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RESUMO

O desenvolvimento dos nanomateriais possibilitou aprimorar a solu¢do de problemas em
diversas areas. Na medicina o uso de nanocarreadores de farmacos contribuiu para o
desenvolvimento de novas formas de tratamento de doengas, tais como cancer e infec¢des
fungicas e bacterianas, utilizando menores concentracdes do farmaco e assim reduzindo os
efeitos colaterais do mesmo. Nanopartéulas de silica sdo esferodides de escala nanométrica,
contendo siloxano, nas quais podem ter sua superficie modificada para o transporte de
diferentes farmacos. O surgimento de novas cepas bacterianas e flngicas resistentes a
tratamentos considerados padrdoes exige que novos agentes antimicrobianos sejam
desenvolvidos. Neste trabalho foi avaliada a atividade antibacteriana e antifingica do brometo
de cetiltrimetilamdnio em nanoparticulas de silica funcionalizadas com grupamento amina
(MPSi-CTAB). A sintese do material € uma modificacio do método de Stober, onde o
tetraetoxisilano (TEOS) e o 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES) foram utilizados como fonte
de silicio e 0 CTAB como modelador da estrutura do nanomaterial. Apds a sintese foram
realizadas extracdes (uma parcial e uma extra) do CTAB, utilizando uma solu¢do HCl/Etanol
1%. O material foi caracterizado por microscopia eletronica de varredura e de transmissao
(MEV e MET respectivamente), por espectroscopia de infravermelho transformada de Fourier
(FTIR), ressonincia magnética nuclear de '*C (RMN !3C), termogravimetria (TG) para a
estimar a quantidade de CTAB (CTAB, 9,4% m/m) e potencial zeta (MPSi: +13 mV e MPSi-
CTAB: +41 mV. Os ensaios de atividade antibacteriana e antifiingica foram conduzidos em
placas de 96 pocos, diluindo em série MPSi, MPSi-CTAB e os antibidticos, nos ensaios
antibacterianos, no caso utilizando resazurina. A fim de avaliar a toxicidade do material foi
conduzido testes de agdo hemolitica com MPSi-CTAB e citotoxico com fibroblastos murinos
contra MPSi e MPSi-CTAB, ambos diluidos em série. Os resultados mostram que MPSi-CTAB
exibiu atividade antimicrobiana contra a cepa resistente a meticilina de Staphylococcus aureus
ATCC 700698 com CIM e CBM (concentra¢do inibitéria minima e concentracdo bactericida
minima, respectivamente) de 0,625 mg mL-e 1,25 mg mL-, respectivamente, A combinagdo de
MPSi-CTAB com ampicilina ou tetraciclina reduziu os valores de CIM em 32 e 16 vezes
respectivamente, além de inibir a formacdo de biofilme para as quatro cepas estudadas
(Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 e cepas
resistentes a meticilina, Staphylococcus aureus ATCC 700698 e Staphylococcus epidermidis

ATCC 35984). O material desenvolvido também exibiu atividade antifiingica contra cepas de



Candida com valores de CIM variando de 0,0625 a 0,5 mg mL+. MPSi-CTAB apresentou baixa
citotoxicidade em fibroblastos murinos, sendo que mais de 80% das células permaneceram
vidveis com 0,31 mg mL do material. Por fim, uma formulagdo em gel baseado em carbopol,
trietanolamina e MPSi-CTAB ou MPSi foram preparadas e ensaios de inibi¢do de crescimento
em placa de Petri foram avaliadas. A a¢do antibacteriana e antiftingica foi comparada a acio de
produtos comerciais (antifingico baseado em cetoconazol e dlcool em gel 70% m/m).
Observou-se também que MPSi ndo apresentou ag¢do antibacteriana, antiftingica, inibi¢ao da
formacdo de biofilme bem como citotoxicidade significativa. Estes resultados mostram o
potencial do material MPSi-CTAB para novas pesquisas, visando o desenvolvimento de
tratamentos ou prevencao de infec¢des causadas por espécies de Staphylococcus resistentes a

meticilina e de Candida.

Palavras-chave: nanoparticulas; silica funcionalizada; Brometo de cetiltrimetilamonio;

Staphylococcus; Candida.



ABSTRACT

The development of nanomaterials has enabled the improvement of problem-solving in various
fields. In medicine, the use of drug nanocarriers has contributed to the development of new
forms of disease treatment, such as cancer and fungal and bacterial infections, by employing
lower drug concentrations, thereby reducing their side effects. Silica nanoparticles are
nanoscale spheres containing siloxane, whose surface can be modified for transporting different
drugs. The emergence of new bacterial and fungal strains resistant to standard treatments
demands the development of new antimicrobial agents. In this study, the antibacterial and
antifungal activity of cetyltrimethylammonium bromide in silica nanoparticles functionalized
with amine groups (MPSi-CTAB) was evaluated. The material synthesis is a modification of
the Stober method, where tetracthoxysilane (TEOS) and 3-aminopropyltriethoxysilane
(APTES) were used as silicon sources and CTAB as a structure modulator of the nanomaterial.
After synthesis, extractions (partial and full) of CTAB were performed using a 1% HCI/Ethanol
solution. The material was characterized by scanning and transmission electron microscopy
(SEM and TEM respectively), Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR), '*C nuclear
magnetic resonance (NMR 3C), thermogravimetry (TG) to estimate the amount of CTAB
(CTAB, 9.4% w/w), and zeta potential (MPSi: +13 mV and MPSi-CTAB: +41 mV).
Antibacterial and antifungal assays were conducted in 96-well plates, diluting MPSi, MPSi-
CTAB, and antibiotics in antibacterial assays, using resazurin. To evaluate material toxicity,
hemolytic action tests were conducted with MPSi-CTAB and cytotoxic tests with murine
fibroblasts against MPSi and MPSi-CTAB, both serially diluted. The results showed that MPSi-
CTAB exhibited antimicrobial activity against methicillin-resistant Staphylococcus aureus
ATCC 700698 with MIC and MBC (minimum inhibitory concentration and minimum
bactericidal concentration, respectively) of 0.625 mg m L' and 1.25 mg mL"!, respectively, The
combination of MPSi-CTAB with ampicillin or tetracycline reduced MIC values by 32 and 16
times, respectively, besides inhibiting biofilm formation for the four strains studied
(Staphylococcus aureus ATCC 25923 and Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 and
methicillin-resistant strains, Staphylococcus aureus ATCC 700698 and Staphylococcus
epidermidis ATCC 35984). The developed material also exhibited antifungal activity against
Candida strains with MIC values ranging from 0.0625 to 0.5 mg m L-!. MPSi-CTAB showed
low cytotoxicity in murine fibroblasts, with over 80% of cells remaining viable with 0.31 mg

m L' of the material. Finally, a gel formulation based on carbopol, triethanolamine, and MPSi-



CTAB or MPSi was prepared, and growth inhibition assays in Petri dishes were evaluated. The
antibacterial and antifungal action was compared to that of commercial products (ketoconazole-
based antifungal and 70% w/w alcohol gel). It was also observed that MPSi showed no
antibacterial, antifungal, biofilm formation inhibition, or significant cytotoxicity. These results
demonstrate the potential of MPSi-CTAB material for further research aimed at developing
treatments or prevention of infections caused by methicillin-resistant Staphylococcus species

and Candida.

Keywords: nanoparticles; functionalized silica; Cetyltrimethylammonium bromide;

Staphylococcus; Candida.
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1 INTRODUCAO

1.1 Nanoparticulas como carreadores em medicina

O desenvolvimento dos nanomateriais abriram uma nova fronteira nas ciéncias
integrando conhecimentos da fisica, quimica e biologia para a solu¢do de problemas em
diferentes areas (Mazari et al., 2021). Na 4drea da satde esses materiais possibilitaram uma
grande evolu¢do no desenvolvimento de tratamentos para diversas doencgas, incluindo cancer
(Damodharan, 2021). Na agronomia as aplicacdes envolvem melhora do crescimento e protecao
das plantas para melhorar a producdo (Khot et al., 2012) ao passo que podem ser aplicados
também na remocgao de poluentes organicos como pesticidas (Lu e Astruc, 2020); na engenharia
as caracteristicas mecanicas peculiares desses materiais possibilitaram o desenvolvimento de
baterias mais eficientes e concreto mais resistente as intempéries ambientais, por exemplo
(Gajanan e Tijare, 2018; Armand e Tarascon, 2008).

Na medicina diversos nanomateriais sdo estudados, entre eles estdo nanoparticulas
metalicas, pontos quanticos, nanotubos de carbono e nanocompdsitos de argila e zedlitas que
podem ser utilizados na entrega de fairmacos, como agentes antimicrobianos, constru¢do de
nanomdaquinas e geracdo de nanoimagem (Damodharan, 2021). Nas duas tltimas décadas mais
de 30 mil publicagdes foram feitas sobre o desenvolvimento de materiais para a entrega de
farmacos baseados em nanoparticulas, evidenciando o interesse académico neste tipo de

material (Figura 1).

Figura 1 — Numero de publica¢des envolvendo as palavras-chave: “nanoparticles” e “drug
delivery”, realizado na SCOPUS em 25/01/2024.
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O surgimento de novas enfermidades torna emergente o desenvolvimento de novas
formas de tratamento. Com os avancos das técnicas de sintese de caracterizacdo € possivel
modular as caracteristicas fisico-quimicas das nanoparticulas como tamanho, forma, carga
superficial e funcionalizagdo, que promovem a reten¢do e liberacdo controlada de diversas
moléculas (Kassem et al., 2024). Além disso, o uso de nanoparticulas como carreadores de
farmacos pode permitir a redugdo dos efeitos colaterais e a quantidade de formaco administrada
(da Silva Filho et al., 2019).

Na Figura 2 observa-se a relacdo entre a concentracdo de um farmaco pelo tempo de
administracdo, cuja entrega controlada mantém a concentracdo em niveis seguros, enquanto a
aplicagdo convencional de certas doses, em momentos distintos, o fdrmaco pode ser
eventualmente danoso ou ndo apresentar o efeito desejado (Aouda e Mattoso, 2009). Entre os
diversos tipos de nanoparticulas destacam-se os materiais baseados em silica devido a sua
estabilidade térmica, capacidade de funcionalizacdo e modificacdo de superficie, bem como

biocompatibilidade (Metin et al., 2011; Li et al., 2021).

