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RESUMO

A escassez de novas ferramentas paratmot®dos agentes microbianos responsaveis
por infecgcbes humanas consiste em um grande debafitas pesquisas tém sido realizadas
na busca e caracterizacdo de novas tecnologiapagseiam acdes antimicrobianas para a
criacdo de modelos promissores de novos farmacmféccoes relacionadas a Assisténcia a
Saude (IrAS), sdo causadas por uma grande variattaaeicrorganismos, principalmente,
bactérias e em ambientes hospitalares. Entretastas bactérias podem ser encontradas em
todos os locais onde ha assisténcia ao pacientelvendo sistemas de néo internagdo, como
enfermarias, ambulatérios e consultérios, manifekisse durante a internagdo ou até mesmo
apos a alta e podendo se relacionar com a internagé&com procedimentos hospitalares.
Neste sentido os nanomateriais constituem um aro@iopo de descobertas para novas
tecnologias, que possam ser utilizadas como femtsepara a producdo de novos
compostos, que possam atuar no controle de infechospitalares. Dessa forma, esse
trabalho apresenta a sintese de um coléide magnétjaoso acido (pH=3) a base de
nanoparticulas de Cof&,@y-Fe,0s;, com didmetro médio de 9,5 nm, analisado por ¢hfva
de raios-x e por micorscopia eletronica de transfnisEsse coloide, também foi utilizado em
bioensaios contra bactérias patogénicas e sudadiantimicrobiana foi avaliada. O coldide,
na forma aquosa, ndo apresentou atividade contrpat®yenosEscherichia coli e a
Saphylococcus aureus. Diferentemente, o pé de particulas, adquirido &aecagem do
coloide, apresentou-se efetivo contra a bactériagpaica human&. coli e aS. aureus.
Contudo, os resultados apresentados nesse trabaBtram o potencial desse material
nanoestruturado na producdo de uma ferramenta gsgapgerar a reducdo dos danos

causados por infeccdes hospitalares.

Palavras Chave:particulas,coloide, nanomaterial, nanoestruturaddeccoes, hospitalares,.
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ABSTRACT

The shortage of new tools for the control of micablagents responsible for human infections
consists of a great challenge. Many researches baea conducted in the search and
characterization of new technologies that havenadotobial actions for creating models of
promising new drugs. Infections related to Healdsi&tance (IrHA) are caused by a variety
of microorganisms, mainly bacteria in hospitalisgd. However, these bacteria can be found
in all places where there are patient care, inngi\8ystems of no hospitalization, as wards,
outpatient clinics, manifesting during hospitaliaator even after discharge, and may relate
to the hospitalization or with hospital procedurés.this sense nanomaterials constitute a
wide field for discoveries of new technologies thah be used as tools for the production of
new compounds that may act to control nosocomiaktions. Thus, this work presents the
synthesis of a magnetic colloid aqueous acid (p8) based on nanoparticles CeBgay-
FeOs, with an average diameter of 9.5 nm analyzed bgyxdiffraction and microscopic
electron transmission. This colloid was also usebivassays against pathogenic bacteria and
antimicrobial activity was evaluated. The colloid, liquid form, didn't present activity
against the pathogerisscherichia coli and Saphylococcus aureus. Differently, the powder
particles, obtained after drying the colloid, wassented as effective against human
pathogenic bacterig. coli andS. aureus. However, the results presented in this study show
the potential of this nanostructured material camegate the possibility of reducing the
damage caused by hospital infections.

Keywords: particles, colloid, nanomaterials, nanostructuresipital infections.
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i. ]ntroduqéo

1.1 -(iéncias de Materiais:

A Ciéncia de materiais € o ramo da ciéncia qudzeeahvestigacdes nos materiais,
bem como, a relacdo entre as suas propriedadestuess, performances, formas de
caracterizagao e processamento. Cada processapuglganodificar a estrutura do material,
0 que podera gerar uma alteracdo de suas propeedgde por sua vez delimitam o seu
desempenho

Considerando 0s processos quimicos, fisicos ediml® que ocorrem na Natureza, €
possivel identificar a presenca da nanotecnologia periodos remotos da historia da
humanidade. Ha aproximadamente 4000 anos a.C.Jgognestas egipcios utilizavam o
“elixir de ouro” para estimular a mente e restawrguventude O famoso “elixir da longa
vida’, era constituido na realidade por particulas d® @m suspensao com tamanho da
ordem de 1-100 nm. Os chineses, mesmo sem conscidesse fato, ja aplicavam a
nanotecnologia, ao empregarem nanoparticulas #déaam solucdo aquosa para produzir a
tinta nanquim

Na Europa, o colorido dos vitrais das igrejas meais, produzidos pelos artesdes, era
o resultado da formulagdo do vidro com nanopad&ule ouro. A famosa “Taca de
Licurgus”, do século IV d.C., que exibe uma cordeequando a luz é refletida, mas €
vermelha sob luz transmitida, é na realidade conidd por nanoparticulas de ouro e

prata(Figura 1).

Figura 1- Tacas de Licurgus em coloracao verde (luz refi¢tedcoloracao vermelha (luz transmitida).
(http://pubs.rsc.org/en/content/articlehtm|/2008/8D0086g)



No século XIX, Michael Faraday demostrou a relagétre as propriedades e o
tamanho de particulas de ouro e observou que ontamimmfluenciava na capacidade de
absorcéo de luz. Sendo assim, era possivel obtersds cores em material a base de ouro,
dependendo do tamanho das particulas. Na sua foatogeal, 0 ouro possui uma coloracéo
amarelada, contudo, dependendo do tamanho dasutestiele podera se mostrar negro, rubi
ou arroxeaddo

Logo depois desse periodo, os tratamentos térmicasros processos tiveram grande
importancia para o estudo dos materiais. Duranteudalismo no Japéo, a fabricacdo das
espadas japonesas, produzidas de maneira manasfsatde um processo demorado e
detalhista, davam a um guerreiro Samurai gratdieise podet. Assim também na Europa,
onde a producdo de armaduras de combate com @aéomireta de temperatura evitava
grandes deformacdes ou a total inutilizacdo da petai. O dominio dos metais, atraves das
técnicas do emprego da temperatura possibilit@bachcao de armas de material bélico que
poderiam destruir grandes civilizacdes, fornecestéo dominio e poder

Uma visdo atbmica dos materiais sO se tornou pelsgiando a Fisica deixou de ser
considerada um conjunto de ciéncias separadas ci@giémecanica, do calor, do
eletromagnetismo, do som, da luz, etc.) e passenfatizar as leis da conservacgéo, 0s
conceitos de campos e ondas e ao fazer parceridarfientais com a Quimica, Biologia e
Engenharia. Toda essa interacdo gerou entdo gramaesigacdes nessa area criando entdo
esse ramo da ciéncia conhecido como Ciéncia derisliate

A area de Ciéncia de Materiais vem apresentanddas@mpenho notério nos ultimos
anos. O que pode ser comprovado pela alta taxeodegéo cientifica na area.

Observou-se que a area de Ciéncia dos Materiasseatrecerca de 34%, no periodo
entre 2003 a 2009, em producéo cientifica, enquactescimento observado em outras areas
do conhecimento foi inferior a 26%. Na América hatipor exemplo, a area de Ciéncia de
Materiais cresceu 39% no mesmo periodo e no Bapsilximadamente 41%%

Dessa forma, observa-se que a regido do mundo rqusempre caracterizada pela
producdo intensiva de matéria-prima tem, recent&memprogredido, de maneira
cientificamente significativa, na compreensado, deskimento e otimizacdo de materiais

convencionais e também na producao de rfovos



1.2 - Nanotccnologia:

A nanotecnologia teve seu surgimento no final dmlgeéXX como uma renovada
promessa de obtencdo de rapidos avancos que pudesizer profundos impactos nas mais
diversas areas da sociedade hurmana

Ainda sim, varios outros conceitos surgiram com asspr do tempo e com
desenvolvimento de novas ferramentas em nanoteginol® fisico Richard Feynman, em
1959, trouxe um conceito amplo para a nanotecralcgjerindo se a ela como a ciéncia que
envolve a manipulacdo dos atomos como forma detroim®iovos materiais, ou seja, a
ciéncia que determina a manipulacdo da matériasealeenanométrica, j4 que nesta escala 0s
atomos revelam caracteristicas peculiares podepdesentar novas propriedades como:
resisténcia a temperatura, cores diversificadagjvidgade quimica, condutividade elétrica
dentre outrds ®°

De fato, a capacidade técnica de manipular a ratéridimensao de seus atomos e
moléculas esta revelando, de maneira inovadoraashquwopriedades de materiais ja
conhecidos, e isso permite a construcdo de novaspastos e dispositivos, onde as
aplicacbes estdo ligadas com as mais diferentess &le conhecimento e pretendendo
incrementar toda a producéao tecnoldgica atual: daaos, eletrénicos, vestuarios,®etc

Do ponto de vista atual sobre este conceito, ped#servar que:

“Os termos nanociéncias e nanotecnologias se referem, respectivamente, ao estudo e as
aplicacBes tecnoldgicas de objetos e dispositivos que tenham ao menos uma de suas
dimensdes fisicas menores que, ou da ordem de, algumas dezenas de nandmetros. Nano
(do grego “ando”) € um prefixo usado nas ciéncias para designar uma parte em um bilhao
e, assim, um nandmetro (1nm) corresponde a um bilionésimo de um metro [...] “Nano”,

portanto, é uma medida e ndo um objeto”. (L&do, 2006, p. 1)*°.



O papel fundamental adquirido pela nanotecnolagia $ido bastante significativo, o
que permitiu o desenvolvimento de novos métodosceidas, jA com aplicabilidade em
diferentes procedimentos industriais - producaalaeentos, cosméticos, farmacos, tecidos,

dentre outros de um modo extremamente singular:

“A proposta central da nanotecnologia é assim a de montar, a partir da manipulagao
individual de atomos e moléculas, dispositivos moleculares milhares de vezes menores
gue um fio de cabelo, capazes de construir outros dispositivos e maquinas, encaixando
moléculas uma a uma, com uma precisdo e eficiéncia impressionantes, e a um custo
reduzido ja que a matéria-prima - os atomos - afinal existe em abundéncia na
natureza...“(Oliveira, 2002, p. 209)ll

O termo nanotecnologia foi descrito e introduzidgdopengenheiro japonés Norio
Taniguchi, para designar uma nova tecnologia qualéen do controle de materiais e da
engenharia em microescdfa Entretanto, o significado do termo na atualida€eaproxima
mais da formulacdo de Eric Drexler, que correspoadmetodologia de processamento
envolvendo a manipulacédo atomo a at&mo

Sendo resultado da interacdo das grandes areamntleaimento, tais como, a Fisica
Quantica, Biologia Molecular, Eletrénica, Quimica Engenharia de Materiais, a
nanotecnociéncia tem como objeto de estudo as ipdagles dos materiais quando
manipulados em nivel atémico e molecular, postdnito a alteracdo de como cor,
condutividade elétrica, resisténcia e dureza eatéel as amostras macroscopicas.

