mais eficientes para a inativacdo de bactérias que as demais faces.
Como mostrado anteriormente nas imagens de MEV-EC (Figura 19 A-C), a solugdo de a-
Ag,WOQ, sintetizada em alcool exibe maior quantidade da face (010), em compara¢do com o
a-Ag,WO, sintetizado utilizando solu¢do amoniacal e dgua. Uma vez que a formacdo de
morfologia semelhante a flores diminui a quantidade de face (010) exposta, 0s microcristais
de a-Ag, WOy sintetizados utilizando alcool tém eficiéncia antibacteriana mais elevada do que
os outros microcristais. (IT) Para o a-Ag,WO,, 0 &tomo de W é classificado como formador de
rede, enquanto o atomo de Ag ¢é classificado como modificador de rede. Sabe-se que, neste
composto, o atomo de W forma “clusters” [WO0g] octaédricos, ¢ o atomo Ag forma “clusters”
[AgOy] (y =2, 4 6 ¢ 7). A capacidade de a-Ag,WO, para gerar pares de elétrons-buracos é
devido a defeitos intrinsecos que ocorrem por meio de distor¢des ou vacancias nos “clusters”
[WO¢] (defeitos superficiais) e [AgO,] (defeitos mais profundos)**°. Conforme ilustrado nas
Figuras 12, 26 € 27, os “clusters” distorcidos [WOs], com vacancias de atomos de O (JWOg]),
interagem com H,O dando origem a OH* e H'. Enquanto os “clusters” distorcidos [WOg] com
elétrons em excesso ([WOg]'), reagem com O, e geram O,'". Entdo, 0 O;' e H recém-formados,
reagem para formar O,H*. O [Ag0,], com vacancias V', age de forma semelhante® ° 109 140

De acordo com a literatura, os radicais OH* e O,H*, sdo 0s principais responsaveis
pela morte microbiana. Esses radicais tem a capacidade de interagir com 0s componentes das
células bacterianas, incluindo a parede celular de peptidoglicano, membrana plasméatica, DNA
citoplasmatico e proteinas bacterianas, e também pode induzir o colapso das membranas

109, 126, 189, 190, 199

bacterianas . Para os microcristais a-Ag;WQO, sintetizados utilizando solucdo
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amoniacal e &gua, a absorcdo maxima esta na regido do vermelho, conforme observado pelos
espectros de fotoluminescéncia e deconvolugdo (Figuras 22 e 23), de modo que s6 possuem
“clusters” distorcidos [AgO,] (modificador de rede), que estdo disponiveis para produzir
pequena quantidade de radicais OH* e O,H*. Por outro lado, o a-Ag,WO, sintetizado em
solucdo alcodlica apresenta maior quantidade de defeitos, na regido azul e vermelha do
espectro (Figura 23). Desse modo, tanto o “cluster” distorcido [WOg] como o [AgOy], que séo
formador e modificador de rede, respectivamente, atuam em conjunto para produzir grande
quantidade de radicais OH* e O,H*. Como resultado, os microcristais de a-Ag,WO,
sintetizados utilizando solugdo alcodlica como solvente apresentaram maior eficiéncia
antibacteriana contra C. albicans, SARM e E. coli, quando comparado aos outros
microcristais (Figura 28).

Com base no peso molecular de cada componente, calculou-se o teor de prata dos
microcristais de a-Ag,WO4, nas concentragdes CFM/CBM. Para C. albicans, os valores de
prata foram 0,0018 pg/mL para a-Ag,WO, sintetizado em solugao alcoolica e 0,0036 pg/mL
para os sintetizados em agua e solucdo amoniacal. No caso da bactéria SARM, as quantidades
de prata presentes foram 0,0072 pg/mL, 0,029 pg/mL e 0,057 pg/mL, para os microcristais
obtidos em solucédo alcoolica, solugdo amoniacal e agua, respectivamente. Com relacéo a E.
coli, os microcristais de a-Ag,WO, sintetizados em &lcool e amdnia possuem 0 mesmo
conteudo de prata (0,00023 pg/mL), que ¢ menor do que o observado quando a dgua foi usada
na sintese (0,00045 pug/mL). Pode verificar-se que as quantidades de prata presentes em todos
0s microcristais de a-Ag,WO, sintetizados sdo muito baixas. Além disso, como mencionado
anteriormente, o alcool produziu microcristais a-Ag;WO, com maior atividade
antifungica/antibacteriana diminuindo, consideravelmente, as concentracdes necessarias para

matar os trés microrganismos e, consequentemente, a quantidade de prata utilizada.

