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RESUMO
O surgimento de infecgdes bacterianas resistentes tem impulsionado o estudo de novas formas
de tratamento que sejam mais eficientes, principalmente para pacientes que apresentam alguma
comorbidade que torna as infecgdes mais propensas de acontecer, como € o caso dos diabéticos.
Com base nisso, este trabalho descreve a produgdo de ndo tecidos a base de alcool polivinilico
(PVA) funcionalizados com nanoparticulas de prata (AgNPs) e antibiotico, tanto isolados
quanto em associacdo, para avaliacdo de atividade antimicrobiana contra Staphylococcus
aureus (S. aureus) e Escherichia coli (E. coli). Para o desenvolvimento do ndo tecido foram
realizados ensaios de halo de inibigdo para defini¢do das concentragdes que foram incorporadas
nas formulagdes para eletrofiagdo, e o produto final foi caracterizado por MEV, EDS, UV-vis
e FTIR, comprovando integridade quimica e fisica, que houve interacdo entre os componentes
e mostrando que as AgNPs usadas tinham em média 77,7nm de tamanho, ficando aderidas entre
as fibras do ndo tecido que tem um tamanho médio de 384,3nm. Os testes de efetividade do nao
tecido evidenciaram auséncia de inibicdo do PVA puro, atividade moderada com PVA+AgNPs
com a formacao de halo de 5,95mm na S. aureus e 5,47mm na E. coli ¢ quando testado o nao
tecido de PV A+antibiotico houve a formacgao de halo de 16,06mm na S. aureus e 8,96mm na
E. coli) e efeito sinérgico proeminente na combinagdo dos agentes (formando halos de 20,52mm
na S.s aureus e 15,64mm na E. coli). Anélises estatisticas das medidas de halo (média = desvio-
padrao) reforcam a consisténcia e reprodutibilidade dos dados. O estudo demonstra que a
combina¢do de AgNPs e antibiotico em matriz de PVA representa uma estratégia promissora

para aplicagdes médicas que exigem liberagdo controlada e eficacia antimicrobiana otimizada.

Palavras-chave: Nanoparticulas de prata. PVA. Nao tecido. Antibidtico. Atividade

antimicrobiana.



ABSTRACT
The emergence of resistant bacterial infections has driven the development of new treatment
approaches that are more effective, especially for patients with comorbidities in whom
infections are more likely to occur, such as elderly individuals and those with diabetes. In this
context, this work describes the production of nonwoven mats based on polyvinyl alcohol
(PVA) functionalized with silver nanoparticles (AgNPs) and an antibiotic, either isolated or
combined, for the evaluation of antimicrobial activity against Staphylococcus aureus and
Escherichia coli. For the development of the nonwoven material, inhibition halo assays were
first conducted to determine the inhibitory concentrations to be incorporated into the
electrospun formulations. The final product was characterized by SEM, EDS, UV—Vis, and
FTIR, confirming physical and chemical integrity as well as interactions among the components
and maintenance of AgNPs within the fibers. The AgNPs used had an average size of 77.7 nm,
while the antibiotic particles showed a mean size of 384.3 nm. The antimicrobial tests revealed
no inhibition for pure PVA, moderate activity for PVA+AgNPs (halos of 5.95 mm for
Staphylococcus aureus and 5.47 mm for Escherichia coli) and PV A+antibiotic (halos of 16.06
mm for Staphylococcus aureus and 8.90 mm for Escherichia coli), and a pronounced synergistic
effect when the agents were combined (halos of 20.52 mm for Staphylococcus aureus and 15.64
mm for Escherichia coli). Statistical analysis of halo measurements (mean =+ standard deviation)
confirmed the reproducibility and consistency of the data. The findings demonstrate that the
combination of AgNPs and antibiotic within a PVA matrix represents a promising strategy for

medical applications requiring controlled release and optimized antimicrobial efficacy.

Keywords: Silver nanoparticles. PVA. Nonwoven mat. Antibiotic. Antimicrobial activity.
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1. INTRODUCAO

As feridas representam um importante problema de satde publica, especialmente quando
evoluem para quadros cronicos ou infectados. O tratamento eficiente dessas lesdes ¢
fundamental, pois o fechamento rapido da ferida reduz significativamente o risco de infec¢des
e de complicagdes sistémicas [1]. A pele, enquanto barreira natural do organismo, desempenha
papel essencial na prote¢ao dos tecidos internos, e por isso intervencdes terapéuticas eficazes
sd0 necessarias para garantir a integridade cutanea [2].

Entretanto, o cendrio clinico contemporaneo ¢ marcado pela crescente prevaléncia de
microrganismos resistentes, que comprometem o processo de cicatrizacdo e aumentam a
severidade das infecgdes. A resisténcia bacteriana aos antibidticos ¢ considerada hoje uma
grave ameaca a saude publica. O uso indiscriminado desses medicamentos, tanto em ambientes
hospitalares quanto na comunidade, tem favorecido o surgimento e proliferagdo de cepas
multirresistentes [3]. Relatorios recentes da Organizacdo Mundial da Satde apontam que
antibioticos de amplo espectro sdo usados em excesso, acelerando o desenvolvimento da
resisténcia, enquanto fAirmacos de uso restrito ndo sao priorizados como recomendado [4]. Esse
cenario cria um ciclo de infec¢des mais graves, tratamentos pouco eficazes e custos crescentes
[5].