Tais propriedades sao objeto de interesse das divaigsas areas do conhecimento.
Seu uso parece ser ainda mais promissor para ass rdensaude, nas quais se anuncia a
possibilidade de cirurgias menos invasivas e mézes e medicamentos com maior
especificidade no tratamento de determinadas deenca

Por outro lado, a nanociéncia constitui o estuddesth@meno e da manipulagcéo de
sistemas fisicos que gerem informacdes quantofased¢as perceptiveis, em uma escala
chamada de nano (M= 1 nm) com comprimentos tipicos que ndo exced@@nrm em

pelo menos uma direcao.



Portanto, a nanotecnologia foca o projeto, caraeigfo, producdo e aplicacdo de
sistemas e componentes em nanoeScala

As pesquisas sobre aspectos técnicos e cientdfecosnotecnologia recebem diversos
investimentos e uma quantidade grande de prodateabggam ao mercado com um valor
mais acessivel em varias areas como a farmacéidtita, eletrbnica entre outras.

De maneira histérica, com a real promessa de gsaadancos e investimentos que
acompanham a nanotecnologia, surgiram uma sériareles denominadas como “nano”,
indicadas pelos termos nanobiotecnologia, nanafisimanoquimica, nano-0ptica,
nanoeletrbnica, nanorrobdtica e nanomediéiqae se referem a areas tradicionais de
conhecimento, mas incorporam materiais e dispasitmanipulados nanometricamente as
suas praticas, com o objetivo de se beneficiamdaas propriedades. Em particular, termos
como nanoeconomia, nanodireito e nanoética indicana potencial transformacdo de
conhecimentos, préticas, instituicbes ferramentasmativas, ap0s a incorporacdo da
nanotecnologia em nosso cotidi&no

Entretanto, alguns conceitos, como nanoparticulaanomateriais, materiais
nanoestruturados e materiais nanoengenheirados,ecemer atencdo especial. As
“nanoparticulas” sédo particulas em que ao menosdasaimensdes é nanométrica, ou seja,
ao menos uma das dimensdes tem um tamanho entreall®@nm, que corresponde as
estruturas atbmicas e moleculares. Estas nanagagindo sdo necessariamente produtos da
acdo humana e se encontram naturalmente dispeysagin ambiente, como por exemplo,
particulas de poeira.

Ja os chamados “nanomateriais”, “materiais nanaesédos” ou “materiais

nanoengenheirados” sdo na maioria das vezes zadet pelo homem. (Figura 2)

Figura 2 —Imagens obtidas com microscopio eletronico derakalugdo (HTREM) de nanopariculas de ferro
recobertas com carbono.(http://dx.doi.org/10.43QQ0&-06142007000100002



1.5

- Materiais Nanoestruturados:

Materiais nanoestruturados consistem em blocosostudpicos ou macroscopicos de

um material que, durante seu processo de fabricagdiceu algum tipo de estruturagcdo ou

manipulagdo em nivel nanométrico. Eles podem dé&raatos para construir uma diversidade

de produtos e dispositivos mais ou menos complegoshecidos por sua vez como

nanoprodutos e nanodispositivos, respectivamente.

Esses materiais apresentam, pelo menos em umasdiojem tamanho na ordem de

nanémetros, sendo estruturalmente caracterizadosurpa grande fracdo volumétrica de

contornos de graos ou interfaces, as quais podenaratie forma significativa uma variedade

de propriedades fisicas e quimicas quando comparaalms materiais cristalinos

convencionais. Essas variacdes nas propriedadesamasdo tamanho reduzido, forma dos

cristalitos, baixa densidade ou numero de coordena@s interfaces entre os elementos

estruturai¥.

A Tabela 1 mostra as trés categorias nas quaisateriais nanoestruturados podem
ser dividido$..

Tabela 1 - Tipos de categorias de materiais nanoesturados.

Categorias Definicao Técnicas de obtencdo
Materiais com dimensdes reduzidas|ouDeposicdo quimica ou fisica de vapor;
12 dimensionalmente na forma de Condensacéo de gas inerte;
nanoparticulas, fios, fitas ou filmeés Micela reversa.
finos.
Materiais em que a estrutura € limitgdaDeposicdo quimica ou fisica de vapor;
22 por uma regido superficial fina do Irradiacédo a laser.

volume do material.

38.

Consiste de soélidos volumétricos cq

estrutura na escala de nanémetros.

pm Misturas mecanicas;

- Deposigéo quimica ou fisica de vapor.




Desde as primeiras utilizagbes em meados da débadd0 até os dias de hoje,
diversas novas técnicas estdo sendo desenvohadapmducdo de nanoestruturas, sejam em
forma de nanofilmes, nanoparticulas (compactas isperbsas) e sistemas de controle da
matéria em nivel atbmico e molecular, com a firslel de criar novas propriedades em
relacdo ao material de origem ampliando assim aplasacoes *°

A sintese de nanoestruturas pode ser realizada@iorde diversos processos em fase
liquida, vapor ou solida. Contudo, o primeiro passssas sinteses é a escolha de um método
com grau de produtividade e que possibilite a aldterde diferentes materiais de maneira
controlad®&. Assim, os materiais nanoestruturados utilizados @gulicacdo industrial sao
agqueles que podem ser sintetizados em baixas taetu@e e processados em diferentes
formas e maneiras dando um bom desempenho.

Dentre as grandes areas do conhecimento, a ufibzde nanoestruturados vem se
tornando cada vez mais frequente e trazem um dEst@gra 0S seguintes ramos:
nanobiotecnologia, nanofarmacia e a nanoeletrnigasas areas produzem uma grande
diversidade de nanomateriais, tais como: derivadoscarbono, derivados metélicos e
polimeros; suas aplicacbes sdo muito amplas, destddese de componentes eletrénicos, até
agentes terapéuticos e produtos para tratamendgiéisp do sold.

Com intuito de analisar a capacidade toxica derdebhadas nanoparticulas, surgiu o
campo da nanotoxicologia. Diversas pesquisas nésta, ainda em seu inicio, tém
demostrado que a diminui¢do da dimensao tornampa@stos quimicamente mais reativos, o
que acelera a disseminacdo das particulas em eolédghcionalmente, o tamanho das
particulas facilita sua passagem pelas membrah#ares e outras membranas intracelulares,
como a nuclear. J4 no conteudo citoplasmatico aas$cplas podem interagir e, até mesmo,
hibridizar com estruturas subcelulares, como mitreios e o DNA.

Contudo, ha indicios de respostas fisiolégicamsifeadas e patolégicas a presenca
de determinadas nanoparticulas, quando estas k#tadas em comparagdo com particulas
que ndo sofreram o mesmo processo de sinteseutuetéio. Foram relatados efeitos como
aumento da resposta inflamatéria, fibrose, reacaksgicas, genotoxicidade, efeitos
carcinogénicos e, em estudos preliminares em cgbfmicam afetadas as funcbes do sistema

cardiovascular e linfatico



O grau de toxicidade de determinadas nanopartieutkss materiais nanoestruturados
depende da interacdo de diversos fatores, entsg elamanho, a concentracdo, o tempo de
exposicao, o estado de saude e caracteristicassesad e peculiares de cada organismo que

esta em contato com esse tipo de matérial

1 4 —Nanocoloides e f:luiclos Magnéticos

Um dos materiais nanoestruturados que vem se cdesta dentro do cenario
promissor da nanotecnologia séo os coloides. Ootentdide € oriundo do gredgmlla, cola+
eidos formd. Colbides sdo misturas heterogéneas que apreseptédonmenos, duas fases
distintas. Esse material pode ser, de maneira sioapla, descrito como uma mistura de
particulas nanométricas dispersas em um liquidoeadof. De maneira descritiva, 0s
coloides sao dispersdes de particulas (fase dgspgbisn < d < 1um) em um solvente (fase de
dispersad)

A utilizacédo dos coldides pela humanidade é datawito antes da implementacéo da
ciéncia moderna. Um exemplo classico é a utilizagd@dinta Nanquim na China desde o
século IV a. C., pois era composta por particulasomeétricas de carvdo suspensa em“‘agua
Uma categoria de nanoestruturados inteligentes,ocom coloides, que vem ganhando
importante destaque nas Ultimas décadas sao oslofluMagnéticos (FM), também

conhecidos como Ferrofluidos (FF)(Figura 3).

ol

Figura 3 —Imagens de observacao microscépica do fen6memstibilidade de pico para um Ferrofluido sob
a acdo de um forte campo magnético aplicado. {ltg265.imageshack.us/img265/7452/3ferrofluidogd)jp



Os FM séao dispersdes coloidais estaveis de namoyag magnéticas (geralmente
ferritas) em um liquido carreadbr

Na natureza ndo encontramos fluidos homogéneosoopniedades ferromagnéticas.
As propriedades magnéticas sempre estiveram rakatds a certos materiais, como o ferro
no estado solido, por exemplo. A ideia de um liquidagnético ndo é recente, mas
permanece sendo amplamente estudada

Dentre diversas aplicacfes, podemos citar tintl®sse juntas magnéti¢gsalto-
falantes, vetorizacdo de drogas, separacdo deasgtlihgnostico por imagem, tratamento de
alguns tipos de céancer por hiperterihialém de diversas outras aplicacdes na area deié
e tecnologia: da industria a medidha

Nessa aplicacdo da area médica, 0s avancos semastrda mais promissores com a
utiizacdo em marcacdo de céldtasvetorizacdo de drogdse na utilizacdo contra

microrganismos patogénicos.

1.5~ ]mcccc;z”ao Hospitalar:

As bactérias sdo parte integral e inseparavel da wo planeta Terra. Elas s&o
encontradas em VAarios ecossistemas terrestres &icagy tanto de forma livre quanto
associadas a outros seres Vivos.

A maior parte das bactérias sdo in6cuas aos sapederos, enquanto que algumas
encontram se em estado de simbiose, trazendo dssimeficios para seu hospedeiro,
fornecendo nutrientes ou protecdo contra patéggmesiadores e doencas e, limitando a
habilidade de colonizacdo de bactérias nocivas.