Figura 2 — Efeito sobre a concentracdo sanguinea do farmaco apds a administracdo
convencional e a libera¢do controlada.
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1.2 Materiais de silica

As nanoparticulas de silica sdo materiais de formato esferdide e que possuem seus
atomos de silicio ligados ao oxigénio, formando uma estrutura base de siloxano (O—Si— O),
sendo mais comumente empregado o processo sol-gel de sintese, que compreende a formacao
de uma suspensao coloidal (Singh et al., 2014). Um outro processo também utilizado no preparo
de nanoparticulas de silica tem sido o método de microemulsido, quando se utilizam micelas
formadas por dleos e surfactantes como modelador e reator desses materiais (Singh et al., 2014).

O mecanismo de formacdo desse material compreende a hidrdlise da fonte de silicio,
quer seja o precursor um composto inorganico (silicatos) ou organico (alcéxidos de silicio),
gerando diferentes graus de condensacdao (Vallet-Regi et al., 2022) (Figura 3). A hidrdlise
realizada em meio 4cido forma uma suspensdo com menor grau de condensacdo, pois ocorre
uma taxa menor de nucleacdo, formando oligdmeros lineares, enquanto a sintese em meio
basico forma oligobmeros com ligacdo cruzada aumentando a velocidade de nucleacdo e
consequentemente o grau de condensacdo. Devido a isso a hidrélise 4dcida é mais adequada
quando se deseja obter formas mais variadas como estruturas em tubo, esferas ocas ou particulas

esféricas com nanocanais (Lin e Mou, 2002).

Figura 3 — Representa¢ao do mecanismo de formacao de oligdmeros de siloxano.
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No processo sol-gel de sintese de nanoparticulas de silica destaca-se 0 método de Stober.
Descrito em 1968 por Stober, esse método emprega um alcéxido de silicio, etanol para dispersar
a suspensdo reduzindo a alta taxa de nuclea¢do promovida pela catdlise bisica com amonia,
obtendo-se esferas de silica amorfa na faixa de 50 a 200 nm (Stober, Fink e Bohn, 1968).
Posteriormente foi observado que a modificagdo das condicdes experimentais alterava as
caracteristicas do material, entre elas pode-se destacar o uso de surfactantes como brometo de
cetiltrimetilamonio e cloreto de n-hexadecilpiridinio como modeladores (Wu e Lin., 2013)

(Figura 4).

Figura 4 — Esquema de formacdo de nanoparticulas porosas por surfactante para posterior
carreamento de famacos.

Adicéo da
fonte de Si % Automontagem
= G —
/ Surfactante

/ Remocgdo do

Poros Adicdo de fArmaco Liberacdo controlada
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Os surfactantes, baseados em compostos quaternarios de amonio, por apresentarem uma
cadeia apolar seguido de uma cabeca polar formam micelas estdveis em solucdo, que podem
apresentar diferentes tamanhos e formas dependendo do comprimento e da concentracdo do
surfactante (Huo et al., 1996). Apds a remocdo do surfactante das nanoparticulas, formam-se
poros de dimensdes uniformes. Assim, uma das principais caracteristicas modificdveis é o
tamanho dos poros, nos quais subdividem os materiais porosos como microporosos (menores
que 2,0 nm), mesoporosos (entre 2,0 e 50 nm) e macroporosos (maiores que 50 nm) (El-Safty

et al., 2005).
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A capacidade de modificacdes na superficie e dos poros desses materiais tornou possivel
realizar diversos estudos de retencdo e liberacdo de moléculas de interesse terapéutico
destacando-se: RNA com células-alvo especificas (He et al, 2024); 6xido nitrico (NO) para o
tratamento de cincer (Stevens et al., 2010); funcionaliza¢do da superficie com peptideos para
diagnostico por imagem (Hu, Xiao e Zhang, 2016); funcionalizagdo com biopolimeros para a
entrega de doxorubicina (Enyu et al., 2024); carreamento de Ca para melhora do processo de
cicatrizacao (Haseef et al., 2024); transporte de insulina (Hu et al., 2016) e combina¢do com
antibidticos para ac¢do antimicrobiana em cimento dsseo (Yang et al., 2023). Tendo isso em
vista, as nanoparticulas de silica ganharam destaque, devido as diversas possibilidades de
aplicagdo. Assim, o interesse académico por estudos envolvendo esses materiais aumenta

continuamente, resultando em centenas de publica¢des nos tltimos anos (Figura 5).

Figura 5 — Numero de publicacdes envolvendo as palavras-chave: “silica nanoparticles” e
“drug delivery”, realizado na base de dados SCOPUS em 25/01/2024.
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1.3 Algumas bactérias e fungos impactantes na satide humana
1.3.1 Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis sio os membros mais importantes

desse género de bactérias devido a sua importancia clinica, sendo distribuidos pelo globo. A

elevada densidade demografica (observada na Asia) e a falta de estudos amplos dificultam a
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obtencio de dados epidemiolégicos seguros sobre isolados clinicos (observado na Africa)
somados a alta capacidade de S. aureus de adquirir resisténcia a novos antibidticos torna
emergente novos estudos sobre antimicrobianos capazes de combater esses patégenos (LEE et
al., 2018).

S. aureus e S. epidermidis apresentam as seguintes caracteristicas gerais: formato
cocotide; ndo apresenta estruturas que proporcionem mobilidade e sdo coagulase-positiva e
coagulase-negativa, respectivamente (NAMV AR et al, 2014). Fazem parte do microbioma do
corpo humano, colonizando principalmente a mucosa o sistema respiratorio superior, perineo e
na pele, no caso da S. epidermidis (OTTO, 2012). As principais formas de disseminacdo da
infeccdo sdo pelo contato de microferimentos abertos com dreas contaminadas, no entanto a
presenca de adesinas (componentes presentes nas membranas celulares externas) que
promovem a adesdo mesmo em superficies metdlicas ou polimeros pldsticos como instrumentos
de uso hospitalar (LEE et al, 2018).

S. aureus € considerado responsavel por 76% das infec¢des de pele (Mcdougal et al.,
2006), no qual provoca cerca de 5 milhdes de visitas hospitalares por ano (Hersh et al., 2008).
Esta bactéria estd associada a dermatite atopica (DA) (Iwamoto et al., 2019), que € detectada
em aproximadamente 70% dos pacientes com lesdes de pele e 39% dos pacientes com DA sem
apresentar lesoes (Feltz et al., 2016), contudo € raramente detectada em pele sauddvel (Hendriks
etal., 2021). Por outro lado, Staphylococcus epidermidis foi considerado por muito tempo como
um microrganismo inofensivo, porém esta bactéria tem sido um dos principais agentes
patogénicos associados as infeccdes nosocomiais em pacientes imunocomprometidos,
imunossuprimidos e hospitalizados em estado critico (McCann, Gilmore e Gorman, 2008),

causando infec¢des oportunistas (Nguyen et al., 2017).

1.3.2 Candida

Existem aproximadamente 150 espécies capazes de infectar humanos, sendo a C.
albicans o principal representante desse género. No cendrio atual, infec¢des por Candida nao-
albicans (Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida krusei, Candida dubliniensis)
tornaram-se frequentes, podendo ser considerados como patégenos emergentes em humanos
(Deorukhkar. Saini e Mathew, 2014; Ruhnke, 2006).

Assim como algumas bactérias, espécies de Candida habitam a mucosa oral e vaginal
sem provocar danos, porém infec¢des podem ser desenvolvidas caso o hospedeiro apresente

alguma falha no sistema imunoldgico, tornando a Candida um patégeno oportunista
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(TALAPKO et al, 2021). Lesdes no sistema gastrointestinal podem agravar o quadro clinico,
bem como uso de equipamentos intravenosos contaminados, favorecendo infec¢des sist€micas
por Candida spp. nas quais € atribuida uma alta taxa de mortalidade (Henriques e Williams,
2020). Esta situag@o € preocupante, pois infecgoes por C. krusei provocam uma alta taxa de
mortalidade (40 a 58%) e apresentam pouca resposta a terapias baseadas em fluconazol
(G6émez-Gaviria e Mora-Monte, 2020).

Em 2022, a Organiza¢do Mundial de Saidde colocou C. auris, C. albicans, C. tropicalis
e C. parapsilosis na lista de alta prioridade (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2022)
devido a patogenicidade e a resisténcia aos tratamentos conhecidos. Atualmente sdo conhecidas
apenas 4 classes de antifiingicos contra Candida: os azols (fluconazol, itraconazol,
isavuconazol, posaconazol e voriconazol), polienos (amprotericina B e formulagdes lipidicas),
equinocandinas (anidulafungina, caspofungina e micafungina) e pirimidina (ARENDRUP e
PATTERSON, 2017), o que torna emergente o desenvolvimento de novos antifingicos.

Diferentemente de S. epidermidis e S. aureus, a C. albicans nao possui a capacidade de
induzir resisténcia horizontal (liberacdo de genes que sao posteriormente assimilados por outras
células), porém o uso prolongado de antiftingicos e longos periodos de internacido t€m sido
apontado como a principal forma de desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana por
Candida spp (ARENDRUP e PATTERSON, 2017). Além disso, C. auris foi identificada como
um fungo resistente a varias classes de antibidticos (JEFFERY-SMITH et al., 2018).

1.4 Resisténcia Antimicrobiana e Biofilmes

A resisténcia antimicrobiana € uma problematica de interesse global, provocando
prejuizos socioecondmicos todos os anos. Apenas em 2019, 1,27 milhdes de mortes foram
atribuidas e 4,95 milhdes houve contribui¢do de patdégenos resistentes (Murray et al., 2022). A
aquisicao de resisténcia € um processo natural quando o microrganismo € exposto a quantidades
ndo letais de moléculas potencialmente danosas, porém esse processo € acelerado quando o uso
de antibidticos € feito de forma inadequada (Larsson e Flach, 2022).

Alguns mecanismos de resisténcia sdo conhecidos, sendo os mais importantes a ativagao
das bombas de efluxo, alteragdo dos sitios ativos de interacdo e produgdo de enzimas capazes
de neutralizar moléculas nocivas a célula e formacao de biofilme (KHAMENEH et al, 2016).
Esses mecanismos sdo regulados pela expressao de genes nos quais conferem resisténcia e estao
relacionados com a viruléncia do patégeno, por exemplo a C. krusei € classificada como um

fungo resistente a fluconazol e cepas de S. aureus resistente a meticilina (Samaranayake e
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Samaranayake,; Bal et al., 2017). A viruléncia de um microorganismo € a capacidade causar
dano ao hospedeiro, sendo potencializada pela presenca de mecanismos de adesao a superficies
e protecdo da coldnia (Cavalheiro e Teixeira, 2018).