Pacientes com comorbidades, como diabetes mellitus, apresentam risco ainda maior
frente a resisténcia bacteriana. A hiperglicemia cronica causa uma série de disfuncdes
fisiologicas — incluindo dano microcirculatorio, estresse oxidativo aumentado, resposta
inflamatoria desregulada, prejuizo na proliferacao celular, defeitos na deposi¢do de colageno e
angiogénese comprometida — que retardam ou impedem a cicatrizagdo adequada [6]. Como
consequéncia, pequenas lesdes podem evoluir para infecgdes cronicas ou ulceras de dificil
tratamento, frequentemente associadas a microrganismos resistentes, exigindo uso prolongado
de antibidticos e aumentando o risco de complicagdes graves [6].

Diante desse contexto, a busca por novas abordagens terapéuticas torna-se
imprescindivel, levando ao desenvolvimento dos chamados curativos inteligentes. Esses
materiais tém como objetivo monitorar a ferida, facilitar a cicatrizacao e inibir o crescimento
microbiano, atuando desde lesdes superficiais até feridas profundas [7]. Um curativo ideal deve
apresentar caracteristicas como biocompatibilidade, alta porosidade, capacidade de manter
ambiente imido e protecao fisica contra infecg¢des [8]. Diversos materiais vém sendo estudados

e desenvolvidos para atender a essas demandas [9].



Entre as tecnologias mais promissoras para a producdo desses curativos, destaca-se a
eletrofiacdo, uma técnica simples, econdmica e eficaz para obten¢do de nanofibras continuas a
partir de solugdes poliméricas submetidas a um campo elétrico de alta tensdo [10]. O processo
envolve a formagao do cone de Taylor na extremidade da agulha, a eje¢ao de um jato fino de
solugdo e a deposicao das fibras no coletor apos evaporacao do solvente [11]. ParAmetros como
viscosidade, condutividade, tensdo superficial, distancia entre agulha e coletor, vazao,
temperatura e umidade influenciam diretamente a morfologia das fibras [12].

As nanofibras produzidas por -eletrofiagdo apresentam elevada area superficial,
similaridade estrutural com a matriz extracelular, excelente capacidade de absor¢do de
exsudatos e possibilidade de incorporagdo de compostos bioativos, nanoparticulas e agentes
antimicrobianos [13—16]. Assim, a técnica tem se consolidado como uma abordagem avancada
e versatil na producao de curativos biomédicos [17].

Nesse contexto, o alcool polivinilico (PVA) se destaca como uma das matrizes
poliméricas mais utilizadas em sistemas eletrofiados devido a sua biocompatibilidade,
biodegradabilidade, flexibilidade, resisténcia mecanica e baixo custo [18]. Sua natureza
hidrofilica, devido a presenca de grupos hidroxila ao longo da cadeia, favorece a retencao de
umidade — caracteristica essencial para manter um microambiente ideal para a cicatrizagdo de
feridas [19]. Além disso, o PVA ¢ atdxico, ndo irritante e compativel com células da pele, sendo
amplamente empregado na incorporacao de nanoparticulas e agentes terapéuticos [20]. Durante
a eletrofiacdo, apresenta adequado comportamento reoldgico e permite formagao de fibras
uniformes [21], além de possibilitar a criagdo de sistemas hibridos com propriedades mecanicas
e térmicas aprimoradas [22]. A combina¢do do PVA com nanoparticulas metalicas reforca sua
versatilidade no desenvolvimento de curativos inteligentes [23].

Entre essas nanoparticulas, as de prata (AgNPs) tém recebido destaque por seu potente
efeito antimicrobiano, atuando contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, fungos e até
virus [24]. Seu mecanismo de ac¢do estd associado a liberagdo de ions Ag*, que desestabilizam
a parede celular, alteram a permeabilidade, inibem enzimas essenciais € danificam o DNA
bacteriano [25]. Além disso, apresentam baixa probabilidade de induzir resisténcia microbiana
e possuem efeitos anti-inflamatorios e pro-angiogénicos, Uteis especialmente em feridas
cronicas [26-27].

Quando incorporadas em nanofibras de PVA, as AgNPs sdo distribuidas de forma
homogeénea, possibilitando liberagdo sustentada dos ions e prolongada a¢ao antimicrobiana sem

significativa citotoxicidade [28]. Estudos tém mostrado que tais sistemas melhoram a



resisténcia mecanica do curativo, reduzem a formagao de biofilmes e aumentam a estabilidade
térmica do material [29]. Assim, o uso combinado de PVA e AgNPs representa uma estratégia
inovadora, eficaz e segura para curativos voltados ao combate de microrganismos resistentes
[30].

A nanotecnologia, portanto, emerge como ferramenta fundamental na engenharia de
curativos avancados, permitindo o desenvolvimento de materiais que reproduzem a matriz
extracelular natural, liberam agentes terapéuticos de forma controlada e diminuem a frequéncia
de trocas de curativo, reduzindo efeitos adversos associados a tratamentos convencionais [31—
33].

