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RESUMO

Neste trabalho, nanoparticulas de ferrita cobre-prata foram produzidas e aplicadas
como material bactericida recicldvel. As nanoparticulas Cu-Ag foram sintetizadas pelo
método de combustdo em solucgdo e caracterizadas por difracdo de raios X (DRX) e
microscopia eletronica de varredura (MEV). Os resultados de ambos os ensaios foram
comparados e obtido um tamanho médio de cristalito de 13 nm e 11 nm e tamanhos
médios de particula entre 69 e 75 nm para as particulas com 2% e 5% de fase prata,
respectivamente.

Ensaios in vitro foram estabelecidos como meio de avaliacdo do potencial de in-
teragdo e da taxa média de inibicdo em bactérias Gram positivas e Gram negativas,
usando o método de macrodilui¢do em frascos. Analises por absorbancia em espectro-
fotometro UV-Vis e citometria de fluxo permitiram obter comparagdes das quantidades
relativas de cepas eliminadas ou inibidas através dos mecanismos fisicos das amostras,
mostrando satisfatéria coeréncia de resultados.

Os resultados obtidos indicaram que a quantidade de fons de prata substituidos
nos sitios das ferritas de cobre pode influenciar tanto na estrutura cristalina quanto nas
propriedades antibacterianas das ferritas.

10



ABSTRACT

In this study, copper-silver ferrite nanoparticles were applied as recyclable bacte-
ricidal material. Cu-Ag nanoparticles were synthesized by the in-solution combustion
method and characterized by X-ray diffraction (XRD) and scanning electron micros-
copy (SEM). The results obtained in both essays were compared and shown a mean
crystallite size of 13 nm and 11 nm, and mean particle sizes about 69 and 75 nm with
2% and 5% of silver phase, respectively.

In vitro assays were established as a means of evaluating the interaction potential
and mean inhibition rates on Gram positive and Gram negative strains using the ma-
crodilution technique. Absorbance analyses by UV-Vis spectrophotometry and flow
citometry allowed comparisons of the relative amounts of strains eliminated or inhibi-
ted through the physical mechanisms, showing satisfatory results.

Results indicated that the amount of silver ions in the copper ferrites influences the
crystal microstructure and antibacterial properties of the samples.
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1 INTRODUCAO

Desde a descoberta do primeiro antibiético, a penicilina, em 1928, homem e bactéria
disputam uma verdadeira corrida contra o tempo (OLIVEIRA, 1994). Com micrébios
cada vez mais resistentes aos tratamentos antibiéticos disponiveis, estes podem se
metamorfosear no ambiente, levando em muitos casos a complica¢des severas a satde.
Ao longo das décadas esse quadro preocupante se estendeu ao ponto de as infestagdes
alcancarem ambientes cada vez mais amplos, como hospitais e industrias em geral.
Como resultado, crescentes ocorréncias de genes com maior resisténcia aos antibiéticos
sdo encontradas em algumas espécies de bactérias presentes no contato com seres
humanos e outros animais (RAFFI et al, 2009). A resisténcia aos antibi6ticos é uma
consequéncia natural advinda da capacidade de adaptagdo dos microrganismos. O
uso indiscriminado de produtos antibiéticos no simples cotidiano acaba por promover
uma alta pressao seletiva, tornando oportuna a exposicdo das bactérias a esses agentes
e, por meio dos processos de selecdo, facilitando os mecanismos de resisténcia celular
(FIGUEIREDO, 1995).

Em maio de 2014, a Organizacdo Mundial da Satide publicou seu primeiro relatério
quantificando a ameaga da resisténcia bacteriana em 114 paises. Segundo a organizacao,
a analise desses dados sinalizou uma situacao alarmante frente a resisténcia bacteriana
em todas as regides do mundo (WHO, 2014). De acordo com Raffi et al (2009), tal
quadro se configura mais grave ainda quando a imunidade de certos microrganismos
decorre propriamente do uso indiscriminado de antibiéticos contra qualquer patégeno,
0 que acaba por provocar efeitos secundarios que refletem na crescente resisténcia
bacteriana a muitos antibiéticos. Juntamente as bactérias, alguns fungos tornaram-se
uma grande ameaca a satde, em particular em individuos com sistemas imunol6gicos
comprometidos, como portadores da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS)
ou em tratamentos médicos agressivos, como quimioterapia (CIOFFI et al, 2005).

Com o amplo conhecimento dos surtos de doengas altamente infecciosas causa-
das por bactérias patogénicas, e com o crescimento da resisténcia destas a antibi6ti-
cos, muitas atengdes tém sido direcionadas ao objetivo de criar novas alternativas de
agentes antibacterianos, promovendo a interlocugdo entre diferentes campos cientifi-
cos (GONG, P; LI, H., 2007). Visando reverter este quadro, alternativas com materiais
nanoestruturados atrairam o foco para estudos aplicados a biomedicina nos dltimos
anos, o que é notavel devido ao grande ntimero de publicagdes e projetos voltados as
suas aplicagoes.

As nanoparticulas de ferrita oferecem vantagens potenciais em diversas areas bi-
olégicas devido as suas propriedades magnéticas aliadas com caracteristicas biocom-

pativeis dos 6xidos metélicos (GONG et al, 2007). Essas aplicagdes dependem do
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tipo de estrutura das particulas, que por sua vez sdo influenciadas pelos métodos de
preparagdo, tamanho e morfologia. As propriedades dessas nanoestruturas, quando
correlacionadas com suas estabilidades fisica e quimica, providenciam ao material vasto
alcance em aplicagdes tecnolégicas.

Em um estudo nacional recente, pesquisadores do Centro Nacional de Pesquisa em
Energia e Materiais desenvolveram um método de funcionaliza¢do de nanoparticulas
de silica objetivando a inibi¢do viral em células infectadas. Neste ambito, a modificacdo
das superficies das nanoparticulas com grupos quimicos capazes de atrair as particulas
virais e se conectar a elas, é capaz de impedir que o virus chegue até o alvo, as células,
e se ligue a ele, devido a ja estar “ocupado” pelas nanoparticulas. Com a realiza¢do de
testes in vitro com os virus HIV e VSV-G, os pesquisadores foram capazes de quanti-
ficar as células positivas e negativas frente a exposi¢do ao virus. Como resultado, as
nanoparticulas chegaram a reduzir a infec¢do viral em até 50%, mantendo a morfologia
celular e demonstrando a eficiéncia da estratégia (SILVA et al, 2016).

Tais estudos demonstram que, em termos de controle e prevengdo de doengas,
investimentos em nanociéncia e nanotecnologia permitem ampliar possibilidades de
respostas frente a questdes até entdo complexas em tratamentos macroscépicos. A
grande promessa efetiva dos tratamentos com nanoestruturas metalicas como alter-
nativas vidveis as aplica¢cbes em tratamentos antimicrobianos se da pela alta razdo
volume-superficie além de suas propriedades fisicas e quimicas na escala nanométrica.
Com isso, existe ainda a capacidade desses materiais de influenciar diretamente na es-
trutura molecular das células, modificando sua permeabilidade ou rompendo parte de
sua membrana pelo processo de deposicdo dos grupos quimicos presentes na amostra.

Embora extremamente vantajoso, o estudo de nanomateriais capazes de promover
um combate frente a proliferacdo microbiana e viral é particularmente recente, consi-
derando o processo de crescimento de novos microrganismos cada vez mais resistentes
aos antibiéticos até entdo extremamente eficientes (PIKSOVA et al, 2009). Todavia, o
uso de 6xidos metdlicos para contengdo de anomalias infecciosas é amplamente difun-
dido na comunidade cientifica, e a combinagdo de suas propriedades sio amplamente
exploradas em aplica¢des na imagiologia 6ptica, catalise, biomedicina, produtos de hi-
giene, dentre outros. As nanoparticulas de prata ha décadas vém atraindo considerdvel
atencdo, sendo utilizadas como agente antibacteriano em amplo espectro devido a sua
estabilidade, durabilidade e capacidade de ndo contribuirem para o desenvolvimento
de microrganismos resistentes (KOOTI et al, 2012).

Segundo Rai et al (2009), entre nanomateriais metalicos como cobre, zinco, titanio
e ouro, nanoparticulas de prata possuem maiores taxas de eficicia antibacteriana. O
uso de quantidade dessas nanoparticulas caracteriza também um uso particularmente

potencial no tratamento de aquiferos usados em procedimentos nosocomiais, frequen-
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temente infectados com bactérias altamente resistentes.

Nos proximos capitulos e se¢des deste trabalho, o objetivo serd avaliar e estudar
0s mecanismos fisicos e bioldgicos da atuagdo de nanoparticulas magnéticas de ferrita
prata-cobre Cuj_yAg,FeoO4 como uma inovadora alternativa de material bactericida
frente a diversas classes de bactérias. Para isso, grande parte da presente tese versa em
torno de estudos comparativos com artigos cientificos e publicacdes de outras naturezas,
concernente as aplicagdes e investigacdes dos efeitos estruturais das particulas durante

o periodo de exposicdo as células.

1.1 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS DO PROJETO

Estudos anteriores reportaram com grande eficdcia a relacdo de produgdo de na-
noparticulas metdlicas para eliminacdo ou inibicdo de células bacterianas em meios
s6lido ou aquoso. Neste aspecto, a grande vantagem do composto com nanoparticulas
de prata visa estabelecer uma relacdo de facilidade na adsor¢do dos ions Ag* com as
paredes celulares de cada microrganismo. Os cétions de cobre, por interagirem direta-
mente com os microporos dessas superficies celulares, possibilitam ao nanocomposto
a liberagdo de grupos quimicos atingindo diretamente o ntcleo celular, provocando a
resposta assintomdtica da bactéria responsavel pela formacgdo de biofilmes e demais
mecanismos de defesa intracelular.

Recentemente, pesquisadores relataram com grande eficiéncia que nanoparticu-
las de prata (AgNPs), quando sintetizadas a partir de culturas fangicas Trichoderma
atroviride, inibem o desenvolvimento de larvas de Aedes aegypti ainda no ciclo de
crescimento larval, levando a um controle eficaz (SINGH et al, 2015).

O emprego de nanoparticulas magnéticas como agente antimicrobiano é altamente
vantajoso pelo fato de serem facilmente manipuladas através da aplicagdo de um campo
magnético externo. Assim, diversos tipos de nanomateriais podem ser levados em con-
sideracdo (XAVIER et al, 2014; KOOTTI et al, 2013). O projeto atual se baseia na extensao
dessas viabilidades, buscando ampliar possibilidades de questionamentos acerca da
potencializagdo das nanoparticulas de ferrita de cobre no tratamento e prevencdo de
possiveis processos ja ndo completamente alcangados pelos tratamentos antibi6ticos
usuais.

Em estudos recentes, Lin et al (2013) reportaram a fabricagdo da ferrita de cobre
(CuFeyO4) com estrutura fibrilar, de modo a usé-la como carregadores das nanoparti-
culas de prata para aplica¢des antibacterianas. Foi constatado ainda que a eficcia da
atividade bactericida do cobre pdde ser melhorada devido a elevada area de superfi-

cie das fibras nas escalas micro e nanométricas, permitindo consideravel melhoria no
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carregamento de nanoparticulas de prata.

Segundo o mesmo estudo, as utiliza¢des de particulas metdlicas de prata como
agente bactericida sdo notavelmente conhecidas devido as suas principais vantagens
em termos de estabilidade quimica, resisténcia a varia¢es de temperatura, eficacia e
durabilidade em longos periodos. As vantagens ainda podem ser estendidas ao consi-
derar arelativa baixa toxicidade dessas particulas para o corpo humano, em comparacao
com outros metais inorganicos. Um exemplo do atrativo dessas nanoparticulas sdo as

aplica¢des em sistemas purificadores de 4gua, amplamente difundidos na indtstria.

1.2 APLICACOES E VIABILIDADE DA PESQUISA

O principal objetivo da pesquisa realizada nesta tese é a formacdo de nanoparticu-
las magnéticas de ferrita cobre-prata (Cuj—xAgyFe;O4) para aplicagdes em suspensao
liquida, objetivando o tratamento de solugdes contendo agentes contaminantes. No
projeto serdo analisadas nanoparticulas de ferrita com concentra¢des de 2% e 5% de
ions monovalentes de prata, sintetizadas pelo método de combustao homogénea. Técni-
cas de andlise biocida com nanomateriais derivados de 6xidos férricos sdo amplamente
discutidos na literatura, em especial contendo cobre, zinco e cobalto. Ensaios com a
ferrita cobre-prata sintetizada por combustdao homogénea sdo originais e comparagdes
baseadas na literatura foram feitas com algumas consideragdes relevantes.

Nesse aspecto, Sanpo et al (2013) sugeriram uma abordagem que visa otimizar as
propriedades antibacterianas das ferritas, visando aplica¢ées biomédicas. Foi desco-
berto que a substituicdo de certa quantidade da ferrita espinelial com um metal de
transicao pode aumentar a eficiéncia antibacteriana das nanoparticulas. No entanto, as
aplicagdes destas no contexto biolégico requerem estudos mais aprofundados tanto de
suas propriedades como solugdo antimicrobiana como de sua biocompatibilidade.

A nanocompésito tratado neste trabalho constitui parte deste processo, podendo
ser uma alternativa extremamente eficiente para tratamentos antimicrobianos super-
ficiais, principalmente no que tange a sua reutilizagdo. Por apresentar caracteristi-
cas predominantemente ferrimagnéticas, ferritas interagem permanentemente com o
campo magnético externo aplicado, levando ao recolhimento das particulas em sus-
pensdo ap0s sua interagdo com os microrganismos em dreas especificas. Portanto, uma
das principais viabilidades do material se baseia na avaliacdo da taxa de perda, apds
recolhimento por separagdo magnética, e lavagem quimica, necessarios para futuros
tratamentos (GONG et al, 2007).

Durante o curso do trabalho pretendeu-se ainda investigar a influéncia do tamanho
médio das particulas na eficiéncia das propriedades antibacterianas das ferritas. Os
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célculos estequiométricos foram reconsiderados por meio de refinamentos nas concen-

tragdes molares dos reagentes.

1.3 ORIGINALIDADE DA PESQUISA

O aspecto original do trabalho se apresenta nas duas fases de desenvolvimento da
pesquisa: na sintese das ferritas de cobre e de cobre-prata pelo método de combustao
em solugdo, desenvolvido e aperfeicoado no Instituto em conjunto com o grupo de
pesquisa em materiais nanoestruturados; e na aplicacdo do material com objetivo de

eliminar microrganismos complexos em um meio de controle.

