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RESUMO

A resisténcia antimicrobiana representa um dos maiores desafios da saude publica global,
impulsionando a busca por novas estratégias terapéuticas. Nesse contexto, os nanomateriais
metalicos t€m se destacado por sua ampla atividade biocida e pela capacidade de contornar
mecanismos convencionais de resisténcia. O presente trabalho teve como objetivo desenvolver
um gel a base de carboximetilcelulose (CMC) incorporado com um complexo de nanoparticulas
de prata modificadas com polioxometalato de nidbio (AgNP@NDb-POM) e avaliar suas
propriedades fisico-quimicas e atividade antimicrobiana frente a micro-organismos
multirresistentes de relevancia clinica. O complexo AgNP@Nb-POM foi caracterizado por
espectroscopia UV-Vis, espalhamento dindmico de luz (DLS), potencial zeta, difragdo de raios
X (DRX), espectroscopia de refletancia difusa (DRS) e microscopia eletronica de transmissao
(MET), permitindo identificar a formag¢do de nanoparticulas homogéneas, bem dispersas e
estruturalmente estaveis. Em seguida, o hibrido foi incorporado a matrizde CMC para obten¢ao
do gel, que foi avaliado quanto as propriedades térmicas (TGA/DSC), reoldgicas e morfoldgicas
por microscopia eletronica de varredura (MEV). A atividade antimicrobiana foi investigada por
ensaios de concentragdo inibitoria minima (CIM) e de inibicdo de biofilme frente a
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae e Candida auris. Os
resultados demonstraram que o complexo AgNP@Nb-POM apresentou atividade
antimicrobiana significativa frente as cepas sensiveis nos testes de CIM, mostrando ganho em
relagdo aos compostos isolados de prata e nidbio. O sistema liquido apresentou maior a¢ao
frente a bactérias, enquanto o gel exibiu melhor desempenho contra fungos, com destaque para
Candida auris mesmo em biofilmes formados. O estudo demonstrou que o sistema AgNP@Nb-
POM ¢ estavel, funcional e apresenta potencial para evoluir em pesquisas voltadas a terapias
complementares e estratégias preventivas, especialmente em formulacdes de uso tdpico
destinadas ao controle de micro-organismos multirresistentes e de biofilmes flngicos,

apresentando potencial promissor para aplicagdo em curativos e terapias topicas.

Palavras-chave: nanoparticulas de prata; nidbio; polioxometalato; carboximetilcelulose; gel

antimicrobiano; biofilme.



ABSTRACT

Antimicrobial resistance represents one of the greatest challenges to global public health,
driving the search for new therapeutic strategies. In this context, metallic nanomaterials have
gained attention due to their broad biocidal activity and ability to overcome conventional
resistance mechanisms. This study aimed to develop a carboxymethylcellulose (CMC)-based
gel incorporated with a complex of silver nanoparticles modified with a niobium
polyoxometalate (AgNP@Nb-POM) and to evaluate its physicochemical properties and
antimicrobial activity against clinically relevant multidrug-resistant microorganisms. The
AgNP@Nb-POM complex was characterized by UV-Vis spectroscopy, dynamic light
scattering (DLS), zeta potential, X-ray diffraction (XRD), diffuse reflectance spectroscopy
(DRS), and transmission electron microscopy (TEM), confirming the formation of
homogeneous, well-dispersed, and structurally stable nanoparticles. The hybrid was then
incorporated into a CMC matrix to obtain the gel, which was evaluated for its thermal
(TGA/DSC), rheological, and morphological properties by scanning electron microscopy
(SEM). Antimicrobial activity was investigated through minimum inhibitory concentration
(MIC) and biofilm inhibition assays against Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae, and Candida auris. The results demonstrated that the AgNP@Nb-POM
complex exhibited significant antimicrobial activity against the sensitive strains in MIC tests,
showing enhanced performance compared to the isolated silver and niobium compounds. The
liquid system showed stronger antibacterial activity, while the gel performed better against
fungi, notably Candida auris, even in mature biofilms. The study demonstrated that the
AgNP@Nb-POM system is stable, functional, and promising for further research focused on
complementary therapies and preventive strategies, particularly in topical formulations aimed
at controlling multidrug-resistant microorganisms and fungal biofilms, showing potential for

application in wound dressings and topical antimicrobial therapies.

Keywords: silver nanoparticles; niobium; polyoxometalate; carboxymethylcellulose;

antimicrobial gel; biofilm.
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1. INTRODUCAO

As infecc¢des causadas por micro-organismos, patogénicos ou oportunistas, permanecem
entre os maiores desafios para a saude publica global. Nas ultimas décadas, o uso intensivo e,
muitas vezes, inadequado de antibidticos em tratamentos clinicos, agricultura e pecuaria tem
favorecido a selegdo e disseminacao de cepas resistentes, resultando no aumento expressivo de
casos de bactérias e fungos multirresistentes (OMS, 2022). Esse fendmeno compromete a
eficacia das terapias convencionais e limita as opgdes disponiveis para o tratamento de
infecgoes, refletindo-se em maior tempo de internagdo, risco de complicacdes e aumento da
mortalidade (ANVISA, 2023). Reconhecendo a gravidade do problema, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) estabeleceu o Plano Nacional de Prevencdo e Controle da
Resisténcia aos Antimicrobianos (2023-2030), que integra as diretrizes do plano global da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e da Alianca Quadripartite (OMS-FAO-OIE—
PNUMA), reforcando a necessidade de agdes voltadas a vigilancia, uso racional de

antimicrobianos e incentivo a novas abordagens terapéuticas (ANVISA, 2023).

Nesse cendrio, os nanomateriais metalicos vém sendo amplamente estudados como
estratégias complementares no enfrentamento das infec¢des, devido as suas propriedades fisico-
quimicas e multiplos mecanismos de a¢do antimicrobiana relatados na literatura. Entre eles,
destacam-se as nanoparticulas de prata (AgNPs), cujos primeiros estudos com resultados
antimicrobianos promissores foram publicados no inicio dos anos 2000, evidenciando sua
eficacia contra Escherichia coli, provocando danos estruturais na parede celular por meio do
acumulo de prata na membrana bacteriana, resultando em lise celular (Sondi & Salopek-Sondi,
2004). Desde entdo, diversos trabalhos tém descrito a eficacia das AgNPs frente a bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, fungos e biofilmes, associada a liberacdo de ions Ag",
geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), desestabilizagdo de membranas e interagdo
com proteinas e acidos nucleicos essenciais (Mijnendonckx et al., 2013; Ergashovich et al.,

2018).

Apesar de seu potencial, limitagdes como instabilidade coloidal, tendéncia a agregacao
e citotoxicidade dose-dependente ainda restringem o uso clinico dessas nanoparticulas (Babu
et al., 2024), a associacdo da prata com outros elementos metalicos tem sido explorada para

aprimorar a estabilidade e modular a liberacao i6nica. Entre os metais avaliados, o nidbio (Nb)
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destaca-se por apresentar estabilidade quimica, resisténcia a corrosdo, principalmente em meios
fisiologicos (Safavi et al., 2022). Estudos demonstram que o 6xido de nidbio (Nb2Os) estimula
a adesdo e a atividade osteoblastica (Eisenbarth et al., 2006) e exibe capacidade de nucleagao
de apatita em condigdes simuladas de fluido biolégico (Pradhan et al., 2016), caracteristicas
que evidenciam seu uso em implantes e revestimentos biomédicos. Além disso, revestimentos
de Nb2Os obtidos por magnetron sputtering também apresentam durabilidade elevada e menor
adesdo bacteriana em superficies metalicas expostas a fluidos biologicos (Zhu et al., 2019;

Azamatov et al., 2025).

No campo antimicrobiano, estudos com polioxometalatos (POMs) contendo Nb
apontam ganho de propriedades antibacterianas, ampliando as perspectivas para compostos
hibridos nesse contexto (Martins, 2019; Hong et al., 2023). Bijelic ei al., 2018 demonstraram
que os POMs podem atuar sinergicamente com antibidticos convencionais e interferir em
enzimas-alvo, modulando mecanismos de resisténcia. Recentemente, Hong et al. (2024)
desenvolveram complexos supramoleculares baseados em polioxoniobatos tipo Anderson,

capazes de estabilizar clusters de prata soliiveis em agua.

Outro exemplo relevante ¢ o niobato de prata (AgNbQOs), que apresentou atividade
contra diferentes bactérias patogénicas e quando incorporado em aerogéis de celulose
demonstraram agdo antimicrobiana contra Staphylococcus aureus com auséncia de
citotoxicidade em fibroblastos, evidenciando potencial aplicagdo em curativos e engenharia de

tecidos (Bernardo et al., 2025; Withanage et al., 2022).

Os géis poliméricos apresentam alta capacidade de retengdo de agua, permeabilidade a
nutrientes e flexibilidade, entre os polimeros disponiveis, a carboximetil celulose (CMC) se
sobressai por ser hidrossoluvel, biocompativel e atdxica, formando géis com elevado grau de
intumescimento e boa adesdo a tecidos biologicos (Hoare & Kohane, 2008; Abazari et al.,
2021). Tais propriedades favorecem a manuten¢do de um ambiente imido e a liberagao
sustentada de agentes antimicrobianos, condigdes essenciais para a regeneragao tecidual e o

controle de infecgdes.

Diante desse contexto, o presente trabalho tem como objetivo avaliar a atividade
antimicrobiana de géis a base de CMC contendo complexos de prata modificados com nidbio
frente a bactérias e fungos multirresistentes, buscando contribuir para o desenvolvimento de

sistemas hibridos com potencial aplicagdo em curativos antimicrobianos.
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2. JUSTIFICATIVA

O avango da resisténcia microbiana, intensificado pelo uso indiscriminado de
antimicrobianos na pratica clinica e em setores como agricultura e pecudria, tem contribuido
para o aumento expressivo de casos de bactérias e fungos multirresistentes. Esse cenario
compromete a eficacia dos tratamentos convencionais, prolonga o tempo de internagao e eleva
os custos hospitalares, configurando um dos maiores desafios para a satde publica na atualidade

(OMS, 2022; ANVISA, 2023).

Nesse contexto, a proposta de desenvolver géis a base de carboximetilcelulose (CMC)
contendo complexos de prata modificados com nidbio justifica-se pela necessidade de novas
alternativas terap€uticas capazes de atuar contra micro-organismos resistentes. O CMC é um
polimero biocompativel amplamente empregado em formulagdes biomédicas por sua
capacidade de formar géis estaveis e manter um ambiente umido favoravel a cicatrizagdo. A
prata, por sua vez, apresenta reconhecida atividade antimicrobiana de amplo espectro, enquanto
0 nidbio ¢ um metal de transi¢do com propriedades de biocompatibilidade e estabilidade
quimica, cuja associagdo com a prata tem sido investigada para ampliar a eficacia

antimicrobiana e a durabilidade dos sistemas.

Sob a perspectiva econdmica, o uso de biomateriais com agdo antimicrobiana
prolongada pode reduzir custos relacionados a complicagdes infecciosas, reinternagdes € uso
excessivo de antibidticos. Em termos sociais, espera-se que sistemas baseados em géis
antimicrobianos contribuam para melhorar a qualidade de vida de pacientes acometidos por
lesdes de dificil cicatrizacdo, como tulceras cronicas e queimaduras, reduzindo infecc¢des

secundarias e minimizando a pressdo seletiva associada ao uso continuo de antibidticos.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. CENARIO DA RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

Desde a introdugao da penicilina na década de 1940, os antimicrobianos transformaram
a medicina moderna, permitindo o controle eficaz de infec¢des bacterianas, fungicas, virais e
parasitarias. Esses agentes podem ser de origem natural, semissintética ou totalmente sintética,
e sdo classificados de acordo com seu mecanismo e espectro de a¢do. Podem atuar de forma
bacteriostatica ou fungistatica, quando apenas inibem o crescimento microbiano, ou bactericida
e fungicida, quando promovem a destruicao celular (Kapoor et al., 2017; Manyi-Loh et al.,

2018; McDermott et al., 2003).

Nas ultimas décadas, entretanto, o uso intensivo e, muitas vezes, inadequado desses
compostos favoreceu a sele¢do e disseminagdo de micro-organismos resistentes, configurando
a resisténcia antimicrobiana (RAM) como um dos maiores desafios da saude publica
contemporanea (Brown & Wright, 2016). Em 2019, estimou-se que mais de 1,27 milhdo de
mortes foram diretamente atribuidas a infecgdes resistentes, enquanto cerca de 4,95 milhdes de
obitos estiveram associados a complicagdes relacionadas, nimeros superiores aos de doengas
como HIV/AIDS e malaria (Murray et al., 2022). Projecdes do relatério da Revisdo sobre
Resisténcia Antimicrobiana estimam que, na auséncia de medidas eficazes, a RAM podera
causar até¢ 10 milhdes de mortes por ano até 2050, com impacto econdmico comparavel ao das

maiores crises financeiras globais (O’Neill, 2016).

Diante desse cenario a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) apontou a resisténcia
antimicrobiana como uma ameaca prioritaria a saude global, refor¢cando a necessidade de agdes
coordenadas no ambito do conceito “One Health”, que integra a saude humana, animal e
ambiental. Nesse sentido, a OMS publicou listas de patdgenos prioritarios, como o grupo
intitulado ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa ¢ Enterobacter spp.) que representam
risco critico devido a sua multirresisténcia e elevada prevaléncia em infecgdes hospitalares
(OMS, 2017). A entidade também destacou os patdgenos fungicos de alta ameaga, incluindo
Candida auris, classificada como de prioridade critica pelo seu potencial de disseminagdo em

ambientes clinicos e multirresisténcia a diferentes classes de antifungicos (OMS, 2022).
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No contexto nacional, dados de vendas e dispensagdo farmacéutica revelam um
crescimento expressivo no consumo de antibidticos na ultima década, com variagdes regionais
significativas. O levantamento de Lopes et al. (2024) indica maior consumo nas regioes Sudeste
e Sul, associado a densidade populacional e disponibilidade de servigos de satde, enquanto o
Nordeste apresentou o crescimento proporcional mais acentuado, possivelmente relacionado a
ampliagdo do acesso e a automedicagdo. Essas diferengas refletem padrdes distintos de
prescri¢do e uso, ressaltando a necessidade de acdes educativas e regulatorias que promovam o
uso racional desses medicamentos. De acordo com o Global Burden of Disease (GBD 2019), a
resisténcia antimicrobiana foi responsavel, em 2019, por cerca de 31,7 mil mortes diretamente

atribuiveis e mais de 130 mil associadas, evidenciando o peso epidemioldgico do problema no

pais (HealthData, 2023) conforme ilustrado na Figura 1.