Apesar dos avangos no desenvolvimento de curativos inteligentes, ainda existe uma
lacuna significativa na criacdo de sistemas eletrofiados capazes de integrar simultaneamente
propriedades estruturais adequadas, biocompatibilidade e acdo antimicrobiana sustentada
contra microrganismos multirresistentes. Embora estudos indiquem que nanofibras de PVA
associadas a AgNPs apresentam potencial para inibir a formacao de biofilmes e reduzir a carga
microbiana em feridas cronicas, a literatura ainda ¢ limitada quanto a padronizagao dos métodos
de incorporagdo, controle de liberagdo de ions Ag* e avaliagdo da eficdcia antimicrobiana em
condi¢des que simulem o ambiente fisiologico [34-36]. Além disso, no contexto nacional, s3o
escassas as pesquisas que desenvolvem curativos eletrofiados funcionais utilizando PVA como
matriz polimérica e AgNPs como agente antimicrobiano, especialmente voltados ao tratamento
de feridas infectadas por microrganismos multirresistentes. Dessa forma, hd uma demanda
evidente por solucdes inovadoras que combinem nanotecnologia, engenharia de materiais e
funcionalidade antimicrobiana, preenchendo uma lacuna cientifica e tecnologica ainda pouco
explorada.

Diante dessa problematica, o presente trabalho propde o desenvolvimento de um curativo
eletrofiado de PVA incorporado com AgNPs, integrando nanotecnologia, engenharia
biomédica e ciéncia dos materiais para criar uma solugdo terapéutica mais eficiente no
tratamento de infecgdes bacterianas resstentes [37]. A combinagdo entre a matriz polimérica de
PVA e as propriedades antimicrobianas das AgNPs visa criar um sistema multifuncional capaz
de manter ambiente imido controlado, inibir a prolifera¢do bacteriana e atender as necessidades
especificas de pacientes com cicatrizagdo comprometida [38]. Dessa forma, este estudo
contribui para o avango dos curativos inteligentes, unindo conforto, eficacia terapé€utica e

inovagao cientifica [39].



1.1 OBJETIVO GERAL

O trabalho tem como objetivo geral desenvolver um ndo tecido a base de PVA, incorpora-
lo com AgNPs e antibidtico, investigar suas propriedades quimicas e fisicas e avaliar sua agao
contra microorganismos presentes em feridas para comprovar possivel sinergia na agao dos

componentes ativos.
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2. MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi desenvolvido na Universidade do Vale do Paraiba (UNIVAP), no Instituto
de Pesquisa e Desenvolvimento (IP&D) — Sao José¢ dos Campos — SP, e esta fundamentado em
trés procedimentos principais correlacionados, sendo o primeiro pertinente a determinacao das
concentragoes ideias dos componentes ativos que foram incorporados no nao tecido por meios
do experimento de halo de difusdo, o segundo sendo a producgdo dos grupos de ndo tecido por
eletrofiagdo e por ultimo a avaliagdo da agdo antimicrobiana dos grupos frente a bactérias Gram-

positivas e Gram-negativas.

2.1.CULTURA BACTERIANA

As cepas padrao de Staphylococcus aureus ATCC25923 e Escherichia coli utilizadas
neste estudo foram cedidas pelo Laboratério Oswaldo Cruz de Sao José dos Campos por meio
de convénio. Ambas foram previamente armazenadas em caldo BHI (Brain Heart Infusion)
contendo 20% de glicerol (LGC, 13-1325-10) em ultra freezer a —80 °C. Para o processo de
reativagdo, os criotubos foram retirados do ultra freezer e a superficie externa desinfetada com
alcool 70%. Em seguida, o conteudo foi descongelado e parte do material foi transferida para
tubos contendo caldo BHI estéril, posteriormente incubados em estufa bacterioldgica a 37 °C
por aproximadamente 24 horas, permitindo o crescimento bacteriano inicial. Apos esse periodo,
as culturas foram semeadas por esgotamento em agar especifico para crescimento bacteriano,
possibilitando a obtengdo de coldnias isoladas. As placas foram incubadas novamente a 37 °C
por 24 horas. A confirmagdo da pureza e identidade das cepas foi realizada por meio de
coloragao de Gram, onde foram observadas as caracteristicas morfologicas tipicas: cocos Gram-
positivos em agrupamentos para Staphylococcus aureus (Figura 1a) e bacilos Gram-negativos
1solados para Escherichia coli (Figura 1b). A partir de colonias isoladas e confirmadas, novas
culturas foram preparadas em agar BHI e posteriormente utilizadas para a obtencdo da
suspensdo bacteriana empregada neste estudo, assegurando amostras frescas, homogéneas e
adequadas para os ensaios experimentais. Esse procedimento de padronizacdo garante
reprodutibilidade, confiabilidade metodologica e consisténcia nos resultados microbioldgicos

subsequentes.
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Figura 1: Coloracgao de gram. a) Staphylococcus aureus b) Escherichia coli

Fonte: O autor.