A alta taxa de replicacdo das bactérias, asso@agtande quantidade de individuos
por populacdo e aos mecanismos de transmissdmde bera e inter espécies, possibilita as
bactérias uma grande capacidade de resposta asgasdambientais Assim, quando certos
antibioticos sao introduzidos no ambiente, mecanssde pressao seletiva tendem a favorecer

individuos com resisténcia natural, gerando em @éeimpo populacdes resistertes



Aproximadamente, 70 anos se passaram desde achiizios primeiros antibibticos,
de forma que o desenvolvimento de resisténcia hactetem se tornado um dos grandes
desafios da medicina moderna. Além de causar igpi@s surtos em ambientes relacionados
a servicos de saude, estas bactérias tem sido tesd@sm também em ambientes
comunitario®. Dessa forma, segundo a Organizacdo Mundial da eSaagdentes
antimicrobianos tornam-se ferramentas essenciaia @asalde e o bem-estar dos seres
humanos e isso, de fato, € uma preocupacado mundial.

A infeccdo hospitalar, também conhecida como nows@idgem como definicdo ser
uma reacdo patolégica causada por microrganisnm&empientes de ambientes hospitalares
durante a internacdo ou apos a alta do paétehtepresenta, como descrito acima, um
importante problema de saude publica mundial. Aagfio hospitalar pode ser adquirida n&o
apenas por pacientes, que apresentam maior sumsloggdie, mas também, embora menos
frequentemente, por visitantes e funcionarios d@mo hospita?.

A Infectious Diseases Society of Amerigdatou em 2004 que, nos hospitais
americanos, aproximadamente 2 milhdes de pessoasfeédtadas por bactérias anualmente,
e que, aproximadamente 4,5% dessescasos levamiemtpaa Obito. Uma das principais
causas da intensidade dessas infec¢des € a reisidb@oteriana que € crescente tanto paises
emergentes como nos ja desenvolvith§"

1.6~ (lassificacao das bactérias ~ (Coloracso de (Gram:

O bacteriologista dinamarqués Hans Christian Graaljzou estudos e descreveu a
técnica para corar bactérias para facilitar a a@alie microscopia desses microrganismos,
essa técnica recebeu o nome decoloracdo Gram naeard®84. De forma experimental,
corou laminas com esfregaco com violeta de gencarn@ercebeu que se as bactérias
existentes nestes esfregacos uma vez coradas ranpe coloragdo adquirida com alcool,
se previamente fossem tratadas com¥odo

ApOs o aprimoramento da o métodologia, adicionondai outros corantes

denominados “contra-corantes”, tais como: safraaifisina basicéa



Apds essa comprovacgdo cientifica as bactérias fdeanbém classificadas como
Gram-positivas (aproximadamente de cor roxa) oum@ragativas (aproximadamente de cor
vermelha), isto dependera da parede celular deédmcSe for estruturalmente simples a
coloracéo sera positiva, se for estruturalmenteptexa a coloracdo sera entdo negétiva

Bactérias Gram-negativas sao aquelas que apresamtsanmembrana em dupla
camada, que consiste em uma membrana interna rigeeem fosfolipidios e uma membrana
externa que é rica em fosfolipidios e lipopolisatias (LPS). Existe também um espaco
chamado de periplasmatico que separa essas memlgrammatém peptideoglicanos. Varios
grupos de proteinas estdo associados a essas mambcamo as porinas, associadas a
membrana externa, a qual permite a passagem demes:; as lipoproteinas, associadas a
também a membrana externa por uma calda lipidiceubanidade N-terminal; as proteinas
integrais, que atravessam a membrana externa eas v&gioes; as periplasmaticas; e as
associadas a membrana interna, envolvidas comabgac ATPs, transporte de ions e
pequenas moléculas29. As bactérias Gram- negativaduzem uma diversidade de
polissacarideos. Entre esses, o LPS bem como issquarideos exo e o capsular- (PSs) séo
particularmente importantes para sua interacdoa@simtema imune do hospedeiro. Contudo,
esses polissacarideos sao diferenciados quantoas Isgalizacbes na parede celular
bacteriana e por suas fungoes.

Enquanto LPSs estdo ancorados na membrana baatesitarna de Gram-negativas
através de sua camada lipidica e atuam como mak@addrdo associadas ao patogeno,
estimulando a resposta do hospedeiro, PSs sa@diemo meio extra celular e podem
formar barreiras fisicas (biofilmes e estruturagsoéares), as quais favorecem a evasao da
resposta imune do hospedéiro
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Figura 4 —Composi¢cédo da composicao da membrana em bacB&naas-negativas.

Bactérias Gram-positivas sao aquelas que apresamtzancomposi¢ao singular em
sua parede celular, a qual se baseia em mureiaptiglgoglicanos, formando um arcabouco
composto por alternancia de N-acetil-glicosamingcielo N-acetilmuramico29 31, onde se
encontra ligado o acido teicéico. Este acido peddifar a ligacdo e a regulacdo de entrada e

saida de cations nas células e regular a atividasi@utolisinas durante o processo de divisao
celulaf®.

Figura 5 — Composi¢cédo da composicao da membrana em bac&naas-positivas



Estas diferencas entre bactérias Gram-positivasaen@egativas sdo caracteristicas
determinantes na resisténcia ou susceptibilidagietrada de um determinado antibiético no
interior da célula. No século XVIII, comecaramrektos envolvendo LPS, a partir da busca
por substancias produtoras de febre e doencasiaés egtariam associadas a condi¢cdes anti-
higiénicas. LPS foi referido inimeras vezes comudseparte de um material pirogénico,
veneno putrido e toxina. Somente em 1892, LPSlé&sisdficado como endotoxina, com sua
identificacdo em Vibriocholerae. LPS tem como camdzacdo estrutural sua natureza
anfipatica e forte tendéncia a formar agregadagjeodificulta a determinacdo da sua massa
molecular. LPS é constituido por trés regides assgsfo, em ordem a partir da membrana,
um lipideo (chamado lipideo A) ligado a uma regi@mntral de aproximadamente 10
oligossacarideos, que por sua vez esta ligado gliwosidio, constituido de subunidades
repetitivas, chamado cadeia-O ou antigeno-O espcif

A estrutura do LPS se dirige para fora da superfia bactéria, estendendo-se até 10
nandmetros da superficie32. Embora secretadas g@laas, pequenas quantidades de LPS
sao liberadas no meio sob algumas condi¢cfes, cavis@ial celular. Porém, como bactérias
Gram-negativas crescem em alta densidade na @émuanguinea, grandes quantidades de
LPS sao liberadas rapidamente quando a bactérestéuitia por antibidticos, fagocitos ou
pelo tratamento com quelatos de cations divaleBt843 No hospedeiro infectado, pequenas
guantidades de LPS podem ser protetoras, por datimwsistema imune, tendo sido usadas,
por exemplo, para a diminuicdo de tumores. Enttetgmandes quantidades de LPS induzem
a resposta exacerbada do sistema inflamatoriobre felevada, ao aumento da frequéncia
cardiaca, além de conduzir ao choque séptico e réerpela falha dos pulmdes e rins, e

coagulacéo intravenosa33.



A figura 6 apresenta uma micrografia com comparagstuematica das diferencas

entre Gram — negativas e Gram positivas.

Parede celular Gram-negativa
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Figura 6-Micrografia com comparacédo esquematica das difaerqtre Gram positiva (A) e Gram — negativa

(B)

O quadro de emergéncia mundial, referente a infetgipitalar, € cada vez mais
agravado pelo uso indiscriminado dos agentes aimianos disponiveis, onde se incluem
frequentes prescricdes inadequadas, dosagensoisfera necessaria e baixa qualidadeda
formulacao terapéutica. A alta parcela de contgainesse quadro também € devida a baixa
adesdo aos programas de tratamento, onde € freqaerdcorréncia de abandono do
tratamento ou mesmo o uso intensivo e prolongadadentes

No Brasil, segundo os dados descritos por pesqreséigadas pela Agencia Nacional
de Vigilancia Sanitaria - ANVISA a taxa média de infeccaohospitalar é de cerca 45%
passo que nos EUA e na Europa é de 10%.

Diferentes microrganismos como bactérias e os fsingodem ser causadores de
infecgBes hospitalares. Os fungos sao responspeeigproximadamente, 8% das infeccdes
hospitalares. Ja as bactérias, com grande capaciaadagénica, sdo responsaveis por,

aproximadamente, 87% dos casos desse tipo de &afecc



Os patégenos que lideram no ranking das infeccOspitalares estdo descritos na
Tabela 2(ANVISA, 2004) 27.

Tabela 2— Principais bactérias causadoras de infeccOgstalases.

Patdgeno Sitios comuns de isolamento do patogeno

Bactérias Gram-negativas

Escherichia coli Trato urinario, feridas cirirgicas, sangue
Prsewudomonas sp. Trato urinario, trato respiratorio, queimaduras
Klebsiella sp. Trato urindrio. trato respiratorio, feridas cirargicas
Proteus sp. Trato urinario, feridas cirargicas

Enterobacter sp. Trato urinario, trato respiratorio, feridas cirirgicas
Serratia sp. Trato urindrio, trato respiratorio, feridas cirargicas

Bactérias Gram-positivas

Streplococcus sp. Trato urinario, trato respiratorio, feridas clirmrgicas
Sraphviocous aureus Pele, feridas cirargicas, sangue

Sraphvioccus epidermiiis Pele, feridas cinrgicas, sangue

Fungi

Candida albicans Trato urindrio, sangue

Outros Trato urindrio, sangue, trato respiratorio

Por fim, 0 excesso de produtos antimicrobianos eangartigos de limpeza, esponjas,
chinelos e até tabuas de carne com produtos atditzatos) acaba promovendo uma alta
pressdo seletiva. Consequentemente, ocorre umar n@opagacao de patdogenos
multirresistentes em hospitais, em outros centuasrgalizam cuidado a saude da populacao,
levando a séria limitacdo quanto a escolha dodbiétitos adequados para o tratamento,
especialmente em pacientes em estado de saude.criti

Assim, a resisténcia a medicamentos € o maior dealebilidade no tratamento de
doencas infecciosas grave$?® * % consistindo em um grande desafio que requer w&a a
multidisciplinar e um esforco comum envolvendo ds unidades de salde publicas e
privadas, bem como os grandes centros de pesoéssa aréa

A resisténcia aos antibioticos € como uma consega@atural advinda da capacidade
bacteriana de se adaptar. O uso indiscriminadatiei@icos aumenta a pressao seletiva e,
também, a oportunidade da bactéria ser expostanasmos. Por meio dos processos de
sele¢do, a aquisicdo de mecanismos de resistéfemditda®.



