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RESUMO

Diante dos crescentes desafios clinicos associados a resisténcia antimicrobiana e a
formacéo de biofilmes, torna-se urgente o desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas. Nesse contexto, a incorporacdo de farmacos sintéticos e fitocompostos
em nanoparticulas de silica mesoporosas surge como uma alternativa para superar
limitagBes fisico-quimicas dessas moléculas, uma vez que esses nanomateriais
apresentam propriedades estruturais Unicas que favorecem seu uso como
carreadores de moléculas bioativas. Assim, o presente estudo teve como objetivo
preparar e avaliar diferentes nanosistemas de nanoparticulas de silica mesoporosa
do tipo SBA16, incorporando o (E,E)-Farnesol (SBA16-APTES-FAR) ou a
Ciprofloxacina (SBA16-CIPRO e SBA16-APTES-CIPRO). As nanoparticulas obtidas
foram caracterizadas por técnicas fisico-quimicas e morfolégicas, que confirmaram a
formacdo da estrutura mesoporosa. A atividade antimicrobiana foi investigada por
ensaios de microdiluicdo e por testes de inibicdo da formacdo de biofilmes. Os
resultados evidenciaram diferencas no desempenho dos nanosistemas em funcgao
da molécula carreada, com maior atividade associada aos sistemas contendo
Ciprofloxacina. O sistema SBA16-APTES-FAR ndo apresentou superioridade em
relacdo ao terpeno livre. Em contrapartida, os sistemas SBA16-CIPRO e SBA16-
APTES-CIPRO promoveram reduc¢do da Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) e
exibiram efeito antibiofilme mais expressivo quando comparados ao antibiético livre,
evidenciando seu potencial como plataformas promissoras de drug delivery para o
tratamento de infeccbes associadas a formacéo de biofilmes.

Palavras-chave: Ciprofloxacina, Farnesol, nanoparticulas de silica mesoporosas,
atividade antibiofilme.



ABSTRACT

In light of the growing clinical challenges posed by antimicrobial resistance and
biofilm formation, the development of novel therapeutic strategies has become
imperative. In this context, the incorporation of synthetic drugs and phytocompounds
into mesoporous silica nanoparticles emerges as a promising approach to overcome
the physicochemical limitations of these molecules, as such nanomaterials exhibit
unique structural features that support their application as carriers for bioactive
compounds. Accordingly, this study aimed to prepare and evaluate different
nanosystems based on SBA16-type mesoporous silica nanoparticles loaded with
either (E,E)-farnesol (SBA16-APTES-FAR) or ciprofloxacin (SBA16-CIPRO and
SBA16-APTES-CIPRO). The obtained nanoparticles were characterized using
physicochemical and morphological techniques, which confirmed the formation of the
mesoporous structure. Antimicrobial activity was assessed through microdilution
assays, as well as biofilm formation inhibition tests. The results revealed differences
in nanosystem performance depending on the loaded molecule, with higher activity
associated with ciprofloxacin-containing systems. The SBA16-APTES-FAR system
did not demonstrate superior performance compared to the free terpene. In contrast,
SBA16-CIPRO and SBA16-APTES-CIPRO systems promoted a reduction in the
minimum inhibitory concentration (MIC) and exhibited a more pronounced antibiofilm
effect when compared to the free antibiotic, highlighting their potential as promising
drug delivery platforms for the treatment of biofilm-associated infections.

Keywords: Ciprofloxacin, Farnesol, mesoporous silica nanoparticles, antibiofilm
activity.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a resisténcia antimicrobiana emergiu como um dos maiores
desafios para a saude global, representando uma ameaca significativa ao tratamento
eficaz de infecgbes (Li et al., 2023; Morelld-Aucejo et al., 2024; Aparicio-Blanco et
al., 2024). O uso indiscriminado de agentes antimicrobianos tem intensificado esse
problema, ao exercer pressao seletiva e favorecer a prevaléncia de cepas
portadoras de genes de resisténcia (Otri et al.,, 2024). Como consequéncia, as
infeccbes causadas por microrganismos resistentes tornam-se mais dificeis de tratar,
resultando em taxas elevadas de letalidade e morbidade, além de custos mais altos
para os sistemas de saude (Ribeiro et al., 2024).

Nos Estados Unidos, estima-se que infecgOes causadas por Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (MRSA) resultem em aproximadamente 10.600 mortes
anuais e gerem custos superiores a US$ 1,7 bilhdo (CDC, 2019; Miller; Arias, 2024).
A situacdo se agrava devido a capacidade dos microrganismos de formarem
biofilmes, estruturas que proporcionam protecdo contra agentes antimicrobianos e os
mecanismos imunolégicos do hospedeiro, resultando em infeccdes persistentes e
recorrentes (Ribeiro et al.,, 2024; Lange et al., 2024). Dentre 0s microrganismos
frequentemente associados as infec¢des por biofilme, destacam-se bactérias como
S. aureus e Escherichia coli, além de fungos como Candida albicans (Balaure et al.,
2017; Chow; Pang; Wang, 2021).

Diante deste cenario, novas pesquisas sdo urgentes para explorar o
desenvolvimento de agentes antimicrobianos capazes de contornar os problemas
clinicos inegavelmente graves da resisténcia antimicrobiana e formacao de biofilmes
(Rananaware et al.,, 2023; Campos et al.,, 2024). Nesta perspectiva, 0os Oleos
essenciais (OEs) surgem como candidatos potenciais na reducao da disseminacéo
da resisténcia, com atividade reconhecida contra inimeros patdogenos em razdo de
sua natureza multicomponente (Balaure et al., 2017; Morella-Aucejo et al., 2024).

Um constituinte de OE promissor € o Farnesol, um alcool sesquiterpénico que
apresenta atividade antibacteriana, bem como propriedades antifungicas,
antiprotozoarias e anti-inflamatorias (Youssefi et al., 2020; Lopes et al., 2021). Este
terpeno demonstrou eficacia antimicrobiana tanto contra células microbianas
planctonicas quanto contra seus biofilmes (Tan et al.,, 2024). Apesar dessas

vantagens, a baixa retengdo, a hidrofobicidade e a volatilidade limitam seu uso
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pratico (Costa et al., 2023; Lange et al., 2024). Para contornar essas desvantagens,
a abordagem de incorporagcdo em nanomateriais tém sido amplamente exploradas
(Balaure et al., 2017; Morella-Aucejo et al., 2024).

A nanotecnologia também pode ser aplicada a antibiéticos convencionais,
favorecendo seu direcionamento ao local da infeccédo (Li et al., 2023). Um farmaco
que enfrenta problemas com falhas terapéuticas e resisténcia € a Ciprofloxacina,
uma quinolona de segunda geracdo amplamente utilizada, cuja administracdo é
dificultada pela necessidade de atravessar as barreiras das membranas bacterianas
(Nwabuife; Omolo; Thirumala, 2022; Yayehrad; Wondie; Marew, 2022). Nessa
perspectiva, 0 uso de nanotecnologias para a entrega de substancias bioativas pode
ajudar a superar interacfes indesejadas, aumentar a biodisponibilidade, reduzir
efeitos adversos e otimizar os efeitos dos compostos (Ilvanova et al., 2022; Campos
et al., 2024; Aparicio-Blanco et al., 2024).

Dentro dos diferentes dispositivos nanotecnolégicos, as nanoparticulas de
silica mesoporosas tém sido comumente usadas como adequados carreadores de
moléculas biologicamente ativas (Manzano; Vallet-regi, 2020; Morella-Aucejo et al.,
2024). Esses nanomateriais sao candidatos preferenciais devido as suas
propriedades incomparaveis de alta area superficial, grande volume de poros
ordenados, facil funcionalizacdo de superficie, boa biocompatibilidade e fabricacéo
escalonavel e simples (Trzeciak et al., 2021; Zhong et al., 2021; Otri et al., 2024).
Essas caracteristicas permitem a incorporacdo e liberagcdo de altas cargas de
farmacos (Sil et al., 2024; Dereje et al., 2024).

Na literatura, a combinacdo do Farnesol com nanoparticulas de silica
mesoporosas ainda néo foi explorada. Alguns estudos, como os de Balaure et al.
(2017), Zhong et al. (2021) e Morella-Aucejo et al. (2024), investigaram o uso dessas
nanoparticulas com outros diferentes componentes de 0leos essenciais. Enquanto
que demais trabalhos associaram essa molécula com outros nanodispositivos
(lvanova et al., 2022; Costa et al., 2023; Lange et al., 2024). A aplicacdo especifica
destas nanoparticulas carregadas com Farnesol representa uma lacuna significativa,
de modo que pode oferecer alternativas inovadoras no combate a resisténcia
antimicrobiana e biofilmes.

