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RESUMO

Biopolimeros sdo de grande interesse nas ciéncias da saude. A goma do cajueiro (GC) é um
biopolimero com aplicacdo para formulagdes nanométricas. As nanoparticulas de prata (NpAQ)
sdo formulagdes com potencial antimicrobiano, mas a sintese tradicional € prejudicial pelo uso
de redutores toxicos e bioacumulagdo da prata por seu pequeno tamanho. Assim, a biossintese
inclui o uso de agentes redutores bioldgicos, com diminuicdo na toxicidade e a modificacdo da
GC com polimetilmetacrilato (PMMA) pode otimizar a sintese e reduzir a acumulacdo da prata
pela estabilizacdo das cadeias poliméricas, produzindo uma formulacdo biocompativel e duravel.
Portanto, os principais objetivos deste trabalho foram a sintese de GC metacrilada (GC/PMMA)
e a biossintese de NpAg a partir de GC/PMMA, avaliando sua estrutura e atividade
antimicrobiana. A sintese do polimero foi por polimerizacdo in situ utilizando peroxido de
benzoila (PBZ) como iniciador. Para as NpAg foi usada solucdo de nitrato de prata (AgNO3)
como fonte dos cations e o copolimero como agente redutor. O FTIR evidenciou a formagéo de
GC/PMMA pela auséncia do sinal de estiramento em 1620 cm-1 de C=C e aparecimento dos
sinais em 3200 cm-1 de O-H e 1723 cm-1 de O=C. A Difracdo de Raios X (DR-X) evidenciou 0
comportamento amorfo. Para as NpAg, o espectro de absorcao na regido do ultravioleta-visivel
(UV-Vis) confirmou a formacdo pelo aparecimento da banda de ressonancia plasménica de
superficie (RPS) entre 400 e 430 nm. O Espalhamento Dindmico de Luz (DLS) e potencial zeta
(PZ) indicam particulas com tamanho hidrodinamico de 35,17 nm, indice de Polidispersividade
(PDI) de 0,318 e PZ de -36,2 mV. O FTIR indica reducdo de estiramento O-H em 3200 cm-1 e
consumo completo de C=0 em 1723 cm-1, apontando a reducdo dos cations Ag+ através das
hidroxilas da GC e carbonilas do PMMA. Os testes com cepas de Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa apontaram inibi¢cdo do crescimento em 62,5 uM
para esta Ultima e acima de 250 uM para as duas primeiras. Portanto, o uso do copolimero descrito
na biossintese de NpAg traz uma modificacdo inédita, eficaz na sintese de NpAg pequenas,
homogéneas e com atividade antimicrobiana, sendo ainda um método sustentavel e

biocompativel.

Palavras-chave: Goma do Cajueiro; Polimerizacdo; Nanoparticulas de prata; Biossintese;

Atividade antibacteriana.



ABSTRACT

Biopolymers are of great interest in health sciences. Cashew tree gum (GC) is a biopolymer with
applications for nanometric formulations. Silver nanoparticles (NpAg) are formulations with
antimicrobial potential, but the traditional property is harmful due to the use of toxic reducers
and bioaccumulation of silver due to its small size. Thus, biosynthesis includes the use of
biological reducing agents, with reduced toxicity and the modification of GC with polymethyl
methacrylate (PMMA) can optimize the synthesis and reduce the accumulation of silver by
stabilizing the polymer chains, producing a biocompatible and durable formulation. Therefore,
the main objectives of this work were the synthesis of methacrylated GC (GC/PMMA) and the
biosynthesis of NpAg from GC/PMMA, evaluating its structure and antimicrobial activity. The
synthesis of the polymer was by in situ polymerization using benzoyl peroxide (PBZ) as initiator.
For NpAg, silver nitrate solution (AgNO3z) was used as a source of cations and the copolymer as
a reducing agent. FTIR showed the formation of GC/PMMA by the absence of the stretching
signal at 1620 cm-1 of C=C and the appearance of signals at 3200 cm-1 of O-H and 1723 cm-1
of O=C. X-ray diffraction (DR-X) showed the amorphous behavior. For NpAg, the observation
spectrum in the ultraviolet-visible (UV-Vis) region confirmed the formation by the appearance
of the surface plasmon resonance band (RPS) between 400 and 430 nm. Dynamic Light
Scattering (DLS) and zeta potential (PZ) indicate particles with a hydrodynamic size of 35.17
nm, Polydispersity Index (PDI) of 0.318 and PZ of -36.2 mV. The FTIR indicates a reduction in
O-H stretching at 3200 cm-1 and complete consumption of C=0 at 1723 cm-1, pointing to the
reduction of Ag+ cations through the GC hydroxyls and PMMA carbonyls. Tests with strains of
Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa showed growth inhibition
at 62.5 uM for the latter and above 250 uM for the first two. Therefore, the use of the copolymer
described in the biosynthesis of NpAg brings an unprecedented modification, effective in the
synthesis of small, homogeneous NpAg with antimicrobial activity, and is also a sustainable and

biocompatible method.

Keywords: Cashew Tree Gum; Polymerization; Silver nanoparticles; Biosynthesis;

Antibacterial activity.
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1 INTRODUCAO

Polissacarideos sao biopolimeros de grande relevancia na industria devido as propriedades
bioldgicas e fontes renovaveis. A biocompatibilidade, biodegradabilidade e ndo toxicidade dos
polissacarideos justificam o interesse crescente das ciéncias da salde, podendo ser utilizados
em formulagGes destinadas ao corpo humano (Liu, Wilffor & Xu, 2015; Tudu & Samanta,
2023).

As gomas vegetais sao heteropolissacarideos produzidos em resposta a estimulos fisicos e
quimicos na planta de origem. A goma do cajueiro (GC) é obtida da resina extraida do tronco
de Anacardium occidentale L., conhecido popularmente como cajueiro. Apresenta emprego na
sintese e otimizacdo de formulacdes nanometricas, que sdo uma alternativa aos modelos
convencionais de excipientes farmacéuticos (Araruna et al., 2020; Oliveira et al., 2019; 2020).

A nanotecnologia desempenha um papel significativo na medicina, principalmente devido
as grandes limitac6es das formulacGes convencionais. Exemplos de formulagdes nanométricas
incluem: nanocristais (Junghanns & Muller, 2008), lipossomas (Akbarzedeh, Rezaei-Sadabady
& Davaran, 2013), micelas (Wang, Mongayt & Torchilin, 2005; Sun, Deng & Yang, 2014) e
nanotubos de carbono (Karimi et al., 2017).

Nanoparticulas de prata (NpAg) séo formulacfes em que atomos de prata na forma reduzida
(Ag0) estdo reunidos em um estado solido em escala nanométrica (10 - 100 nm). As NpAg
apresentam atividade antibacteriana e sdo uma alternativa ao uso exclusivo de
antibioticoterapia, porque geram menor resisténcia e até potencializam o efeito de
antimicrobianos quando em associagcdo. Além disso, o ritmo com que novos antimicrobianos
sdo produzidos ndo acompanha o veloz crescimento da resisténcia bacteriana (Nishanthi,
Malathi & Palani, 2019).

Contudo, a sintese quimica tradicional das NpAg apresenta toxicidade ambiental e
bioacumulacdo da prata no organismo. A sintese verde ou biossintese permite a obtencdo de
NpAg através do uso de microrganismos ou substancias de fonte biol6gica como agentes
redutores. Assim, as NpAg produzidas sdo sustentaveis e apresentam atividade antimicrobiana
com biocompatibilidade. Além disso, a modificacdo da GC com PMMA alia um redutor
biolégico a um sintético pouco explorado na sintese de NpAg em uma associacao inédita e o
material resultante pode otimizar a sintese e reduzir a acumulacdo da prata pela estabilizacdo
das cadeias poliméricas, produzindo uma formulagdo biocompativel e durdvel (Hudaya et al.,
2024).


https://scholar.google.com/citations?user=JIpkPd4AAAAJ&hl=pt-BR&oi=sra
https://scholar.google.com/citations?user=oKmxQxMAAAAJ&hl=pt-BR&oi=sra
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Sintetizar GC metacrilada (GC/PMMA) pelo método de polimerizagdo in situ e
obter NpAg por sintese verde a partir do polimero sintetizado.

2.2 Objetivos especificos

a) Obter diferentes proporcdes de GC/PMMA através de polimerizagdo in situ
utilizando Per6xido de benzoila (PBZ);

b) Caracterizar difratometricamente e espectroscopicamente os materiais isolados
e apos a polimerizacéo;

c) Testar GC/PMMA quanto a capacidade de formar NpAg por biossintese;

d) Awvaliar o potencial antimicrobiano das NpAg obtidas por biossintese.
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3 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

3.1 Biopolimeros

A fonte de obtencdo do polimero influencia na definicdo de propriedades mecénicas e
bioldgicas, dividindo a classificagdo em dois grandes grupos: biopolimeros e polimeros
sintéticos.  Biopolimeros sdo polimeros produzidos e obtidos de fontes naturais, sdo
biodegradaveis e biocompativeis e tendem a se adequarem melhor ao corpo humano gracas a
sua baixa toxicidade. As principais macromoléculas bioativas do reino animal, polissacarideos,
proteinas, lipideos e acidos nucleicos sdo biopolimeros e assim como ocorre para todas as
classes de polimeros, os biopolimeros sdo construidos a partir da ligacdo de unidades menores
chamadas de monémeros (Tudu & Samanta, 2023).