Microcristais de p-Ag.MoO, em diferentes solventes

O impacto dos solventes na morfologia, e o papel desta nas propriedades do material,
também foram investigados para microcristais de B-Ag.MoO,, que foram sintetizados em
agua, alcool e amonia. Os padrdes de DRX mostraram que 0s compostos obtidos s&o
constituidos pela fase B-AgoMoO, sem nenhuma fase secundaria. Esses microcristais
proporcionaram picos bem definidos e estreitos, que indicam ordem estrutural e cristalinidade

a longa distancia. Esses resultados experimentais estdo de acordo com estudos prévios que
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mostraram a formac&o de fase clbica do tipo espinélio, quando o pH era préximo de 7 %1%

152 'condicdes de pH similares as utilizadas no presente estudo.

Nas micrografias obtidas por MEV-EC, pode-se observar que os microcristais de p-
Ag>Mo0O, sdo arredondados e com tamanho em escala micrométrica. Essa microestrutura
contrasta com a que foi recentemente relatada para amostras obtidas com o método
hidrotermal assistido por micro-ondas, no qual microcristais de tamanho pequeno e com
forma homogénea (similares a cubos) foram obtidas somente quando a temperatura do
processamento foi aumentada para 160°C "*. Microparticulas arredondadas, como as obtidas
neste estudo, foram também observadas utilizando o método hidrotermal assistido por micro-
ondas, porém com a presenca de PVP e em temperatura de 180°C '®. O crescimento de
nanofios de B-Ag,MoO, em pH 4 ** e mesmo em pH 2 ¥ tem sido relatado, enquanto outros
observaram que, nesta faixa de pH, di- e/ou tri molibdatos Ag.Mo0,07, e AgaM030;o foram
obtidos'®" 2, Complementando as anélises de microscopia, calculos teéricos, que tem sido

60, 6L 71 também foram

utilizados para simular e predizer a morfologia dos materiais
realizados. Foi determinado que a morfologia ideal para o p-Ag,MoO, é dominada pela
orientacdo (011), nas suas trés possibilidades equivalentes, (011), (110), e (101) considerando
a simetria cubica (Figura 30). Foi possivel determinar, ainda, que a morfologia mais estavel
para o B-Ag,Mo0O, pode ocorrer quando a energia da superficie é de 1,90; 1,28 e 3,46 J/m?
para as faces (001), (011) e (111), respectivamente. Os resultados obtidos mostraram boa
concordancia entre as morfologias tedricas calculadas e aquelas obtidas experimentalmente,
ou seja, 0s microcristais obtidos exibiram as faces (001), (011) e (111). Além disso, a energia
de superficie de uma ou mais dessas faces foi alterada, em fungdo do solvente utilizado
(Figura 30), evidenciando que a forma dos microcristais de p-Ag:MoQO, esta estreitamente
relacionada com o ambiente quimico da reagdo. Assim, este estudo mostrou que a morfologia
experimental pode ser modulada por meio de ajuste da estabilidade de superficie, que é
dependente do solvente. Nesse sentido, a morfologia pode ser modulada alterando-se as
energias de superficie das diferentes faces expostas, durante o processo de crescimento dos
microcristais, modificando, dessa forma, as propriedades do material.

De acordo com consideracBes tedricas realizadas por Beltran et al.”°, em 2014,

molibdatos com estrutura espinélio apresentam cinco modos ativos Raman:
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Os deslocamentos Raman encontrados neste estudo estdo em concordancia com
valores previamente reportados na literatura'® 2% % 142 Qs espectros mostram que 0s picos
relativos ao T,y aparecem divididos, 0 que sugere a criagdo, nas amostras obtidas, de defeitos
locais afetando principalmente os fons Ag': parece razoavel supor que alguns desses ions
podem ter se deslocado do centro do seu arranjo octaedro, especialmente quando proximos da
superficie dos microcristais.