Desta forma, a resisténcia aos antibiticos é iaesi e irreversivel, por ser uma
consequéncia natural da adaptacdo da célula zawtea exposi¢cdo aos antibioticos. O uso
intenso de antibioticos na medicina, na producaalideentos para animais e na agricultura
tem causado um aumento na resisténcia aquelassdeogtodo mundb

Na Europa e na América do Nor®taphylococcus aureulesistente a Meticilina
(MRSA), Streptococcuspneumoniadddo Susceptivel a Penicilina (PNSSP), Enterococos
resistente a Vancomicina (VRE) e Enterobacteriageaelutoras de beta-lactamase de
Espectro Ampliado (ESBL) tém emergido e se espalimad hospitais e nas comunidaties

Esta problematica tem intensificado estudos naads viabilizar efetivamente, junto
aos profissionais de saude entre eles, médicosfegnairos, o uso correto e eficaz das
medidas de controle da infeccdo hospitalar - comavagem das mé&os - como também
conscientiza-los da importancia e necessidade dpuglente de antibioticos como medida

para minimizar a emergéncia de bactérias antilmgtsistentes no ambiente hospitalar.
1.6.1 - Controlc da infccgéo hosPitalarX resisténcia bacteriana:

A proliferacédo de bactérias antibidtico-resistertesrre tanto no ambiente hospitalar
como na comunidade. Hospitais, principalmente, ws possuem centros de Unidade de
Terapia Intensiva (UTI), centros cirdrgicos, unidadle pediatria, bercario neonatal, clinica
médica e/o cirdrgica, em que 0s pacientes sdadtsteom uma variedade de antibioticos,
representam um "habitat" que pode abrigar uma sltlede de bactérias. Estas, de maneira
eventual, podem adquirir um certo grau resisténat®rtas drogas ao qual estdo
frequentemente expostas

Alguns fatores que influenciam a selecdo de bastémtibioticos-resistentes incluem
o estado imunologico do paciente, 0 niumero de bastgo sitio de infeccdo, o0 mecanismo de
acao do antibiético e o nivel da droga que atingepalacéo bacteriana.

Em meados de 1990, as sucessivas implementactesagea anti-infectiva tém se
tornado cada vez mais dificil por causa da dissapdim da resisténcia bacteriana, da
emergéncia de novos patogenos e a decorréncidedgdes em pacientes imunodeprimidos,

nos gquais as drogas antimicrobianas tornaram-sesrefativa¥.
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O impacto das bactérias resistentes € mundial eesepta uma ameaca para a
humanidade. E um grave problema de sautde publeayrahde amplitude médica-social,
cujas consequéncias, ja estdo sendo vivenciada®sso cotidiano e, se ndo forem contidas,
em um futuro bem proximo, poderdo ser ainda maiastadoras para a humanidade.

De forma historica, a infeccao hospitalar € umdlgrmatica muito antiga, que surgiu
guando os primeiros estabelecimentos ligados aesfmiidm instituidos no século 325 d. C.
Estes tinham o objetivo de albergar pessoas doeritata-las. Contudo, mesmo na sociedade
antiga, como na atual, esse tipo de infeccdo serspressou um grande impacto e
preocupacdes a saude publica, justamente, por tnazz diversidade de problemas a saude
humana, bem como também, uma taxa elevada &bitos

O desenvolvimento de procedimentos para a melli@sacondicbes sanitarias e nas
praticas de higiene realizadas como procedimergggsssarios nos hospitais, ocorridas no
final do século XIX, reduziram de maneira eficieasetaxas de infec¢éo hospitdlar

Todas estas medidas utilizadas, introduzidas napitais, naquele século XIX,
mostraram que elas eram importantes e muito ecaaeprevencdo e controle da infeccao
hospitalar. Nos anos seguintes, estas técnicaptasséforam implementadas com outras
inovacdes, como, o uso de luvas, uso do calor rlesiedo) para destruir certos
microrganismos, e tornar estéreis instrumentosrgiods, aventais, propés, gorros e
mascard$

Todos estes acessorios, chamados de EquipamentBsotkgdo Individual (EPI'Ss)
mais o conjunto de medidas de assepsia e de qsigsdeveriam ser utilizados amplamente
nos centros cirdrgicos e demais setores de haspitaintuito de reduzir ao maximo as taxas
de infecgao.

O atual controle da infeccdo hospitalar estd furesdado no trabalho de Ignaz
Semmelweis, quando, em 1847, demonstrou a impdatadec lavagem das maos para o
controle da transmisséo da infeccdo nos hospikosentanto, por aproximadamente um
século, os esforgos para controlar a infec¢ao tadapforam de qualidade irregular.

Ja no inicio do século XX, uma das mais importadesgobertas cientificas, na area
meédica, que contribuiu para o controle das infegcbacterianas, foi a da penicilina,
antibiotico utilizado no periodo da segunda guemtandial e, posteriormente, seguido pela

descoberta de outros antibi6tittos



O que de fato eleva a curiosidade de muitos pesdpiies dessa linha de pesquisa é
que em pleno século XXI e, com todo avanco tecnoddca infeccdo hospitalar continua
sendo ainda causa de altas taxas de morbidadet&ideate em todo o muntfo

Contudo, a resisténcia bacteriana, em consequémiaiso indiscriminado dos
antibioticos e outros fatores, é um grave e impoetgproblema nos hospitais. Hoje, pode se
relacionar trés principais pontos que estao endosyidiretamente, nas causas das infeccoes
hospitalares.

O primeiro ponto € o0 uso excessivo de antimicratisaros hospitais. O segundo ponto
€ que muitos profissionais de saude falham em dé@taaas medidas basicas de controle de
infecgé@o hospitalar, tais como a lavagem das méas® €orreto de medicamentos. O terceiro
€ constituido por pacientes hospitalizados quesiétama imunolégico deprimido por algum

motivo patolégico, e que eventualmente passam nritpo no ambiente hospitefar

1.6.2— A relevancia dos estudos nessa Problcmética:

A cada ano, aproximadamente, do total de intersacdeis milhGes resultam em
infeccdo hospitaldr

Pesquisas demonstraram que as infeccfes atribaitl@asteriemia adquiridas neste
ambiente aumentaram o tempo da permanéncia donpacia UTI por um periodo de 8 dias
e, 0 tempo de hospitalizacdo por 14 dias, sendeagumacteriemias foram responsaveis por
uma taxa de mortalidade de ordem de 85%ambém foi observado que as infeccbes de
feridas cirargicas, adquiridas nos hospitais, adamna permanéncia do paciente na
instituicdo hospitalar em média 7 dias, além débtamaumentar as chances de ébito

O grande sucesso da penicilina, no controle dacgdkes causadas por "bactérias
Gram - positivas”, levou a falsa concepcdo de guertibidticos poderiam controlar e,
eventualmente, erradicar todas as doencas infesgiqggorém aparecimento da bactéria
Staphylococcus aureusesistente a penicilina, na metade desse sdewio) a uma tragica
epidemia hospitalar em nivel mundial. Esta bactériactava, com frequéncia, pacientes
internados nas unidades cirlrgicas e de tratamiatensivd®. Desta forma, todo aquele
entusiasmo referente a descoberta da penicilinasdibstituido de maneira rapida pelo
desencanto diante do numero subitamente cresceateamdostras bacterianas que,

rapidamente, adquiriram resisténcia aos antibistico



Atualmente, entre os patdgenos clinicamente imptata sdo reencontradas diversas
linhagens para diferentes antibidticos comercigse fato é assustador, especialmente no
ambiente hospitalar.

Entre 1990 a 1996, nos Estados UnidosS.oaureusfoi 0 mais comum agente
causador das infec¢des hospitalares, conformeordtatSistema Nacional de Vigilancia de
Infeccdo Hospitalar, daquele pais, sendo o lidempa@umonias hospitalares e das infec¢des
de feridas cirtrgicas e é considerada a segunda chubacteriemias hospitalares.

No Brasil, também, o cenario da resisténcia bautarié preocupante. O crescente
surgimento de novas cepas de bactérias resisteagedospitais brasileiros vem causando
preocupacdes entre os profissionais dessa area.

A grande problematica envolvendo a resisténci& daureusa meticilina foi descrita
pela primeira vez, nos anos 60, tornando-se preteatiesde 1980. Estes microrganismos sao
endémicos em muitos hospitais, e mesmo epidéminaaguns, geralmente sendo resistentes

em 30%, de todas as infecgbes causadaS.pureugFigura 4):
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Figura 7-Micrografia Eletrénica de Varredura da amostra aetdriaStaphylococcus aureusilizada neste

trabalho.

Até entdo, a vancomicina é a droga mais eficazpqpae consistentemente tratr
aureusresistente a meticilina. Infelizmente, em 2000,Japao ja foram isoladas, em um
hospital pediatrico, algumas cepasSi@ureusesistentes a vancomiciia



Contudo, desde 1989, hospitais tém relatado undeapumento da resisténcia a
vancomicina no género Enterococcus, uma bactéraanGr positiva, que também causa
infeccao hospitalar.

Em vista destes fatos, a infeccdo hospitalar reptas hoje, um grave e relevante
problema de saude publica mundial, e requer uméanaa epidemiolégica constante e
rigorosa, bem como, exige também uma atencdo radalde todos os profissionais que
atuam na area de saude, da administracdo e gexstpivakar, das Comissdes de Controle de

InfeccOes e dos Orgaos competentes na area de saude

1.6.3- O l‘uosPital como meio ambiente da resisténcia bacteriana:

E dificil acreditar que a Gnica influéncia da hesiiacdo sobre a doenga € diminuir
ou parar os seus efeitos. A internacdo de pacantem hospital ndo é o passaporte para a
saude plena. Diferentemente, hospitais constitueanforte e importante fonte de infeccdes.

Os hospitais sdo verdadeiras “fortalezas” de basténclusive das resistentes. O
ambiente hospitalar abriga uma grande diversidadmidrorganismos patogénicos ou nao e
em especial asbactérias. Muitos destes organismc®rianos, embora normalmente néao
patogénicos, sdo capazes de agravarem a situag@zidates, por conta da baixa resisténcia
e por estarem imunodeprimidos causando-lhes doarfeasiosas.

O crescente interesse, em estudar e melhor analm@blema da infec¢cdo hospitalar,
esta voltado, principalmente, para o fendmeno deghas antibibtico-resistentes.