Os polissacarideos sédo biopolimeros e macromoléculas bioativas formadas pela unido de
oligossacarideos através da ligacéo glicosidica. O grau de hidrdlise dos polissacarideos é o que
define sua classificacdo quanto ao nimero de unidades componentes: dissacarideos podem
sofrer hidrolise em uma ligacdo glicosidica e formar dois monossacarideos, enquanto
trissacarideos podem sofrer hidrélise em duas ligagbes glicosidicas e formar trés
monossacarideos. Assim, 0s polissacarideos com as maiores cadeias, como amilose e celulose,
cujas estruturas estéo representadas na Figura 1, comecam com a ligacéo de pequenas unidades.
No exemplo citado, falamos de homopolissacarideos da glicose, pois toda a estrutura da
celulose e amilose € composta apenas por glicose, principalmente na forma de glicopiranose,
sua forma ciclica e mais estavel. Ja as gomas vegetais, como a GC, sdo heteropolissacarideos
porque suas unidades sao de tipos diferentes, podendo incluir galactopiranose, glicopiranose,

acido uroénico dentre outros (Ribeiro et al., 2016; Solomons & Frhyle, 2017).

Figura 1. Estruturas tridimensionais da amilose (A) e da celulose (B), dois biopolimeros e homopolissacarideos

da glicose.
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Fonte: Solomons & Fryhle, 2017.

A unido de polissacarideos e polimeros sintéticos em um mesmo sistema pela formacéo de
misturas ou copolimerizacao permite aliar as propriedades bioldgicas dos biopolimeros, com as
propriedades vantajosas dos sintéticos, como maior resisténcia térmica e a tragcdo. Nos sistemas
mistos, a caracterizacdo revela sempre alguma alteracdo em relagdo aos polimeros individuais
porque 0 novo material apresenta pardmetros novos, que podem traduzir alteracdes
significativas nas propriedades de maior interesse como estrutura e forma molecular,
estabilidade a longo prazo, cristalinidade, resisténcia térmica e comportamento reolégico
(Callister et al., 2021).

Os sistemas formados pela unido de dois ou mais polimeros podem ser blendas ou misturas
poliméricas e copolimeros. Nas blendas pode ou ndo haver interagdo covalente entre cadeias
diferentes, mas as interacdes fisicas variam das mais fracas forcas de Van der Waals até as
ligacGes de hidrogénio e dissulfeto, interacdes hidrofdbicas, pi-pi stacking e entre as cadeias
apolares. Nos copolimeros ha formacéo de ligacdes quimicas entre as cadeias dos polimeros do
sistema. Tanto em um como em outro caso, sdo usadas condicdes reacionais apropriadas. Para
as blendas, essas condigcdes incluem a selecdo de um metodo apropriado, a escolha de um
solvente adequado e a consideracdo da massa molecular do polimero (Siddamallappa,
Basavaraju, Sionkowska & Gowda, 2024).

Assim, a mistura de polimeros desempenha papel significativo no projeto e na criacdo de
novas substancias com caracteristicas personalizadas. As misturas podem ser de polimeros
completamente misciveis, compativeis, condicionalmente misciveis ou completamente
imisciveis. Além da mistura e polimerizacdo com polimeros sintéticos, a otimizacdo da
estrutura dos polissacarideos é possivel também pela modificagdo quimica, o que aprimora
propriedades fisico-quimicas de interesse (Chen et al., 2016).

A estrutura e forma molecular determinam as propriedades como resisténcia térmica e a
tracdo, elasticidade e flexibilidade rotacional, pelas quais certas estruturas ganham maior
destague e interesse académico e comercial. A estrutura otimizada pode trazer maior eficiéncia
a formulacdo em que for empregada porque a mesma podera ser mais estavel, menos toxica e
biodegradavel. Em razdo disso, polissacarideos podem ser uma escolha util e adequada como
excipiente e substituto de polimeros sintéticos e ndo biodegradaveis (Callister et al., 2021).

Nesse sentido, algumas das propriedades de maior interesse nos polimeros sdo a
cristalinidade e interacdes fisicas. A cristalinidade € definida pelo arranjo dos a&tomos na célula

unitéria (Figura 2). Mas devido ao fato de muitos polimeros apresentarem alta massa molecular
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e estrutura complexa, formar um padrdo organizado na célula unitéaria torna-se uma tarefa muito
dificil porque as estruturas presentes na célula ndo sdo atomos, mas sim moléculas, polimeros
que apresentam cristalinidade possuem organizacdo das cadeias poliméricas. Por isso, muitos
polimeros apresentam estrutura amorfa - um estado solido desordenado - ou até semicristalinos
(Callister et al., 2021).

Figura 2. Arranjo de cadeias moleculares em uma célula unitaria para o polietileno, um exemplo de polimero

semicristalino.

0,255 nm

r 0,741 nm " 0,494 nm

Qc o

Fonte: Callister et al., 2021.

3.2 Goma do cajueiro (GC)

Gomas sdo heteropolissacarideos hidrocoldides, ou seja, dispersdes coloidais onde 0 meio
dispersor é a 4gua absorvida (Costa, Rodrigues, de Paula, 1996; Ribeiro et al., 2016). A estrutura
das gomas, de forma geral, confere propriedades que ndo sdo facilmente imitaveis por
polimeros sintéticos, como a capacidade de formar solugdes altamente viscosas e géis. O
comportamento reoldgico das gomas é de interesse para a industria alimenticia e farmacéutica
pelo potencial emulsificante e gelificante de determinadas estruturas que lhes ddo aplicacdo na
formulacéo de soluc@es, bebidas e suspensdes em escala industrial (Williams & Phillips, 2021).
Além disso, a biocompatibilidade das gomas, como biopolimeros da classe dos polissacarideos,

confere maior confianga na aplicagdo em formula¢des medicinais. Por isso, sédo cada vez mais
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utilizadas como excipientes em formas farmacéuticas convencionais e inovadoras devido ao
crescente interesse em polimeros de origem natural (Ribeiro et al., 2016).

As gomas vegetais sdo obtidas de exsudatos que s&o produzidos a partir de um mecanismo
de defesa. Vérias condicGes de estresse como calor, falta de nutricdo e infeccdo microbiana
causada por incisdes acidentais ou intencionais em plantas produtoras de goma podem provocar
exsudacao. Esses exsudatos ou fluidos que escorrem da fenda endurecem e solidificam em gotas
lacrimais brilhantes de cor ambar ap6s algumas semanas (Tadu & Samanta, 2023). Séo
geralmente insollveis em 6leos ou solventes organicos, como hidrocarbonetos, éter ou alcool e
sollveis em agua. As gomas também podem absorver dgua ou se dispersar em agua fria para
formar uma solucdo viscosa ou geleia.

A GC e um heteropolissacarideo ramificado de alta complexidade. A composicao qualitativa
da GC e em sua maioria de residuos de B-D-galactopiranose, apresentando em menores
proporcoes residuos de B-D-glicopiranose e pequenas fracfes de arabinose, ramnose e acido
glicurdnico. O percentual de cada um desses componentes varia dependendo da origem, embora
a porcentagem de &cido glicurénico tenda a permanecer constante (Costa, Rodrigues & de
Paula, 1996; de Paula et al., 1998). Desse modo, as hidroxilas representam o principal grupo
funcional na estrutura da GC, contendo ainda uma quantidade pequena de grupamentos
carboxilicos.

A GC em si é obtida apds um cuidadoso processo de purificacdo da resina do exsudato
obtido do tronco de Anacardium occidentale, o cajueiro, visto na Figura 3. Os métodos de
extracdo e isolamento da GC, de modo geral, incluem etapas de solubilizacdo, ajuste de pH,
precipitacdo, filtracdo e técnicas cromatograficas que resultam em um pé amarelo rico em

polissacarideo observado na Figura 4 a direita (Ribeiro et al., 2016).
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Figura 3. Anacardium occidentale, o cajueiro.

Fonte: GumLifeBrasil.

Figura 4. Exsudato ap6s sua extragdo do cajueiro (& esquerda) e GC apos purificagao (a direita).

Fonte: GumLifeBrasil.

Muitos dos principais empregos das formulagdes com a GC derivam das propriedades
documentadas em literatura. Em comparag¢do com a goma arabica, apresenta maior capacidade

de intumescimento, menor absorcdo de 6leo e menor viscosidade, além de exibir atividade
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antimicrobiana leve (Porto, Augusto & Cristianini, 2014). Porém, modifica¢cdes na estrutura
devem levar em conta o comportamento diferente dos constituintes. Por exemplo, a GC néo
modificada apresenta escassez de grupos funcionais como sulfato, amina e acido carboxilico e
apresenta alta solubilidade aquosa (Ribeiro et al., 2016). Portanto, alteracfes quimicas podem
ser planejadas para aprimorar as propriedades de maior interesse.

Na literatura séo relatadas modificagdes da GC acetilada ( ftalada (Oliveira et al., 2019),
carboximetilada (Silva et al., 2004), sulfonada (Neto et al., 2011) ou oxidada (Ribeiro et al.,
2016; Oliveira et al., 2021). Essas reacOes introduzem novos grupos funcionais na GC e
conduzem a estruturas com propriedades diferentes da GC in natura. A GC acetilada e
sulfonada, por exemplo, podem formar solugdes com incremento de viscosidade de até 10% em
comparagdo a GC in natura (Cunha et al., 2007; Neto et al., 2011), enquanto que a GC
carboximetilada apresenta menor viscosidade que a GC original (Silva et al., 2004). Outra
vantagem das modificacdes é que a nova estrutura pode ser utilizada na formulacdo de materiais
como as Nps sem a adicdo de demais substancias sintéticas, porque a reagdo de modificacédo é
suficiente para suprir as lacunas do material isolado, o que por si s6 pode representar um ganho
de biocompatibilidade (Dias et al., 2016).