A partir dos espectros de refletdncia obtidos por analise de UV-Vis, foi possivel
estabelecer a energia do gap optico (Egap) dos microcristais de B-AgoMoO;, sintetizados em
agua, alcool e amodnia. Em estudos prévios, foram observados valores de 3,15 eV para o
“pand gap” direto de amostras de p-Ag,MoO, preparadas por co-precipitacdo (pH 4; 70°C) >
e “band gaps” indiretos na faixa de 3,24-3,31 eV para amostras obtidas pelo método
hidrotermal assistido por micro-ondas e temperaturas variando de 100 a 160°C ™. O valor de
3,32 eV observado no presente estudo ¢ préximo daquele obtido para o “gap” indireto

relatado por Li et al.!®

, que foi de 3,37 eV para amostra de B-Ag.MoO, preparada a 180°C
por método hidrotermal assistido por micro-ondas. Esses resultados indicam a existéncia de
niveis intermedidrios de energia dentro do intervalo de banda dos microcristais de f-
Ag>Mo0O, sintetizados em diferentes solventes, que podem ser associados com a desordem
estrutural dos “clusters” tetraedro [MoQ,] e octaedro [AgOs].

Os espectros de emissdo de fotoluminescéncia dos microcristais sintetizados
mostraram dois picos, sendo um de emissdo maxima na regido do azul e outro mais fraco na
regido do laranja. Nota-se diferenca entre os perfis de emissdo entre 0s microcristais
sintetizados nos trés solventes, sendo o pico de emissdo maxima mais acentuado quando a
sintese foi realizada em etanol. A rede dos microcristais de -Ag,MoO, pode se apresentar em
diferentes niveis de distor¢do nos “clusters” complexos [AgOg] e [Mo00O,], que s&o
responsaveis pelas emissdes de fotoluminescéncia. A transferéncia de carga entre 0s
“clusters” nos microcristais de B-Ag2M0QO,, que contém mais de um tipo de “cluster”, é
descrita por excitagdes que envolvem transi¢des eletronicas de um “cluster” para outro.
Portanto, a principal diferenca nos espectros de fotoluminescéncia entre 0os microcristais pode
ser atribuida a proporgdo entre os “clusters” ordenados [MoO,]o/[AgO6], e desordenados
[M0O4]4/[AgOs]y. O efeito de ordem e desordem é produzido pelo solvente, que induz a
formacgdo de diferentes dipolos permanentes, que traz como consequéncia cristais com
diferentes polarizagdes. Dessa forma, essa transferéncia de carga entre os “clusters” leva a
formacdo de diferentes niveis na regido proibida do intervalo de banda. Esse fendmeno de

ordem/desordem tem sua origem na organizagdo dos cristais, que sofre variacdo dependendo
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das interagdes entre os “clusters” [MoO,] e [AgO6], formador e modificador de rede,
respectivamente. Esse efeito de ordem/desordem na constante de rede promove a
transferéncia de carga eletronica entre os “clusters” ordenados e desordenados, que é possivel

de acordo com as seguintes equagdes®’:

[M00,]5 + [MoO,]3 = [MoO,]o + [MoO4]5 (11)
[Ag06]5 + [Ag0s]d — [Ag06o + [Ag0s]a (12)

Da mesma forma como considerado para o tungstato de prata, esses clusters
complexos induzem defeitos profundos ou superficiais que podem modificar as propriedades
dos microcristais de B-Ag.MoO,. Como observado pelos perfis obtidos (Figura 33), as
propriedades de fotoluminescéncia dos microcristais foram diferentes dependendo do
solvente, indicando que nas amostras esses “clusters” tem interagdes elétron-buraco mais ou
menos efetivas, porque eles se encontram em diferentes estados excitados.

A inativagdo dos microrganismos C. albicans, SARM e E. coli podem ser explicadas
devido a presenca de defeitos especificos nas superficies dos microcristais, que podem
polarizar as estruturas e levar a transi¢cdes eletronicas entre os “clusters” desordenados
[MoO4]q e [AgOg]q e 0s ordenados [MoO4], € [AgOs]o, que também produzem radicais livres
OH" e O,H". Essas espécies oxidantes podem causar a inibicdo de crescimento de
microrganismos, e também sua morte.