1.4 ORGANIZACAO DO TRABALHO

Este trabalho foi dividido da seguinte forma: no Capitulo 2 é apresentada uma revi-
sdo das propriedades, estrutura, além dos métodos de caracterizacdo e preparagao das
ferritas. Os ensaios de caracterizagdo de bioatividade sdo apresentados no Capitulo 3,
onde se encontra uma extensa revisdo da morfologia e distribui¢do da célula bacteriana.
No Capitulo 4 sdo descritas as etapas de preparacdo dos materiais utilizados para a sin-
tese e caracterizagdo das ferritas, com o detalhamento do processamento das amostras
para os ensaios realizados. No Capitulo 5 sdo discutidos os resultados obtidos por cada
uma das técnicas de anélise, tanto com relagdo a microestrutura dos materiais quanto
em relagdo as suas aplicagdes. As consideragdes finais e conclusdes sdo apresentadas
no Capitulo 6 e no Capitulo 7 figuram as sugestdes para continuidade do projeto em
trabalhos futuros. As referéncias bibliograficas sdo mostradas no Capitulo 8.
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2 SINTESE E PROPRIEDADES ESTRUTURAIS

As ferritas sdo geralmente compdsitos ceramicos ferrimagnéticos, constituidas por
uma mistura de 6xidos metalicos, nos quais cerca de 70% de sua composicédo total é
formada por hematita (Fe;Os) e 0s 30% restantes constituido de 6xidos de outros me-
tais de transi¢do bivalentes (CALLISTER et al, 2014). Possuem férmula estrutural geral
MFe,0y, em que M representa um fon bivalente, como Ni**, Mn?*, Zn**, Co** ou Cu?*,
oriunda da estrutura do mineral aluminato de magnésio ou espinélio (Mg2+A1§+Oi_).
Sua estrutura é classicamente composta por ions bivalentes e trivalentes em um em-
pacotamento de simetria ctbica de face centrada, com 8 moléculas por célula unitaria
compostas de 32 anions e 24 cations, onde os fons de oxigénio ocupam posi¢des em
sitios de simetria tetraédrica e octaédrica (CULLITY; GRAHAM, 2009).

2.1 ESTRUTURA CRISTALINA DAS FERRITAS

O arranjo ctibico representado na FIG. 2.1 ilustra as posi¢oes dos ions metélicos M**
e Fe>* alocados nos intersticios dos fons de oxigénio, totalizando 96 sitios intersticiais
em cada célula unitdria, podendo ser classificados em dois tipos: 64 sitios A, onde os
fons metalicos se encontram no centro de um tetraedro formado por 4 fons O** vizinhos
(sitio tetraédrico), e 32 sitios B, onde os ions metélicos se encontram no centro de um
octaedro cercado por 6 fons O** (sitio octaédrico). Contudo, devido ao arranjo simétrico
da estrutura CFC, apenas 8 sitios tetraédricos e 16 sitios octaédricos sao ocupados pelos
ions metélicos.

0»‘0 ﬁw 0 (“3 P9
: Sltlo tetraédrico N%

é‘

° M2+ o Fe3* @ 02 Sitio octaédrico

FIG. 2.1: Estrutura ctbica compacta de uma ferrita, mostrando o arranjo geométrico os sitios
tetraédricos e octaédricos.
Fonte: XU et al, 2016.
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Ferritas podem ser classificadas de acordo com a configura¢do da estrutura do tipo
espinélio. Existem trés configuracdes possiveis de acordo com a distribuigdo de cations
entre os sitios tetraédricos e octaédricos: espinélio normal, parcialmente invertido e
invertido (SANPO et al, 2013; ASLIBEIKI, 2014). Em ferritas de espinélio normal,
sitios A sdo ocupados por ions metalicos bivalentes (M?*) e sitios B ocupados por fons
metilicos trivalentes (Fe>"). Nas ferritas de espinélio invertido, os sitios A sdo ocupados
apenas por ions metalicos trivalentes (Fe>") e os sitios B ocupados pelo mesmo ntimero
de fons metélicos trivalentes e bivalentes (M*"). No caso do espinélio parcialmente
invertido, os ions metalicos bivalentes (M?") e trivalentes (Fe") ocupam os sitios A e B
em graus de inversdo, indicados pelo pardmetro de ocupacgdo x.

Em geral, a distribui¢do idnica da estrutura espinélio nas ferritas pode ser escrita
como

[VE? Rl 5 [ME*Fel, | O3 21)

onde o primeiro termo representa distribui¢do de cations nos sitios tetraédricos (A), o
segundo termo nos sitios octaédricos (B) e x é o pardmetro de ocupagdo dos sitios pelos
ions metalicos.

Dessa forma, quando o pardmetro x = 0, tem-se na EQ. 2.2 o caso de espinélio

normal e para x = 1 é apresentado na EQ. 2.3 a estrutura de espinélio invertido.
(M o [Fe;"|g 05 (22)

[Fe**] o [M**Fe**|g 05~ (2.3)

Quando o parametro de ocupagdo for intermediario (0 < x < 1), dependendo da
distribui¢do catidnica do material, a estrutura formada serd o espinélio parcialmente
invertido, representado pela EQ. 2.1.

Em escala nanométrica, a ferrita de cobre geralmente apresenta estrutura do tipo
espinélio invertido. Contudo, em um estudo pioneiro, Prince e Treuting (1956) mostra-
ram que quando aquecida a uma temperatura acima de 760°C seguida por um rapido
resfriamento até a temperatura ambiente, as amostras apresentavam uma distor¢do na
estrutura do espinélio, formando uma estrutura tetragonal de face centrada.

Com amplas possibilidades de simetria estrutural, as ferritas podem ser naturais
e encontradas em certos minerais, ou produzidas artificialmente em laboratérios de
pesquisa. Esses materiais vém a ser de extrema importancia devido a singularidade
de suas propriedades 6ticas, elétricas e magnéticas. Embora ferritas sejam compostas
por uma mistura de 6xidos, suas caracteristicas elétricas e magnéticas derivam dos
metais que a compdem. Apresentam em geral grande permeabilidade, alta saturagdo
de magnetizacdo e alta anisotropia magnetocristalina (KUMAR et al, 2011; MURTHY
et al, 2010).

18



Entre as alternativas de materiais magnéticos, ferritas costumam ser particular-
mente atrativas para aplicagdes fisicas e biolégicas devido as suas estabilidades quimica
e térmica, garantidas pela estrutura cristalina ctibica. Contudo, as distintas proprieda-
des dessas nanoparticulas em aplicagdes bioldgicas requerem um controle preciso de
tamanho de particula, morfologia, dispersdo, além do estudo cuidadoso de quaisquer
fatores externos que possam influenciar nessas propriedades (WEN et al, 2012).

2.2 SINTESE POR COMBUSTAO HOMOGENEA

Sao conhecidos diversos métodos fisicos e quimicos para a sintese de nanoparticu-
las que, dependendo das propriedades que se desejam investigar, oferecerdo resultados
mais precisos. Entre esses métodos se encontram, por exemplo, as técnicas por copre-
cipitagdo, microemulsdo, sol-gel, combustdo e outras (SANPO et al, 2013).

Entre as técnicas possiveis para se preparar um nanocomposito, a sintese por auto-
propagacdo em altas temperaturas (SCS) é um método usual quando se deseja obter
materiais derivados de compostos intermetalicos. A técnica consiste em um processo
autossustentado, que ocorre independentemente de fontes de aquecimento externas.
O inicio da reacdo quimica geralmente é guiado através da mistura dos 6xidos com um
catalisador da reagdo, havendo, neste ponto, dois métodos de aquecimento distintos.

O primeiro método consiste no aquecimento ideal de apenas um pequeno volume
da amostra, resultando na iniciacdo local de uma reagdo exotérmica de auto propaga-
¢do para outras regides da amostra na forma de uma onda de combustdo. O rdpido
aquecimento é requerido de modo a assegurar que ndo haja tempo para que o calor
gerado na &rea local da ignicdo se espalhe a outras areas préximas, fato que poderia
criar uma distribuicdo de temperatura irregular no material. Por consequéncia, caso
a temperatura ndo seja uniforme, os produtos da sintese podem variar ao longo do
volume (ROGACHEYV et al, 2015). Uma grande vantagem desse método consiste no
fato de as amostras tenderem a apresentar menor didmetro médio com relagdo a outras
técnicas de combustao.

O segundo método de ignicdo consiste em um lento aquecimento, de modo que
a temperatura tenha tempo para se igualar em todo o volume. Neste caso a reagdo
se desenvolverd simultaneamente e uniformemente em todos os pontos da amostra
e, a uma temperatura especifica, deve-se observar uma forte aceleracdo do processo,
culminando na autoignicdo em todas as regides do volume. Esse método é chamado
de combustdo volumétrica ou explosdo térmica, ou, ainda mais geralmente, combustdo
homogénea. Esta técnica é muito comum em sinterizagdes de materiais em formato de

PO, e constitui o processo base utilizado no presente trabalho.
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As principais vantagens da sintese por combustdo homogénea residem em sua
extrema viabilidade por ser de facil acesso e relativamente simples, visto que ndo
requer elaborada preparagao dos compostos quimicos envolvidos, nem longos periodos
de tempo até a obtencdo do material final. A principal desvantagem € a falta de controle
sobre a homogeneidade de composi¢do da amostra.

Apesar disso, relativa homogeneizagdo pode ser alcangada devido ao sistema em
solucdo ser misturado em proporg¢des estequiométricas, permitindo que a difusdo seja
entdo limitada a quantidade de liquido antes do processo de secagem (combustao). O
sucesso do processo em si é devido a forte ligagdo entre os componentes, que utilizam
um agente complexante (como acido citrico, uréia e glicina) em meio aquoso, levando
a uma reagdo redox exotérmica entre o combustivel e o agente oxidante (TONIOLO et
al, 2007).

O procedimento executado neste trabalho consiste em submeter uma solugdo, for-
mada por nitratos metélicos e glicina (CoHs5NO;) diluidos em dgua deionizada, ao
aquecimento em 100°C até que a reacdo de combustdo ocorra homogeneamente em
todo o volume de solugdo. Durante o processo, a temperatura de combustao atinge
valores acima de 1300°C, podendo chegar, no ponto de pico exotérmico, a 2000°C
(FIGUEIREDO, 2007).

2.3 PROPRIEDADES MAGNETICAS DAS FERRITAS

Nas substancias magnéticas permanentes, os momentos magnéticos de seus &to-
mos tendem naturalmente a se alinharem sob suas mutuas intera¢des. Nesse contexto,
as ferritas possuem propriedades magnéticas que dependem da orientagdo e das inte-
ragdes entre os spins eletronicos dos metais que a compdem, induzindo um momento
de spin total dado pelos ions metalicos (cations). As intera¢des de troca entre os &tomos
de um sélido metalico tendem a formar regides de alinhamento dos spins, chamados
de dominios magnéticos, conduzindo a um alinhamento paralelo dos spins eletroni-
cos, em intera¢des do tipo ferromagnético, ou antiparalelo, nas intera¢des de ordem
antiferromagnética (GOMES, 2007).

Entretanto, nos 6xidos do tipo espinélio, os ions metélicos sempre possuem um
atomo de oxigénio (dnion) como vizinho, fazendo com que as intera¢des de troca sé6
sejam possiveis por meio dos elétrons do oxigénio. Essa interacdo dos spins dos cations
com um anion intermedidrio é chamada de supertroca. As interagdes de supertroca
podem se dar através das correspondéncias dos spins dos cations situados em sitios de
mesma simetria (chamadas interagdes AA e BB), bem como entre spins dos cations em

sitios de simetrias distintas (interagdes AB), o que favorece o alinhamento antiparalelo
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dos spins, produzindo uma magnetizagao total nula e conduzindo a uma ordem anti-
ferromagnética (CULLITY, GRAHAM, 2009). Contudo, nas ferritas, devido a diferenca
entre o nimero de cations situados nos dois sitios, 0s momentos magnéticos atdmicos
em uma dire¢do sdo diferentes dos orientados na dire¢do oposta, ndo permitindo com
que os spins se cancelem por completo e fazendo com que esses materiais apresen-
tem uma magnetizagdo total diferente de zero. Esse comportamento é chamado de
ferrimagnético (ALONSO, FINN, 2015).

Outra caracteristica interessante dos 6xidos magnéticos é o alinhamento preferen-
cial dos spins na direcdo de um campo magnético externo aplicado. Supondo um
campo H aplicado sobre um material inicialmente desmagnetizado, o nimero de spins
alinhados na dire¢do do campo tenderd a aumentar, levando ao crescimento da densi-
dade de fluxo magnético B do material

B = uo(H + M) (2.4)

onde M é a magnetizacao e iy é a permeabilidade do vacuo (uo = 47 X 107 H/m).

2.4 DIFRACAO DE RAIOS X

A difracdo de raios X corresponde a uma das principais técnicas de caracterizagdo
conhecidas e amplamente utilizada para investigagdo em materiais cristalinos, resul-
tando em informagdes importantes sobre natureza do material, tais como estrutura
cristalina, determinacdo do tamanho de cristalito, orientacdo na rede, densidade e fases
presentes no material. A técnica é baseada na interacdo da radiacdo eletromagnética
com a estrutura cristalina, onde as dimensdes do espacamento interatomico (da ordem
de 1071 m ou 1 A) se assemelham aos comprimentos de onda da radiacéo incidente.

Dessa forma, a incidéncia de um feixe de radiagdo monocromatica na amostra
produzira um padrdo de linhas espectrais, chamado de padrdo de difragdo, que resulta
em um gréfico da intensidade (geralmente medida em contagens de fétons por segundo)
em funcdo da posigdo angular. Para amostras policristalinas utilizadas em formato de
PO, a geometria mais utilizada é a de Bragg-Brentano, onde a radiagdo monocromatica
incide em uma amostra descrevendo um angulo 0 enquanto os dados sao coletados por
um detector que varia em 26. As informagodes referentes a qualidade da amostra e suas
propriedades cristalograficas sdo obtidas a partir da anélise das intensidades e largura
dos picos de difracdo gerados pelas interagdes do feixe com os elétrons do material
(GOMES, 2007).
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24.1 FUNDAMENTACAO TEORICA

Quando raios X passam através de um cristal, a intensidade dos raios espalhados ou
difratados é resultado da interferéncia, ao longo da direcdo de observagdo, das ondas
emitidas por cada 4tomo ou molécula. O arranjo tridimensional da rede cristalina
distribui os centros de difracdo ao longo do espago, o que faz com que um feixe
sofra interferéncia construtiva em angulos de difracdo 20. A lei de Bragg estabelece a
relagdo entre o comprimento de onda A da radiacdo e as distancias interplanares dj;

da estrutura
2dprrsenf = nA (2.5)

onde n corresponde a diferenca de fase ou ordem da interferéncia.
Os valores de n sdo limitados pela condi¢do sen® < 1. Pela geometria mostrada na
FIG. 2.2, para raios como 1 e 2, espalhados por 4tomos no mesmo plano, a diferenca de

fase é nula (n = 0) e interferem construtivamente para qualquer angulo 6 de incidéncia.