No decorrer dos anos de 60 e 80, um novo espeetagehtes microbianos, das quais
se destacam as bactérias Gram negativas, despmrtamuimportantes agentes causadores de
infec¢@o hospitalét

Recentemente, microrganismos Gram-positivos, cosnenbterococcus, tém assumido
um papel relevante na infeccdo hospitalar. Ente@me— Vancomicina-Resistentes (EVR)
foidetectado pela primeira vez na Europa em 1988sté emergindo como um problema
global da saude publica em todo o mufdo

Ao mesmo tempo, anarketing dos antibidticos, promovido principalmente pelas
grandes industrias farmacéuticas, da venda desigasicomo sendo altamente eficazes para

combater infec¢Oes bacterianas prossegue de mageisxrada e crescente em todo o mundo.
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Assim, nas Ultimas décadas, novos antibidticos dwla espectro tém sido
introduzidos no ambiente hospitalar e na rotinanddicina clinica em nivel mundial

Até pouco tempo, a prolongada luta contra as deeimfacciosas parecia estar, em
parte, praticamente resolvida, pois as vacinaggiamn aproximadamente 8 de 10 criancas do
mundo contra doencas mortais (como, variola, dhfteietano, tuberculose) e a "droga
milagrosa", os antibiéticos tratavam eficazmentegnamde nimero de doencas infeccitfsas

Com esse fato, essas medidas criaram em meio a palbitica, uma falsa sensacéo de
seguranca e protecdo, assim, os meédicos passararsaraos antibioticos de modo
indiscriminado ou inadequatio

As doengas infecciosas ainda continuam sendo aipaincausa de mortalidade no
mundo. Atualmente, morrem vitimadas por doencascuibsas cerca de 17 milhdes de
pessoas, sendo o0 numero de criangcas a maioriao ddiscriminado de antibidticos, na area
médica, é um fato citado em diversos trabalhosona@ e internaciondis

Neste contexto, a resisténcia de microrganismosaatsiicrobianos tem aumentado
de maneira espetacular nas Ultimas décadas, cdtoseflevastadores sobre a luta contra
doencas, tais como, tuberculose (que recrudeserwadvento da AIDS), célera, desinteira
bacilar, pneumonia e infec¢des hospitalares.

O mesmo se aplica®almonella sp.ym dos principais agentes bacterianos causadores
de infec¢bes transmitidas por alimentos, e as hast&nterocOcicas que provocam uma
multiplicidade de complicacbes em pacientes hdgmtios.

Assim, longe de estar acabada, a luta contra ascdsenfecciosas torna-se, agora,
ainda mais severa e dificil, pois o uso indiscredim de antibidticos tem aumentado
consideravelmente o numero de diferentes espéciastertanas, resistentes aos
antimicrobianos usados normalmente no comercio.

Algumas infec¢cdes, como a causada pklgcobacterium tuberculosisestdo se
tornando praticamente incurdveis ou intratdveisidideva resisténcia do mesmo aos
antimicrobianos.

O meio hospitalar apresenta um ambiente propicia gae populacdes de bactérias
resistentes a antibidticos sejam selecionadas. Breeina geral, o paciente internado esta
imunodeprimido e sujeito a diversas terapias, namdéntosas e/ou invasivas que o torna
susceptivel a adquirir infeccdo hospitalar.
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Qualquer falha ou negligéncia, dos profissionaisalgde, em relacdo as medidas de
controle de infeccdo hospitalar (como a lavagemmdass), pode potencializar o risco de
aquisicao desse tipo de infeccéo.

Contudo, evidencia-se que 0s pacientes hospitakzsélo potencialmente de alto risco
para aquisicdo de uma infeccdo hospitalar por afifes fatores predisponentes, ressalta-se
que estes possuem uma maior potencialidade ponseeés susceptiveis para a infeccao por
causa de sua condicdo de doente, e este riscoentadn quando eles sao expostos a certos
procedimentos invasivos realizados em seus tratameftateter venoso, e/ou urinario,
endoscopia, traqueostomia.), ou, se 0 pacientaidadeprimido (subnutricdo, AIDS, céancer,
uso de corticoides e antibiéticos).

As infeccbes hospitalares ocorrem, em parte, deddprevaléncia de pacientes
doentes e a presenca de microrganismos patdégerosaguamplamente selecionados, em
cepas antibiotico-resistentes no ambiente hospitala

A utilizacdo indiscriminada de antibidticos, paraantrole das infec¢des, traz com
eles o risco potencial de selecionar organismasteeses, muitos dos quais poderdo nao ser
mais controlados, se causarem novas infeccoes.

E o caso daPseudomonas aerugingséactérias antibiotico-resistentes, que tém
aumentado dramaticamente, ao passo que outragsle@uas no passado inofensivas, como
as bactérias que compdem a nossa flora normal (@aeB8taphylococcus epidermidligém
sido agora causa de infec¢cBes hospitalares nestestes ands™

Diversas publicagdes cientificas em termos mundéeieyrem-se a infeccao hospitalar
trazendo um alerta para a problemética das baxtendibidticos-resistentes e o uso
indiscriminado destes agentes nos hospitais, gaerocprofilatico ou para controle das
infeccoes.

A situacdo atual da infeccdo hospitalar € maisegraelo aumento do numero de
cepas bacterianas resistentes aos tradicionalsic@itns. Além da atengdo com as doencas
infecciosas ja conhecidas (Hantavirose, Ebola, AdE®e outras), a saide da populacio
mundial vem sendo ameacada pelas bactérias quenvdbsram diversos graus de
resisténcias aos tradicionais antibioticos, maitadamente a multirresisténcias as essas
drogas, como é o caso dycobacterium tuberculosig€nterococcu ssptaphylococcus sp.
Escherichia coli sigFigura 5° %

22



— lpam JEOL 7/12/2013
15.0kV SEI SEM WD 40mm 10:35:01

Figura 8- Micrografia Eletrénica de Varredura da amostra da bactéria Escherichia colutilizada

nesse trabalho

A emergéncia ao se tratar das bacterianas registans antibitticos tradicionais tem
sido agravada também pela demora no desenvolvintentmvas alternativas no combate a
esses microrganismos.

O uso indiscriminado desses antibidticos trouxe sémeé de impactos a saude publica
onde pode se destacar: a sele¢cdo de cepas dedsaotéistentes, implicacdes ecologicas e
epidemiologicas, risco de super infec¢des, maioidéncia de efeitos colaterais, e, 0 mais
importante, o elevado numero de 6bitos resultatdgselas infeccdes.
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2.-Ob_jctivos:

2.1~ Objctivo (eral

Avaliara atividade antimicrobiana de nanoparticutegynéticas de Cofe,@y-
FeO; (ferritas de cobalto), usadas na elaboracdo deconlides magnéticos em
bactérias Gram — negativa e Gram — positiva, aadasia infec¢do hospitalar.

2.2 - Objctivos csPcciFicos

» Elaborar e caracterizar nanoparticulas e nano@doichagnéticos a base de
CoFeO,@y-Fe0s (ferritas de cobalto)

» Determinar a existéncia de atividade antimicrobideananoparticulas magnéticas de
CoFeO,@y-Fe0Os (ferritas de cobalto);

* Avaliar a atividade antimicrobiana de nanopartisutle CoFg0,@y-Fe,O3; contra
Escherichia colATCC 8739 eStaphylococcus aureusTCC 29213.
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H- NanoPartl’culas e Nanocoloides Magnéticos a base de ferrita de

cobaho:

3.1 - NanoPartl’culas Magnéticas:

O magnetismo em materiais € uma area de investigaigtifica interdisciplinar
relativamente nova que pode ser considerada umdugdeo da fisico-quimica. As
oportunidades nessa area sdo amplas. Varios padqres de diversas especialidades estéao
trabalhando cada vez mais em conjunto. A interagdie as diversas areas do conhecimento
faz com que varias técnicas, tais como: sintesgdnma e inorganica, de caracterizacao
magnética, de difracdo de raios-x, eletroquimispeetroscopias diversas, entre outras, sejam
utilizagdo para melhor descricdo dessas nanop@agiclm dos principais objetivos é
compreender a origem das propriedades magnétieadp sima area que apresenta grandes
desafios também para pesquisadores que fazemasjlarvolvendo desde a simulacdo de
dados experimentais até calculos mais elaboradamatelagem molecular e energia dos
sistemas possibilitando fazer correlagbes magrsttatarais. Esta interdisciplinaridade
também tem possibilitado a descoberta e o entemdimee novos fenébmenos como o
tunelamento quantico da magnetizacdo, coeréncianaa@hamento quantico, que séao
fundamentais para aplicacbes na area de computpgattica. Aléem disso, outro grande
atrativo é que estes materiais moleculares podemsamqtar sinergia entre propriedades
magnéticas, condutoras e Opticas, 0 que € intertespara aplicacdes tecnolégiéas

Aplicacbes de nanoparticulas magnéticas estao hildasido diversos avancos nas
informacdes sobre utilizacbes de materiais e naslegias bioldgicas, as quais incluem o
armazenamento de informagfes, sensores magnéiioosarcadores e desenvolvimento de

novos farmaca$
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Isto porque esses materiais apresentam tamanhgteras@&o de alguns a dezenas de
nandmetros, 0s quais sdo menores ou comparavasmanho de uma célula (10 — 10),
de um virus (20 — 4%0n),de uma proteina (5 — 50 nm) ou de um gene (2nrardara e 10 —
100 nm de comprimento) significando que as nantmpdas podem ser empregadas em um
sistema bioldgico.

Também como alternativa esses materiais podem esastidos com moléculas
biolégicas (proteinas, por exemplo) para fazer ¢u@ 0s mesmos interajam com outras
espécies bioldgicas e, dessa forma, possa fornatelestino especifico para essas moléculas
no organismo. Além disso, os materiais magnétiem®estruturados podem ser manipulados
por um campo magnético externo. Ainda, as nanapda magnéticas podem responder a
uma variacdo magnética em funcdo do tempo, o queuzoa um efeito de transferéncia de
energia do campo magnético excitante para as ndfmpas. Deste modo, tais particulas
podem dissipar calor, o que propiciaria sua utifimacomo agentes epitérmicos ou agentes

quimioterapicos e radioterapicos, conduzindo a desdruicdo das células malignas.
3.2 - Sintese de Fluidos Magnéticos:

Na biosfera, ndo encontramos fluidos homogéneospropriedades ferromagnéticas.
As propriedades magnéticas sempre estiveram rakads a certos materiais, sendo exemplo
dessa propriedade o ferro no estado sdlido.