O mecanismo da atividade antimicrobiana do semicondutor é atribuido,
principalmente, ao estresse oxidativo causado pelas espécies OH*, O,' e O,H* (espécies
47, 99

reativas) em contato com a parede celular do microrganismo
“clusters” [Ag03.3V3], [Ag04.2V], [Ag0s.V5], [Ag0s]* e [MoO4]%, que constituem a

, geradas quando os

estrutura do B-Ag,Mo00,, sdo excitados (equagdes 13-19) (elaboracdo propria):

[Mo0,]5 + [M00,]7 — [Mo0,]; + [MoO4]5 (13)
[AgO]* + [AgOsV3] — [Ag0s]’ + [AgOsV3] (14)
[Ag06]* +[Ag0sV5] — [AgOe]” + [AgOsV('] (15)
[Ag06]™ + [AgO,VEVE] — [Ag0s]” + [Ag04 V3V5] (16)
[Ag0]* + [Ag0,VEVS] - [Ag06]” + [Ag0,VEVS'] (17)
2[Ag06]™ + [AgOsVaVa V] — 2[Ag0g]" + [AgOsVy VEVE] (18)

2[Ag0¢]* +[Ag03V5VoVs] — 2[Ag0e]’ + [Ag0sViVoVo'] (19)
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Os “clusters” [Ag0sV{], [Ag0sV5'], [Ag04 VEV5], [Ag0LVE VST, [AgOsVEVEVS], e
[Ag05;V3VVo'] transferem um buraco para a agua, que se decompde em radical hidroxila e
proton (OH* e H’). Simultaneamente, os “clusters” [AgO, ViV{], [Ag0sVVeVs'],
[Ag05VEVVS] [Ag04VEVS'], [M00,],, e [Ag0g]’ transferem um elétron para a molécula
de oxigénio (O,) e produz O', que interage com o préton, formando o radical O,H*.

Outro aspecto a ser considerado é a morfologia dos microcristais de f-Ag2Mo0O,, que
foram obtidas com os diferentes solventes (Figura 30). Quando a agua foi utilizada como
solvente, os microcristais ndo apresentaram a face (001). Porém, quando o solvente utilizado
foi a amdnia, essa face apareceu na morfologia e, finalmente, nos microcristais sintetizados
em &lcool, a superficie (001) tornou-se mais aparente. E importante destacar que as faces
(001) e (011) do B-Ag2Mo00Q, séo terminadas em oxigénio e prata, enquanto a face (111) é
terminada em molibdénio e oxigénio'*. Na superficie (111) os atomos de prata sdo
coordenados a trés atomos de oxigénio, para formar “clusters” complexos [Ag03.3V{J], € 0s
atomos de molibdénio sdo coordenados com apenas um oxigénio (desfavorecendo sua
estabilidade). As superficies (011) possuem os 4&tomos de prata rodeados por quatro &tomos de
oxigénio, resultando nos “clusters” complexos [Ag0,. 2VJ], enquanto os atomos de prata das
superficies (001) sdo coordenados a cinco atomos de oxigénio, formando os “clusters”
complexos [AgOs. V3], que sdo mais estaveis (Figuras 37 a 39).

Os resultados dos testes microbiol6gicos mostraram que a eficiéncia antimicrobiana
dos microcristais de B-Ag>MoO, variou com o solvente, e aumentou na seguinte ordem: agua
<amonia <alcool. Assim, o aparecimento da superficie (001) aumentou a eficiéncia dos
microcristais contra 0s microrganismos avaliados. Uma possivel explicacdo proposta neste
estudo, para os resultados obtidos, é a de que 0 mecanismo dos microcristais de f-AgMoO,
para a inativacdo dos microrganismos esta relacionado, principalmente, a presenca dos
“clusters” complexos [AgOs. V).

Nos “clusters” [Ag0,V3Vy] e [AgOsVEVEVST/[Ag0sVaViV3] pode ocorrer a
combinacdo interna entre elétron e buraco, enquanto em [AgOsV/j] a vacancia é separada do
elétron, uma vez que o elétron esta localizado em um “cluster” complexo [AgOs]' organizado.
Isso justifica o fato de que [AgOsV;] sdo mais reativos e assim, mais eficazes para as
aplicacdes antimicrobianas. Além disso, as superficies (001) apresentam baixa energia

superficial (Eqf = 1,28 J/m?), como determinado pelos célculos tedricos e, portanto, sio mais
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facilmente polarizadas e capazes de gerar as espécies reativas OH*, O,'e O,H*, que podem

resultar na morte celular.

Acéo de compostos (6xidos bimetalicos) associados a prata contra biofilmes

Devido a resisténcia aumentada dos microrganismos, quando organizados na forma de
biofilmes, os microcristais que apresentaram melhores resultados contra 0s microrganismos,
na forma planctonica, tiveram sua capacidade de prevenir a formacéo de biofilmes avaliada
contra C. albicans, SARM e E. coli. Os microcristais selecionados foram a-Ag; WO,
irradiado, a-Ag,;WO, ¢ B-AgoMo0O,, ambos sintetizados em alcool, que foram denominados,
no capitulo resultados, pelas siglas WO: nanoAg, WO: alcool e Mo: alcool, respectivamente.

