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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

Esta pesquisa sobre a hidrolise do copolimero PVM/MA em diferentes
temperaturas revela avangos significativos na biotecnologia, especialmente no
desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos. Os resultados indicam que
o PVM/MA hidrolisado pode ser otimizado para maximizar sua eficacia contra
patdgenos como Candida albicans, Staphylococcus aureus e Streptococcus
mutans, promovendo inovacdo em tratamentos médicos e aplicagdes industriais

sustentaveis.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

This research on the hydrolysis of the PVM/MA copolymer at different
temperatures reveals significant advances in biotechnology, especially in the
development of new antimicrobial agents. The results indicate that hydrolyzed
PVM/MA can be optimized to maximize its effectiveness against pathogens such
as Candida albicans, Staphylococcus aureus and Streptococcus mutans,
promoting innovation in medical treatments and sustainable industrial

applications.
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RESUMO

O copolimero poli (éter metil vinilico/acido maleico) (PVM/MA) é utilizado
comercialmente como ingrediente ativo em produtos de higiene oral,
farmacéuticos e cosméticos, demonstrando propriedades promissoras
antibacterianas, antifUngicas, além da facilidade de manipulacdo. Embora
Nossos corpos abriguem micro-organismos benéficos como Candida albicans,
Staphylococcus aureus e Streptococcus mutans, essenciais para a protecéo e
equilibrio do organismo, a sua proliferagcdo descontrolada representa riscos a
saude. Com avancos nha biotecnologia, a pesquisa visa desenvolver novos
compostos para combater infec¢des e expandir as op¢des farmacéuticas. Este
estudo investigou possiveis alteracdes nas propriedades antimicrobianas do
copolimero PVM/MA em diferentes temperaturas de hidrélise (25, 40, 50 e 60°C),
avaliando seu impacto em culturas de C. albicans, S. aureus e S. mutans. Testes
fisico-quimicos, como Espalhamento de luz dinamico (DLS, do inglés “Dynamic
Light Scattering”), Potencial Zeta e espectrofotometria de absorcéo otica foram
conduzidos para avaliar a hidrélise do copolimero em relagdo a temperatura e
pH, correlacionando o0s resultados com ensaios in vitro. A atividade
antimicrobiana foi avaliada por plaqueamento em meio agar, contagens de
Unidades Formadoras de Colbénia (UFC), ensaios com iodeto de propidio e
microscopia de fluorescéncia para determinar a integridade de membrana dos
micro-organismos. Os estudos fisico-quimicos revelaram que o PVM/MA é um
sistema polidisperso como mostrado por dados de DLS, onde foram observados
a presenca de multiplos picos na distribuicho do tamanho das particulas,
refletindo em particulas com diferentes tamanhos ou conformacdes dos
copolimeros na solucdo. Através dos estudos em vitro foi observado que a
concentracdo e temperatura de hidrélise mais eficaz foram 480ug/mL e 60°C,
respectivamente, para 0s trés micro-organismos testados. O ensaio de
integridade de membrana sugeriu que o mecanismo de acéo do copolimero pode
envolver interacbes com a membrana do micro-organismo, semelhante a
clorexidina, abrindo caminho para estudos promissores na area clinica para o
desenvolvimento de novos tratamentos contra agentes patogénicos.

Palavras-chave: Copolimero; Atividade antimicrobiana; Candida albicans;
Staphylococcus aureus e Streptococcus mutans.



ABSTRACT

Poly (methyl vinyl ether/maleic acid) copolymer (PVM/MA) is commercially used
as an active ingredient in oral hygiene, pharmaceutical and cosmetic products,
demonstrating promising antibacterial and antifungal properties, in addition to
ease of handling. Although our bodies are home to beneficial microorganisms
such as Candida albicans, Staphylococcus aureus and Streptococcus mutans,
essential for the protection and balance of the organism, their uncontrolled
proliferation poses health risks. With advances in biotechnology, research aims
to develop new compounds to fight infections and expand pharmaceutical
options. This study investigated possible changes in the antimicrobial properties
of the PVM/MA copolymer at different hydrolysis temperatures (25, 40, 50 and
60°C), evaluating their impact on cultures of C. albicans, S. aureus and S.
mutans. Physicochemical tests, such as Dynamic Light Scattering (DLS), Zeta
Potential and optical absorption spectrophotometry were conducted to evaluate
the hydrolysis of the copolymer in relation to temperature and pH, correlating the
results with in-house tests. vitro. Antimicrobial activity was evaluated by plating
on agar medium, Colony Forming Unit (CFU) counts, propidium iodide assays
and fluorescence microscopy to determine the membrane integrity of the
microorganisms. Physicochemical studies revealed that PVM/MA is a
polydisperse system as shown by DLS data, where the presence of multiple
peaks in the particle size distribution was observed, reflecting particles with
different sizes or conformations of the copolymers in the solution. Through in vitro
studies, it was observed that the most effective hydrolysis concentration and
temperature were 480ug/mL and 60°C, respectively, for the three
microorganisms tested. The membrane integrity assay suggested that the
copolymer's mechanism of action may involve interactions with the
microorganism's membrane, similar to chlorhexidine, paving the way for
promising studies in the clinical area for the development of new treatments
against pathogenic agents.

Keywords: Copolymer, Antimicrobial activity; Candida albicans; Staphylococcus
aureus and Streptococcus mutans.
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1l.Introducéo

N&o é novidade que, com o passar dos anos, 0S micro-organismos vém
se destacando pela sua capacidade de resistir a farmacos amplamente utilizados
(VENTOLA, 2015). Com isso, combater novas doencas infecciosas torna-se um
desafio crescente para a comunidade cientifica (BOWEN, 2018; BAKER, 2016).
Uma das principais contribuicdes da biotecnologia é a capacidade de identificar
novos compostos antimicrobianos com técnicas inovadoras que aumentam
significativamente as chances de descobrir novos agentes terapéuticos
(OSMAKOVA et al., 2017).

A biotecnologia desempenha um papel crucial na identificacdo e
desenvolvimento de novos antimicrobianos, oferecendo ferramentas avangadas
para superar a resisténcia antimicrobiana crescente. Com técnicas como a
engenharia genética, biologia sintética e a edicdo de genes CRISPR-Cas9,
pesquisadores conseguem identificar novos alvos terapéuticos e desenvolver
compostos antimicrobianos inovadores (LI et al., 2019; WRIGHT, 2019). Além
disso, a biotecnologia permite a producdo de peptideos antimicrobianos e
bacteriéfagos modificados, que sdo promissores para tratar infeccdes resistentes
(MOOKHERJEE et al., 2020).

Desenvolver formulacdes estaveis de antimicrobianos é essencial para
garantir sua eficacia, seguranca e vida util. A estabilidade das formulagfes
antimicrobianas pode ser aumentada por meio de diversas estratégias, incluindo
0 uso de excipientes estabilizantes, encapsulamento em nanoparticulas e a
modificacdo quimica dos compostos antimicrobianos (KAMARUZZAMAN, 2019).
Segundo Zhang et al. (2020), o encapsulamento de antimicrobianos em
nanoparticulas poliméricas pode proteger o composto ativo da degradacédo e
melhorar sua biodisponibilidade.

Além disso, Liu et al. (2021) destacam que a adicao de antioxidantes nas
formulagbes pode prevenir a oxidagcédo e a decomposi¢cao dos antimicrobianos,
prolongando sua vida util. Essas abordagens séo fundamentais para assegurar
gue os antimicrobianos mantenham sua atividade terapéutica ao longo do tempo
e sejam seguros para uso clinico (RAVIKUMAR et al, 2019).

Técnicas fisico-quimicas sdo capazes de demonstrar a estabilidade de

uma particula, o que é importante para garantir que 0s medicamentos
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permanecam eficazes durante o armazenamento e transporte, e que possam ser

administrados de forma segura aos pacientes (HUEMER, 2020).
1.2 Micro-organismos, farmacos e biotecnologia

Os micro-organismos, que incluem bactérias, fungos, virus e protozoarios,
sdo organismos microscoépicos que desempenham papéis vitais no ecossistema
e na saude humana (BOWEN, 2018). No que diz respeito as bactérias, a
microbiota intestinal € essencial para a digestdo de nutrientes, a regulacédo do
sistema imunologico e a protecdo contra patégenos. Estudos mostram que uma
microbiota intestinal saudavel pode influenciar positivamente o metabolismo e
reduzir a incidéncia de doencas como diabetes tipo 2, obesidade e doencas
inflamatérias intestinais (SCHELER et al.,2018; STIRLING et al., 2022).

Nesse contexto, os fungos também oferecem beneficios significativos a
saude humana. Certos fungos, como os cogumelos comestiveis, sao ricos em
nutrientes essenciais, incluindo vitaminas B, C e D, fibras, e minerais como
potéssio, fosforo e calcio. Além de serem uma fonte importante de proteinas,
muitos cogumelos possuem propriedades medicinais, como efeitos
antioxidantes, antidiabéticos e até mesmo anticancerigenos (HALLEN-ADAMS
et al., 2017). O shitake, por exemplo, tem propriedades antivirais e pode ajudar
a reduzir o colesterol sérico (FURFARO et al., 2024).

Embora muitos micro-organismos sejam benéficos a populacdo, em
alguns casos, eles podem apresentar riscos a saude quando proliferados no
individuo de forma desigual devido a fatores internos e externos, como
Imunidade, temperatura, exposi¢ao a locais contaminados, entre outros (BAKER,
2016). Exemplos de micro-organismos que podem causar problemas incluem o
fungo Candida albicans, e as bactérias Staphylococcus aureus e o
Streptococcus mutans (LEMOS et al., 2019).

Para combater essas infec¢des oportunistas, os farmacos antimicrobianos
tém sido desenvolvidos e utilizados amplamente, proporcionando uma das
maiores conquistas da medicina moderna e fundamental na reducdo da
mortalidade e morbidade associadas a doencgas infecciosas. Entre os exemplos
amplamente utilizados, a penicilina € um dos primeiros antibioticos descobertos,

eficaz contra uma variedade de bactérias, revolucionando o tratamento de
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infeccbes bacterianas. O ciprofloxacino, um antibidtico de amplo espectro da
classe das fluoroquinolonas, é usado no tratamento de diversas infeccfes
bacterianas, incluindo as do trato urinario e respiratério (MUNITA & ARIAS,
2016). A vancomicina é utilizada principalmente para tratar infec¢cdes graves
causadas por bactérias resistentes a outros antibioticos, como o S. aureus
resistente a meticilina (MRSA) (LIU et al., 2020). A azitromicina, um antibiético
macrolideo, trata infec¢cdes bacterianas como pneumonia, bronquite e algumas
infecgbes sexualmente transmissiveis (FLETCHER-LARTEY et al., 2021). O
metronidazol é eficaz contra infec¢cbes causadas por bactérias anaerdbicas e
protozoarios, frequentemente usado para tratar infec¢bes intra-abdominais e
vaginites bacterianas (LOFMARK et al., 2020).

No entanto, o uso extensivo e, muitas vezes, inadequado desses
medicamentos tem levado ao surgimento e disseminacdo da resisténcia
antimicrobiana (VENTOLA, 2015). Esse fendmeno ocorre quando micro-
organismos sofrem mutacdes ou adquirem genes de resisténcia, tornando-se
insensiveis aos tratamentos existentes e, como resultado, infeccbes comuns
podem se tornar dificeis de tratar, representando uma ameaca crescente a saude
publica global (MICHAEL et al., 2014).

Para combater o problema da resisténcia antimicrobiana, é crucial
entender os mecanismos de acdo dos antibidticos e a anatomia dos micro-
organismos. Quando se trata de bactérias, elas podem ser classificadas como
gram-positivas ou gram-negativas com base nas caracteristicas de suas paredes
celulares, que determinam sua reac¢ao a coloragdo de gram (técnica de coloracao
utilizada para classificar bactérias com base na estrutura de suas paredes
celulares, distinguindo as gram-positivas em roxas e gram-negativas em
rosas/vermelhas — Figura 1) (VENTOLA, 2015; LI et al., 2019).