Nesse contexto, polimeros acrilicos representam algumas das possibilidades mais
promissoras quando em associacdo a GC. A acrilamida e o acido acrilico foram usados em
associacdo com a GC em aplicacBes que vao desde a formulacdo de géis, NP e matrizes para
entrega de drogas até a descoberta de agentes floculantes. Por vezes, 0s novos materiais
apresentam otimizacgdo das propriedades individuais dos polimeros usados como constituintes
como aumento de resisténcia térmica e aumento de viscosidade em solugbes aguosas
(Guilherme et al., 2005; Silva et al., 2007; 2009; Abreu et al., 2016; Klein et al., 2018).

Na formulacdo de sistemas nanométricos, a GC pode ser usada ha forma ndo modificada ou
apos sofrer modificacdo para a formacéo de NP poliméricas e metalicas. NP poliméricas podem
ser usadas para encapsular e carrear principios ativos enquanto NP metalicas apresentam
propriedades medicinais intrinsecas, podendo ser utilizadas isoladamente ou em associacdo a
antimicrobianos para tratamento direto de infec¢des, diagndstico de doencas e até em ciéncias

forenses (Branddo et al., 2020).

3.3 Polimetilmetacrilato (PMMA)

O polimetilmetacrilato (PMMA) é um polimero sintético de estrutura amorfa (Callister et

al., 2021). Devido as caracteristicas mecanicas superiores, dureza, rigidez, baixo nivel de
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toxicidade e estabilidade mecénica a longo prazo ap6s a implantacdo, € explorado como um
bom material base para formulagdes destinadas ao corpo humano (Elakkiya, Bargavi &
Balakumar, 2023). Nas ciéncias da salde, essas aplicacdes incluem o uso como agente
fortificante em cimento 6sseo (Li et al., 2023), entrega de farmacos (Kadim et al., 2023),
matéria-prima para formacdo de nanofibras a partir de eletrofiacdo (Walden et al., 2024). Em
todas essas aplicagdes 0 PMMA é quase sempre copolimerizado ou utilizado em conjunto com
outros polimeros para formacéo de blendas poliméricas a fim de complementar as propriedades
de um com o outro em uma Unica estrutura.

A quimica dos radicais influencia grandemente na quimica de polimeros porque muitos
polimeros produzidos em escala industrial sdo formados pela polimerizacéo de radicais livres
(Nesvadba, 2012). Fatores que auxiliam a compreender a grande relevancia desse modelo de
polimerizagdo para a industria moderna incluem: a universalidade para uma ampla gama de
mondmeros, como metacrilatos, metacrilamidas, dienos e éteres ou esteres vinilicos; (Moad,
Rizzardo & Thang, 2008).

Os métodos de polimerizacdo radicalar podem ser classificados de acordo com as
propriedades do monémero e a organizacdo do sistema. Portanto, ela pode ser: em massa,
quando ha na reacdo apenas o mondmero e o iniciador térmico; em solucdo, quando o
mondmero e o iniciador sdo hidrofilicos e a &gua é usada como solvente; em suspensdo, quando
0 mondmero é hidrofébico e a dgua é usada como solvente mas € empregado um agente
suspensor para prevenir a coalescéncia; em emulsdo, quando o mondémero é hidrofébico e a
agua é empregada como solvente mas € utilizado um agente surfactante.

O PMMA pertence ao numero de polimeros que, em escala industrial, sdo produzidos por
polimerizacdo de radicais livres em suspensdo e 0 agente suspensor utilizado pode ser um
termoplastico como o alcool polivinilico (PVA), que contribui para a reducdo de viscosidade
da mistura, favorecendo a troca de calor e o rendimento da sintese (Nesvadba, 2012).

O PMMA é obtido a partir de seu mondmero, o metilmetacrilato (MMA\) através da adicao
de cadeia usando diferentes iniciadores de polimerizacdo. Dependendo do método e do
iniciador empregado, a adicdo de cadeia pode ser uma polimerizacdo radicalar ou polimerizacéo
anidnica. Ambas sdo processadas a partir da adicdo sucessiva de monémeros na insaturacao
rompida do MMA: na polimerizacdo radicalar a adicdo se da pela formacdo de radicais,
enquanto que na polimerizagdo anidnica a adigdo ocorre por formagéo de ions. A presenca de
um grupo funcional éster - um removedor de elétrons - nos mondmeros de MMA estabiliza 0s
radicais livres ou os carbanions e favorece ambos os métodos, porque a energia necessaria para

formar tanto um radical livre quanto um carbanion € reduzida (Solomons & Fryhle, 2017).
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Os peroxidos sdo os iniciadores de polimerizagdo radicalar mais importantes da industria
(Nesvadba et al., 2012). A formacgdo de radicais nos peréxidos ocorre pela ruptura da fraca
ligacdo O-O por homolise. O perdxido de benzoila (PBZ) é uma estrutura que pode ser usada
para a sintese do PMMA. O perdxido, usualmente na propor¢do de 1% em massa do monémero,
sob aquecimento entre 70 e 80°C, rompe a ligagdo O-O, formando radicais livres na etapa de
iniciacdo. A seguir, esses radicais originarios do PBZ interagem com a insaturagdo presente na
cadeia carbonica do MMA, desencadeando a propagacao de radicais e a geragcdo do PMMA.
(Khan et al., 2020). A Figura 5 abaixo mostra um esquema simplificado desse processo.

Figura 5. Etapa de iniciacdo na polimerizacdo do PMMA a partir do PBZ. a)- PBZ; b)- radicais do PBZ; ¢)
MMA; d) radical de cadeia.
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Fonte: Ledo et al., 2020.

A polimerizacdo radicalar envolve quatro etapas: iniciacdo, propagacdo, terminacao e, as
vezes, transferéncia de cadeias. Na homdlise - um tipo de rompimento de ligagcdo covalente -
os elétrons sdo igualmente distribuidos entre os dois atomos, ficando desemparelhados. Essas
espécies sdo instaveis e produzem outras homdlises e a continuacdo da reacdo. A iniciacdo
ocorre na primeira homdlise. No exemplo do PBZ, quando a ligacdo O-O é rompida, como
mostrado na Figura 6, tem inicio a construcdo da cadeia; A propagacdo ocorre quando cada
mondmero de MMA vai sendo adicionado a cadeia; A terminacdo ocorre quando dois radicais
em estruturas diferentes se encontram. Assim, a terminacdo pode ocorrer por combinacgédo ou
desproporcionamento. Na combinagdo ocorre a unido de duas cadeias poliméricas em
crescimento, enquanto que no desproporcionamento ocorre a transferéncia de um atomo de

hidrogénio de uma cadeia em crescimento para outra com a formacéo de duas moléculas de
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polimero (Solomons & Fryhle, 2017; Wang et al., 2023; Nogueira et al., [s.d.]). As Figuras 6 e
7 demonstram as etapas de propagacédo e terminacdo na reacao de polimerizagédo radicalar do
PMMA.

Figura 6. Etapa de propagac¢éo na polimerizacdo do PMMA.
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Fonte: Ledo et al., 2020.

Figura 7. Etapa de terminagéo por combinacdo na polimerizacdo do PMMA.
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Fonte: Ledo et al., 2020.
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Outros exemplos de iniciadores incluem 2,2'-azo-bis-isobutironitrila (AIBN) para a
polimerizagdo radicalar e n-butil-litio (n-BuL.i) para a polimerizacao ani6nica.

3.4 Nanoparticulas de prata (NpAQ)

A nanotecnologia desempenha um papel importante nas ciéncias da salde, pois, gragas as
propriedades inerentes aos sistemas, podem acrescentar a um insumo farmacéutico ativo
parametros que influenciam na cinética e farmacodindmica do mesmo como taxa de dissolucéao
e cristalinidade. Portanto, formulagcdes nanométricas representam uma alternativa viavel aos
modelos convencionais de excipientes farmacéuticos (Fan et al., 2021).

Nanoparticulas inorganicas sdo formulacGes nanométricas (10-100 nm) de interesse tanto
pelas propriedades medicinais intrinsecas como pela capacidade de carrear principios ativos e
entrega-los de forma direcionada ao alvo terapéutico (Sahu et al., 2021). Como exemplo,
existem as Nps de Oxidos metalicos e as de metais. As formulagdes com metais nobres como
ouro e prata atrairam interesse crescente nos anos recentes como resultado de propriedades
biologicas, quimicas e fisicas aprimoradas. As formulacdes com prata apresentam, mais
especificamente, alta relacéo superficie-volume, facilidade de conjugacdo com varios tipos de
ligantes, atividade antibacteriana natural do elemento quimico e possibilidade de emprego em
composito (Meher et al., 2024).