Figura 1 - Estimativas de mortes atribuiveis e associadas a resisténcia antimicrobiana no Brasil,
comparando os anos de 1990 e 2019, segundo o estudo Global Burden of Disease

Estimativas de mortes atribuiveis e associadas a resisténcia
antimicrobiana no Brasil (1990 - 2019)

1990 2019

Sepsis
244,792 milhdes dbitos

Sepsis
741,263 milhdes dbitos

Infecgdes bacterianas
137,711 milhodes 6bitos

Infecgcoes bacterianas
199,075 milhoes &bitos

" Infecgdes associadas a resisténcia
129,826 milhdes dbitos

" Infecgbes associadas a resisténcia
86,067 milhoes dbitos

Infecgdes atribuidas a resisténcia
19,226 milhaes obitos

Infecgbes atribuidas a resisténcia
31,662 milhaes dbitos

Fonte: Adaptado de HealthData (2023)

Ap6s a pandemia de COVID-19, estudos brasileiros registraram um crescimento
acentuado de infecgdes por Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémicos e
Staphylococcus aureus resistente a meticilina, associado ao uso prolongado de antimicrobianos
e a sobrecarga dos servigos de saude durante o periodo pandémico (Polly et al., 2022; Rocha et
al., 2024). A interrupgdo temporaria de programas de controle de infec¢do e a escassez de
recursos humanos também favoreceram surtos de bactérias multirresistentes em unidades de

terapia intensiva (Getahun et al., 2020).

O Plano Nacional de Prevencao e Controle da Resisténcia aos Antimicrobianos (2023—

2027), conduzido pela ANVISA, estd alinhado ao Plano de Agdo Global da OMS e estabelece
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diretrizes integradas entre os setores de satide humana, animal e ambiental. Apesar dos avancos
regulatorios, o cenario atual ainda revela lacunas importantes na aplicacdo dessas estratégias,
especialmente no monitoramento laboratorial e na difusdo de praticas de prescrigdo racional.
Assim, a compreensdao dos mecanismos de resisténcia microbiana e o desenvolvimento de
novas abordagens terapéuticas tornam-se essenciais para reduzir o impacto clinico e

socioecondmico da AMR e garantir a eficacia dos antimicrobianos nas proximas décadas.

3.2. MECANISMOS DE RESISTENCIA E DESAFIOS TERAPEUTICOS ATUAIS
A resisténcia antimicrobiana pode decorrer de mecanismos celulares isolados ou de
processos coletivos, como a formagao de biofilmes, que comprometem diretamente a eficacia
terapéutica. Entre os mais relevantes estdo as mutacdes em genes-alvo, que reduzem a afinidade
dos antimicrobianos, a transferéncia horizontal de genes por plasmideos e transposons, ¢ a
producao de enzimas inativadoras, como as P-lactamases, que hidrolisam antibioticos -

lactamicos (Munita & Arias, 2016; Sharma et al., 2023).

Outros mecanismos de resisténcia relevante € a formagao de biofilmes (Figura 2), cujo
processo inicia-se pela adesdo de células planctonicas a superficies, seguida pelo crescimento
em microcolonias, maturagdo da matriz extracelular e eventual dispersao. Essa matriz,
composta por polissacarideos, proteinas, lipidios e DNA extracelular, forma uma estrutura
tridimensional altamente organizada que sustenta e protege a comunidade microbiana (Pai et

al., 2023; Sharma et al., 2023).

Figura 2 - Ciclo de formacio de um biofilme aderido a superficie

<R

ri

(a) Aproximacdo e (b) Formagéo de (c) Dispers&o (d) Inicio de
adesdo a superficie microcolénias e de agregados um novo ciclo
maturacao do biofilme

Fonte: Adaptado de Liu Y. (2024)

Além de fornecer suporte estrutural, a matriz extracelular atua como barreira

multifuncional: dificulta a penetracdo de antimicrobianos, adsorve compostos ativos e cria
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gradientes ambientais que favorecem subpopulagdes menos ativas metabolicamente. Nessas
condi¢des, podem surgir as chamadas células persistentes, capazes de sobreviver a
concentragoes letais de farmacos e repovoar a comunidade apds o término do tratamento (Liu
et al., 2024; Sharif et al., 2024). Tais caracteristicas explicam a dificuldade de erradicacao de
infec¢des biofilme-dependentes, frequentemente associadas a dispositivos médicos e tecidos
cronicamente inflamados. Estima-se que mais de 80% das infec¢des cronicas humanas estejam
relacionadas a formagao de biofilmes, evidenciando seu papel central na persisténcia e recidiva

infecciosa (Flemming et al., 2016).

Ja nas infecg¢des fungicas, destaca-se a levedura Candida auris, reconhecida como um
dos patogenos mais desafiadores da atualidade. Identificada pela primeira vez em 2009, no
Japdo, rapidamente se espalhou por diferentes continentes, originando surtos independentes e
confirmando sua notdvel capacidade adaptativa (Jeffery-Smith et al., 2018). Essa espécie
apresenta multirresisténcia a diversas classes de antifiingicos, incluindo azois, equinocandinas
e anfotericina B, e esta associada a taxas de mortalidade de 30% a 60% em infec¢des invasivas
(Chowdhary et al., 2013). Além da resisténcia a farmacos, demonstra tolerancia a desinfetantes
e a condi¢des fisico-quimicas extremas, como altas temperaturas e salinidade, o que contribui
para sua persisténcia em ambientes hospitalares e superficies inertes. Outro desafio ¢ a
dificuldade de identifica¢do laboratorial, que pode retardar o diagndstico e comprometer a

resposta clinica (Jeffery-Smith et al., 2018).

3.3. NANOMATERIAIS METALICOS COMO ESTRATEGIAS E MECANISMOS
DE ACAO NO COMBATE A RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

O uso de nanomateriais metalicos tem emergido como uma das abordagens mais
promissoras no enfrentamento da resisténcia antimicrobiana. Na escala nanométrica, os metais
exibem reatividade superficial ampliada, capacidade de liberagdo controlada de ions e interacao
direta com componentes celulares, propriedades que resultam em mecanismos de agdo
multiplos e complementares (Lemire et al., 2013; Hajipour et al., 2012). Diferentemente dos
antimicrobianos tradicionais, que geralmente atuam sobre alvos moleculares especificos, os
metais podem exercer uma acao multifatorial que dificulta o desenvolvimento de resisténcia

microbiana (Brown & Wright, 2016).

Dentre os mecanismos de a¢do, os nanomateriais metalicos podem aderir a superficie

celular, uma vez que o contato ¢ favorecido por forcas eletrostaticas e pela elevada razao
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superficie-volume, o que resulta na alteracdo da integridade da parede e da membrana
plasmatica e consequente vazamento de constituintes citoplasmaticos (Hajipour et al., 2012).
Paralelamente, ha liberacao de ions metalicos (como Ag*, Cu** e Zn**), que interagem com
grupos sulfidrila de proteinas e grupos fosfato de acidos nucleicos, resultando em inibigao

enzimatica, danos estruturais ao DNA e bloqueio da sintese proteica (Lemire et al., 2013).

Outro mecanismo relatado € a geragao de espécies reativas de oxigénio (ROS), incluindo
02" e -OH, que induzem estresse oxidativo e oxidam lipidios, proteinas e acidos nucleicos,
levando a disfungdo celular generalizada (Baptista et al., 2018). Nanoparticulas de 6xidos
metalicos, como ZnO, TiO: e CeO:, sdo capazes de catalisar rea¢des redox sob luz ou em
presenca de oxigénio, intensificando o dano oxidativo (Sirelkhatim et al., 2015). Tais eventos
sdo frequentemente associados a interferéncia em vias metabolicas criticas, como a respiragao
celular e a producao de ATP, culminando em faléncia energética e morte microbiana (Lemire

etal., 2013).

A eficacia antimicrobiana também depende das caracteristicas estruturais das
nanoparticulas, que podem ser ajustadas em termos de tamanho, forma e funcionalizacdo,
modulando tanto a intensidade da liberagcdo idnica quanto a interagdo com as membranas
celulares (Hajipour et al., 2012; Lemire et al., 2013). Nanoparticulas com menor tamanho de
particula tendem a apresentar maior superficie de contato o que favorece a interiorizagao
celular, enquanto superficies funcionalizadas permitem ajustar seletividade e compatibilidade

com a parede celular, otimizando o desempenho antimicrobiano.

Diversos metais e 6xidos metalicos tém sido amplamente explorados na literatura em
func¢do de suas propriedades antimicrobianas especificas. Prata (Ag), cobre (Cu), 6xido de zinco
(Zn0), dioxido de titanio (TiO2), ouro (Au), magnetita (FesOa), platina (Pt), selénio (Se) e
didxido de cério (CeO:) exibem atividades bactericidas, fungicidas e antivirais, frequentemente
mediadas por estresse oxidativo ou interferéncia em componentes celulares essenciais (Fragou
et al., 2023; Singh et al., 2023). Estudos também demonstram que nanoparticulas metalicas
podem atuar em sinergia com antimicrobianos convencionais, aumentando a eficacia

terapéutica e permitindo a redugdo de doses (Baptista et al., 2018).

Além da acdo direta sobre micro-organismos, os nanomateriais metalicos podem ser

incorporados em matrizes poliméricas e superficies funcionais, conferindo propriedades
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antimicrobianas duradouras a dispositivos médicos, cateteres, proteses e curativos (Hajipour et

al., 2012).

3.4. NANOPARTICULAS DE PRATA

A prata ¢ um dos metais mais explorados na nanotecnologia aplicada a satde, ocupando
posicdo de destaque entre os nanomateriais metalicos de interesse biomédico. O uso de
nanoparticulas de prata (AgNPs) se intensificou nas ultimas duas décadas sendo uma das
estratégias mais eficazes para o enfrentamento da resisténcia microbiana, devido ao seu amplo
espectro de acdo e a capacidade de atuar por meio de mecanismos complementares
simultaneamente. Essa versatilidade, aliada a possibilidade de controle morfologico e
dimensional em escala nanométrica, permitiu o desenvolvimento de produtos inovadores, desde
curativos e revestimentos hospitalares até superficies antimicrobianas utilizadas em

dispositivos médicos (Sondi & Salopek-Sondi, 2004; Rai et al., 2009; Lemire et al., 2013).

As AgNPs podem ser obtidas por diferentes rotas de sintese, entre os métodos mais
empregados estdo as rotas quimicas de redu¢do, nas quais ions Ag* provenientes de sais como
o nitrato de prata sdo reduzidos por agentes como borohidreto ou citrato de sddio, em presenca
de estabilizantes como polivinilpirrolidona (PVP), que controlam o crescimento e previnem a
agregacao (Lee & Meisel, 1982; Marambio-Jones & Hoek, 2010). Abordagens bioldgicas ou
“verdes”, utilizando extratos vegetais, enzimas ou polissacarideos, também tém sido exploradas
como alternativas sustentaveis, permitindo o controle da morfologia e da funcionalizagdo

superficial das particulas (Rai et al., 2009; Kim et al., 2007).

A atividade antimicrobiana das nanoparticulas de prata esta diretamente relacionada ao
processo de oxidacdo superficial do metal prata (Ag®) e a consequente liberacao de ions Ag”,
espécie responsavel pela maior parte dos efeitos biologicos observados. Essa transformagao ¢
favorecida pela area superficial das nanoparticulas e pela presenga de agentes oxidantes ou
complexantes, que aceleram a dissolu¢do do metal (Xiu et al., 2012; Marambio-Jones & Hoek,
2010). Os ions liberados difundem-se no meio e interagem com grupos tiois (—SH) de proteinas
enzimaticas, provocando inativacdo de sistemas respiratorios, desnaturagdo de proteinas e

danos ao DNA (Lemire et al., 2013).

A eficiéncia dessas interagdes esta relacionada ao tamanho e a geometria das
nanoparticulas, estudos demonstram que particulas com didmetro inferior a 10 nm possuem
maior capacidade de penetracdo e reatividade superficial, o que se traduz em maior efeito

biocida (Morones et al., 2005). Formas triangulares ou prismaticas, por sua vez, expdem planos
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cristalograficos com alta densidade eletronica, aumentando o numero de sitios cataliticos

disponiveis e intensificando a atividade antimicrobiana (Xiu et al., 2012).

Uma consulta a bases de dados cientificas e a registros de produtos biomédicos
evidencia que a utilizacdo da prata ja ultrapassa o ambito experimental, consolidando-se como
uma tecnologia amplamente empregada em solugdes antimicrobianas. A Tabela 1 apresenta um
panorama que reflete a maturidade tecnologica da prata como agente antimicrobiano e sua
ampla incorporacdo em diferentes dispositivos e formulagdes voltadas a prevengdao de
infecgdes. O levantamento reine exemplos de produtos comercializados que ilustram o atual

estagio de aplicacdo biomédica das tecnologias baseadas em prata.

Tabela 1 - Exemplos de produtos comerciais contendo prata e suas aplicacées biomédicas

NOME FORMA DE INDICACAO DE USO
COMERCIAL APRESENTACAO DE ACORDO COM O FABRICANTE
DO PRODUTO FABRICANTE

Acticoat™ Curativo composto por matriz Tratamento de Smith &
de polietileno recoberta com queimaduras e feridas Nephew
prata nanocristalina cronicas

SilvaSorb® Gel Hidrogel contendo prata idnica = Feridas infectadas e Medline

ulceras de pressdo

Aquacel® Ag Hidrofibra de Feridas exsudativas e ConvaTec
carboximetilcelulose ~(CMC) cirargicas
contendo prata nanoestruturada

Arglaes® Film Filme transparente de Protecdo de feridas Medline
poliuretano com particulas de superficiais e abrasdes
prata dispersas

Silverlon® Malha téxtil de nylon recoberta Queimaduras e feridas Argentum
com prata metalica pos-cirurgicas Medical

Nanoprata Nanoparticulas de prata  Prevencao de infeccdese DrogaVET
incorporados em formulagdes tratamento de feridas
para uso veterinario

Vela Tripla Acdo  Vela para filtro de agua com Filtragem de agua em AcquaAzzurra

Acqua Azzurra

carvdo ativado incorporado

filtros por gravidade

com nanoparticulas de prata
Fonte: Elaborado pela autora, com base em informagdes técnicas fornecidas pelos fabricantes.

Apesar da ampla consolidagdo comercial, desafios tecnologicos ainda limitam o
desempenho das nanoparticulas de prata em sistemas mais complexos. A estabilidade coloidal
e a tendéncia a agregacdo reduzem a disponibilidade de superficie ativa e dificultam o controle
da liberagdo de ions, comprometendo a eficicia prolongada. Além disso, a citotoxicidade
dependente de dose e a acumulagdo intracelular podem restringir o uso em tecidos vivos,

exigindo janelas terapéuticas estreitas (Marambio-Jones & Hoek, 2010). Em termos
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microbioldgicos, cepas expostas repetidamente a prata podem desenvolver mecanismos
adaptativos de resisténcia, incluindo alteracdes genéticas e fenotipicas que reduzem a agdo
antimicrobiana. Estudos mostraram que Escherichia coli pode adquirir tolerdncia apds
exposicdes sucessivas, associada a modificacao de genes de resposta a metais e aumento da
tolerancia ao Ag’, enquanto Staphylococcus aureus e outras bactérias tendem a intensificar a
producdo de biofilmes, que atuam como barreiras fisico-quimicas e reduzem o contato com as

nanoparticulas (Graves et al., 2015; Hochvaldova et al., 2024).