2.2. NANOPARTICULA DE PRATA

As AgNPs utilizadas no desenvolvimento do presente trabalho foram adquiridas da
empresa Nanostructured & Amorphous Materials, Inc. (Figura 2a). A preparacdo da solucao-
mae ocorreu com a dilui¢do de 15 mg das nanoparticulas em pé em 30 mL de dgua destilada
(Figura 2b). A suspensdo obtida foi submetida & homogeneizacao utilizando um ultrassom de
ponteira em 2KHz por 30 segundos, que ¢ um equipamento empregado para promover a
dispersdo eficiente de particulas em meio liquido por meio da geragao de ondas ultrassonicas
de alta frequéncia (Figura 2c). Essas ondas produzem microbolhas que se formam e colapsam
rapidamente liberando energia mecanica suficiente para romper aglomerados e favorecer a
distribuicao homogénea das nanoparticulas no solvente. Esse procedimento ¢ especialmente
importante para nanoparticulas metalicas, que possuem tendéncia natural a aglomeracao devido

as forgas de atragao intermolecular [40].
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Figura 2: AgNPs. a) Nanoparticulas em pé. b) Solucio de AgNPs em agua no
ultrassom de ponteira. ¢) Display ultrassom de ponteira

mm 259 T ¢
(20-80) A x (600-800) nem APS. 99 8% purity, :-'ﬁuh
Stock #0478YD1, CAS #7440-22-4, Lot #0478YD1-071203

Note: Fiaky mohoiogy

Fonte: O autor

2.3. ANTIBIOTICO

O antibidtico utilizado nos ensaios foi o Sulfato de Neomicina em pd, o principio ativo
foi adquirido na farmacia de manipulagdo Terapéutica (Figura 3). Para a preparacdo da solugao
inicial, 0,22 mg de Sulfato de Neomicina foram dissolvidos em 220 puL de agua ultrapura. Essa

diluicao foi realizada de modo a garantir a homogeneidade da solucao e facilitar a padronizagao

da concentragdo aplicada nos ensaios microbiologicos.
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Figura 3: Antibiotico sulfato de neomicina

Fonte: O autor

2.4.ANAL~ISE DO ANTIBIOTICO POR ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO NA

REGIAO DE UV-VIS

A caracterizacdo espectroscopica dos componentes ativos empregados na incorporagao
das fibras foi realizada por meio do espectrofotometro de absor¢ao na regido do ultravioleta-
visivel Nanodrop MD1000 (Figura 4). Essa técnica baseia-se na capacidade de determinadas
moléculas e nanoparticulas absorverem radiacao eletromagnética em comprimentos de onda
especificos, resultando em transi¢des eletronicas caracteristicas. Cada substancia apresenta um
padrdo de absor¢ado particular, permitindo sua identificag@o e a avaliagdo de sua estabilidade e
interagdo com o meio. Os espectros UV-Visivel foram coletados no espectrofotometro
Nanodrop MD1000, na regidao de 190-840 nm com resolugdo espectral de 1 nm e caminho
optico de 0,1 mm. Para as leituras, foram utilizados 2ul da amostra depositadas no pedestal do

equipamento.
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Figura 4: Espectrofotometro Nanodrop MD1000
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Fonte: O autor

2.5.PREPARACAO DOS DISCOS PARA OS TESTES DE PADRONIZACAO NA

FORMACAO DO HALO

A solugdo de AgNPs foi ajustada para uma concentracao final que permitisse ser aplicado
50 pg de nanoparticulas em um volume méximo de 10 pL sob cada disco de filtro utilizado que
foram utilizados nos ensaios microbioldgicos, assegurando padronizacdo, comparabilidade e
reprodutibilidade dos resultados experimentais. O mesmo processo aconteceu com a solucao
do antibidtico, que foi ajustada para que o volume de 10 pL aplicado em cada disco de filtro
apresentasse 10 ug de antibiodtico, assegurando a reprodutibilidade dos testes e possibilitando
comparagao consistente entre os halos de inibigdo observados.

A determinacdo da atividade inibitoria dos materiais foi realizada por meio do teste de
halo de inibigdo, seguindo o protocolo de disco de difusdo preconizado pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI), com adaptacdes conforme as necessidades do estudo
[41]. As cepas bacterianas utilizadas foram Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Escherichia
coli, previamente repicadas 24 horas antes da execu¢do do ensaio (Figura 5a). A partir do
repique foi feita uma suspensdo bacteriana em salina 0,9% (Figura 5b) e essa suspensao
bacteriana foi padronizada de acordo com a escala 0,5 de McFarland (Figura 5¢) e em seguida
foi feita diluicdo seriada até a concentragio de 0,5x10° (Figura 5d). Posteriormente, uma placa
de agar BHI foi uniformemente inoculada com essa suspensdo, utilizando-se um swab estéril e
aplicando a técnica de esgotamento em toda a superficie do meio de cultura (Figura 5e¢). Apos
a inoculagdo, discos com 10 mm de didmetro, correspondentes ao grupo experimental e as
respectivas concentragdes avaliadas, foram cuidadosamente posicionados em cada placa

(Figura 5f). As placas foram entdo incubadas em estufa bacterioldgica a 37 °C por um periodo
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de 24 horas. Decorrido o tempo de incubagdo, foi realizada a leitura dos halos de inibi¢do
formados ao redor dos discos. O ensaio foi conduzido de forma sequencial, reduzindo-se as
concentragodes testadas pela metade até identificar aquela que ndo apresentasse inibigao do
crescimento bacteriano, determinando assim o limite minimo de atividade antimicrobiana do

material.