A Microscopia Eletrénica de Varredura € um método eficaz que permite a
caracterizacdo morfoldgica e estrutural de biofilmes microbianos®. Entretanto, nesta técnica
hd a necessidade do preparo da amostra previamente a observacdo no microscopio, que
consiste na fixacdo do biofilme, desidratacdo com séries de etanol com concentracdes
crescentes, e posterior secagem em cadmara a vacuo. Embora essas etapas possam resultar em
alteracbes dos biofilmes, é possivel extrair dados muito importantes das imagens obtidas,
como a morfologia das células que permaneceram aderidas, distribuicdo e area de cobertura
do biofilme. Devido as limitacBes da microscopia eletrdnica de varredura, informacGes
provenientes de analises em microscépio confocal a laser foram utilizadas para complementar
o0 estudo dos biofilmes. A microscopia de luz é a técnica amplamente utilizada para ensaios de
biofilme in vitro, onde pode-se avaliar a adesdo dos microrganismos, distribuicéo, estrutura do
biofilme e viabilidade celular®.

Os trés microcristais selecionados, mostraram atividade antimicrobiana contra as
bactérias SARM e E. coli e a levedura C. albicans. No entanto, independentemente do
microcristal utilizado, as concentracdes necessarias para inibir a formacgéo de biofilmes de E.
coli foram sempre inferiores as necessarias para SARM e C. albicans. Esses resultados podem
estar relacionados com as diferencas na estrutura celular externa, isto é, a parede celular, que
€ uma estrutura dindmica que proporciona protecdo contra o ambiente hostil, aderéncia as
superficies e manutencdo da integridade e da forma da célula’. Para ambas as bactérias, E.
coli e SARM, a parede celular conttm uma camada de peptidoglicano. No entanto, nas
bactérias gram negativas como a E. coli, a camada de peptidoglicano é fina (7-8 nm) e
localizada no espago periplasméatico entre a membrana externa e a membrana interna
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(citoplasmatica) A membrana externa contém lipopolissacarideos e proteinas que
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aumentam a carga negativa da célula'*®

. Além disso, as bactérias E. coli possuem, dentro do
espaco periplasmico, superéxido dismutase que pode atuar sobre O gerado pelos
microcristais, resultando na formacdo de H,O, que permeia a célula mais facilmente do que
O% e, assim, oxida os sistemas ativos da célula'® °. Em contraste, a bactéria gram-positiva
SARM né&o possui membrana externa, mas apresenta uma parede celular mais espessa de
peptidoglicano (20-50 nm), atravessada por cadeias de &cido teicoico. Os acidos teicoicos
ligados e inseridos no peptidoglicano sd@o denominados como acidos teicoicos da parede,
enquanto aqueles designados como acidos lipoteicdicos, estendem-se para dentro da
membrana citoplasmética® ***. Além disso, a largura do espaco periplasmico entre a
membrana citoplasmética e a parede celular € menor que aquele do periplasma tipico de
bactérias gram-negativas*®.

No caso da C. albicans, a parede celular € uma estrutura de duas camadas com a
camada interna composta por polissacaridos de glucose, principalmente (1, 3) -glucano e
uma quantidade menor de B (1, 6) -glucano. Essa camada também contém quitina, um
polimero de [B-1,4-N-acetilglucosamina linear. Os polissacarideos de manose, ligados a
proteina, formando uma barreira de manoproteina, sdo localizados na camada externa,
atuando como filtro para materiais de alto peso molecular®™ % % 1% Além disso, como
organismo eucariotico, a C. albicans tem um ndcleo distinto com o material genético,
protegido pela membrana nuclear’® como uma barreira adicional contra a difusdo, que
contribui para maior resisténcia a danos no DNA. E, ainda, sabe-se que a forma filamentosa
de C. albicans contém mais quitina na parede celular do que a sua forma de levedura
(blastoconidia), e tem sido relatado que as paredes das células organizadas em biofilme séo
duas vezes mais espessas € contem mais carboidratos e B (1, 3) —glucano que as células
planctdnicas'®. Todas essas diferencas nas estruturas e composicOes das paredes celulares
podem ter contribuido, pelo menos em parte, para a maior susceptibilidade da bactéria Gram-
negativa E. coli aos microcristais Mo:alcool, WO:alcool e WO:nanoAg, em compara¢ao com
a bactéria gram-positiva SARM e a levedura C. albicans observadas nesta investigagao.