As bactérias gram-positivas possuem uma parede celular espessa com
varias camadas de peptidoglicano, retendo o corante cristal violeta e aparecendo
roxas ou azuis sob o microscopio. Em contraste, as bactérias gram-negativas
tém uma parede celular mais complexa, com uma fina camada de peptidoglicano
entre duas membranas, e ndo retém o corante cristal violeta, aparecendo rosa
ou vermelho devido ao contra-corante safranina. A estrutura da parede celular
influencia significativamente a resisténcia a antibiéticos e a patogenicidade
dessas bactérias (KIZALOGLU et al., 2019).
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A diferenca estrutural entre as paredes celulares das bactérias gram-
positivas e gram-negativas tem implicacdes significativas na sua resisténcia a
antibiéticos e na forma como causam doencas. As bactérias Gram-positivas, com
sua espessa camada de peptidoglicano, sao geralmente mais resistentes a lise
osmotica, enquanto as gram-negativas, com sua membrana externa, tém maior
resisténcia a muitos antibioticos e detergentes (MEGRIAN et al., 2020). Esta
classificacdo ndo sO ajuda na identificacdo e tratamento das infeccbes
bacterianas, mas também orienta a pesquisa cientifica e o desenvolvimento de
novos antimicrobianos (KOULENTI et al., 2018).

Figura 1 — Coloracao de gram.

Gram negativa Gram positiva

Fonte: MADIGAN (2018).

Nas bactérias gram-positivas, a grande parte dos antibiéticos inibem a
sintese de peptidoglicano, gerando o enfraguecimento da parede celular e
consequentemente levando a lise osmatica da bactéria (VAN BOECKEL et al.,
2014). Por outro lado, bactérias gram-negativas tém uma camada de
peptidoglicano muito mais fina localizada entre duas membranas celulares, a
interna e a externa (Figura 2).

A membrana externa contém lipopolissacarideos que impedem a
penetracdo de muitos antibiéticos, tornando essas bactérias naturalmente mais
resistentes, assim como ja foi mencionado. Antibioticos como as polimixinas se
ligam aos lipopolissacarideos e fosfolipidios na membrana externa, alterando
sua permeabilidade e permitindo a passagem de compostos que causam entao
a morte celular (CAO et al.,, 2021). Compreender essas diferengas permite o

desenvolvimento de farmacos especificos que podem atravessar essas barreiras
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ou inibir funcdes essenciais para a sobrevivéncia das bactérias, melhorando a

eficacia dos tratamentos.

Figura 2 - Componentes estruturais da parede celular de bactérias
gram-positivas e gram-negativas.
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Fonte: Images/iStockphoto.

O S. aureus por exemplo, € um patégeno bacteriano que causa uma
ampla gama de infec¢des, desde infec¢cdes de pele e tecidos moles até
pneumonia, endocardite e septicemia (CHEUNG et al., 2021; KWIECINSKI,
2020). A resisténcia aos antibioticos é uma preocupacéo crescente, tornando as
infeccbes por esta bactéria mais dificeis de tratar e controlando a necessidade
urgente de novas abordagens terapéuticas e preventivas. Pesquisas focadas em
entender os mecanismos de resisténcia, viruléncia e transmissdo de S. aureus
séo fundamentais para combater a ameaca crescente das infecgoes resistentes
aos antibioticos ASENJO et al., 2021).

Ja 0 S. mutans é um dos principais agentes etioldgicos da carie dentéria,
uma das doencas infecciosas mais comuns no mundo. A carie dentaria ndo so
afeta a qualidade de vida das pessoas, causando dor e desconforto, mas
também esta associada a outras condicbes de saude, como doencas
cardiovasculares (DONLAN et al., 2002; LIU et al.,, 2021). Compreender a
biologia deste micro-organismo, incluindo seus mecanismos de formacéo de
biofilme e producdo de acidos, é vital para desenvolver métodos eficazes de
prevencao e tratamento da céarie dentaria. Além disso, a pesquisa continua sobre

S. mutans pode levar a melhores estratégias de saude publica e educacéo para
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reduzir a incidéncia de cérie dentaria em populacdes vulneraveis (MARTINEZ et
al., 2020).

Estudar micro-organismos é crucial devido ao seu impacto significativo na
saude humana, meio ambiente e economia. Do ponto de vista da saude, avaliar
a resisténcia antimicrobiana através da compreensao dos micro-organismos
pode ajudar a entender os mecanismos de resisténcia, desenvolver novos
antibidticos ou terapias alternativas, desenvolver novas vacinas para doencas
infecciosas emergentes e reemergentes, dentre outros objetivos. Por isso
estudar as bactérias, mas também fungos também sdo de grande relevancia
para a ciéncia.

A C. albicans por exemplo, € um fungo oportunista responsavel por
infeccbes em humanos, especialmente em individuos imunocomprometidos,
como pacientes com HIV/AIDS, diabéticos e aqueles submetidos a tratamentos
de quimioterapia. As infec¢cdes podem variar de superficiais, como candidiase
oral e vaginal, até infec¢des sistémicas graves que podem ser fatais (HIBBERT
& HELDER, 2021; WANG, 2015). Com o aumento da resisténcia antifungica,
compreender 0os mecanismos de patogenicidade e resisténcia é essencial para
desenvolver novos tratamentos e estratégias de prevencdo (CALDERONE,
2002).

Neste contexto a presente dissertacdo de mestrado aborda o estudo de
trés micro-organismos cruciais para a saude humana: S. aureus, S. mutans, e C.
albicans. Estudar esses patdgenos € de extrema importancia para prevenir
doencas, desenvolver novos tratamentos e estratégias de prevencao, além de
enfrentar os desafios crescentes da resisténcia antimicrobiana (BROWN et al.,
2020). A pesquisa continua nessas areas pode levar a avancos significativos na
medicina e na qualidade de vida das pessoas globalmente, como destacado em
estudos recentes (FURFARO et al., 2024)

A biotecnologia surge como uma poderosa aliada na busca por solucdes
inovadoras para enfrentar a resisténcia antimicrobiana, e um aspecto crucial no
desenvolvimento de novos compostos € a formulacdo de particulas estaveis. A
estabilidade de um farmaco depende de diversos fatores, incluindo a
temperatura durante a fabricacdo e o armazenamento (ASENJO et al., 2021).
Estudar a temperatura ideal para confec¢do de novas particulas é essencial para

se garantir que esses medicamentos mantenham suas propriedades
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terapéuticas, pois a temperatura inadequada pode levar a degradacdo do
composto ativo reduzindo sua eficacia e seguranca (NIJMOH et al., 2022).
Portanto, a otimizacdo das condi¢cbes ambientais € um passo fundamental na
producdo de antimicrobianos de alta qualidade.

Por exemplo, Da Silva et al. (2019) realizaram uma revisdo abrangente
dos mecanismos de acgéo e resisténcia a agentes antifiingicos. Eles destacaram
gue variacdes na temperatura e no pH do meio de cultura podem ter um impacto
significativo na eficacia dos tratamentos antifingicos. Em um dos estudos
revisados, foi observado que a temperatura 6tima para a atividade antifiungica de
certos compostos era de 37°C, enquanto temperaturas mais baixas ou mais altas
resultavam em uma reducdao significativa na eficacia.

Além disso, o pH do meio de cultura foi identificado como um fator critico;
um pH ligeiramente acido (em torno de 5,5) aumentou a sensibilidade dos fungos
aos tratamentos, enquanto um pH neutro ou alcalino diminuiu a eficacia. Esses
achados sugerem que o controle rigoroso das condicbes ambientais pode
potencialmente superar a resisténcia microbiana, melhorando assim o0s

resultados terapéuticos e a producao de antimicrobianos de alta qualidade.
1.2.1 Candida albicans

A C. albicans é um fungo da microbiota humana saudavel, colonizando
assintomaticamente varios nichos no corpo, incluindo o sistema reprodutor
feminino, a cavidade oral e a pele, além disso, é o fator etiolégico mais frequente
de infec¢Bes fungicas oportunistas humanas (NONAKA et al., 2008; LUBIAN et
al., 2010). A forma mais comum de infeccéo por Candida ocorre quando o fungo
se desloca de seu nicho normal para outros tecidos. Suas manifestacdes clinicas
podem envolver tecidos mucocutaneos, cutaneos e sistémicos, como infeccées
na cavidade oral, vaginal e candidiase cutanea que afeta areas umidas do corpo,
incluindo as regifes das mamas, axilas e virilhas (MUNITA, 2016).

A estrutura de C. albicans contribui significativamente para sua
patogenicidade, se trata de um organismo dimorfico capaz de alternar entre
formas de levedura unicelular e formas filamentosas multicelulares, como hifas
e pseudohifas (GOW et al., 2017). A forma de levedura é geralmente associada

a colonizagdo e crescimento em ambientes favoraveis, enquanto as formas
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filamentosas estdo frequentemente associadas a invasdo de tecidos e a
viruléncia (BROWN et al., 2012).

A parede celular de C. albicans é uma caracteristica estrutural crucial,
composta por uma matriz complexa de glucanos, quitina e proteinas ligadas
glicoproteinas como demonstrado na figura 3 (WANG et al., (2015).

Essa parede celular ndo apenas fornece integridade estrutural e protecéao
contra o ambiente externo, mas também desempenha um papel fundamental na
interacdo com o sistema imunolégico do hospedeiro (GOW et al., 2017). As
proteinas da superficie da parede celular, conhecidas como adesinas, permitem
gue o fungo se fixe as células do hospedeiro e aos dispositivos médicos (bisturis,
agulhas etc.) facilitando a colonizacdo e a formacédo de biofilmes, que séo
comunidades microbianas altamente resistentes a tratamentos antifingicos
(HOF, 2017).

Figura 3 — Composicao de membrana fangica.

Cell membrane and cell wall
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Fonte: WANG et al., (2015).

Algumas cepas de C. albicans sdo uma preocupacao significativa na area
de saude devido a dificuldade de tratamento e ao risco aumentado de
mortalidade em infeccdes sistémicas. Essa resisténcia pode ser adquirida por
meio de mutagcbes genéticas ou pela formacdo de biofilmes que protegem o
fungo dos tratamentos convencionais (PERLIN, 2015). Os principais antifangicos
usados no tratamento de infeccbes por Candida incluem os azéis, as
equinocandinas e os polienos, mas a resisténcia a esses medicamentos tem sido
relatada com frequéncia crescente (POULAIN et al., 2015). Por exemplo, cepas
resistentes ao fluconazol, um dos antifGngicos mais comumente utilizados, tém
sido amplamente documentadas e representa uma preocupacao clinica
significativa (DA SILVA et al., 2019).
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1.2.2 Staphylococcus aureus

O S. aureus € uma bactéria gram-positiva (contém uma espessa camada
de peptidoglicano) e é um dos principais patdgenos humanos, capaz de causar
desde infeccdes superficiais leves até infec¢des graves e com risco de vida. Esta
bactéria tem a capacidade de crescer em superficies vivas ou inertes, formando
biofilmes, como por exemplo na mucosa oral. O biofilme € uma comunidade
compactada de células circundadas por uma matriz celular, desempenhando um
papel importante na resisténcia a antibiéticos, o que representa uma ameaca
publica global (KLEINSCHIMDT et al., 2015).

As doencgas provocadas pelo S. aureus podem resultar da invaséo direta
dos tecidos, localizando-se em um ou mdltiplos sitios, causando manifestagfes
como foliculite (infeccao dos foliculos pilosos), carbunculo (infec¢do profunda da
pele e tecido subcutaneo), antraz (infeccdo cutanea), furinculos localizados,
hordéolo (tercol, infeccdo das glandulas palpebrais), hidradenite (inflamacéo das
glandulas sudoriparas), impetigo (infeccdo cutanea superficial) e até mesmo
infecgdes sistémicas mais severas (FLETCHER-LARTEY et al., 2021).