Os principais parametros de interesse nas NPs metalicas sdo sua eficacia como agente
terapéutico, mecanismo e poténcia de citotoxicidade e seletividade para células alvo. A
funcionalizacdo da superficie de Nps metalicas contribui para a seletividade e reducdo de efeitos
colaterais das particulas (de La Rosa et al., 2022). Quando em comparacao, platina, ouro e prata
apresentam propriedades que os diferenciam em formulacdes. Os trés apresentam propriedades
antibacterianas intrinsecas e a capacidade de aumentar a poténcia do tratamento quando
associados a antibioticos, causando inibicao de crescimento até para microrganismos resistentes
(Nishanti, Malathi, John Paul S. & Palani, 2019). Particulas de platina sdo mais citotdxicas que
as de ouro, podendo ser usadas para 0 combate ao cancer, enquanto apresentam atividade
antibacteriana semelhante a prata, sendo menos toxicas (Mohammadi et al., 2013; Hashimoto
et al., 2016).

A ressonancia plasmdnica de superficie (RPS) é uma propriedade inerente as particulas
metéalicas. Trata-se de uma ressonancia gerada pelos elétrons livres de superficie nos cations
metalicos como Au+ e Ag+ e que é captada na espectroscopia de absor¢do na regido do

ultravioleta e visivel. A banda de RPS vista no UV-Vis é dependente do tempo de sintese e é a



24

evidéncia mais forte da producdo de Nps metélicas. Com o passar do tempo, a banda, que
aparece em uma faixa especifica do espectro para cada metal na forma de dispersdo coloidal,
tende a crescer e alcancar maiores valores de absorbancia, o que é um resultado da nucleagéo
gradativa (Nishanti, Malathi, John Paul S. & Palani, 2019). A alteracdo na regido de absorcéo
das Nps pode ser mais perceptivel quando a coleta das aliquotas da solucéo de sintese é feita
em intervalos pequenos de tempo na primeira hora de sintese.

Em temperaturas mais altas, a maioria dos ions metélicos formam nucleos como resultado
da reducdo da forca de repulsdo eletrostatica. A forma das Nps também é decidida pelas
temperaturas de reacdo, podendo apresentar formato esférico em temperaturas menores, mas
também bastdes e plaguetas em temperaturas mais altas (Song, Jang & Kim, 2009;
Sathishkumar, Sneha & Yun, 2010).

O pH ¢é mais um fator interferente, principalmente quando os agentes redutores e de
revestimento na sintese quimica apresentam grupos funcionais sensiveis as variagdes, como €é
0 caso para a GC (Araruna et al., 2020). Na sintese verde, quando sdo empregados metabdlitos
secundarios extraidos a partir de materia-prima vegetal, o pH original do caldo foliar apresenta
correlacdo negativa com a conversao dos ions metalicos. Contudo, a composicao dos extratos
vegetais individuais, como proteinas, acucares redutores, flavondides e compostos
antioxidantes, que sdo as biomoléculas usadas como agentes redutores, apresentam mais
influéncia no padréo de formacéo de particulas do que o pH da solugédo (Zhou et al., 2010; Tsuji
et al., 2012).

As NpAg sédo particulas nanométricas em que a prata € o elemento quimico reduzido de sua
forma catibnica para metalica, de modo a gerar nlcleos de particulas coloidais estabilizadas
pela repulsdo que ha entre umas e outras. A formacdo de particulas coloidais de prata por
nucleacdo é um efeito da reducdo dos cations Ag+, que sdo ions responsaveis pela atividade
antimicrobiana natural da prata (Nakamura et al., 2019). Um esquema do processo de nucleacao

e formacdo das nanoparticulas é mostrado na Figura 8 abaixo.
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Figura 8. Representacdo esquematica da nucleacdo de NpAg na biossintese.

Agentes
o microbianos

. (c]
Fontes vegetais 3‘( Q QO @
t, ™ Seo@
/. 6}

Extracdo de

-

-

T {E\ biomacromoléculas °® "o
redutoras .

e Prata coloidal

"N v

ﬂ (cations Ag+)

Fontes animais

y
\

Reducéo e
{ ) nucleacdo
Nanoparticulas
apos nucleagao

Fonte: o autor, 2024.

Atualmente, as investigacdes relacionadas ao desenvolvimento de novos antibioticos sdo
processos dificeis que exigem anos de estudo da eficacia e seguranca dos agentes, consumindo
muito tempo e recursos, enquanto as infeccbes causadas por microrganismos multirresistentes
continuam crescendo e causando mortes em todo o mundo (Betts, Hornsey & La Ragione,
2018). A propagacdo continua da automedicacdo e prescricdo desregrada de antibioticos séo
dois fatores que contribuem para o fortalecimento dos agentes microbianos. Em outras palavras,
a maior velocidade com gque 0s microrganismos tornam-se resistentes a antibioticoterapia em
comparacdo a velocidade com que novos antibioticos sdo produzidos € uma ameaca a sadude
global. E nesse cenario que estes combatam as infeccbes sem gerar novos mecanismos de
resisténcia, podendo ser inseridas em formulac6es para prevenir infec¢6es, descontaminacao de
suprimentos médicos e até para combater infeccdes ja instaladas (Natan & Banin, 2017; Betts,
Hornsey & La Ragione, 2018).

Uma alternativa a esse problema sdo as NpAg, que podem apresentar atividade
antibacteriana e sdo uma alternativa ao uso exclusivo de antibioticoterapia, porque geram menor
resisténcia e podem até potencializam o efeito de antimicrobianos quando em associacao.
(Nishanthi, Malathi & Palani, 2019).

Contudo, a sintese quimica tradicional das NpAg apresenta problemas, como citotoxicidade

e bioacumulacdo da prata no organismo, caracteristicas comuns aos metais, causando efeitos


https://scholar.google.com/citations?user=JIpkPd4AAAAJ&hl=pt-BR&oi=sra
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colaterais a longo prazo. Desta forma, produzimos e caracterizamos sistema polimérico de GC
metacrilada e, a partir deste, NpAg por sintese verde buscando substituir os reagentes sintéticos
usados na sintese de NP em um esforco para reduzir a toxicidade e permitir aplicacdes

bioldgicas.

3.5 Sintese verde (Biossintese)

A sintese verde é a obtencdo de Nps através do uso de microrganismos ou substancias de
origem bioldgica como agentes redutores. Essas substancias podem ser usadas de forma isolada
apos purificacdo de extratos vegetais ou em um coletivo de agentes redutores, como ocorre
quando o extrato vegetal completo € usado como agente redutor. Nesse caso, diversos
metabolitos secundarios podem ser oxidados para que os cations Ag+ sejam reduzidos e sofram
nucleacdo. A importancia da pesquisa por métodos de biossintese € a formulacdo de sistemas
mais biocompativeis e sustentaveis (Hudaya et al., 2024).

A Figura 9 demonstra um esquema de rotas sintéticas para obtencdo de NpAg e a Tabela 1
enumera trabalhos em que NpAg foram produzidas por biossintese partindo de diversos
materiais. De forma geral, os métodos de sintese de NpAg podem ser divididos em “de cima
para baixo” ou top down e “de baixo para cima” ou bottom up. Os métodos “de cima para baixo”
sdo fisicos e produzem estruturas menores, as NP, a partir de estruturas maiores, como um
material base contendo prata na forma metalica, a partir do seu fracionamento. Os métodos “de
baixo para cima” sdo quimicos € come¢am com um pequeno ponto de partida, que sao os cations
Ag+ em solucdo aquosa, terminando com as estruturas prontas das nanoparticulas (Chugh et
al., 2018).



Figura 9. Rotas sintéticas de NpAg.
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Tabela 1. Agentes redutores usados na biossintese de NpAg.
Fonte Agente Metodologia Resultado Referéncia
Redutor
Polissacari Sintese Particulas
Clinacanthus deo obtido assistida por pequenas e
nutans do extrato micro-ondas esféricas com Devasvaran
aquoso das atividade etal.,, 2024
folhas antimicrobiana e
anticancerigena
Particulas
revestidas com
biopolimeros e de
. atividade .
Extrato Sintese . Naqgvi et al.,
i .. . antitumoral contra
Litsea stocksii aquoso das guimica . 2024
) células T
folhas simples

cancerosas maior
que a L-
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asparaginase, 0
farmaco de
referéncia

Particulas médias
com atividade

Arctium lappa e Extrato Sintese antioxidante, Feizi et al.,
Eryngium metandlico quimica anticancerigena, 2024
billardieri das flores simples antimicrobiana e

baixa
citotoxicidade
Particulas com
atividade
antioxidante e
Camellia Extrato Sintese antlmlcroklm?\na Ahmad et
- . para bactérias
sinensis aquoso das qylmlca gram-negativas e al., 2024
folhas simples .
positivas.
Composito com
potencial de
acelerar
cicatrizacao
Particulas medias
e heterogéneas
Extrato de teia Proteina da Sintese com grande Mondal et
de aranha seda de quimica atividade al., 2024
aranha simples antimicrobiana e
larvicida
Quitina de Irradiagéo Particulas Devendrapa
casca de _ solar da pequenas com ndi et al.,
camarao Quitosana reagio sob atividade 2023
agitacdo anticancerigena e
magnética antimicrobiana
Folhas de Extrato Sintese Formulagéo de Fathi &
Mentha metandlico quimica em nanocomposito Mohammad
das folhas com atividade i, 2023
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multiplas antimicrobiana e
etapas anticancerigena
Mistura de Sintese Particulas
hesperidina e assistida por pequenas e
pectina Hesperidin micro-ondas esféricas com Zheo et al,
comerciais a e pectina em poténcia maior poder 2022
baixa antimicrobiano
que 0s materiais
isolados
Anacardium Goma do Sintese Particulas meédias  Brand&o et al.,
occidentale cajueiro quimica e heterogéneas 2020
modificada simples com aplicagdo em
com anidrido ciéncias forenses
acético
Particulas
pequenas e
Anacardium Goma do Sintese esféricas na Araujo et al.,
occidentale cajueiro quimica formulacéo de 2020
simples compasito com
maior atividade
antibacteriana que
para as particulas
isoladas
Goma do Particulas médias
cajueiro e esféricas com
Anacardium modificada Sintese boa estabilidade ~ Ararunaetal,,
occidentale comécido  assistida por coloidal e maior 2020
monocloroac ~ Micro-ondas atividade
ético antibacteriana
para bactérias
gram-negativas
Goma do Sintese Particulas médias
cajueiro quimica e esféricas com
Anacardium modificada simples boa estabilidade ~ Oliveiraetal.,
occidentale com anidrido coloidal e 2019
ftalico atividade