Os biofilmes sdo agradados de células envolvidas numa matriz extracelular composta
por polissacarideos, proteinas e lipidios e até DNA extracelular, formando uma barreira fisica
e quimica, impedindo o contato direto e neutralizando moléculas potencialmente nocivas
(Kostakioti, Hadjifrangiskou, Hultgren, 2013). Além disso, a estrutura complexa dos biofilmes
confere resisténcia mecanica ao aglomerado e permite a comunicagdo intercelular por quorum
sensing (que € a expressdo de genes em resposta a interagdo com outras células, permitindo a
passagem de moléculas sinalizadoras e nutrientes (MILLER e BASSLER, 2011). Apesar de ser
um aspecto importante da viruléncia de patégenos produtores de biofilme, como
Staphylococcus e Candida, a sua formacdo depende das condi¢des de desenvolvimento da
colonia, que ocorre em alguns estagios (Kostakioti, Hadjifrangiskou, Hultgren., 2013) (Figura
6).:

1. No primeiro momento, as células em estdgio planctonico fixam-se em uma superficie
(tecido vivo ou ndo) de forma fraca por meio de interacdes de Van der Walls pela
producio de adesinas;

2. Crescimento da coldnia e produgdo da matriz extracelular para protecdo e favorecimento
de intera¢des mais forte com a superficie;

3. No terceiro estagio o biofilme comega a desenvolver uma estrutura mais complexa;

4.  Amadurecimento do biofilme e aprimoramento da estrutura;

5. Desprendimento de parte da colonia para fixar-se em outras superficies

Figura 6 — Estdgios de formacdo de biofilme.

Fonte: SANDLE, 2013 (© Creative Commons Library)
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Apesar de colonizarem o corpo humano, S. aureus, S. epidermidis e Candida spp.. Esses
microrganismos sdo considerados patégenos oportunistas especialmente para pacientes que
receberam tratamento prolongado com antibidticos, agravando infeccdes superficiais
(candidiase vulvovaginal e abscessos formados por cepas de Shaphylococcus) para infec¢des
sist€émicas graves (bacteremia e candidemia) por meio de procedimentos cirirgicos, levando a
obito grande parte dos pacientes (Eggimann, Garbino e Pittet, 2003; Kotey et al., 2021; Bal et
al., 2017). A previsdo para 2050 pela OMS de mortes de 700 mil pessoas por ano no mundo
patogenos resistentes a antimicrobiano e gere um gato acumulado de 8 trilhdes de euros (DOI:
10.11576/seejph-4312), evidenciando preocupacao a nivel mundial quanto a desenvolver novas

formas de tratamento.

1.5 CTAB em nanoparticulas e acdo antimicrobiana

A recente situagdo pandémica trouxe urgéncia para o desenvolvimento de novas
terapias, inclusive para tratamentos contra agentes patogénicos novos ou negligenciados. O
brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB) é um agente germicida, frequentemente utilizado em
desinfeccdo e sanitizagdo. Este composto € considerado seguro e de baixo custo para
esterilizacao de ambientes (Denyer e Hugo, 1977; Naves et al., 2013). Além disso, o CTAB ¢
um dos principais componentes utilizados na extragdo de dcidos nucléicos de bactérias, fungos
(Bellamy e Ralph, 1968), plantas (Minas et al., 2011), e patégenos que provocam pneumonia
(Lapa et al., 2020), além de apresentar propriedades antivirais (Ly-Chatain et al., 2013; Sands,
1986). Este agente tem sido utilizado também para facilitar a lise celular pelo rompimento das
estruturas de virion (Sharma et al., 2020). Essas propriedades tém estimulado o estudo do
CTAB como um agente antibacteriano em combina¢do com nanoparticulas de prata (Chang et
al., 2017; Jang et al., 2015), ciclodextrina (Zhou et al., 2017), membrana filtradoras (Cihanglu
e Altinkaya, 2020), nanotubos de carbono (Bai et al., 2011), ferrita (Chen et al., 2014) e zedlitas
(Mad Salim et al., 2014).

Na sintese de materiais mesoporosos, 0 CTAB é empregado como um direcionador de
poros que atua como um “template” especialmente em nanoparticulas baseados em silica (Lin
e Mou, 2002; Tang, Li e Chen, 2012; Wu e Lin, 2013). No entanto, depois da formacao do
material o surfactante é removido por calcinacdo ou por extracdo liquida utilizando meio
etanolico (Wu e Lin, 2013). Alguns estudos apontam que uma extracdo liquida simples nao

remove completamente o CTAB, o qual permanece nas estruturas mais internas dos poros,
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exigindo tratamentos mais severos (Feng et al., 2014; Giménez, Ybarra e Soler-Illia, 2020;
Kumar et al., 2006). Infelizmente, a extracdo liquida € a Unica alternativa quando compostos
organicos sdo empregados para formar a particula via processo de co-condensacao (Gomes et
al., 2014) ou agentes silantes como o aminopropiltrietoxisilano (APTES) (da Silva Filho et al.,
2019). A possivel interferéncia de tracos de CTAB dentro das nanoparticulas na atividade
antimicrobiana de materiais baseados em silica ndo foi completamente investigada.
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) é a principal causa de
mortalidade relacionada a infec¢des, provocando 50% dos 6bitos apds 90 dias de bacteremia
(Bal et al., 2017). Tendo isso em vista, é necessdrio investigar novos tratamentos e fairmacos,
incluindo o uso combinado de agentes antibacterianos. A silica € um material autorizado pelo
U.S Food and Drug Administration (Food and Drug Administration (FDA), 2017), sendo
classificado como “geralmente reconhecido como seguro” (GRAS) para uso em cosméticos e
aditivos alimentares (Roy, 2012). Para aplicagdes topicas, nanoparticulas t€m mostrado baixa
toxicidade, por exemplo doses de 2,000 mg kg-1 aplicadas durante 90 dias em ratos nao
provocaram nem mesmo lesdes na pele (Ryu et al., 2014). Estudos recentes, empregando
cremes para tratamentos topicos (Li et al., 2014; Lin et al., 2018; Sapino et al., 2015)
evidenciaram a silica como um veiculo promissor. Por esta razdo, neste trabalho, foi estudada
a acdo da silica funcionalizada com APTES contendo tragcos de CTAB combinada ou ndo com
antibidticos (tetraciclina e ampicilina) sobre cepas resistentes e sensiveis a meticilina de
Staphylococcus (S. aureus € S epidermidis) e também sobre os fungos Candida (C. albicans,

C. tropicalis, C. parapsilosis e C. kruset).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial de nanoparticulas de silica mesoporosa amino funcionalizada
contendo quantidade reduzida de brometo de cetiltrimetilamdnio contra o crescimento in vitro

de espécies de Candida e Staphylococcus.

2.2 Objetivos Especificos

e Preparar uma formulacido em gel baseado em carbopol contendo nanoparticulas
de silica amino funcionalizada com quantidade reduzida de CTAB;

e Comparar a agdo fungicida e bactericida da formulacdo em gel contra cepas de
Candida e Staphylococcus com produtos comerciais;

e Determinar a concentracdo inibitéria minima, concentracdo fungicida e
bactericida minimas de nanoparticulas de silica contendo CTAB contra cepas de
Candida e Staphylococcus;

e Realizar ensaios de inibicdo de formacdo de biofilme de cepas de
Staphylococcus contra nanoparticulas de silica contendo CTAB;

e Determinar a atividade hemolitica e viabilidade celular de fibroblastos das

nanoparticulas de silica contendo CTAB.
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3. METODOLOGIA

3.1 Materiais

3-aminopropiltrietoxisilano (= 98%, APTES, Sigma-Aldrich), tetraetoxisilano (< 98%,
TEOS, Sigma-Aldrich), hidr6xido de amoénio (28%, NH4OH, Synth), etanol (95%, Dynamics)
e brometo de cetiltrimetilamonio (=99%, CTAB, VETEC). Coomassie Brilliant Blue G-250
(CBB, SIGMA), Acido ortofosférico (85%, Dinamica). Os antibidticos utilizados nos ensaios
antibacterianos foram: ampicilina sédica (AMP, Sigma), cloridrato de tetraciclina (TETRA,
Sigma). Nos ensaios combinados foi utilizado a resazurina (Sigma) como indicador
colorimétrico. Os meios de cultura utilizados foram caldo triptico de soja (TSB, KASVI), dgar
triptico de soja (TSA, KASVI), Sabouraud (KASVI), agar Mueller Hinton (MHA, KASVI),
creme antifiingico baseado em cetoconazol (2% m/m, CIMED Industria Farmacéutica, Pouso
Alegre, MG, Brasil), creme antibacteriano baseado em mupirocina (2% m/m, Prati Industria
Farmacéutica, Toledo, PR, Brasil), dlcool em gel (70% m/m de etanol). As cepas bacterianas
foram divididas em dois grupos, cepas sensiveis: Staphylococcus aureus ATCC 25923 e
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 e cepas resistentes a meticilina: Staphylococcus
aureus ATCC 700698 e Staphylococcus epidermidis ATCC 35984. Para os testes de atividade
antifingica foram utilizadas 7 cepas de Candida: C. albicans ATCC 10231, C. albicans ATCC
64124, C. tropicalis ATCC 750, C. tropicalis ATCC 13803, C. parapsilosis ATCC 90018, C.
parapsilosis ATCC 22019 e C. krusei ATCC 6258.