Da mesma forma, a Ciprofloxacina ja foi encapsulada em diversos
nanodispositivos, apresentando aumento da atividade antibacteriana e menor

toxicidade em relacdo a forma livre (Nwabuife; Omolo; Thirumala, 2022; Yayehrad;
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Wondie; Marew, 2022). Inclusive, Mora et al. (2021) carregaram esse antibiotico em
nanoparticulas de silica mesoporosa, porém utilizando outras modificacbes de
superficie e um tipo distinto de ordenacéo estrutural. Assim, permanece em aberto a
investigacdo do sistema SBA16 como plataforma promissora para o carregamento
de Ciprofloxacina, uma vez que sua rede tridimensional de poros interconectados
proporciona volumes internos superiores, favorecendo maior incorporacdo e difusao
controlada do farmaco (Xu et al., 2023).

Assim, tendo em vista as singularidades das nanoparticulas de silica
mesoporosas para aplicagcbes biomédicas, relata-se a preparacdo de sistemas
nanoestruturados do tipo SBA16 com diferentes principios ativos, visando a
obtencdo de materiais com potencial atividade antimicrobiana e antibiofilme. Dessa
forma, o objetivo deste estudo foi sintetizar nanoparticulas de silica, funcionaliza-las
com o grupo 3-aminopropil-trietoxisilano e carrega-las com (E,E)-Farnesol (SBA16-
APTES-FAR) ou com Ciprofloxacina (SBA16-APTES-CIPRO e SBA16-CIPRO), além
de avaliar suas eficacias terapéuticas frente a células microbianas e na inibicdo da

formacdao de biofilmes de estirpes clinicamente relevantes.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Microrganismos e Infec¢gdes Microbianas

O desenvolvimento do microscépio permitiu a exploracdo do mundo invisivel
ao olho na, desempenhando um papel fundamental para o avanco do conhecimento
humano sobre os microrganismos (Wang et al., 2022). Compreender esses seres é
crucial, visto que estdo amplamente distribuidos no planeta (Tortora, Funke e Case,
2017). Aléem disso, uma parcela € patogénica, resultando em altas taxas de
morbidade e mortalidade e impactos econémicos significativos (Campos et al., 2024,
Sony; Sinha; Pandey, 2024).

Entre os microrganismos elucidados pela Ciéncia, destacam-se bactérias e
fungos, os quais séo responsaveis por 80 a 87% das infeccdes relacionadas a saude
humana (Lopes et al., 2021). Essas infeccbes microbianas representam um grande
desafio devido a sua persisténcia e a ineficacia dos tratamentos, sobrecarregando o
sistema de saude publica. Quanto a isso, estima-se que aproximadamente 14% das
hospitalizagbes sejam decorrentes de infecgdes bacterianas (Campos et al., 2024).

Bactérias gram-negativas, como a Escherichia coli, contribuem para esse
problema, consistindo no principal patégeno envolvido nas infeccbes sistémicas,
infeccdes do trato urinario e doencas gastrointestinais (Campos et al., 2024). Demais
estirpes da familia Enterobacteriaceae, bacilos nédo fastidiosos presentes no intestino
de aves e mamiferos, como Salmonella spp., Proteus spp. e Serratia spp., também
podem resultar em infec¢des oportunistas quando invadem outras regiées do corpo,
principalmente de pacientes imunocomprometidos (Li et al., 2023).

Outra bactéria patogénica, a Staphylococcus aureus, uma gram-positiva
presente na microbiota da pele e trato respiratério superior, esta frequentemente
relacionada as infeccbes de tecidos moles e pele (Li et al., 2023). Para além das
infeccbes moderadamente graves na pele e mucosas, as infec¢des estafilococicas
podem levar a doencas fatais, como bacteremia, sindrome do choque toxico e
sepse. Nos Estados Unidos, dados epidemiol6gicos revelam cerca de 20 mil mortes
anuais decorrentes de bacteremia por S. aureus (Wojjcik-Bojek; Rozalska;
Sadowska, 2022; lvanova et al., 2022).

Além disso, no ambiente hospitalar a S. aureus esta associada frequentemente
a infecgBes de sitio cirdrgico e biomateriais, como cateteres e proteses 0sseas. Tais
cocos também sdo os principais agentes de intoxicacdo alimentar (Wojjcik-Bojek;
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Rozalska; Sadowska, 2022). Esta espécie bacteriana produz uma gama de fatores
de viruléncia para provocar doencas, incluindo producdo de endotoxinas e fatores de
evasdo imune. Ademais, destaca-se que a S. aureus € reconhecida clinicamente
devido a notdria presenca de cepas isoladas com genes de resisténcia a multiplos
antimicrobianos (Cheung; Bae; Otto, 2021).

A parede celular das bactérias gram-positivas possui uma camada mais
espessa de peptidoglicano em comparacdo as gram-negativas (conforme mostra a
Figura 1), de modo que pode consistir em uma barreira de protecdo adicional (Lange
et al., 2024). Por outro lado, as bactérias gram-negativas sdo mais resistentes aos
antibiéticos, em razdo de possuirem uma membrana externa de lipopolissacarideo
(LPS), a qual possui carga negativa e alta hidrofobicidade. Essas propriedades
reduzem a sensibilidade e fornecem protecdo contra varios antibiéticos (Otri et al.,
2024; Lange et al., 2024).

Figura 1 - Parede celular de bactérias gram-positivas e gram-negativas
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Fonte: Autoria prépria.

Além das bactérias no Dominio Bacteria, os fungos (pertencentes ao Dominio
Eukarya) também podem causar diversas infeccbes em humanos e apresentar
genes de resisténcia aos antifingicos disponiveis no mercado (Tortora; Funke;
Case, 2017). Apesar de ambos 0s microrganismos possuirem parede celular, a
estrutura da parede fungica (Figura 2) difere da encontrada nas células procarioticas
das bactérias, sendo constituida por substancias como quitina e glucana, que
conferem boa rigidez (Lange et al., 2024).
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Figura 2 - Parede celular fungica
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Um exemplo de fungo é a levedura Candida albicans, comensal presente na
microflora do trato gastrointestinal e geniturinario de pessoas saudaveis (Chow;
Pang; Wang, 2021). Apesar de ser um membro benigno em determinadas regides
corporais, essa espécie por vezes pode cruzar a fronteira e tornar-se um grande
patdgeno oportunista, de modo que é responsavel por infec¢des fungicas em todo o
mundo (Ciesluk et al., 2020). Este fungo é detectado em 44,9% a 51% dos casos de
candidiase e pode regularmente causar candidemia em individuos imunodeficientes
(Zheng et al., 2024).

Uma caracteristica marcante da C. albicans, que permite a invasao de tecidos
e evasao da imunidade, € sua capacidade de transicdo reversivel entre duas
morfologias. A saber, esse fungo dipléide e dimdrfico pode sobreviver em forma de
levedura unicelular ou em forma filamentosa (hifas e pseudohifas), alternando tais
morfologias em resposta a estimulos ambientais, como temperatura elevada (37°C),
pH 7 e privacao nutricional (Chow; Pang; Wang, 2021; Zheng et al., 2024).

A forma de levedura da C. albicans é requerida para a adesdo as células
endoteliais e, assim, a sua disseminacdo na corrente sanguinea. Ja a estrutura de
hifa é necessaria nos estagios iniciais da infec¢gdo, para possibilitar a penetragdo no
tecido. A morfogénese, para além do ajuste as mudancas ambientais, também pode
ser regulada por diversas moléculas de deteccdo de quérum, tanto enddgenas
guanto exdgenas (Chow; Pang; Wang, 2021).

Como exemplo de moléculas de quorum sensing produzidas pela C. albicans,
tém-se o farnesol e o tirasol, os quais, de maneira correspondente, inibem e

aceleram a transicdo de levedura para hifa através de genes reguladores
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transcricionais negativos ou positivos. Estas moléculas sdo usadas como um
mecanismo de comunicagdo entre microrganismos para 0 sucesso do patdgeno,
principalmente quando estdo em comunidades. Em relagéo a isso, a C. albicans é
formadora de biofilme e comumente encontrada em biofilmes mistos (Chow; Pang;
Wang, 2021; Zheng et al., 2024).

Diante da problematica das infec¢cdes microbianas, sem davidas a descoberta
e 0 uso de antibibticos, desde sua primeira aplicacdo na década de 1940, foi um
grande feito na medicina. Os pacientes com infeccdes microbianas tém sido
continuamente tratados com esses agentes antimicrobianos que podem inibir
(atividade bacteriostatica) ou matar (efeito bactericida) os microrganismos por
diferentes mecanismos de acao (Ciesluk et al., 2020).

Uma classe de antibiotico essencial na assisténcia meédica é as
fluoguinolonas, as quais tém sido apontadas como agentes potencialmente eficazes
no tratamento de infecgcbes causadas por MRSA, destacando-se a ciprofloxacina
como alternativa a vancomicina (Li et al., 2025). A ciprofloxacina é um antibiotico de
amplo espectro que inibe a replicacdo do DNA bacteriano ao se ligar a DNA-girase e
toposoimerave IV (Nwabuife; Omolo; Thirumala, 2022).

Além de intervir na replicacdo do DNA, os principais alvos tipicos dos
antibiéticos incluem interferir na sintese protéica (aminoglicosideos), na sintese de
parede celular (B-lactamicos) e em vias metabdlicas microbianas (como as
sulfonamidas) (Aparicio-Blanco et al., 2024). Contudo, as bactérias e os fungos
adquiriram estratégias inerentes para resistir a estes ataques
direcionados. Consequentemente, a disseminacdo dessa resisténcia antimicrobiana
a multiplos medicamentos diminui gradativamente as opc¢fes de tratamento das

infecgdes (Wojjcik-Bojek et al., 2022).