antimicrobiana
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Fermentacéo Formulacéo de Castro-
da bactéria nanocomposito Mayorga et
Cupriavidus Cupriavidu g pjorreator com atividade al., 2018
necator S necator antimicrobiana

contra bactérias de
origem alimentar

Bactéria Biossintese Particulas médias
resistente a extracelular e esféricas com
metais pesados Bactéria em caldo atividade Rostami et
cultivada a MKH1 nutritivo eletrocatalitica al., 2018
partir de aguas
residuais

Fonte: o autor, 2024.

Nesse sentido, a sintese pode ocorrer por via fisica, quimica ou biolégica. A via quimica,
mais comumente utilizada, emprega um sal inorganico como fonte de cations, como 0 nitrato
de prata (AgNO3z), em solugcdo aquosa, seguido da adi¢cdo de um agente redutor que pode ser
um composto organico sintético ou obtido por extracdo e isolamento a partir de matéria-prima
vegetal ou até um composto inorganico como borohidreto de sodio (NaBH4). A sintese é
chamada de “verde” quando o agente redutor é obtido de fontes bioldgicas, como através do
emprego de um microrganismo ou de um extrato vegetal, e pressupde que as particulas sejam
menos toxicas ao organismo humano e ao meio ambiente, pois na sintese verde ha menor escape
de subprodutos nocivos.

O cétion Ag+ é reduzido em solucdo aquosa, recebendo um elétron de um agente redutor
para passar de um estado de valéncia positiva para um estado de valéncia zero (Ag0), seguido
de nucleacdo e crescimento. A nucleacdo dos atomos reduzidos leva a formacdo de
nanoparticulas coloidais. O tamanho das particulas tende a ser inversamente proporcional a
forca redutora do agente quimico empregado. Isso quer dizer que quanto mais forte for o agente
redutor, menores serdo as particulas geradas (Meher et al., 2024).

Esse é um ponto positivo, mas embora agentes redutores fortes produzam pequenos coldides
monodispersos, é dificil manter a uniformidade no tamanho das particulas, que acabam sendo
produzidas também em maiores tamanhos (Lee & Jun, 2019). Esse efeito de aglomeracdo €
indesejavel e ocorre a partir do crescimento secundario das nanoparticulas apos a nucleacéo.
Para impedir ou a0 menos reduzir esse efeito, sdo empregados agentes estabilizantes, que séo

normalmente polimeros de revestimento capazes de impedir a aproximacéo das nanoparticulas.
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Um exemplo desses agentes é o proprio PMMA (Pillai & Kamat, 2003). A estabilizacdo pode
ser alcancada atraves de repulsdo eletrostatica ou repulsdo estérica. A estabilizacdo eletrostatica
ocorre através de espécies anibnicas, como citrato, haletos, carboxilatos ou polianions que
adsorvem ou interagem com nanoparticulas para manter uma carga negativa de superficie, o
que mantém as particulas afastadas umas das outras. J& a repulsdo estérica é alcancada pela
interacdo de nanoparticulas com grupos volumosos, como polimeros orgéanicos e cétion
alquilamdnio que evitam a agregacao através da repulsdo estérica (Lee & Jun, 2019).

Assim, um dos grandes desafios da sintese é o controle da forma e tamanho das particulas.
A temperatura é o parametro de maior influéncia porque a velocidade de reacdo determina o
modo de crescimento das particulas e a continuidade do processo de nucleacdo (Nishanthi,
Malathi & Palani, 2019). Temperaturas menores geram particulas esféricas, enquanto que a
elevacdo datemperatura permite a producao de particulas em pequenos bastdes. Na temperatura
de 80°C, por exemplo, a sintese por via umida forma nanoparticulas metalicas em formato
esférico. Ao processar a mesma reacdo em temperatura ambiente, as particulas tendem a ser
menos formadas, enquanto que elevando-se a temperatura para os 100°C, as particulas ndo se
formam (Crisan et al., 2021). Essas diferencas sdo notadas no espectro de UV-Vis, onde a banda
de ressonancia plasmdnica de superficie aparece com o pico de absorbancia deslocado mais a
direita, proximo aos 430 nm, quando a reagéo é processada fora da faixa de temperatura ideal.

O trabalho de Araruna (2020), por exemplo, destaca NpAg obtidas por biossintese a partir
de GC in natura e GC carboximetilada, utilizando reator de microondas e comparando a
atividade antibacteriana de ambas. Nesse caso, as NP formadas com goma modificada tiveram
menor didmetro e ambas apresentaram atividade antimicrobiana significativa para bactérias
gram-negativas. Exemplos de aplicacdes para formacdo de nanoparticulas polimeéricas incluem
o trabalho de Oliveira (2023), em que nanoparticulas de GC esterificada com anidrido ftalico e
carregadas com benzonidazol demonstraram formato esférico homogéneo e entrega eficaz do
farmaco em pH basico intestinal, mantendo-se estavel em pH acido, incrementando sua
biodisponibilidade. Em formulacdo similar, a GC foi acetilada e usada para formar
nanoparticulas carregadas com mesalazina, comprovando-se alta eficiéncia de encapsulacéo,
variando entre 87% e 99%, e estabilidade (Lima et al., 2023).
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4 METODOLOGIA
4.1 Lista de materiais

GC, MMA (Sigma Aldrich, lote: MKBZ9986V) PBZ (Dinamica, lote: 75872), NaOH
(Dindmica, lote: 106234), agua destilada (purificada em equipamento Milli-Q, F3NB54345),
metiletilcetona (MEC) (Quimica Moderna, lote: 03372), cloreto de s6dio (NaCl) (Anidrol, lote:
A-8454), AgNO3 (Celab, lote: 14811). Todos os reagentes sdo de grau analitico.

O exsudato do cajueiro foi coletado de arvores do género Anacardium occidentale L.,
nativas de Parnaiba, Piaui - Brasil. A GC (Mw = 2,12 x 104 g/mol) foi doada pela startup
GumLifeBrasil. O exsudato foi purificado por meio de um processo sustentavel, desenvolvido
e patenteado pela startup GumLifeBrasil Tecnologia Sustentdvel em Gomas Naturais e
Modificadas LTDA (CNPJ: 48.141.962/0001-97), que se destaca por ndo utilizar solventes.

4.2 Sintese do polimero GC/PMMA
4.2.1 Retirada do inibidor

O MMA foi purificado por método de extracéo liquido-liquido para remocéo de inibidores
de polimerizagdo, como a hidroquinona. Inicialmente, 0 MMA foi particionado com solucéo
béasica de hidroxido de sodio a 5%, sendo a fragdo organica descartada. Em seguida, a fracéo
basica foi lavada com &gua destilada e coletada na forma de MMA purificado em frasco
contendo cloreto de sddio e armazenado no freezer a -15°C. Antes do uso na reacdo de

polimerizacdo, 0 MMA foi filtrado para remover a agua cristalizada (Le&o et al., 2021).
4.2.2 Polimerizacdo in situ

Os sistemas GC:PMMA foram preparados nas proporcdes de 1:1, 1:4, 1:6 e 1:8 (m/m). Os
calculos foram feitos para o volume de 5 ml de MMA, equivalente a uma massa de 4,68 g. O
iniciador utilizado foi peroxido de benzoila (PBZ) 1% em massa de MMA. O volume de 5 ml
de MMA foi adicionado a um béquer de 50 ml e mantido em agitacdao a 400 rpm e temperatura
ambiente. Ao MMA foi adicionada a proporcao de GC e, a seguir, 0 PBZ, cobrindo o béquer
com papel aluminio e elevando a temperatura do sistema para 80°C por 10 minutos, a fim de
ativar o iniciador térmico PBZ. Apds esse tempo, os sistemas foram mantidos em repouso por
24 horas para garantir a completa reagdo dos materiais, uma vez que nédo foi empregado um

agente terminador, como um &cido forte, para o fim da polimerizagéo (Ledo et al., 2020).
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4.2.3 Secagem por casting

Os sistemas foram solubilizados com 20 ml de metiletilcetona (MEC) por mais 24 horas. a
seguir, foram transferidos 4 ml dos sistemas para placas de petri, em seguida as placas foram
levadas & estufa a 40°C por 4 horas. O filme resultante foi removido cuidadosamente das placas
com uma espétula e colocado em um gral, onde foi triturado com nitrogénio liquido. Por fim, o
po resultante foi acondicionado em tubo falcon para as formulagdes seguintes (Leédo et al.,
2020).