3.2 Sintese de MPSi-CTAB e MPSi

A sintese do material MPSi-CTAB e MPSi foi realizada a partir de procedimento ja
descrito na literatura (da Silva Filho et al., 2019). Em um Erlenmeyer de borosilicato de 250 ml
foram adicionados 100 mL de 4gua destilada seguidos de 0,1 g de CTAB e 2 mL. NH4OH 28%.
Antes de prosseguir com a sintese, foram preparadas 11 mL de duas solucdes etandlicas: 1.
TEOS (9,0%) e outra 2. APTES 9,0%. O reator foi entdo levado a um banho ultrassénico (42
kHz). As solucdes de TEOS e APTES foram adicionadas alternadamente a cada 2 mL no reator
de modo que o tempo total da sintese ocorreu em 15 min. Encerrado esse processo, o material
foi centrifugado em tubos Falcon de 50 mL por 10 min a uma velocidade de 2.500 rpm. O
sobrenadante foi removido e o precipitado gerado foi mantido no tubo de centrifugagdo e

lavado, sequencialmente, duas vezes com etanol, uma vez com 4gua destilada e uma vez com
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acetona. Apds o processo, o solido resultante foi transferido para uma superficie plana de uma
placa de vidro no qual foi seco por 24 h a 30 °C.

Para realizar a extragao do CTAB foi adicionado 4,00 g do material sintetizado na etapa
anterior a 100 mL de uma solugdo 1,0 % de HCIl em etanol mantidos em um erlenmeyer de
borosilicato de 250 mL. A mistura foi agitada com o auxilio de uma barra magnética a
temperatura ambiente por 24 h. O material foi lavado duas vezes com etanol e entdo 100 mL de
etanol foram adicionados, essa mistura foi mantida sob agitacdio magnetica por 24 h, a
temperatura ambiente. Posteriormente, essa amostra foi ainda lavada duas vezes com etanol e
uma vez com acetona. O solido foi seco a 30 °C por 24h, e denominado MPSi-CTAB.

A fim de remover tracos de CTAB foi realizada uma nova extragao do material MPSi-
CTAB. Em um erlenmeyer de 100 mL foram adicionados 1,00 g de MPSi-CTAB a 50 ml de
dgua. A mistura foi agitada a temperatura ambiente por 24h. Apds esse processo o material foi
ainda lavado duas vezes com etanol, uma vez com 4gua e duas vezes com acetona. O sdlido,

seco a 30 °C por 24 h, foi denominado MPSi.

3.3. Caracterizacao de MPSi-CTAB e MPSi

A caracterizacdo dos materiais sintetizados foi realizada por espectroscopia vibracional
no infravermelho com transformada de Fourier (do inglés, FTIR), termogravimetria (TG),
ressonancia magnética nuclear de 13C e potencial Zeta.

Os espectros de FTIR foram obtidos utilizando um espectrometro FTLA 2000 (ABB)
em um intervalo de 4000 a 400 cm! com resolu¢do de 4 cm™'. A termogravimetria foi conduzida
em uma termobalangca modelo SHIMADZU TGA-60 de 25 a 1000 °C a uma taxa de 10 °C min
I'em meio de ar sintético com fluxo de 50,0 mL min!. O espectro de ressonincia magnética
nuclear de polariza¢do cruzada de estado sélido ('*C CP/MAS NMR) foi coletado em um
espectrometro Oxford AS400 NMR a 100 MHz com uma frequéncia de rotacdo de amostra de
3 kHz. A andlise da Potencial Zeta foi obtida por meio de um Nano Zetasizer modelo Malvern

ZS utilizando uma suspensdo aquosa em uma concentra¢do de 0,5 mg mL! em pH 7,0.

3.3.1 Identificacdao do CTAB via Colorimetria

A fim de identificar o CTAB presente na silica foi empregado um método
espectrofotomético na regido do visivel, alternativo ao FTIR e TG. O CTAB € um interferente

no método de Bradford de quantificacdo de proteinas aumentando a intensidade do sinal na



32

regido do espectro em 590 nm (Aminian et al., 2013). Portanto, escolheu-se o corante
Coomassie Brilliant Blue G-250 (CBB) como espécie absorvente para auxiliar na identificacdo
do CTAB. A silica pode ser dissolvida em pH superior a 13, e que precipita em valores menores
de pH (Lin e Mou, 2002). Portanto, a abertura do material sintetizado para a liberagdo do CTAB
foi realizada seguindo esses resultados. Foram adicionados 2,0 mL de NaOH 3 mol L' a 170
mg do material de silica em tubos de ensaio de borosilicato e levados para banho ultrassénico
por 3 min e entdo aquecidos a 65 °C por 10 min em banho-maria. Nesta etapa, a suspensao,
uma vez de aspecto branco e opaco, torna-se translicida. Apds o resfriamento para a
temperatura ambiente foi adicionado 2,0 mL de HCI 3 mol L"! para precipitar os componentes
dos materiais (TEOS e APTES) exceto o CTAB. A suspensdo foi centrifugada por 10 min a
3500 rpm e o sobrenadante reservado para andlise. Em seguida, uma aliquota de 10 pL do
sobrenadante e 750 uL de uma solugdo de Comassie Brliliant Blue G-250 (CBB) (100 mg L/,
preparada conforme descrito na literatura por Bradford, 1976) foram adicionadas a uma cubeta
descartdvel de 1 cm de caminho 6tico. As medidas de absorbancia em 590 nm realizadas

imediatamente apds o preparo da mistura na cubeta.

3.4. Producao da formulacao Gel-MPSi-CTAB

Para a producao do gel contendo MPSi-CTAB foi utilizado uma formulagao hidrofilica
baseada em carbopol 940. Em um béquer de vidro foi dissolvido 250 mg de carbopol 940 em
25 mL de trietanolamina 2% (pH = 8,3). Uma outra mistura foi preparada, dispersando 250 mg
de MPSi-CTAB em 25 mL de trietanolamina (2%) em banho ultrassénico por 8 min. O
contetddo dos recipientes foi misturado e homogeneizado, formando um gel denominado Gel-

MPSi-CTAB.



33

3.5 Ensaios antifingicos

3.5.1 Teste de susceptibilidade antifiingica in vitro

Os ensaios de atividade antifugica do material sintetizado foram realizados no
Laboratério de Genética Molecular da Universidade Federal do Ceard. O método de
microdiluicdo em caldo foi utilizado para determinar a susceptibilidade de cepas de Candida a
MPSi-CTAB nos quais seguiram o modelo do Clinical and Laboratory Standards Institute —
CLSI (M27-A3) com algumas modificagdes. O material MPSi-CTAB foi ressuspendido em
dgua ultrapura e estéril (1 mg mL"), levado para banho ultrassonico (42 kHz). Uma dilui¢do
dupla seriada de MPSi-CTAB foi realizada em caldo de dextrose Sabouraud em placas de 96
pocos em U. As cepas de Candida foram cultivadas em caldo de dextrose Sabouraud cuja
concentracdo foi ajustada para 1x10° unidades formadoras de col6nia por mililitro (UFC mL™")
entdo inoculadas nos pogos e incubadas por 24 h a 35 °C. O controle positivo e negativo foram
0s pocos que continham apenas o meio de cultura e as células inoculadas na auséncia de MPSi-
CTAB, respectivamente. A concentragdo inibitéria minima (CIM) foi definida como a menor
concentracdo em que niao houve crescimento visivel, sendo posteriormente confirmado pela
leitura da absorbancia em 620 nm. Destes pogos, 5 uLL foram coletados, inoculados em placas
de Petri contendo agar Sabouraud e incubadas por 24 h a 35°C para determinar a concentracao
fungicida minima (CFM) que eliminou cerca de 99,9 % dos inoculados. Todos os testes foram

realizados em triplicata.

3.5.2 Atividade antifiingica do Gel-MPSi-CTAB

Os testes de difusdo em dgar foram adaptados do documento CLSI M44-A2. A
densidade celular das culturas de Candida foi ajustado para 0,5 na escala de McFarland e
inoculada em placas de Petri contendo dgar Sabouraud, utilizando um bastdo com algodao
estéril saturado com a suspensao do indculo e incubadas por 24 h a 35 °C. As aliquotas de Gel-
MPSi-CTAB, do creme contendo cetoconazol e dlcool em gel (70% m/m) foram depositadas
sobre as placas com o auxilio de uma seringa hipodérmica sem agulha. Os diametros das zonas
de inibicao foram medidos com o auxilio de um paquimetro e o resultado foi comparado com

creme comercial baseado em cetoconazol.
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3.6 Ensaios antibacterianos

3.6.1 Determinagao de CIM e CBM

Os ensaios de atividade antibacteriana do material sintetizado foram realizados no
Laboratério Integrado de Biomoléculas (LIBS) da Universidade Federal do Ceard. Os ensaios
de microdilui¢do em caldo foram realizados em placas de 96 pocos de poliestireno de fundo
plano. Os pogos da linha A foram preenchidos com 100 puL. de uma solucdo de TSB contendo
10,00 mg mL-' de MPSi ou MPSi-CTAB e entdo realizada uma dilui¢do seriada de base 2,
obtendo-se concentra¢des de 10,00 a 1,56 x10' mg mL-!. Posteriormente 100 puL de uma
suspensdo bacteriana a 2,0x10% UFC mL! foi adicionada a placa, obtendo-se concentracdes das
nanoparticulas variando de 5,00 a 7,81x102 mg mL!. Por fim, a concentracdo final da
suspensdo bacteriana foi de 1,0x10° UFC mL"! para um volume final de 200 uL. As placas
foram incubadas por 24 h a 37 °C. Para a CIM da ampicilina (AMP) e da tetraciclina (TETRA)
foram realizados ensaios separados onde foi realizada uma dilui¢do seriada de base 2 cujas
concentragdes finais variaram de 0,04 a 1000 ug mL! e de 0,39 a 100 pg mL!, respectivamente.
A CIM foi considerada como a menor concentracio na qual ndo foi observada turbidez. A CBM
foi determinada coletando 10 uL, inoculando em uma placa de Petri contendo TSA e incubada

por 24 h a 37 °C e considerada como a menor concentracdo em que nao foi observada UFC.