Figura S:Teste de halo de difusiao. a) Bactéria previamente repicada. b) Solucio da
bactéria em salina. ¢) Padronizac¢ao do indculo em 0,5SMcFarland. d) Diluicdo do in6culo

até 0,5x10°. e) Semeadura por esgotamento no meio BHI. f) Aplica¢iio do disco de niio

tecido.

Fonte: O autor

2.6. PRODUCAO DOS NAO TECIDOS DE PVA ASSOCIADO COM AgNPs E
ANTIBIOTICO

A produgdo do ndo tecido base de PVA foi realizada a partir de uma soluc¢ao polimérica
de 10% PVA e 0,5% de acido citrico em agua destilada sob agitagdo magnética constante e
aquecimento a aproximadamente 45°C, até completa dissolu¢ao do polimero e do reticulante.
Obtida uma solu¢do homogénea, esta foi mantida em repouso até atingir a temperatura ambiente
e entdo transferida para uma seringa acoplada a uma agulha metalica. O processamento ocorreu
por eletrofiagdo em ambiente de baixa umidade relativa: a seringa foi conectada a uma bomba

de infusao regulada para uma vazao de 1 mL/hora, posicionando-se uma placa coletora de cobre
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revestida com papel-aluminio a 10 cm da extremidade da agulha (Figura 6a). O campo elétrico
foi aplicado por uma fonte de alta tensdo de 15 kV, conectada com o polo positivo na agulha e
o polo negativo na placa coletora (Figura 6b). O processo foi mantido por 3 horas, até o término
da solucao polimérica, resultando na formacao do nao tecido de PVA reticulado com &cido
citrico (Figura 6c¢).

A mesma solugdo base de PVA/acido citrico foi empregada para a obtengdo das amostras
funcionalizadas. Para o nao tecido incorporado com AgNPs, 1,5mL da solucao de PVA/éacido
citrico foram misturados com 2,13g de AgNPs, mantendo-se a mistura sob agitacdo magnética
constante a ~45 °C até completa dispersdo e homogeneizacdo das nanoparticulas no meio
polimérico; a solucao foi entdo eletrofiada repetindo exatamente os pardmetros descritos. Para
0 nao tecido incorporado com antibiotico, 1,5mL da solugdo de PVA/acido citrico foram
misturados com 3,75mg do firmaco sob as mesmas condi¢cdes de agitacdo e temperatura, até
completa solubilizagdo e dispersdo na matriz; em seguida procedeu-se a eletrofiagdo nas
mesmas condi¢des operacionais. Por fim, para o ndo tecido contendo simultaneamente AgNPs
e antibiotico, 1,5mL da solugdo de PVA/4cido citrico foram misturados com 2,13g de AgNPs
e 3,75mg do farmaco, sob agitacdo magnética continua a ~45 °C até a obtencao de uma solugao
homogénea; o material resultante foi processado por eletrofiagdo com os mesmos parametros
previamente estabelecidos, assegurando reprodutibilidade e controle das propriedades finais

das fibras.

Figura 6: Produciao do Nao tecido a base de alcool polivinilico. a) Bomba de ejecao
e placa coletora. b) Fonte de alta tensdo; ¢) Formacio do nao tecido durante o processo
de eletrofiacao

Fonte: O autor
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2.7.ANALISE MORFOLOGICA POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE
VARREDURA (MEV)

A analise morfoldgica das fibras foi realizada por meio do MEV (Figura 7). Inicialmente,
as amostras dos nao tecidos foram cortadas em pequenos fragmentos e fixadas sobre suportes
metalicos (stubs) utilizando fita condutiva de carbono, a fim de garantir adequada aderéncia e
estabilidade durante a andlise. Em seguida, as amostras foram submetidas a um processo de
metalizagdo com ouro (Au) por sputtering, com o objetivo de conferir condutividade elétrica
superficial e melhorar a qualidade das imagens obtidas. As andlises foram realizadas em um
microscopio eletronico de varredura operando sob alta resolu¢do, com tensdo de aceleragdo
variando entre 9 e 47,5 kV.

As micrografias foram obtidas em diferentes ampliagdes, permitindo a observagdo
detalhada da morfologia das fibras. As imagens resultantes foram registradas e analisadas com
0 objetivo de correlacionar as caracteristicas morfologicas as condi¢des de produgdo e ao

desempenho antimicrobiano final do material.

Figura 7: Microscopio eletronico de varredura

Fonte: O autor

2.8.ANALISE ESTRUTURAL POR ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO
COM TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)
A andlise por FTIR (Figura 8) foi realizada com o objetivo de identificar os grupos
funcionais presentes nos ndo tecidos produzidos e avaliar possiveis interagdes quimicas entre

os componentes adicionados a matriz de PVA. Para isso, fragmentos das quatro amostras do
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ndo tecido foram recortados e posicionados diretamente no acessorio ATR (Attenuated Total
Reflectance) do equipamento. As aquisi¢des espectrais foram obtidas no intervalo de 4000-900
cm’!, com 32 varreduras e resolucdio espectral de 4 cm™!, aplicando um torque de 100N sob a
pelicula. O background foi realizado com 64 varreduras. Todos os espectros foram tratados no

OPUS, sendo normalizados ¢ realizada a corregdo de linha de base.