Tubo de raios X Detector
1

Fenda

—

FIG. 2.2: Geometria de difragdo 0-20 e os planos paralelos de difracdo em um cristal.
Fonte: ALONSO, 2015.

Por extensao, raios oriundos de planos sucessivos, interferem construtivamente em
reflexdes de ordem superior dando origem a um maximo muito intenso. Dessa forma,
a condicdo de Bragg expressa um tipo de efeito coletivo, no qual os raios espalhados
por todos os dtomos em certos planos paralelos interferem construtivamente. Para
planos com equidistantes, a mudanca do angulo de incidéncia produz alternadamente
posi¢des de intensidade méaxima e minima, correspondendo a interferéncia construtiva
ou destrutiva (ALONSO, FINN, 2015).

Em cristais de simetria ctibica, como as ferritas com estrutura de espinélio, a dis-
tancia interplanar pode ser calculada diretamente por meio da EQ. 2.5 com n =1, ou

por meio de uma relagdo com os indices de Miller

a
2k 2)V

Apki (2.6)
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Combinando ambas as equagdes, vem que

1/2

sen@ = 21 (h? + k> + 1) (2.7)

a

Conhecendo o comprimento de onda particular incidente, essa equagdo permite
calcular todos os dngulos de Bragg possiveis para um cristal ctibico ou ainda determinar
o parametro de rede a da estrutura cristalina.

Quando o cristal é composto por mais do que uma classe de dtomos, cada tipo de
atomo contribui de um modo diferente para o espalhamento da radiagdo. Considerando
um cristal como sendo uma repeticio de uma base, a amplitude do espalhamento
resultante pelo plano hkl é chamado de fator de estrutura, que descreve o modo com
que o arranjo atomico afeta o feixe espalhado (CULLITY, 2001). Esse fator pode ser
obtido pela juncdo de todas as ondas espalhadas por 4tomos individuais,

N
Fhkl — anezm(hu”+kvn+lwn) (28)

n=1

onde a soma se estende até o enésimo dtomo do plano, u, v e w sdo as coordenadas do
enésimo atomo e f, representa seu fator de espalhamento.

A intensidade difratada por um cristal simétrico em seu arranjo cristalografico,
corresponde a um alargamento do pico de difragdo na medida que suas dimensdes sdo
reduzidas. Essa relagdo foi primeiramente observada por Scherrer em 1918, e conduz
a chamada férmula de Scherrer (EQ. 2.9) que calcula o tamanho médio dos cristalitos
em uma amostra a partir de medidas de difracdo de raios X baseando-se na largura dos

picos caracteristicos de difragao:
KA

- B cos O

(2.9)

em que D é o tamanho de cristalito da fase sob investigacdo, A o comprimento de onda
da radiagdo incidente e § a largura a meia altura (FWHM) do pico de maior amplitude
espectral (pico de Bragg). O pardmetro K é chamado de fator de correcdo (0,7 <K< 1,7)
que depende da forma da particula, dos indices cristalograficos dos planos refletores,
da definigdo particular para a largura do feixe e a relativa a dimensao da particula. No
caso de particulas aproximadamente esféricas, como as ferritas analisadas aqui, o valor

adotado para a constante é K=0,9.

242 OMETODO DE REFINAMENTO DE RIETVELD

O método de Rietveld, publicado em 1969 inicialmente para o estudo de difragao de

néutrons, utiliza um modelo matemético para o refinamento de estruturas cristalinas,
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analisando os dados de padrdes de difracdo gerados. O principio bésico do refina-
mento consiste em ajustar uma curva tedrica aos picos do difratograma experimental,
minimizando a diferenca entre o padrdo de pontos experimentais e o padrao de pon-
tos calculados. O tratamento desses dados possibilita obter informagdes quantitativas
e qualitativas com 6tima precisdo e confiabilidade na determinagdo de pardmetros de
rede, tamanho médio de cristalitos, além da andlise quantitativa de amostras polifdsicas
(MELO, 2017).

Existem diversos softwares que possibilitam compilar os dados coletados e efetuar
os calculos dos parametros da amostra analisada, como o HighScore da PanAlytical,
utilizado neste trabalho. No método de Rietveld, a intensidade tedrica calculada de
uma fase é determinada pelo somatdrio sobre todas as fases cristalinas presentes no

difratograma
I£=1"+§ Z LiPeFipA (26; — 26y) (2.10)
k

onde I eI f’ sdo as intensidades respectivas do pico e da radiacdo de fundo calculadas
na i-ésima interagdo, S representa o fator de escala, Ly, Py e Fi sdo respectivamente o
fator Lorentz-polarizacado, a fun¢do de orientacdo preferencial e o fator de estrutura, ¢
é a fungdo do perfil do pico, A é o fator de absorc¢ao, 20; e 20; sdo as posi¢des do pico
na i-ésima interagdo e na k-ésima reflexao de Bragg.

Um indicador importante, e que certamente afere a confiabilidade do refinamento,
é o fator de qualidade x* chamado de goodness of fit (e comumente abreviado por
GOF), consistindo em uma distribuicdo estatistica que busca avaliar quantitativamente
a qualidade do ajuste. Este tipo de distribuicdo é frequentemente utilizado para se
estipular a relagdo entre um resultado experimental observado e a distribui¢do esperada

ou tedrica das varidveis analisadas, e é apresentado na EQ. 2.11
n 2
2 (Oi —Ej)
= —_— 211
X Z‘ = (2.11)

onde O; e E; correspondem, respectivamente, a distribuicdo experimental observada e

ao total de varidveis tedricas esperadas para o intervaloi =1,2,...,n.

2.5 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

O microscépio eletronico de varredura (MEV) é um aparelho que pode fornecer
rapidamente informacdes sobre a morfologia e identificacdo de elementos quimicos de
uma amostra sélida. Sua utilizagdo é comum em qualquer drea da ciéncia que neces-

sidade avaliar rdpida e graficamente a estrutura de compostos sintéticos ou biol6gicos
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com precisdo incomparavel aos instrumentos 6pticos usuais.

Com isso, o microscépio eletronico se consolida como um dos mais verséteis ins-
trumentos disponiveis para a observagao e andlise, em alta resolucdo, de caracteristicas
microestruturais de objetos s6lidos. Aparelhos modernos, como o Thermo Scientific
Quanta FEG utilizado neste trabalho, permitem aumentos da ordem de 10° vezes para
grande parte dos materiais sélidos, o que conserva a profundidade de campo muitas
vezes essencial para a observacdo de superficies irregulares.

Outra caracteristica importante do MEV é a aparéncia tridimensional da imagem
das amostras, resultado direto de sua grande profundidade de campo. Permite também
0 exame em pequenos aumentos e com grande profundidade de foco, de extrema

utilidade para se complementar as informagoes dadas pela imagem 6ptica.

2.5.1 PRINCIPIOS DE OPERACAO

O principio operacional de um MEV consiste na utilizagdo de um feixe de elétrons
de pequeno didmetro visando explorar a superficie da amostra por linhas sucessivas,
transmitindo o sinal do detector a uma tela catédica ajustada a varredura do feixe
incidente. Por um sistema de bobinas de deflexdo, o feixe pode ser guiado de modo
a varrer a superficie da amostra segundo uma malha retangular. O sinal de imagem
resulta da interagdo do feixe incidente com a superficie da amostra. O sinal recolhido
pelo detector é utilizado para modular o brilho do monitor, permitindo a observagao.

A maioria dos instrumentos usa como fonte de elétrons um filamento aquecido de
tungsténio ou hexaboreto de lantanio, operando numa faixa de tensées de aceleragdo
de 1 a 50 kV. Essa fonte de particulas, ou canhdo de emissdo de campo (field emission
gun, FEG), aquece o filamento causando uma emissdo termionica dos elétrons. O
feixe é entdo acelerado pela alta tensdo criada entre o filamento e o anodo, sendo
entdo direcionado sobre os pontos de andlise da amostra por uma série de trés lentes
eletromagnéticas. Ao interagir com a amostra, o feixe produz elétrons e fétons que
podem ser coletadas por detectores adequados e convertidas em sinal captado por um
sistema de aquisigdo de video.

Ao incidir na amostra, o feixe primdrio direciona parte dos elétrons que se difun-
dem, constituindo um volume de interacdo que depende principalmente da tensdo de
aceleracdo e do peso atdmico da amostra. Neste volume, as particulas produzidas sdo
utilizadas na formacdo das imagens e nas analises fisico-quimicas. Para serem detecta-
das, tais particulas, resultantes da interacdo do feixe eletronico com a amostra, devem
retornar a superficie do material e entdo atingirem o detector. A energia com que a ra-
diagdo atingira o detector ird fornecer parametros como a resolucao espacial, que limita

a profundidade maxima de detec¢do das particulas através da captura eletronica.
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Todavia, a imagem formada a partir do sinal captado na varredura eletronica de
uma superficie poderd apresentar diferentes caracteristicas, tendo em vista que a visu-
alizacdo gréfica ird resultar da amplificacdo de um sinal obtido de uma interacdo entre
o feixe eletronico e o material da amostra. Assim, dentre os sinais emitidos, os mais
utilizados para obtengdo da imagem sao originarios dos elétrons secundérios (secondary
electrons, SE) ou dos elétrons retroespalhados (backscattered electrons, BSE).

Os elétrons secundérios sao gerados como produtos da ionizagdo provocada pela
interacdo da radiacdo primdaria com o material da amostra. Sdo particulas de baixa
energia (menores que 50 eV), formam imagens com alta resolucdo, na faixa de 3 a 5
nm e possuem um livre caminho médio de 2 a 20 nm. J& os elétrons retroespalhados
resultam das intera¢des ocorridas no interior da amostra e sdo provenientes de uma
regido do volume de interagdo que abrange um didmetro maior que o do feixe primario.
Os detectores de BSE operam em faixas de energia mais altas, tendo em vista que esses
elétrons sdo mais energéticos e fornecem informacgdes em relacdo ao contraste, como
uma melhor determinacdo do relevo (imagem topografica) ou a andlise dos elementos
presentes na amostra (imagem de composigao).

Um efeito interessante observado na andlise de particulas magnéticas, sugere que
quando o nimero de elétrons incidentes é maior do que o ntiimero de elétrons que
escapam da amostra, forma-se um pogo de carga negativa no ponto em que o feixe
atinge a amostra, provocando uma série de efeitos indesejados tais como contraste
anormal, deformag¢do daimagem e movimento. Esse efeito de carregamento é originado
pela grande acumulacado de elétrons na amostra, devido tanto aos efeitos de ionizagdo
quando a exposicdo da amostra ao feixe. Como o nivel de carga é relacionado com
a energia dos elétrons e o fluxo de elétrons por regido da amostra, efeitos como este
podem ser evitados com procedimentos relativamente simples, como a redugao da

tensdo de operagdo ou a diminuicdo das condi¢des de vacuo.
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3 TESTES DE SUSCEPTIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS

A determinagdo da susceptibilidade bacteriana aos antibiéticos constitui fator es-
sencial para o éxito no gerenciamento das infec¢des bacterianas e para analise compa-
rativa de agentes antimicrobianos. A eficdcia dos antibiéticos pode ser avaliada pela
sua capacidade de suprimir o crescimento das bactérias (efeito bacteriostatico) ou pela
capacidade plena de elimina-las (BONEV et al, 2008). O teste de concentra¢do inibi-
téria minima (CIM ou MIC, do inglés minimum inhibitory concentration) é geralmente
o método padrdo utilizado nas anélises de sensibilidade a antibiéticos, j&4 que permite
obter informacdes pertinentes com o uso de dosagens minimas. A CIM iré fornecer a
menor concentracdo de antimicrobiano capaz de inibir o crescimento bacteriano, sendo
geralmente expressa em microgramas por mililitro (pg/mL).

Como formas de investigacdo da atividade biocida das particulas estudas, podem
ser realizadas diversas metodologias, sendo a escolha adequada a necessidade de se
obter resultados mais precisos numericamente ou mais visualmente interpretaveis e,
portanto, imediatos. Neste capitulo serdo abordados trés métodos tradicionalmente
utilizados, de difusdo em meio semissélido, que oferece resultados essencialmente
qualitativos, espectrofotometria, que constitui método semi-quantitativo para a anélise
de efeito antibidtico, e espectroscopia citofluorimétrica, onde a bioatividade pode ser
quantitativamente analisada.

Como bactérias sao organismos complexos, torna-se necessario entender seus meca-
nismos de sintese de nutrientes e sua estrutura celular de modo a melhor compreender
os possiveis efeitos induzidos pelos materiais biocidas. Nas se¢des a seguir serdo apre-
sentadas as principais formas de identificagdo das bactérias, sendo detalhadamente

discutidas as particularidades dos testes de bioatividade em cada caso.

3.1 CLASSIFICACAO DAS BACTERIAS

Bactérias (do grego bakterion, significando bastdo) sdo agrupamentos de micror-
ganismos unicelulares e procariontes, que estdo entre as formas mais simples de vida
conhecidas e, portanto, possuem caracteristicas comuns tanto a espécies de plantas
quanto animais. Sdo amplamente distribuidas na natureza sendo encontradas no solo,
ar, agua, alimentos, na matéria em decomposic;éo, na superficie do corpo, no interior
do trato intestinal animal etc., estando entre os organismos mais antigos, com evidén-
cia encontrada em rochas de 3,8 bilhoes de anos (CRAPEZ, 2002). Como alteracdes
nas condi¢des ambientais produzem mudangas na flora bacteriana, a ocorréncia co-

mum de uma espécie em determinada regido depende da flora natural desse ambiente
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particular.