3.5. NIOBIO E SUAS APLICACOES EM BIOMATERIAIS

O nidbio (Nb) é um metal de transicdo do grupo 5 da Tabela Periodica, conhecido por
sua resisténcia a corrosdo, estabilidade quimica e versatilidade eletronica. O Brasil detém mais
de 89% das reservas mundiais conhecidas, com producao concentrada em Minas Gerais, Goias
e Amazonas, 0 que o posiciona como um recurso estratégico de grande relevancia cientifica e
econdmica (Agéncia Gov, 2023). Tradicionalmente empregado na metalurgia, o niobio foi
incorporado a ligas de aco desde o inicio do século XX para aumentar resisténcia mecanica e
tenacidade (Gomez et al., 2024). Entretanto, nas Gltimas décadas, o avanco da nanotecnologia
e da quimica de coordenacgdo tem ampliado significativamente o espectro de aplicacdes desse
elemento, incluindo catalise, armazenamento de energia, engenharia de materiais e

biotecnologia (Oliveira et al., 2023; Fideles et al., 2025).

Em meio aquoso, o nidbio pode formar polioxometalatos (POMs), clusters metélicos
formados por atomos em altos estados de oxidag¢do coordenados por oxigénios, resultando em
estruturas com alta estabilidade e propriedades redox (Ziolek, 2003; Andrade & Rocha, 2006).
Quando o Nb integra essas estruturas, formam-se polioxoniobatos (PONbs), geralmente do tipo
Lindqvist [NbsO1s]*", caracterizados por acidez de Lewis e Bronsted, carga altamente negativa
e resisténcia térmica (Ziolek, 2003). Diferentemente dos POMs classicos de Mo, W e V, os
derivados de Nb apresentam menor toxicidade e maior biocompatibilidade, tornando-se
particularmente atrativos para aplicagdes biomédicas e ambientais (Bijelic et al., 2018; Colovic

et al., 2020).

Além dos PONbDs exclusivamente constituidos por nidbio, os sistemas heterometéalicos
dopados tém despertado crescente interesse. A incorporacao parcial de Nb em polioxometalatos
de molibdénio ou tungsténio modifica a densidade eletronica da rede e ajusta o comportamento
redox, favorecendo a geragdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e aumentando a

estabilidade frente a hidrolise (Fideles et al., 2025). Essa dopagem confere ao sistema
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propriedades cataliticas e antimicrobianas aprimoradas, associadas a redugdo de toxicidade em
meio biolodgico e ao potencial de sinergia com outros metais de transicdo (Martins, 2019).
Estudos indicam ainda que esses materiais interagem eletrostaticamente com membranas
microbianas e proteinas de transporte, levando a disfungdo metabdlica e morte celular (Bijelic

etal., 2018).

Polioxometalatos contendo nidbio apresentaram atividade antimicrobiana significativa
frente a cepas resistentes, como Staphylococcus aureus MRSA e VRSA, com valores de
concentragdo inibitoéria minima (CIM) entre 25 e 800 pg/mL, dependendo da composicao e do
grau de dopagem metalica (Bijelic et al., 2018; Martins, 2019). Além da acdo direta, observou-
se efeito sinérgico com antibidticos convencionais, como cefoxitina e cloranfenicol, indicando
o potencial desses sistemas como adjuvantes terapéuticos. O mecanismo de a¢do inclui tanto
interagdes redox quanto adsorcao eletrostatica na parede celular, promovendo despolarizagao
de membrana e inibi¢do de processos metabodlicos essenciais. (Bijelic et al., 2018; Fideles,

2022).

Pesquisas recentes estendem o uso do nidbio a sistemas hibridos contendo prata, que
combinam a a¢do antimicrobiana multifatorial da prata com a estabilidade quimica e a
biocompatibilidade do nidbio. Hong et al. (2023) sintetizaram o nanocluster Ags@Nbis2, um
complexo core—shell de polioxoniobato e prata, que apresentou alta estabilidade aquosa,
fluorescéncia ajustavel e atividade antimicrobiana aprimorada. Em estudos nacionais, Martins
(2019) descreveu a sintese de polioxometalatos de molibdénio dopados com Nb e complexados
com ions Ag*, com desempenho promissor contra bactérias multirresistentes. Paralelamente,
revestimentos e filmes finos de Nb.Os obtidos por magnetron sputtering demonstraram
biocompatibilidade e resisténcia a corrosao, além de reducdo na adesdo bacteriana (Ramirez et

al., 2011; Azamatov et al., 2025; Safavi et al., 2022).

Assim como ocorre com a prata, o nidbio também tem avancado do ambiente
laboratorial para o mercado, com aplicag¢des tecnologicas em diferentes segmentos. A Nanonib,
empresa de base tecnoldgica brasileira, desenvolve solugdes nanotecnoldgicas contendo 6xidos
e compostos de nidbio voltadas a saude e a agricultura. Entre os produtos anunciados estdo o
INNIB41®, solucdo antisséptica com efeito residual prolongado e eficacia reportada frente a
micro-organismos patogénicos, atualmente em processo de registro junto a ANVISA, e
formulacdes experimentais de clareadores dentais e fungicidas agricolas baseados em nidbio
(Brasil Mineral, 2023; Diario do Comércio, 2023). Outro exemplo, ¢ a empresa NIONE,

integrante do grupo Randon, que desenvolveu dispersdes de nanoparticulas de nidbio para
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revestimentos metalicos com alta resisténcia a corrosdo ¢ melhor desempenho mecanico
(RandonCorp, 2023). Esses resultados reforcam a ideia de que o nidbio, seja como dopante em
estruturas polioxometalicas ou como componente de sistemas hibridos metalicos, representa

um elemento-chave na construcao de novas plataformas antimicrobianas.

3.6. CARBOXIMETILCELULOSE

A carboximetilcelulose (CMC) ¢ um polissacarideo anidonico derivado da celulose
natural, resultante da substituicdo parcial de grupos hidroxila (-OH) por carboximetil (-
CH2COOQO"). Essa modificacao confere ao material solubilidade em 4gua, elevada viscosidade e
biocompatibilidade, tornando-o amplamente utilizado em formulagdes farmacéuticas e
biomédicas  (Ghasemzadeh et al., 2016; Abou-Yousef & Kamel, 2015).
Em meio aquoso, a presenca simultanea de grupos carboxilato e hidroxila permite a formagao
de géis tridimensionais reticulados por interacdes de hidrogénio e coordenagdo idnica, que
resultam em redes porosas com capacidade de intumescimento e permeabilidade, tais

caracteristicas auxiliam na cicatrizagdo cutanea quando aplicados em produtos a base de CMC

(Hebeish et al., 2013).

O CMC também atua como agente redutor e estabilizante na sintese in situ de
nanoparticulas metalicas, especialmente de prata. Seus grupos carboxilato complexam ions Ag*
enquanto as hidroxilas reduzem-nos a Ag® metélico, originando nanocompdsitos
CMC@AgNPs homogéneos e estaveis (Hebeish et al., 2013; Ergashovich et al., 2018).
Esses sistemas exibem liberagdo controlada de ions prata e efeito antimicrobiano prolongado,
alcangando taxas de inibicdo superiores a 95% frente a bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas (Ma et al., 2019; Yang et al., 2022). Estudos adicionais demonstram que a CMC pode
modular propriedades mecanicas e biologicas de curativos hibridos contendo 6xido de cério ou
nanoparticulas magnéticas, ampliando suas aplicacdes em engenharia tecidual e dispositivos

antibacterianos (Orhan et al., 2025; Aguilera et al., 2018).
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3.7.PANORAMA TECNOLOGICO E INOVACAO NO USO DE
NANOMATERIAIS HiBRIDOS

A prospeccao tecnologica ¢ uma ferramenta estratégica de analise que permite mapear

tendéncias de pesquisa e inovagao em um determinado campo cientifico, evidenciando o grau

de maturidade das tecnologias e as lacunas existentes entre conhecimento e aplicacdo. Quando

aplicada ao desenvolvimento de novos materiais, essa abordagem possibilita identificar os

temas de maior impacto ¢ o posicionamento relativo de cada pais na producao cientifica e

tecnologica global.

No contexto deste trabalho, foi realizada uma consulta nas bases Scopus e Lens.org, a
fim de entender o panorama tecnoldgico e as tendéncias de nanomateriais hibridos com
aplicagdes frente a micro-organismos multirresistentes. A Scopus, mantida pela Elsevier, ¢
reconhecida como uma das maiores bases multidisciplinares de literatura cientifica revisada por
pares, permitindo mensurar a evolu¢do temporal das publicagdes e a distribui¢ao por areas do
conhecimento. J4 a Lens.org agrega dados cientificos e tecnologicos, incluindo artigos, patentes
e documentos de propriedade intelectual de fontes como WIPO, EPO, USPTO e INPI, o que
possibilita visualizar também o estdgio de desenvolvimento e o potencial de inovagdo das

pesquisas.

As buscas foram estruturadas a partir de equagdes especificas para prata (Ag), nidobio
(Nb) e para o sistema hibrido Ag—Nb, abrangendo termos relacionados a atividade
antimicrobiana, biofilmes e micro-organismos multirresistentes, os parametros de buscas

podem ser consultados na Tabelas 2 e 3.
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Tabela 2 - Parametros de busca do estado a arte de compostos com prata (Ag)

PARAMETROS DE
BUSCA

Equacio de busca

Intervalo de tempo

N° total de publicagdes
durante o periodo

N° total de patentes

durante o periodo

DADOS SCOPUS

silver OR "silver nanoparticle*"
OR AgNP* OR '"silver-based")
AND OR
antibacterial* OR antifungal* OR
antibiofilm* OR biocidal ) AND (

(antimicrobial*

resistant OR "drug resistant" OR
"multidrug resistant” OR MDR
OR bacteria OR bacterial OR
fungi OR fungal OR biofilm )
AND (biomedical OR

biomaterial* OR "wound

dressing" OR wound OR coating*

DADOS LENS

(silver OR "silver nanoparticle" OR
"silver nanoparticles" OR AgNP OR
"silver-based") AND (antimicrobial
OR antibacterial OR antifungal OR
antibiofilm OR biocidal) AND
(resistant OR "drug resistant" OR
"multidrug resistant” OR MDR OR
bacteria OR bacterial OR fungi OR
fungal OR  biofilm) AND
(biomedical OR biomaterial OR
biomaterials OR "wound dressing"

OR wound OR coating OR "medical

OR "medical device*" OR device" OR implant)
implant* )
2003 a 2023
34.680 42.506
Nao Aplicével 49.139
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Tabela 3 - Parametros de busca do estado a arte de compostos com niébio (Nb)

PARAMETROS DE BUSCA DADOS SCOPUS DADOS LENS
Equacio de busca (niobium OR Nb OR "niobium oxide" OR  (title:(niobium) OR abstract:(niobium)
"niobium pentoxide" OR niobia OR OR claim:(niobium)) AND
"niobium compound") AND (antimicrobial = (title:(antimicrobial) OR
OR antibacterial OR antifungal OR abstract:(antimicrobial) OR

antibiofilm OR biocidal) AND (resistant claim:(antimicrobial))
OR "drug resistant” OR "multidrug
resistant” OR MDR OR bacteria OR
bacterial OR fungi OR fungal OR biofilm )
AND (biomedical OR biomaterial OR
biomaterials OR "wound dressing" OR

wound OR coating OR "medical device" OR

implant)
Intervalo de tempo 2003 a 2023
N° total de publica¢ées durante
14 54
o periodo
N° total de patentes durante o
Nao aplicavel 132

periodo

A analise dos dados obtidos para a prata evidencia um campo amplamente consolidado.
O elevado niimero de publicacdes cientificas e de patentes ao longo do periodo analisado indica
que as nanoparticulas de prata se encontram em estagio avancado de desenvolvimento
tecnoldgico, com aplicacdes ja estabelecidas em biomateriais, curativos, revestimentos e
dispositivos médicos. Esse cendrio ¢ indicativo de niveis elevados de maturidade tecnoldgica
(TRL intermediario a alto), refletindo a consolidacao da prata como agente antimicrobiano de
amplo espectro. Observa-se, ainda, um crescimento acentuado no nimero de publicacdes a
partir de 2020, associado ao aumento da demanda por tecnologias antimicrobianas durante a
pandemia de COVID-19, especialmente voltadas a prevencdo de infec¢des hospitalares e a

desinfeccao de superficies e equipamentos médicos.

Em contraste, os dados associados ao niobio revelam um panorama significativamente
distinto. Embora haja crescimento recente no nimero de publicacdes e depositos de patentes, o
volume total ainda ¢ reduzido quando comparado ao da prata. Esse perfil sugere que as
tecnologias baseadas em nidbio, nesse contexto, encontram-se majoritariamente em estagios
iniciais ou intermediarios de maturidade tecnoldgica (TRL baixo a médio), com forte carater

exploratorio e limitado avanco em dire¢do a aplicacdo clinica. Afins comparativos, foi realizado

uma busca especifica combinando os termos prata € nidbio em um mesmo sistema, visando
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verificar a existéncia de estudos ou tecnologias que explorem essa associagdo, conforme

demostrado na Tabela 4.

Tabela 4 - Parimetros de busca do estado a arte de compostos contendo prata e niobio

PARAMETROS DE BUSCA DADOS SCOPUS DADOS LENS

Equacio de busca (silver OR "silver nanoparticle" OR "silver = (title:(silver) OR abstract:(silver) OR
nanoparticles" OR AgNP OR "silver-based" claim:(silver)) AND (title:(niobium) OR
) AND ( niobium OR Nb OR "niobium  abstract:(niobium) OR claim:(niobium))
oxide" OR "niobium pentoxide" OR niobia =~ AND (title:(antimicrobial) OR
OR '"niobium compound" ) AND ( abstract:(antimicrobial) OR
antimicrobial OR  antibacterial OR  claim:(antimicrobial))
antifungal OR antibiofilm OR biocidal )
AND ( resistant OR "drug resistant" OR
"multidrug resistant” OR MDR OR bacteria
OR bacterial OR fungi OR fungal OR
biofilm ) AND ( biomedical OR biomaterial
OR biomaterials OR "wound dressing" OR
wound OR coating OR "medical device" OR

implant )
Intervalo de tempo 2003 22023
N° total de publicac¢des
525 4
durante o periodo
N° total de patentes durante o )
Nao aplicavel 88

periodo

A fim de compreender o cendrio brasileiro, foi realizada consulta ao banco de dados do
Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI), com o objetivo de verificar como o
desenvolvimento tecnologico observado em escala internacional se manifesta no contexto
nacional. Enquanto nas demais plataformas foi possivel empregar uma equagao de busca tnica,
no INPI as consultas foram conduzidas de forma segmentada, considerando separadamente
conjuntos de termos relacionados ao nidbio, a prata, a sistemas contendo ambos os elementos,
bem como a aplicagdes biomédicas e atividade antimicrobiana; posteriormente, os resultados
foram cruzados para compor o conjunto analisado. A partir desse procedimento, a busca
associada ao niobio resultou em 10 depdsitos de patentes, enquanto para a prata foram
identificados 160 pedidos de patente. Para sistemas que associam simultaneamente prata e

niobio, nao foram identificados depdsitos no periodo considerado.