Figura 8: Espectroscopia Infravermelho por Transformada de Fourier

Fonte: O autor

2.9.ENSAIO DE HALO DE INIBICAO DOS NAO TECIDOS

O ensaio de halo de inibicdo foi realizado em triplicata para avaliar o potencial
antimicrobiano dos ndo tecidos desenvolvidos (PVA, PVA+AgNPs, PVA+antibidtico e
PVA+AgNPs+antibiotico) frente as bactérias Staphylococcus aureus (Gram-positiva) e
Escherichia coli (Gram-negativa), utilizando ambas as bactérias padronizadas em 0,5x10° e
adicionando discos de 10mm de didmetro. A analise foi registrada por meio de imagens
fotograficas, permitindo observar visualmente a formagdo dos halos nas placas. Para
interpretacdo quantitativa, os valores de halo de inibi¢do foram medidos através do software
ImageJ, submetidos a andlise estatistica e organizados em tabelas separadas para cada
microrganismo, possibilitando a comparagdo entre os grupos experimentais. A presenga ou
auséncia de atividade antimicrobiana, bem como diferengas na eficicia entre os agentes

isolados ou combinados, foram determinadas com base nos valores médios obtidos.
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1.ESPECTROSCOPIA UV-VIS

A andlise por espectroscopia UV-Vis do sulfato de neomicina revelou valores de
absorbancia baixos e auséncia de picos bem definidos. Esse comportamento esta diretamente
relacionado a natureza estrutural da neomicina. Estudos mostram que ele pertence ao grupo dos
aminoglicosideos, compostos conhecidos por ndo apresentarem grupos cromdforos conjugados
capazes de promover transi¢des eletronicas na regido do visivel. Dessa forma, a molécula exibe
absor¢do significativa somente no ultravioleta profundo, o que explica o perfil praticamente
plano do espectro obtido na faixa analisada [42]. Assim, os resultados observados neste trabalho
estdo de acordo com a literatura para aminoglicosideos, mostrando por meio da banda que o
antibiotico estd integro para utilizagdo apos a dilui¢do estando apto para ser utilizado na

construcao do nao tecido. (Figura 9).

Figura 9: Analise de espectroscopia UV-vis do antibiotico.
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Fonte: O autor

3.2. RELACAO ENTRE CONCENTRACAO DE ATIVOS APLICADA E ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA

Os testes de halo de inibigao foram realizados a partir de dilui¢cdes seriadas das solugdes

contendo antibiotico (Figura 10a, 10b e 10c) e AgNPs (Figura 10d), com o objetivo de

determinar a menor concentracdo capaz de inibir visivelmente o crescimento bacteriano. A

partir dessas andlises, foi observada a diminui¢cdo gradual do halo formado conforme a
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diminui¢ao da concentragdo do antibidtico, sendo que, na concentragdo mais alta de 60ug o
halo formado foi de 33,84mm e na concentragdo mais baixa de 0,0781pg o halo formado foi de
6,3mm. A partir dessa analise, a concentracao escolhida para ser aplicada na eletrofiagdo foi a
de 0,3125ug pois apresentou um halo pequeno, de 11mm, mas ao mesmo tempo facilmente
visivel. Ja as concentragdes de AgNPs aplicadas apresentaram uma pequena formagao de halo
apenas na concentragdo de 50ug, com 6,58mm e foi a escolhida para compor a solugdo final.
Para definir as concentragdes iniciais usadas no teste foi considerada a tabela de pontos de corte
clinicos da BrCAST [43]. As concentragdes minimas determinadas experimentalmente foram
entdo selecionadas para a etapa seguinte do estudo, sendo incorporadas nas formulagdes
destinadas ao processo de eletrofiagdo. Dessa forma, os ndo tecidos produzidos foram obtidos
utilizando exatamente concentragdes previamente comprovadas como eficazes, permitindo

avaliar o desempenho antimicrobiano dos materiais quando em conjunto.

Figura 10: Determinacio de atividade inibitéria. a) Antibidtico nas concentracgdes
de 60png, 30nug e 10png. b) Antibidtico nas concentracdes de 10ug, Spg, 2,5ug e 1,25ug. ¢)
Antibidtico nas concentracdes de 0,625ug, 0,3125pg, 0,1562pg e 0,0781pg. d) AgNP nas

concentracoes de S0ug, 25pg, 12,5ug e 6,25ng.
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3.3.MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV) E EDS

A caracterizagdo das AgNPs puras por MEV evidenciou suas caracteristicas
morfoldgicas, com morfologia esférica (Figura 11a). A medida das particulas, feita através do
software ImageJ resultou em um histograma para obtenc¢do do didmetro das particulas com uma

distribuicdo normal as quais apresentaram um didmetro médio de 77,7nm (Figura 11b).

Figura 11: Analise morfoldgica e dimensional da nanoparticula por MEV. a)
Micrografia das nanoparticulas. b) Histograma da distribuicio do diAmetro das
nanoparticulas.
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Fonte: O autor
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Observou-se, também, na andlise do ndo tecido composto por PVA + AgNPs +
antibiodtico, que as fibras mantiveram sua integridade estrutural e apresentaram caracteristicas
morfoldgicas compativeis com a literatura, apresentando um didmetro médio aproximado de
314,04nm (Figuira 12a) apds o processo de incorporagdo [44]. Esse resultado indica que a
metodologia aplicada ndo comprometeu a organizacdo da matriz polimérica (Figura 12b).
AgNPs foram visualizadas como pontos brilhantes distribuidos ao longo das fibras,
evidenciando sua adesdo ao suporte, provavelmente devido ao seu tamanho reduzido quando

comparado as dimensoes das fibras (Figura 12c¢).