O ambiente aquético contém, em grande parte, alta quantidade de organismos
bacterianos. Os ntmeros podem variar significativamente dependendo da fonte da
agua, por exemplo, de pogos profundos ou rasos, fontes, rios, lagos, lagoas, cérregos
etc. A dgua poluida com esgoto pode conter milhdes de organismos por centimetro
ctbico, com algumas espécies constantemente presentes e constituindo a flora natural
dessa dgua. Geralmente, menos espécies de bactérias se reproduzem no mar com
relagdo ao solo, o que pode ser explicado pelas pobres qualidades da 4gua salgada
como meio de cultura (FAIRBROTHER, TAYLOR, 1962).

Muitas doengas causadas por bactérias possuem origem em uma falha de adapta-
¢do dos organismos ao ambiente. Organismos bem-adaptados podem levar a patolo-
gias sob condigdes especiais - por exemplo, quando presentes em grandes e incomuns
proporcdes, se as defesas do hospedeiro forem deficientes (como nos casos de AIDS
e tratamento quimioterdpico) ou se existirem condi¢des anaerébicas. Contudo, cabe
ressaltar que as bactérias patogénicas constituem apenas uma pequena proporgao de es-
pécies bacterianas. Muitas bactérias ndo patogénicas sdo benéficas e tteis na melhoria
da qualidade de vida humana, essenciais para a flora intestinal e produgdo da vita-
mina K, além de participar de processos essenciais como fixa¢do de nitrogénio, quebra
de residuos, producdo de alimentos, preparacdo de medicamentos e biorremediagdo
ambiental (ROHILL, 2010).

Na flora ambiental, os processos promovidos pelas bactérias sdo ainda mais cruci-
ais. Restos de plantas, folhas e frutos incididos sobre o solo, sdo convertidos em com-
postos soltveis pelos organismos ali presentes e disponibilizado para o crescimento
de novas plantas. Enxofre e fésforo, dois elementos necessdrios para o crescimento
vegetal, também sdo transformados em compostos inorganicos soltiveis por meio da
atividade dos organismos e absorvidos pelas raizes das plantas. No tratamento de
esgoto, bactérias sdo fundamentais na conversdo das proteinas insoltiveis, gorduras e
carboidratos, em compostos inodoros soltiveis, que podem ser descartados de forma
inofensiva no ambiente (SALLE, 1943).

3.1.1 DISTRIBUICAO E MORFOLOGIA DA CELULA BACTERIANA

Organismos unicelulares geralmente sdo encontrados de forma isolada ou em col6-
nias, que podem diferir com relagdo ao ambiente natural ou laboratorial. Na natureza,
as bactérias geralmente sdo encontradas interagindo com outros microrganismos e
sempre interagem com seu ambiente fisico-quimico. Essas condi¢des sdo usualmente
muito diferentes das utilizadas em laboratdrio para cultivar organismos em culturas
puras (ZINDER, SALYERS, 2001). Esses organismos podem viver na presenca de ar
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(chamadas aerdbias), na auséncia de ar (anaerdbias) ou ainda ser anaerdbias facultativas
(CRAPEZ, 2002).

As células bacterianas possuem dimensdes micrométricas, variando em tamanhos
que vao de células grandes, como Bacillus anthracis (3 a 10 ym), a células diminutas,
como Pasteurella tularensis (0,2 a 0,7 ym). Possuem formas caracteristicas, podendo ser
classificadas morfologicamente de acordo com a forma da célula e o grau de agregacao.

Morfologias microscépicas comuns sdo: a) cocos (células redondas ou elipsoidais),
como Staphylococcus aureus ou Streptococcus, respectivamente; b) bastdes ou hastes, como
Bacillus e espécies de Clostridium; c) longas e filamentosas células ramificadas, como
espécies de Actinomyces; e d) células em forma de virgula e espirais, como Vibrio cholerae

e Treponema pallidum, respectivamente (SALLE, 1943).

3.1.2 MEIOS DE CARACTERIZACAO DAS BACTERIAS

Bactérias sdo organismos quase incolores e, portanto, dificeis de se observar em lei-
turas microscépicas cotidianas. Um grande problema com a observacdo microscépica
de células procariontes é que estas, com certas exce¢des, sdo morfologicamente indis-
tinguiveis aos olhos humanos, portanto impossiveis de identificar macroscopicamente
mesmo com 0s poderosos recursos da microscopia eletronica (ZINDER, SALYERS,
2001). Um dos métodos mais vidveis para se identificar diferentes populagdes de or-
ganismos é através da marca¢do das colonias, sendo fundamental para revelar sua
estrutura e fornecendo a base para a classificacdo de muitos organismos.

Quando bactérias sdo marcadas com certas substancias corantes, como o violeta
de genciana (cloreto de pararosanilina), e posteriormente tratadas com iodo, algumas
espécies podem ser facilmente descoloradas com solventes organicos, como etanol ou
acetona, enquanto outras resistem a descoloragdo. Essas caracteristicas foram obser-
vadas primeiramente por Hans Christian Joachim Gram (1853-1938), bacteriologista
dinamarqueés, no final do século XIX.

O principio descritivo chamado de coloracdo de Gram fornece a classificagdo dos
diferentes grupos de bactérias. Embora o pesquisador dinamarqués tenha falhado ao
reconhecer o valor taxondmico do seu procedimento de caracteriza¢do por coloragdo,
até o final do século XIX ja havia sido percebido que as caracteristicas de coloracdo
se correlacionavam com importantes caracteristicas fisiolgicas e quimicas da célula.
Atualmente, o método de reacdo de Gram ainda é tratado com importancia fundamental
na classificagao e identificacdo das diferentes classes de bactérias, e constitui um dos
métodos de identificacdo mais importantes na bacteriologia (CLAUS, 1992).

Através da adicdo de contra corantes (safranina ou fucsina) torna-se possivel uma

andlise precisa dos microrganismos presentes no meio. A partir desse método de
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classificagdo, dois grupos principais podem ser reconhecidos: Gram-positivo e Gram-
negativo. As diferencas entre essas bactérias residem na densidade da membrana ce-
lular dos microrganismos, responsavel pela sintetizacdo de nutrientes, e na estrutura
da parede celular da bactéria. Assim, se a estrutura celular for simples, a coloragdo in-
dicard o grupo positivo, ao passo que, quando estruturalmente complexa, a coloragao
retribuird o grupo negativo.

A principal caracteristica das bactérias Gram-negativas consiste em sua membrana
plasmatica ser estruturada em dupla camada, formada por uma membrana interna
rica em fosfolipidios e uma membrana externa rica em fosfolipidios e lipopolisacari-
deos (LPS). Vérios grupos de proteinas estdo associados a essas membranas, como as
porinas, associadas a membrana externa, a qual permite a passagem de nutrientes, as
lipoproteinas, associadas a também a membrana externa por uma calda lipidica na
subunidade N-terminal, as proteinas integrais, que atravessam a membrana externa
em varias regides, as periplasmaéticas e as associadas & membrana interna, envolvidas
com ligagdo a ATPs, transporte de ions e pequenas moléculas (COSTA, 2013). Por outro
lado, bactérias Gram-positivas sdo estruturalmente mais simples e possuem composi-
¢do singular da parede celular, o que indica maior susceptibilidade a toxicidade com
aditivos quimicos e destruicdo da parede celular, permitindo a entrada de antibiéticos
através da célula.

Estas diferencas entre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas sdo caracteris-
ticas determinantes na resisténcia ou susceptibilidade a entrada de um determinado
antibiético no interior da célula. Em comparacdo com as Gram-positivas, bactérias
Gram-negativas sdo mais resistentes aos tratamentos antibiéticos devido a possibili-
dade de a parede celular ser de 40% a 100% mais densa. Essas bactérias produzem uma
variedade de polissacarideos, que podem formar barreiras fisicas, como os biofilmes,

fortalecendo a resposta imunolégica.

3.2 METODO DE DIFUSAO EM MEIO SEMISSOLIDO

A técnica de disco-difusdo em dgar é comumente utilizada para a determinacdo da
CIM em meios s6lidos. E um dos métodos de suscetibilidade mais simples, confisvel e
mais utilizado pelos laboratérios de microbiologia.

Este método tradicionalmente envolve a aplicacdo de solugdes antibiéticas de dife-
rentes concentracdes em finos discos de papel colocados na superficie de placas de agar
contendo a populagdo teste de bactérias. A difusdo do material antibiético para o meio
agar conduz a inibi¢do do crescimento bacteriano nas vizinhangas da fonte levando a

formacdo de zonas de inibi¢do, onde ndo havera presenca das bactérias.
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Na FIG. 3.3 é mostrado um exemplo desse ensaio, onde a ferrita de cobalto
Co1-xM,Fe;O4 € dopada com diferentes metais de transi¢do, quantificando seu efeito
antibiético pela reacdo com a bactéria Escherichia coli.

Control (a) CoFe,0, (b)

Inhibitionzone —
l1cm

Cog 5Cu, sFe,0, Cog.sZn, sFe,0, (d)

A
Inhibition zone 1em 1cm

Inhibition zone —

FIG. 3.3: Método de difusdo dgar-disco do Coi_xM,Fe;O4.
Fonte: SANPO et al, 2013.

Nesse caso, resultados de concentracdo inibitéria minima podem ser estimados
através do aumento dessas zonas de contato, a medida que se aumenta a concentracdo
do material. Os didmetros dos halos de inibi¢cdo podem ser relacionados a sensibilidade
da amostra bacteriana e velocidade da difusdo do antimicrobiano no meio agar. Essa

andlise se baseia na solu¢do da equacdo diferencial de difusdo em uma dimenséao,

D8zc(x, t) _de(x,t) _ 0 3.1)

Ix? ot
sendo D o coeficiente de difusdo e dc/dx o gradiente de concentragdo de antibiéticos
na fonte de material.

Em estudo complementar, Bonev et al (2008) propuseram uma ligeira modificacao
da equagdo de livre difusdo em uma dimensao ao considerar a difusdo em amostras de
algunsbactericidas naturais, observando a possibilidade desses antibi6ticos difundirem
no meio 4gar de forma mais lenta do que previsto teoricamente pela EQ. 3.1. Nesse
modelo, considerou-se que algumas das moléculas dos antibiéticos poderiam interagir
com a matriz de difusdo ou serem perdidas através de outro mecanismo de dissipagéo, o
que levou a necessidade de se introduzir um termo de dissipagdo na equagéo principal,

tornando-se

%c(x, t) dc(x,t)  de(x, t)
T F N

0 (3.2)
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sendo V o coeficiente caracteristico da taxa de dissipagao.

Dessa forma, a aproximacado da difusdo para a variacdo espacial mostra o processo
como decaimento exponencial, que pode ser descrito para o caso de um meio semi-
infinito,

In(c) = In(c,y) + (2D) ! (V + VY2 _ 4D) X (3.3)

onde c representa a dependéncia espacial da concentragdo e c;, caracteriza a minima
concentracdo inibitoria desde a fonte.

O resultado da EQ. 3.3 define a redugdo exponencial da quantidade de material
relacionada a concentracdo de cepas inicialmente no volume de controle. Em resumo,
quando o termo de dissipacdo V? > 4D, observa-se um decréscimo exponencial re-
lacionado a taxa de variacdo da concentracdo com a distdncia. Ja nas vizinhancas
de V2 = 4D, a solucdo da equacdo da difusdo sugere que o termo de dissipacdo seja
suprimido, obtendo a solugdo definida pela equacédo da difusao livre.

A interpretacdo dos resultados de difusdo e consequente formacgdo das regides
de inibicdo sdo estabelecidas para cada bactéria testada. Os didmetros dessas regides
podem ser correlacionados aos valores logaritmicos da CIM, onde os halos de inibigao
serdo inversamente proporcionais & CIM do antimicrobiano. Desta forma, as bactérias
podem ser categorizadas em sensiveis, resistentes ou intermedidrias (ANVISA, 2004).

Em muitos estudos e situagdes clinicas cotidianas, o teste qualitativo abrange grande
parte das expectativas na solugdo de resultados e orienta¢des por ser de rdpida recor-
réncia e facil interpretagdo, ndo necessitando de equipamentos sofisticados. Contudo,
em situagdes em que hd necessidade de maior acurécia na quantificagdo da resposta ini-
bitéria do material antimicrobiano deve-se recorrer a métodos quantitativos, conforme

serd abordado nas se¢des seguintes.

3.3 METODO DE MACRODILUICAO EM TUBOS

Uma das primeiras técnicas a ser utilizada para avaliagdo da sensibilidade aos agen-
tes antimicrobianos consiste na preparacdo de diluigdes seriadas de material antibidtico
em meio de crescimento liquido.

As etapas de realizagdo do ensaio consistem na preparacdo de solugdes com a
concentragdo de antimicrobianos juntamente do meio de cultura, inoculagdo dos tubos
contendo os antimicrobianos com a suspensio bacteriana (entre 10° e 10° UFC/ml) e
avaliacdo do crescimento bacteriano analisado apds o periodo de incubagdo. Nessa

ultima etapa a andlise pode ser conduzida pela turbidez aparente da solugéo.
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Segundo reportado por Lin et al (2013), fibras nanométricas de Ag-CuFe;Oy inibi-
ram o crescimento de bactérias quando dispostas na concentragio de 64 g mL™". Apés
o tratamento é possivel observar a mudanca na colora¢do da solucdo, acompanhada
pela sedimentacdo das bactérias eliminadas.

A quantificacdo de bactérias inibidas ou mortas apds o contato com as particulas
pode ser feita pela andlise de densidade 6ptica/espectro de absorbancia na faixa UV.

FIG. 3.4: (a) Tubos contendo concentracdo de E. coli antes (esquerda) e depois (direita) do
tratamento com fibras de Ag-CuFe;O4. Imagens de MEV em (b) E. coli e (c) S. aureus apds o
tratamento antibacteriano.

Fonte: LIN et al, 2013.

Algumas vantagens dessa técnica residem na determinacdo de um resultado semi-
quantitativo, além da avaliacdo de um ndmero substancial de bactérias no volume
controlado. As principais desvantagens estdo na necessidade de um grande ntimero
de recipientes para avaliagdo de um mesmo antibiético e a possibilidade de erros
associados a preparagao das concentra¢des antimicrobianas (ANVISA, 2004).