3.6.2 Avaliacdo do efeito de MPSi-CTAB associado a antibioticos

A avaliacdo do potencial antibacteriano da combinacdo entre os antibidticos e MPSi-
CTAB foi adaptada de metodologia ja relatada da literatura (Lechartier, Hartkoorn e Cole,
2012; Rosato et al., 2007). Duas combina¢des foram preparadas (MPSi-CTAB + TETRA e
MPSi-CTAB + AMP) e avaliadas contra cepas resistentes aos respectivos antibiéticos
(Staphylococcus aureus ATCC 700698 e Staphylococcus epidermidis ATCC 35984). Em
microplacas de poliestireno de 96 pocos de fundo plano (Figura 7), foram preparadas
suspensoes com 4 vezes a CIM. Adicionou-se 100 uL da dispersdo das nanoparticulas nos pogos
(A1l a A6) e diluidas seriadamente em base 2 (A a H), tendo um volume final de 50 uL. Em
outra microplaca, 150 uL dos farmacos foram adicionadas nos pocos (A a H), diluidas em série
de base 2 (pogos 1 a 6) e transferidas 50 uLL para a microplaca contendo as nanoparticulas. A
suspensao bacteriana (100 puL) foi adicionada a mesma placa onde obteve-se uma concentra¢ao

de 1x10° UFC mL™* onde a concentracao final dos farmacos foi de 1, 1/2, 1/4 of 1/8, 1/16 ¢
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1/32 da CIM (Odds, 2003) (Figura 7). A incubacao foi realizada a 37 °C por 24 h. Nas colunas
7 a 10 foram adicionados os farmacos na CIM, MPSi-CTAB na CIM, controle e meio de cultura
estéril, respectivamente.

Figura 7 — Representacdo das placas com as concentracdes finais (diluicdo seriada 2 em relagao
CIM) para os ensaios combinados contra MRSA: a) S. aureus contra MPSi-CTAB + AMP; b)
S. epidermidis contra MPSi-CTAB + AMP e c) S. aureus contra MPSi-CTAB + TETRA.
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Fonte: O autor.

Apos o preparo, as placas foram analisadas pelo ensaio de resazurina e turbidimetria,
para isso uma solucdo de resazurina a 0,25% foi preparada, utilizando uma solucdo tampao
fosfato 0,1% para entdo ser esterilizada e filtrada (0,2 um de poro). Em cada pogo, 20 uL da
solugdo de resazurina e incubados por 24 h a 37 °C. A redugdo da resazurina em resorufina pelo
metabolismo foi medida em fluordmetro de placa em 530 nm e 590 nm. O efeito sinergistico
foi avaliado de acordo com o Indice de Concentracdo Inibitéria Fracionada (ICIF) de cada

composto usado na associacdo como mostrado nas equagdes:

ICIF = ClFypsi—crap + ClFpntibistico Eq.1
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CIM pypsi—cTAB associado 1.1

ClFypsi_ =
MPSi—CTAB CIMppsi—cTaB individual

_ CIMantibistico associado
ClFmpsi—crap = Eq. 1.2

CIM antibistico individual

Os valores de ICIF menores do que 0,5; entre 0,5 e menor ou igual a 4 e maior do que 4 indicam

relacdo sinergistica, aditiva e antagdnica, respectivamente.

3.6.3 Ensaios de formacao do biofilme

A metodologia utilizada € similar a outros estudos que utilizam silica (Carpenter et al.,
2012; Hetrick et al., 2009;) para a contagem de células formadoras de biofilme (Andrade et al.,
2020; Breed and Dotterrer, 1916). Depois da incubacio e da formagao do biofilme, o meio de
cultura é removido e as microplacas foram lavadas com dgua destilada estéril para remover
células pouco aderidas. Subsequentemente, cada poco ¢ preenchido com 200 pL de agua
destilada estéril e a placa € levada para um banho ultrasdnico por 8 min para separar as células
embebidas no biofilme. Entdo uma dilui¢do seriada foi realizada (de 10 a 10° vezes), 10 pL
foram removidos das suspensdes e inoculadas em TSA e incubadas por 24 h. A UFC foi

determinada e os resultados expressos em Logio UFC mL ™.

3.6.7 Atividade antibacteriana do Gel-MPSi-CTAB

Primeiramente, 10 mL de TSB foi adicionado em placa de Petri, depois de solidificar

100 uL de uma suspensdo S. epidermidis ATCC 35984 de concentragio 1 x 10 UFC mL™te
200 pL de uma suspensido de contendo 2 x 10° UFC mL™! de S. aureus ATCC 700698 (em

outra placa) foram gotejadas no centro e espalhada. Gotas de Gel-MPSi-CTAB foram
adicionadas a placa e incubadas por 24 h a 35 °C. As aliquotas foram depositadas sobre as
placas com o auxilio de uma seringa hipodérmica sem agulha e a estimativa das doses aplicadas
sobre a placa foi estimada pela média de dez medidas de massa. A inibicdo do crescimento
microbiano foi avaliada a olho nu pela formacgdo dos halos de inibi¢do, em que as células nao

foram visualizadas. As medidas dos didmetros foram realizadas com o auxilio de um
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paquimetro e os resultados expressos em média e desvio padrio. A atividade antibacteriana do
Gel-MPSi-CTAB foi comparada com um creme comercial antibacteriano baseado em

mupirocina e com dlcool em gel 70% (m/m) em etanol.
3.8 Ensaio da atividade hemolitica para MPSi-CTAB

Este ensaio foi realizado de acordo com a literatura (Andrade et al., 2020). Amostras de
sangue humano (O*) recém coletadas foram misturadas com uma solu¢do de heparina, sendo
realizado no Laboratdrio Integrado de Biomoléculas (LIBS) da Universidade Federal do Ceara.
A suspensdo de células vermelhas foi lavada 3 vezes com NaCl 0,9% e redispersas. As andlises
foram conduzidas em placas de 96 pocos em que foi realizada uma diluicdo seriada em base 2
de forma que a concentragdo de MPSi-CTAB variou de 5 a 0,078 mg mL! e nestes adicionado
os glébulos vermelhos e por fim incubadas por 2 h. Para o controle positivo foi utilizado uma
solucdo de 1% de dodecilsulfato de sédio (SDS) e como controle negativo duas solucdes foram
utilizadas, uma de NaCl 0,9% e outra de 4% DMSO. Entdo a suspensao foi centrifugada e o
sobrenadante coletado e a densidade 6tica foi determinada em 450 nm (OD450). O percentual
de hemdlise foi calculado de acordo com a Eq. 2:

0D450 MPSiCT— 0D450 NacCl

Hemolise (%) = (
(%) 0D450 SDS 1% —0D450 NaCl

)x100 Eq.2

3.9 Ensaios de Citotoxicidade
3.9.1 Linhagens celulares e condicdes de cultura

As linhagens de células de fibroblastos mamarios murinos (NCTC-CL929) do ATCC®
(American Type Culture Collection, USA) foram adquiridas do Banco de Células do Rio de
Janeiro (BCRJ). O material foi mantido a 37 °C em frascos T-25 contendo meio DMEM
suplementado com soro bovino fetal 10% (SBF), L-glutamina 1%, penicilina 100 ug mL! e
estreptomicina 100 ug mL! em atmosfera imida contendo 5% de CO,. O meio de cultura foi
trocado a cada trés dias ou quando 90% de confluéncia foi alcancada, entdo foram tratadas com
uma solucdo de tripsina 0,025% e EDTA 0,1% e e usados para ensaios de viabilidade. Em todos

0s ensaios, as células foram usadas entre os nimeros de passagem 3 e 10 (Nunes et al., 2020).
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3.9.2 Viabilidade celular

Para determinar o efeito da MPSi-CTAB e CTAB, CellTiter 96 MTT Aqueous Powder
Reagent (Promega) foi utilizado de acordo com as instrugdes do fabricante. Seguindo a
tripsinizag@o, as células (1,0 x 10* por 200 uL por pogo) foram semeadas em placas de 96 pogos
de fundo plano em DMEM contendo SBF e incubadas durante a noite. Depois disso, o
sobrenadante foi removido e o meio de cultura foi substituido (DMEM) com diferentes
concentracoes de MPSi, MPSi-CTAB e CTAB (préoxima a concentracio do material
encapsulado). Os ensaios de viabilidade celular, foram realizados utilizando sal MTS dentro de
24 h para todas as linhagens celulares, portanto todos os meios de cultura foram removidos e
substituidos por DMEM sem suplementagdo, contendo o sal de tetrazélio de MTT. A densidade
otica foi medida em 570 nm em um leitor de microplaca (SpectraMax 13). Todos os ensaios
foram realizados em triplicata para trés experimentos independentes, onde a viabilidade celular

foi calculada utilizando a Eq. 3

(Abs média OD 570 nm (compostos))
(Abs média OD 570 nm (controle))

Viabilidade Celular(%) = ( )x 100 Eq.3

A diferenca entre as médias das triplicatas foi verificada aplicando o teste One-way ANOVA
com poés-teste Bonferroni, realizado com o auxilio do software GraphPad Prism versdo 5.0 para
Windows (San Diego, California, USA). Os ensaios de atividade viabilidade celular do material
sintetizado foram realizados no Laboratorio Integrado de Biomoléculas (LIBS) da Universidade

Federal do Ceara.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Caracterizacao de MPSi-CTAB
O nanomaterial de silica sintetizado, MSPi-CTAB, possui formato esférico de tamanho

variando de 80 a 200 nm como pode ser visto nas imagens obtidas pela microscopia eletronica

de varredura (MEV) e microscopia eletronica de transmissao (MET) (Figura 8).

Figura 8 — Caracterizacdo de MPSi-CTAB, imagens de a) MEV e b) e ¢c) MET.

Fonte: O autor.

A Figura 9 mostra o espectro de FTIR do CTAB, MPSi antes da extragdo do CTAB
(MPSi-antes da extracdo), extracdo moderada (MPSi-CTAB) e extracdo extensiva do CTAB do
material (MPSi). O espectro vibracional do CTAB mostrou bandas em 3017 cm™ € 2919 cm’!
(estiramentos assimétricos de C-H); 1487 cm™! (dobramento simétrico de C-H de CH3-N*%),
2849 cm! (estiramento simétrico de C-H), 1473 cm™! e 1462 cm™! (dobramento de CHy) (Su,
Yang e Zhu, 2015; Sui et al., 2005). Para MPSi, MPSi-CTAB e MPSi-antes da extracdo o
espectro mostra bandas em 3750-3000 cm™! (OH e SiO-H) e 1627 cm™! (§ HOH) juntamente
com outras bandas associadas 2 silica em 480 cm™! (8 0-Si-0), 920 cm! (v Si-0), 1200 cm™*
(Vas Si-O-Si), 1100 cm™! (vs Si-O-Si) e 1412 cm™ (vs Si-C) (Nishio, 1997; Vansant et al., 1995).
Nos espectros vibracionais na regido do infravermelho das amostras MPSi e MPSi-CTAB, as
bandas em 1508 cm™ (Figura 9b) sugerem a presenca de estruturas caracteristicas de

aminopropil em anel (H3N*---OSi) (Shimizu et al., 1997).
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Figura 9 — Perfil de remoc¢do do CTAB de MPSi monitorada por FTIR: a) CTAB (roxo), MPSi-
antes da extracdo (Vermelho), MPSi-CTAB (azul) e MPSi (cinza), b) expansdo do espectro
para a regido de 3100-2750 cm! e ¢) expansdo do espectro para a regido de 1700-1350 cm.
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Fonte: O autor.