Figura 12: Analise do nao tecido por MEV. a) Micrografia das fibras de PVA com
medida do didmetro. b) Micrografia da nanoparticula entre as fibras. ¢) Analise por
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A andlise por EDS (Energy Dispersive Spectroscopy) complementou a caracteriza¢ao
morfoldgica, confirmando a presenca de prata (Ag) por meio de seus picos caracteristicos
(Figura 13). Embora o material analisado contenha antibiotico, esse componente nao foi
identificado diretamente na analise por EDS, uma vez que a técnica detecta elementos quimicos
individuais, e ndo moléculas complexas. Como o antibidtico € composto majoritariamente por
elementos leves, como carbono, oxigénio, hidrogénio e nitrogénio, os quais ja sdo presentes no
PVA, seus sinais se sobrepdem aos da matriz, tornando impossivel diferenciar sua presenga na

amostra por essa técnica [45].

Figura 13: EDS do nio tecido de PVA+AgNPs+Antibiotico
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3.4.ESPECTROSCOPIA FTIR DOS SISTEMAS POLIMERICOS ANTES E APOS
FUNCIONALIZACAO
O gréfico produzido com os resultados do FTIR (Figura 14a) mostra as diferencas
quimicas entre o PVA puro e as amostras modificadas. Embora os espectros estejam muito
parecidos quando correlacionados ao desvio padrdo nota-se pequenas diferencias e anuéncias
que podem estar correlacionadas com os aditivos adicionados na formulagdo do ndo tecido. A
primeira observacao importante ¢ o pico entre 3200 e 3500 cm™, presente em todas as curvas.
Esse pico esté relacionado ao grupo O—H, mostrando que todas as amostras continuam baseadas
em PVA, ja que esse grupo € caracteristico do polimero. Outro pico importante aparece em

2900 cm™!, representando o estiramento C—H, também caracteristico do PVA [46]. Esses dois
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picos confirmam que a estrutura béasica do material continua preservada mesmo apods a
incorporagdo dos outros agentes.

Ao fazer um comparativo do espectro do PVA puro com PVA+AgNPs, nota-se uma
redu¢do na intensidade da banda em 1427 cm™, correspondente a deformacao CH.. Mudancas
na intensidade ou pequeno deslocamento em C-O stretching (~1085-1150 cm™) e em CH:
bending (~1420-1450 cm™) sdo esperados quando ha interacdo ou estabilizacdo das AgNPs
pelo polimero [46,47]. Essas mudancgas indicam a possibilidade da presenca das AgNPs na
superficie do ndo tecido, corroborando com as analises de MEV.

Na anélise da amostra contendo apenas PVA + antibiotico (sulfato de neomicina),
observaram-se novos picos em 713 e 875 cm™', ausentes nas demais amostras. Esses sinais estao
associados a vibragdes caracteristicas da molécula antibiotica, incluindo modos deformacionais
do ion sulfato (SO4*") e vibracdes dos anéis glicosidicos da neomicina, como C-O-C e C-H
fora do plano (Figura 14b). Além disso, pequenos deslocamentos de banda acontecem de 1714
cm ' e de 2911 cm™, corroborando com a hipdtese de que a ligacdo do PVA com o antibidtico
causa alteragdes moleculares na matriz [48].

Por fim, na amostra contendo PVA + AgNPs + antibidtico, a analise dos espectros FTIR
revelou que as bandas em 1427, 1244, 1327 ¢ 1374 cm™" apresentaram redugdo de intensidade,
indicando alteragdes estruturais na matriz polimérica. A diminui¢cdo da intensidade da banda
em 1427 cm™, caracteristica da deformagdo CH> do PVA, sugere mudancas no ambiente
quimico das cadeias poliméricas decorrentes da interagdo com as AgNPs, que tendem a
restringir a mobilidade vibracional desses grupos. De forma semelhante, a reducdo das bandas
em 1244, 1327 e 1374 cm™, atribuidas a vibragoes de C—O, C—N, N-H e deformagdes de
CH2/CHs, reflete a incorporagdo do antibidtico (sulfato de neomicina) e possiveis interacoes
intermoleculares — como coordenacdo Ag—O e ligagdes de hidrogénio entre o PVA e o
farmaco. Em conjunto, a queda sistematica da intensidade dessas bandas confirma a presenga
simultanea do PVA, das AgNPs e do antibiotico, evidenciando modificagdes vibracionais
coerentes com a formacao do ndo tecido com principios ativos (Figura 14c) [49].