A capacidade do S. aureus de formar biofilmes e sua resisténcia a
multiplos antibiéticos complicam o tratamento das infeccbes. Além disso, a
presenca de fatores de viruléncia, como toxinas e enzimas que degradam
tecidos, contribui para sua patogenicidade e diversidade de manifestacbes
clinicas (KLEVENS, 2007). A atencéo continua da comunidade cientifica para
entender melhor os mecanismos de resisténcia e desenvolver novos tratamentos
eficazes € crucial para combater estas infeccoes.

O S. aureus resistente a meticilina (MRSA) é notério por sua resisténcia a
guase todos os antibiéticos beta-lactamicos, incluindo penicilinas, cefalosporinas
e carbapenémicos. A resisténcia do MRSA deve-se a aquisicdo do gene mecA,
gue altera a proteina de ligacéo a penicilina (PBP2a), reduzindo a afinidade pelos
antibidticos beta-lactamicos (LOFMARK et al., 2020). Além disso, foram
documentadas resisténcias a outros antibidticos, como fluoroquinolonas,

macrolideos, lincosamidas e tetraciclinas (DA SILVA, et al., 2019).

1.2.3 Streptococcus mutans
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O S. mutans também €é uma bactéria gram-positiva comumente
encontrada na cavidade oral humana, desempenhando um papel crucial na
formacdo de caries dentarias, sendo um dos principais agentes causadores
dessa doenca infecciosa (LEMOS et al., 2019; KRZYSCIAK et al., 2014). Esta
bactéria agrupa-se em cadeias ou pares, além de ser anaerobia facultativa, o
gue significa que pode sobreviver tanto na presenca quanto na auséncia de
oxigénio. O S. mutans também possui a capacidade de metabolizar carboidratos
fermentdveis, como a sacarose, produzindo &cido latico como produto. Este
acido é fundamental para o desenvolvimento da carie, pois causa a
desmineralizagdo do esmalte dentdrio ao se acumular no biofilme dental
(MIRANDA et al., 2007).

Além das céries, 0 S. mutans também esta associado a outras doencas
sistémicas, como a endocardite bacteriana, uma infeccéo das valvulas cardiacas
(DAVIES, 2010). A bactéria pode entrar na corrente sanguinea através de lesdes
na mucosa oral, alcancando o coracdo e causando inflamacdo e danos as
valvulas cardiacas. Sua capacidade de adaptacdo rdpida a mudancgas
ambientais dentro da placa dentaria contribui significativamente para seu papel
patogénico (LAlI; NGUYEN; HAO, 2022). A producdo de substancias
extracelulares, como o polissacarideo, facilita a aderéncia da bactéria a
superficie dentaria e a formacao de biofilmes resistentes ao ambiente hostil da
cavidade oral (OSMAKOVA et al., 2017; SANTOS, 2014).

Para combater esta patogenicidade, avanc¢os biotecnologicos tém levado
ao desenvolvimento de novas substancias antimicrobianas que visam minimizar
os danos a saude (NGEUYEN, 2022). No entanto, a capacidade de adaptacéo e
modificacdo constante desses micro-organismos pressiona a ciéncia a estudar
e desenvolver continuamente novos compostos (VEHAPI et al. 2023). Em
resumo, S. mutans € uma bactéria com significativa importancia clinica, ndo
apenas por seu papel na carie dentaria, mas também por suas implicacées em
outras doencgas sistémicas (MIRANDA et al., 2007). A pesquisa continua sobre
suas caracteristicas e os métodos para combaté-la é vital para melhorar a saude

bucal e geral da populacao.

1.3 Copolimero Poli Metil Vinil Eter/ Acido Maleico (PVM/MA)
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O uso de copolimeros na biotecnologia tem se tornado cada vez mais
importante devido as suas propriedades Unicas e versatilidade, permitindo
avancos significativos em diversas areas da ciéncia e tecnologia (MENDES et
al., 2005). Os copolimeros sao feitos a partir de polimeros com dois ou mais
mondmeros diferentes, o que Ihes confere uma ampla gama de propriedades
fisicas, quimicas e mecéanicas que podem ser ajustadas conforme necessario
para aplicacdes especificas (ANTUNES, 2014; RASULI et al., 2008).

Uma das principais aplicacdes dos copolimeros na biotecnologia é no
desenvolvimento de sistemas de liberacdo controlada de farmacos, podendo ser
projetados para liberar medicamentos de forma controlada e sustentada,
melhorando a eficacia terapéutica e reduzindo efeitos colaterais (SARTORI,
2021).

Além disso, os copolimeros sdo essenciais na engenharia de tecidos e
medicina regenerativa. Eles sdo usados para criar scaffolds (andaimes) que
fornecem suporte estrutural para o crescimento celular e a formacao de novos
tecidos (BONARTSEV et al.,, 2022). As propriedades mecanicas e a
biocompatibilidade destes materiais podem ser ajustadas para imitar as
caracteristicas do tecido natural, promovendo a regeneracdo de tecidos como
0Sso0s, cartilagens e pele (DAVIES, 2007).

Além dessas aplicacfes, os copolimeros tém ganhado destaque devido
as suas propriedades antimicrobianas, o que amplia ainda mais suas aplicacées
em diversas areas da saude e ciéncias bioldgicas (WANG et al., 2013). A
investigagdo destas propriedades antimicrobianas nos copolimeros é crucial
para combater infec¢des, prevenir a contaminacao e promover a esterilidade em
ambientes médicos e laboratoriais, pois sdo amplamente utilizados em
dispositivos médicos como cateteres, implantes e curativos, onde a prevencéao
de infec¢des é de suma importancia (ZHAO et al., 2021).

Na engenharia de tecidos e medicina regenerativa, os scaffolds feitos de
copolimeros antimicrobianos ndo sé suportam o crescimento celular e a
regeneracao tecidual, mas também protegem contra infeccdes que podem
comprometer a integridade do tecido em formacgéo (LIU et al., 2022). Estes
copolimeros antimicrobianos também séo usados para revestir superficies de

equipamentos médicos e hospitalares, criando uma barreira que inibe o
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crescimento de micro-organismos, reduzindo o risco de infecces nosocomiais
(infec¢des adquiridas em ambiente hospitalar) (GANASSIN, et al., 2018).

Adicionalmente, esses compostos também podem ser usados na
embalagem de alimentos e produtos farmacéuticos para prolongar a vida util e
prevenir a contaminacdo. As embalagens feitas com esses materiais ajudam a
manter a esterilidade e a qualidade dos produtos, proporcionando uma camada
adicional de protecdo contra micro-organismos patogénicos (MURRAY et al.,
2011).

O copolimero utilizado neste estudo foi o PVM/MA (Poli metil vinil éter/
acido maleico), um copolimero que se origina a partir de uma reacdo entre éter
metil-vinilico e anidrido maleico e tem sido frequentemente utilizado em uma
variedade de aplicacdes devido a suas propriedades anfifilicas. Portanto, o
PVM/MA possui regides hidrofilicas (que interagem bem com a agua) devido aos
grupos anidrido maleico e regifes hidrofébicas (que ndo interagem bem com a
agua) devido aos grupos metil vinil éter (YAKIAMA, et al., 1995; YONCHEVA,
LIZARRAGA, & IRACHE, 2005). Essa estrutura anfifilica confere ao PVM/MA
uma série de propriedades Uteis em varias aplicaces, algumas delas incluem
(LEON-RODRIGUES., et al, 2010; ARIAS-DURAN, 2022):

e Agente de Ligagdo e Encapsulamento: Em aplicagbes biomédicas e
farmacéuticas, o PVM/MA é usado como um agente de ligacdo para
encapsular substancias ativas, como farmacos, para entrega controlada.

o Estabilizante de Emulsbes: usado para estabilizar emulsdes em
formulaces cosméticas e farmacéuticas.

e Reagente em Sintese Orgéanica: O copolimero também é usado como
reagente em sintese organica para introduzir grupos funcionais
especificos em moléculas.

O copolimero estudado em sua forma original é inicialmente hidrofébico
devido a presenca de grupos anidridos simétricos, que reduzem a sua
polaridade. No entanto, em poucas horas de exposicdo a agua, ele se torna
hidrofilico devido ao processo de hidrélise (Figura 4) (LAl et al., 2018).

A eficacia antimicrobiana de um copolimero esta intrinsecamente ligada a
sua composi¢do quimica e as suas propriedades (PANAGAKOS et al., 2005).
Em alguns casos, esses podem mimetizar a estrutura e as propriedades de

peptideos antimicrobianos naturais, o que lhes confere a capacidade de interagir
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com as membranas celulares de micro-organismos e desestabiliza-los (LAI et
al., 2022).

Figura 4 — Hidrolise dos agrupamentos anidrido presente no copolimero
PVM/MA.
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Fonte: LAl et al., (2022).

Apesar da eficacia bem estabelecida desse copolimero, ainda ha uma
lacuna de conhecimento em relacéo aos efeitos que a hidrélise do PVM/MA em
diferentes temperaturas pode causar nas células e micro-organismos. Essa
informacéo é fundamental em diversas areas, incluindo quimica, farmacologia e
engenharia biomédica, pois a temperatura de hidrolise é um fator critico que
influencia as propriedades e aplicacdes desse composto. E possivel que os
subprodutos gerados durante a hidrélise possam ter efeitos inibitérios ou mesmo
potencializadores (VANDENPLAS, 2017).

Até o momento, a literatura cientifica carece de estudos significativos
relacionados a temperatura de manipulacdo desse copolimero. Portanto, €
fundamental uma compreensdo mais aprofundada dos efeitos de diferentes

condicdes de processamento do PVM/MA.

2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

O objetivo principal deste estudo foi investigar os efeitos das diferentes
temperaturas de hidrolise do copolimero PVM/MA nas suas propriedades
antifingicas e antibacterianas contra as cepas de C. albicans, S. aureus e S.
mutans. Além disso, objetivou-se avaliar a estabilidade polimérica do PVM/MA
em diferentes condi¢cdes do meio, visando seu potencial uso em formulacdes e

aplicacdes biotecnoldgicas.
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2.2 Objetivos Especificos:

a) Estudar a hidrélise do copolimero PVM/MA em temperaturas de 25°C,
40°C, 50°C e 60°C.

b) Analisar o crescimento microbiolégico através do plagueamento e
guantificacdo das UFC dos trés micro-organismos citados acima, levando
em consideracdo a temperatura de hidrélise do PVM/MA.

c) Avaliar a integridade da membrana dos micro-organismos expostos ao
copolimero.

e) Determinar o tamanho das particulas do PVM/MA em diferentes valores
de pH, presenca e auséncia de NaCl e determinar o potencial zeta do

copolimero.

3. Metodologia

Este estudo foi realizado em duas fases distintas como representado no
fluxograma da figura 5. Na Fase A, conduziram-se testes biolégicos que
incluiram a incubacao do microrganismo alvo com concentracdes de PVM/MA
hidrolisado em diferentes temperaturas, além de ensaios para avaliacdo da
integridade da membrana plasmatica utilizando microscopia de fluorescéncia,
sendo esta fase realizada no laboratorio de microbiologia da Fundacéo Herminio
Ometto, em Araras-SP.

Na Fase B, procedeu-se a caracterizacao fisico-quimica do copolimero,
realizando ensaios de espalhamento de luz dinamico (DLS, do inglés “Dynamic
Light Scattering”), potencial zeta e espectrofotometria de absorcao o6tica, esta
etapa foi conduzida no Instituto de Estudos Avancados do Mar (IEAMAR),
localizado na FCAVR/UNESP, na cidade de Registro-SP.
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Figura 5 — Fluxograma da metodologia utilizada neste estudo.
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Fonte: elaborado pela autora.