Meados de 1779, Wilson realizou a primeira tendatile obtencédo de um Fluido
Magnético (FM), que consistia em obter particulasrométricas de ferro, através da
moagem de blocos sdlidos de ferro, que eram dspelisetamente em agua. Um problema
encontrado nesse procedimento era o fato que dadeotibtido ndo era estavel, devido ao
tamanho das particulas (estabilidade coloidalpe@acao do ferro (estabilidade quimiéa)

Aproximadamente em 1930, utilizando 0 mesmo métmoagem, Bitter e Elmore
realizaram a tentativa de preparar em ferrofluiqnogo a base de particulas de magnetita.
Contudo esse material ndo era estavel com o tedgyijo ao tamanho ainda muito grande

dos graos.
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No conceito historico, os FM foram desenvolvidoa, década, por Rosensweing,
pesquisador da NASA, com objetivo de possibilitdaramsporte de combustiveis na auséncia
de gravidade.

Esses FM foram desenvolvidos pelo método conhecaoo top downe eram
constituidos de particulas de magnetitas(lzg obtidas por moagem do material macico até
dimensdes coloidais, estabilizadas em liquidosaapslatravés do uso de surfactantes.

Entretanto, esse método era muito lento e dispsadmém de ndo produzir fluidos
magneéticos estaveis por um longo periodo.

Nesse caso, os ferrofluidos sdo chamados de sadtscem referéncia a presenca de
surfactantes adsorvidos na superficie das parsicutdroduzindo uma repulsdo do tipo
esférica para contrabalancar as atracfes intarplard?.

A producdo de particulas magnéticas em tamanhosmmricos, objetivando a
elaboracao de fluidos magnéticos, é efetuadaanitia o processo de condensacéo.

Inicialmente proposto na produgdo de particulagndgnetita, este método envolve
uma reacdo de precipitacdo hidrotérmica a partirsolecdo de ions ferro trivalente e
divalente, conduzida em meio alcalino. Este méfmaaluz um precipitado de particulas de
diametros da ordem de alguns nandmetros e apregamtagens essenciais em relagcdo ao
método de moagem (dispersao) utilizado na décad# deinicio dos anos 70, pois permite
produzir fluidos magnéticos com particulas menonmesnos polidispersas, e como veremos
posteriormente, podendo ser peptizadas em quaiiquigfos portadorés

Ja no inicio dos anos 80, foi entdo proposto unodwete estabilizacdo em meio
aquoso que utiliza a criacdo de uma densidade dga cajustavel na superficie das
nanoparticulas e a consequente formagdo de uma daphada elétrica (Eletric Double
Layered Fluids, EDL-MF).

Tendo como inicio, a base de particulas de magnstitética, esses fluidos tinham
um tempo de estabilidade limitado devido a oxidad@onagnetita em maguemiaFe,03).
Todavia, um processo de oxidagdo forcado efetuaties alas particulas serem peptizadas
permitiu a sintese quimica dos EDL-MF, resultouetaboracdo de ferrofluidos a base de

nanoparticulas de ferrita de metais do tigalock®.
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Atualmente, o processo de elaboracgéo de fluido gtaggnconsiste em trés etapas (ver
Figura 6): obtencdo de nanoparticulas (etapa Ijlifieaacdo (etapa 2a), tratamento de
superficie (etapa 2b) e, finalmente a peptizac&ondaoparticulas (etapa 3) em uma solucéo

coloidal estavét.

Itistavel
( 1] quimicamente
- _ +

Fei+ NalH r “ HNO, , »

Eg+ —.: | o | — + o .

M Coprecipitagdo “. (22) .
Tratamento
superficial

(NO7) 100°C | Fe(NOs)
Ferrafluido X L% peptizagdo «
icido +0+ — +O+
X X (3) e

Figura 9 —Diagrama esquematicoda sintese de um fluido magred tipo EDL-MF.

A obtencdo da nanoparticulas e conseguida a plrttondensacédo quimica de uma

mistura de metal divalen@0™ e de Fe* em meio alcalino, processo chamado de

coprecipitacdo, podem ser obtidas nanoparticuldsrd&as, cujo balanco quimico é:

Co* +2Fe*  +80H .

(aq) (ac) (@ = COF&0, | +4H,0. (1)

A partir de etapas intermediarias de policondersagdrganica, pode-se controlar a
composicdo do material, seu tamanho e morfologipadir de parametros como pH,
concentracdo, temperatura, etc. A nucleacdo deicplad é iniciada logo apos a
supersaturacdo das espécies iniciais e acaba adangqde a concentracdo diminui e o

fenbmeno de crescimento cristalino se torna preaianté’.
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Ao final da etapa anterior, as particulas sdo abtida forma de precipitado — um
sélido formado na reacao quimica — e possuem cagzficial negativé
Para a estabilizacdo dessas particulas, promowe-Bvagem destas com agua,

acidifica-se o sistema com acido nitrielNO, e lava-se novamente com agua, para a retirada

do excesso de acido, sempre promovendo a reducé&iolgime do sobrenadante entre cada
etapa.

ApoOs esses procedimentos, as particulas estdavpos#inte carregadas, mas ainda
nao podem ser dispersas em meio acido, pois sadigrcom o tempo nesta forma. Assim,
ferrofluidos acidos ndo podem ser obtidos diretaeeanpartir de ferrita de cobalto. Para se
contornar esse problema, um tratamento hidrotérmideito, no qual a dispersao coloidal

magnética é aquecitla 100 °C na presenca de nitrato férriee(NQ,),, de modo a se

prevenir o ataque acido e a degradacao das naivogest devido a criagcdo de uma “casca”

de maguemita - Fe,O,sobre as ferritd$
3.3~ Modclo Corc—Shc”:

O tratamento de superficie descrito anteriorment&ei® visando estabilizar as
particulas em meio acido, contudo, acaba por gers&xr mudanca na composi¢cdo quimica
dessas particuladd Existe um ganho de ferro que conduz a uma reduagédfsagdo molar

__ [Co”]
A R T+[Co? ]

de seu valor estequiométrico d%, advindo da férmula

minimaCoFeg0,, relacionada a formagdo de uma camada rica em fgre protege as

particulas de dissolucao acitda
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Assim, cada nanoparticula desse sistema pode absaala aproximadamente como

uma esfera, constituida de um nucleo (ou intedomposto porCoFgO, e uma casca (ou

camada externa) composta gor Fe,O, (Figura 7).

e DC

[ssfeenmnnnnnn]

Superficie: camada rica em ferro:
y Fe303

DRX = DC+ 2e

D. = Dcore

Nucleo:

MFe,0,

Figura 10 —Representacdo do modelo Core-Shell: o diametab datparticula (Rx) é fornecido pela soma do

didmetro do nucleo (Dc) mais o dobro da espessucanhada superficial (e).

Contudo, a composicdo quimica das amostras utdiizadjui sera representada por

CoFe,0,@y - Fe,0,. Para as amostras estudadas neste trabalho, a fragi@o é de

Xu = 0,21 arazdo @/q, = 0,39 e a espessura da camada de maguemitaé den),81

3 4 - [ strutura cristalina das nanoParticulaS:

As ferritas do tipo espinélio tém formula quimica-&0,;, onde M € um metal
geralmente do periodo do ferro (por exempld* FEC”, Ni**, CU*, Zrn** e Mrf"). Esse
arranjo é constituido por um empacotamento cuboupacto de 32 atomos de oxigénio,
formando 64 intersticios de simetria tetraédricdio&s A) e 32 intersticios de simetria
octaédrica (sitios B). Esses sitios sédo parcianectipados com 1/8 dos sitios tetraédricos e

1/2 dos sitios octaédricos preenchidos por catizetglicos (Figura 8).
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Os espinélios podem ser classificados como norimaistsos e mistos de acordo com
a disposi¢do dos cations nos intersticios.

Nesse sentido, a distribuicio dos cations nos siiters é dada através da
2+ 2+ 2- z A
representacao crlstalograflc%M(le J [M Fe(2 X] O; , onde x é o parametro de

ocupacao dos sitios pelos ions metalicos.
Quando existem somente os fons divalentésrids sitios tetraédricos e os iond'Fe

nos sitios octaédricos (x=0), o espinélio € chandeloormal ou direto e sua formula pode

2+ F 3+ O
ser representada er ]A[ © }B *. Quando os fons de ¥esdo igualmente distribuidos

entre os sitios A e B e os ions de metais divadesdie repartidos nos sitios B restantes (x

1), o espinélio €& classificado como inverso, podendser representado
3+ 2+
[Fe" ] [F&'M" ], Q

As duas estruturas, normal e inversa representarcasss extremos e quando a

por

distribuicdo catidnica € intermediaria a ferritdit mista.

Octahedral -

- I

- Cetahedral
Tetrahedral .

Tetrahedral

Figura 11 - Estrutura cristalina do tipo Espinélio.

A cristalizacdo em um tipo de estrutura espinéliga¥ernada pela energia de
estabilizacdo, que resulta da influéncia do cammiatino. Dependendo da configuracao
eletrbnica dos ions o ambiente mais favoravel taraédrico ou octaédrico. No caso das
ferritas estudadas aqui, no estado macico, o rretalente € o ferro, de configuracdo d5, que
ndo tem preferéncia entre os sitios A e B, e olndétalente é o C8 tem uma configuragéo

d7, que tem preferencia pelo sitio octaédrico |dwam estrutura inversa.
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Entretanto, devido as condi¢cdes da sintese hidnatére como efeito de tamanho
finito, as nanoparticulas de ferrita tem a tend@mg a redistribuicdo dos cations nos sitios

tetraédricos e octaédricos da estrutura espingtesantando assim estrutura do tipo rifista

3.5~ studo por dhcragéo de Raios ~-X:

A difracdo de raios X € uma técnica baseada neagéie da radiacdo eletromagnética
com a estrutura cristalina, cujas dimensfes cafsiitas S840 comparaveis com 0S
comprimentos de onda da radiagdo. A periodicidadeede cristalina induz a existéncia de
um feixe difratado (interferéncia construtiva) dentle certas direcbes do espaco e essas
direcOes séo caracteristicas do edificio cristalino

A relacao entre o angulo de difracd® @ comprimento de ondada radiacédo X e as
distancias interplanares da estrutiyia € dada pela Lei de Bragg

2d,,serd = nl 2

onden é a ordem da interferéncia.

Uma primeira analise consiste em conhecendo o amguldifracdo e o comprimento
de onda calcular as distancias interplanares pdo e equacad?), avaliar a intensidade
relativa dos picos de difracdo e comparar seugesalaqueles das fichas ASTMnjerican
Society for Testing Materiglpara cada material. Esse método permite a indexdgs picos
caracteristicos associados as familias de plakipda estrutura cristalina.

Para estruturas de simetria cubica como o casofetatas do tipo espinélio, a
distancia inter-reticular esta relacionada de mransimples com os indices de Miller,
di =2 , equagdo que permite deduzir, uma vez o difratograndexado, o

h?+ K>+ 12
parametro de malha cubi@ e comparar seu valor aos valores de referénciasdp€elas
fichas ASTM.