Revestimentos contendo Ag depositados a plasma

O revestimento de materiais com compostos contendo prata constitui uma alternativa

1, 33, 81, 118, 161

para o controle da adesdo microbiana nas superficies , € pode ser realizado por

meio da deposicédo de filmes finos.
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Os resultados deste estudo mostraram que, utilizando a técnica de co-pulverizacdo
catédica em plasma de argbnio, foi possivel obter filmes finos sobre substratos de resina
acrilica a base de PMMA que resultaram em alteracBes nas caracteristicas superficiais
(Figuras 49 a 51). Foi observado que, o filme SiO, apresentou-se hidrofilico (menor angulo de
contato e maior energia livre de superficie) enquanto o controle PMMA, foi hidrofdbico. Ja
para o filme de Ag, os valores obtidos foram préximos aos do PMMA, indicando
hidrofobicidade. Esses resultados estdo de acordo com outros estudos que, ao analisarem
filmes de SiO, ™ e de Ag ** depositados por pulverizacdo catédica, verificaram valores de
angulo de contato, mensurados com &gua, em torno de 40° e de 90 ©, respectivamente, que sdo
similares aos observados na presente investigagcdo. Para os filmes Ag/SiO,7 e Ag/SiO,15,
nota-se que, a medida que o tempo de deposicdo aumentou, houve também aumento na
hidrofobicidade das superficies, provavelmente pela maior quantidade de prata depositada,
conforme constatado nas analises de microscopia (MEV e MFA). As caracteristicas fisicas e
quimicas da superficie dos materiais como rugosidade, hidrofobicidade e energia livre de
superficie, tem sido correlacionadas com a adesdao de microrganismos, dentre eles a C.
albicans'™ ™. Entretanto, outros estudos relatam que nio ha relagdo entre eles*® ®¢. No
presente estudo, ndo foi possivel estabelecer correlagdo entre a adesdo de células de C.
albicans e a energia livre de superficie ou a hidrofobicidade dos substratos, tendo em vista
que os valores de UFC/mL observados tanto para o filme hidrofilico SiO, como para os
hidrofébicos Ag Ag/SiO,7, foram iguais aos do controle (PMMA hidrofébico). Entretanto,
pode-se observar que a rugosidade do filme Ag/SiO,15, depositado sobre a resina acrilica, foi
menor em relacdo aos demais substratos, o que sugere que esse fator pode ter influenciado na
habilidade da C. albicans de se aderir sobre essa superficie.

Os resultados de FTIR apresentados na Figura 52 demonstram que 0s picos presentes
na regido de 1.135 cm™ sdo atribuidos a um angulo maior das ligacdes Si-O-Si (angulo
aproximado de 150°). O pico centrado em 1.063 cm™ pode ser atribuido ao alongamento de
ligacbes Si-O-Si e diminui¢do do angulo das ligacdes, sendo menos pronunciado no filme
Ag/SiO,7. A intensidade das ligagdes Si — H (picos entre 2000 e 2250 cm™) também foi
menos acentuada no grupo Ag/SiO,7 em relacdo aos demais. Essas ligagOes estdo
relacionadas com a densidade dos filmes: como o filme Ag/SiO,7 foi depositado durante
menor tempo em relagdo aos demais, apresenta menor densidade dessas ligacdes®®. Os
multiplos picos encontrados entre 1250 e 1000 cm™ (em menor quantidade em Ag/ SiO,7)
podem ser atribuidos as ligacdes Si-O-Si e Si-CH,-Si. A presenca da ligacdo Si-CH,-Si