2.2 Resisténcia Antimicrobiana

A resisténcia antimicrobiana ocorre quando microrganismos adquirem
mecanismos para escapar do efeito dos agentes antimicrobianos destinados ao
tratamento das infec¢cdes que provocam (Aparicio-Blanco et al., 2024). Nos ultimos
anos, houve um crescente aumento de bactérias e fungos patogénicos resistentes
aos antimicrobianos disponiveis no mercado, representando uma séria ameaca a
salde publica global (Ciesluk et al., 2020; Li et al., 2023; Dereje et al., 2024).
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Em tal cenario, a resisténcia dos microrganismos aos antibiéticos é
considerada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como uma pandemia
iminente (Otri et al., 2024). Trata-se de uma situacédo alarmante, em que cerca de
1,27 milhdo de pessoas morreram em todo o mundo em 2019 por infeccbes
causadas por bactérias resistentes a antimicrobianos, das quais 700 mil estavam
relacionadas com infec¢cdes nosocomiais graves (Murray et al., 2022; Li et al., 2023).

Além disso, estima-se que ocorram 10 milhdes de mortes todos os anos até
2050 por resisténcia antimicrobiana, com um custo de recursos de 100 trilhdes de
dolares (Murray et al., 2022; Li et al., 2023). Assim, a auséncia de abordagem
terapéutica resulta em internacdes hospitalares mais longas, taxas alarmantes de
mortalidades e altos custos médicos (Li et al., 2023). Com isso, atualmente combater
a resisténcia antimicrobiana € um dos maiores e mais urgentes desafios da saude
(Morella-Aucejo et al. 2024).

O uso inadequado e indiscriminado de substancias antimicrobianas estimulou
o aumento da frequéncia dos microrganismos resistentes no mundo,
desencadeando a crise global de resisténcia antimicrobiana. Isso ocorre porque 0S
compostos biocidas atuam como agentes seletivos, de maneira que exercem alta
pressao seletiva no ambiente e, consequentemente, favorecem a selecéo de cepas
microbianas com genes de resisténcia (Figura 3) (Otri et al., 2024; Morella-Aucejo et
al., 2024).

Figura 3 - Prevaléncia de microrganismos resistentes em uma populacdo
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Fonte: Autoria propria.
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O desenvolvimento de novos compostos antimicrobianos surge quase ao
mesmo tempo que a resisténcia bacteriana a essas novas opg¢des. Por exemplo, a
Penicilina foi implementada em 1940 e, trés anos depois, ja se tinha bactérias
resistentes a esse farmaco (Li et al., 2023). No momento atual, a maioria dos
antibiéticos em linha comercial estdo perdendo sua eficiéncia terapéutica. Para
agravar a situacdo, a descoberta de novas moléculas alternativas é um processo
lento e caro (Otri et al., 2024).

A aquisicdo de genes de resisténcia antimicrobiana ocorre em decorréncia de
mutacoes aleatorias e recombinacdo de genes (Tortora; Funke; Case, 2017). Esses
genes de resisténcia podem ser propagados através de transferéncia vertical
durante replicacdo do genoma e divisdo celular (isso €, descendéncia) ou por
transferéncia horizontal em eventos de transformacgéo, conjugacéo e transducao. A
transferéncia horizontal de genes de resisténcia a antibidticos é a responsavel pelo
espalhamento de genes de resisténcia entre diferentes espécies de
microorganismos (Alvarez-Martinez; Barrajon-Catalan; Micol, 2020; Li et al., 2023).

A expressdo génica dessas sequéncias genéticas mutantes determinam o
funcionamento de diferentes mecanismos responsaveis pelo impedimento da acéo
antibiodtica. As estratégias para insensibilidade aos antibioticos variam desde
diminuicdo da permeabilidade da membrana, bombas de efluxos e alteragdo do sitio-
alvo até a degradacdo/modificacdo da estrutura dos farmacos. Como caso em
guestdo, em que bactérias produzem a enzima B-lactamase, que cliva o anel dos
antibidticos B-lactamicos (Li et al., 2023; Aparicio-Blanco et al., 2024).

Além disso, ha cepas de microrganismos que podem mobilizar distintos
mecanismos de resisténcia de modo simultaneo contra a acdo de um farmaco
(Aparicio-Blanco et al.,, 2024). Assim como, ser resistentes a multiplos
medicamentos (MDR), como as espécies do grupo chamado de ESKAPE. A sigla
remete as estirpes ameacgadoras de Enterococcus faecium, S. aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter
spp. (Yu et al., 2020).

Em particular, cepas resistentes de S. aureus, entre 0s quais a S. aureus
resistente a meticilina (MRSA), sdo as mais importantes clinicamente por serem as
principais causas de infecgcOes persistentes. Todos os isolados de MRSA
compartilham o gene mecA, que codifica a proteina PBP2a, essencial na biossintese

da parede celular. A MRSA esta disseminada pelo mundo e os pacientes infectados
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tém 64% mais probabilidade de morrer. Sua patogenicidade e difusdo sdo, em
grande parte, atribuidas a capacidade de formar biofiimes em superficies
(Cascioferro et al., 2021; Cheung; Bae; Otto, 2021; Otri et al., 2024).

Posto isto, fica evidente a necessidade de novas terapias antimicrobianas
eficazes para contornar o desafio urgente da resisténcia antimicrobiana e biofilmes.
Neste cenario, investigacdes direcionadas a descobertas de novos produtos
antimicrobianos destacam os compostos naturais, dentre eles os 6leos essenciais,
como excelentes agentes alternativos (Yu et al., 2020; Morella-Aucejo et al., 2024).
Para além disso, a integracdo da nanotecnologia também representa um passo

fundamental no enfrentamento da resisténcia antimicrobiana (Campos et al., 2024).

2.3 Biofilmes Microbianos

Os microrganismos tém capacidade e tendéncia de formarem biofilmes sob
superficies abidticas e bidticas (Nowacka; Kowalewska; Kregiel, 2020). Referente a
isso, aproximadamente 99% da populacéo bacteriana no mundo existe em biofilmes,
nos seus diferentes estagios de formacdo. Precisamente, biofiimes sao
microcomunidades complexas de uma ou mais espécies de microrganismos que
aderem a superficie e autoproduzem uma matriz extracelular de polissacarideos
(EPS) (Rananaware et al., 2023; Lange et al., 2024; Ribeiro et al., 2024).

O biofilme refere-se a um problema clinico grave devido a matriz de EPS que
protege as células bacterianas e/ou fungicas no seu interior (Rananaware et al.,
2023). Assim, as células microbianas dentro da estrutura tridimensional do biofilme
sd0 mais resistentes aos agentes antimicrobianos e a resposta do sistema imune do
hospedeiro do que a forma de vida plancténica. Inclusive, bactérias incorporadas em
biofilmes requerem doses de bactericidas de 100 a 1000 vezes maiores do que as
necessarias para erradicar as células livres (Cascioferro et al., 2021; Aparicio-Blanco
et al., 2024; Lange et al., 2024).

A formacdo do biofiilme compreende varios estagios sequenciais,
esquematizados na Figura 4. Inicialmente, as células plancténicas microbianas
entram em contato e se fixam em uma superficie, com auxilio, por exemplo, de
apéndices bacterianos (como cilios e flagelos) e fragmentos de hifas e esporos

fungicos. Em seguida, ocorre a formagdo de microcoldénias a partir da agregacao
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célula-célula, da multiplicacédo celular e do inicio da producéao de EPS (Harding et al.,
2009; Sil et al., 2023; Lange et al., 2024).

Posteriormente, ap0s a formacdo desse agregado multicamadas, ocorre a
maturacdo do biofilme, que atinge sua maxima espessura e cobertura de EPS. Os
biofilmes maduros contém canais de agua que permitem a circulagdo de nutrientes.
Finalmente, quando o biofilme se aproxima de um nivel critico, ocorre o
desprendimento e a disperséo de células e fragmentos do biofilme no ambiente para

colonizar novas superficies (Harding et al., 2009; Sil et al., 2023; Lange et al., 2024).

Figura 4 - Formagao de biofilme microbiano
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Devido a sua inerente disseminacdo, a formacdo de biofilmes provoca
infecgbes persistentes em feridas cronicas e implantes médicos. Ademais, o
estabelecimento dos biofilmes estd associado a 80% das infec¢des fungicas e
bacterianas de tecidos vivos. Sob essas condi¢gfes, a frequentemente recorréncia
das infecgbes induzidas pela presenca de biofilmes sé&o bastantes desafiadoras, o
gue dificulta o tratamento e prolonga o sofrimento do paciente (Lopes et al., 2021,
Lange et al., 2024, Ribeiro et al., 2024).