3.1 PVM/MA

O copolimero PVM/MA foi adquirido da empresa Merck KGaA, Darmstadt,
Alemanha, com férmula molecular de (C4H203 - C3HsO)n na forma de po6, pureza
de 98%, e foi armazenado em temperatura ambiente. Uma solucédo estoque de
PVM/MA foi preparada pesando-se 15 mg do copolimero e solubilizando-o em
1mL de agua ultrapura (Milli-Q) estéril em temperatura de 25°C, sob uma capela
de fluxo laminar. A solucdo foi submetida a leve agitacdo por 5 minutos,
resultando em uma solucgéao turva. Essa solucao foi colocada em um banho-maria
seco, nas temperaturas alvo de 25°C, 40°C, 50°C e 60°C sendo os ensaios
realizados em dias independentes para cada temperatura. Apds 24 horas

obteve-se uma solucao translicida do copolimero completamente diluido.

3.2 Micro-organismos

Para realizar os ensaios in vitro de atividade antimicrobiana foram

utilizadas as cepas bacterianas de S. aureus ATCC 25923 (FHO, Microbiologia),
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S. mutans ATCC 25175 (FAT — CCT, Campinas) isolada da carie humana,
ambas gram-positivas, e a cepa de C. Albicans ATCC 27853 (FHO,
Microbiologia). O meio agar utilizado para cultivo de S. aureus foi Baird Parker
Agar (Sigma-Aldrich), para S. mutans, Agar Mitis Salivarius (Difco), e para

C.albicans, Agar Cetrimide (Acumedia) enriquecido com 1% de glicerol.

3.3 Ensaios antimicrobianos

A analise da atividade antimicrobiana do PVM/MA foi realizada por meio
de bioensaios in vitro pelo método de microdiluicdo em placa, segundo
padronizacdo da CLSI (2015), com modificacdes. As bactérias, S. aureus, S.
mutans e o fungo C.albicans foram previamente plagueadas em meio agar
especifico e mantidas em estufa por 18-24hs, a partir desta cultura estabeleceu-
se uma solugéo suspensa de células de acordo com a escala 0,5 de McFarland
(que representa 1,5 x10” UFC/mL) com posterior diluicdo seriada em Solucéo
Salina Tamponada com Fosfato (PBS), estéril de pH 7,4, para atingir a
concentracédo de 1,5 x 103 UFC/mL (Unidades Formadoras de Colbnia).

O bioensaio foi montado em microplaca de 96 pocos. Cada poco foi
inoculado com 100uL da suspensao bacteriana e 100uL do tratamento 2x mais
concentrado (960, 480, 240 e 120ug/mL), totalizando 200uL por pogo, sendo
entdo testadas as concentracdes de interesse de 480, 240, 120 e 60ug/mL de
PVM/MA, que se seguem. Tais concentracdes foram selecionadas por um teste
de concentracgéo inibitéria minima (MIC) ja previamente realizado e padronizado
por SANTOS, 2022. Apds a aplicacdo nos pocos, a placa foi incubada a 37° C,
por 30 minutos e posteriormente o conteudo de cada poco foi inoculado em
placas com meio agar especifico.

As placas foram cultivadas por 24 horas a 37°C. Apos este periodo, foi
realizada a contagem das UFC, com a média sendo obtida a partir da contagem
das triplicatas. De controle foram utilizados, H20 Mili-Q estéril como controle
negativo (CN), para as bactérias foi utilizado clorexidina 0,12% como controle
positivo (CP) e para C.albicans o CP utilizado foi o antifangico fluconazol a 10%.
Os ensaios foram realizados em triplicata, com experimentos independentes em

dias diferentes. Figura 6 apresenta um exemplo desses experimentos.
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Figura 6 — Representacao de parte do processo experimental: A) Incubacédo nos
pocos da suspensao microbiana juntamente com o tratamento em estudo. B)
Resultado do plagueamento do conteldo ilustrado em A apos 24 horas.

Fonte: propria.

3.4 Ensaio de Integridade da Membrana Plasmatica

A integridade da membrana plasmatica foi avaliada conforme descrito por
Suchodolski e colaboradores (2017). Resumidamente, as células dos micro-
organismos foram colhidas por centrifugacdo (10 min, 956 x g) na fase
estacionaria e lavadas duas vezes com PBS, seguido por 1 h de incubacéo, com
a concentragdo de PVM/MA com melhor desempenho antimicrobiano e com
clorexidina 0,12% (CLX) para as bactérias e fluconazol 10% (FCZ) para o fungo.
ApOs incubacdo, as células foram entdo lavadas duas vezes com PBS,
ressuspensas em 150 pL de iodeto de propidio PI (6,0 uM) e incubadas durante
5 min. Apés a incubacdo, as células tratadas foram lavadas novamente com
PBS, por duas vezes.

Os pellets foram ressuspensos em 200 pL de PBS e 4 pyL das amostras
foi utilizado para montar laminas que foram visualizados em microscoépio optico
LEICA® DM-2000 acoplado com uma camera LEICA® DFC-280 e software
LAS® versao 3.3.0 (Leica Microsystem, Wetzlar, Alemanha). As imagens foram
capturadas com aumento de 400x, no campo claro e campo escuro
(fluorescéncia), sob parametros de microscopia padronizados. Cada imagem foi
analisada de forma independente para a area total (20 mm?) de campo escuro /

campo claro e os resultados expressos pela porcentagem de células coradas.
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A porcentagem de morte celular foi avaliada medindo a razdo de area das
regides fluorescentes para as regides escuras (uma mascara do campo claro foi
subtraida da imagem fluorescente para isolar os objetos em analise). O controle
de morte celular (CP) consistiu em células tratadas com CLX e FCZ, enquanto o

controle de viabilidade celular (CN) consistiu em células tratadas com PBS.

3.5 Ensaio de caracterizacao fisico-quimica

Para a determinacdo do diametro hidrodinamico, indice de polidisperséo
(PDI) e potencial zeta do PVM/MA, utilizou-se o Zetasizer Advance Pro da
Malvern, modelo S4700 versdo 1.27. O processo de hidrélise do copolimero
ocorreu conforme descrito no item 3.1. Para os testes de DLS e potencial zeta a
temperatura de hidrélise foi realizada a 25°C nas concentracfes de 480, 240,
120 e 60ug/mL, em tampao acetato-fosfato-borato 30 mM em diferentes valores
de pH (3,5, 7 e 9), além de andlises realizadas em H20 ultra pura (agua milli Q).

Em seguida, as amostras foram preparadas filtrando-se 1 mL de PVM/MA
diretamente em uma cubeta com um filtro de 0,44 um. Cada experimento foi
repetido cinco vezes para obter valores médios do tamanho das particulas, PDI
e potencial zeta. Os valores de diametro hidrodinamico das particulas do
copolimero foram determinados utilizando a equacdo de Stokes-Einstein
(Equacéao 1). O potencial zeta foi observado usando a conversao da fungao de

frequéncia e intensidade de espalhamento.

Equacéo 1- Equacao de Stokes-Einsten. Onde, k B é a constante de Boltzmann,
T € a temperatura absoluta, n é a viscosidade do solvente, d € o diametro
hidrodinamico calculado das nanoparticulas e D é o coeficiente de difusao.

k,T
d, =—"—
3znD

O potencial zeta, representado pela letra grega zeta (), € uma medida da
carga elétrica superficial de particulas dispersas em um meio liquido. Essa carga
surge da dissociagdo de grupos ionizaveis na superficie da particula,
proporcionando uma "nuvem" de ions com carga oposta a da particula. O
influencia diversas propriedades das particulas, como estabilidade, agregacgéo e

interagdo com outras moléculas. Particulas com ¢ altos, = |30|, (positivos ou



33

negativos) tendem a se repelir, impedindo a agregacdo e promovendo a
estabilidade da suspensdo. Ja particulas com ¢ baixos sdo mais propensas a
agregacao, podendo levar a sedimentacado ou formacéo de géis.

Para mensurar a hidrélise em varios valores de temperatura, o espectro
de absorcao otica foi obtido em diferentes intervalos, durante o periodo de 24
horas, utilizando-se o espectrofotometro UV 1800 Shimadzu, associado a um
sistema Peltier para manter a solu¢cdo na temperatura estudada. As leituras de
absorbancia foram realizadas a cada 2 horas durante o periodo de 24 horas para
cada temperatura (25, 40, 50 e 60°C) em uma faixa de comprimento de onda (A)
de 240 a 320 nm. Todos os dados foram tratados utilizando-se o programa
OriginPro 8.5 (EUA).

3.6 Andlise Estatistica

Os resultados de microbiologia foram representados como as médias + erro
padrdo. Diferencas significativas foram avaliadas por analises ANOVA TwoWay
(p = 0,0001) seguidos por pos-teste t Holm-Sidak (a = 0,05) usando o software
GraphPad Prisma 6.0.

4. Resultados e discussodes

Fase A — Testes bioldgicos

4.1 Teste antimicrobiano

4.1.1 C. albicans x PVYM/MA

Os testes com a C.albicans frente as concentracbes de PVM/MA estéo
representados na Tabela 1 e Figura 7, os resultados obtidos variaram conforme
a temperatura de hidrélise e a concentracéo proposta. O PVM/MA se mostrou
capaz de interagir com as membranas celulares e ter aplicacdes potenciais na
inibicdo do crescimento do fungo, no entanto, sua eficacia pode depender de
varios fatores, incluindo a formulacao especifica, concentracao, interacées com

outros componentes e condi¢des de uso.
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Tabela 1 — Crescimento fungico da espécie C. albicans representado em UFC
em concentracdes de 480; 240; 120 e 60ug/mL de PVM/MA hidrolisado em
diferentes temperaturas.

Temperatura CN CP 480ug 240ug 120pg 60ug
(°C) (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL)
25 10871 gy gmn o
40 959 3 *(]8-%?@) *(3301/0) *égz/o) *égoo/o)
50 -
60 1002 1 *(97210/0) *(?égol/o) *(ig(?/o) *(2?130)

CP — Controle positivo. CN — Controle negativo.
*Inibicdo de crescimento microbiologico (%) em relagdo ao CN

Fonte: elaborado pela autora

De acordos com os dados apresentados, € possivel notar que a inibicéao
fungica com o copolimero é dose dependente, quanto maior sua concentracao
maior foi sua capacidade de conter o crescimento de colénias. Nos ensaios de
hidrélise do PVM/MA hidrolisado a 25°C e sua incubacéo com o fungo, observou-
se gue, em comparacdo ao controle negativo (que nédo envolveu a adicdo de
compostos e, portanto, houve crescimento fungico consideravel), a concentracao
de 480ug/mL do copolimero inibiu 88,9% do crescimento de col6nias, enquanto
as demais concentragcbes (240pg/mL, 120pug/mL e 60pg/mL) demonstraram
inibicdo de 78,49%, 69,33% e 63%, respectivamente.

Esses dados sugerem que o PVM/MA hidrolisado a esta temperatura tem
potencial como agente antifingico, com a concentragcdo mais alta exibindo a
maior eficacia na inibicdo do crescimento de colbnias. Apesar disso, todas as
concentragbes testadas mostraram atividade inibitoria contra os fungos em
comparacao com o controle negativo. O controle positivo, que consiste em um
antifangico ja testado e aplicado no mercado, ndo apresentou crescimento, como
era esperado

A hidrélise realizada a 40°C apresentou um comportamento semelhante
a temperatura anterior, sendo que a concentracao mais elevada se mostrou mais
eficaz, inibindo 88,1% do crescimento fungico a 480ug/mL. Em comparacéo,
houve uma reducao de 77,03% a 240ug/mL, 72,11% a 120ug/mL e 56,16% na

concentragdo mais baixa. Essas observacdes indicam que a hidrolise do
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PVM/MA a 40°C ainda preserva sua capacidade de inibir o crescimento de
fungos, com a concentracdo mais elevada demonstrando maior eficacia. Além
disso, € interessante notar que a menor concentracdo exibiu resultados
promissores, mostrando-se comparavel ou até ligeiramente superior em
desempenho quando comparada a temperatura de 25°C.