Esse panorama indica que o desenvolvimento de sistemas hibridos aplicados ao controle
antimicrobiano ainda se encontra em fase inicial de consolidacdo tecnologica, particularmente

no que se refere a associacdo entre prata e nidbio. A diferenga entre o grau de maturidade
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observado para sistemas baseados em prata e a menor incidéncia de estudos e protegdes
envolvendo o nidbio sugere a existéncia de um espago tecnoldgico ainda pouco explorado.
Nesse contexto, a pesquisa proposta insere-se em um campo emergente, contribuindo para a
ampliacao do conhecimento sobre nanomateriais com potencial de evolugdo ao longo dos niveis
de maturidade tecnologica, sem pressupor desdobramentos imediatos de carater experimental

ou comercial.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL

Desenvolver um hidrogel a base de carboximetilcelulose (CMC) incorporado com um

complexo hibrido de nanoparticulas de prata modificado com polioxometalato de nidbio

(AgNP@Nb-POM), visando a obten¢do de um produto com atividade antimicrobiana

potencializada e propriedades fisico-quimicas adequadas para aplicacdes biomédicas.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obter o complexo contendo AgNP@Nb-POM, avaliando as interagdes entre a prata
metalica e o polioxometalato dopado com nidbio;

Caracterizar o complexo por meio técnicas fisico-quimicas e espectroscopicas (UV-Vis,
DRS, DRX, DLS, potencial zeta, entre outras);

Formular e caracterizar géis a base de CMC contendo os complexos AgNP@Nb-POM,
avaliando aspectos de reologia, estabilidade e morfologia;

Avaliar a atividade antimicrobiana dos complexos contra uma variedade de micro-
organismos patogénicos, incluindo bactérias e fungos multirresistentes;

Verificar o potencial de aplicagcdo do material obtido em curativos, implantes e outros
dispositivos médicos, promovendo assim o desenvolvimento de terapias mais eficientes

e seguras para o tratamento de infeccdes.
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5. METODOLOGIA

5.1. OBTENCAO DO COMPLEXO DE NANOPARTICULAS DE PRATA
MODIFICADO COM NIOBIO (COMPLEXO AGNP@NB-POM)

A obtencao do complexo foi conduzida em meio aquoso, explorando o comportamento
de auto-organizac¢do entre nanoparticulas metalicas e polioxometalatos (POMs) descrito por
Yonesato et al. (2019). Nesse tipo de sistema, o POM atua como agente de estabilizacdo
inorganica, ancorando-se a superficie das nanoparticulas de prata por meio de atomos de
oxigenios ponte do tipo Ob e Oc da estrutura Keggin, formando ligagdes coordenadas Ag—O—
M (M = Mo, W, Nb). Essa interagdo confere ao material alta estabilidade coloidal e resisténcia
a oxidagdo, dispensando o uso de surfactantes, redutores adicionais ou etapas térmicas,

caracteristicas que tornam o processo escalavel e compativel com rotas industriais.

As nanoparticulas de prata utilizadas neste estudo foram fornecidas pela empresa
Innoma Innovative Materials, na forma de dispersdo aquosa previamente estabilizada. De
acordo com as especificacdes técnicas do fornecedor, o material apresenta concentracdo de
prata metalica de 10.000 ppm (1% p/p), pH alcalino na faixa de 8-9 e densidade de 1,04 g-cm™3,
sendo compativel com sistemas aquosos, hidroalcodlicos e emulsdes. Visualmente, a dispersao
apresenta coloracdo escura na forma concentrada, tornando-se amarela quando diluida. A
caracterizagdo Optica fornecida pelo fabricante indica banda de absor¢do centrada em

aproximadamente 400 nm, bem como tamanho médio de particula em torno de 8 nm.

O polioxometalato dopado com nidbio (Nb-POM), previamente sintetizado pelo
Laboratério de Materiais Avangados (LMA) segundo o método patenteado BR 10202001636.
Para a formacdo do complexo AgNP@Nb-POM, preparou-se uma suspensao contendo 1.000
ppm de cada componente ativo, ajustando-se o volume final para 100 mL com 4gua destilada.
A mistura foi mantida sob agitagdo mecanica a 300 rpm por 30 min, a temperatura ambiente, e
posteriormente, a solucdo foi armazenado em frasco ambar, por 24 horas ao abrigo da luz, antes

da realizacao das caracterizagoes.

Para fins comparativos, todas as analises foram também realizadas utilizando-se os
padrdes de nanoparticulas de prata e de Nb-POM isoladamente, possibilitando a comparagao

dos resultados obtidos do complexo AgNP@Nb-POM.



Pagina 39 de 86

5.2. CARACTERIZACAO DO COMPLEXO AGNP@NB-POM

5.2.1. ESPECTROFOTOMETRIA ULTRAVIOLETA-VISIVEL (UV-VIS)

A espectrofotometria na regido do ultravioleta e do visivel (UV-Vis) ¢ uma técnica que
se baseia na absor¢do de radiacdo eletromagnética pelas espécies quimicas presentes na
amostra, permitindo identificar bandas de absor¢do caracteristicas associadas a transi¢des
eletronicas (Solomons & Fryhle, 2011). Essa técnica ¢ amplamente empregada na
caracterizacdo de nanoparticulas metalicas e semicondutoras, possibilitando verificar a
presenga de bandas tipicas desses materiais € eventuais modificagdes decorrentes de interagdes

quimicas ou estruturais.

As analises foram realizadas em um espectrofotdometro UV-Vis Shimadzu modelo UV-
2600, com medidas de absorbancia registradas no intervalo de 200 a 600 nm. Foram utilizadas
cubetas de quartzo e agua destilada como branco. As amostras foram preparadas em suspensao

aquosa, na propor¢ao de dilui¢ao 1:10, e analisadas imediatamente apos o preparo.
5.2.2. ANALISE ESPECTROSCOPICA POR REFLECTANCIA DIFUSA (DRS)

Para verificar a preservacao das propriedades Opticas dos 0xidos e identificar possiveis
modificagdes eletronicas resultantes da incorporagdo das nanoparticulas de prata, foi
empregada a técnica de reflectancia difusa na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis/DRS).
Essa técnica permite obter informacdes sobre as transi¢des eletronicas e o comportamento
optico de materiais solidos, sendo particularmente til para estimar a energia de band gap (Eg)
por meio da transformacao de Kubelka—Munk. Dessa forma, a analise DRS complementa os
resultados de espectrofotometria UV-Vis em solucdo, possibilitando avaliar se houve alteragao
nas estruturas eletronicas e na resposta Optica dos compositos hibridos apds os processos de

modificacdo superficial.

Para a preparagao das amostras, uma aliquota dos compostos sem diluicao foi aplicadas
sobre a base de BaSOs, utilizado como branco, e deixada secar em temperatura ambiente. As
andlises foram realizadas em um espectrofotometro UV-Vis modelo UV-2600/2700

(Shimadzu), no intervalo de 200 a 600 nm.
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5.2.3. CALCULO DO BAND GAP

Através da técnica de espectroscopia por refletancia difusa (ERD) na regido do
ultravioleta-visivel, € possivel determinar propriedades eletronicas como o valor do band gap
(Eg), correspondente a diferenga energética entre a banda de valéncia (BV) e a banda de
conducdo (BC), conforme demonstrado na Figura 3. O calculo do band gap auxilia na
compreensdo de modificacdes estruturais do material, evidenciando possiveis efeitos de
dopagem, alteragdes nas transi¢des eletronicas ou a formagdo de sitios ativos em
heteroestruturas. Alteracdes no band gap de 6xidos semicondutores sdo frequentemente
associadas a mudangas na capacidade de absor¢ao de radiagdo e, em alguns casos, a uma maior
eficiéncia na geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS), fator que pode contribuir para

uma ac¢do antimicrobiana sinérgica quando combinado a atividade biocida da prata.

Figura 3 - Esquema de representacio de fotocatalise e band gap
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Para o célculo do band gap (E,), por meio de espectroscopia por refletancia difusa
(ERD) na regido do ultravioleta-visivel, adotou-se o método de Tauc, que relaciona o

coeficiente de absor¢ao (a) e a energia do foton (4v) pela equagao (1):

(1) (av)™ = A(hv — E,)

onde:

. Eg4 € 0 band gap que se deseja determinar;

. h ¢é a constante de Planck;

. v ¢ a frequéncia da radiacdo (logo, hv ¢ a energia do f6ton);

. A é uma constante relacionada as transi¢des eletronicas, caracteristica do
material;

. n depende do tipo de transicao eletronica (sendo considerando 7 = %

para transi¢des diretas permitidas e # = 2 para transi¢oes indiretas)

Relacionando a equagdo (1) € possivel realizar o ajuste linear e obtengdo do (Ej)

presente na equagdo do (2)
2) Y=aX-b,
Onde:

) Y = (ahv)™
) X = hv (emeV),

. a e b sdo coeficientes determinados pela regressao linear.

Posteriormente, os dados de energia (eV)e absorbancia foram importados para o
software Origin, no qual foi plotado o grafico da energia versus método conhecido como Tauc
Plot. A partir do gréfico obtido, o valor do hand gap foi determinado através da regressao linear

da curva até o eixo da energia (eixo X).
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5.2.4. ESPALHAMENTO DINAMICO DE LUZ (DLS)

A técnica de espalhamento dinamico de luz (DLS) foi utilizada para determinar o
diametro hidrodindmico médio (Z-ave) e a distribuicdo de tamanhos, o que permite avaliar a
estabilidade coloidal das nanoparticulas em meio aquoso. Adicionalmente ¢ possivel
acompanhar a variacdo na distribuicdo dos tamanhos de particulas ao longo do tempo
verificando se hé tendéncia de agregacdo, a qual reduz a area superficial e, por consequéncia,
pode diminuir a eficicia antimicrobiana. As medigdes foram realizadas em equipamento
Zetasizer Pro ZS (Malvern Instruments), utilizando suspensdes aquosas preparadas na

proporg¢ao de diluigdo 1:10.

5.2.5. POTENCIAL ZETA (PCZ)

Para avaliar eventuais interacdes quimicas ou eletrostaticas entre o nidbio e a prata,
utilizou-se a técnica de potencial zeta (PZ), também chamada de potencial de superficie. Esse
método ¢ amplamente empregado em estudos de sistemas coloidais e na fisico-quimica, pois
descreve o potencial elétrico na interface entre uma particula suspensa e o fluido em que ela se
encontra. O valor do PZ reflete a carga superficial efetiva das particulas, representando o grau
de repulsdo eletrostatica entre elas. Dessa forma, valores elevados (positivos ou negativos)
indicam melhor dispersdo e maior estabilidade coloidal. Neste trabalho, as medi¢des de
potencial zeta foram realizadas em um Zetasizer Pro (Malvern) utilizando as mesmas amostras

preparadas no topico 5.2.4.

5.2.6. MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (MET)

Por meio da Microscopia Eletronica de Transmissdao (MET) ¢é possivel investigar a
morfologia, o tamanho, a distribuicdo e a estrutura cristalina de nanomateriais. Seu principio
baseia-se na interacdo de um feixe de elétrons de alta energia com uma amostra ultrafina,
permitindo a obtencao de imagens com resolu¢cdo nanométrica, bem como a analise de padrdes

de difracdo associados a estrutura cristalina do material.

As amostras foram preparadas em suspensdo aquosa e submetidas a banho ultrassonico
por 3 minutos para promover a dispersdo das particulas. As analises de MET foram realizadas
utilizando o Microscopio Eletronico de Transmissdo Tecnai G2-20 SuperTwin (200 kV),
fabricado pela Thermo Fisher / FEI, disponivel no Centro de Microscopia da Universidade

Federal de Minas Gerais (UFMG).
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5.2.7. DETERMINACAO DA DISTRIBUICAO DE TAMANHO DE
PARTICULA
As micrografias obtidas por microscopia eletronica de transmissao (MET), descritas no
item 5.2.6, foram analisadas com o auxilio do software ImageJ® (versao 1.53), com o objetivo
de avaliar o tamanho médio e a distribui¢ao de diametro das nanoparticulas de prata, bem como
investigar o efeito da modificacao superficial promovida pelo Nb-POM sobre a dispersdo dessas
particulas. A calibragdo foi feita a partir da barra de escala do microscopio e convertidas para
escala de cinza. As nanoparticulas de prata foram individualmente delimitadas utilizando a
ferramenta Measure, sendo mensuradas no minimo 100 particulas por amostra, selecionadas a

partir de diferentes regides das micrografias.

5.2.8. DIFRACAO DE RAIOS X (DRX)

Para identificar as fases cristalinas dos materiais utilizados, foi utilizado a técnica de
difracdo de raios X (DRX), permitindo avaliar se houve formagao de novas fases ou apenas a

coexisténcia fisica entre o Nb-POM e AgNP.

Para as analises, as amostras foram previamente liofilizadas a fim de remover o solvente
e obter o material em estado s6lido. O p6 seco resultante foi colocado diretamente no porta-
amostras do equipamento, nivelado para garantir uma superficie homogénea de leitura. A
andlise foi realizada no Laboratorio Multiusuario do Centro de Desenvolvimento da Tecnologia
Nuclear (CDTN), por meio de difratometria de raios X pelo método do pd, em um difratometro
Rigaku, modelo D/MAX ULTIMA automético, equipado com goniémetro 6—9 e tubo de raios
X de cobre. Parametros de leitura: faixa de 20 entre 4° e 80°, com velocidade de varredura de
40 (26/min), corrente de 30 mA e tensdo de 40 kV. A identificagdo das fases cristalinas foi feita
comparando o difratograma obtido com o banco de dados da ICDD — International Center for
Diffraction Data / Joint Committee on Powder Diffraction Standards — JCPDS (Sets 01-58;
MDI; Jade 9; 2008).

5.2.9. ESTABILIDADE DO COMPLEXO AGNP@NB-POM

A estabilidade de sistemas coloidais ¢ um fator determinante para sua aplicacao pratica,
pois suspensdes instaveis tendem a apresentar sedimentagdo, aglomeragdo de particulas ou
perda de eficiéncia bioldgica ou funcional ao longo do tempo. Para avaliar a estabilidade do
complexo AgNP@Nb-POM, foram realizados ensaios periddicos, nos dias 1, sendo ele o dia

da obtencao do composto e 3, 7, 15 e 30 apos a obtencao do complexo. Nesses intervalos,
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avaliou-se o potencial zeta (PZ), o tamanho hidrodindmico (por DLS) e o espectro UV-Vis,
com o intuito de monitorar possiveis alteracdes na carga superficial, na distribuicdo de tamanho

de particula e no perfil de absor¢ao da amostra.

Durante o periodo de analise as amostras foram armazenadas ao abrigo de luz e em
temperatura ambiente, buscando simular condigdes de uso e deteccdo de eventuais

instabilidades da suspensao coloidal.