3.4 ESPECTROFOTOMETRIA NO ULTRAVIOLETA VISIVEL (UV/VIS)

A espectroscopia no ultravioleva visivel é um dos métodos analiticos mais usados
nas determinagdes analiticas em diversas areas. Envolve a espectroscopia de fétons,
chamada de espectrofotometria, utilizando o comprimento de onda da fonte luminosa
da regido do ultravioleta até a regido do visivel, compreendendo a faixa entre 200
e 800 nm do espectro eletromagnético. E aplicada para determinagdes de compostos
orgdnicos e inorganicos, como, por exemplo, na identificagdo do principio ativo de
tdrmacos.

3.4.1 FUNDAMENTOS TEORICOS

A absorcdo da regido visivel e ultravioleta depende sobretudo do nimero e do

arranjo dos elétrons nas moléculas ou ions absorventes. Como consequéncia, o pico de
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absorcdo pode ser correlacionado com o tipo de ligacdo que existe na espécie que esta
sendo estudada.

O método utilizado na determinagdo quantitativa da concentragdo em solugdo de
substancias absorventes de radiacdo é dado pela lei de Beer-Lambert, que relaciona
a intensidade da luz incidente (I) com a intensidade transmitida (Ip) pela amostra

analisada,
I
A =log (—) = ecL (3.4)
Iy

onde A é a absorbancia medida, ¢ é a constante de absorvidade molar, ¢ é a concentragdo
da amostra e L é a distancia percorrida pela radiacdo.

Os instrumentos capazes de registrar dados de absorbancia ou transmitancia sao
chamados de espectrofotometros, que mensuram a quantidade de fétons refratados
(em %T) em fun¢do do comprimento de onda. Este registro é chamado de espectro de
absorc¢ao ou de espectro de transmissdo, segundo o dado registrado seja de absorbancia

ou transmitancia, respectivamente, e é caracteristico para cada espécie quimica.

3.4.2 PRINCIPIOS OPERACIONAIS

Na obtengdo da informagdo sobre a absor¢do de uma amostra, esta é inserida no
caminho 6ptico do equipamento por meio de um recipiente ndo absorvedor (geral-
mente cubas retangulares de vidro ou quartzo), fazendo com que a radiagdo na faixa
de comprimentos de onda UV-Visivel incida sobre a solugdo. O espectrofotometro en-
tdao medird a transmitancia por meio da razao I/Iy, convertendo a quantidade de luz

absorvida pela amostra por meio da teoria mostrada na EQ. 3.4.

Detector Output

Fonte de radiagao e ol ;0’ /s / ‘
\ W A 0260

e Amostra

Amplificador

Monocromador Cuba retangular

FIG. 3.5: Diagrama esquemaético dos componentes de um espectrofotdmetro UV /Vis.

A caracteristica mais importante dos espectrofotometros é a selecdo de radiagdes
monocromaticas, o que possibilita inimeras determinag¢des quantitativas regidas pela

Lei de Beer. Quando a regido espectral usada é a ultravioleta/visivel, sdo necesséarios
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componentes 6ticos de quartzo e detectores altamente sensiveis capazes de detectar ra-
diagOes nessa extensa faixa espectral em que atua o instrumento. Os espectrofotometros
contém, em geral, cinco componentes principais: fontes de radiacdo, monocromador,
recipientes para conter as solugdes, detectores e indicadores de sinal, representados na
FIG. 3.5.

3.5 CITOMETRIA DE FLUXO

A citometria de fluxo fornece um rdpido e confidvel método para determinar a
viabilidade de bactérias numa suspensdo. A determinacdo da viabilidade celular é
critica quando se avalia uma resposta as drogas ou outros fatores citotoxicos. Essa
técnica permite a andlise de varios pardmetros simultaneamente, sendo conhecida
também por citometria de fluxo multiparamétrica. Através de um aparelho de deteccdo
Optico-eletronico sdo possiveis andlises de caracteristicas fisicas e quimicas de células,

individualmente ou em coletivo.

3.5.1 FUNDAMENTOS TEORICOS

Um feixe de luz (gerado por um ou mais lasers) de um comprimento de onda
especifico é direcionado a um meio liquido em fluxo. A medida que o fluxo de amostra
passa pelos feixes luminosos, alguns detectores (sistema 6ptico-eletronico) registram a
forma como as estruturas dispersam a luz do laser incidente, captando as fluorescéncias
emitidas. Esses detectores sdo posicionados na linha do feixe de luz (forward scatter,
FSC) e perpendicularmente ao feixe (side scatter, SSC), além de diversos detectores de
fluorescéncia. Os detectores FSC correlacionam-se com o volume celular e os detectores
SSC dependem da complexidade interna da particula analisada, como forma do nticleo,
tamanho relativo, quantidade e tipo dos granulos citoplasmaticos e rugosidade da
membrana.

As particulas suspensas que passam através do feixe dispersam a radiagdo de for-
mas caracteristicas, com o auxilio dos corantes quimicos fluorescentes (fluorocromos)
juntos ao material, que podem ser excitados emitindo luz de menor frequéncia com
relagdo a fonte. Esta combinagdo de luz dispersa e fluorescente é melhorada pelos de-
tectores, sendo possivel explorar informacgdes sobre a estrutura fisica e quimica de cada
particula individualmente. Em alguns equipamentos modernos, como o BD FACSCanto
IT ou CytoFLEX, é possivel ainda realizar a separacdo das células analisadas, procedi-
mento conhecido como cell sorting, estudando a morfologia de varios tipos celulares

simultaneamente.
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3.5.2 PRINCIPIOS OPERACIONAIS

A grande vantagem da técnica € a capacidade de avaliar em curto espago de tempo
um grande nimero de células com alta sensibilidade e especificidade, proporcionando
em seus resultados informacdes suficientes para diagndsticos precisos sem a neces-
sidade de outros exames. Apesar de ter sido desenvolvido em 1934, este exame foi
introduzido no Brasil em novembro de 1988, no Instituto Oswaldo Cruz, com a che-
gada do primeiro aparelho em territério nacional.

O principio basico de operacdo consiste em inserir a amostra, previamente pre-
parada em suspensdo, no canal de fluxo, onde esta é varrida a uma taxa constante
(em pL/min). O material entdo é analisado para uma série de comprimentos de onda
(nas faixas do violeta, azul e vermelho, por exemplo) que excitam o fluorocromo e sdo
coletados pelos canais de fluorescéncia para esses comprimentos de onda. No sistema
eletronico, os pardmetros sdo determinados por uma série de cdmaras fotomultiplica-
doras, responséveis por converter o sinal 6ptico em eletronico. A aquisi¢do dos dados
de fluorescéncia é feita por meio de um software especifico, que relaciona a intensidade
de fluorescéncia com a contagem de células presentes em uma determinada regiao.

O diagrama representativo da andlise por citometria de fluxo, mostrando os deta-
lhes de um citdmetro comercial, é apresentado na FIG. 3.6

Um método importante, utilizado neste trabalho, para acessar a viabilidade celular
é o da exclusao do iodeto de propidio (propidium iodide, PI). Por ser um intercalante
de pares de base do DNA o PI ndo é incorporado pelas células vivas, que possuem
suas membranas intactas, o qual facilmente penetra nas células ndo vidveis e cujas
membranas se apresentam danificadas e permedveis. A partir disso o fluorocromo é
excitado pelo laser em 488 nm, sendo detectado em um comprimento de onda de 617

nm.
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FIG. 3.6: Diagrama esquematico dos componentes de um citometro de fluxo comercial.
Fonte: ROMAGNOLLI, 2013.
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4 MATERIAIS E METODOS

O método investigado neste trabalho consiste na sintese e caracterizacdo de parti-
culas de ferrita (Cuj-yAgyFe;Oy), com x representando o parametro de concentragao
em peso de fons de prata, de modo a viabilizar aplica¢do na eliminagdo ou inibi¢do po-
tencial de microrganismos em determinados volumes de controle. Nas se¢ées a seguir,
serdo apresentados os métodos de sintese, preparo e selecdo das amostras utilizadas

nos ensaios biolégicos.

4.1 SINTESE E PREPARACAO DAS AMOSTRAS

Todas as amostras de ferrita Cuj_yAgy,Fe,O4 foram inicialmente preparadas com a
mistura estequiométrica de nitrato ctiprico tri-hidratado (Cu(NO3)2-3H>O) com 99% de
pureza, da marca Vetec, nitrato férrico nona-hidratado (Fe(NO3z)3-9H,0O) com 98% de
pureza e glicina (CoH5NO;) com 98,5% de pureza, ambos reagentes da marca Sigma-
Aldrich. Para as amostras que carregam em sua estequiometria fragdes em peso de
prata, foram adicionados a solucdo inicial o nitrato de prata (AgNO3) com pureza
> 99% da marca Sigma-Aldrich.

Na estequiometria das ferritas o controle dos componentes da reagao é altamente
sensivel, tendo em vista que os nitratos atuam como agentes oxidantes na reacdo de
combustdo enquanto a glicina atua como agente redutor e combustivel para a reacdo.
O efeito da razdo equivalente combustivel-oxidantes (g/n), a taxa da valéncia total do
elemento redutor com relacao as valéncias dos 6xidos dos nitratos metélicos, no controle
do tamanho de particula e microestrutura do produto de combustao foi investigada por
Toniolo et al (2007). De acordo com Mangalaraja et al (2004) a razao g/n desempenha
um papel crucial na determinac¢do da exotermia da reacdo de combustao, que por sua
vez afeta a coloracdo e propriedades da particula derivada dos produtos de combustao.
As quantidades em massa de cada reagente foram definidas para a composicao desejada
do produto final e na estequiometria exata para o consumo completo dos 6xidos pelo
agente complexante.

Primeiramente foram aferidas as massas requeridas dos nitratos metalicos, adicio-
nadas diretamente no recipiente de mistura. A composicdo inicial da solugdo contendo
nitrato férrico, nitrato cliprico, nitrato de prata e glicina deriva do célculo de estequio-
metria da reagdo redox entre o combustivel e os oxidantes. Assim, carbono, hidrogénio,
terro, cobre e prata sdo considerados elementos redutores com valéncias respectivas
+4, +1, +3, +2 e +1 (HWANG et al, 2004).
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A valéncia calculada do elemento combustivel glicina é dada como +9; o oxigénio,
considerado um elemento oxidante, possui valéncia -2 e a valéncia do nitrogénio é
comumente considerada como zero (TAILLADES et al., 2016).

Foram entdo adicionadas as quantidades relativas ao elemento combustivel, calcu-
lada por meio da estequiometria equivalente da reagdo, para cada amostra. Os calculos
das quantidades molares dos reagentes foram tomados por base na literatura, onde
foram avaliadas duas proporcdes entre o agente redutor e os agentes oxidantes, resul-
tando na razdo entre o niimero de mols de glicina e o ntimero total de mols dos nitratos
de cobre, prata e ferro em 0,7 e 1,0. Foram utilizadas ainda duas concentra¢des em
peso entre os 6xidos de cobre e prata, com x = 0,02 e x = 0,05. Nesta fase do trabalho,
efeitos de retengdo de O, e N, diretamente do ar nado serdo levados em consideracdo na
estequiometria do produto.

Os calculos estequiométricos correspondentes as reagdes, tal como as informagdes

das aferi¢oes realizadas com precisdo de 107! mg, sdo mostrados agora para cada caso.

(a) Ferrita de cobre CuFe;Oy4: O calculo da valéncia total dos nitratos metéalicos foi feito
por somatoério aritmético simples, obtendo resultado -16. A estequiometria da reacdo
redox exige uma quantidade molar estimada de glicina, necessaria no balanceamento
das valéncias oxidantes e redutoras totais, calculada como:
(-16) +9n =0 .. n = 16/9 mols.

Assumindo a completa combustdo dos reagentes apds o processo de ignigdo, a
reacdo geral para a ferrita de cobre pode ser descrita segundo a EQ. 4.1 e na TAB. 4.1

sdo apresentadas as relagdes percentuais das massas aferidas.

Cu(NO3)2 . 3HZO + 2Fe(N03)3 . 9H20 + )/NHzCHzCOOH —>

5 9 y (4.1)
— CuFe;04 +2yCO; + (21 + 2y | H20 + (10— 2y | Oz + (4 + E) N,

onde y representa o valor relativo aos mols de glicina.

TAB. 4.1: Fracdo das massas aferidas por reagente para a amostra CuFe;Oy.

Razdo ¢/n Reagentes (fragdo percentual de massa)
&M Fe(NO3)3-9H,0 | Cu(NO3),-3H,0 | AgNO; | C,HsNO;
g/n=1,0 63,39% 18,95% - 17,66%

(b) Ferrita Cug 9sAgp 02Fe;04: em Cuj_yAgyFerOy4, com x = 0,02, o calculo da valéncia
total dos nitratos metalicos retribui resultado -21. Calculou-se o niimero estimado de
mols da glicina para esta amostra: (-21) +9n =0 .. n = 7/3 mols.

A EQ. 4.2 representa a relagdo geral de balanceamento dos elementos reagentes e
na TAB. 4.2 sdo apresentadas as respectivas medidas das massas dos nitratos de ferro,
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cobre e prata.

0, 98Cu(N03)2 -3H,O + 0, OZAgNO3 + 2Fe(N03)3 -9H,0 + )/NH2CH2COOH S

— CuolgsAgolozFQZOzl + 27/(:02 + (

41,88 + 5y

9 1 14
> )HZO‘F(lO—Z)/)OQ-i‘(ﬁ'FE)NQ

(4.2)

TAB. 4.2: Fracao das massas aferidas para a amostra Cug9gAgo,02Fe2Os.

Razdo g/n Reagentes (fracdo percentual de massa)
FG(NO3)3'9HQO Cu(N03)2'3HQO AgNOg, C2H5N02
g/n=1,0 63,46% 18,59% 0,27% 17,68%
g/n=0,7 67,02% 19,63% 0,28% 13,07%

(c) Ferrita Cug 95Ago,05Fe204: em Cuj_yAgy,Fe;O4 , com x = 0,05. A EQ. 4.3 representa
a relacdo de balanceamento dos elementos reagentes e na TAB. 4.3 sdo apresentadas as

respectivas medidas das massas dos nitratos de ferro, cobre e prata.

0,95Cu(NO3); - 3H,0 + 0, 05AgNO; + 2Fe(NO3); - 9H,0 + yNH,CH,COOH —

— CU_Q,95AgO,05Fezo4 +2yCO;, +

(41,7+5y)

1
H,0 + (10— Zy) 0, + (— n Z)Nz

40 2
(4.3)

TAB. 4.3: Fracdo das massas aferidas para a amostra Cug95Ag0,05Fe204.