O espectro vibracional da MPSi-CTAB indicou a presenca de CTAB, evidenciada pelas
bandas em 1490 cm™! (vasCH3 and v{CH>), 2928 cm! € 2854 cm! (vas CH-CHb) (Figura. 9b e
9c); enquanto no espectro da MPSi nenhumas dessas bandas foi observada. Porém, hd ainda
uma banda em 2941 cm’! associada aos grupamentos aminopropil (Hiraoui et al., 2011;
Petreanu et al., 2023).

A presenca da por¢ao de aminopropil € observada também no espectro CP/MAS RMN
de 13C para a amostra de MPSi-CTAB (Figura 10). Os trés sinais em 43,16, 21,6 € 10,3 ppm é
atribuida ao APTES ligado a silica. Além disso, outros 4 sinais de baixa intensidade sdo
observados de 32 a 28,5 ppm. Este tltimo foi associado a cadeia alifatica de &tomos de carbono

esperado no CTAB (C13 em 30,3 ppm, C4-C13 em 29,8 ppm, C3 em 29,3 ppm e C15 ¢ C2 em
28,9 ppm), de acordo com a literatura (Xu, Feng e Che, 2014).
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Figura 10 — CP/MAS RMN '3C para MPSi-CTAB no estado sélido: a) MPSi-CTAB, exibindo
sinais fortes e fracos e b) expansao dos sinais fracos associados ao CTAB.
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Fonte: O autor.

A andlise termogravimétrica (Figura 11) da amostra de MPSi e MPSi-CTAB mostraram
trés eventos térmicos. O primeiro, do inicio até 200 °C é associado a presenga de dgua, o
segundo € relativo a combustao de matéria organica (310 a 330 °C), enquanto o terceiro evento
indica que o interior do material sofreu a condensacdo dos grupos silan6is (580 a 1000 °C) (Ma
et al., 2010; Kunc et al., 2019). Baseado nestes eventos € possivel estimar a quantidade de
CTAB em MPSi-CTAB, obtendo-se um valor de 93,8 mg g*' como mostrado pelos calculos a

seguir:
1) Propor¢ao de TEOS e APTES como matéria organica em relaciao a quantidade de siloxano:
%Si05" + % (APTESS' + TEOSS') + %H,05" = 100
% (APTESS! + TEOSS!) = 100 — %Si03' — %H,05
Dividindo por %Si05"

%(APTES®' + TEOSS') _ (100 — %Si05' — %H,0%")
%Si03" a %Si03

2) Considerando que o percentual de TEOS e APTES € igual em Si e Si-CT e substituindo pelo
resultado da etapa anterior, tem-se:

2.1) %Si05 T + % (APTESS™CT + TEOSS"™CT) + %H,05CT + %CTAB = 100
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%(APTESS' + TEOSS")
%Si05"

% (APTESS'CT + TEOSS'™T) = %Si05" " x

(100— %Si05 —%H,05%)
%Si05¢

2.2) % (APTESS'=CT + TEOSS"™CT) = %Si03" T x

3) Substituindo o resultado de 2.2 em 2.1, tem-se:

y (100 — %Si05" — %H,05)
%Si05!

%Si05CT + %Sios = CT + %H,05T + %CTAB = 100
(100 — %Si0s" — %H,05")
X

%CTAB = 100 — %H, 05T — %Si05'~CT + %Si05'~CT s
%Si05"

4) Dos resultados da andlise termogravimétrica, tem-se:

(100 — 16,93 — 58,55)

%CTAB =100 — 8,17 — 58,11 — 58,11 x Tg st

%CTAB = 9,38

Onde o indice sobrescrito Si e Si-CT referem-se a MPSi e MPSi-CTAB respectivamente.

Figura 11 — Curva termoanaliticas para MPSi-CTAB e MPSi na faixa de MPSi-CTAB e MPSi
na faixa de 25-900°C, em uma taxa de aquecimento 10°C min_l, utilizando ar sintético.
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Fonte: O autor.
Notavelmente, a quantidade de CTAB contida em MPSi-CTAB foi maior do que em

outros trabalhos com silica (Chen et al.,, 2014; Ma et al., 2010). Bandas vibracionais

caracteristicas do CTAB apresentaram intensidade reduzida se comparada com outros estudos



43

em que a adsor¢do de CTAB ¢ realizada em pequenas quantidades (1,5% m/m) (Chen et al.,
2014; Ma et al., 2010). A razdo entre as bandas em 1627 cm™ e 1508 cm!

de MPSi-CTAB e MPSi foi de 1,04 e 1,24, respectivamente (Figura 9c) provavelmente
devido a alta disponibilidade dos grupos silanol na superficie de MPSi, aumentando a
quantidade de 4gua absorvida. Além disso, MPSi e MPSi-CTAB apresentam duas bandas sutis
em 3017 cm, 2919 cm’!, refor¢cando a hipétese de internalizacio do CTAB, que pode ser
relacionada com uma possivel liberacdo lenta de CTAB para o meio. No entanto, a presenca do
CTAB foi responsdvel por alterar significativamente a carga superficial da MPSi, aumentando
o potencial Zeta em 29 unidades (MPSi-CTAB: +41,47 mV; MPSi: +12,77 mV), desta forma,
permitindo uma maior dispersdo de MPSi-CTAB (Ma et al., 2010). Ademais, considerando a
caracteristica carga negativa das membranas celulares, esse perfil possibilita relevantes

aplicacdes bioldgicas (Halder et al., 2015).

4.1.2 Identificagcdo de CTAB via Colorimetria

O Figura 12 mostra a variacao espectral na regido do visivel e ultravioleta para o corante
CBB na presenca de diferentes concentracdes de CTAB. Observa-se que um incremento na
concentracdo do CTAB leva a um aumento da absorbancia em torno de 600 nm com
concomitante redu¢do do sinal em torno de 475 nm. Além disso, o deslocamento da banda
sugere que o CTAB interage mais fortemente com a espécie anionica devido, provavelmente, a

atracdo dipolo-dipolo e as interacdes de van der Waals (Aminian at al., 2013).

Os espectros eletronicos do Figura 13 mostram a efetiva remocdo do CTAB a medida
que o material de silica é lavado. Embora mais estudos precisam ser realizados para quantificar
o CTAB, os resultados mostram que a espectrometria UV/vis pode ser usadas para verificar a
remocdo do CTAB do material, além do FTIR e TG. Assim, mais estudos precisam ser
realizados para utilizar o método a colorimétrico com CBB para quantificar o CTAB

remanescente no processo de sintese de nanoparticulas de silica.
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Figura 12 — Espectros de absorbancia para diferentes concentracodes finais de CTAB (0,022 mg
mL"! (=-), 0,044 mg mL"! (---), 0,066 mg mL"' (- —-), 0,088 mg mL"! (—--—)e CBB (—),
misturadas com 750 uLL de CBB.
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Fonte: O autor.

Figura 13 — Espectros de absorbéncia para diferentes nanoparticulas de silica sintetizadas de
forma escalonada de 170 mg de material e 10 uL misturados com 750 uLL de CBB: MPSi ap6s
5 lavagens (—— ), MPSi ap6s duas lavagens (---), MPSi antes da extragcdo do CTAB (- —-) e
CBB (—).
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Fonte: O autor.
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4.2 Testes antiflingicos in vitro

As suspensodes aquosas testadas de MPSi-CTAB inibiram o crescimento celular para
cepas de C. tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei, exibindo atividade fungistatica e fungicida
(Tabela 1). Os valores de CIM variaram de 0,0625 mg mL! (C. krusei ATCC 6258) a 0,5 mg
mL! (C. parapsilosis ATCC 90018 e ATCC 22019), enquanto a CFM variou de 0,0625 mg
mL! (C. krusei ATCC 6258) a 1 mg mL" (C. parapsilosis ATCC 90018). Além disso, o
crescimento celular de C. albicans (ATCC 10231 a ATCC 64124) nao foi afetado por MPSi-

CTAB na concentragéo mais alta testada (1 mg mL").

Tabela 1 — Valores de CIM e CFM para MPSi-CTAB contra cepas de Candida.

Cepas CIM (mg mL™) CFM (mg mL")
C. albicans ATCC 10231* — —
C. albicans ATCC 64124* — —

C. tropicalis ATCC 750 0,125 0,25
C. tropicalis ATCC 13803 0,125 0,125
C. parapsilosis ATCC 90018 0,500 1,00
C. parapsilosis ATCC 22019 0,500 0,500
C. krusei ATCC 6258 0,0625 0,0625

*Nio letal e ndo inibiu o crescimento celular na concentragio mais alta avaliada (1mg mL™").
Fonte: O autor.

A fim de demonstrar o potencial antifingico da MPSi-CTAB contra C. tropicalis, C.
parapsilosis e C. krusei, um gel baseado em carbopol contendo MPSi-CTAB foi preparado e
conduzido um teste de difusdo em dgar (Tabela 2). Foram observados em todas as placas zonas
de inibicd@o ao redor das amostras (20,0 = 5 mg) de gel cujos didmetros variaram de 7,0 mm (C.
parapsilosis ATCC 22019) a 16 mm (C. tropicalis ATCC 750 e C. krusei ATCC 6258). Além
disso, a média dos diametros das zonas de inibi¢do mostrou boa correlagdo com valores de CIM
de 24 h, evidenciando que C. tropicalis ATCC 750 e C. krusei ATCC 6258 sdo cepas mais
susceptiveis a MPSi-CTAB. Amostras de gel contendo MPSi nao inibiu o crescimento celular
na concentra¢do mais alta testada (1 mg mL!) (Figura 14), evidenciando que o CTAB € o

principal componente responsdvel pela atividade antifungica de MPSi-CTAB.
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Tabela 2 — Halos de inibi¢do para cepas de Candida expostas a amostras de Gel-MPSi-CTAB
(doses de 20 mg) contendo 0,5% (m/v) de MPSi-CTAB.