5.2.10.ENSAIO DE DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA
MINIMA (CIM)

A CIM ¢ um ensaio que permite avaliar a susceptibilidade de micro-organismos a agentes

antimicrobianos, determinando por meio de ensaios de microdilui¢ao em caldo a concentragao

inibitoria minima na qual a substancia ou composto ¢ capaz de inibir o desenvolvimento de

micro-organismos.

Os testes foram realizados com micro-organismos representativos do grupo ESKAPE,
incluindo Staphylococcus aureus (linhagem sensivel e resistente a meticilina — ORSA),
Klebsiella pneumoniae (linhagem sensivel ATCC e resistente a imipenem e ciproflocaxino), e
Pseudomonas aeruginosa (cepa comum e multirresistente resistente a imipenem e
ciproflocaxino). Esses ensaios foram conduzidos em colaboragdo com o Prof. Caio Fagundes,
no Laboratorio de Interacdo Microrganismo-Hospedeiro, Instituto de Ciéncias Biologicas
(ICB), na UFMG. Além das bactérias, foram avaliadas também Candida auris linhagem de
fungo de relevancia clinica. Os ensaios foram realizados em colaboragdo com a Profa. Susana
Johann, no Laboratério de Taxonomia, Biodiversidade e Biotecnologia de Fungos do

ICB/UFMG.

5.2.10.1. METODO ADAPTADO PARA AVALIACAO FRENTE A
BACTERIAS

Para os ensaios antibacterianos, no dia anterior a analise, foram inoculadas colonias
isoladas das cepas bacterianas em tubos Falcon contendo 10 mL de caldo Mueller-Hinton
estéril. As amostras foram incubadas sob agitagdo (120 rpm) a 37 °C por 18 a 24 horas. No dia
do ensaio, as culturas foram centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos a 4 °C, e o pellet celular
foi ressuspendido em solugdo salina ou caldo Mueller-Hinton. Apds homogeneizacdo, foram
realizadas leituras espectrofotométricas a 600 nm, utilizando branco adequado, para estimar a

densidade celular. A partir dessas leituras e de curvas-padrdo previamente estabelecidas, o
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inoculo foi ajustado para uma concentragdo final de 5 x 10* UFC/mL por pogo, considerando

que cada poco da placa de 96 pogos recebeu 10 pL. de in6culo em 90 pL. de meio.

As solugdes antimicrobianas foram preparadas em caldo Mueller-Hinton na maior
concentragdo a ser testada, e distribuidas na primeira linha da placa de 96 pocos. Em seguida,
foram realizadas diluicdes seriadas (1:2) nas linhas subsequentes. A cada pogo contendo
antimicrobiano foi adicionado o indculo bacteriano previamente ajustado. Apds vedagdo com
filme de parafina, as placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas. A leitura foi realizada por
espectrofotometria a 600 nm (BioTek uquant MXQ200 Microplate Reader), sendo considerada
como CIM a menor concentragdo de antimicrobiano capaz de inibir o crescimento bacteriano,

determinada pela auséncia de aumento de densidade optica em relagao ao branco.

5.2.10.2. METODO ADAPTADO PARA AVALIACAO FRENTE A
FUNGOS

Para os ensaios antifungicos, adaptou-se o protocolo CLSI M27-A3 (2008), utilizando
o meio RPMI 1640 tamponado com MOPS. As substancias a serem testadas foram preparadas
em solucao estoque com concentracao inicial dobrada (2x) em relagdo a concentragdo final
desejada, considerando a diluicdo promovida pela adi¢do do indculo. A solucdo estoque foi
preparada na propor¢dao 1:1 (ex: 500 uL de RPMI + 500 uL da substancia) e aplicada nas
colunas 2 das placas de 96 pogos em duplicata. As colunas 1 e 3 a 12 receberam 200 uL e
100 uL de RPMI, respectivamente. Foram realizadas dilui¢des seriadas (1:2) da coluna 2 até a

11, descartando-se 100 pL da Gltima.

O indculo foi preparado a partir de uma suspensao salina de coldnias fingicas, ajustada
em espectrofotometro para uma transmitancia de 75% =+ 2%, correspondente a uma
concentragdo entre 0,5 e 5 x 10° UFC/mL. Em seguida, realizaram-se duas dilui¢cdes sequenciais
(1:50 e 1:20), obtendo uma solucdo final com concentragdo estimada entre 0,5 a 5 x 10°
UFC/mL. Com auxilio de pipeta multicanal, foram adicionados 100 pL do in6culo aos pogos
das colunas 2 a 12. As placas foram incubadas a 37 °C, sendo as leituras realizadas apos 24 h,
por inspecdo visual. A CIM foi definida como a menor concentracdo da substdncia em que

houve 100% de inibigao visivel do crescimento fungico.
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5.3. SINTESE DO HIDROGEL CONTENDO O COMPLEXO AGNP@NB-POM

A formulagdo do hidrogel contendo complexos de nanoparticulas de prata modificadas
com nidbio (Gel AgNP@Nb-POM) foi realizada utilizando carboximetilcelulose de sédio
(Exodo Cientifica, lote 2305092483) como agente polimérico. Inicialmente, aqueceu-se agua
destilada em um béquer até atingir aproximadamente 60 °C. Em seguida, adicionou-se a CMC
sob agitacdo mecanica (modelo 713D, Fisatom), mantendo-se a temperatura e a agitagcdo
constantes a 300 RPM por um periodo de 2 horas. Apos esse intervalo, o aquecimento foi
interrompido e a mistura foi deixada em repouso até alcangar a temperatura de
aproximadamente 30 °C £ 2 °C. Nesse ponto, incorporou-se o complexo AgNP@Nb-POM a
solugdo, na concentragdo previamente determinada com base na CIM, obtida na etapa anterior.
A agitagdo foi mantida por mais 12 horas para garantir maior homogeneidade e dispersdo do

complexo no gel polimérico.

Para determinar os efeitos isolados de cada componente na estabilidade e nas
caracteristicas reoldgicas do hidrogel, foram desenvolvidas trés formulagdes controle: (i) gel
padrao contendo apenas CMC (Gel PD); (ii) gel contendo CMC e nidbio (Gel Nb); e (iii) gel
contendo CMC e prata (Gel Ag).

5.3.1. CARACTERIZACAO DO HIDROGEL CONTENDO O COMPLEXO
AGNP@NB-POM

A caracterizagdo das formulagdes obtidas foi organizada de forma a correlacionar as

propriedades fisico-quimicas do hidrogel, incluindo estabilidade e possivel acdo

antimicrobiana. Para isso, foram realizadas andlises de termogravimetria, microscopia

eletronica de varredura (MEV), espectroscopia por energia dispersiva (EDS), viscosidade,

medida de angulo de contato e avaliagdo de eficiéncia antimicrobiana dos géis frente a biofilmes

maduros.

5.3.1.1. ANALISE TERMOGRAVIMETRICA (TG)

A andlise termogravimétrica foi realizada com o objetivo de avaliar o comportamento
térmico e o perfil de degradagdo dos géis, permitindo identificar as etapas de perda de massa
associadas a eliminagdo de dgua e a decomposicao da matriz polimérica, bem como o efeito da

incorporagao das fases inorganicas (AgNP e Nb-POM).

O ensaio foi conduzido em analisador DTG-60H (Shimadzu), no Laboratorio de Analise

Térmica do Departamento de Quimica da UFMG. As amostras foram acondicionadas em
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cadinhos de alumina e submetidas a aquecimento de 25 °C a 600 °C, a uma taxa de 10 °C/min,
sob fluxo continuo de nitrogénio (100 mL/min). As curvas de perda de massa (TG) e suas
derivadas (DTG) foram comparadas entre o Gel AgNP@Nb-POM e as formulagdes-controle,

permitindo identificar multiplos estagios de decomposigao.

5.3.1.2. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV) E
ESPECTROSCOPIA POR ENERGIA DISPERSIVA (EDS)

A morfologia superficial e a distribuicdo das nanoparticulas na matriz polimérica foram
avaliadas em um microscopio eletronico de varredura (MEV) Apreo 2C (Thermo Fisher
Scientific), operando com tensdes de aceleracdo entre 5 e 15 kV. Para a andlise, amostras do gel
foram depositadas sobre fita de carbono dupla-face fixada em stubs metalicos e deixadas secar
a temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram recobertas com uma fina camada de

carbono.

Para a caracterizacdo elementar, foi utilizada microandlise por EDS (Bruker Xflash®
60-30), com area ativa de detec¢do de 30 mm?, resolugdo de 123 eV para Mn Ka e 45 eV para
CKao. O conjunto MEV e EDS forneceu informagdes tanto sobre a morfologia quanto sobre a
composi¢do quimica das amostras, permitindo detectar € mapear os elementos presentes com

relativa precisdo. As andlises foram conduzidas no Centro de Microscopia da UFMG.
5.4. AVALIACAO DE REOLOGIA E PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS

5.4.1. VISCOSIDADE

A andlise de viscosidade foi utilizada para avaliar as propriedades reologicas dos géis,
que estao diretamente relacionadas a manipulagdo, aplicacao topica e liberacao controlada dos
compostos ativos. A viscosidade influencia a adesdo do gel as superficies biologicas e a sua
estabilidade durante o armazenamento, sendo um pardmetro essencial na formulagdo de

biomateriais.

Os ensaios foram realizados em viscosimetro/redmetro Brookfield RVDVIII-Ultra
(Brookfield Engineering Laboratories), no Departamento de Farmacia da UFMG. Os dados
foram processados com o software Rheocalc®. Para cada amostra, aplicou-se rampa de
velocidade composta por 20 pontos, variando de 0 a 250 rpm, com tempo de estabilizagdao de

10 s em cada velocidade.
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5.4.2. ANGULO DE CONTATO

A técnica de medida do angulo de contato visa avaliar a molhabilidade e a natureza
hidrofilica ou hidrofébica da superficie dos filmes obtidos a partir dos géis. As analises foram
realizadas em goniometro DataPhysics Contact Angle System OCA 11 (Fildersadt, Alemanha),
equipado com camera digital de alta resolucdo e software SCA20 para aquisi¢ao e tratamento

das imagens. Utilizou-se o método da gota séssil.

Para a preparacdo das amostras, os géis foram depositados sobre laminulas de vidro,
formando filmes uniformes, e deixados em repouso até completa secagem. Durante as
medi¢des, empregou-se solucdo tampao fosfato salino (PBS, pH 7,4) como fluido de teste, por
se tratar de meio amplamente utilizado para simular condi¢des fisioldgicas. Com auxilio de
microsseringa, foram dispensadas gotas de 10 uL. de PBS sobre a superficie dos filmes, ¢ o
angulo de contato foi registrado imediatamente apds a deposi¢ao, conforme ilustrado na Figura

4.

Figura 4 - Representacio do preparo de amostra
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Todas as andlises foram realizadas a temperatura ambiente ¢ sob atmosfera de ar. Para
cada amostra, foram obtidas 10 medidas independentes (n = 10), sendo o resultado final

expresso como a média aritmética dos valores registrados.
5.5. AVALIACAO DE EFICACIA FRENTE A BIOFILMES MADUROS

A avaliagao da eficacia antimicrobiana dos géis foi realizada frente a biofilmes maduros,
considerando que a formagdo de biofilmes constitui um dos principais mecanismos de
resisténcia de micro-organismos a agentes antimicrobianos. Esse ensaio permite verificar a
capacidade das formulacdes em inibir ou reduzir a biomassa formada, aproximando-se de

condi¢des mais realistas encontradas em infecgdes persistentes.

Os testes foram realizados com micro-organismos representativos do grupo ESKAPE,
incluindo Staphylococcus aureus (cepas sensivel e resistente a meticilina — ORSA), Klebsiella
pneumoniae (cepa clinica multirresistente e cepa padrdo sensivel — ATCC) e Pseudomonas
aeruginosa (cepa comum e multirresistente). Esses ensaios foram conduzidos em colaboracao
com o Prof. Caio Fagundes, no Laboratério de Interagdo Microrganismo-Hospedeiro do

Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB/UFMG).

Além das bactérias, também foram avaliadas linhagens de leveduras e fungos
filamentosos de relevancia clinica, incluindo Candida albicans. Os ensaios com fungos foram
realizados em colaborag¢do com a Profa. Susana Johann, no Laboratério de Taxonomia,

Biodiversidade e Biotecnologia de Fungos do ICB/UFMG.

O protocolo experimental foi conduzido em microplacas de 48 pocgos, seguindo
metodologia adaptada de formacdo, tratamento e quantificagdo de biofilmes. As suspensdes
iniciais foram preparadas a partir de culturas frescas em &gar apropriado para cada
microrganismo, ajustadas para 10° células/mL em meio RPMI (para fungos) ou Mueller-Hinton

(para bactérias), utilizando camara de Neubauer para padronizagao.

Os pocos receberam 100 uL da suspensdo celular e foram incubados por 90 min a 37
°C, sob agitagdo (75 rpm), para adesdo inicial. Apos a lavagem com solucdo salina estéril
(0,85%), adicionou-se 200 uL de meio fresco e as placas foram incubadas por 24 h. Uma
segunda troca de meio e incubacdo por mais 24 h resultaram na formag¢ao de biofilmes maduros
(48 h totais). Decorrido esse periodo, os biofilmes foram tratados com 200 pL. de meio contendo

os compostos testados na concentragao correspondente ao MIC, sendo incubados por 24 h. Em
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seguida, as amostras foram lavadas, secas em fluxo laminar, fixadas com metanol (15 min a 4
°C) e coradas com cristal violeta a 1%. O excesso de corante foi removido por lavagens
sucessivas, ¢ o corante retido foi solubilizado em metanol. A absorbancia da solucdo foi

determinada em espectrofotdometro a 595 nm, como medida indireta da biomassa do biofilme.
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6. RESULTADOS

6.1. CARACTERIZACAO DO COMPLEXO AGNP@NB-POM

6.1.1. ESPECTROCOPIA UV-VIS

Os espectros de absor¢do obtidos para os materiais isolados e para o complexo hibrido
AgNP@Nb-POM estdo apresentados na Figura 5. As nanoparticulas de prata isoladas (AgNPs)
exibiram um pico de absor¢do bem definido em 404 nm, atribuivel a ressonancia de plasmons
de superficie (LSPR) tipica de nanoparticulas de prata. Esse resultado esta de acordo com a
literatura, que relata bandas de LSPR de AgNPs usualmente centradas entre 400—420 nm,
variando conforme o diametro e a dispersdo das particulas (Sondi & Salopek-Sondi, 2004;

Lemire et al., 2013).

O polioxoniobato de molibdénio dopado com nidbio (Nb-POM) apresentou absorc¢ao
intensa na regido do ultravioleta, com um méaximo em aproximadamente 198,5 nm. Esse
comportamento esta de acordo com o descrito para peroxopolioxometalatos contendo nidbio,
nos quais o grupo peroxido (—O—O-) contribui com uma banda caracteristica nessa faixa,

atribuida a transi¢des de carga O—O — Nb e O — M (Ziolek, 2003; Bijelic et al., 2018).