Razdo g/n Reagentes (fragdo percentual de massa)
Fe(N03)3-9H20 Cu(NO3)7_-3H20 AgNO3 C2H5N02
g/n=1,0 63,56% 18,06% 0,67% 17,71%
g/n=0,7 67,13% 19,07% 0,71% 13,09%

De modo a obter a solugdo reagente, todos os componentes foram diluidos dire-
tamente em 10 mL de dgua deionizada, com objetivo de evitar que as propriedades
higroscépicas dos 6xidos introduzissem erros nas medidas.

Consequentemente, a solugdo formada pela dilui¢do dos nitratos e glicina foi ho-
mogeneizada manualmente e em temperatura ambiente em um béquer de 100 mL,
onde fora levada ao aquecimento em uma placa aquecedora que induz a evaporagao
de toda a 4gua excedente a uma temperatura controlada de 100°C e pressdo ambiente.
Com objetivo de reduzir as possiveis interferéncias de temperatura e dispersao dos re-
siduos téxicos resultantes do processo de combustdo, utilizou-se a capela de exaustao
existente no Laboratério de Sintese de Nanoparticulas e Preparagdo de Amostras do
Instituto Militar de Engenharia para esta etapa.
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Completado o ciclo de secagem, observou-se 0 momento da igni¢do da combustao
seguido pela queima autossustentada em todo o volume do material. O resultado é
um fino p6 de grande volume e aparéncia escura definida pela quantidade de 6xidos

metdlicos presente nas amostras.

4.2 SEPARACAO DAS AMOSTRAS DE FERRITA

As amostras de ferrita utilizadas neste trabalho tiveram como objetivo a investigagao
do processo inibidor de crescimento bacteriano e a relacdo da quantidade do ion prata
em tal processo. Para tal, os materiais sofreram modificagdes moleculares na etapa de
sintese, ajustando uma quantidade maior de oxidantes por reagente (razdes g/n iguais
a 1,0 e 0,7) de forma a investigar os possiveis efeitos induzidos pelas modificagdes na
estequiometria da reagdo no processo de mitigacdo da atividade bacteriana.

De forma a facilitar a leitura de dados, as amostras de ferrita produzidas foram

separadas em rétulos conforme sua estrutura quimica e elencadas na TAB. 4.4.

TAB. 4.4: Amostras de ferrita cobre-prata avaliadas neste trabalho.

Coédigo/Amostras Razdo g/n
C010 - CuFe204 1,0
C210 - CUO/98Ag0/02F6204 1,0
C207 - CuO,ggAg0,02F6204 0,7
C510 - CUQ,95Ag0,05F8204 1,0
C507 - Cup,95A80,05Fe204 0,7

4.3 CARACTERIZACAO MICROESTRUTURAL

4.3.1 DIFRACAO DE RAIOS X

Os difratogramas de raios X foram obtidos em um difratdmetro marca PANalytical,
modelo X'Pert Pro, do Laboratério de Difracdo de Raios X do Centro Brasileiro de
Pesquisas Fisicas (CBPF). Os dados de varredura foram: tensdo da fonte 40 kV, corrente
da fonte 40 mA, angulo inicial 15°, &ngulo final 110°, incremento angular 0,05°, veloci-
dade de varredura 160 segundos/angulo. Este equipamento utiliza uma fonte de cobre
(A = 0,154 nm) para a radiacdo incidente.

O difratograma da ferrita foi ajustado pelo método de Rietveld utilizando o software
HighScore Plus 3.0. As fichas de ajuste foram extraidas do banco de dados Inorganic
Cristal Structure Database (ICSD).
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Por ndo haver fichas cristalograficas das ferritas Cu-Ag, as caracteriza¢des dos difra-
togramas desses materiais foram realizadas por comparagao dos picos cristalograficos
com as fichas do banco de dados JCPDS. Utilizou-se também espectros de difracdo

publicados na literatura para as aproximagdes referentes as particulas analisadas.

4.3.2 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Micrografias por microscopia eletronica de varredura foram obtidas em um mi-
croscopio eletronico marca ThermoFisher Scientific, modelo Quanta FEG 250, equipado
com detector de elétrons retroespalhados marca Bruker, modelo EBSD e~ Flash HD, do
Laboratério de Microscopia Eletronica do Instituto Militar de Engenharia. Os dados
de operagdo durante as andlises foram: tensdo de aceleracdo dos elétrons na faixa de
5 kV a 30 kV, distancia de trabalho de 5 a 10 mm e spot size 5,0.

Devido as amostras se apresentarem em formato de p9, estas foram simplesmente
compactadas em uma fita de carbonono suporte. Nao houve necessidade de preparacao
ou conformacado das amostras para ajuste no microscépio.

4.4 TESTES DE SENSIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS

441 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS PARA ESPECTROFOTOMETRIA UV-
VIS

Todos os procedimentos de preparo das amostras para realiza¢do dos ensaios biol6-
gicos foram feitos utilizando-se como base o protocolo de procedimentos operacionais
para o teste de macrodilui¢do em tubos do Laboratério de Taxonomia, Bioquimica e
Bioprospeccdo de Fungos do Instituto Oswaldo Cruz, introduzindo as modificagdes
necessarias para a natureza dos experimentos.

Com auxilio de uma alca de inoculagdo, retira-se um fragmento da bactéria preser-
vada transferindo para uma placa de Petri contendo o meio de cultura Agar Mueller-
Hinton!. Apé6s o periodo de 24 horas de incubagdo, transfere-se uma aliquota da
bactéria para um tubo de ensaio contendo 5,0 mL de meio de cultura caldo Mueller-
Hinton. Todos os tubos foram entdo incubados por 4 horas a 37°C para ativacgdo e
sincronizacdo das bactérias.

Transferiu-se 1,0 mL da bactéria ja crescida para um tubo de ensaio contendo 1,0 mL
de formol 10%. A leitura da quantidade de colonias foi feita por meio da medida de
absorbancia na faixa de comprimento de onda A = 625 nm em espectrofotometro UV-
Vis da marca Thermo Scientific, modelo Genesys 10S.

Meio de cultura normalmente utilizado para realizar testes de sensibilidade aos antimicrobianos
(TSA), proporciona ao desenvolvimento e crescimento de cepas bacterianas de interesse clinico.
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Em sequéncia, ajustou-se a concentra¢do da suspensdo bacteriana presente no iné-
culo inicial para a faixa entre 10° a 10 UFC/mL em tubos contendo 5,0 mL de meio
caldo Mueller-Hinton por meio da EQ. 4.4.

1081 4,
Aig

Ci (UFC/mL) = (4.4)
onde: Ay, corresponde a distribuicdo de densidade observado no espectrofotdmetro e
Aiq representa ao valor ideal da densidade 6ptica (0,08 - 0,1) para a concentracdo de
10° UFC/mL.

442 AQUISICAOE ANALISE DAS AMOSTRAS POR ESPECTROFOTOMETRIA UV-
VIS

Foram selecionadas para os bioensaios as cepas padrdo Gram-positivas
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Bacillus subtilis (ATCC 6633) e Enterococcus faecalis
(ATCC 29212) e Gram-negativas Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Escherichia coli
(ATCC 25922) e Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603), para andlises semiquantitativas
frente as amostras de ferrita.

Dez frascos Erlenmeyer de 50 mL contendo 5 mL de meio caldo Mueller-Hinton
foram utilizados para os ensaios com cada bactéria, sendo selecionadas massas das
amostras nas quantidades de 250 pg/mL e 500 pug/mL. Seis frascos adicionais foram
separados, contendo as concentra¢des bacterianas de controle sem adigdo das ferritas.
Uma suspenséo volumétrica inicial de 5 uL de cultura bacteriana a 5 x 10° UFC/mL foi
adicionada aos recipientes, ajustada por meio da EQ. 4.5, que relaciona a densidade

de crescimento em cada cultura.

107V

Vi (mL) = °C

(4.5)

onde: Vy corresponde ao volume final de solugéo e C; representa a concentragao real
de suspensao bacteriana dada na EQ. 4.4.

Cada amostra foi homogeneizada trés vezes junto ao meio de cultura para elimina-
cdo de grandes agregados, sendo entdo mantidas em condi¢des de incubacdo em uma
cadmara incubadora marca Edmund Biihler, modelo TH 30, sob agitagdo de 110 rpm na
faixa de temperatura de 36°C a 37°C pelo periodo overnight. Todos os ensaios foram
realizados em duplicatas para garantir sua total reprodutibilidade e confiabilidade.

Ap6s o periodo de incubagdo, os dados da absorbancia do feixe foram adquiridos
por meio da leitura da densidade de colonias no espectrofotometro UV-Vis da Thermo
Scientific, através do protocolo estipulado neste trabalho. De forma a estabilizar as cul-

turas, transferiu-se 1 mL de cada frasco para tubos de ensaio convencionais contendo
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1 mL de formol 10%. Foram feitas as aquisi¢des da absorbancia nos tubos de controle
positivo, correspondentes ao maximo crescimento das bactérias durante a incubacao, e
comparadas as leituras das solugdes com as amostras de ferrita, estimando-se estatisti-

camente a eficiéncia antibacteriana das amostras.

4.4.3 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS PARA CITOMETRIA DE FLUXO

Foram selecionadas para os bioensaios por citometria de fluxo as cepas padrdo
Gram-positiva Enterococcus faecalis (CCBH 5069) e Gram-negativa Escherichia coli (CCBH
3860). A preparacdo da suspensdo inicial das bactérias selecionadas foi feita seguindo
o protocolo dos testes de macrodiluicdo em frascos, descrito na secao 4.4.1.

Foram utilizados frascos Erlenmeyer de 50 mL contendo meio caldo Mueller-Hinton
e solucdo tampado fosfato-salino (phosphate buffered saline, PBS)?, pH 7,2, para os en-
saios com cada bactéria, sendo selecionadas massas das amostras nas quantidades de
100 pg/mL e 200 pg/mL. Foram preparados dois frascos de controle para cada bactéria,
sendo o controle negativo, correspondente as bactérias mortas por imersao em agua
comum a 60°C por 15 minutos, e controle negativo, correspondente a solucdo de bac-
térias crescidas. Uma concentracio volumétrica de cultura bacteriana a 107 UFC/mL,
calculada por meio da EQ. 4.5 foi adicionada aos recipientes.

Os experimentos foram realizados em duas etapas. Na primeira andlise (FIG. 4.7),
foram verificadas as atuagdes das cinco amostras de ferrita nas concentra¢ées predefi-
nidas em um volume de crescimento bacteriano contendo 5 mL de MHB com 1 mL de
PBS, incubadas em periodo de 16 horas, overnight.

Bactérias

Erlenmeyer 50 mL Controle positivo

(crescidos)

E. coli
E. faecalis PR

(107 UFC/mL) 5 mL MHB I 100 pg/mL
Amostras |~ 200 pg/mL

FIG. 4.7: Diagrama esquematico dos materiais para citometria de fluxo com todas as amostras
de ferrita, nas concentra¢des 100 pg/mL e 200 pug/mL.

Na segunda analise (FIG. 4.8), foram verificadas as respostas de duas amostras de
ferrita, em dois volumes de solucdo (5 mL de MHB com 1 mL PBS e 2 mL. de MHB com
1 mL de PBS), incubadas em periodo de uma hora.

2Solugdo salina comumente utilizada em bioquimica, contendo cloreto de sédio, fosfato de sédio,
cloreto de potdssio e fosfato de potdssio. Tém como finalidade manter um valor de pH praticamente
constante, quando adicionados a diferentes meios.
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Bactérias

Erlenmeyer 50 mL Erlenmeyer 50 mL

E. coli

E. faecalis
(107 UFC/mL)

1mLPBS
5mL MHB

= 1mLPBS
| 2mL MHB

Controle Controle
. Amostras . Amostras
negativo c210 negativo c210
(morte) C510 (morte) C510
Controle —— Controle —
positivo 100 pg/ml positivo 100 pg/mL
(crescidos) 200 pg/mL (crescidos) 200 pg/mL

FIG. 4.8: Diagrama esquemaético dos materiais para citometria de fluxo com as amostras
Cup,08Ago,02Fe204 (C210) e Cug95A80,0sFe204 (C510), nas concentragdes 100 pg/mL e 200
png/mL.

As bactérias obtidas e preparadas foram entdo ressuspendidas em 200 pL e subme-
tidas ao protocolo citofluorimétrico de marca¢do com PI. Foram adicionados 5 pL de PI
em cada tubo de amostra e entdo incubados no gelo (4°C), no escuro por 15 minutos.
Ap6s o preparo, as amostras foram imediatamente submetidas a aquisigdo e analise por
citometria de fluxo de forma individual, enquanto as demais amostras permaneceram
sob protecdo da luminosidade.

4.4.4 AQUISICAO E ANALISE DAS AMOSTRAS POR CITOMETRIA DE FLUXO

Apés a incubagdo com PI, 50.000 eventos foram adquiridos utilizando o citometro

de fluxo CytoFLEX da marca Beckman Coulter através do protocolo representado na
FIG. 4.9.
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FIG. 4.9: Protocolo citofluorimétrico representativo.

Na FIG. 4.9(a) é mostrado um dot plot de altura versus area (FSC-H vs. FSC-A),
onde foi criado uma regido ou gate (doublets) para exclusdo de debris e doublets. A
FIG. 4.9(b), representa um dot plot morfolégico biparamétrico de tamanho (FSC) versus
granularidade (SSC), no qual foi criada uma regiao (gate Bac) englobando a populagdo
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bacteriana a ser avaliada. Ja na FIG. 4.9(c) é representado um histograma de intensidade
de fluorescéncia relativo a incorporagao de PI pelos microrganismos nao-viéveis.

As andlises foram feitas através do software CytExpert, versdo 1.1 (Beckman
Coulter). O laser 488 nm foi utilizado para a excitacdo do PI, cuja emissdo da fluo-
rescéncia foi captada pelo filtro 610/20 nm.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 PROPRIEDADES MICROESTRUTURAIS

5.1.1 DIFRACAO DE RAIOS X

Os espectros de DRX das ferritas analisadas sdo apresentados nas figuras seguintes
e conferem resultados que confirmam os dados apresentados na literatura para as
ferritas de cobre com a presencga de uma fase de 6xido de prata (Ag,O).