Um cristal perfeito € constituido pela repeticaéinita e peridédica de uma base
utilizando-se as operacdoes de simetria pontualaeshkicdo. Nesse caso, a intensidade
difratada corresponde a uma linha infinitamenta {pico de Dirac).
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A reducéo da extensao do cristal conduz a um afsegto do pico de difracdo, como
observado primeiramente por Scherrer, em 1918 n@riho cristalino € relacionado com a

largura a meia altura do pico de difracdo maisse pela chamada “formula de Schefrer”

KA

D.o=——M
" {Bcoss) 3)

ondeK é o fator de correcdo (0K<1,7) que depende da forma da particula, dos indices
(hkl) dos planos refletores, da definicdo particuladaspara a largura do feixe assim como
daquela relativa a dimensao da particula. No casamdnoparticulas estudadas como elas séo
aproximadamente esféricas, o valor usado da cdeséafl.93 é a largura a meia altura do
pico de Bragg (@ em radianos).

A técnica de difracdo de raios X para a caractedizale fases cristalinas apresenta
algumas vantagens como a simplicidade e rapidemétodo, a confiabilidade dos resultados
obtidos, visto que o perfil de difracdo obtido éacteristico de cada fase cristalina, além da
possibilidade de se analisar os materiais comp@giosima mistura de fases e uma analise
guantitativa de cada fase obtida durante as sfétese

A figura 9 apresenta o difratograma obtido param@sdra estudada neste trabalho,
utilizando-se a radiacéo K do Cu (= 1A% onde a intensidade difratada varia em funcéo do
angulo de difracdo. As linhas indexadas séo carfatites de estrutura cubica do tipo
espinélio. Por outro lado, o alargamento das lirdeslifracdo é essencialmente devido ao
tamanho nanométrico das particulas. Portanto,zamitio a formula de Scherrer. Ao
utilizarmos a largura a meia altura do pico, dev&na@scontar a largura intrinseca,

introduzida pelo tipo de difratdmetro utilizadoedgs erros de instrumentacéo.
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Esta pode ser obtida a partir da largura a meimaatto pico observado, utilizando-se
um monocristal padréao (no caso de nosso experimemjaartzo). Para a amostra da Figura

12 o valor do didmetro calculado desta maneirg«&d,5 nm.

[311]

CoF920 A

Intensidade (u.a.)

20(°%)
Figura 12 - Difratograma obtido para amostra de ferrita de tol{€oFeO,@y-Fe05)

3.6 — Caractcrizac;éo Morfolégica por Microscopia Elctrénica

de T ransmissao - M T

A microscopia eletrbnica permite obter uma imagemetal das particulas. As
micrografias foram obtidas no Laboratério NaciodalLuz Sincrotron, com a utilizacao de
um microscopio eletrénico de transmissdo JEOL 1KQ.®ara obter uma micrografia, uma
gota diluida de fluido magnético foi depositadaigpersa por ultra-som sobre uma tela
recoberta com uma rede de carbono e logo apdsaaéaguaporada sob vacuo. Os aumentos
utilizados foram dex160000 ex190000.
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Apresentamos aqui uma micrografia tipica obtida pemoparticulasa base de ferrita
cobalto (Figura 10). Onde podemos ver que as péticsdo aproximadamente esféricas e

gue estas apresentam uma certa distribuicdo enmkeama

Figura 13 - Microscopia eletrbnica da amostra de ferrita deattob(CoFgO,@y-Fe,0;) utilizada nesse
trabalho.

5.7 - Fropricdadcs magnéticas das ferritas e dos Nanocoloides

Magnéticos;

As propriedades magnéticas dos materiais dependerspins eletrénicos dos metais
e de suas interacdes. Dentro de um soélido meté@ganteracdes de troca entre os atomos
situados dentro de sitios adjacentes induzem atiehto paralelo ou antiparalelo dos spins
eletrénicos. Entretanto, nos Oxidos espinéliosc&i®ons ndo estdo em contato direto, pois
eles tém sempre um atomo de oxigénio como vizinho.

Dessa maneira, as interacdes de troca dentrosdesgteriais s6 podem ser possiveis

pelo intermédio dos elétrons do oxigénio e séo edas de interacdes de super-ttbca
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Os ions dos sitios A, assim como os ions dos dBtiaxcupam os nés de duas sub-
redes de spins com ordenamento ferro ou antifeigonéteco. As interacdes de super-troca
entre estas duas sub-redes favorecem o alinharaetiparalelo dos spins conduzindo a uma
ordem antiferromagnética.

Entretanto, devido a diferenca entre o nUmerotiesgh e B, 0 comportamento global
é ferrimagnéticd. Conhecendo entdo a distribuicdo dos cations megilicos sitios
intersticiais e 0 momento magnético de cada iorossipel calcular a magnetizacdo de
saturacao de cada ferrita, a partir da soma dosemim® magnéticos por unidade de volume.
A diferenca entre os momentos magnéticos associadmsla sub-rede permite escrever a
magnetizacdo de saturacdo, em kA/m, somando asbeopdes de todos os sitios A e B:

ms(o)zl\l;]_d{z nB,B_z nBA:|IUB
w5 @

ondeng; € 0 nimero de magnétons de Bphassociado ao sitigpor malha elementar, jMa

massa molar da ferritd,a densidade K é a constante de Avogadro.

3.8 - errofluidos - O Paramagnetismo gigante:

Devido as suas dimensdes serem inferiores a paedioct’, as particulas de um
FM sdo monodominios magnéticos, e a cada partéssiacia-se um momento magnético da
ordem de 1fus. Esse momento também pode ser expresso em furcatagnetizacdo a
saturagd8ms do material macico e do volurveda particula segundo a relagéde mgV .

No interior de um monodominio magnético (particida)ado, 0 momento magnético
esta orientado, segundo a direcdo definida pelo ée<facil magnetizacdo do cristal. Esta
direcéo € determinada pela existéncia de uma bmdeienergia de anisotroiig.

Devido ao tamanho das particul&s, € pequena e pode ser tornar comparavel a
energia térmica. Neste caso, a probabilidade deapasn de uma direcdo de féacil
magnetizacdo a outra ndo é mais nula e o sistergpiiie pode relaxar com um certo periodo

T entre as direcdes de facil magnetizacao
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De fato existem dois processos de relaxacao doemmmmmagnético em ferrofluidos.
No equilibrio termodindmico, o0 momento magnéticoriéntado paralelamente a direcdo de
facil magnetizacdo devido a barreira de anisotropianergia que blogueia 0 momento nessa
direcdo € dada por KV, onde K é a constante deotaosa e V o volume da particula

monodomini&. O mecanismo de relaxagdo do momento é um process@amente ativado

caracterizado por um tempo de relaxatdq =T, exr(KV/kBT)onde To € 0 tempo de

relaxacdo de spif) da ordem de 1D¥s.

Por outro lado, em solucdes coloidais magnéticagyaus suplementares de liberdade
associados a rotacdo mecénica da particula deptrbbgdido, conduzem a um segundo
mecanismo de rotagdo do momento magnético: a wtBgdwniana caracterizada por um

tempo de relaxagdo, que depende da viscosiqatteliquido portador, =3nV,, /k,T onde

V4 é o volume hidrodinamico da particula.

Como 13 e Ty dependem do tamanho e que 0s sistemas investigatosempre
polidispersos, os dois mecanismos de flutuacdo @mento coexistem. Quandg<<ty, € a
relaxacdo de Néel que domina, quan@d@>Ty, 0 processo dominante é a relaxacao
browniana. Variando os parametros, podemos mudaegime e abaixando a temperatura,

podemos encontrar as temperaturas de bloqueioai®secanismos.

4.1 - ] este de Suscctibilidadc aos Antimicrobianos:

4.1.1 - | este disco difuszo

O ensaio realizado neste trabalho é descrito casie tde disco-difusdo em meio
sélido de agar e foi descrito em 1966, por Baug€irley. Este teste fornece resultados que séo
de carater qualitativo. Este € um dos mais rotiseimétodos de suscetibilidade, sendo
bastante confiavel e utilizado por varios trabaleosanalises microbioldgicas. Possui como
principio basico a difusdo do antimicrobiano naesfipie do meio agar, a partir de um disco
impregnado com 0 mesmo antimicrobiano.

Esse teste pode ser realizado dispensando os disquepel-filtro (impregnados com

antimicrobianos) sendo essa amostra colocada saheo de agar diretamente.
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Para garantir a confiabilidade do teste e evitgrdenadas interferéncias que possam
dificultar a leitura e interpretacao dos halos apdscubacao, esta padronizado que ao utilizar
uma placa de 150 mm, devem ser colocados no makinaiscos e, ao utilizar uma placa de
90 mm, no maximo 5 discos. Dependo do tipo de ngamismos as placas sdo incubadas por
18 a 24 horas em ar ambiente ou a 5 a 7% dg &8b°C, antes serem determinados 0s
resultados.

Os diametros dos halos de inibicdo de crescimentagedor de cada disco séo
mensurados em milimetros e relacionados a:sewlsitlédi da amostra bacteriana; e velocidade

de difusdo do antimicrobiano no agar (Figura 11).

Figu

ra 14 - Principio do teste suscetibilidade pela metodologia do disco-difuséo.
4.2 - E_xPcrimcntos envolvendo a atividade antibactericidade

nanoParticulas e nanocoloides magnéticos:

Nos ensaios de atividademn vitro foram utilizadas neste trabalho as bactérias
Escherichia colIATCC 8739 eStaphylococcus aureuSTCC 29213. As células bacterianas
foram previamente replicadas em meio Luria Ber(aBi) liquido (50% bactotriptona, 25%
extrato de levedura: 35% NacCl, diluidos em 4guéldda), sob agitacdo durante 2-3 horas a
37° C. A atividade antimicrobiana foi determinada usamd método de disco-difusdode
acordo com o manual M2-A8 dolinical and Laboratory Standarts Institute (CL2012)
com adaptacoes.
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Previamente a curva de crescimento da cultura nadigfoi estabelecida por
monitoramento do crescimento bacteriano atravébdarvacédo da densidade otica a 595 nm,
a cada meia hora. Dessa forma, foi possivel detamo tempo 6timo em que o indculo
alcancou o meio da fase exponencial.