representa uma reacdo incompleta de oxidacdo, e indica a presenca de hidrocarbonetos na
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reagdo. Os picos em torno de 900 cm™ podem ser atribuidos as ligagdes Si-H. Embora néo
tenha sido depositado SiO, no filme Ag, quando o plasma é acionado, dentro da cdmara a
vacuo é criado um ambiente altamente reativo, onde se encontram os dois alvos (Ag e SiO,) e,
embora em menor quantidade, o alvo de SiO, pode desprender atomos, mesmo que ndo esteja
ativo com RF. Assim, a presenca das ligacdes envolvendo Si no filme Ag pode ser explicada.
A microscopia de forca atbmica € um instrumento capaz de detectar a topografia
superficial a nivel atbmico, por meio da mensuracdo dos movimentos de uma sonda de
varredura sobre a superficie do filme depositado. Um sensor registra 0s movimentos da sonda,
e envia as informacdes ao computador®, formando assim uma imagem tridimensional da
topografia superficial da amostra analisada. Além da topografia superficial, pode-se mensurar
a rugosidade média apenas dos filmes depositados. As imagens obtidas por meio dessa técnica
evidenciaram, para os filmes finos Ag/SiO,7 e Ag/SiO,15, a formacdo de “ilhas” de
distribuicdo aleatoria, localizadas sobre uma camada homogénea e densa de pequenas
particulas de SiO,. Essas “ilhas” sdo nanoparticulas de Ag, e se apresentam em maior
quantidade no filme Ag/SiO,15, devido ao maior tempo de deposi¢cdo em compara¢do com 0
filme Ag/SiO,7. As nanoparticulas de Ag apresentam diferentes tamanhos e morfologias, fato
que pode ser explicado pela teoria da nucleacdo. Conforme os atomos de Ag vdo sendo
depositados, por migracdo destes formam-se ilhas na superficie do SiO,, sendo essa formacao

dependente da taxa de deposicdo*®

, que varia conforme os parametros utilizados durante o
processo de pulverizacdo catddica. No filme Ag as imagens reverlaram uma camada
homogénea de particulas de Ag que, embora estejam em escala nanométrica, sdo maiores em
relacdo aquelas visualizadas no filme SiO,. A rugosidade também variou entre os filmes
depositados, sendo 0 Ag 0 mais rugoso e o SiO, o mais liso, estando de acordo com o
tamanho das particulas presentes, que influenciam diretamente na rugosidade superficial. Os
filmes Ag/SiO,7 e Ag/SiO,15 apresentaram valores médios de rugosidades semelhantes entre
si e intermediarios em relacdo aos demais, devido a presenca tanto de particulas de Ag quanto
de SiO,.

Considerando-se que, no filme Ag, foi utilizado o plasma de corrente continua, ha uma
diferenca no grau de ionizacdo em comparacao aos filmes Ag/SiO,7 e Ag/SiO,15, que foram
depositados, simultaneamente, empregando tanto corrente continua como radio-frequéncia.
Esse fato explica a diferenca na morfologia das nanoparticulas que compdem o filme Ag, em
relagdo aos demais. O mesmo ocorre para o filme SiO,, que foi depositado somente com
plasma de réadio-frequéncia. Os resultados deste estudo estdo em concordancia com Armelao

I.ll

et al.”~ (2006) que explica os processos envolvidos na nucleacdo e no crescimento de
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nanoparticulas de prata sobre a silica: (I) no inicio do processo de pulverizacdo catddica, 0s
atomos de Ag sdo distribuidos na superficie, em locais distantes entre si. Se o tempo de
pulverizacdo € baixo, hd quantidade baixa de Ag depositada, 0 que gera nanoparticulas
pequenas (devido ao pouco tempo para nucleacdo) e predominancia de morfologia esférica.
(1) com o aumento de tempo de deposicéo, hd aumento progressivo no teor de Ag depositada;
esse fendmeno produz particulas maiores, com tamanhos variados e morfologia irregular.

Uma das ferramentas importantes para a caracterizacdo de nanomateriais e filmes finos
é a difracdo de raios-X. Os difratogramas obtidos para os filmes Ag/SiO,7 e Ag/SiO,15
mostraram auséncia de picos que sejam claramente visiveis e bem definidos. Pode-se observar
também um pico largo para as duas amostras, localizados em 20 = 26°, que corresponde a
silica amorfa®. N&o foram encontrados picos relacionados & prata, provavelmente devido ao
tamanho e a pouca quantidade das particulas.

Alguns estudos tem demonstrado a acdo de nanoparticulas de Ag na inativacdo de
microrganismos, em especial C. albicans**’. Devido a aderéncia das células fingicas as bases
de préteses ser o primeiro passo para a colonizacdo e o desenvolvimento de infecgdo, este
estudo investigou o efeito de filmes finos contendo Ag na adesdo de C. albicans. Foi
verificado que o filme Ag/SiO,15 proporcionou diminuicdo de mais de 2 logs na contagem de
colonias em comparagdo com os demais grupos, incluindo o controle. Esse resultado foi
confirmado pelas micrografias obtidas através de MEV, que revelaram menor quantidade de
células aderidas ao substrato de resina onde foi depositado o filme Ag/SiO,15. Os valores de
logip UFC/mL foram similares entre 0 PMMA (controle) e os filmes Ag e SiO,, indicando
que os componentes Ag e SiO; isolados, ndo sdo responsaveis pela diminuicdo da adesdo
microbiana. Isso porque, para que esses filmes tenham funcionalidade catalitica ou
antibacteriana, é necessario que haja superficies das particulas expostas™, o que ndo ocorre no
filme de Ag, onde temos um filme continuo. Portanto, esse efeito s6 é possivel quando temos
uma camada de SiO, com nanoparticulas de Ag na superficie, como observado para o filme
Ag/SiO,15.