Assim como em todas as temperaturas, no controle positivo, ndo ha
crescimento fungico devido a presenca do farmaco. No entanto, quando se trata
de temperaturas de hidrolise mais elevadas, o PVM demonstrou eficacia mais
proxima do controle positivo do que em temperaturas mais baixas,
especialmente nas concentragbes mais elevadas (480 e 240ug/mL). A hidrolise
submetida a 50°C demonstrou que a concentracado de 480ug/mL inibe 96,39%
do crescimento, e 240ug/mL 88,75%, 0 que representa uma diminuicdo
significativa em comparag¢do com o controle negativo.

Por outro lado, a concentragcdo de 120ug/mL manteve um resultado
estavel de 73,59%, enquanto a concentragdo mais baixa, de 60ug/mL, pareceu
ter perdido parte de sua eficacia a essa temperatura, exibindo uma reducao
fangica de apenas 31,93%. E notavel que a temperatura de 50°C se sobressai,
especialmente ao aprimorar a eficacia do PVM em concentracbes mais
elevadas, levando a uma notavel inibicdo do crescimento flngico em contraste
com o controle negativo ressaltando uma possivel importancia da temperatura
de 50°C na melhoria da agédo do PVM contra o fungo testado.

A hidrélise do copolimero a 60°C se destaca apenas na concentracao
mais alta, resultando em uma notével reducéo de 92,91% no crescimento fungico
em comparacdo com O controle negativo, sendo superada apenas pela
temperatura de 50°C. No entanto, apesar de ter demonstrado uma eficacia
significativa na concentracdo mais alta, essa temperatura revelou-se menos
eficaz em concentracdes mais baixas. Em concentragbes de 240; 120 e
60ug/mL, as reducdes foram de 69,86%, 40,32% e 34,33%, respectivamente.
Vale ressaltar que a concentracéo de 60ug/mL foi ligeiramente mais eficaz nesta
temperatura do que em 50°C, mas as outras concentracdes apresentaram um
desempenho inferior em comparagao com os grupos estudados, com reducdes

significativamente menores.
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Figura 7- Analise da influéncia das diferentes temperaturas de hidrélise do
PVM/MA na eficacia de inibicdo do crescimento do fungo C.albicans em
diferentes concentragfes e temperatura de hidrélise: (A) 25°C; (B) 40°C; (C) 50°
C; (D) 60°C.
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Fonte: elaborado pela autora.

Em resumo, os resultados destacam o potencial do copolimero PVYM/MA

hidrolisado como um agente antifangico eficaz contra C. albicans.

Especificamente, a temperatura de 50°C demonstrou ser altamente eficaz na



37

intensificacdo da acdo do PVM/MA, especialmente quando usado em
concentracfes mais elevadas. Essa pesquisa representa um passo importante
na busca por alternativas no combate a infeccdes por C. albicans e destaca o
potencial do PVM/MA hidrolisado como uma ferramenta valiosa nesse contexto.

Estudos anteriores também demonstram a eficAcia de copolimeros
semelhantes em aplica¢des antimicrobianas. Por exemplo, Nguyen et al. (2022)
investigaram a incorporacdo do copolimero PVM/MA em resina acrilica de
polimetilmetacrilato (PMMA) e suas propriedades antibacterianas. Os resultados
mostraram que 0 material composto exibia propriedades antibacterianas

aprimoradas, sugerindo um potencial similar ao observado na pesquisa atual.

4.1.2 S. aureus x PYM/MA

A interacdo entre copolimeros e bactérias gram-positivas, que possuem uma
parede celular composta por uma Unica camada de peptidoglicano, necessita de
uma descricdo abrangente na literatura. Isso ocorre porque o PVM/MA é mais
frequentemente empregado como um veiculo para compostos antibiéticos do
gue como um agente bactericida por si s0. Apesar da falta de informacdes
substanciais, o0s resultados preliminares obtidos sugerem promissoras
possibilidades conforme observado na tabela 2 e figura 8.

Estudos como de Wang et al. (2021) examinaram a aplica¢éo de copolimeros na
melhoria da resisténcia de S. aureus em materiais biomeédicos, destacando a
versatilidade desses compostos em diversas aplicacfes clinicas e sua eficacia

na prevencao de infeccdes.
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Tabela 2 — Crescimento bacteriano da espécie S. aureus representado em UFC
em concentracdes de 480; 240; 120 e 60ug/mL de PVM/MA hidrolisado em
diferentes temperaturas.

Temperatura CN CP 480ug 240ug 120pg 60ug
(°C) (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL)
25 1089 1 gwy  ow) G e
40 9 0 gy ow) e o
010791 gy ey o) e
60 1005 0 gup  @iw o o

CP — Controle positivo. CN — Controle negativo.
*Inibicdo de crescimento microbioldgico (%) em relagcdo ao CN.

Fonte: elaborado pela autora.

Todas as temperaturas demonstraram eficacia na inibicdo do crescimento
bacteriano. No entanto, a temperatura de 60°C se destacou significativamente,
resultando em uma reducéo acentuada das colénias em todas as concentracoes.

Nas concentracdes mais elevadas de 480ug/mL e 240ug/mL, todas as
temperaturas apresentaram uma notavel reducdo em relagcdo ao controle
negativo: 93,86% e 80,89% a 25°C, 93,47% e 76,38% a 40°C, 92,67% e 76,40%
a 50°C, e por ultimo, 91,45% e 81,39% a 60°C. Para as concentracdes mais
baixas de 120ug/mL e 60ug/mL, as temperaturas de 25°C, 40°C e 50°C
demonstraram ndo conter a proliferacdo bacteriana de forma satisfatoria,
resultando em uma reducédo de apenas 50,76% e 18,52% a 25°C, 44,92% e
9,85% com hidrolise a 40°C, e 59,49% e 33,75% a 50°C.

Em contrapartida, a temperatura mais alta de 60°C manteve o efeito
bactericida em todas as concentracdes mantendo uma alta taxa de inibicéo,
incluindo as concentracées de 60ug/mL e 120pg/mL, resultando em uma
reducado de colbnias de 71,94% e 66,17% respectivamente.

Estes resultados indicam que o copolimero hidrolisado apresenta um
potencial promissor como agente inibidor do crescimento de S.aureus
especialmente em temperaturas mais elevadas, com destaque para a eficacia
observada a 60°C.

A capacidade deste composto de inibir o crescimento bacteriano de forma
dose-dependente ressalta a importancia da otimizac&o das concentracdes para

aplicacdes especificas, fornecendo uma base sélida para pesquisas futuras que
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visem explorar ainda mais o potencial do PVM/MA como uma molécula
antibacteriana.

Por exemplo, Zhang et al. (2022) investigaram copolimeros baseados em
polietilenoimina (PEI) e polietilenoglicol (PEG), demonstrando que a
incorporacdo de PEG em PEI pode melhorar a solubilidade e reduzir a
citotoxicidade, mantendo atividades antimicrobianas eficazes contra bactérias
gram-positivas e gram-negativas.

Wang et al. (2022) também pesquisaram copolimeros de quitosana e poli
(etileno glicol), destacando sua biocompatibilidade e eficacia contra uma ampla
gama de microrganismos. Esses avancos sublinham o potencial dos
copolimeros como uma classe promissora de materiais antimicrobianos, com
aplicagcbes que vao desde dispositivos médicos até revestimentos para
superficies.

Além disso, é importante mencionar que estudos relacionados com uma
analise qualitativa e quantitativa (cromatografia liquida de alta eficiéncia, HPLC,
e espectrometria de massas) dos possiveis subprodutos do PVM/MA que
possam se formar a partir da hidrélise do PVM/MA em diferentes temperaturas

faz se necessario.
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Figura 8 — Analise da influéncia das diferentes temperaturas de hidrolise do
PVM/MA na eficacia de inibicdo do crescimento da bactéria S. aureus em
diferentes concentracdes e temperatura de hidrolise: (A) 25°C; (B) 40°C; (C) 50°

C; (D) 60°C.
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Fonte: elaborado pela autora.

4.1.3 S. mutans X PVM/MA

Assim como para S.aureus, nao existem dados disponiveis na literatura

gue descrevam a relacdo do PVM/MA com o S. mutans. No entanto, 0s



41

resultados indicam uma possivel diferenca na resposta desta espécie ao
PVM/MA em comparacdo com a bactéria anterior, pois a 25°C o S. mutans
pareceu ser mais resistente ao copolimero, demonstrando as menores reducées
bacterianas (Tabela 3 e Figura 9). As reducdes foram de apenas 63,70% para a
concentracdo de 480ug, 61,76% para 240ug, 54,41% para 120ug e apenas
37,50% para a concentragdo de 60ug.

A temperatura de destaque para esta bactéria sem davida é a de 60°C,
guando comparada com as outras temperaturas e com a bactéria S. aureus. O
S. mutans apresentou uma reducéao significativa no numero de colénias a 60°C
mostrando ser mais sensivel aos efeitos do copolimero. As reducdes nas
concentracfes de 480ug e 240ug foram de 95,48% e 92,49% respectivamente,
valores consideraveis quando comparados ao controle negativo.

Além disso, as concentracdes menores de 120ug e 60ug também
apresentaram reducdes bacterianas substanciais, atingindo 87,61% e 78,95%
respectivamente. Esses resultados sao particularmente relevantes no contexto
do projeto, ja que representam as maiores taxas de reducdo nas concentracées
mais baixas.

Nas temperaturas intermediarias de 40°C e 50°C, os resultados
demonstraram eficacia e se aproximaram das observacoes feitas com S. aureus.
A 40°C, houve uma reducdao significativa nas concentracées de PVM/MA, com
92,63% de inibicdo para 480ug, 73,80% para 240ug, 54,97% para 120ug e
39,56% para 60ug. Quando a temperatura foi elevada para 50°C, a concentracéo
mais alta de 480ug apresentou uma inibicdo de 95,61%, enquanto 240pug inibiu
76,49%, 120ug obteve 50,40% de reducdo e 60pug inibiu apenas 35,86% das
colonias bacterianas. Esses resultados destacam a influéncia da temperatura na
acdo do PVM/MA, evidenciando que temperaturas mais elevadas podem

aumentar a eficacia do copolimero na inibicdo do crescimento de S. mutans.
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Tabela 3 — Crescimento bacteriano da espécie S. mutans representado em UFC
em concentracdes de 480; 240; 120 e 60ug/mL de PVM/MA hidrolisado em
diferentes temperaturas.

Temperatura CN CP 480ug 240ug 120pg 60ug
(°C) (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL)
25 108 3 g ey Gaw @
40 R T T
S0 10043 oy e sow) s
60 1064 0 *(;5%/0) *(5?2%/0) *(]E-gg/o) *(%30)

CP — Controle positivo. CN — Controle negativo.
*Inibicdo de crescimento microbioldgico (%) em relagcdo ao CN.

Fonte: elaborado pela autora.

Os resultados revelam que a sensibilidade bacteriana a esse copolimero
varia significativamente com a temperatura de hidrdlise. A temperatura de 60°C
se destacou como a mais eficaz na reducdo do crescimento bacteriano, com
resultados notdveis em todas as concentracdes testadas. Essas descobertas
sugerem gque o PVM/MA hidrolisado possui potencial como agente inibidor contra
bactérias gram-positivas, abrindo portas para varias aplicagdes, incluindo o
desenvolvimento de agentes bactericidas e terapias antimicrobianas. No
entanto, € necessario realizar pesquisas adicionais para compreender 0S
mecanismos subjacentes a essa acdo e explorar seu potencial em aplicacbes

praticas.
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Figura 9 — Analise da influéncia das diferentes temperaturas de hidrolise do
PVM/MA na eficacia de inibicdo do crescimento da bactéria S. mutans em
diferentes concentracfes e temperatura de hidrélise: (A) 25°C; (B) 40°C; (C) 50°

C; (D) 60°C.
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Fonte: elaborado pela autora.