Para determinar a relacdo entre Unidades Formader@olonias (UFC) e densidade
Otica, foi aplicada a técnica de micro gotas paraagem de células bacterianas viaveis em
uma suspensao, onde uma aliquota foi coletada teusareituras de meia hora, submetida a
diluicdes de 1:10 e micro gotas das suspensdem feeaneadas em meio LB acrescido de
agar (15 g.L-1). Os testes contra as bactériasnfoealizados em placas de petri contendo
LB-&gar, a partir da cultura original, onde foi @&éado com alca derygalskium inéculo de
50 ul, diluido para aproximadamente 5 X*10FC.mL*. Em seguida, foram colocados quatro
discos de papel filtro esterilizados, um para20dgua destilada estéril, como controle
negativo; um para 20l de cloranfenicol (8Qig.mL™), como controle positivo; e dois para
amostra, sendo um para glode amostra do FM de Cofe@y-Fe,0Os (forma liquida) e um
para 0,2 g da amostra de particulas desidratadasagueecimento a 100C, aplicada
diretamente sobre o meio a4gar na placa de petrpamtio area semelhante ao tamanho dos
discos (Figuras 152, 15b e 16a, 16b).

Foram feitas adaptacdes ao protocolo descrito peloual M2-A8 doClinical and
Laboratory Standarts Institute (CLSI, 202jra atender a forma fisica da amostra (liquida e
sélida). Aproximadamente 135 placas foram prodwigdim de estabelecer um protocolo
ideal para analise do potencial das nanoparticdda3oFeO,@y-Fe,0s.

ApOs o processo de otimizacao de protocolo, 5 plpasa cada tipo de bactéria, foram
entdo incubadas a 37° C durante 12 horas. A fomnag@manho do halo de inibicdo das
amostras foram comparados com o diametro do hatedmr do controle positivo para cada
uma das 5 réplicas e o valor médio foi colocadayeafico com o desvio padrao (Figuras 17 e
18).

Resultado semelhante foi descrito com po de pétcde CoFg, tratadas com
acido citrico ou polivinil alcool. Essa amostraegantou resultado de inibicdo maior péara
coli do que par&. aureusA literatura descreve que, provavelmente, o ppatéiculas fixa-
se a membrana das células dos microrganismos ganido o atraso no ciclo de crescimento.

Isto acarreta um tempo menor para que a divis@taceleja realizada de maneira completa
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Figura 15a -Ensaio em placa contra
Staphylococcus aureus Controle positivo
(Cloranfenicol 80 ug.mL-1); 2- Col6ide de FM
3%; 3- Controle negativo (dgua destilada
autoclavada); 4- Particula (0,2g). Sem
medi¢&o do halo de inibicao.

Figura 15b - Ensaio em placa contra
Staphylococcus aureus- Controle positivo
(Cloranfenicol 80 ug.mL-1); 2- Coldide de FM
3%; 3- Controle negativo (agua destilada
autoclavada); 4- Particula (0,2g). O traco
amarelo representa o tamanho do halo do
controle positivo e o traco vermelho representa o
tamanho do halo causado pela particula.
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Figura 16a -Ensaio em placa contra
Escherichia coli 1- Controle positivo
(Cloranfenicol 80 ug.mL-1); 2- Col6ide de FM
3%; 3- Controle negativo (agua destilada
autoclavada); 4- Particula (0,2g). Sem medicéo
do halo de inibicéo.

Figura 16b - Ensaio em placa contra
Escherichia coli 1- Controle positivo
(Cloranfenicol 80 ug.mL-1); 2- Coléide de FM
3%; 3- Controle negativo (agua destilada
autoclavada); 4- Particula (0,2g). O traco
amarelo representa o tamanho do halo do
controle positivo e o traco vermelho
representa o tamanho do halo causado pela
particula.
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Figura 17 - Média de tamanho de halo observado para cada amastiraStaphylococcus aureus barra

representa a média de 5 placas observadas.
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Figura 18 - Média de tamanho de halo observado para cada amesttraEscherichia coli abarra

representa a média de 5 placas observadas.
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4% ~ Pioensaios e Analise por MicroscoPia [ letrénica de

\/a rredura — ME\/

Uma vez observado o efeito antibacteriano, espeeidke mais pronunciado solfse
aureus nos ensaios em meio sélido, buscou-se investigee efeito a nivel microscopico.
Para isso, 5 x FOFC.mL" das bactériasS( aureus e E. cgliforam incubadas, por 4 horas,
em 500pul de meio LB + 500ul do p6 de particulas diluido em agua destilada aaté
concentracdo de 0,15%. ApoOs esse periodo as laactéram centrifugadas e lavadas 3 vezes
com tampédo PBS, para retirada do meio de cultuma.sEguida foi adicionada 1mL da
solucéo fixadora de glutaraldeido 2%, permanecersdon por 12 horas. As amostras foram
novamente centrifugadas e o sobrenadante descaetain seguida aplicadas em laminulas
cobertas com 1 gota de poli-L- lysine 0,1%. Foaeradicionada 1 gota de tetroxido de ésmio
2%, seguida de incubac¢do 30 min e em seguida |&/adaes com agua destilada.

As amostras foram desidratadas por banhos suoessiv acetona (50, 70, 90, 100%)
e secas em ponto critico de £€37PC. Por fim, as amostras foram metalizadas com poro
2 min e analisadas no Microscopio Eletrénico der&tura — MEV. As micrografias das
bactérias incubadas na auséncia das particulasétiagm(Figura 19 e 21) demonstraram que
as bactérias permaneceram estruturalmente int@gfesso processo de fixacdo para analise de
microscopia. Ja na amostra 8eaureudratadas com as particulas magnéticas, foi obdarva
tanto uma perda da integridade estrutural da membcmmo uma grande presenca de
particulas em contato com a membrana (Figura 2guanto que na amostra Beoli tratada
foi observada uma menor quantidade de particulakbem da membrana, assim como uma
menor perda de integridade estrutural, quando cradpaconS. aureugFigura 22).

Esses resultados corroboram com os resultadosidesshios observados em meio
sélido, onde as particulas mostraram-se muito @@®S contraS. aureusdo que contra
E.coli.

A literatura disponivel sugere dois mecanismosgd® alistintos para nanoparticulas,
sendo eles: 1 - dano a estrutura da membraau 2 - interacdo com ions e co-fatores
diminuindo a viabilidade celul@r

O presente trabalho indica que as nanoparticula@Boff@O,@y-Fe,Oscausam danos

estruturais & membrana celular, principalmente imoarganismo Gram — positivo testado.

45



7/12/2013
15.0kV SEI 1Smm 9:51:45

Figura 19 - Morfologia celular déStaphylococcus aurewsservada usando MEV apds 4 horas de

incubag&@o sem tratamento.

I luam JEOL 7/12/2013
15.0kV SEI SEM WD 16mm 10:01:01

Figura 20 - Morfologia celular déStaphylococcus aurewsservada usando MEV apds 4 horas de

incubacdo com tratamento das nanoparticulas deOg@g-Fe0;.



I 1pm JEOL 7/12/2013
15.0kV SEI SEM WD 40mm 10:35:01

Figura 21 - Morfologia celular deEscherichia colbbservada usando MEV ap6s 4 horas de incubago sem

tratamento

| 1F”-T| TEOL '?_.-"5_;.:',"21:?12-
® 20,000 15. 0k SEI SEM WD 4 0Omm 11:02:12

Figura 22 - Morfologia celular ddEscherichia colbbservada usando MEV ap6s 4 horas de incubagdo com
tratamento das nanoparticulas de GOg@y-Fe,Os.
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5 - Consideracses finais

De forma conclusiva, os resultados apresentadadsramgibioensaios em meio sélido,
sugerem que a amostra na forma de col6ide magnatjoposo acido (pH=3) a base de
nanoparticulas de Cof&,@y-Fe,0s;, com didmetro médio dexd9,5 nm, descrita pelos
experimentos de difracdo de raios-x e de microscef@tronica de transmissédo, ndo exerceu
inibicdo no crescimento do patdogeno humanaoli e também en%. aureus(Figuras 16 e
17). Provavelmente, sendo o coléide um materialidim} e o protocolo do bioensaio
requerendo que a amostra seja aplicada sobre pafiélo, as nanoparticulas podem ter
ficado imobilizadas nos poros do papel ndo reatiaaa dispersdo no meio cultura, esse fato
pode ter impossibilitado a atividade das particatagtira as bactérias, justificando o resultado
negativo de inibig&do obtido.

Diferentemente, o pé de particulas, obtido apéscagem do coldide, apresentou um
potencial inibitério ao crescimento dos patogenasmdnosE. colie S. aureus(Figuras 15 e
16). Nesse caso, a amostra foi diretamente colosaloiee 0 meio de cultura, podendo entéo
facilitar a difusdo das nanoparticulas sobre o nmesm

Observou-se que o tratamento realizado para anéfisenicroscopia eletronica de
varredura, ndo teve interferéncia nos resultadésliasb verificados nas imagens, quanto a
atividade das nanoparticulas contra os patogenas. fddma destacada, verificamos
deformagbes na membra & aureus e E.cglibem como, uma maior interagdo com as
nanoparticulas ei8. aureugjuando comparada cd coli, 0 que esta de bom acordo com os
resultados de inibicdo maiores p&.aaureuspresentados nos bioensaios em meio solido.

Um resultado semelhante foi observado em nanoplsicde de0;@SiO@TiO~
Ag que possuem a capacidade de se fixarem na meateabactéria, causando alteragcbes
estruturais ou danos funcionais. Tal fato é exgtigaor ter a membrana bacteriana um grupo
diverso de proteinas contendo sulfurados que poaemr como grupo preferenciais de
adsorcao de nanoparticulas deggO;@SiO@TiO—~Ag.

Outra descricdo para esse tipo de resultado depelgdato de alguns metais, como a
prata, serem fortes ligantes com &cidos nucléicosyrendo entdo a formacdo de um
complexo com o DNA ou RNA, isso poderia levar admrsacdo do DNA e a perda da

habilidade de replicacdo das bactéfias
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Dessa forma, ficou evidente a capacidade de apbicd@ amostra de Cofa@y-
FeOs, que podera vir a ser utilizada, eficientemenggagins de producdo de determinados
nanomaterias que poderdo auxiliar no combate derndetados microrganismos, como as
bactérias descritas nesse trabalho, que sédo caesatiinfeccdes em ambientes hospitalares.

Sendo assim, esse trabalho vem demonstrar quenaparticulas de Cob@,@y-
FeOs; podem corroborar no desenvolvimento de nanomatewano certos tipos de ceras
(para aplicacdo no piso de ambientes hospitalaeajé mesmo, de tintas de parede, que
possam de fato minimizar o problema mundial dacgde hospitalar, sendo esse tipo de
mecanismo de acgdo alternativa, portanto, uma ncWatégia no combate a esse tipo

infeccao.
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