4.3 Obtencéo das NpAg por biossintese

A proporcdo de 1:6 m(m) foi usada para a biossintese das NpAg devido ao espectro de
infravermelho revelar bandas mais agudas e bem definidas para essa proporc¢éo, além de que,
no aspecto visual, sobrou menos GC que ndo reagiu ao fim da reagéo. Por isso, foi preparada
uma dispersédo a 0,1% da GC metacrilada na proporcao 1:6 (m/m) com agua ultrapura, deixando
0 sistema em agitacdo magnética a 400 RPM e temperatura ambiente durante 24 horas para
obter uma melhor dispersdo do polimero. A seguir, foram preparados 50 ml de solucdo de
nitrato de prata (AgNO3) 1mM, ajustando-se o pH da solucdo para 11 com solucdo de NaOH
5M. O béquer em que a solucdo de AgNO3 foi preparada foi coberto totalmente com papel

aluminio.

Apos o periodo de agitacdo da dispersdo de GC metacrilada, a solu¢édo de AGQNO3 1mM
foi colocada em agitacdo magnética a 400 rpm e aquecimento de 70°C. A essa solucdo, foram
adicionados 50 ml da dispersdo 0,1% de GC metacrilada para reducdo dos cations Ag+. A
reacdo foi mantida em agitacdo magnética a 400 RPM e 70°C durante 1 hora. Ap0s esse tempo,
foi resfriada a temperatura ambiente e colocada em tubo falcon de 50 ml. As nanoparticulas

foram entdo centrifugadas por 15 minutos a 3500 rpm.
4.4 Secagem por liofilizacéo

Apos centrifugacdo e resfriamento a temperatura ambiente, as NpAg foram congeladas em
freezer (temperatura -15°C) e liofilizados a -45°C, 500 mmHg e 98h em liofilizador Solab SL-

404 para seguir as caracterizacoes.

4.5 Caracterizagdo dos polimeros isolados, modificados e nanoparticulas
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a) Difratometria de raio X: As analises foram realizadas em temperatura ambiente, no
difratbmetro XRD-6100 (Shimadzu, Japdo), utilizando radiacéo de Cu, tenséo de 40 kV
e corrente de 30 mA. A aquisicdo dos dados foi realizada em modo continuo, com
movimentacdo simultanea do detector e do porta-amostra (step size 0.0120 deg, scan
speed 2.0000 deg/min, sampling pitch 0.0200 deg), com faixa de varredura (2e) de 2-
80° e uso de trés fendas: fenda divergente (1 deg), fenda de disperséo (1 deg) e fenda
receptora 0.3 (mm).

b) Microscopia Eletronica de Varredura (MEV): As imagens foram obtidas em um modelo
de MEV TESCAN VEGAS3, correspondente a um sistema de emisséo termidnica de

tungsténio, adequado para operacdes de alto e baixo vacuo.

c) Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier: O espectro de
infravermelho foi obtido utilizando o equipamento Shimadzu (IRXross) com dispositivo
de reflecténcia total atenuada (ATR) com cristal de seleneto de zinco, obtidas de 650 a

4000 cm™ na resolucéo de 4 cm™.

d) Espectroscopia na Regido do Ultravioleta-Visivel (UV-Vis) foi feita em equipamento
UV-19001 Shimadzu na faixa de 0 a 1000 nm. Foram feitas leituras de 30 minutos, 1
hora e 24 horas de sintese para as NpAg formadas com o copolimero GC/PMMA.

e) Analise do potencial eletrocinético: a analise do tamanho de particula, indice de
polidispersividade (PDI) e Potencial Zeta (PZ) foi realizada no instrumento Zetasizer
Nano ZSP Malvern® em triplicata. O diametro aparente hidrodinamico (d) e o potencial

zeta ({) foram determinados por espalhamento dindmico de luz (DLS).
4.6 Avaliacdo de atividade antimicrobiana

A atividade antibacteriana do polimero GC/PMMA, das NpAg e do AgNO3 foi avaliada
pelo método de determinacdo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) contra trés linhagens
bacterianas. As cepas Staphylococcus aureus ATCC 29213, Escherichia coli ATCC 25922 e
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 foram selecionadas. O ensaio foi realizado no Nucleo
de Pesquisa em Biodiversidade e Biotecnologia (BIOTEC) da Universidade Federal do Delta
do Parnaiba (UFDPar).

4.6.1 Cultivo das linhagens bacterianas
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Vinte e quatro horas antes de realizacdo dos experimentos, as bactérias foram cultivadas
em placas de Petri contendo 4gar Mueller-Hinton (Kasvi™) em condigdes aerobicas, em estufa
bacterioldgica a 35+2°C, por 24 horas. Apos este periodo, e conforme as normas preconizadas
pelo CLSI (2022), uma suspensdo bacteriana em solucdo salina estéril (NaCl 0,85% p/v) foi
preparada, a fim de obter-se um padréo de turbidez correspondente a 0,5 na escala de McFarland
(1 a2,0 x 108 UFC/mI). Esta suspensio foi estabelecida a partir de um padréo de absorbancia
entre 0,08 a 0,13, em Espectrofotdmetro UV-visivel (Shimadzu UV-1800), sob comprimento
de onda de 625 nm. Uma vez padronizada, a suspenséo obtida foi utilizada para a preparacéo
dos in6culos bacterianos empregados na execucdao dos protocolos de determinacdo da CIM
(CLSI, 2022).

4.6.2 Determinagdo da Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) e Bactericida Minima (CBM)

O potencial antibacteriano dos compostos estudados foi avaliado por meio do método
de determinacdo da CIM, através da técnica de microdiluicdo em caldo. O in6culo bacteriano
previamente padronizado para a escala 0,5 de McFarland, foi diluido em caldo Mueller-Hinton
(Kasvi™), obtendo—se uma concentragdo final 5x10° UFC/ml (CLSI, 2022). Utilizando uma
microplaca de 96 pocos, os compostos foram submetidos a uma diluicao seriada de razdo dois,

com a atividade antibacteriana sendo analisada contra as trés linhagens bacterianas/placa.

Para as nanoparticulas e o AgNO3, as concentracGes variaram entre 250-1,95 uM,
realizando-se o ensaio conforme as normas do CLSI (2022), e algumas adaptacdes (Quelemes
et al., 2013). Para 0 GC/PMMA, as concentrac6es variaram entre 0,5-0,003% do polimero. As
placas foram mantidas em aerobiose em estufa bacteriologica a 35+2°C, durante 24 horas; e a
menor concentracdo capaz de inibir o crescimento bacteriano foi definida como a CIM. Em
seguida, ap6s o periodo de incubacdo e definicdo da CIM, o conteido dos pocos
correspondentes as concentracdes > a CIM foram sub cultivados em placas de Petri com dgar
Mueller-Hinton (Kasvi™), de modo a determinar a concentragdo bactericida minima, e assim

caracterizar os efeitos dos compostos estudados em bactericida e/ou bacteriostéatico.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Caracterizacdo do polimero
5.1.1 Difratometria de Raios-X (DR-X)

Figura 10. Perfil cristalografico de GC, do PMMA e GC/PMMA em diferentes proporcoes.
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Fonte: O autor, 2024.

No DRX (Figura 10), foram observados picos indicativos de halo de amorfizacdo em
2e=10° a 20° correspondendo ao PMMA amorfo, e para GC foi observado entre 2e=20° a 30°.
Nos sistemas GC-PMMA, observou-se a manutencdo dos sinais citados anteriormente,
correspondendo a sobreposicdo das cadeias poliméricas do PMMA e da GC, mantendo a

caracteristica amorfa dos materiais.
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5.1.2 Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV)

Figura 11. Microscopia Eletronica de Varredura do polimero GC/PMMA.
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Fonte: O autor, 2024.

A morfologia do polimero amorfo GC/PMMA ¢ avaliada pela MEV (Figura 11), na qual
observa-se uma superficie heterogénea, rugosa e irregular.



5.1.3 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Figura 12. Espectro de infravermelho dos polimeros e materiais isolados.
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No espectro de infravermelho convém distinguir os sinais caracteristicos de cada

polimero, a fim de identificar sinais de absor¢do que sdo tipicos de cada uma das estruturas

empregadas, tanto em sua forma de monémero (MMA) como na de polimero (PMMA).

A formacdo de PMMA a partir do MMA no FTIR (Figura 12) é evidenciada pelo

desaparecimento das bandas de insaturacdo de carbonos sp2 do MMA, ja que, no polimero,

ocorre perda da insaturacdo devido as sucessivas reacdes de adicdo que formam a cadeia

polimérica. No MMA, sinais especificos de insaturacdo entre carbonos sp2 incluem o pequeno

sinal de estiramento em 1620 cm-1. Outro sinal caracteristico do MMA, embora de menor

importéncia na determinacdo da ocorréncia de polimerizacéo, € o estiramento da ligacao entre
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carbono insaturado e hidrogénio, visto no sinal em 2950 cm™ (Huszank, Szilagyi, Szoboszlai
& Szikszai, 2019). Para o PMMA, h4 o “sinal de auséncia” em 1620 cm™, o principal indicativo
de polimerizacdo, como ja descrito, e observam-se ainda as novas ligagdes saturadas formadas,
como a ligagdo entre carbono saturado e hidrogénio em 2850 cm™ (Solomons, T.W.B, Fryle,
C.B, 2011).