No interior da matriz do biofilme, as células microbianas se comunicam por

meio de um processo sofisticado, denominado como quorum sensing (Sil et al.,
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2023). Esse sistema de comunicacdo € extremamente importante para 0s
microrganismos, visto que coordena todo seu sistema de patogenicidade. Pelo
mecanismo de deteccdo de qudrum, 0S microrganismos conseguem modular a
secrecdo de fatores de viruléncia, desencadear a producdo de biofilme e controlar a
expressao génica em resposta a densidade populacional (Yu et al., 2020; Lange et
al., 2024).

Nos biofilmes, a transferéncia horizontal de genes € aumentada. O
microambiente estabelecido pela matriz EPS também possibilita maior absor¢cédo de
recursos, compartilhamento de nutrientes e protecdo contra fatores externos. Para
mais, ha é&reas dos biofiilmes em que se encontram células persistentes, que
possuem atividade metabdlica reduzida e sdo altamente resistentes aos tradicionais
antibiéticos (Lange et al., 2024).

Dessa forma, como os biofiimes Ilimitam de maneira significativa a
disponibilidade de agentes anti-infecciosos frente aos microrganismos, a sua entrega
ao local do biofilme deve ser maximizada (Aparicio-Blanco et al., 2024). Na busca de
novas estratégias para o tratamento antibiofiime, uma opcédo promissora € a
utilizacdo de agentes naturais, como as abundantes moléculas extraidas da flora
(Lange et al., 2024).

Por exemplo, no estudo de El-Far et al. (2021), foi observado que o eugenol,
um componente presente essencialmente nos OEs de cravo e canela, erradicou de
forma eficaz biofilmes estabelecidos por diversas cepas de MRSA. Desfecho
semelhante foi revelado pela pesquisa de Lahiri et al. (2021), em que tanto o
eugenol quanto o linalol apresentaram promissora atividade antibiofilme contra P.
aeruginosa, reduzindo significativamente a adesédo das bactérias ao vidro.

Esses resultados experimentais relatados séo particularmente significativos,
considerando que individuos do género Staphylococcus spp. e Pseudomonas spp.
sao frequentemente responsaveis pela formacéao de biofilmes em feridas cronicas.
Tais infecgbes em feridas crénicas podem causar graves danos a saude, incluindo
amputacdes (Cavallo et al., 2024). Dessa forma, buscar novas abordagens
terapéuticas sdo necessarias para tratar infeccbes com biofilmes (Lange et al.,
2024).
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2.4 Produtos Naturais

Na medicina, os produtos naturais tém sido extensivamente estudados como
uma fonte de novos compostos bioativos (Siddiqui et al., 2024). Apesar disso,
grande parte da vasta diversidade da natureza ainda permanece amplamente
inexplorada (Oliveira et al., 2022). Essas substancias de origem natural podem ser
obtidas a partir de microrganismos, animais e plantas (Alvarez-Martinez; Barrajon-
Catalan; Micol, 2020). Exemplos notaveis desses recursos naturais que apresentam
atividade antimicrobiana incluem bacteriocinas, peptideos antimicrobianos e
componentes de extratos vegetais (Barros et al., 2020; Morell4-Aucejo et al., 2024; Li
et al., 2024).

As plantas, em patrticular, fornecem uma variedade de compostos complexos,
gue séo estruturalmente diversos e com distintos efeitos terapéuticos, de modo que
podem ser empregados como agentes alternativos na preservacédo de alimentos e
no tratamento de doencas infecciosas (Chouhan; Sharma; Guleria, 2017; Céaceres et
al., 2020; Morella-Aucejo et al., 2024). Esses compostos organicos, denominados
como metabdlitos secundarios, desempenham fun¢des importantes na defesa da
planta contra herbivoros e patdégenos, ndo possuindo missdo direta no crescimento e
desenvolvimento dos vegetais (Taiz; Zeiger, 2017; Alvarez-Martinez; Barrajon-
Catalan; Micol, 2020; Siddiqui et al., 2024).

Ao longo dos anos, os fitoterapicos naturais foram usados como agentes
antibacterianos. Nesta linha, estudos buscam avaliar todo seu potencial, até mesmo,
contra cepas multirresistentes. Por exemplo, pomadas com extratos de folhas de cha
tém sido avaliadas para tratar S. aureus MDR (Li et al., 2023; Morell4-Aucejo et al.,
2024). Outro experimento demonstrou que o 0leo de Melaleuca alternafolia foi eficaz
contra inUmeras cepas de bactérias resistentes a antibiéticos (Visan; Negut, 2024).

Na area de Fisiologia Vegetal, os metabdlitos secundarios séo divididos em
trés grupos quimicamente diferentes, sendo 0os compostos nitrogenados, fendlicos e,
0 maior grupo, terpenos. Os terpenos séo hidrocarbonetos que derivam da unido de
multiplas unidades de isopreno (CsHs) e sua classificacdo é dada pelo numero de
unidades isoprénicas. A mistura desses isoprendides, como monoterpenos (com
dois isoprenos) e sesquiterpenos (com trés isoprenos), em combinacdo com outras
moléculas formam os OEs (Taiz; Zeiger, 2017; Siddiqui et al., 2024; Visan; Negut,
2024).
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2.4.1 Oleos Essenciais (OES)

Oleos essenciais sdo misturas complexas de diversas moléculas, cujos
principais componentes sdo os terpenos e os fenilpropandides. Os fenilpropandides
pertencem a classe dos compostos fendlicos e possuem um anel benzénico com
uma cadeia lateral de trés carbonos. A combinacdo destes componentes é
responsavel pelo seu aroma Unico e pela sua acéo bioldgica. Assim, cada composto
contribui para o perfil quimico geral destes diferentes liquidos oleosos, aromaticos e
volateis (Taiz; Zeiger, 2017; Chouhan; Sharma; Guleria, 2017; Siddiqui et al., 2024;
Visan; Negut, 2024).

Os OEs sao obtidos de vérias partes de materiais vegetais, como folhas,
frutos, flores, raizes, caules, cascas, brotos e sementes (Chouhan; Sharma; Guleria,
2017; Siddiqui et al., 2024; Morelld-Aucejo et al., 2024; Li et al., 2024). Esses sao
sintetizados no citoplasma e plastidios das células vegetais a partir de diferentes
vias, incluindo a rota acido mevalénico (MVA) e rota do metileritritol fosfato (MEP).
Apoés sua producao, os EOs sdo armazenados em células epidérmicas e secretadas
por tricomas glandulares, fissuras ou canais de resina (Taiz; Zeiger, 2017;
Mohamed; Alotaibi, 2022).

Mais de 3.000 EOs ja foram identificados, dos quais 300 possuem grande
relevancia comercial e sdo amplamente utilizados em setores como o médico,
cosmeético, alimenticio e agricola (Su et al., 2024). Do ponto de vista econémico, o
mercado global desses compostos € projetado em aproximadamente 13,94 bilhdes
de délares, com uma demanda superior a 370.000 toneladas prevista até o ano de
2024 (Cadena et al., 2018).

Os componentes dos OEs podem variar significativamente entre os distintos
Oleos. Em geral, eles contém de 20 a 60 moléculas organicas com baixos pesos
moleculares e presentes em pequenas quantidades. No entanto, todos os Oleos
essenciais sdo caracterizados por dois ou trés constituintes predominantes, cujas
concentragdes variam aproximadamente de 20% a 70% (Siddiqui et al., 2024; Visan;
Negut, 2024). Por exemplo, no estudo de Zhao et al. (2023) foram identificados
maiores teores de carvacrol (30,54%), 2,4-diisopropil-5-metilfenol (28,22%) e timol
(17,12%) no oleo de orégano.

Ja no oOleo de Pinus Sylvestris (conhecido popularmente como pinheiro-de-

casquinha), os principais compostos detectados foram a-pineno (29%), B-pineno
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(17,2%) e 3-careno (13,1%). No EO de Ocimum Basilicum (o0 manjericdo), 0s
constituintes em maior concentracdo foram o estragol (73%) e o B-linalol (17%). O
altimo exemplo diz respeito ao EO de gengibre (Zingiber Officinalis Rosc), no qual
identificou-se 38 componentes, sendo o zingibereno o composto predominante
(Galgano et al., 2022).

Além disso, a composic¢do quimica do OE pode variar entre diferentes amostras
do mesmo tipo de 6leo. Os fatores que influenciam nessa variagdo de percentual
incluem a localizacdo geografica, niveis de umidade, temperatura, exposicao a luz
solar, composicdo do solo, estacdo da colheita, estagio de maturidade (como
floracdo) e a espécie da planta. Um caso evidente dessa variacdo é a quantidade de
carvacrol no 6leo de tomilho, em que na espécie Thymus capitatus a concentracdo
chega a 79,9%, enquanto na Thymus vulgaris € de apenas 2,9% (Goncalves et al.,
2017; Pandur et al., 2022; Vassiliou et al., 2023; Etri; Pluhar, 2024).