J& o complexo hibrido AgNP@Nb-POM verificou-se caracteristicas de ambos os
precursores, apresentando dois maximos de absor¢do distintos: um na regido do UV, em ~199
nm (associado a assinatura eletronica do Nb-POM), e outro na regido do visivel, em ~422 nm,
relacionado ao LSPR da prata. A presenca simultanea dessas bandas comprova a integragao dos
dois componentes no material hibrido. Observa-se, na ampliacao da regido visivel (Figura 12¢),
que o pico de LSPR da prata no complexo encontra-se deslocado para maior comprimento de
onda em comparacdo a AgNP isolada (422 nm vs. 404 nm) e apresenta alargamento, fendmeno
associado a interagdo eletronica entre a superficie da prata e os clusters de Nb-POM (Hong et

al., 2023).

Esse deslocamento (“redshift”) ¢ comumente observado em hibridos metal-POM,
resultante da modificagdo do microambiente dielétrico ao redor das nanoparticulas e do possivel
aumento do tamanho hidrodindmico ou grau de agregacdo controlada (Bijelic et al., 2018;
Lemire et al., 2013). Hong et al. (2023) relataram comportamento analogo em nanoclusters Ag—

Nb supramoleculares, nos quais a banda plasmonica deslocou-se de 405 para ~430 nm apds
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coordenacdo com o polioxoniobato, atribuida a estabilizacdo coloidal e ao acoplamento
eletronico entre Ag® e os oxo-centros de Nb. Assim, o leve redshift observado em 422 nm
refor¢a que as AgNPs se encontram ancoradas e eletronicamente acopladas a estrutura do Nb-

POM, formando um sistema hibrido.

Figura 5 - Espectros de absor¢ao UV-Vis do complexo AgNP@Nb-POM: (a) espectro completo
(200-600 nm); (b) ampliacio da regiao do ultravioleta (~200 nm); (c) ampliacio da regido visivel

(360—480 nm).
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6.1.2. DRS E BAND GAP

Os espectros de reflectancia difusa (DRS) dos materiais solidos (AgNP, Nb-POM e do
complexo hibrido AgNP@NDb-PO) estdao apresentados na Figura 6a, enquanto as respectivas

curvas de Tauc, usadas para estimar a energia de band gap Optico, sdo mostradas na Figura 6b.

Figura 6 - Espectros de reflectincia difusa (DRS) dos materiais AgNPs, Nb-POM e AgNP@Nb-
POM; (b) Graficos de Tauc plot correspondentes para determinacgio da energia de band gap das
amostras AgNP (1,78 eV), Nb-POM (2,39 eV) e AgNP@Nb-POM (1,77 eV)
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As AgNPs isoladas exibiram baixa absor¢do na regido de ultravioleta e um aumento
gradual da absor¢ao na regido visivel, com uma borda de absor¢ao em torno de 450 nm, tipica
de nanoparticulas metalicas. O valor de band gap estimado por extrapolacao do grafico de Tauc
foi de aproximadamente 1,78 eV, o que, embora nio represente um band gap eletronico no

sentido estrito (uma vez que a prata metalica ¢ condutora), € frequentemente utilizado como um
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parametro empirico para quantificar o inicio de absorcdo Optica de nanoparticulas metalicas
finamente dispersas. Resultados semelhantes foram relatados por Morones et al. (2005) e
Lemire et al. (2013), que observaram valores proximos a 1,7—1,9 eV para sistemas coloidais de
AgNPs estabilizados por ligantes organicos, atribuindo a resposta a interacdo plasmonica

coletiva e ao confinamento quantico em particulas menores que 20 nm.

O Nb-POM isolado apresentou uma queda acentuada de reflectancia abaixo de 300 nm,
condizente com sua forte absor¢ao no ultravioleta observada no UV—Vis. O calculo do band
gap Optico resultou em 2,39 eV, valor compativel com o intervalo tipico de 2,2-3,0 eV
reportado para compostos de nidbio e seus polioxometalatos (Ziolek, 2003; Safavi et al., 2022).
A presenca de molibdénio na estrutura do POM tende a reduzir o valor do hand gap em relacao
ao Nb20Os puro (que exibe Eg ~3,2 eV), devido a contribui¢do dos orbitais d do Mo para as
transi¢des de carga do tipo O—M (Bijelic et al., 2018). Essa diferenca explica a leve coloragao
amarelada do Nb-POM, pois parte das transi¢des eletronicas se estende até o limite do visivel

(Hong et al., 2023).

O complexo hibrido AgNP@Nb-POM apresentou um perfil intermediario entre os dois
componentes, exibindo absor¢ao tanto na regido de UV quanto na regido visivel. A reflectancia
geral foi menor em todo o espectro, indicando maior absor¢ao global do material hibrido, efeito
associado a sobreposicdo das respostas eletronicas da prata e do polioxometalato. O band gap
optico estimado foi de 1,77 eV, valor inferior ao obtido para os componentes isolados. Essa
redugdo pode ser atribuida ao acoplamento eletronico entre os orbitais da prata e os centros
metalicos Nb/Mo do POM, que favorece a formacdo de niveis intermediarios de energia e

amplia o intervalo de absor¢ao (Hong et al., 2023; Bijelic et al., 2018).

6.1.3. DLSE ZETA

As AgNPs isoladas exibiram didmetro hidrodindmico médio em torno de 69 nm,
indicando uma suspensao coloidal composta por nanoparticulas relativamente homogéneas e
bem dispersas, conforme apresentado na Figura 7. Esse comportamento € tipico de sistemas
estabilizados por agentes redutores ou ligantes organicos, que conferem barreira fisica, evitando

a agregacao (Sondi & Salopek-Sondi, 2004; Lemire et al., 2013).

O Nb-POM isolado, por sua vez, apresentou diametro hidrodindmico médio
significativamente maior, de cerca de 267 nm, com distribuicdo mais ampla. Essa diferenca

reflete a natureza supramolecular dos polioxometalatos, que em meio aquoso tendem a formar
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agregados secunddarios por interagdes eletrostaticas e pontes de hidrogénio (Bijelic et al., 2018).
A literatura descreve que POMs contendo Nb e Mo exibem comportamento coloidal
semelhante, formando estruturas lamelares ou fibrilares em suspensdao (Hong et al., 2023).
Assim, o valor observado sugere que o Nb-POM em solugdo se organiza em aglomerados

supramoleculares estaveis, em vez de unidades monodispersas.

Para o complexo hibrido AgNP@Nb-POM, a distribui¢do de tamanho apresentou um
deslocamento claro para valores maiores, com didmetro médio de aproximadamente ~420 nm,
além de alargamento da curva de dispersdo. Esse aumento é coerente com a formagdo de
conjuntos hibridos nos quais as AgNPs encontram-se ancoradas a superficie ou entre as
unidades do Nb-POM, promovendo agregacao controlada e a forma¢ao de dominios maiores.
Comportamentos semelhantes foram relatados por Hong et al. (2023) e Bijelic et al. (2018), que
observaram crescimento de didmetro hidrodindmico em sistemas metalico-POM apos a
associacdo coloidal, atribuindo o fendmeno a interagdo entre os clusters anidonicos ¢ as

nanoparticulas metalicas positivamente polarizaveis.

Figura 7 - Distribuicio de tamanho hidrodinidmico (DLS) das amostras AgNPs, Nb-POM e
AgNP@Nb-POM.
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Analisando os resultados de potencial zeta apresentado na Figura 8, as AgNPs isoladas

apresentaram potencial zeta médio de —16,3 mV, indicando estabilidade coloidal moderada.
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Valores nessa faixa sdo comumente observados em dispersdes de AgNPs estabilizadas por
citrato ou PVP e representam um equilibrio entre repulsdo eletrostética e forgas atrativas de van
der Waals (Sondi & Salopek-Sondi, 2004). J4 o Nb-POM exibiu potencial zeta muito mais
negativo, em torno de —38,3 mV, compativel com a alta densidade de carga anidnica tipica de
polioxometalatos (Bijelic et al., 2018). Essa carga elevada ¢ atribuida a presenca de oxo-ligantes
e grupos peroxidos altamente ionizados, responsaveis pela estabilidade coloidal do composto

(Safavi et al., 2022).

Figura 8 - Valores de potencial zeta ({) dos sistemas AgNPs, Nb-POM e AgNP@Nb-POM.
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O complexo hibrido AgNP@Nb-POM apresentou potencial zeta médio de 43,9 mV,
tal ocorréncia pode estar relacionado ao Nb-POM que atua como agente estabilizante
eletrostatico das nanoparticulas de prata, recobrindo-as parcialmente e aumentando a densidade
de carga superficial negativa. Hong et al. (2023) observaram comportamento semelhante em
nanoclusters supramoleculares Ag—Nb, nos quais o POM polianionico proporcionou valores de
zeta entre —40 e —50 mV, garantindo alta estabilidade coloidal mesmo apds a coordenacao

metalica.



Pagina 57 de 86

6.1.4. MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

As micrografias obtidas por microscopia eletronica de transmissdo (MET) estdo
apresentadas nas Figuras 9 a 11, referentes respectivamente as amostras de AgNP, Nb-POM e
ao complexo hibrido AgNP@Nb-POM. As AgNPs isoladas apresentaram morfologia
predominantemente esférica, com particulas bem definidas e contraste eletronico intenso,
caracteristico de metais de alta densidade atomica. A andlise das imagens revelou uma
distribuicao de tamanhos variando entre 10 e 30 nm, com presenga de particulas menores (~5
nm) e algumas maiores (>50 nm), indicando uma leve polidispersdo. O Nb-POM isolado
apresentou morfologia distinta das nanoparticulas metalicas, as micrografias evidenciaram
estruturas lamelares e fibrilares, formando agregados alongados e de contraste moderado. O
material mostrou-se predominantemente amorfo, sem planos cristalinos definidos, o que ¢
coerente com o comportamento descrito para niobatos e polioxoniobatos hidratados obtidos por
métodos de sintese imida (Safavi et al., 2022). Segundo Hong et al. (2023), polioxoniobatos
contendo Mo e Nb tendem a formar estruturas lamelares amorfas, compostas por folhas finas

ou agulhas entrelacadas, como observado neste estudo.

Ja nas micrografias do complexo AgNP@Nb-POM (Figura 9), verifica-se a integracao
entre as duas fases, com nanoparticulas esféricas de prata (pontos escuros de alto contraste)
dispersas sobre uma matriz lamelar acinzentada, atribuida ao Nb-POM. Ainda assim, a
distribuicao geral das particulas ¢ homogénea, sem coalescéncia visivel, o que indica que o Nb-
POM possivelmente atua como suporte e agente estabilizante, impedindo o crescimento
excessivo das AgNPs. Esse comportamento também foi observado em sistemas similares de
nanoparticulas metélicas ancoradas em matrizes poliméricas, nos quais a fase hospedeira limita

a difusdo e coalescéncia das particulas (Abazari et al., 2021).
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Figura 11 - Micrografias obtidas por microscopia eletronica de transmissio (MET) do complexo
AgNP@Nb-POM.

6.1.5. DETERMINACAO DA DISTRIBUICAO DE TAMANHO DE
PARTICULA
As andlises foram conduzidas considerando apenas o didmetro das nanoparticulas de
prata, tanto na amostra isolada quanto no complexo AgNP@Nb-POM. A curva de distribuigao
representada na Figura 12 indicou particulas entre 2 ¢ 17 nm, com maior concentragdo de 5 a 6
nm para o complexo AgNP@NDb-POM e 6 a 7 nm para o AgNP isolado. Apesar da proximidade
entre as faixas, observa-se que as particulas do complexo apresentaram didmetro médio
ligeiramente menor, mesmo com a tendéncia de aglomeracdo observada nas micrografias
(Figura 13), o que indica que a modificagao superficial pode ter limitado o crescimento das

nanoparticulas de prata.
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Figura 12 - Curvas de distribuicio de tamanho para AgNP e AgNP@Nb-POM
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Figura 13 - Micrografias obtidas por MET (a) nanoparticulas de prata (AgNP) isoladas e (b)
complexo AgNP@Nb-POM.

(A)

6.2. DRX

Os difratogramas de raios X das amostras AgNP, Nb-POM e do complexo hibrido
AgNP@Nb-POM sdo mostrados na Figura 14.
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Figura 14 - Difratograma de raios X (DRX) (a) AgNP, (b) Nb-POM e (c) AgNP@Nb-POM
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Para a AgNP isolada, observam-se picos definidos em 20, ~38,2°, ~44,3°, ~64,4°
~71,5°, correspondentes aos planos cristograficos (111), (200), (220) e (311), conforme a base
de dados JCPDS n° 04-0783 (Goberna-Ferron et al., 2023).

No difratograma do Nb-POM, o padrio ¢ marcado por uma caracteristica
predominantemente difuso, sem picos cristalinos intensos ou bem definidos. Esse
comportamento sugere que o Nb-POM possui estrutura amorfa ou semicristalina, com ordem
de longo alcance pouco desenvolvida ou predominantemente desordenada. Isso € compativel
com o fato de que muitos polioxometalatos ndo apresentam grandes dominios cristalinos
detectaveis por DRX, especialmente apos processos de liofilizagdo ou quando integrados a

matrizes ou suportes.

Para o complexo AgNP@NDb-POM, o difratograma apresenta essencialmente um halo
amorfo amplo, sem reflexdes cristalinas nitidas da prata ou do POM. A auséncia de picos bem

definidos da Ag® no hibrido pode se dar devido a sobreposicao de fases amorfas do POM.
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A estabilidade coloidal do complexo AgNP@Nb-POM foi monitorada por 30 dias apds

a sintese, com medi¢des periddicas de tamanho hidrodinamico (DLS) e potencial zeta,

conforme mostrado nas Figuras 15 e 16.

Figura 15 -Distribuicio de tamanho hidrodinimico (DLS) do complexo AgNP@Nb-POM ao

longo de 30 dias de armazenamento.
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Figura 16 - Variacao do potencial zeta ({) do complexo AgNP@Nb-POM em diferentes

intervalos de tempo.
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Os resultados indicaram que o sistema apresentou boa estabilidade coloidal, com

potencial zeta inicial de —43,9 mV, valor associado a elevada carga anionica do polioxoniobato,

que confere forte repulsdo eletrostatica entre as particulas (Bijelic et al., 2018; Hong et al.,

2023). Essa propriedade ¢ tipica de POMs contendo Nb e Mo, cuja densidade de oxigénios
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coordenados e grupos peroxidos contribui para a manutencao da dispersdo coloidal (Safavi et

al., 2022).