Diametro (mm)

Cepas . T
Gel-MPSi-CTAB MPSi  Agua
C. tropicalis ATCC 750 16,0+ 2,0 0,0 0,0
C. tropicalis ATCC 13803 12,0+ 0,0 0,0 0,0
C. parapsilosis ATCC 90018 9,0+2,0 0,0 0,0
C. parapsilosis ATCC 22019 70+1,0 0,0 0,0
C. krusei ATCC 6258 16,0 +2,0 0,0 0,0

Fonte: O autor.

Figura 14 — Teste de difusdo em meio de cultura utilizando Gel-MPSi-CTAB contra cepas de
Candida. As cepas utilizadas foram C. krusei ATCC 6258 (1), C. tropicalis ATCC 13803 (2),
C. parapsilosis ATCC 22019 (3), C. parapsilosis ATCC 90018 (4) e C. tropicalis ATCC 750
(5). A doses (20 mg) foram distribuidas da seguinte forma: Gel-MPSi (quadrante superior
esquerdo), Gel-MPSi-CTAB (quadrante superior direito) e a formulacdo em gel na auséncia e
MPSi e MPSi-CTAB (quadrantes inferiores direito e esquerdo. respectivamente).

Fonte: O autor.

Em outro experimento (Figura 15), foi comparada a atividade antifingica do gel-MPSi-
CTAB e de um creme comercial baseado em cetoconazol (Tabela 3). Esse composto € um
derivado de imidazol utilizado principalmente no tratamento de infec¢des dérmicas (Marok et
al., 2023). Doses de 25 mg de Gel-MPSi-CTAB (0,5% m/v) e de 15 mg de creme contendo
cetoconazol (2% m/m) foram aplicadas. Os resultados mostram que a a¢do antifingica do Gel-
MPSi-CTAB foi compardvel a um produto ja estabelecido comercialmente especialmente

contra C. krusei. Portanto, o material desenvolvido se mostra como um promissor agente
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antifiingico, sendo um possivel Candidato para o tratamento de infec¢des dérmicas causadas

por espécies de Candida.

Tabela 3 — Halos de inibi¢cdo (mm) de espécies de Candida expostas a Gel-MPSi-CTAB 0,5%
m/v (doses de 25 + 4,7 mg) e a um creme antifingico baseado em cetoconazol 2% m/m (dose
de 15 + 4,2 mg), para comparac¢do. Os controles positivo e negativo foram respectivamente: um
gel contendo 70% m/m de etanol (dose de 50 + 5 mg) e d4gua (100 uL).

Gel-MPSi- Antifangico 70% (m/m)

Cepas CTAB! comerciall  Alcool em gel! Agua
C. tropicalis ATCC 750 18,0+2,0 20,0 +£2,0 17,0 +2,0 0,0
C. tropicalis ATCC 13803 18,0+2,0 23,0+ 1,0 18,0+ 1,0 0,0
C. parapsilosis ATCC90018 17,0+2,0 30,0+ 1,0 25,0+ 1,0 0,0
C. parapsilosis ATCC 22019 14,0+ 1,0 14,0+ 1,0 20,0+1,0 0,0
C. krusei ATCC 6258 19,0+ 1,0 18,0+ 1,0 0,0 0,0

'Diametros de crescimento das zonas de inibi¢do apés incubagdo por 24 h a 35°C.

Figura 15 — Teste de difusdo em meio de cultura utilizando Gel-MPSi-CTAB contra cepas de
Candida. As cepas utilizadas foram C. krusei ATCC 6258 (1), C. parapsilosis ATCC 90018
(2), C. parapsilosis ATCC 22019 (3), C. tropicalis ATCC 13803 (4) e C. tropicalis ATCC 750
(5). A doses foram distribuidas da seguinte forma: d4gua ultrapura estéril (A), creme antifliingico
baseado em cetoconazol (dose de 15 mg) (B), dlcool em gel 70% (m/m) (dose de 50 mg) (C) e
Gel-MPSi-CTAB (dose de 25 mg) (D).

Fonte: O autor.

4.3 Atividade antibacteriana
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4.3.1 Efeito do MPSi-CTAB contra bactérias

Apenas MPSi-CTAB exibiu CIM e CBM mensuraveis, enquanto MPSi ndo exibiu
nenhuma atividade inibitoria sobre as bactérias investigadas em concentracdes de até 5 mg mL-
' (Tabela 4).

A atividade antibacteriana de MPSi-CTAB est4 de acordo com relato anterior em que
se empregou materiais contendo CTAB, ex. zedlita NaY (Mad Salim et al., 2014). Neste caso,
o CTAB adsorvido também obteve atividade antimicrobiana contra S. aureus, com halos de

inibi¢do de 19 a 20 mm com o CTAB na concentrag@o de 21,5 mmol L.

Tabela 4 — Medidas de CIM e CBM para MPSi-CTAB contra bactérias.

Cepas CIM (mg mL™1) CBM (mg mL™1)
S aureus ATCC 25923 0.156 | 0312 |
S. epidermidis ATCC 12228 0,312 0,312
S. aureus ATCC 700698 0,625 1,25
S. epidermidis ATCC 35984 0,312 0,625

Fonte: O autor.

4.3.2 Efeito de MPSi-CTAB associado a antibiotico padrao

O uso combinado de MPSi-CTAB com os antibiéticos apresentou atividade sinergistica
para S. aureus ATCC 700698, FICI de 0,28 e 0,31 para ampicilina e tetraciclina,
respectivamente. Para S. epidermidis ATCC 35984, a ampicilina combinada com MPSi-CTAB
mostrou um valor de FICI foi 0,56, indicando a¢do aditiva, contudo, a presenca de MPSi-CTAB
em 0,156 mg mL™! reduziu a CIM para a ampicilina em 16 vezes (Tabela 5). Observa-se que
para S. aureus a propor¢ao de CTAB foi significativamente superior a ambos os antibioticos,
em contrapartida a proporcao para S. epidermidis, reforcando que a reducdo da utilizacdo de

AMP combinada com CATB foi mais relevante contra a cepa de S. aureus (Tabela 6).
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Tabela 5 — Estudos antibacterianos em combinagdo, CIM para os antibidticos ampicilina (AMP)
e tetraciclina (TETRA) e MPSi-CTAB, e seu efeito em combinado.

Bactéria Material Antibiotico
MPSi-CTAB AMP
(CIM, mg mL'l) (CIM, mg mL'l)
(individual*) (combinado**) (individual*) (combinado**) FICI
S. aureus
700698 0,625 0,156 25 0,781 0,28
I S' T T T T T 1
epidermidis 0,312 0,156 1000 62,25 0,56
35984
| | MPSi-CTAB TETRA |
(CIM, mg mL_l) (CIM, mg mL™Y)
(individual*) (combinado**) (individual*) (combinado**) FICI
S. aureus
700698 0,625 0,156 50 3,125 0,31

* Apenas o farmaco (ampicilina ou tetraciclina ou MPSi-CTAB); **Concentracdo do farmaco
na combina¢do: TETRA ou AMP com MPSi-CTAB.
Fonte: O autor.

Tabela 6 — Propor¢do em massa entre os antibidticos e CTAB nos ensaios combinados.

Material (%) Antibiético (%)
Bactéria
CTAB AMP
S. aureus 700698 94,9 5,1
S. epidermidis 35984 19,0 81,0
CTAB (%) TETRA (%)
S. aureus 700698 823 17.7

Fonte: O autor.

O efeito sinergistico observado para a combinacdo de MPSi-CTAB com AMP ou
TETRA, pode estar associado com o efeito permeabilizador do CTAB que torna possivel uma
maior absor¢do dos antibidticos. Estudos envolvendo S. aureus mostraram que a AMP e o
CTAB sao capazes de reduzir a viabilidade celular, porém a AMP nao é capaz de mudar a carga

superficial ou a permeabilidade da membrana em contraste ao CTAB, e que, além de causar
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esses efeitos, conduz a ruptura da membrana (Halder et al. 2015). A combinacdo dessas duas
atividades pode estar relacionada ao sinergismo observado, porém mais estudos sdo necessarios
para elucidar completamente os mecanismos biolégicos. No entanto, isto ndo é um fendomeno
isolado, materiais que cont€ém aminas quaterndrias, ex. 6xido de grafeno contendo amina
quaterndria mostrou efeito sinergistico contra MRSA (Liu et al., 2018). Em outro estudo, uma
amina quaterndria homopolimérica mostrou um efeito sinergistico/aditivo quando combinada
com guanidina contra bactéria Gram-negativa com 99,9 % de eliminacdo desses
microrganismos (Leong et al., 2020). E importante notar que MPSi foi incapaz de eliminar as
cepas bacterianas, enquanto MPSi-CTAB mostrou elevada acdo bactericida, além de aumentar

a eficiéncia dos antibidticos (AMP ou TETRA) quando combinados.

4.3.3 Ensaio de inibicdo de formagdo de biofilme

A ac¢do antibiofilme dos materiais MPSi-CTAB e MPSi foi avaliada (Figura 16). Os
valores de UFC indicaram uma reducao de 630 a 10.000 vezes, equivalente a 99,84 a 99,999%
das células vidveis quando empregado MPSi-CTAB. Esse resultado indica que MPSi-CTAB
promove a dispersdo/degradacdo do biofilme, reduzindo a tolerdncia das células aos
antibidticos. Por outro lado, MPSi ndo apresentou qualquer atividade.

As aminas quaterndrias (como cloreto de benzalconio, cloreto de dimetilbenzilamdnio
e cloreto de benzildimetildodecilamo6nio) sdo capazes de causar danos a parede e membrana
celular, liberando o citoplasma no meio e levando a consequente morte celular, portanto, essas
substancias podem ser consideradas antibidticos de amplo espectro contra bactérias Gram-
positivas (Jennings, Minbiole e Wuest, 2016). Em contrapartida, a imobilizacdo do CTAB
impede um aumento da adesdao do CTAB se comparado ao CTAB livre, minimizando a
interagdo com a parede celular (Naves et al., 2013). Em outros estudos, foi observada inibi¢ao
de biofilme bacteriano com a combina¢do do CTAB com polimetilmetacrilato (Melo et al.,
2011), além disso um aumento da capacidade bactericida do CTAB mesmo em baixas
concentragdes (Zhou et al., 2017). Isso refor¢a o material MPSi-CTAB como agente bactericida

promissor.
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Figura 16 — Efeito de MPSi-CTAB e MPSi sobre a susceptibilidade de biofilmes de S. aureus
e S. epidermidis por contagem de UFC.
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Fonte: O autor.