Os espectros confirmam que a estrutura principal do PVA foi preservada e mostram que
tanto as AgNPs quanto o antibiotico foram incorporados ao material. Assim, os dados obtidos
por FTIR fornecem evidéncia importantes que sustentam as etapas posteriores de

interpretacdo dos resultados de desempenho.
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Figura 14: Analise por FTIR da interacido quimica entre PVA, AgNPs e
antibiotico. a) Analise FTIR das amostras separadamente. b) Analise FTIR das
amostras sobrepostas na faixa de 700-1000cm". ¢) Analise FTIR das amostras
sobrepostas na faixa de 1000-2000cm™.
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Fonte: O autor

3.5.TESTE DE ATIVIDADE IN IBI~T(')RIA DO NAO TECIDO COM AgNPs,

ANTIBIOTICO E ASSOCIACAO

As imagens obtidas nos ensaios de halo de inibi¢do demonstram o efeito antimicrobiano
dos diferentes nao tecidos preparados frente as bactérias Staphylococcus aureus (Figura 15a) e
Escherichia coli (Figura 15b). Observou-se que, o ndo tecido apenas de PVA ndo apresentou
formagao de halo em ambas as cepas, o que confirma sua auséncia de atividade inibitéria como
j& reportado na literatura. A auséncia de atividade € coerente com o perfil quimico do PVA, ja
que sua estrutura ndo possui grupos funcionais com atividade antimicrobiana intrinseca [50].
Nos grupos contendo AgNPs, ¢ possivel identificar zonas translucidas, indicando a difusao do
agente e sua capacidade de inibir o crescimento bacteriano. Esses resultados estdo de acordo
com os estudos prévios, que mostram que as AgNPs tém mecanismos de acdo que sdo capazes
de inibir a atividade microbiana [51]. Quando o antibiotico foi associado ao PVA, também
foram observados halos de inibigdo mais evidentes, e a combinacdo antibidtico + AgNPs

resultou em halos ainda maiores, sugerindo efeito sinérgico entre eles, resultado que ¢
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amplamente na literatura e que se deve ao fato de as AgNPs aumentarem a permeabilidade da
membrana bacteriana, facilitando assim a entrada do antibiotico e aumentando seu efeito sobre

0 microorganismo [52].

Figura 15: Disco de difusao. a) Staphylococcus aureus. b) Escherichia coli.

B)

16.068mm |

Fonte: O autor

As medigdes dos halos obtidos para Staphylococcus aureus foram usadas para produzir
estatisticas contendo média e desvio padrao mostradas na Tabela 1. O material contendo apenas
AgNPs apresentou halo médio de 5,954mm, evidenciando atividade antimicrobiana moderada.
Ja o ndo tecido incorporado somente com antibidtico apresentou um halo significativamente
maior, com média de 16,068mm, demonstrando elevada eficacia do farmaco frente a bactéria
Gram-positiva. A amostra contendo a associa¢do antibidtico + AgNPs apresentou o maior halo
entre os grupos, com média de 20,528mm, sugerindo potencial melhora da atividade
antimicrobiana quando ambos os agentes sdo utilizados de maneira combinada. As medicdes
foram realizadas em triplicata, e a consisténcia entre os resultados reforca a confiabilidade dos

dados apresentados.

Tabela 1: Dados estatisticos dos discos de difusdo da Staphylococcus aureus

AMOSTRA MEDIA (mm) DESVIO PADRAO (mm)
PVA 0 0
PVA+AgNPs 5.954 0.99
PVA-+Antibiotico 16.068 0.70
PVA-+AgNPs+Antibiotico 20.528 0.24

Fonte: O autor
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Para Escherichia coli, os valores de média e desvio padrio estdo na Tabela 2 e
demonstraram um comportamento semelhante ao observado na Staphylococcus aureus, porém
com halos de menor amplitude, o que pode estar relacionado a estrutura adicional da membrana
externa tipica de bactérias Gram-negativas, que torna o microrganismo mais resistente. O nao
tecido contendo apenas AgNPs apresentou halo médio de 5,473mm, demonstrando atividade
antimicrobiana, porém inferior & observada na cepa Gram-positiva. A amostra contendo
somente o antibidtico apresentou halo médio de 8,967mm, evidenciando eficacia moderada
frente a espécie. Assim como observado para a cepa Gram-positiva, a combinag¢do antibidtico
+ AgNPs resultou no maior halo para essa bactéria, atingindo média de 15,640mm, sugerindo

novamente um possivel efeito sinérgico entre os compostos.

Tabela 2: Dados estatisticos dos discos de difusao da Escherichia coli

AMOSTRA MEDIA (mm) DESVIO PADRAO (mm)
PVA 0 0
PVA+AgNPs 5.473 1.19
PV A+Antibidtico 8.967 0.72
PVA+AgNPs+Antibiotico 15.640 1.03

Fonte: O autor
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4. CONCLUSAO

Os testes realizados demonstraram que a jun¢ao de AgNPs+antibiotico na matriz de PVA
apresentou sinergia comprovada através do aumento do halo de inibi¢do formado, em relacao
ao tamanho do halo formado com os componentes separadamente. O resultado foi refor¢ado
pela efetividade do ndo tecido tanto em uma bactéria Gram-positiva quanto em uma bactéria
Gram-negativa, que apresenta maior resisténcia a antimicrobianos.

Os resultados obtidos refor¢am o potencial terapéutico do uso combinado das AgNPs e
antibioticos como possivel alternativa para o tratamento de microrganismos resistentes
presentes em feridas. Esses resultados trazem a possibilidade de novas alternativas para o
desenvolvimento de tratamentos antimicrobianos mais eficazes € menos invasivos,
principalmente para pacientes com condi¢des que tornam as infec¢des mais graves e dificeis de

tratar.
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