Considerando todos esses resultados e buscando uma compreensao

mais profunda, um estudo conduzido por Arthur R. Harrison revelou que uma

solucdo aquosa contendo 10% de PVM/MA, quando submetida a um
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aquecimento de 45 minutos a cerca de 100°C, resultou em um pH de 2,0. Esse
resultado aponta para a provavel criacdo de um &cido polimérico, o que poderia
explicar a reducdo no crescimento dos micro-organismos, uma vez que esses
organismos demonstraram ser sensiveis a interagfes com substancias &cidas.
Essas descobertas tém o potencial de ter implicacdes significativas no que diz

respeito a aplicacdo e uso do PVM/MA.
4.2 Integridade de membrana plasmética

O principio do ensaio de integridade de membrana plasmatica baseia-se
na avaliacdo de modificacdes na permeabilidade e integridade da membrana.
Quando as células sdo expostas ao iodeto de propidio (que ndo penetra em
células viaveis com membranas intactas), quaisquer alteracbes na membrana
permitem que o corante entre na célula. No microscopio de fluorescéncia, estas
células coradas emitem luz, indicando a perda de integridade da membrana. Este
método evidencia o impacto do tratamento sobre as células, permitindo a
visualizacao direta de danos na membrana plasmética devido a fatores externos,
como exposicao a agentes antimicrobianos. Lembrando que estes testes foram
feitos com a concentracdo de PVM/MA de melhor desempenho, ou seja,
480ug/mL.

4.2.1 C. albicans

Como podemos observar na Figura 10, o grupo controle negativo,
composto por PBS estéril, apresentou menos de 1% de células coradas,
confirmando que o PBS n&o causa danos a membrana. No controle positivo,
composto por fluconazol cerca de 100% das células foram permeadas pelo
iodeto de propidio, sendo este antifingico um modelo de mecanismo
antimicrobiano que envolve causar danos na integridade da membrana dos
micro-organismos.

Baseado nestas informacdes, nota-se que as células de C. albicans tratadas
com PVM/MA hidrolisado a 25°C apresentam minima fluorescéncia, similar ao
controle negativo, sugerindo que a hidrolise do copolimero a esta temperatura
ndo compromete significativamente a integridade da membrana celular. A

medida que a temperatura de hidrélise aumenta, nota-se um aumento na
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fluorescéncia vermelha: as células tratadas com PVM/MA a 40°C mostram um
aumento moderado na fluorescéncia, indicando alguma permeabilidade da
membrana; a 50°C, observa-se um aumento mais pronunciado na fluorescéncia
vermelha, sugerindo um efeito mais forte em danificar a membrana celular; e a
60°C, as células apresentam a fluorescéncia mais intensa entre todas as
temperaturas testadas, indicando que a hidrélise do copolimero a esta
temperatura causa um nivel maximo de dano a membrana celular, permitindo
uma alta permeabilidade ao corante.

A membrana celular de C. albicans é composta por uma bicamada lipidica
rica em ergosterol e proteinas de membrana, que desempenham papéis cruciais
na manutencéo da integridade celular, regulacdo do transporte de moléculas e
sinalizacédo celular. O iodeto de propidio é incapaz de atravessar uma membrana
intacta; portanto, a presenca de fluorescéncia indica que a membrana foi
comprometida, permitindo a entrada do corante. Os resultados sugerem que o
copolimero PVM/MA, quando hidrolisado a temperaturas mais altas, interage de
maneira mais eficaz com os componentes lipidicos e proteicos da membrana,
resultando em sua desestabilizacgao.

Os resultados indicam uma correlagcdo direta entre a temperatura de
hidrélise do PVM/MA e a integridade da membrana celular de C. albicans. A
medida que a temperatura de hidrélise aumenta, a eficiéncia do copolimero em
comprometer a membrana celular também aumenta. Isso pode ser devido a uma
maior quebra das ligacbes no copolimero em temperaturas mais altas,
resultando em fragmentos menores que s&o mais eficazes em interagir e
perturbar a membrana celular.

Em concluséo, a atividade antimicrobiana do PVM/MA contra C. albicans
é significativamente influenciada pela temperatura de hidrolise. O tratamento a
60°C mostrou o maior comprometimento da integridade da membrana celular,
sugerindo que a preparacdo do copolimero a esta temperatura pode ser a mais
eficaz para aplicagbes que visam danificar membranas celulares de fungos,
como no desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos. Essa informacéo
€ crucial para otimizar o uso do PVM/MA em aplicacdes biotecnoldgicas,
ajustando as condicbes de preparacdo para obter a maxima eficacia

antimicrobiana contra C. albicans.
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Figura 10 — Imagens de microscopia de fluorescéncia referente aos estudos de
integridade da membrana plasmatica de C.albicans, tratadas com PVM/MA em
diferentes temperaturas de hidrélise (H), em PBS para controle negativo (CN),
fluconazol 10% controle positivo (CP). Coloracdo com iodeto de propidio (PI,6
HM), aumento 400x.

CN cpP

PVM - H60°C PVM - H50°C PVM - H40°C PVM - H25°C

Fonte: elaborado pela autora.

4.2.2 S. aureus

As células de S. aureus tratadas com PVM/MA hidrolisado a 25°C
apresentam minima fluorescéncia, similar ao controle negativo, sugerindo que a
hidrélise do copolimero a esta temperatura ndo compromete significativamente
a integridade da membrana celular. A medida que a temperatura de hidrolise
aumenta, nota-se um aumento na fluorescéncia vermelha. A 40°C observa-se
um leve aumento na fluorescéncia em comparacdo ao tratamento a 25°C,
indicando alguma permeabilidade da membrana. Isso sugere que a hidrdlise a

40°C comeca a comprometer a integridade da membrana de S. aureus.
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Com o PVM/MA hidrolisado a 50°C a fluorescéncia € mais pronunciada,
indicando um efeito mais forte em danificar a membrana celular. As células
tratadas a esta temperatura mostram um aumento significativo na
permeabilidade da membrana, permitindo a entrada do iodeto de propidio.

Ja no resultado de 60°C as células apresentam a fluorescéncia mais intensa
entre todas as temperaturas testadas, indicando que a hidrélise do copolimero a
esta temperatura causa um nivel maximo de dano a membrana celular. Isso
sugere que a exposicao a 60°C resulta na maior desestabilizagdo da membrana
celular

A membrana celular de S. aureus é composta por uma bicamada lipidica,
além de peptidoglicano espesso que confere rigidez e protecdo. O iodeto de
propidio, incapaz de atravessar uma membrana intacta, indica, por meio da
fluorescéncia, que a membrana foi comprometida, permitindo a entrada do
corante. Os resultados sugerem que o copolimero PVM/MA, quando hidrolisado
atemperaturas mais altas, interage de maneira mais eficaz com os componentes
da membrana, resultando em sua desestabilizacao.

Os resultados indicam uma correlacdo direta entre a temperatura de
hidrélise do PVM/MA e a integridade da membrana celular. A medida que a
temperatura aumenta, a eficiéncia do copolimero em comprometer a membrana
celular também aumenta. Isso pode ser devido a uma maior quebra das ligacdes
no copolimero em temperaturas mais altas, resultando em fragmentos menores
gue sao mais eficazes em interagir e perturbar a membrana celular.

Em concluséo, a atividade antimicrobiana do PVM/MA contra S. aureus é
significativamente influenciada pela temperatura de hidrélise. O tratamento a
60°C mostrou 0 maior comprometimento da integridade da membrana celular
(Figura 11), sugerindo que a preparacado do copolimero a esta temperatura pode
ser a mais eficaz para aplicagbes que visam danificar membranas celulares

bacterianas, como no desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos.
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Figura 11 - Imagens de microscopia de fluorescéncia referente aos estudos de
integridade da membrana plasmatica de S.aureus, tratadas com PVM/MA em
diferentes temperaturas de hidrélise (H), em PBS para controle negativo (CN),
clorexidina 0,12% controle positivo (CP). Colora¢do com iodeto de propidio (PI,6
HM), aumento 400x.

CN CP

PVM - H60°C PVM - H50°C PVM - H40°C PVM - H25°C

Fonte: elaborado pela autora.

4.2.3 S. mutans

Os resultados da analise da integridade da membrana plasmatica das
células de S. mutans ap0s exposi¢ao ao copolimero PVM/MA foram consistentes
como os observados para S. aureus, assim como mostra a Figura 12. No controle
negativo (CN), as células ndo tratadas ndo mostraram fluorescéncia, indicando
membranas intactas. No controle positivo (CP), as células exibiram intensa
fluorescéncia vermelha, evidenciando membranas comprometidas.

Para as células tratadas com PVM/MA hidrolisado a 25°C, a fluorescéncia

foi minima, semelhante ao controle negativo, sugerindo que a integridade da
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membrana néo foi significativamente afetada. A medida que a temperatura de
hidrélise aumentava, observou-se um aumento gradual na fluorescéncia. No
tratamento a 40°C, a fluorescéncia aumentou ligeiramente, indicando um inicio
de comprometimento da membrana. No tratamento a 50°C, a fluorescéncia foi
mais pronunciada, indicando um maior dano a membrana celular. No tratamento
a 60°C, a fluorescéncia foi a mais intensa, indicando que a hidrélise do
copolimero a esta temperatura resultou no maior nivel de dano a membrana
celular.

Estes resultados indicam que a atividade antimicrobiana do PVM/MA
contra S. mutans se manteve constante, seguindo o mesmo padrao observado
para S. aureus. Isso pode ser atribuido a similaridade na estrutura das
membranas celulares desses dois micro-organismos, ambos possuindo uma
bicamada lipidica e uma camada de peptidoglicano que confere rigidez e
protecdo. A similaridade na resposta das membranas de S. mutans e S. aureus
ao tratamento com PVM/MA sugere que a eficacia do copolimero em
desestabilizar membranas bacterianas € consistente entre diferentes espécies

bacterianas com caracteristicas de membrana semelhantes.
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Figura 12 - Imagens de microscopia de fluorescéncia referente aos estudos de
integridade da membrana plasmatica de S.mutans, tratadas com PVM/MA em
diferentes temperaturas de hidrélise (H), em PBS para controle negativo (CN),
clorexidina 0,12% controle positivo (CP). Coloracdo com iodeto de propidio (PI,6
HM), aumento 400x.

-
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PVM - H60°C PVM - H50°C PVM - H40°C PVM - H25°C

Fonte: elaborado pela autora

Fase B — Testes fisico-quimicos

4.3 Analise fisico-quimica

Os resultados a seguir foram obtidos a partir dos experimentos de DLS e
Potencial Zeta em funcao de diferentes condi¢cdes do PVM/MA como adi¢éo de
NaCl e pH. As analises foram interpretadas com o intuito de encontrar uma
melhor estabilidade do copolimero e correlaciona-la com os resultados obtidos
em estudo microbiologico. Vale ressaltar que devido a caracteristica do
copolimero (formado por dois ou mais tipos de mondmeros) o seu tamanho pode

sofrer variagdes por decorréncia das reacdes de polimerizacdo, afinidade e
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interacBes entre os mondmeros, e das condi¢cdes que estdo presentes (RAY,
KALIA, 2017). Além disso, o PVM/MA pode formar agregados em solu¢cédo, como
micelas ou complexos, esses agregados tém um efeito significativo nas
medicbes de tamanho, levando a resultados maiores do que o tamanho
molecular real (ALVAREZ, 2004).

A analise do comportamento de hidrolise do copolimero foi analisada
através de espectrofotometria, devido a indisponibilidade de utilizar a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) durante o estudo. Esta limitacao
destaca a necessidade de investigacdes futuras que explorem mais a fundo a
hidrélise do PVM/MA e suas caracteristicas, utilizando técnicas adicionais, como
a HPLC, espectrometria de massas e calorimetria diferencial de varredura
(DSC). Essas técnicas avancadas poderdo fornecer resultados mais detalhados
e precisos, contribuindo para uma compreensdo mais abrangente das

propriedades e comportamentos do copolimero.