Na ferrita de cobre CuFe;O4, para os angulos de difragdo 18,33°, 30,16°, 35,53°,
37,17°, 43,19°, 47,29°, 53,59°, 57,13°, 62,74°, 65,97°, 71,18°, 74,23°, 75,24° e 79,22° sdo
indexados os picos (111), (220), (311), (222), (400), (331), (422), (511), (440), (531), (620),
(533), (622) e (444) caracteristicos da ferrita de cobre, indicando sua estrutura cristalina
ctbica de espinélio. A andlise demonstrou a formacao de 84,6% de formagdo da fase
ferrita, 11,6% de 6xido de cobre (CuO) e 3,8% de magnetita (Fe3O4) que consiste em
um 6xido de ferro com propriedades ferrimagnéticas. O difratograma obtido para esta

amostra é mostrado na FIG. 5.1.

(311)

(440)

Intensidade (u.a.)

(220)

20 30 40 50 60 70 80
20 (graus)

FIG. 5.1: Padrao de difracdo da ferrita de cobre CuFe;Oj.

Para as ferritas de cobre-prata Cug 93 Ago,02Fe204 e Cup 95Agp 05Fe204 0s angulos de
difracdo e respectivos picos caracteristicos das fases formadas sdo indicados na TAB.
5.2 e seus difratogramas sdo apresentados comparativamente na FIG. 5.2. As fichas
utilizadas para as andlises foram ICSD 24872 para a fase ferrita de cobre, ICSD 27667 o
6xido de prata, ICSD 16025 para o 6xido de cobre e ICSD 65339 para a fase magnetita.
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FIG. 5.2: Padrdo de difragdo das ferritas (a) Cug98Ag0,02Fe204 e (b) Cug,95A80,05Fe204.

Na TAB. 5.1 sdo apresentados os resultados do percentual de fases presentes nas
amostras, tamanho de cristalito (D), em nandmetros, e goodness of fit (GOF) para as

estruturas CuFe;Qy, CuOlggAgolozFezozl e Cu0,95Ag0,o5FezO4.

TAB. 5.1: Parametros estruturais das ferritas Cu-Ag estudadas.

Fases analisadas (%)
Amostras CuFe,0; CuO AgO FesOs D (nm) GOF
CuFe; Oy 84,6 11,6 - 3,8 2332 1,17
CuOlggAgolozFep_Oz; 81,5 - 13,6 4,9 15,83 1,19
Cup,95A80,05Fe204 83,2 - 13,1 3,7 14,05 1,12

O tamanho médio de cristalito foi calculado através da média dos tamanhos de
cristalitos calculados pelos trés picos mais intensos dos difratogramas. A equagdo de
Scherrer (EQ. 2.9) foi utilizada para confirmar os resultados obtidos pela anélise no
software HighScore, demonstrando plena consonéncia entre as duas abordagens.

O espacamento interplanar djx; e o pardmetro de rede a foram calculados usando
a relagdo da Lei de Bragg (EQ. 2.6) por meio da posicdo média dos picos de difracéo.
Na TAB 5.2 ¢ feita a andlise cristalogréfica dos parametros fornecidos pelo padrao de
difracdo das estruturas estudadas, sendo possivel notar relativa variagdo angular dos

picos de difracdo com adigdo do 6xido de prata.
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TAB. 5.2: Parametros cristalograficos das nanoparticulas Cu-Ag analisadas.

CuFe;O4 Cug,98Ago,02Fe2Oy4 Cu,95Agp,05Fe204

20 hkl dyg(A) a@A) | 20 hkl dyg(A) aA) | 20 hkl dyg (A)  a(A)
18,33 111 4,835 83753 | 1795 111 4,938 85530 | 17,94 111 4,939 85554
30,16 220 2960 83727 | 30,18 220 2958 83674 | 29,82 220 2,994 84673
3553 311 2,524 83721 [ 33,62 010 2663 266323270 010 2,736 2,7361
3717 222 2417 83719 | 3574 311 2510 83245 | 3531 311 2540 84234
4319 400 2,093 83715 | 36,28 200 2,400 83139 | 36,98 222 2428 84125
4729 331 1,920 83712 | 37,44 222 2474 49478 | 3743 200 2401 48013
53,59 422 1,709 83709 | 38,48 110 2,337 3,3055 | 3794 110 2369 3,3508
5713 511 1611 83707 | 43,68 400 2,070 872816 | 43,15 400 2,095 8379
62,74 440 1,480 83705 | 4794 331 1,896 82642 | 47,35 331 1,918 83618
6597 531 1415 83704 | 50,79 210 1,796 4,0163 | 51,02 210 1,788  3,9989
71,18 620 1,323 83703 | 5449 422 1,682 82425 | 53,80 422 1,702  8,339%
7423 533 1276 873702 | 58,18 511 1,584 82323 | 5744 511 1,603 83292
7524 622 1262 83702 | 61,05 011 1517 2,1447 | 5928 011 1,558 2,2027
79,22 444 1208 83701 | 64,04 440 1,453 82182 | 6321 440 1,470  8,3149
6742 531 1,388 82112 | 66,53 531 1,404 83077

67,71 301 1,383 43725 | 68,85 301 1,363  4,3088

7289 620 1,297 82009 | 7191 620 1,312  8,2972

Fase Ag,0 73,67 211 1,285 3,471 | 72,79 211 1,298  3,1799
7508 102 1,264 2,8267 | 73,12 102 1,293  2,8914

76,09 533 1250 81955 | 7506 533 1,264 82918

7715 622 1235 81938 | 76,10 622 1,250  8,2900

81,35 444 1,182 8,1874 | 80,21 444 1,196 82835

Um fator importante observado na analise dos picos cristalograficos das amostras

avaliadas, é a reducdo do parametro de rede a com o aumento da quantidade de prata.
Uma das possibilidades investigadas e relatadas por Kooti et al (2013) e Gao et al (2013)
se deve a compressdo da rede do espinélio pela fase metdlica de prata formada nos
limites da particula. Essa tensdo compressiva promove o deslocamento angular de 20
com rela¢do aos picos de CuFe;Oy e se reflete ainda no tamanho médio de cristalito
observado, que tende a ser estatisticamente menor para maiores distribui¢des de ions
de prata monovalentes (considerando a faixa de distribui¢do 0 < x Ag<0, 1).

5.1.2 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Micrografias de MEV das nanoparticulas Cu-Ag sdo mostradas na FIG. 5.3. O
tamanho médio obtido das particulas Cug,9g8Ago,02Fe204 e Cup,95Ag0,05Fe204 obtido
pelas micrografias foi em torno de 69 + 17 nm e 75 + 13 nm, respectivamente.

Segundo resultados publicados por Gong et al (2007) em amostras de magnetita
dopada com prata (Fe;04s@Ag) sintetizadas por coprecipitagdo, os fons Ag™ inicial-

mente tendem a se agrupar na superficie das nanoparticulas, resultando em particulas
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maiores e mais esféricas.

Pela analise da morfologia feita pelo MEV nas nanoparticulas de ferrita de cobre
CuFe;O4 estimou-se o didmetro médio das particulas em 68 + 18 nm. Esse resultado,
ainda que comparado com um material estruturalmente diferente, corrobora o fato de
que as particulas Cuy_xAgyFe;O4, quando sintetizadas com maiores quantidades de
prata, demonstram uma tendéncia crescente de se formarem mais homogeneamente

esféricas e com didmetro maior do que na ferrita de cobre usual, sem adicdo de prata.

FIG. 5.3: MEV das ferritas (a) CuFezO4, (b) CuOlggAgolozFez(l; e (C) Cu0,95Ag0,05Fe204.

5.2 PROPRIEDADES ANTIBACTERIANAS

5.2.1 AVALIACAO DA BIOATIVIDADE POR ESPECTROFOTOMETRIA

No teste de susceptibilidade utilizando macrodiluicdo em frascos, a andlise dos da-
dos coletados na saida do espectrofotometro foi relevante para se associar o carater do
potencial inibitério das particulas frente as classes de bactérias avaliadas. As medidas
de absorbancia das solugdes contendo diferentes quantidades de nanoparticulas per-
mitiram obter a contagem das colonias prévias e restantes, determinando as taxas das
células vidveis apds o contato com as bactérias. Esses dados sdo tabulados na TAB. 5.3,

mostrando o carater inibitério, bacteriostatico ou bactericida, das amostras estudadas.

Os resultados apresentados mostram que apés a incubagao overnight, observa-se
um aumento no niamero de células vidveis ou reprodutiveis, acima do valor inicial de
5,0 x 10° UFC/mL, para concentracdes de amostra menores que 250 g/ mL. A partir
deste ponto, a quantidade inicial de células decresce gradualmente com o aumento da
concentracdo dos nanopoés de ferrita Cu-Ag, mostrando a tendéncia antibacteriana do
material. E possivel verificar ainda que para esta concentragéo, as amostras analisadas
sdo capazes de interromper, na maioria dos casos, a replicacdo celular das bactérias,
onde o nimero de células apds a incubagdo € igual ao ntimero de bactérias presente no

in6culo inicial, o que é chamado de efeito bacteriostatico.
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TAB. 5.3: Numero de células ap6ds incubagao overnight com as nanoparticulas.

Amostras Conc Gram positivas (UFC/mL) Gram negativas (UFC/mL)
(ug/mL) S.aureus B.subtilis E.faecalis P aeruginosa E. coli K. pneumoniae
0 5,9x10° 1,2x10°7 8,7x10° 9,7x10° 6,5x10° 2,0x107
C207 250 5,4x10° 8,4x10* 8,7x10° 8,9x10° 6,4x10° 1,9x10”

500 4,1x10° 4,0x10° 3,1x10° 4,2x10°® 2,5%x10° 1,4x107

0 9,8x10° 1,1x10° 6,0x10° 8,0x10° 8,6x10° 9,0x10°
C210 250 9,0x10° 8,8x10° 2,7x10° 7,7x10° 7,2%x10° 7,7x10°
500 55%x10° 8,2x10° 5,2x10° 1,1x10° 9,3x10° 9,6x10°

0 59%x10° 1,2x107 8,7x10° 9,7x10° 6,5%x10° 2,0x10”
C507 250 9,2%x10° 3,8x10° 1,7x10° 2,0x10° 9,4x10° 1,7x10°
500 2,8x10° 2,2x10* 1,9x10° 1,2x10* 9,5%x10° 1,9x10°

0 9,8x10° 1,1x10° 6,0x10° 8,0x10° 8,6x10° 9,0x10°
C510 250 3,1x10° 1,6x10° 8,1x10°® 1,0x10° 1,5x10° 8,1x10°
500 1,2x10° 1,3x10° 8,8x10* 9,4x10° 1,1x10° 8,8x10*

Numero inicial de células bacterianas (antes da incubacio) = 5,0 x 10° UFC/mL

Em concentragdes mais baixas (até 250 png/mL), percebe-se que as amostras de
Cup 98Agp,02FerO4 (C207 e C210) ndo apresentam alto potencial bactericida para ne-
nhuma classe de bactérias analisadas, o que se pode observar por meio dos gréficos
comparativos na FIG. 5.4. O méximo alcance antibiético nessa concentragdo foi em
cerca de 32 + 4 % para a amostra C207.

1,0 250 pg/mL (+) 1,0 250 pg/mL (-)
(a) S. aureus (b) P. aeruginosa
EZZZ] B. subtilis i B E. coli
B2 E. faecalis B K. pneumoniae
0,8 ;‘Ir 0,8
o 4 o
77 g
2 0,6 2 0,6
£ £
[0] [0)
° °
%04 R 04
© | S 0.4+
— —
0,2 0,2
0,0 : . : ¢ 0,0 . . @
C510 C507 C210 C207 C510 C507 C210 C207
Amostras Amostras

FIG. 5.4: Taxas de inibigdo das amostras de ferrita CugogAgo,02Fe204 (C207 e C210) e
Cup,95Ag0,05Fe204 (C507 e C510) na concentragdo 250 png/mL em bactérias (a) Gram positi-
vas e (b) Gram negativas.

Contudo, quando sdo adicionadas particulas acima da concentracdo de 250 ng/mL,
o namero de células disponiveis apds a incubagdo sofre um decréscimo com relacdo a

quantidade inicial. Dessa forma, ao se aumentar a concentracdo das amostras no meio
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para 500 ug/mL (FIG. 5.5) estas atuam de forma significativa na contengdo da replica-
¢do celular para a maioria das cepas bacterianas estudadas, inibindo o crescimento e

eliminando as bactérias Gram positivas em torno de 93% e Gram negativas por volta
de 82%.

u 500 pg/mL (+) _ 500 pg/mL (-)
1,0 (a) S. aureus 1.0 (b) P. aeruginosa
i B. subtilis ] B E. coli
;%— B E. faecalis B K. pneumoniae
0,8 0,8
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(O] (]
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= =
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FIG. 5.5: Taxas de inibicdo das amostras de ferrita CugosAgo,02Fe204 (C207 e C210) e
Cup,95Ag0,05Fe204 (C507 e C510) na concentragdo 500 pg/mL em bactérias (a) Gram positi-
vas e (b) Gram negativas.

Para ambas as classes de microrganismos, percebe-se alto potencial antibiético na
amostra C507. Um forte efeito bactericida é observado nessa concentragdo da ferrita
Cup,95Ag0,05Fe204 com razdo g/n = 0,7, onde a quantidade de células ap6s 24 horas de
incubacgdo é reduzida entre 95% a 99% frente as bactérias B. subtilis, E. coli e P. aeruginosa.
Esse resultado fornece grande indicativo que as nanoparticulas de ferrita cobre-prata
atuam com eficdcia em meios biolégicos, criando um ambiente invidvel a reproducdo
celular dos microrganismos a partir de determinada concentragéo.

Ferritas de cobre (CuFe;O4) sem adig¢do da fase prata também foram submetidas
ao teste, constatando que estas por si ndo foram suficientes para inibir o crescimento
dos microrganismos avaliados permitindo a replicagdo celular durante o periodo de
incubacdo. Tal fator é forte indicativo que a afinidade dos ions de prata, em conjunto
com as fortes propriedades magnetostaticas das nanoparticulas de cobre, atuam com
clara influéncia nos parametros antibiéticos das amostras.

Pode-se ainda avaliar que mudancas na estequiometria da ferrita Cug 95 Ago,05Fe2O4
durante sua sintese indicam a tendéncia de aumentar suas propriedades antibacteri-
anas, principalmente em concentra¢des acima de 250 pg/mL. Esse efeito pode ser
entendido pelo aumento da relacdo de area superficial de contato entre as amostras e
0s microrganismos, submetendo-os a uma maior quantidade de agente por volume de
solucao.
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Diversos estudos recentes (LIN, 2013; SANPO, 2013; KOOTI, 2013; KUMAR, 2012)
mostraram que nanoparticulas metélicas possuem caracteristicas de comportamento

antibacteriano dependentes da distribui¢dao e do tamanho dos aglomerados.