Séao conhecidos diversos outros componentes de OE, como farnesol, geraniol,
p-cimeno, limoneno, mentol citronelal, neral, y-terpineno, linalol, canfeno, pulegona,
nerolidol, piperitenona, tujona, carvona, mirceno, safrol e p-cariofileno. Essas
moléculas sao produzidas por uma gama diversificada de plantas aroméaticas, como
as popularmente nomeadas capim-limao, horteld, louro, citronela, geranio, cravo-da-
india, lavanda, bergamota, sélvia, laranja-doce, cardamomo, erva-cidreira e alecrim
(Caceres et al., 2020; Visan; Negut, 2024; Li et al., 2024; Shetta et al., 2024).

A diversidade e complexidade de compostos organicos nos EOs torna-os
versateis e com uma infinidade de possibilidades contra diversos patdgenos (Visan;
Negut, 2024). Assim, com reconhecidas propriedades inseticidas, antioxidantes,
antibacterianas, antifingicas, antivirais, antiparasitarias, anticAncer e outras
atividades biolégicas, os EOs sao considerados ferramentas potentes na
preservacdo de alimentos e para aplicagcbes cosméticas e farmacéuticas, em que
podem ser (teis no combate a resisténcia bacteriana (Chouhan; Sharma; Guleria,
2017; Morella-Aucejo et al., 2024; Li et al., 2024, Siddiqui et al., 2024).

Os EOs séo promissores no combate de bactérias com genes de resisténcia
devido a sua natureza multicomponente e multialvos. Diferentemente de outros
agentes antimicrobianos, os EOs podem afetar as células microbianas de
numerosas maneiras, de modo que aumenta sua eficiéncia no tratamento de
infeccbes. Quando em contato com 0s microrganismos, esses criam uma seérie de

reagcbfes em cascatas que, em ultima instancia, bloqueiam processos fisiologicos
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importantes do patégeno (Zhao et al.,, 2023; Morella-Aucejo et al., 2024; Visan;
Negut, 2024).

E relatado que essas misturas complexas podem inibir atividades
enzimaticas, romper a integridade de paredes e membranas celulares, alterar a
permeabilidade e fluidez da membrana e gerar espécies reativas de oxigénio (ERO).
Em adicdo, podem inibir o metabolismo microbiano e interferir na replicacdo e
transcricdo do material genético, inibindo a expressdo génica e a biossintese de
proteinas. Esses possiveis mecanismos de acéo (ilustrados na Figura 5) resultam
em efeitos bacteriostaticos e bactericidas (Barros et al., 2020; Li et al., 2024; Shetta
et al., 2024).

Figura 5 - Possiveis mecanismos de acéo dos 6leos essenciais
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Fonte: Autoria propria.

No entanto, o uso dos EOs enfrenta varias limitacbes tecnoldgicas. A
hidrofobicidade, volatilidade e rapida liberacdo restringem sua aplicacdo. Eles
podem evaporar a temperatura ambiente, além de serem suscetiveis a degradacao
sob condic¢bes climaticas adversas, como exposi¢cdo a luz e ao calor. Ademais, sua
aplicacdo direta pode provocar reacdes alérgicas e toxicidade significativa. Para
mitigar essas limitacbes, pesquisas tém focado em tecnologias como
nanoencapsulagao, visando melhorar a sua estabilidade, solubilidade e eficacia em
formulacbes antimicrobianas (Yu et al., 2020; Shetta et al., 2024; Li et al., 2024,
Morella-Aucejo et al., 2024).
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2.4.2 Farnesol

Farnesol (F6rmula molecular: C.H.O; IUPAC: 3,7,11-Trimethyl-2,6,10-
dodecatrien-1-ol; Massa molar: 222,37 g/mol) € um alcool sesquiterpénico aciclico
encontrado na natureza com quatro formas estereocisoméricas distintas,
correspondendo ao (E,E)-Farnesol, (Z,2)-Farnesol, (E,Z)-Farnesol e (Z,E)-Farnesol
(Figura 6). Esse composto natural € constituinte de EOs de varias espécies da flora,
como capim-limao, citronela, rosa e almiscar. A molécula foi isolada pela primeira
vez da Vachellia farnesiana (a acacia-amarela), planta da qual originou seu nhome
(Delmondes et al., 2019; Youssefi et al., 2020; Lopes et al., 2021; Lange et al.,
2024).

Figura 6 - Estrutura molecular dos estereoisémeros do Farnesol
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Fonte: Autoria propria.

O Farnesol é produzido em células vegetais por desfosforilacdo do farnesil
pirofosfato, na rota do mevalonato (Delmondes et al.,, 2019; Lopes et al., 2021,
Lange et al., 2024). Além de sua origem vegetal, trata-se de uma molécula quorum-
sensing enddgena produzida por C. albicans quando as densidades celulares séo
altas, conforme anteriormente citado (Chow; Pang; Wang, 2021). Esse 0leo com
odor doce € empregado na area cosmeética, perfumaria e como agente aromatizante
na industria de alimentos (Youssefi et al., 2020).

O Farnesol possui acBes antiprotozoérias, antitumoral, antioxidantes, anti-
inflamatorias, antifingicas e antibacterianas (Delmondes et al., 2019; Youssefi et al.,

2020; Lopes et al., 2021). No entanto, muitos dos estudos sobre essas atividades
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biolégicas ndo especificam qual isbmero do Farnesol foi utilizado. Dado que o
isomerismo molecular afeta as propriedades farmacoldgicas das moléculas, a falta
de clareza sobre o isdmero em questao dificulta a avaliacdo do seu potencial (Lopes
et al., 2021).

Este composto quimico possui capacidade de impedir o crescimento de
patdgenos clinicamente importantes (Lange et al., 2024). O isémero (E,E)-Farnesol
demonstrou atividade antibacteriana e antibiofilme contra diferentes cepas padréao de
Streptococcus spp. e também isolado clinico de S. aureus, com CMI variando de 8 a
128 pg/mL (Lopes et al., 2021). Em outro estudo, com cepas de S. aureus
portadoras de genes plasmidiais codificadores de bombas de efluxo (cepas 1199B,
IS-58 e RN4220), observou-se que a CMI do Farnesol (isdbmero ndo indicado) variou
de 16 a 32 ug/mL (Santana et al., 2023).

O Farnesol também demonstrou elevado potencial antimicrobiano contra
biofilmes, incluindo os de patégenos ESKAPE. Uma concentracdo de 0,5 mg/mL
inibiu efetivamente a formacdo de biofilmes de Enterococcus faecium, K.
pneumoniae e Enterobacter cloacae. Nesta concentragao, foi observada reducao de
mais de 20.000 mil vezes nas unidades formadoras de col6nia. Além disso, biofilmes
ja estabelecidos foram significativamente reduzidos, reforcando seu potencial no
combate a infeccBes associadas a biofilmes (Tan et al., 2024).

No que tange a atividade fungica, o Farnesol prejudica a formacao de hifas de
C. albicans, causando alteracdes morfologicas na parede celular e supressédo de
enzimas como a aspartil proteinase, um classico fator de viruléncia em fungos
patogénicos (Décanis et al., 2011; Lange et al., 2024). Esse alcool sesquiterpénico
pode afetar o crescimento fungico por varias vias, como a inducdo de ERO e
apoptose, levando a disfuncéo e falha na sintese proteica. Sua acado multidirecional,
assim como em bactérias, confere uma potente atividade antifungica, reduzindo o
risco de desenvolvimento de resisténcia (Zheng et al., 2024).

O Farnesol também é capaz de intensificar o efeito de agentes antimicrobianos,
atuando de forma sinérgica no combate de microrganismos. Foi demonstrado que o
Farnesol aumentou a acdo dos antibidticos ampicilina, oxacilina, cefoxitina,
ciprofloxacina e bacitracina em cepas padrdo de S. aureus e MRSA ao inibir a
biossintese da parede celular (Kuroda; Nagasaki; Ohta, 2007). De forma

semelhante, Oliveira et al. (2022) observaram efeito sinérgico entre o Farnesol e a
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gentamicina contra todos isolados clinicos e cepas conhecidas de S. aureus em
estudo, além de potencializar o efeito de outros farmacos em algumas cepas.

Também foi notado sinergismo do Farnesol com os farmacos antifiUngicos
fluconazol e micafungina frente as cepas de C. albicans SC5314, em que 0 usO
dessa terapia combinada também possibilitou a distorcdo estrutural dos biofilmes
(Katragkou et al., 2015). Em outro trabalho, a combinacdo do Farnesol com
antifangicos da classe das equinocandinas (anidulafungina, caspofungina e
micafungina) resultou em atividade sinérgica contra cepas isoladas de Candida
auris, exceto para combinacdo com anidulafungina, cujo resultado chegou proximo
ao limiar de sinergia (Nagy et al., 2020).

O Farnesol tem designacao de seguranca da Food and Drug Administration
(FDA, dos Estados Unidos) e da Agéncia Europeia de Produtos Quimicos como um
composto geralmente considerado seguro (“GRAS” - Generally Recognized as Safe).
Apesar de ser considerado seguro, os danos as células e tecidos dependem da sua
concentracdo (Lange et al., 2024). No estudo com camundongos realizado por
Junior et al. (2023), doses de 50 e 100 mg/kg dessa substancia ndo mostraram
toxicidade as regides nervosas estudadas, ao passo que 200 mg/kg causou lesdo
cerebral (em 12% da area do hipocampo) sobre 16% dos animais tratados.