As analises em microscopia confocal evidenciaram grande quantidade de células de C.
albicans viaveis aderidas em todos os filmes, com excecdo de Ag/SiO,15, que apresenta
menor quantidade de células coradas em verde, comparado com o0 PMMA sem revestimento
(controle). As imagens obtidas também revelaram a presenca de células mortas (coradas em
vermelho) para os filmes AgSiO,7 e AgSiO2, o que ndo ocorreu para o controle e para 0s
filmes Ag e SiO,. Esses resultados indicam que, além da morte dos microrganismos aderidos,

também houve diminuicdo da adesdo de C. albicans principalmente no filme Ag/SiO,15, que



170

podem estar associados com a menor rugosidade superficial, em comparagdo com 0 grupo
controle e os demais filmes avaliados, bem como com a maior quantidade de nanoparticulas
de Ag na superficie.

O mecanismo de a¢do antimicrobiana das nanoparticulas de Ag ainda nao é totalmente
conhecido”. Entretanto, vérias interacdes entre as nanoparticulas de prata e as bactérias ja sao
conhecidas®®, como alteracBes estruturais e danos na membrana'?®, com a formacdo de

5119

“pits”™ e modificacBes na permeabilidade e na forca proton motora*®. Kim et al.®® (2009)

observaram também efeito antifingico de nanoparticulas de Ag contra C. albicans, causando
despolarizacdo da membrana, alteracdes na parede celular e poros na membrana plasmatica.

Proteinas importantes contendo enxofre e demais elementos contendo fésforo, tais como o

DNA, sdo também locais preferenciais de ligacdo para as nanoparticulas de Ag'? %

podendo inibir a capacidade de replicacdo®. A atuacéo dos fons Ag também tem sido sugerida

87.173 nor meio da inibicdo de fungdes enzimaticas®’ e cadeia

79, 87, 96
1

para a atividade antimicrobiana
respiratoria mitocondrial® e producdo de espécies reativas de oxigénio com
consequente danos®” e despolarizacdo da membrana®®, fragmentagdo do nicleo’, interacdo
com lipideos, DNA, RNA e proteinas, e severas alteracdes nas fungdes celulares®.

Os resultados obtidos nas duas etapas desta pesquisa permitiram concluir que a
atividade antimicrobiana mais efetiva foi observada com os microcristais de a-Ag;WO,

sintetizados em alcool e com o filme Ag/SiO,15.
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7 CONCLUSAO

De acordo com as condi¢des experimentais avaliadas, os resultados obtidos permitiram

concluir que:

e Os metodos hidrotermal assistido por micro-ondas e co-precipitacéo e a variacao
das condicBGes de sintese permitiram a obtengdo dos 6xidos bimetalicos o-
Ag;WO, e B-AgoMoO, com diferentes morfologias, faces cristalograficas e
propriedades, conforme demonstrado pelas técnicas de caracterizacdes
utilizadas.

e Os testes microbioldgicos realizados com células plancténicas e biofilmes de C.
albicans, SARM e E. coli evidenciaram que todos 0s microcristais apresentaram
atividade antimicrobiana, tendo sido o a-Ag, WO, 0 mais efetivo, e a bactéria E.
coli a mais susceptivel aos compostos avaliados.

e Os resultados da segunda etapa deste estudo mostraram que a técnica de co-
pulverizacdo catddica a plasma permitiu a deposicdo dos filmes Ag/SiO,7,
Ag/SiO,15, Ag e SiO; sobre a resina acrilica para base de prétese (PMMA).

e As técnicas de caracterizacdo utilizadas demonstraram que os filmes depositados
apresentaram caracteristicas e propriedades distintas, e os testes microbioldgicos
evidenciaram que o filme Ag/SiO,15 foi 0 mais efetivo na redugéo da adeséo de

C. albicans a resina acrilica.
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