4.3.1 Analise da hidrolise de PVM/MA através de espectrofotometria

Os espectros de absorcdo oOtica apresentados na Figura 13 mostram o
perfil de hidrélise ao longo de 24 horas em diferentes valores de temperaturas:
25°C, 40°C, 50°C e 60°C.

Um fato bastante interessante € o de que a absorbancia aumenta apos 24
horas de hidrélise nas temperaturas de 50 e 60°C. Segundo Khanna, Kuthe e
Bhosale (1997), isso ocorre, porque a elevacao da temperatura geralmente
acelera a taxa de reagbBes quimicas. No caso da hidrolise do copolimero,
temperaturas mais altas promovem uma maior degradagdo do material em
menor tempo, resultando em produtos de hidrélise que absorvam mais luz em
comprimentos de onda especificos.

Além disso, as temperaturas mais altas podem provocar alteracdes
estruturais no copolimero, tornando-o mais suscetivel a hidrolise. Isso pode
gerar uma maior quantidade de grupos funcionais capazes de absorver luz,

aumentando assim a absorbancia.
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Figura 13 — Espectros de absorcao 6tica do copolimero PVM/MA em diferentes
valores de temperatura durante o processo de hidrodlise: (A) 25°; (B) 40°C; (C)
50°C; (D) 60°. As amostras foram analisadas a cada duas horas, mantendo as

condicbes de temperatura constantes.
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Fonte: elaborado pela autora.

Nas temperaturas de 25 e 40°C o comportamento € bastante similar. No
tempo Oh o PVM/MA apresenta uma grande contribuicdo de espalhamento de
luz devido a pouco solubilizacgdo do PVM/MA. Nos tempos seguintes a
intensidade de absorgédo/espalhamento de luz diminuiu. J& nas temperaturas de
50 e 60°C, apds 24h de hidrélise, a intensidade de absorcdo/espalhamento de
luz aumentou, porém permanece menor do que no tempo Oh.

Em geral, para todas as temperaturas analisadas, observa-se um
comportamento semelhante na intensidade de absorbancia/espalhamento de

luz, diminuindo ao longo do tempo. Exceto para a temperatura de 60°C, onde
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apo6s 24h de hidrélise a intensidade de absorcdo aumentou e o perfil espectral
se alterou.

De acordo com a literatura, a elevacdo da temperatura ndo apenas
acelera a reacao de hidrélise, mas também pode alterar as propriedades fisico-
guimicas do copolimero. Este efeito € bem documentado por estudos como o0s
de Zhu et al. (2019), que demonstraram que o aumento da temperatura pode
levar a uma maior fragmentacdo do copolimero, resultando em produtos de
hidrélise que possuem diferentes capacidades de absor¢do de luz.

Além disso, conforme discutido por Wang et al. (2020) em seu estudo
sobre a hidrélise de copolimeros sob diferentes condi¢cdes térmicas, as
mudancas na estrutura molecular podem levar a uma variacéo significativa na
intensidade de absorbancia. O comportamento observado a 60°C, onde a
intensidade de absor¢cdo aumenta apos 24h, pode ser atribuido a formacéao de
novos grupos funcionais que absorvem luz em determinados comprimentos de
onda de luz, como mencionado anteriormente.

Este estudo € corroborado por dados de outros pesquisadores que
investigaram a relacao entre temperatura e reatividade quimica em copolimeros.
Por exemplo, o trabalho de Fussel et al. (2022) destaca que temperaturas mais
elevadas podem ndo apenas acelerar a taxa de hidrolise, mas também modificar
a dinamica de solubilizacdo e interacdo do copolimero com o meio, afetando

assim a sua absorbancia.

4.3.2 Estudos por DLS em fung¢éo da diluicdo do PVM/MA a 25°C em diferentes
valores de pH

A distribuicdo de tamanho das particulas obtidas por DLS em funcédo dos
valores de pH podem ser observadas nos gréaficos da Figura 14. Estes graficos
foram obtidos a partir das andlises dos dados de DLS em relagcdo ao nimero de
particulas dispersas e por intensidade de espalhamento das particulas
espalhadoras. Os estudos foram realizados em diferentes concentragdes do
copolimero PVM/MA (480, 240 e 120ug/mL) e em diferentes valores de pH.

No gréafico A, correspondente a concentracdo de 480ug/mL e distribuicéo
em namero percentual, observa-se que em pH 9 ha um pico pronunciado ao

redor de 10nm. Em pH 7 e 5, 0s picos principais estao situados entre 10 e 100
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nm, com tendéncia a se aproximar de 10nm. Ja em pH 3 e em agua deionizada,
0s picos também estdo nessa faixa, porém com menores intensidades relativas.
No grafico B, referente a mesma concentracdo, mas com distribuicdo em
intensidade percentual, observa-se que em pH 9 ha um pico ao redor de 10nm,
e um outro bastante intenso para particulas maiores de 100nm. Em pH 7 e 5, os
picos principais se encontram entre 10 e 100nm. Para pH 3 e 4gua deionizada,
0s picos sao menores e menos definidos, sugerindo uma menor estabilidade das
particulas nessas condicdes.

Para a concentracdo de 240ug/mL, os graficos C e D apresentam
comportamentos similares aos observados para a concentragdo mais alta. No
grafico C, em pH 9, o pico principal se mantém ao redor de 10 - 20nm, enquanto
em pH 7 e 5, os picos se situam para valores menores que 10nm. Em pH 3 e
agua deionizada, ha uma distribuicAo mais dispersa e com picos menos
pronunciados. No grafico D, que representa a distribuicAo em intensidade
percentual, os picos seguem a mesma tendéncia, com uma diminuicdo da
intensidade e alargamento dos picos em valores de pH mais baixos.

Para a concentracdo de 120ug/mL, os gréficos E e F mostram que em pH
9 ha um pico principal entre 10 e 30nm, tanto em nimero quanto em intensidade
percentual. Porém, na andlise por intensidade surge uma contribuicdo de
particulas maiores que 100nm. Em pH 7, 5 e 3, na analise por nimero de
particulas espalhadoras observa uma diminuicdo do tamanho das particulas com
a diminuicéo do pH.

Para a concentracdo de 60ug/mL, menor concentracdo analisada, os
graficos G e H revelam um comportamento distinto. Nos valores de pH7, 5 e 3,
e em agua, na analise por numero de particulas espalhadoras observou-se uma
distribuicdo do tamanho das particulas para a esquerda, indicando tamanhos
menores em comparagdo com 0s outros ensaios. Em pH 9, o pico dominante
esta ao redor de 20nm. Na andlise por intensidade observa-se que para todos
os valores de pH analisados que as contribuigcdes foram mais bem definidas.

Comparativamente, as concentracdes mais elevadas (480 a 120 g/mL) do
copolimero parecem nao afetar significativamente o tamanho das particulas,
mas a variacao do pH resulta em diferentes tamanhos de particulas. Nota-se que
em um meio alcalino com pH 9, a molécula de PVYM/MA tende a apresentar um

diametro hidrodinamico (Dh) maior em comparacdo com os demais valores de
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pH. A Tabela 4 apresenta de forma sistematizada os resultados apresentados
na figura a seguir.

Figura 14 — Distribuicdo do tamanho de particulas por analise de niumero de
particulas espalhadoras (A; C; E; G) e por intensidade de espalhamento de
particulas espalhadoras (B; D; F; H) em solucdo tampao acetato-fosfato-borato
30mM nos valores de pH 3; 5; 7; 9 em concentragbes de PVM/MA de 480ug/mL
(A; B), 240ug (C; D), 120pg (E; F) e 60ug (G; H).
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Fonte: elaborado pela autora.
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Tabela 4. Representatividade de espalhamento de luz dindmico no sistema
(%), coeficiente de difuséo e indice de polidispersao de populagdes obtidas por
DLS em concentracdes de 480; 240; 120 e 60pug/mL de PVM/MA em diferentes
valores de pH. Os valores indicados foram obtidos através das analises de
intensidade e niamero de particulas espalhadoras.

Concentracéo pH Intensidade NUmero Cdze;:;iﬁgtoe poil?(;jiiscpee?geéo
pg/mL (nm) (%) (nm) (%) um"2/s (PDI)
9 3156 82,2 19,77 100 2,89 0,5324
480 7 78,54 58,6 11,57 100 5,44 0,3394
5 128,3 93,1 10,81 100 4,29 0,4947
3 1834 74,9 7,18 100 2,559 0,5125
9 381,6 59,7 18,25 100 2,169 0,4979
240 7 79,87 56,1 12,65 100 15,74 0,4427
5 67,66 52,45 11,9 100 6,771 0,3061
3 59,6 51,88 7,1 100 4,184 0,2545
9 352,14 56,2 12,35 100 0,792 0,8584
120 7 2455 73,9 9,42 100 0,692 0,6213
5 189,7 43,3 7,18 100 2,684 0,4753
3 176,8 100 4,51 100 3,025 0,1672
9 346,6 81,7 20,71 100 1,954 0,5003
60 7 58,44 52,58 13,04 100 7,487 0,7199
5 172,6 80,53 11,5 100 7,637 0,5417
3 395,7 84,38 16,68 100 0,477 0,6935

Fonte: elaborado pela autora
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A analise dos resultados obtidos, incluindo o diametro das particulas, os
valores do indice de polidispersao (PDI), coeficiente de difusdo (um?%s) e do
Potencial Zeta (que sera apresentado abaixo), revela que o sistema PVM/MA se
caracteriza como ndo homogéneo, ou seja, um sistema heterogéneo. A
interpretacdo dos resultados do DLS em sistemas heterogéneos pode ser mais
desafiadora, devido a presenca de multiplos picos na distribuicdo do tamanho
das particulas (diferentes populacdes), refletindo diferentes tamanhos ou
conformacdes dos copolimeros na solucao.

Entre as condicfes investigadas, a faixa de pH 9 foi a que resultou em um
maior tamanho de particula, tanto em termos de intensidade quanto de numero,
em todas as concentra¢cOes avaliadas. Por outro lado, os menores tamanhos
foram observados nos valores de pH 3, 5 e 7, especialmente nas concentragoes
de 120 e 60ug, respectivamente.

Na analise por intensidade, apesar de todas as amostras apresentarem
uma populagéo de particulas acima de 43% com o mesmo tamanho, a amostra
do pH 5, na concentragcdo de 480ug, se destacou por apresentar a maior
populacdo, com um tamanho médio de 128,3nm, equivalente a 93,1%. Em
contraste, a amostra de também pH 5 com 120ug mostrou a menor populagéo,
caracterizada por um Unico pico de 189,7nm, correspondendo a apenas 43,3%
das particulas. Na analise por niumero, os diametros encontrados para o pH 9
variou entre 12 e 20nm, em pH 7 e 5 o tamanho oscilou entre 7 e 13nm, ja no pH
3 esse diametro ficou entre 4 e 17nm demonstrando uma maior instabilidade da
particula devido sua alta oscilacéo.

O PDI pode fornecer informac¢des sobre a variabilidade do tamanho de
particulas em sistemas coloidais, quanto menor o valor do PDI mais homogénea
€ a distribuicdo de tamanho das moléculas na amostra (DANAEI et al., 2018).
Ainda de acordo com Danaei (2018), um PDI préximo a 0 indica que as particulas
na amostra tém tamanhos muito semelhantes, o que leva a observacdo do
PVM/MA como um sistema polidisperso. A faixa de pH 9 é a condicéo estudada
gue apresenta o maior PDI (0,8584), enquanto a faixa de pH 3 representa os
menores valores (0,1672 e 0,2545).