Portanto, devido as limitacbes (como alta volatilidade, hidrofobicidade e, a
depender da dose, toxicidade), a encapsulacdo do farnesol em nanoparticulas pode
ser uma solucdo eficaz para protegé-lo de fatores ambientais degradantes e
aumentar sua absorcéo e bioeficacia (Costa et al., 2023). Nesta linha, Ivanova et al.
(2022) desenvolveram nanoparticulas de polimero poli (éter metilvinilico/acido
maleico) com Farnesol. Essa nanoformulacdo mostrou-se eficaz em inibir a
formacao de biofilmes e reduzir biofilmes maduros de S. aureus ATCC 25923, além
de ndo causar irritagdo cutanea em um modelo de tecido de pele 3D.

Em outra pesquisa, Costa et al. (2023) sintetizaram nanoparticulas de
quitosana com Farnesol e testaram sua eficacia contra C. albicans ATCC 90028 em
um modelo murino de candidiase oral. As analises histolégicas mostraram que as
nanoparticulas inibiram a presenca de hifas, além de reduzir a carga fangica e a
inflamac&o. Na avaliacdo de toxicidade com larvas de Galleria mellonella, essas
nanoparticulas garantiram 100% de sobrevivéncia em todas as doses testadas,
enquanto o Farnesol isolado reduziu a sobrevivéncia para 90% na dose de 710

mg/kg.
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2.5 Nanotecnologia e Sistema de Entrega de FArmacos

A nanotecnologia € uma ciéncia inovadora que manipula materiais e sistemas
em escala nanométrica, com amplas aplicagcbes nas ciéncias da vida (Yayehrad;
Wondie; Marew, 2022). Como campo interdisciplinar, esta no cerne de diversas
areas do conhecimento, incluindo fisica, quimica, biologia, engenharia, eletrénica e
ciéncia dos materiais. As estruturas em nanoescala estudadas pela nanotecnologia
sdao conhecidas como nanoparticulas, cujas medidas variam de 1 a 100 nm em todas
as suas trés dimensdes (Tewabe et al., 2021; Afzal et al., 2022 Lange et al., 2024).

Em razdo de seu tamanho submicroscépico, as nanoparticulas possuem
propriedades materiais diferentes daqueles objetos macroscopicos. Desse modo,
essas podem ser implementadas em uma gama de praticas, como cobertura de
alimentos e dispositivos hospitalares, descontaminacdo ambiental e uso biomédico
(Yayehrad; Wondie; Marew, 2022; Afzal et al., 2022; Lange et al., 2024). Na area
biomédica, podem ser empregadas no diagnostico de doencas, em técnicas de
imagem e no desenvolvimento de tratamentos de doencas, com destaque na
administracao de farmacos (Tewabe et al., 2021; Afzal et al., 2022).

Nas ultimas décadas, o uso de nanoparticulas como sistema de entrega de
farmacos atraiu a atencdo de pesquisadores em todo o mundo, devido as suas
amplas vantagens (evidenciadas na Figura 7). Esses sistemas podem ser usados no
tratamento de inUmeras patologias, como cancer e doencas cerebrais, infecciosas e
cardiovasculares (Afzal et al., 2022). Em suma, o principal objetivo € dos sistemas é
aumentar a eficacia terapéutica dos agentes ativos enquanto reduz seus efeitos
colaterais (Tewabe et al., 2021).

Os carreadores de farmacos realizam a entrega direcionada e sustentada no
local-alvo, resultando em melhorias nos indices terapéuticos em comparacdo as
administragdes convencionais (lvanova et al., 2022; Campos et al., 2024; Aparicio-
Blanco et al., 2024). Além disso, os sistemas “drug delivery” aperfeicoam a
farmacodindmica e farmacocinética dos compostos bioativos encapsulados,
aprimorando a biodisponibilidade e prolongando o tempo de circulagdo no corpo
(Tewabe et al., 2021; Ivanova et al., 2022; Aparicio-Blanco et al., 2024).

A incorporacao de moléculas bioativas em nanoparticulas também ajuda na
superacdo das suas desvantagens, como baixa solubilidade e estabilidade fisico-

quimica (lvanova et al., 2022; Campos et al., 2024). Somado a isso, O
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direcionamento dos medicamentos resulta em doses e frequéncia reduzida, o que
minimiza a toxicidade sistémica (Campos et al., 2024; Aparicio-Blanco et al., 2024) e
também culmina na melhor adeséo do paciente (Tewabe et al., 2021).

No ambito do tratamento de infeccbes microbianas, a entrega de farmacos
possibilita maior eficiéncia antimicrobiana e permite que antibiéticos hidrofébicos
permanecam por mais tempo na circulacao (Sil et al., 2024). Outra vantagem € que
as nanoformulacfes também apresentam maior capacidade de penetrar o EPS dos
biofiilmes, o que requer menores concentracdes para atingir diretamente aquelas

células microbianas internas (lvanova et al., 2022).

Figura 7 - Vantagens dos sistemas de entrega de farmacos
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Fonte: Autoria propria.

Uma estratégia eficaz para potencializar ainda mais o desempenho das
nanoparticulas é a funcionalizacdo de sua superficie com moléculas especificas, o
gue permite direciond-las com precisdo aos focos infecciosos (Otri et al., 2024).
Quanto a isso, a adicdo de determinadas substancias aumenta a especificidade ao
local desejado, visto que o nanodispositivo pode liberar sua carga sob comando de
determinados estimulos, como pH, temperatura, enzima e compostos secretados por
bactérias (Nowacka; Kowalewska; Kregiel, 2020; Morella-Aucejo et al., 2024).

A fim de alcancar tantos beneficios, € ideal que o carreador seja atoxico,
biocompativel, estavel, de facil eliminacdo do corpo e possuir uma preparagao

razoavelmente simples e econdmica (Tewabe et al., 2021). Atualmente, existem uma
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ampla variedade de nanoplataformas, que podem ter aspectos diferentes, tal qual
tamanho, formato e natureza organica ou inorganica (Morella-Aucejo et al., 2024).

Dentre as nanoparticulas usadas como transportadoras de farmacos, tém-se
as micelas, lipossomas, niossomas, hanoemulsdes, hidrogéis, ciclodextrinas,
microesferas, poli (D,L-lactideo-co-glicolideo), dendrimeros, nanotubos de carbono,
alumina, pontos quanticos e nanoparticulas de ouro, prata e silica. Para mais, ha
inlmeros outros sistemas transportadores baseados em peptideos, metais e
polimeros naturais ou sintéticos (Tewabe et al., 2021; Afzal et al., 2022; Campos et
al., 2024; Aparicio-Blanco et al., 2024).

Para exemplificar pesquisas com nanocarreadores potencialmente
antibacterianos, o estudo de Marei et al. (2019) indicou que nanoparticulas a base
de quitosana carreadas com Ciprofloxacina reduziram significativamente a CMI em
85,6% em comparacao ao farmaco livre contra E. coli e cepas de MRSA. Segundo
0S autores, esses resultados indicam uma administracdo aprimorada, liberacao
controlada e uma maior penetracao do farmaco.

Outro estudo interessante utilizou nanoparticulas de metalaciclo de platina
incorporadas em lipossomas e ativadas por laser de 980 nm (denominadas
Pt1110NPs) para promover a cicatrizacdo de feridas infectadas. Os experimentos
foram conduzidos em modelos de feridas infectadas e ceratite em camundongos.
Observou-se que o tratamento combinado de Pt1110NPs e laser foi eficaz na
cicatrizacdo e na reducdo da infeccdo bacteriana nas feridas. No modelo de cérnea
infectada, também houve uma reducéo significativa do biofilme (Xu et al., 2023).

Diante disso, fica evidente que a nanotecnologia é a versdo avancada do
postulado de “bala magica” de Paul Ehrlich, visto que remonta o conceito de atingir
seletivamente um patdégeno sem causar efeitos prejudiciais ao organismo
hospedeiro. Embora promissora, implementar essa “bala magica” enfrenta desafios,
essencialmente na pratica clinica. Isso decorre principalmente da dificuldade de
encontrar o alvo correto para cada doenca especifica, questdes de escalabilidade e
exigéncias regulatorias de controle de qualidade (Tewabe et al., 2021; Afzal et al.,
2022).

Outra grande barreira para a translocac¢ao clinica de nanoformulacdes consiste
em obter nanoplataformas que encapsule de modo suficiente as moléculas bioativas
e garanta sua entrega controlada. Sao poucas nanoformulagdes que superaram

todas essas barreiras e estado disponiveis para aplicacdes clinicas. Por exemplo, no
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mercado existe o Doxil (lipossoma PEGuilado com doxorrubicina) e Abraxane
(paclitazel ligado a albumina) para tratar determinados canceres (Tang; Li; Chen,
2012; Xu et al., 2023).