4.3.4 Atividade antibacteriana do Gel-MPSi-CTAB

O primeiro ensaio (dados nao mostrados), utilizando um gel sem nanoparticulas e
empregando MPSi na formulacdo ndo foram observados zona de inibicio mensuravel, no
entanto, empregando-se Gel-MPSi-CTAB (Figura 17) observou-se inibicdo do crescimento
sendo os respectivos halos de inibicdo para S. aureus (ATCC 7000698) e S. epidermidis (ATCC
35984) de 15 mm e de 21 mm, respectivamente. A atividade inibitéria do crescimento
bacteriano do creme baseado em mupirocina foi notadamente superior ao Gel-MPSi-CTAB, no
entanto, observou-se comportamento semelhante ao dlcool em gel 70% (m/m) (Tabela 7). Vale
ressaltar que a acdo do élcool em gel é rapida (evaporacdo do etanol), enquanto o Gel-MPSi-
CTAB permanece na superficie.

Estes resultados justificam potenciais aplicacdes da MPSi-CTAB contra infecc¢oes
tépicas causadas por S. aureus e S. epidermidis resistentes a antibiéticos. Em um estudo

utilizando pele de cabra foi mostrado que ao serem imersas em uma solucdo de 5% de CTAB
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por 10 min, o crescimento de bactérias (varias cepas do género Bacillus) foi inibido por 12 dias
(tempo méiximo estudado) em temperatura ambiente (Pandian, 2009). Estudos anteriores
indicam que uma solu¢@o de 3% de CTAB aplicada sobre a pele absorve somente 0,093% a
3,15% de CTAB (Andersen, 1997). Outros estudos também mostram que materiais baseados
em silica em administracao topica prolongam a acao de diversos compostos bioativos e reduzem
possivel toxicidade (da Silva Filho et al., 2023; Li et al., 2014; Lin et al., 2018; Sapino et al.,
2015). Isto sugere que a imobilizacdo do CTAB em silica pode melhorar a atuacdo do material

na profilaxia e tratamento de infec¢des topicas causadas por agentes microbianos.

Tabela 7 — Zonas de inibi¢do (mm) de crescimento de cepas de Staphylococcus expostas a
amostras do Gel-MPSi-CTAB (doses de 41,9 + 4,01 mg contendo 0.5% (m/v) do material) e de
um creme comercial baseado em mupirocina 2% m/m (doses de 33,6 + 4,3 mg). Alcool em gel
70% (m/m) (doses de 32,8 £ 5,2 mg) e dgua foram utilizados como controles positivo e
negativo, respectivamente.

Cepas GeCl’-I‘l\:I]’;i- Iéacteric.idzll Alcool em gell Agua
omercial 70% (m/m)

S. aureus ATCC 25923 14,96 + 0,05 38,33 +2,88 11,67 +2,88 0

S. epidermidis ATCC 12228 21,00+ 1,00 40,00 + 5,00 9,67 £0,57 0

S. aureus ATCC 700698 15,67+ 1,54 39,33 +1,54 12,33 +£2,51 0

S. epidermidis ATCC 35984 16,67 £1,52 38,34 + 2,88 12,33 +£2,89 0

Didmetros de inibi¢do medidos apGs incubagdo por 24 h a 35 °C.

Fonte: O autor.
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Figura 17 —Teste de difusdao em meio de cultura utilizando Gel-MPSi-CTAB contra cepas de
Staphylococcus. As cepas utilizadas foram S. aureus ATCC 25923 (1), S.epidermidis ATCC
12228 (2), S. aureus ATCC 700698 (3), S. epidermidis ATCC 35984 (4) e C. tropicalis ATCC
750 (5). A doses foram distribuidas da seguinte forma: dgua ultrapura estéril (A), creme
antibacteriano baseado em mupirocina (doses de 32, 36 + 4,57 mg) (B), dlcool em gel 70%
(m/m) (doses de 32, 36 + 4,57 mg) (C) e Gel-MPSi-CTAB (doses de 41,87 + 4,07 mg) (D).

Fonte: O autor.

4.5 Ensaio de atividade hemolitica de MPSi-CTAB

Este ensaio foi conduzido para avaliar preliminarmente a seguranga no uso interno de
MPSi-CTAB. Um elevado percentual de hemdlise (73-64%) foi observado em concentragdes
maiores do que 0,312 mg mL!, no entanto, em concentra¢des de 0,312 mg mL!; 0,156 mg mL-
'e 0,078 mg mL"! a taxa de hemdlise foi de somente 14%, 0,9% e 0%, respectivamente (Figura
18). E interessante observar que na concentragio acima de 0,312 mg mL™' a taxa de hemélise
foi de 74%, contudo, ainda menor do que a descrita para outros materiais baseados em silica
(Lin e Haynes, 2010) e silica modificada com grupos amino, variando de 64 a 85% de

viabilidade celular de macréfagos (Yu, Malugin e Ghandehar, 2011).
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Figura 18 — Estudo de hemdlise utilizando MPSi-CTAB sobre globulos vermelhos (O*). A
concentracio de MPSi-CTAB variou de 5 a 0,078 mg mL! e incubadas por 2 h. Os controles
positivos e negativos foram 1% de SDS e 0,9% de NaCl, respectivamente.
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Fonte: O autor.

Relatos anteriores mencionam que o CTAB possui elevada atividade hemolitica na
concentragdo de 50 mmol L' (0,0182 mg mL!), provocando hemdlise completa dos glébulos
vermelhos de ratos (Isomaa, Bergman e Sandberg, 1978). Este valor estd préximo a
concentracdo de CTAB em MPSi-CTAB (0,156 mg mL-!' contém o equivalente de 0,014 mg
mL! de CTAB), porém apresentando 0,9% de hemdlise. Estes resultados indicam que, apesar
da acdo antimicrobiana, o CTAB imobilizado ndo acarreta toxicidade significante aos glébulos
vermelhos, estando de acordo com outro trabalho utilizando silica aminofuncionalizada,
apresentando hemdlise inferior 2,2% (Yildirim, Ozgur e Bayindir, 2013). Em contrapartida a
outros materiais, especialmente os nao porosos, esse fendmeno nio ocorre, fornecendo mais
evidéncias a hipotese de que o CTAB estd interiorizado na silica mesoporosa (Lau et al., 2012).
Portanto, o efeito sinergistico de MSPi-CTAB com antibidticos e a baixa acdo hemolitica de
0,156 a 0,078 mg mL"!, aumenta o potencial da MPSi-CTAB em tratamentos topicos contra as

cepas estudadas.

4.6 Citotoxicidade

Nos ensaios de viabilidade celular, usando de fibroblastos murinos, o nanomaterial
MPSi mostrou citotoxicidade reduzida na concentra¢do mais alta testada (5 mg mL!'), com uma
viabilidade celular de 78,37 £+ 2,35% ap6s 24 h (Figura 19). Por outro lado, MPSi-CTAB

mostrou significativa citotoxicidade quando comparada com MPSi, reduzindo a viabilidade
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celular para 52,93 + 3,45% na concentrac¢do de 0,62 mg mL-!. No entanto, € valido mencionar
que em concentragdes iguais ou menores do que 0,31 mg mL-! de MPSi-CTAB a viabilidade
celular foi maior que 80%. O CTAB isolado aplicado em concentracdes intermedidrias de 0,176
mmol mL! reduziu a viabilidade celular para 53,58 + 4,8%, de fato, a viabilidade celular foi
préxima a 70% (0,027 mmol mL™!), cerca de 25 % menor do que a concentragdo mais baixa de
MPSi-CTAB testada (0,07 mg mL-!). Baseado nesses estudos, o uso de MPSi-CTAB ¢
promissor em concentra¢des iguais ou menores do que 0,31 mg mL™! (equivalente a 0,08 mmol
de CTAB por L), no qual é observado efeito sinergistico com AMP e TETRA e
inibigdo/degradacdo do biofilme contra S. aureus (ATCC 700698) e S. epidermidis (ATCC
35984) além atividade antiftingica contra C. tropicalis (ATCC 750), C. tropicalis (ATCC
13803) e C. krusei (ATCC 6258). Portanto, fica evidente o potencial uso de MPSi-CTAB contra

infeccdes causadas por esses agentes patogénicos.

Figura 19 — Viabilidade celular de fibroblastos murinos tratados com MPSi, MPSi-CTAB e
CTAB: a) comparagdo entre concentracoes iguais de MPSi e MPSi-CTAB e b) comparagdo
entre concentragdoes de CTAB livre e encapsulado em MPSi-CTAB.
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Fonte: O autor.
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5 CONCLUSAO

Neste trabalho foi preparado um nanomaterial contendo reduzidas quantidades de
CTAB, retido na estrutura porosa de nanoparticulas de silica. Este material mostrou-se um
promissor agente antifungico contra algumas espécies de Candida, incluindo C. krusei.
Ademais, apresentou capacidade antibacteriana, bem como ac¢do sinergistica em combinagdo
com antibidticos como ampicilina e tetraciclina contra S. aureus ATCC 700698 e S. epidermidis
ATCC 35984. Foram também reunidas evidéncias a respeito da toxicidade reduzida do material,
possibilitando novos caminhos para o uso de nanomateriais baseados em CTAB. A
permeabilidade bacteriana a uma formulacdo em gel baseada em Carbopol e MPSi-CTAB dé
suporte para o uso preventivo, por exemplo em materiais hospitalares e higiene das maos, contra
infeccdes causadas por estes agentes patogénicos. Estes promissores resultados, indicam que
MPSi-CTAB pode ser explorado no tratamento de infecgdes fuingicas e bacterianas comuns ou
mesmo contra outros agentes patogénicos emergentes. Ademais, este trabalho deve também
servir como alerta que ao se explorar a agao antimicrobiana de materiais baseados em silica se
faz necessdria uma extracdo extensiva dos surfactantes, assim assegurando que os efeitos

biolégicos observados ndo possam ser atribuidos ao CTAB remanescente.
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