Durante o periodo de monitoramento, verificou-se pequena variagdo no didmetro
hidrodindmico médio entre 15 e 30 dias, atribuida a reorganizacdo superficial do POM e
interagdes coloidais secundarias, sem evidéncia de floculagdo visivel ou sedimentacdo. O
potencial zeta manteve-se negativo em todo o intervalo analisado, permanecendo abaixo de —
30 mV, valor considerado indicativo de estabilidade eletrostatica satisfatoria (Hong et al.,
2023). Desta formar, os resultados demonstram que o complexo AgNP@Nb-POM mantém-se
estavel em meio aquoso e ndo apresentando variagdes significativas de dispersdo ou perda de
integridade coloidal nas condi¢des experimentais utilizadas. (Bijelic et al., 2018; Hong et al.,
2023). Esses resultados foram considerados satisfatorios, uma vez que o estudo de estabilidade
teve como objetivo principal compreender as interagdes fisico-quimicas entre as nanoparticulas
de prata e o polioxoniobato de nidbio, assegurando a integridade do complexo antes de sua
incorpora¢do na matriz polimérica. A manutencdo da carga negativa e da homogeneidade da
suspensdao demonstra que o Nb-POM atua como agente estabilizante evitando a agregacgdo

metalica e favorecendo o controle do microambiente coloidal.

6.4. CONCENTRACAO MINIMA INIBITORIA
Os resultados de CIM obtidos para os compostos AgNP, Nb-POM e AgNP@Nb-POM
estao apresentados nas Tabelas 5 a 7, referentes as cepas de Pseudomonas aeruginosa (PA14 e

PA25), Staphylococcus aureus (ATCC e MRSA) e Candida auris.

Tabela 5 - Concentragdo inibitoria minima Pseudomonas aeruginosa

CONCENTRACAO MINIMA INIBITORIA (ng-mL™)
Pseudomonas aeruginosa Pseudomonas aeruginosa
COMPOSTO (PA14 sensivel) (PA25 multirresistente)
AgNP >0,2 >2,0
Nb-POM >325 >325
AgNP@Nb-POM >04 >0,8

Tabela 6 - Concentragdo inibitoria minima Staphylococcus aureus

CONCENTRACAO MINIMA INIBITORIA (ug'mL™")
Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus
COMPOSTO (NCT sensivel) (ORSA multirresistente)
AgNP >0,5 >10,0
Nb-POM *) *)
AgNP@Nb-POM >0,2 >8.5

(*) Composto ndo apresentou atividade para as concentragoes testadas
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Tabela 7 - Concentragio inibitéria minima Candida auris

CONCENTRACAO MINIMA INIBITORIA (ng-mL™)
COMPOSTO Candida auris
AgNP > 0,4
Nb-POM >16,4
AgNP@Nb-POM >0,2

O complexo hibrido AgNP@Nb-POM apresentou atividade antimicrobiana frente a
quatro das cinco espécies testadas, com valores de CIM inferiores aos dos materiais isolados.
Para Pseudomonas aeruginosa, os valores foram de 0,4 pg-mL™" (PA14)¢ 0,8 pg-mL™" (PA25),
enquanto para Staphylococcus aureus (NCT) e Candida auris os valores foram ainda menores,
0,2 pg-mL™", confirmando uma ag¢do inibitoria significativa mesmo em cepas multirresistentes.
Uma andlise comparativa demonstra que as nanoparticulas de prata (AgNPs) apresentaram boa
atividade isoladamente, com CIM variando entre 0,2 e 0,5 ug-mL™" para as cepas sensiveis e
valores até dez vezes maiores frente a isolados multirresistentes, comportamento amplamente
descrito em estudos anteriores (Sondi & Salopek-Sondi, 2004; Lemire et al., 2013; Morones et
al., 2005). Ja o Nb-POM, quando testado isoladamente, exibiu atividade apenas moderada, com
CIM de 325 ng-mL™! frente a P. aeruginosa e auséncia de efeito detectavel sobre S. aureus e
C. auris, o que estd em conformidade com a literatura, que associa o efeito antimicrobiano de
POMs puros principalmente a geracdo de espécies reativas de oxigénio e a interagdo

eletrostatica com membranas microbianas (Bijelic et al., 2018; Martins, 2019).

Os valores obtidos neste trabalho sdo comparaveis aos descritos em ensaios laboratoriais
credenciados. O laudo técnico da INNOMA (Ecolyzer, Rede REBLAS/ANVISA, 2024) reporta
valores de CIM entre 0,2 e 0,8 ng-mL"' para nanoparticulas de prata de diametro médio entre
10-30 nm, testadas contra P. aeruginosa e S. aureus, faixas muito proximas as obtidas
experimentalmente para o sistema hibrido AgNP@Nb-POM. Essa concordancia refor¢a a
confiabilidade dos resultados e valida a performance do complexo em parametros equivalentes
aos de ensaios regulatorios. Em relacdo as espécies fungicas, o AgNP@Nb-POM demonstrou
atividade relevante frente a Candida auris (CIM = 0,2 ng-mL™), valor proximo ao observado
por Abazari et al. (2021) para géis de CMC contendo prata (CIM = 1,6-3,2 pg-mL™"). Por outro
lado, Klebsiella pneumoniae nao apresentou inibi¢do nas concentracdes testadas, o que sugere
maior resisténcia intrinseca a agdo dos metais, possivelmente associada a baixa permeabilidade
de membrana e a expressdo de bombas de efluxo, conforme descrito por Brown & Wright

(2016) e Murray et al. (2022).
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6.5. AVALIACAO DO GEL AGNP@NB-POM

As formulagdes de hidrogel apresentaram diferengas visuais perceptiveis associadas a
composicdo e a incorporagdo dos componentes inorganicos (Figura 17). O hidrogel contendo
somente CMC (B) apresentou aspecto transparente e homogéneo, caracteristico de matrizes
poliméricas hidratadas. Enquanto o gel contendo Nb-POM (D) exibiu coloragdo levemente
amarelada e aparéncia turva, indicando alteragao dptica em relagio ao gel puro. Enquanto o gel
contendo AgNPs (C) apresentou coloracdo escura, de tonalidade marrom avermelhada, tipica
de dispersdes contendo nanoparticulas de prata. Por fim, o gel hibrido AgNP@Nb-POM (A)
mostrou coloracdo amarelada mais intensa e aspecto ligeiramente opaco, sugerindo a presenca

do complexo metalico disperso na matriz de CMC.

Figura 17 - Aspecto visual dos hidrogeis obtidos: (a) contendo o complexo hibrido AgNP@Nb-
POM (b) base padrao contendo somente CMC (c) contendo AgNPs e (d) contendo Nb-POM.

GEL CONTENDO COMPLEXO DE AgNP@Nb-DOM

Fonte: Autoria propria

A Figura 18 ilustra o aspecto do hidrogel contendo somente CMC apds secagem,

exemplificando a formac¢ao de uma pelicula continua.
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Figura 18 - Fotografia do filme formado apés a secagem do gel em temperatura ambiente em
uma placa de petri

Fonte: Autoria propria.

6.6. CARACTERIZACAO E REOLOGIA DO GEL AGNP@NB-POM

6.6.1. TERMOGRAVIMETRICA

Os perfis de TGA e DTG dos géis estio apresentados na Tabela 8 e nas Figuras 19 e 20.
A Tabela 8 resume as temperaturas associadas aos principais eventos de perda de massa
observados para as diferentes formulagdes. Todas as amostras apresentaram um primeiro
evento térmico em baixas temperaturas, atribuido a eliminagao de agua adsorvida e de umidade

residual, comportamento caracteristico de materiais a base de CMC.

As curvas de DTG evidenciam que, para todas as amostras, a maior taxa de perda de
massa ocorre na faixa de 80 a 105 °C, confirmando que a elimina¢do de agua adsorvida ou
fracamente ligada ¢ o evento dominante nessa regido, conforme demonstrado na Figura 19.
Comportamento semelhante ¢ reportado para CMC puro sob diferentes condi¢cdes de umidade

e composi¢ao, conforme descrito na literatura (MC da Silva Farias et al., 2025).
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Tabela 8 - Tabela comparativa de valores obtidos a partir do TGA

AMOSTRA
1° EVENTO 2° EVENTO 3°EVENTO
ANALISADA
Gel Base 35,5°C e &
Gel AgNP 44,9 °C * *
Gel Nb-POM 35,58 °C 143,5 °C x
Gel AgNP@Nb-POM 65,18 °C 143,5 °C 272,88 °C

Figura 19 - Curvas termogravimétricas (TGA) dos géis Gel Base, Gel AgNP, Gel Nb-POM e Gel

AgNP@Nb-POM.
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O gel base e o gel contendo apenas AgNPs apresentaram apenas esse evento inicial,

enquanto o gel Nb-POM e o complexo hibrido AgNP@Nb-POM exibiram eventos adicionais

em temperaturas mais elevadas. Para o gel Nb-POM, observa-se um segundo evento em torno

de 143,5 °C, enquanto o sistema hibrido apresenta, além desse, um terceiro evento em

aproximadamente 272,9 °C, conforme apresentado na Figura 20. Esses resultados indicam que

a incorporacao do Nb-POM altera o perfil de degradacao térmica do gel, introduzindo etapas

adicionais associadas as interagdes entre a matriz polimérica e a fase inorganica.
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Figura 20 - Curvas derivadas de termogravimetria (DTG) correspondentes aos hidrogeis
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6.6.2. VISCOSIDADE
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A curva de tensdao de cisalhamento em funcao da taxa de cisalhamento mostrou um

aumento continuo da tensdo com o incremento da taxa, comportamento caracteristico de fluidos

nao newtonianos (Figura 21).

Figura 21 - Curva de tensao de cisalhamento em func¢ido da taxa de cisalhamento para o gel
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A curva de viscosidade em funcdo da taxa de cisalhamento (Figura 22) apresentou
reducdo progressiva da viscosidade com o aumento da taxa, indicando comportamento
pseudopléstico tipico de sistemas baseados em CMC. O gel AgNP@Nb-POM exibiu
viscosidade inicial elevada, proxima de 2200 cP, que diminuiu gradualmente até cerca de 300—
400 cP nas maiores taxas de cisalhamento. Esse comportamento foi semelhante ao relatado para
formulagdes poliméricas contendo CMC, nas quais a diminuicdo da viscosidade sob
cisalhamento esta associada a reorganizagao das cadeias do polimero em fluxo (Salehi et al.,

2023; Benchabane & Bekkour, 2008).

Figura 22 - Curva de viscosidade em func¢io da taxa de cisalhamento para o gel AgNP@Nb-
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6.6.3. ANGULO DE CONTATO

As medidas de angulo de contato, obtidas pelo método da gota séssil com solucio
tampao PBS (pH 7.,4), estdo apresentadas na Figura 23. O substrato de grafite, utilizado como
referéncia, apresentou angulo médio de 70,6°, caracterizando superficie moderadamente

hidrofobica.
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Em comparagdo, o hidrogel contendo somente CMC exibiu angulo de 31,2°, valor
significativamente inferior ao do controle e indicativo de superficie altamente hidrofilica. Essa
diferenca confirma a maior afinidade do material com solugdes aquosas, caracteristica tipica de

matrizes poliméricas hidrofilicas.

Quando incorporado o complexo AgNP@Nb-POM, observou-se aumento do angulo de
contato para 47,5°, indicando reducgao relativa da hidrofilicidade em relagao ao gel base. Apesar
dessa variagao, o material manteve comportamento globalmente hidrofilico (angulo < 90°), o

que sugere preservacdo da capacidade de interagdo com meios aquosos.

Figura 23 - Imagens das gotas séssil de PBS utilizadas para determinacio do dngulo de contato:
(a) superficie de grafite, utilizada como referéncia hidrofébica; (b) gel de CMC padrao; e (¢) gel
contendo o complexo AgNP@Nb-POM.

©)

A) ' (B)

6.6.4. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA E MAPEAMENTO
QUIMICO

As imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura (MEV) sdo apresentadas

na Figura 24. Na imagem obtida em modo de elétrons secundarios (SE), observa-se a

morfologia superficial do gel contendo o complexo AgNP@Nb-POM, caracterizada por

superficie irregular e regides de contraste variado, indicativas de heterogeneidades na matriz

polimérica.

Na imagem correspondente em modo de elétrons retroespalhados (BSE), verifica-se
contraste acentuado entre areas claras e escuras, evidenciando a presenga de elementos de maior
nimero atdomico dispersos na matriz. Essa diferenga de contraste permite identificar regides

enriquecidas em prata e niobato em relacdo a fase polimérica do gel.
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Figura 24 - Imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura (MEV) do gel contendo o
complexo AgNP@Nb-POM: (a) imagem em modo de elétrons secundarios (SE), mostrando a
morfologia superficial; (b) imagem em modo de elétrons retroespalhados (BSE).
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A andlise de mapeamento elementar por espectroscopia de energia dispersiva (EDS),
apresentada na Figura 25, confirma a presencga e a distribuicao dos elementos Nb, Ag ¢ Mo na
matriz do gel. O mapeamento mostra sinais associados ao niobio (azul), a prata (verde) e ao
molibdénio (amarelo), com sobreposicao espacial entre eles, o que indica dispersdo homogénea

dos constituintes inorganicos e preservagdo do complexo hibrido apos a incorporagdo ao gel
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Figura 25 - Mapeamento quimico obtido por espectroscopia de energia dispersiva (EDS) do gel
AgNP@NDb-POM: (a) sinal referente ao Nb (azul); (b) sinal referente a Ag (verde); e (c) sinal
referente ao Mo (amarelo).

6.7. AVALIACAO DE EFICACIA FRENTE A BIOFILMES MADUROS

6.7.1. CONFIRMACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA

A fim de confirmar a atividade antimicrobiana dos compostos apos a incorporagao na
matriz polimérica, foi realizado o ensaio de CIM nos géis, conforme descrito no item 5.4.2. Os
valores obtidos estdo apresentados nas Tabelas 9 a 12, sendo de 4,3 pg-mL™" para as cepas

bacterianas (Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Klebsiella pneumoniae) e de

0,83 ug'mL" para Candida auris.

Tabela 9 - Concentracio inibitéria minima dos géis em Pseudomonas aeruginosa

CONCENTRACAO MINIMA INIBITORIA (ng-mL™)

COMPOSTO

Gel AgNP
Gel Nb-POM
Gel AgNP@Nb-POM

Pseudomonas aeruginosa
(PA14 sensivel)
>20
(*)
>43

Pseudomonas aeruginosa
(PA25 multirresistente)
>2,0
(*)
>473

Tabela 10 - Concentracio inibitéria minima dos géis em Staphylococcus aureus

CONCENTRACAO MINIMA INIBITORIA (ug-mL™)

COMPOSTO

Gel AgNP
Gel Nb-POM
Gel AgNP@Nb-POM

Staphylococcus aureus
(NCT sensivel)
>2,0
(*)
>43

Staphylococcus aureus
(ORSA multirresistente)
>4,0
(*)
>43
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Tabela 11 - Concentracao inibitéria minima dos géis em Klebsiella pneumoniae

CONCENTRACAO MINIMA INIBITORIA (ng-mL™)
Klebsiella pneumoniae Klebsiella pneumoniae
COMPOSTO (ATCCI11 sensivel) (K14 multirresistente)
Gel AgNP >2,0 >4,0
Gel Nb-POM *) *)
Gel AgNP@Nb-POM >43 >43

.....