O coeficiente de difusdo € um parametro importante na caracterizacao
fisico-quimica pois descreve a taxa na qual as particulas difundem em um meio

guantificando a rapidez com que elas se espalham em um fluido, esses valores
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podem ser obtidos através da relacéo de Stokes-Einstein (Equacao 1). E notério
gue o pH pode sim influenciar no comportamento da molécula de PVM/MA, no
entanto os resultados obtidos ndo demonstram com certa clareza uma
consisténcia de dados para chegar em uma conclusao precisa.

Apesar da diluichio do PVM/MA apresentar maior estabilidade em
determinados valores de pH e das concentracbes mais altas manterem o
polimero mais estavel, é possivel considerar que, em agua, o copolimero
apresenta um tamanho de particula menor em relacéo as outras condicoes.

Portanto, pensando em um uso comercial desta molécula com objetivo
antimicrobioldgico é interessante que seu tamanho seja ajustado de maneira a
facilitar sua entrada na célula alvo. Sendo assim, no ponto de vista biologico a
diluicdo em agua pura mostra ser uma forma adequada de preparo da amostra
para obtencao de resultados satisfatorios. Concomitantemente, de acordo com
os dados de DLS a estabilidade do PVM/MA em 4gua é bastante similar com os

dados obtidos na presenca de tampéao acetato-fosfato-borato 30mM.

4.3.3 Estudos por DLS da diluicdo de PVM/MA a 25°C e 480ug/mL com adicao
de NaCl em pH neutro

Com o intuito de compreender as nuances do comportamento do
copolimero PVM/MA estudos em diferentes ambientes é crucial para o
desenvolvimento de novas solugcdes e avancos cientificos. Nesse contexto, os
estudos de polimeros em diferentes concentracdes de NaCl (cloreto de sédio)
se configuram como uma forma para avaliar a estrutura tridimensional dos
polimeros, as forcas intermoleculares que 0s governam e 0S mecanismos que
desencadeiam mudancas em suas propriedades fisica e quimica.

Assim, avaliar a influéncia de sal na distribuicdo de tamanho das
particulas do PVM/MA foi adicionado ao meio de hidrélise o NaCl, obtendo-se os
dados apresentados na Figura 15. A distribuicdo de particulas por intensidade
de espalhamento de luz das particulas espalhadoras apresentou um
comportamento bimodal (com dois picos distintos) na presenca de NaCl, exceto
para a concentracao de 5mM que apresentou um comportamento mais complexo
(polimodal/com mudltiplos picos).

Na analise por numero de particulas dispersas, a presenca de NaCl em

concentracfes de 10 a 50mM favoreceu a formacéo de particulas com tamanhos
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entre 20 e 40 nm. Para concentracdes menores de NaCl, como 5mM, o sistema
se comportou de maneira similar & auséncia de sal, sugerindo que a presenca
de sal estabiliza a solu¢do polimérica, diminuindo as interacdes eletrostaticas
entre as particulas e, consequentemente, reduzindo a agregacao. De acordo
com Diaz (2008), o NaCl pode melhorar a dispersdo das particulas na solucéo,
garantindo que elas ndo se agreguem ou sedimentem durante a medicéo, o que
justifica os dados da Figura 15 e da Tabela 5.

Figura 15. Distribuicdo do tamanho de particulas por analise de intensidade de
espalhamento de particulas espalhadoras (A) e por numero de particulas
espalhadoras (B) em concentragdo de PVYM/MA 480ug/mL na presencga de
diferentes concentracbes de NaCl a 5; 10; 30 e 50mM em tampao acetato-
fosfato-borato 30mM pH 7.

PVM/MA 480pg/mL + NaCl pH 7 PVM/MA 480pg/mL + NaCl pH 7

A B

50mM 50mM

30mM
30mM
10mM

Niamero (%)
Intensidade (%)

5mM 10mM

OomM 5mM

T T T T
1 10 100 1000 1 10 100 1000 10000

Distribuigao de tamanho (nm) Distribuigdo de tamanho (nm)

Fonte: elaborado pela autora.
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Tabela 5. Representatividade de espalhamento de luz dindmico no sistema
(%), coeficiente de difuséo e indice de polidispersao de populacdes obtidas por
DLS para o PVM/MA 480ug/mL, tampdao acetato-fosfato-borato 30mM pH7, em
funcdo da concentracédo de NaCl. Os valores apresentados foram obtidos por
analise de intensidade e numero de particulas espalhadoras

Concentracéo NaCL Intensidade NUmero Coef!merjte Ihd_|ce deN
de difusdo polidispercéo
pg/mL (mM) (nm) (%) (nm) %) pmn2/s (PDI)

5 374,7 58,77 8,99 100

38,57 28,38 2,256 0,4163
10 360,8 9555 26,32 100

86,85 7,82 5,444 0,5541
480 30 321,9 91,35 27,18 100

48,28 10,38 6,028 0,5820
50 348,3 87,8 26,92 100

47,7 11,4 5,826 0,5614

Fonte: elaborado pela autora

Considerando a aplicacdo farmacéutica do copolimero, a presenca de
NaCl na amostra proporciona maior estabilidade no comportamento e no
tamanho das particulas. O uso do sal associado ao PVM/MA pode trazer
resultados promissores para ensaios bioldgicos, embora estes testes especificos

ainda nao tenham sido realizados.

4.3.4 Analise de Potencial Zeta do PVM/MA 480ug/mL em diferentes valores de
pH

O PVM/MA possui uma carga de superficie de particula negativa em todos
os valores pH analisados, assim como mostrado na Tabela 6. Para o pH mais
acido (pH 3) o potencial zeta se mostrou mais préximo do zero (-0,7718 mV),
enquanto as faixas de pH 7 e 5 (mais proximos de neutro) manteve um valor de

-31,52mV e -39,8mV, respectivamente.

Tabela 6 — Valores de potencial zeta obtidos por ensaios de hidrélise do
PVM/MA 480ug/mL em funcéo de diferentes valores de pH.

pH 9 7 5 3

Potencial Zeta
(mv) -11,6 -31,52 -39,8 -0,7718
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Fonte: elaborado pela autora

No pH mais alcalino, representado pelo pH 9, um valor de -11,6 foi
observado. Como mencionado anteriormente, valores mais altos tendem
diminuir a agregacéo, enquanto valores mais baixos favorecem a agregacao. A
carga negativa presente no copolimero o torna uma molécula que pode promover
ainternalizacao celular, uma vez que as células frequentemente tém membranas
negativas (ARRUDA, 2019). Além disso, segundo Lasic (2001), a carga negativa
pode contribuir para a estabilidade coloidal de copolimeros, impedindo que eles
se aglomerem devido a for¢as de repulsdo eletrostatica entre as particulas, um
fato importante para manter a dispersdo homogénea em suspensao.
Evidenciando que as condicdes de pH 7 e 5 favorecem a estabilidade do

copolimero PVM/MA, minimizando sua agregacao.

5. Conclusao

Com base em todos os testes e estudos realizados observou-se
fortemente que a hidrélise do copolimero PVM/MA a 50 e 60°C possivelmente
altera a natureza dos subprodutos formados. Esses subprodutos desempenham
um papel crucial na atividade antimicrobiana, apresentando caracteristicas que
permitem uma interacdo mais efetiva com as paredes celulares de C. albicans,
S. aureus e S. mutans. A formacgé&o de subprodutos altamente reativos ou com
grupos funcionais especificos pode contribuir significativamente para a
desestabilizacdo estrutural e inibicdo do crescimento dessas células
microbianas.

Sendo assim, o controle da temperatura de hidrélise é uma estratégia
chave para otimizar a manipulacdo do copolimero PVM/MA e aprimorar seus
resultados antimicrobianos. Com esses resultados, € possivel abrir margem para
novos estudos e aplicagdes clinicas deste copolimero. Atualmente, o PVM/MA
ja é utilizado integrado a formulagcdes pré-existentes em cosméticos e produtos
bucais. No entanto, com o avanc¢o desses estudos, torna-se viavel desenvolver
novos elementos e produtos originais a base apenas de PVM/MA, facilitando a
rotina de quem os utiliza no dia a dia e garantindo uma boa estabilidade e eficacia

contra os principais micro-organismos patogénicos.
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Os estudos de absorcéo otica relacionados com a hidrolise do PVM/MA
séo influenciados pela temperatura, temperaturas mais altas pode acelerar a
degradacdo e alterar a estrutura do copolimero de maneira que novos grupos
funcionais podem ser expostos. Todavia, estes resultados preliminares nao
permitem avancarmos nesta teoria, e futuras investigacbes sobre as
propriedades térmicas e a estabilidade do PVM/MA por técnicas analiticas
adicionais como HPLC, espectrometria de massas e DSC para uma
caracterizacdo mais aprofundada faz se necessario.

A estabilidade do sistema coloidal do PVYM/MA é dependente do pH do
meio. Em pH neutro, pH 7, a levemente acido (pH 5), as particulas apresentam
tamanhos menores e mais homogéneos, o que € benéfico para aplicacdes onde
uma distribuicdo de tamanho uniforme € desejada. Em pH alcalino (pH 9), o
aumento no tamanho das particulas e a alta polidispersidade podem limitar a sua
efichcia em certas aplicacdes, mas podem ser explorados em outras onde
particulas maiores séo necessarias.

A presenca de NaCl também demonstrou influenciar a estabilidade do
PVM/MA, reduzindo a agregacéao sucessiva e estabilizando a solucao polimérica.
Estes achados sugerem que a manipulacdo do pH e da concentracdo de sal
pode ser uma estratégia eficaz para controlar as propriedades coloidais do
PVM/MA, tornando-o adequado para uma variedade de aplicacbes
biotecnolégicas e farmacéuticas.

No contexto da aplicacdo farmacéutica, a capacidade de ajustar o
tamanho das particulas e a estabilidade do PVM/MA através da modificagéo do
pH e da adicdo de sal é promissora. No entanto, estudos adicionais sao
necessarios para avaliar o desempenho biolégico do copolimero nessas
condic¢Bes, incluindo testes de eficacia antimicrobiana e biocompatibilidade, para
validar seu potencial uso clinico.

A investigacdo detalhada sobre a hidrolise do copolimero PVM/MA
revelou que a presenca de NaCl em diferentes concentracbes influencia
significativamente o comportamento coloidal do sistema. Observou-se que a
adicao de 5mM de NacCl resultou em uma maior variabilidade no tamanho das
particulas. Esse comportamento sugere que as concentracdes menores de NaCl

ndo sao suficientes para estabilizar completamente a solugdo polimérica,
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permitindo interacdes eletrostaticas e, consequentemente, maior agregacao das
particulas.

Em contrapartida, concentracbes de NaCl entre 10 e 50mM
demonstraram uma melhor organizacao do sistema coloidal, com tamanhos de
particulas mais uniformes e menor polidispersidade. Este comportamento esta
correlacionado com a capacidade do NaCl em reduzir as interacbes
eletrostaticas entre as particulas, promovendo uma estrutura coloidal mais
estavel e homogénea.

Esses resultados séo particularmente relevantes no contexto das
aplicacdes farmacéuticas do copolimero PVM/MA. A estabilidade coloidal € um
fator critico na formulacdo de medicamentos, pois influencia diretamente a
biodisponibilidade e a eficicia terapéutica dos compostos. A presenca de NacCl
na formulacdo do PVM/MA pode, portanto, melhorar a estabilidade e a
consisténcia do tamanho das particulas, resultando em melhores resultados
clinicos.

Concluindo, os resultados indicam que o copolimero PVM/MA exibe uma
dependéncia significativa do pH e da presenca de NaCl em suas propriedades
coloidais, com menores tamanhos de particula e maior estabilidade em pH
neutro (pH 7) a levemente &cido (pH 5). Além disso, o copolimero demonstrou
eficacia antimicrobiana contra C. albicans, S. aureus e S. mutans. A manipulacéo
dessas condicbes pode otimizar sua aplicacdo em sistemas de liberagdo de
farmacos e outras aplicacdes biomédicas, ressaltando a necessidade de estudos

adicionais para validar seu desempenho biolégico e clinico.
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