A Figura 12 também mostra o espectro correspondente a GC e ao copolimero GC/PMMA
nas proporgdes 1:1, 1:4, 1:6 e 1:8. Dentre as fungdes organicas mais repetitivas da estrutura
destaca-se a hidroxila e a ligacdo glicosidica e metoxila. No espectro, a hidroxila é vista em
3200 cm, enquanto que a ligacgéo glicosidica é vista em sinal de estiramento entre 1050 cm
! (Oliveira et al., 2023).

A proporcéao 1:4 é a primeira em que podem ser notados os dois sinais mais significativos
dos materiais isolados: o estiramento O-H em 3200 cm™, caracteristico da GC, e o
estiramento C=0 de carbonila de éster em 1723 cm™, caracteristica do PMMA. Também
podem ser observados a ligagdo metoxila e glicosidica em 1000 cm™. Sabe-se que a estrutura
da GC e escassa em insaturacOes, entdo as bandas correspondentes as ligagdes entre carbonos
e entre carbonos e hidrogénio sdo referentes a hibridizacdo sp3. Assim, sdo vistos sinais
discretos de estiramento em 2850 cm™ (Solomons, T.W.B, Fryle, C.B, 2011).

A partir dos espectros para as proporcoes € possivel deduzir uma melhor formacéo
de polimero na proporcdo de 1:6 que na proporcdo de 1:4 devido ao fato de que a
transmitancia da banda aguda de carbonila de éster na proporcdo 1:6 apresenta sinais de
transmitancia mais agudos e bem formados. Ja o sistema 1:8 demonstra similaridade com o
sistema 1:4 em varios aspectos: o estiramento de ligagdo metoxila em 1050 cm™, a menor
transmitancia do sinal de carbonila de éster em 1723 cm™ a maior largura da banda de
hidroxila em 3200 cm™. A proporcao 1:1 foi considerada como a menos adequada, pois apos
a polimerizagdo ndo ha aparecimento de estiramento C=0 em 1723 cm™, tornando-se dificil
afirmar quanto a presenca do PMMA. Por outro lado, por apresentar sinais mais bem
definidos no FTIR, a proporc¢édo 1:6 (m/m) foi selecionada para a biossintese das NpAg e as

caracterizacdes seguintes.
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5.2 Caracterizagdo das nanoparticulas de prata
5.2.1 Espectroscopia de Absor¢cdo Molecular na Regido do Ultravioleta-Visivel (UV-Vis)

Figura 13. Espectro de UV-Vis das NpAg.
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Fonte: o autor, 2024.

As NpAg foram preparadas a partir da propor¢édo 1:6 (m/m). O espectro de UV-Vis visto
na Figura 13 evidencia a banda caracteristica de RPS entre 400 e 430 nm, comprovando a
formacdo das NpAg (Qiu et al., 2023). Além disso, a auséncia de absorcao significativa na
regidao entre 450 e 800 nm permite inferir que as NP estdo bem dispersas e ocorre pouca
agregacao (Chen, Wang, Zhang & Li, 2008). O comprimento de onda de absor¢éo na faixa entre
400 e 430 nm e o pico de absorcdo em 410 nm permite ainda sugerir que as NP formadas sdo
pequenas com formato esférico (Tilaki, Irajizad & Mahdavi, 2006; Mukherji, Bharti, Shukla &
Mukherji, 2017; Araruna et al., 2020).

A estimativa do tamanho das NP pelo UV é possivel porque a localizacéo exata da banda de
RPS depende do tamanho das particulas (Pal, Agarwal & Ghosh, 2023), sabendo-se que a
formacdo de NP menores € facilitada pela elevacdo da temperatura para a faixa entre 60 e 80°C
durante a sintese (Biscari et al., 2024). Esse resultado esta de acordo com o observado na

literatura, pois o tamanho das NpAg tende a ser inversamente proporcional a velocidade de
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reducdo dos cétions Ag+ para sua forma metélica (Ider et al., 2017), sendo que a GC é um forte
agente estabilizante, mas um fraco agente redutor de cations Ag+ (Oliveira et al., 2020).

O mecanismo de formacao das NP deve ser a reducgdo dos cations Ag+ pelo ataque do
par eletrénico das hidroxilas da GC. Esse mecanismo é 0 mesmo para estruturas quimicas
semelhantes & GC, como a goma arabica e a goma guar. Com base em resultados de FTIR
discutidos a seguir, observamos que as carbonilas do PMMA, inserido no sistema polimérico
juntamente com a GC, estdo igualmente envolvidas na sintese. Além disso, a GC e 0 PMMA,
conjuntamente, formam uma matriz que ajuda a estabilizar as nanoparticulas (Zahran, Khalifa,
Zahran & Azzem, 2021, Pal, Agarwal & Ghosh, 2023).

Estudos que utilizam a GC in natura e modificada para a formacdo de NP de prata
demonstram muitas vezes 0 mesmo padrdo para a banda de RPS, entre 400 e 430 nm
aproximadamente (Oliveira et al., 2019; 2020). Dois fatores que influenciam na sintese séo a
variacdo na concentragdo do agente redutor e oscilagbes no pH, caso o agente redutor seja
sensivel. A GC apresenta grupos carboxila ionizaveis e 0 aumento da concentracdo de
hidroxilas no meio, causado pela elevacéo do pH para 11, conforme descrito na metodologia,

favorece a reducdo de cations Ag+ (Araruna et al., 2020).

5.2.2 Espalhamento Dindmico de Luz (DLS) e Potencial Zeta (PZ)

Tabela 2. Resultados de tamanho de particula e potencial zeta.

NpAgGC/PMMA Média Desvio padrio
Diametro 35,17 2,662
Hidrodinamico

(nm)

Polidispersividade 0,318 0,092
(PDI)

Potencial Zeta -36,2 3,034

(mV)




42

Fonte: o autor, 2024.

Em conjunto com o UV-Vis, os dados de DLS (Tabela 2) permitem avaliar a formacéo,
tamanho e estabilidade coloidal relativa das Nps. A estabilidade coloidal foi avaliada pelo
mddulo do potencial zeta (PZ), enquanto que o tamanho hidrodindmico e o indice de
polidispersividade (PDI) foram avaliados pelo DLS. A média do PZ aponta uma carga de
superficie negativa e alta estabilidade coloidal das NP pela repulsdo gerada entre as cargas da
prata reduzida. Contudo, é preciso um acompanhamento de médio a longo prazo para certificar
esse resultado. O PDI indica boa dispersdo das particulas no meio reacional, confirmando os
dados indicados pelo UV. Os mecanismos de estabilizacdo das NP incluem a repulséo
eletrostatica, como avaliado no potencial zeta, e o impedimento estérico causado pelas cadeias
poliméricas da GC e do PMMA entrelacadas, que impedem a agregacao de particulas (Oliveira
et al., 2019; Araruna et al., 2020).

Dados da literatura apontam que o tamanho e a nucleacdo das Nps sdo influenciados pela
concentracdo de polimero usado como agente redutor e pelo pH (Abdel-Mohsen et al., 2014;
Kim, Lee, Hwang & Lee, 2015, Araruna et al., 2020). Assim, a GC modificada, quando usada
para a formacéo de NpAg, tende a forméa-las menores e mais estaveis quando em pH 11, o que
é justificado pelo aumento de concentracdo de hidroxilas no meio e ionizacdo de hidroxilas e

carboxilas na GC, favorecendo a reducéo de Ag+ para Ag0 (Oliveira et al., 2019).
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5.2.3 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Figura 14. Espectro de infravermelho das NpAg.
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Fonte: o autor, 2024

A banda de estiramento de ligagdo O-H é vista em 3200 cm™, porém com menor
transmitancia. H4 uma queda notavel na intensidade do sinal de estiramento O-H observado no
espectro da GC para o espectro do polimero GC/PMMA e uma reducdo mais sutil quando
comparamos GC/PMMA a NP. No espectro da NP, a reducdo na intensidade da banda indica
estabilizacdo das NPs e formacdo de interacdes ndo covalentes inter e intramoleculares das
hidroxilas na solugdo polimérica com os cations Ag+ (Pal, Agarwal & Ghosh, 2022; Hudaya et
al., 2024). Ou seja, as hidroxilas do sistema foram usadas para a redugdo dos cations ou ainda
formaram complexos de coordenacdo com os cations Ag+ (Araruna et al., 2020). Pode-se ainda

identificar o estiramento de C-H de carbono sp3 em 2950 cm™.
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A auséncia do sinal de carbonila em 1723 cm™ ¢ evidente. O desaparecimento do
estiramento de carbonila no espectro da nanoparticula indica que as carbonilas do copolimero
estdo envolvidas na formagdo das NP assim como as hidroxilas (Oliveira et al., 2019). O
mecanismo pelo qual isso se da é o uso do par eletrénico do oxigénio carbonilico para reducéo
dos cétions Ag+. Tanto as hidroxilas da GC como as carbonilas do PMMA sdo funcdes
orgénicas nucleofilicas e que apresentam alta densidade eletrénica. A aproximacdo de um
cation metalico de prata, uma estrutura com baixa densidade eletrénica, favorece a reducéo dos
atomos e o processo de nucleacdo. O consumo completo da carbonila do PMMA comparado a
reducédo do sinal de OH pode indicar que as carbonilas do PMMA, no copolimero, sdo agentes
redutores mais fortes do que as hidroxilas da GC. Isso estd de acordo com o observado em
literatura, pois a GC € um bom agente estabilizante, mas um fraco agente redutor (Oliveira et
al., 2023). Esse achado indica que as Nps formadas com copolimero GC/PMMA sdo mais bem
formadas que apenas com a GC.