2.5.1 Nanoparticulas de Silica Mesoporosas

As nanoparticulas de silica mesoporosas (MSNSs, sigla do inglés Mesoporous
Silica Nanoparticles) sdo nanoestruturas porosas, com tamanho de poro variando de
2 a 50 nm, composta por diéxido de silicio (SIO2), material abundante na crosta
terrestre (Dereje et al., 2024). O primeiro material mesoporoso foi sintetizado em
1992 por cientistas da Mobil Research and Development Corporation e foi
denominado como Mobil Composition of Matter N°. 41 (MCM-41) (Trzeciak et al.,
2021; Xu et al., 2023).

As MSNs sao utilizadas nas industrias e em muitos campos da Ciéncia, em
especial em pesquisas focadas na sua aplicacdo como sistema de administracdo de
farmacos (Trzeciak et al., 2021). A sua primeira aplicacdo farmacolégica remonta a
2001, quando o grupo de estudo de Vallet-Regi usou da silica MCM-41 como
nanoplataforma de liberacdo do ibuprofeno, uma molécula anti-inflamatéria. A partir
deste trabalho seminal, testemunhou-se uma producdo exponencial de outros tipos
de silica mesoporosas carregadas com varios agentes biocidas (Tang; Li; Chen,
2012; Sil et al., 2024).

Inclusive, durante a pandemia de Covid-19, a versatilidade das MSNs foi
explorada na encapsulacdo de niclosamida, um farmaco antiviral com baixa
solubilidade. Piao et al. (2021) demonstraram que o uso de diferentes tipos de silica
mesoporosa, como MCM-41 e SBA-15, melhorou significativamente a liberacdo e a
biodisponibilidade da niclosamida. Os resultados reforcam a relevancia das MSNs
como sistemas promissores para 0 desenvolvimento de terapias antivirais eficazes
no enfrentamento de doencas emergentes.

Em linhas gerais, as MSNs podem ser divididas em sistemas, como a série
Fudan University (FDU), Korea Institute of Technology (KIT), Mobil Composition of
Matter (MCM), Technische Universiteit Delft (TUD), familia M41S, sistema COK,
sistema Hollow Mesoporous Silica (HMS) e a familia Santa Barbara Amorphous
(SBA). A familia SBA foi relatada por cientistas em 1998 na Universidade da
California, em Santa Barbara (Xu et al., 2023; Su et al., 2024).
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A familia SBA é composta por muitos nanomateriais, incluindo SBA-1, SBA-2,
SBA-3, SBA-6, SBA-7, SBA-8, SBA-11, SBA-12, SBA-14, SBA-15 e SBA-16, com
estruturas distintas a partir do seu método de sintese. As MSNs do tipo SBA-16
podem ser obtidas em condicfes acidas usando tetraetoxisilano (TEOS) como fonte
de silica e o copolimero tribloco Pluronic F127 como agente direcionador de
estrutura. Esse processo resulta em estrutura cubica de corpo centrado, com
mesoporos em arranjo cubico 3D com grupo espacial Im3m, conforme Figura 8 (Xu
et al., 2023).

Figura 8 - Estrutura das nanoparticulas SBA16

i

Fonte: Adaptado de Gobin (2006); Sakamoto et al. (2000) e Singh et al. (2023).

Esses nanomateriais mostram-se promissores no campo biomédico devido a
sua versatilidade e propriedades Unicas, o que 0s tornam adequados para atuar
como carreadores de diversos tipos de moléculas, tanto naturais quanto sintéticas
(Manzano; Vallet-regi, 2020; Xu et al.,, 2023; Morella-Aucejo et al., 2024). As

singularidades das MSNs podem ser visualizadas na Figura 9.

Figura 9 - Singularidades das MSNs
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37

7

A porosidade ordenada desses materiais é uma das caracteristicas
fundamentais que possibilita a alta capacidade de carregar farmacos e libera-los de
forma controlada (Dereje et al., 2024). Além dos poros uniformes e ajustaveis, as
MSNs se enquadram como excelentes candidatas a sistemas “drug delivery” em
razdo de sua boa biocompatibilidade, inércia e estabilidade térmica e quimica, que
reduzem o risco de reacdes adversas e contribuem para sua traducéao clinica (Sil et
al., 2024; Otri et al., 2024).

Outras propriedades importantes referem-se a alta area de superficie e a
facilidade de sintese e funcionalizagdo, que pode ser realizada com uma ampla
gama de grupos organicos, gragas a presenca de grupo silanol Si-OH (Figura 10).
Essas modificacdes funcionais de superficie facilitam a ligacdo de compostos,
especialmente de moléculas pouco sollveis, a nanoestrutura. Além disso, a
funcionalizacéo retarda a liberacdo da carga, visto que promove variadas interacdes
inorganicas-organicas entre o carreador e a molécula (Dereje et al., 2024; Sil et al.,
2024; Otri et al., 2024).

Figura 10 - Esquema de funcionaliza¢é@o de superficie de MSNs
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Fonte: Autoria propria.

Ademais, as MSNs sédo indicadas para uso biomédico por ndo apresentarem

7

toxicidade, visto que a silica é geralmente reconhecida como segura pela FDA.
Esses nanomateriais podem se degradar e serem excretados apos diferentes vias
de administracdo (Tang; Li; Chen, 2012; Zhou et al., 2018; Trzeciak et al., 2021). Em
geral, as MSNs possuem boa biocompatibilidade tecidual para administragao oral e
intravenosa, porém enfrentam dificuldades de absorcdo pelas vias intramuscular e
subcutanea (Trzeciak et al., 2021).

Essas nanoparticulas se acumulam principalmente no figado, onde séo
removidas em cerca de quatro semanas (Trzeciak et al., 2021). Os estudos de Li,

Zhang e Feng (2019) revelam que, ap0s administragdo por via injetavel, cerca de
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95% da silica foi eliminada pela urina e fezes. Na administracdo oral, apds 24 horas,
a maior parte do nanomaterial foi detectada nas fezes, sugerindo que as MSNs
podem ser facilmente eliminadas pelo organismo.

As MSNs possuem excelente orientacdo estrutural e capacidade superior de
administracdo de farmacos, superando outros sistemas. Sua estabilidade quimica a
difere de nanoestruturas organicas, que tendem a ser mais instaveis em certas
condicdes (Sil et al., 2024). Por exemplo, as MSNs sdo estaveis em ambientes
bioldgicos, como no espaco acido do estbmago, diferentemente dos lipossomas, que
se degradam nesse local, limitando sua aplicabilidade na administracéo oral (Janjua
et al., 2021).

Dessa forma, essas nanoplataformas versateis podem ser utilizadas para tratar
diversas patologias, como por exemplo o cancer, em conjunto com terapias
fotodinamicas, magnéticas e fototérmicas (Zhou et al., 2018; Dereje et al., 2024).
Além disso, frente ao cendrio desafiador da resisténcia aos antimicrobianos e
formacdo de biofilmes, as MSNs séo potenciais nanocarreadores para administracao
de moléculas bioativas (Dereje et al., 2024). Alias, sédo eficientes na terapia
antibiofilme, visto que fazem a liberacdo sustentada dentro do biofilme, superando
esse mecanismo de resisténcia dos microrganismos (Sil et al., 2024).

Como exemplo de acéo antitumoral, Ledo et al. (2021) prepararam MSNs do
tipo SBA16 carregadas com alamandina e avaliaram sua eficacia contra células
cancerigenas. O estudo mostrou que, embora a alamandina livre tenha atividade
anticancer modesta, sua formulagdo nas MSNs reduziu significativamente a
concentracdo necessaria para induzir a morte de células tumorais, tornando-a mais
eficaz. Esses dados evidenciam o potencial do peptideo combinado ao
nanocarreador contra o cancer.

Outro trabalho avaliou MSNs funcionalizadas com &acido félico e carregadas
com quercetina como estratégia terapéutica contra o cancer de mama. Essa
abordagem aumentou significativamente a biodisponibilidade do composto, além de
superar problemas de solubilidade aquosa da quercetina. Como resultado, as
nanoparticulas demonstraram maior eficacia antitumoral, induzindo apoptose e
restringindo a migracao celular, sem apresentar toxicidade relevante para células
normais. Esses achados reforcam o potencial das MSNs como carreadores

nanometricos eficientes e direcionados (Sarkar et al., 2016).
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Ja no contexto de entrega de antibacterianos, a pesquisa de Morella-Aucejo
et al. (2024) revelou que MSNs carregadas com Cinamaldeido e funcionalizadas
com g-poli-L-lisina (MSN EPL-Cin) tiveram excelente atividade antimicrobiana contra
E. coli (CECT 433), S. aureus (ATCC 25923) e C. albicans (CECT 1002T). O
complexo MSN EPL-Cin aumentou as propriedades inibitérias comparado ao
Cinamaldeido livre, essencialmente sob estimulo de enzimas proteoliticas. Os
autores relacionam essa atividade a reducdo da volatilidade devido ao
encapsulamento na matriz de silica mesoporosa.