5.2.2 AVALIACAO DA BIOATIVIDADE POR CITOMETRIA DE FLUXO

A anélise por citometria de fluxo fornece resultados quantitativos confidveis da
densidade populacional de bactérias que foram atingidas e eliminadas pelo contato com
os antimicrobianos. Geralmente, células vivas com membranas plasmaéticas intactas ndo
absorvem o iodeto de propidio, que age como um intercalante de DNA, penetrando nas
células mortas que exibem fluorescéncia em comprimento de onda especifico coletado
pelo canal do citometro.

Dessa forma, a comparagdo entre os graficos das amostras com um controle positivo
permite afirmar a taxa relativa de mortalidade celular em comparagao com as células
intactas.

A FIG. 5.6 e FIG. 5.7 mostra um histograma de taxa de mortalidade da bactéria E.
coli ap6s o periodo overnight de 16 horas de tratamento com as nanoparticulas, ambas
incubadas a 37°C e agitacdo de 100 rpm nas concentracdes de 100 pg/mL e 200 pg/mL.

O valor representado pela barra horizontal em todos os graficos, corresponde a
quantidade de células danificadas presentes na regido positiva, marcada pelo grafico

de distribuicdo no lado superior direito.
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FIG. 5.6: Histogramas de fluorescéncia mostrando a atividade bactericida das ferritas estu-
dadas na concentracdo 100 pg/mL contra E. coli em incubagdo overnight. (a) Células mortas
por calor; (b) tratamento com particulas CuFe,O4 (C010); (c) e (d) tratamento com particulas
Cup,95Ag0,05Fe204 (C510 e C507); (e) e (f) tratamento com particulas Cug g Agp,02Fe;O4 (C210 e
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FIG. 5.7: Histogramas de fluorescéncia mostrando a atividade bactericida das ferritas estu-
dadas na concentracdo 200 pg/mL contra E. coli em incubagdo overnight. (a) Células mortas
por calor; (b) tratamento com particulas CuFe,O4 (C010); (c) e (d) tratamento com particulas
Cup,95Ag0,05Fe204 (C510 e C507); (e) e (f) tratamento com particulas Cug g Agp,02Fe;O4 (C210 e

C207).
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Pode-se perceber nas figuras uma regido de pontos de dispersao em todos os grafi-
cos, correspondente a maior densidade de bactérias com determinada area e tamanho.
Essa regiao de espalhamento (scatter gate) foi escolhida de forma a separar a popula-
¢do de bactérias das nanoparticulas, de forma a remover possiveis resultados (debris e
doublets) que ndo correspondessem exclusivamente as bactérias.

Como é possivel notar nos histogramas de fluorescéncia da FIG. 5.6(a) e FIG. 5.7(a),
as células mortas pelo calor foram permeabilizadas com PI apresentando forte fluo-
rescéncia, portanto marcadas como controle positivo. Quando E. coli é tratada com
concentragdes maiores de elemento antibiético, percebe-se uma tendéncia inibitéria
crescente para grande parte das amostras estudadas, corroborando com os resultados
da anadlise por espectrofotometria UV.

Contudo, ap6s um periodo de 16 horas de incubagdo a morte natural das células
bacterianas pode se tornar um problema, ja que ndo permite obter a certeza dos agentes
responsaveis pela extingdo de parte das colonias. Ainda assim, entre todos os casos
analisados, cerca de 32% a 99% das bactérias se encontravam na regido positiva deter-
minada pelos controles, o que indica que as nanoparticulas de ferrita Cu-Ag podem
destruir a permeabilidade da membrana celular e levar a célula a morte, atuando como
agente antibacteriano eficaz.

Visando investigar o efeito do tempo de incubagdo na resposta dos microrganismos
frente as particulas, utilizaram-se os procedimentos descritos por Gong et al (2007) e
Chatterjee etal (2011), reduzindo o tempo de intera¢do para uma hora, onde as bactérias
iniciam o seu processo de divisdo celular e crescem exponencialmente. Dessa forma,
mostra-se na FIG. 5.8 os histogramas citofluorimétricos para bactéria E. coli apés o
periodo de incubacdo de uma hora de tratamento com duas amostras Cu-Ag, mantidas

as mesmas concentragdes e condi¢des de incubacao.
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FIG. 5.8: Histogramas de fluorescéncia mostrando a atividade bactericida das ferritas estudadas
contra E. coli em incubagédo por 1 hora. (a) Células mortas por calor; tratamento com particulas
Cup,95Ag0,05Fe204 (C510) na concentragao (b) 100 pg/mL e (c) 200 pg/mL; tratamento com
particulas Cug 9s Agp,02Fe204 (C210) na concentragdo (d) 100 pg/mL e (e) 200 pg/mL.

Na anédlise com as particulas C210 e C510, cerca de 77% a 85% das bactérias se
encontravam na regido positiva do controle na FIG. 5.8(a), demonstrando que as nano-
particulas de ferrita Cu-Ag interagem fortemente com as células mesmo em um tempo
muito menor de incubagdo. A ocorréncia de um duplo pico, notavel em alguns histo-

gramas, pode ser devido a agregacdo das nanoparticulas Cu-Ag na regido marcada com



PI, que acabaram por ser coletadas como sinal celular. Ademais, de acordo com Gong
et al (2007), a diferenca no mecanismo de morte entre as células mortas por calor e as
tratadas com prata, ou ainda a interferéncia de nanoparticulas de ferrita com as células
permeaveis a absorc¢do do fluorocromo, podem também ser fatores da ocorréncia dos
dois picos.

Em ambas as andlises, os resultados obtidos correspondentes as bactérias E. faecalis
apresentam valores de mortalidade estatisticamente maiores do que os dados das bac-
térias E. coli em todas as amostras avaliadas. Embora esse fato possa ser verdadeiro,
tendo em vista que bactérias Gram negativas possuem menor susceptibilidade a en-
trada de antimicrobianos devido a sua membrana lipidica em dupla camada, ha de se
considerar que os tubos de amostra referente a E. faecalis foram analisados no citometro
ap6s 3 horas de incubagdo com PI, o que pode interferir na confiabilidade dos resulta-
dos para este tipo de bactéria. Como na fase de crescimento exponencial as bactérias
se reproduzem rapidamente devido a grande atividade metabdlica com nutrientes do
meio de crescimento, parte do fluorocromo pode ter sido absorvido como nutriente
induzindo alterag¢des celulares ou ocultando as taxas reais na coleta de dados.

Contudo, embora o PI possua limitagdes para confirmar quantitativamente o per-
centual de morte celular, a emissdo de sua fluorescéncia em maior grau na regido
positiva de controle confirma a atuacdo das nanoparticulas como antibi6ticos eficien-
tes.

5.2.3 DISCUSSAO DOS POSSIVEIS MECANISMOS DE ACAO BIOCIDA

De acordo com Raffi et al (2010) e Sanpo et al (2013) uma série de mecanismos
podem afetar a eficiéncia da agdo antibacteriana das nanoparticulas de cobre, como
as tratadas neste trabalho. Embora as razdes ainda ndo sejam completamente com-
preendidas, os estudos sugerem que quando E. coli é tratada com nanoparticulas de
cobre, as mudangas principais ocorrem na morfologia de sua membrana celular, que
é predominantemente composta por moléculas de lipopolissacarideos (LPS) altamente
empacotadas, proporcionando uma barreira de permeabilidade muito eficaz. Como
células bacterianas possuem carga global negativa devido ao excesso de grupos carbo-
xilicos presentes nas lipoproteinas da superficie celular, estes ligam os fons de cobre
Cu** liberados pelas nanoparticulas em meio de crescimento liquido, permitindo a
aderéncia na superficie da parede bacteriana por adsorgdo e penetrando através da

membrana celular.

57



Bactéria

Célula danificada ou
destruida

Nanoparticulas rompendo a

v
membrana celular : }'\"’\;ﬁ
} 2.3 % y
Dt

Nanoparticulas

FIG. 5.9: Representacdo de um dos mecanismos de a¢do das nanoparticulas frente as bactérias.
Fonte: SANPO et al, 2013.

Recentemente, Gao et al (2013) e Gong et al (2007) sugeriram que os 6xidos de
prata liberados no processo, se ligam a membrana celular bacteriana e liberam ions de
prata que alteram a permeabilidade da membrana celular, rompendo sua estrutura e
levando a célula a morte. Outro mecanismo que contribui para a ocorréncia da relevante
bioatividade das nanoparticulas Cu-Ag é a liberagdo de espécies de oxigénio reativo
(ROS), como o peréxido de hidrogénio (H,0;) e o superéxido (O?”), gerados a partir da
superficie das nanoparticulas (HASHIM et al, 2013). Além disso, pelo que se observa
nos resultados apresentados, a taxa de penetragdo de um 6xido ativo através da parede
celular dos microrganismos é fundamental no decréscimo exponencial do tamanho das
células, resultando em uma alta taxa de morte celular nas bactérias quando tratadas
com os nanop6s (SAWAI, 2003).

No caso de bactérias Gram negativas, como a P. Aeruginosa ou E. coli adotadas aqui,
a estrutura celular pode permitir que mais fons Cu®" atinjam a membrana plasmatica,
contudo geralmente sdo menos suscetiveis a agentes antibacterianos em comparagao
com bactérias Gram positivas. O crescimento celular bacteriano aumenta a turbidez
do meio liquido de nutri¢do devido aos micrébios terem um indice de refracdo maior
que a dgua, espalhando a luz incidente. Tal fator se evidencia na comparagdo entre a

solucdo de maximo crescimento bacteriano e a solugdo tratada com as nanoparticulas
(FIG. 5.10).

FIG. 5.10: Solugdo de bactérias (a) sem nanoparticulas e (b) com nanoparticulas Cu-Ag apds
16h de incubagéo.
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Verificou-se, portanto, que o espectro de absorbancia do meio de cultura diminui
na comparagao entre a solugdo de controle com a crescente concentracdo de nanoparti-
culas Cuj—yAg,FerO4. O mecanismo de agdo ocorre ao se elevar as concentra¢des das
nanoparticulas de ferrita cobre-prata, causando um atraso no crescimento bacteriano e
um efetivo efeito bactericida. Em menores concentra¢des de particulas, é notavel ape-
nas um atraso na fase de reprodugdo exponencial, enquanto em maiores concentragdes
o crescimento tende a cessar.

Tais resultados sustentam a teoria de que a inibi¢do do crescimento das bactérias
S. aureus, B. subtilis, E. faecalis, P. aeruginosa e E. coli depende da liberacdo de uma
concentragdo apropriada dos ions metalicos em meio de crescimento liquido. De acordo
com Hu e Xia (2006), como a ligacdo das nanoparticulas de cobre-prata a supertficie da
célula bacteriana depende da drea disponivel para interagdo, e considerando o fato de
nanoparticulas possuirem grande drea superficial, a eficicia biocida das ferritas Cu-Ag
reside no aumento da relagdo superficie-volume de amostra em comparagao com outros
tipos de particulas morfologicamente maiores. Segundo Stoimenov et al (2002), essa
relacdo é crucial para o entendimento de que as nanoparticulas de 6xidos metalicos
possuem capacidade de transmitir citotoxicidade em microrganismos.

Conformerelatado por Xavier et al (2014), como o peréxido de hidrogénio geradona
superficie das nanoparticulas pode penetrar facilmente na parede celular das bactérias
e causar a destruicdo celular, estima-se que o tamanho nanométrico dos p6s de ferrita
resulte na grande liberacdo de espécies ativas de oxigénio reativo. Essa caracteristica
das nanoparticulas, em especial das ferritas de cobre-prata, aliado aos efeitos de reacdo
a difusdo dos nanocompostos junto as células, pode resultar em fator crucial no cardter

antibacteriano desses materiais.
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6 CONCLUSOES

Nanoparticulas de ferrita mista Cu-Ag produzidas pelo método de combustdo em
solucdo, exibem estrutura de espinélio com tamanhos médios de cristalito na faixa de
14 a 23 nm.

A agdo antibacteriana testada contra cepas de bactérias Gram positivas e Gram
negativas, apresentou tendéncia inibitéria crescente com o aumento da quantidade de
prata em duas concentragdes, sugerindo que o mecanismo de interagdo das ferritas com
a membrana das células bacterianas tem forte ligacdo com a entrega dos ions de cobre
e prata, sendo fundamentais na potencializa¢do da ac¢do biocida das ferritas. A eficacia
biocida das ferritas Cu-Ag reside também no aumento da relagdo superficie-volume de
amostra em comparagdo com outros tipos de particulas morfologicamente maiores.

Os resultados apresentados por espectrofotometria e citofluorimetria concordam
que as amostras de ferrita Cug 95Agp 05Fe204 (C510 e C507) possuem alta bioatividade
contra maior parte das bactérias testadas no estudo, chegando a inibir por completo o
crescimento das coldnias em concentracdes maiores de amostra.

Devido ao reduzido tamanho, as particulas de ferrita cobre-prata conseguem atra-
vessar as microparedes das células das bactérias e depositam fons de prata no interior
das células, levando a mudanca de permeabilidade da membrana e causando a morte
das células bacterianas. A taxa de penetracdo dos 6xidos através da parede celular das
bactérias pode contribuir para o aumento da inibigdo produzida pelas nanoparticulas

contra 0s microrganismos.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Nesta se¢do, sdo propostas algumas medidas para continuidade e extensdo do atual
trabalho de pesquisa desenvolvido nesta tese.
a) Identificar outras relagdes molares das ferritas Cu;-yAg, Fe,O4 para diferentes con-
centragdes nos ensaios de bioatividade;
b) Analisar o potencial antimicrobiano das nanoparticulas de cobre-prata frente a ou-
tras classes de microrganismos, como fungos e leveduras, além de outras espécies de
bactérias resistentes;
c) Verificar a possibilidade de reutilizagdo do material utilizando remocdo magnética
e lavagem quimica, realizando estimativas quanto a eficiéncia antimicrobiana ao longo
de vérios bioensaios;
d) Utilizar outro método de sintese, como co-precipitagao e sol-gel combustao, para a
fabricacdo de nanoparticulas de cobre-prata, comparando seu potencial biocida com os

materiais j& desenvolvidos.
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