CONCENTRACAO MINIMA INIBITORIA (ug-mL™)
COMPOSTO Candida auris
Gel AgNP >3,12
Gel Nb-POM >0,81
Gel AgNP@Nb-POM > 0,83

A incorporagdo do complexo AgNP@Nb-POM a matriz de CMC resultou em um
pequeno aumento dos valores de CIM em relagdo aos compostos nas dispersoes liquidas. Esse
comportamento era esperado, uma vez que a matriz polimérica atua como barreira difusional,
restringindo parcialmente a mobilidade e a liberacdo imediata dos ions prata, o que reduz a
disponibilidade instantinea do agente ativo no meio. Ainda assim, os valores obtidos
permanecem proximos aos observados para os compostos livres, indicando que a incorporagao

preservou a atividade antimicrobiana do hibrido e conferiu maior estabilidade a formulagao.

6.7.2. ENSAIO DE EFICACIA FRENTE A BIOFILMES MADUROS

Entre as espécies testadas, apenas Candida auris apresentou resposta expressiva ao
tratamento. A andlise quantitativa mostrou que o Gel AgNP@Nb-POM, na concentragdo de
0,83 ug-mL™!, promoveu a maior redugdo da biomassa do biofilme, com valores inferiores aos
observados para o Gel AgNP (3,12 ug-mL™") e para o Gel Nb-POM (0,81 pg-mL™"). O resultado
obtido para o Gel AgNP@Nb-POM foi semelhante ao controle positivo com caspofungina (4
pg-mL™), utilizado como antifingico de referéncia, confirmando que o material manteve a
capacidade de inibir a formacao do biofilme fungico. A Figura 26 apresenta a comparagao

grafica entre as formulacdes e os controles.
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Figura 26 - Atividade antifiingica em biofilme de Candida auris
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Nos ensaios realizados com biofilmes bacterianos maduros (Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus e Klebsiella pneumoniae), ndo foram observadas redugdes significativas
de biomassa apds o tratamento com as formulagdes testadas. As absorbancias registradas
permaneceram proximas as do controle de crescimento, indicando auséncia de efeito sobre

biofilmes estabelecidos nas condigdes avaliadas.
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7. DISCUSSAO

Analisando os resultados obtidos, ¢ possivel verificar que a incorporacdo do Nb-POM
promoveu modifica¢des estruturais nas nanoparticulas de prata, refletidas principalmente no
comportamento optico e coloidal dos sistemas. A banda plasmonica observada no UV-Vis entre
410 e 430 nm confirma a presenga de Ag° disperso, ¢ o leve red shift, acompanhado de aumento
de intensidade, sugere a influéncia dos grupos oxigenados do polioxometalato sobre o entorno
eletronico da prata, alterando o acoplamento elétron—plasmon na interface metal-oxido

(BARONE et al., 2014; ALCANTARA, 2013).

O complexo AgNP@Nb-POM apresentou um padrio essencialmente amorfo no
difratograma de raios X, sem a presenca de reflexdes cristalinas bem definidas. Embora a
amostra de prata isolada tenha exibido picos caracteristicos do plano (111) da prata metalica,
esse perfil ndo foi observado no complexo. Tal comportamento estd em concordancia com as
micrografias de microscopia eletronica de transmissdo, nas quais se observa a presencga de
nanoparticulas dispersas e recobertas por regides amorfas, sem defini¢do de fronteiras
cristalinas nitidas, no qual a associacdo entre as fases ocorre de forma predominantemente
superficial, com as nanoparticulas metalicas distribuidas e parcialmente recobertas pela matriz

amorfa de Nb-POM.

Observou-se a partir das andlises dos espectros de refletancia difusa (DRS) que o band
gap do Nb-POM isolado foi de 2,8 eV, enquanto a prata metalica apresentou valor de 1,78 eV.
No hibrido AgNP@Nb-POM, o band gap determinado foi de 1,77 eV, valor praticamente
1déntico ao da prata isolada. Essa semelhanga indica que a resposta optica do composito €
governada pelas nanoparticulas de prata, sem evidéncias de acoplamento -eletronico
significativo entre as fases. O discreto red shift observado no UV-Vis, portanto, ndo esta
relacionado a crescimento das particulas, ja que o MET nao indicou variagdo de tamanho, mas
pode decorrer de pequenas alteragdes no meio dielétrico ao redor das AgNPs, promovidas pelos
grupos oxigenados do Nb-POM. Esse leve deslocamento espectral estd em concordancia com
a composi¢ao do hibrido e com a manutengao do carater metéalico da prata, confirmando que a

interacdo entre as fases ¢ essencialmente superficial.

As andlises de dispersdo coloidal reforcam essa interpretagdo. O diametro
hidrodindmico médio obtido por DLS indicou particulas bem distribuidas, sem sinais de

aglomeracdo significativa, € o potencial zeta apresentou valor negativo em torno de —30 mV.
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Essa carga superficial elevada ¢ tipica de sistemas estaveis e pode ser atribuida a presenca de
grupos Nb—OH e O—Nb=0 parcialmente desprotonados na superficie do POM (ZIOLEK, 2003;
MIYAZAKI et al., 2001). A repulsao eletrostatica gerada entre as particulas impede a
floculagdo e contribui para a estabilidade do sistema, complementando as observagdes

estruturais e opticas.

Os ensaios de CIM indicaram que o complexo AgNP@Nb-POM apresentou
desempenho antimicrobiano superior aos compostos isolados, tanto para as bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas quanto para Candida auris. Essa melhora aparente pode estar
relacionada a maior homogeneidade e estabilidade coloidal do sistema, fatores que favorecem
a liberagdo controlada e continua de ions Ag*. A matriz amorfa do Nb-POM, observada nas
analises estruturais, contribui para manter as nanoparticulas metalicas dispersas e protegidas de
agregacao, o que amplia a area superficial disponivel para interagdes biologicas. Além disso, a
presenca de grupos oxigenados de niobio pode estabilizar transitoriamente espécies oxidativas
de prata, retardando a passivagdo e prolongando o efeito antimicrobiano. Esse comportamento
sinérgico ¢ consistente com o descrito na literatura para sistemas hibridos metalicos
estabilizados por polioxometalatos (FIDELIS et al., 2025; BIJELIC et al., 2018). As
concentragdes obtidas foram utilizadas como referéncia para a incorporacao do hibrido a matriz

de CMC, servindo de base para a preparacdo e caracterizagdo do gel.

Apo6s a incorporagdo do hibrido a matriz de CMC, observou-se a formacao de um gel
homogéneo, com aspecto translucido e boa integridade mecanica. A interagdo entre grupos
carboxilato do CMC e superficies carregadas das particulas promoveu uma rede tridimensional
estavel, onde o hibrido permaneceu uniformemente distribuido. Estudos prévios com hidrogéis
de CMC (HEBEISH et al.,, 2013; DACRORY et al.,, 2017) descrevem comportamento
semelhante, em que a densidade de reticulagdo e a polaridade dos grupos —COO™~ modulam a

taxa de liberagao ¢ a estabilidade coloidal.

Analisando as caracteristicas reologicas, térmicas e morfologicas do gel contendo o
complexo AgNP@Nb-POM, ¢ possivel perceber que o sistema apresentou comportamento
reologico caracteristico de pseudoplastico, com diminui¢do da viscosidade em fung¢do do
aumento da taxa de cisalhamento. Esse perfil ¢ tipico de géis estruturados por ligagdes fisicas
e desejavel para formulagdes topicas, pois facilita o espalhamento durante o uso e a rapida

recuperagdo da viscosidade em repouso.
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A anadlise TGA revelou também o perfil tipico de gel a base de CMC, com perda inicial
de massa até cerca de 100 °C, associada a eliminagdo de agua livre e adsorvida, seguida de uma
etapa de degradagdo gradual entre 200 °C e 350 °C. Observou-se que a incorporacao do
complexo hibrido deslocou ligeiramente o inicio da decomposicao térmica para temperaturas
mais elevadas, indicando maior estabilidade térmica em comparagdo ao gel puro. Esse efeito
pode estar relacionado a presenca da fracdo inorganica (Ag/Nb), que atua como barreira a

difusdo de calor e confere maior resisténcia a oxidagao.

As imagens obtidas por MET revelaram uma matriz densa e homogénea, com superficie
lisa e sem particulas visiveis, confirmando a boa dispersdo do complexo hibrido na rede
polimérica. O mapeamento quimico por EDS confirmou a presenca de prata e niobio
distribuidos de forma uniforme em toda a matriz, resultado coerente com o método de
preparacao empregado e indicativo de incorporagdo efetiva do hibrido a CMC. Além disso, o
gel apresentou valores intermediarios de angulo de contato, o que, segundo a literatura,
caracteriza uma superficie parcialmente hidrofilica. Essa propriedade ¢ importante em
aplicagdes biomédicas, pois favorece a interacdo com fluidos bioldgicos e mantém o equilibrio
entre absor¢ao e troca gasosa. A estabilidade em meio fisiologico foi avaliada por simulagao de
umidade utilizando solu¢do tampao PBS, condigdo na qual o material manteve coesdo e
integridade, demonstrando compatibilidade com ambientes imidos e refor¢gando seu potencial

como cobertura para feridas.

Os ensaios de CIM realizados com o gel permitiram avaliar de forma direta o impacto
da incorporagdo do hibrido a matriz de CMC sobre a eficiéncia e a disponibilidade do agente
ativo. Embora os valores obtidos tenham sido ligeiramente superiores aos observados para o
sistema liquido, esse comportamento ja era esperado, uma vez que a matriz polimérica cria um

ambiente difusional que retarda a libera¢do imediata de ions prata.

Um resultado relevante foi a inibigdo observada para Klebsiella pneumoniae, que ndo
havia sido observada no complexo liquido, o que pode se dar devido a caracteristica do polimero
como meio hidratado e levemente anionico, de reter ions Ag" e liberd-los gradualmente,
enquanto o Nb-POM contribui com uma superficie redox-ativa, rica em grupos Nb—OH e
Nb=0, que pode participar de trocas de elétrons e estabilizar espécies oxidativas. Essa liberagao
prolongada pode aumentar o tempo de exposicdo e favorece o ataque a micro-organismos

encapsulados por camadas polissacaridicas, como Klebsiella spp., cuja capsula espessa limita
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a difusdo de agentes soluveis (HEBEISH et al., 2013; ABOU-YOUSEF & KAMEL, 2015;
BAPTISTA et al., 2018; FLEMMING et al., 2016).

Os ensaios de biofilme complementaram essa analise, permitindo compreender o
desempenho do gel frente a comunidades microbianas estruturadas. Para Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae, o material apresentou efeito
inibitorio na fase inicial de formagao do biofilme, reduzindo a adesao e a producao de matriz
extracelular. No entanto, quando aplicado sobre biofilmes ja maduros, ndo foi observada
reducdo expressiva da biomassa em nenhuma das espécies testadas. Esse comportamento
sugere que, em estagios avangados, a propria matriz de CMC passa a funcionar como uma
barreira adicional, dificultando a difusdo de ions prata e de espécies oxidantes através das

camadas poliméricas e da matriz microbiana.

Esse efeito é particularmente evidente em bactérias encapsuladas, como Klebsiella spp.,
cuja matriz rica em polissacarideos impede a penetracdo de espécies reativas. Assim, a acao do
sistema permanece predominantemente superficial, mais eficaz na inibicdo da adesdao e na
prevencao do biofilme do que na sua remog¢ao apos maturacdo (FLEMMING et al., 2016; PAI
etal., 2023; LIU et al., 2024).

Ja para a Candida auris, o gel manteve atividade mesmo sobre biofilmes maduros,
possivelmente devido a maior porosidade e permeabilidade da matriz fingica em comparagao
as bactérias Gram-negativas. Além disso, as interacdes das espécies metalicas com grupos
carboxilicos e hidroxilicos da parede fungica podem facilitar a penetragdo do agente ativo e a

geracdo localizada de espécies oxidantes (ZHOU et al., 2022; RAMOS et al., 2025).
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8. CONCLUSAO

A sintese e caracterizacao do complexo AgNP@Nb-POM confirmaram a formacao de
um sistema coloidal, composto por nanoparticulas de prata ancoradas aos nanorods do
polioxometalato dopado com nidbio. As analises espectroscopicas (UV-Vis e DRS) mostraram
a coexisténcia das bandas caracteristicas de cada componente ¢ o deslocamento da banda
plasmonica da prata, evidenciando a interag@o entre as fases metalica e inorganica. O potencial
zeta negativo (43,9 mV) e o didmetro hidrodindmico médio de 69 nm indicaram boa
estabilidade e dispersdo, enquanto a microscopia eletronica revelou particulas homogéneas e
bem distribuidas. A incorporagdo do hibrido a matriz de carboximetilcelulose (CMC) originou
um gel homogéneo, termicamente mais estdvel ¢ com comportamento pseudoplastico,
adequado a aplicagdes topicas. O mapeamento quimico confirmou a distribui¢ao uniforme dos
elementos Ag, Nb e Mo, demonstrando boa compatibilidade entre as fases e a formac¢ao de uma

rede polimérica continua, capaz de controlar a liberagdo do agente ativo.

Nos ensaios microbiologicos com os compostos isolados, o hibrido AgNP@Nb-POM
apresentou maior atividade frente a Staphylococcus aureus e Candida auris, com 0s menores
valores de CIM (0,2 ug-mL™). Em Pseudomonas aeruginosa, observou-se inibicao parcial,
enquanto Klebsiella pneumoniae nao respondeu ao complexo liquido. Apos a incorporacao a
matriz polimérica, o gel AgNP@Nb-POM manteve atividade antimicrobiana, ainda que com
valores de CIM ligeiramente superiores aos do sistema liquido, efeito esperado para um sistema
polimérico como o CMC. Nesse formato, o sistema apresentou agdo frente a Klebsiella
pneumoniae, o que sugere o gel aumentou o tempo de contato com as células ampliando o

espectro de atividade.

Nos ensaios frente ao biofilme, o gel AgNP@Nb-POM demonstrou efeito tanto
preventivo quanto corretivo frente a Candida auris, sendo capaz de impedir a formacao e
reduzir a biomassa de biofilmes j& estabelecidos. Para as bactérias avaliadas, a acdo foi
dependente do estagio de desenvolvimento, quando aplicado no inicio da formacao, o gel inibiu
a adesdo microbiana, mas ndo foi eficaz sobre biofilmes maduros, nos quais a matriz polimérica

pode estar atuar como barreira fisica adicional a difusdo dos principios ativos.

Os resultados confirmam que o complexo AgNP@Nb-POM em suspensdo liquida
apresentou maior atividade antimicrobiana, enquanto a formulagdo em gel mostrou melhor

desempenho frente a fungos, com agao significativa sobre Candida auris mesmo em biofilmes
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formados. Esse comportamento evidencia o papel da matriz polimérica como veiculo capaz de
prolongar o tempo de exposi¢do do agente ativo e direcionar seu uso para aplicagdes topicas. O
estudo demonstrou que o sistema AgNP@Nb-POM ¢ estavel, funcional e apresenta potencial
para evoluir em pesquisas voltadas a terapias complementares e estratégias preventivas,
especialmente em formulacdes de uso topico destinadas ao controle de micro-organismos

multirresistentes e de biofilmes fingicos.
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