Outros dois sinais sao caracteristicos da formacdo de NpAg: o primeiro € a auséncia de
sinal em 1250 cm™, que é indicativo de fon nitrato (NO3-). O ion nitrato existe na solugéo
aquosa de AgNO3 usada como fonte dos cations Ag+. Durante a sintese, 0s cations séo
reduzidos e sofrem nucleacgdo para formacdo de NpAg. Apos a formacgédo das NpAg o ion nitrato
ndo é mais detectado. (Moges & Goud, 2022; Ali et al., 2022).

No FTIR das NpAg tambem é notavel uma tendéncia de deslocamento a esquerda do
estiramento de ligacdo O-C, que é visto em 1420 cm™. E possivel que esse sinal seja
correspondente ao estiramento O-C um pouco deslocado devido a reagédo de polimerizacao (Ali
et al., 2022; Oliveira et al., 2023).

Na zona abaixo de 1000 cm™ nota-se dois sinais importantes: o estiramento de ligagdo
metoxila C-O-C em 1000 cm™ a deformag&o angular fora do plano da ligagdo O-H em 800 cm
1 (Solomons & Fryhle, 2017). A presenca do sinal de estiramento C-O-C em 1000 cm™ e a
auséncia do sinal O-CH3 em 1200 cm™ pode indicar que ha, na nanoparticula, ligacdes
glicosidicas mas poucas terminacdes metoxila (Bodas & Gangal, 2005). Isso pode ser um

resultado do revestimento das terminagdes de cadeia da GC com o0 PMMA.
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5.2.4 Avaliagdo de atividade antimicrobiana

Tabela 3. Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM) dos compostos
estudados. Os resultados sdo expressos em UM de prata para as NpAg e para 0 AGNO3 e em porcentagem para o
polimero GC/PMMA. NT= Nao testado.

Linhagens GC/PMMA NpAg GC/PMMA AgNO3
bacterianas

CiIM CBM CiIM CBM CiIM CBM
S. aureus >0,5% NT 250uM >250pM  15,62uM 31,25uM
ATCC 29213
E. coli >0,5%  NT 250uM  >250pM  62,5uM  62,5uM
ATCC 25922
P. aeruginosa >0,5% NT 62,5uM >250uM 31,25uM 62,5uM
ATCC 27853

Fonte: o autor, 2024

A CIM de uma bactéria é a menor concentracao capaz de inibir o crescimento de um indculo
bacteriano em um teste padréo, enquanto que a CBM é a menor concentracao de antibiotico que
mata o indculo e pode ser determinado a partir de testes de CIM de diluicdo em caldo por
subcultura em meio agar sem antibioticos (French et al., 2006).

S. aureus e E.coli sdo duas das espécies bacterianas com maior importancia etioldgica
em processos toxicos e infecciosos humanos. S. aureus, um coco gram-positivo, gera infeccoes
enddgenas, como em infec¢bes em pacientes imunocomprometidos, ou exdgenas como no
contato direto com objetos contaminados. Produz toxinas termoestaveis que podem permanecer
no alimento mesmo apods o cozimento. Dentre as intoxicacdes alimentares de origem bacteriana
no mundo, cerca de 45% estdo relacionadas a S. aureus (Bresolin et al., 2005; Vieira & Agostini,
2011);

A E.coli, um bacilo gram-negativo presente na microbiota intestinal de animais de sangue
quente como 0 ser humano, esti associada a infec¢es no trato urinario, sepse, meningites
neonatais e gastrenterites (Prere & Fayet, 2005; Shelton et al., 2006; Cunha et al., 2006).
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P. aeruginosa, também patogénica, € uma bactéria gram-negativa oportunista com
morfologia de bastonete. Um de seus principais fatores de viruléncia € a capacidade de formar
uma matriz extracelular adesiva com formacéo de biofilme, uma superficie viscosa na qual 0s
microrganismos estao aderidos para se protegerem das condi¢cdes ambientais desfavoraveis. Por
isso, a formacéo de biofilme é também um mecanismo de resisténcia bacteriana (Kalishwaralal
et al., 2010; Freire et al., 2018).

A escolha do método para os testes de atividade antimicrobiana seguiu o descrito por
Quelemes (2013) onde o autor selecionou S. aureus e E.coli para comparar a eficcia relativa
das NpAg produzidas com espécies gram-positivas e gram-negativas, respectivamente. Foi
incrementada nesse trabalho uma cepa de P. aeruginosa para comparar a eficiéncia relativa das
NpAg na inibi¢do do crescimento de bactérias formadoras de biofilme.

O polimero GC/PMMA néo apresentou nem atividade bacteriostatica nem bactericida para
as cepas testadas. Esses resultados estdo de acordo com o reportado na literatura, conforme
Araruna (2020) e Quelemes (2013).

A partir dos resultados obtidos foi possivel observar que enquanto o polimero ndo apresentou
atividade antibacteriana nas concentracfes testadas, as AgNPs-GC-g-PMMA apresentaram
uma CIM variando entre 62,5 e 250 UM de prata, e uma CBM superior a 250 UM de prata,
caracterizando desta forma o efeito antibacteriano como bacteriostatico. Observou-se CIM
menor para a P. aeruginosa, fato importante devido a capacidade de formacdo de biofilme,
importante mecanismo de resisténcia bacteriana.

A maior suscetibilidade das bactérias Gram-negativas as NpAg pode ser devida a rapida
internalizacdo das Nps através de suas finas paredes celulares, que sdo pobres em
peptidoglicano, inativando e/ou alterando a estrutura da proteina, levando a morte celular. As
bactérias Gram-positivas possuem parede celular contendo espessa camada de peptidoglicano,
sendo mais dificil absorver NpAg no citoplasma, o que pode explicar a necessidade de uma

maior concentracdo do agente para a acao antibacteriana (Venkatpurwar & Pokharkar, 2011).

Sabe-se que a atividade antibacteriana das NpAg ocorre pela interferéncia da prata na via
bioenergética. Apds serem internalizadas pela membrana gragas ao seu pequeno tamanho, as
particulas liberam cations Ag+ que interagem com o grupo sulfidrila do aminoacido cisteina,
interferindo no metabolismo energético através da inibicdo de enzimas envolvidas na cadeia
transportadora de elétrons na mitocdndria, bloqueando a sintese energética e inativando a célula
bacteriana ao causar a precipitacdo de proteinas. Além disso, os cations Ag+, que seguem sendo

liberados a partir das nanoparticulas internalizadas, podem formar espécies reativas de oxigénio
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e estresse oxidativo causando disfungdes e desorganizacdo na estrutura do DNA, lipideos e
proteinas, eventualmente conduzindo a célula @ morte (Thomas, Yallapu, Sreedhar & Bajpai,
2007; Marambio-Jones, Catalina & Hoek, 2010; Devi, Girigoswami, Siddharth & Girigoswami,
2022).

A funcionalidade dos polissacarideos, como as gomas, trazem estabilidade para as Nps, que
podem ser incorporadas em compdsitos e a biossintese, como ja dito, permite a obtencéo de
sistemas mais biocompativeis e menos tdxicos. Dentre 0s parametros que permitem o emprego
de NpAg como sistemas de liberagdo controlada, a responsividade dos materiais isolados as
variacdes de pH e a somatoria entre a propriedade antimicrobiana intrinseca das NpAg com
aquela que possui os antimicrobianos na mesma formulacdo pode ser uma associacao Util no

combate a infecgdes (Singh et al., 2024).
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6 CONCLUSAO

O perfil cristalografico obtido e a microscopia confirmam que a estrutura da
GC/PMMA é amorfa e o espectro de FTIR aponta o sucesso na formacdo do copolimero
GC/PMMA. Para as NpAg, o espectro de UV-Vis ratifica a biossintese pela banda de RPS
observada e indica a formacdo de particulas pequenas, esféricas e bem dispersas. O FTIR
confirma que a formacdo de Nps seguiu 0 mecanismo previsto através das hidroxilas da GC,
mas também identificou o consumo completo de estiramento C=0, das carbonilas originadas
do PMMA, indicando que essa funcdo organica também foi utilizada na reducdo dos céations
Ag+, uma modificacdo e achado inéditos entre essas estruturas. O PZ e PDI indicam que as
NpAg apresentam boa estabilidade coloidal relativa e dispersdo, como previamente apontado
pelo UV-Vis, embora seja preciso um acompanhamento por maior periodo de tempo para
certificar esse achado. A avaliacdo de atividade antimicrobiana demonstra que as NpAg
apresentam efeito antimicrobiano bacteriostatico sobretudo para a cepa de P. aeruginosa, uma
espécie gram-negativa. Desta forma, é possivel concluir que os resultados discutidos apontam
para a formagdo do copolimero GC/PMMA e que este é capaz de sintetizar Nps pequenas,
homogéneas e bem dispersas pelos grupos funcionais hidroxila da GC e carbonila do PMMA
em uma reacdo inédita para esses dois materiais. Além disso, o copolimero contribui na
estabilizacdo das Nps pelo impedimento estérico da cadeia polimérica, que impede a
aproximacao das Nps e as mantém em dispersdo coloidal sem precipitacdo. A biossintese é uma
metodologia sustentavel e capaz de substituir reagentes sintéticos convencionais usados na
sintese de NpAg, em um esforco para reduzir sua toxicidade e manter a atividade

antimicrobiana.
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