As MSNs também sdo bastante utilizadas para carrear antibibticos
consolidados no mercado, a fim de otimizar sua atividade e reduzir desvantagens (Li
et al., 2023). Por exemplo, Gounani et al. (2019) investigaram o uso de MSNs como
transportadoras para diversos antibioticos, como Polimixina B e Vancomicina. Os
pesquisadores obtiveram boa atividade antibacteriana contra individuos gram-
positivos e gram-negativos, tanto de MSNs carregadas sem funcionalizagdo quanto
das modificadas com carboxila. Também foi notado que o nanosistema contribuiu
para a reducao da citotoxicidade dos medicamentos.

Em linha similar, Mora et al. (2021) exploraram a atividade antimicrobiana de
MSNSs carregadas com Ciprofloxacina, tanto como ion contrapositivo de um derivado
de colina (MSN-[Ch][Cip]) quanto ancorada na superficie de MSNs modificadas com
grupos amino (MSN-Cip). Ambas nanosistemas mostraram atividade significativa
contra S. aureus, Bacillus subtilis e K. pneumoniae, apresentando ainda baixa
citotoxicidade em fibroblastos murinos, o que indica eficacia antimicrobiana com boa
biocompatibilidade.

Além dessas, outras pesquisas tém demonstrado que as MSNs sdao
promissoras para o0 tratamento de infeccOes e biofilmes bacterianos quando
combinadas com agentes farmacéuticos (Mora et al., 2021). No estudo de Memar et
al. (2021), MSNs carregadas com Meropenem foram testadas contra P. aeruginosa
resistente a carbapenem. Essas nanoplataformas superaram a eficacia do farmaco
livre e inibiram a aderéncia bacteriana as superficies, restringindo a formacdo de
biofilme.

De fato, Rananaware et al. (2023) e Mora et al. (2021) mencionam que as
MSNs estdo sendo utilizadas para administrar muitos outros antibi6ticos, como
amoxicilina, eritromicina, gentamicina, levofloxacina, ampicilina, moxifloxacino,

tetraciclina e a rifampicina. Na maioria dos trabalhos, as moléculas com acgdes
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farmacéuticas sdo adicionadas nos canais dos mesoporos, enquanto que a
superficie da silica € revestida com outras moléculas e agentes de direcionamento
(Otri et al., 2024).

Diante do exposto, fica evidente que as MSNs sao dispositivos promissores
para a administragdo direcionada de farmacos, com alto potencial terapéutico no
tratamento de infeccBes bacterianas e na prevencdo da formacéo de biofilmes (Sil et
al., 2024). Portanto, avan¢os continuos no campo da nanotecnologia oferecem
solucBes para superar as limitagcbes associadas a farmacos convencionais e novas
moléculas naturais, viabilizando o desenvolvimento de terapias inovadoras voltadas

a preservacao da saude humana (lvanova et al., 2022).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Sintetizar nanoparticulas de silica mesoporosa do tipo SBA16, funcionaliza-
las com 3-aminopropil-trietoxisilano (APTES), incorporar o Farnesol ou a
Ciprofloxacina e avaliar sua atividade antimicrobiana e antibiofiime como um

potencial sistema terapéutico contra infec¢cdes microbianas.

3.2 Objetivos Especificos

- Sintetizar e silanizar nanoparticulas de silica mesoporosas SBA16 com o 3-
aminopropil-trietoxisilano (APTES);

- Caracterizar fisico-quimica e morfologicamente as nanoparticulas SBA16, por
analises de potencial zeta, indice de polidespersibilidade (PDI) e tamanho; analise
de Adsorcao/Dessorcdo de Nitrogénio (BET e BJH); Espectroscopia na regido do
infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR); Microscopia Eletrbnica de
Transmissado (MET) e Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV);

- Carrear o (E,E)-Farnesol na nanoparticula funcionalizada (a fim de obter o SBA16-
APTES-FAR);

- Carrear a Ciprofloxacina na silica branco (para obter o SBA16-CIPRO) e
funcionalizada (SBA16-APTES-CIPRO);

- Verificar a taxa de incorporacdo dos compostos natural e sintético na matriz de
silica;

- Avaliar a atividade antimicrobiana e antibiofilme das nanoparticulas obtidas, a partir
de ensaios que determinam a Concentracdo Minima Inibitéria (CMI), Concentracéo
Minima Bactericida (CMB), ou a Concentracdo Fungicida Minima (CFM), e a
influéncia na formacdo de biofilme. Os ensaios foram conduzidos frente as cepas
Staphylococcus aureus (ATCC 25923 e HU25) e Escherichia coli (ATCC 25922) para
0s sistemas contendo o composto sintético, e frente as mesmas cepas, além de S.
aureus SM090, Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e Candida albicans (ATCC

10231), para os sistemas obtidos com o composto natural.
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4 METODOLOGIA
4.1 Curva de Calibragcdo do Farnesol e Ciprofloxacina

A curva de calibragcéo para o (E,E)-Farnesol e para a Ciprofloxacina foi feita
por meio da técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC, sigla do
inglés High Performance Liquid Chromatography) em um equipamento HITACHI
Chromaster 5310 Column Oven, baseando-se no trabalho de Moinuddin et al. (2022)
e Lage et al. (2021), com otimizac¢des. Utilizou-se uma coluna Cis (Shim-pack, VP-
ODS, 150 mm x 4,6 mm), adquirida da Shimadzu, Japao. Foram feitas solucfes de
(E,E)-Farnesol de 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160 e 180 pg/mL. Para a
Ciprofloxacina, foram feitas soluctes de 4, 8, 12, 16, 20 e 24 pg/mL. Essas solucdes
foram filtradas usando filtro de seringa de PVDF 0,2 mm. Além disso, a fase movel
foi filtrada em membrana de PTFE hidrofilicas. As condicbes estabelecidas no

estudo estéo apresentadas na tabela a seguir:

Tabela 1 - Condi¢des de estudo para curva de calibracdo

Condicdes (E,E)-Farnesol Ciprofloxacina
Método de eluigcéo Isocratico Isocratico
Fase movel 100% acetonitrila 80% agua e 20% acetonitrila
Volume de injecao 80 uL 20 pL
Tempo de execucao 4 min 6 min
Comprimento de onda 215 nm 279 nm
Fluxo 1 mL.mint 1 mL.mint
Temperatura 24 °C 24 °C

Fonte: Autoria propria.

Com base nos dados obtidos, foi construida a curva de calibracado, a partir da

qual foram determinados a equagéo da reta e o coeficiente de determinagéo (R?).
4.2 Sintese das Nanoparticulas SBA16-APTES e SBA16-APTES-FAR
4.2.1 Sintese das Nanoparticulas de Silica Mesoporosas

A sintese do SBA16 foi realizada conforme a metodologia do trabalho de
Ledo et al. (2021). As etapas experimentais realizadas estéo apresentadas na Figura
11. Inicialmente, pesou-se 3,0 g do surfactante ndo i6nico F-127 (poli [(6xido de
etileno)-bloco-poli (6xido de propileno) bloco-poli (6xido de etileno)], da empresa

Sigma-Aldrich para ser o agente direcionador de estrutura. Depois, mediu-se 190 mL
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de agua ultrapura, 16 mL de &cido cloridrico (HCI, Alphatec, 38%), 12 mL de butanol
(C4H9OH, Sigma-Aldrich, usado como agente co-direcionador de estrutura) e 15 mL
de tetraetila ortossilicato (TEOS, Sigma-Aldrich, usado como fonte de silica).

Na primeira etapa dos procedimentos, dissolveu-se o Pluronic® F-127 no
volume de agua ultrapura e adicionou-se o &cido cloridrico. Essa mistura foi agitada
por 30 min em uma placa agitadora. Em seguida, o butanol foi adicionado a solugéo.
ApoOs aguardar 1 h, adicionou-se lentamente os 15 mL de TEOS com auxilio de uma
bureta automatica (modelo 848 Titrino Plus da Metrohm). A bureta foi programada
para colocar 0,075 mL por minuto, o que demandou 12 h. A adicdo lenta e
controlada é importante dado que interfere no tamanho das particulas formadas.

Passado esse periodo, a solucdo foi colocada em um recipiente de teflon e
mantida na mufla a 50 °C por 30 h. Em outra etapa, a mistura foi mantida por mais
24 h sobre uma placa quente a 120 °C. Posteriormente, a mistura quente foi filtrada
e o material sélido resultante foi seco em uma estufa a 60 °C, por 24 h. O tratamento
térmico foi conduzido onde o material foi mantido em um forno tubular sob atmosfera
de nitrogénio com taxa de aquecimento de 5 °C.mint até 580 °C. Finalmente, a

amostra foi resfriada sob uma taxa de 8 °C.min* e um pé branco fino e homogéneo

foi obtido.
Figura 11 - Fluxograma de sintese de MSNs do tipo SBA16
PLURONIC F-127 Agitacdo por
- ACIDO CLORIDRICO (38%) - — BUTANOL —, TEOS —* 50 °C por 30 h
+ : :
AGUA ULTRAPURA

SECAGEM EM ESTUFA
60°C, por24h

TRATAMENTO TERMICO NA PLACA AQUECEDORA
120 °C por 24 h

I FILTRAGAO ¢

CALCINAGAO RESFRIAMENTO
Sob taxa de aquecimento de 5 ad Sob de 8 °C.mi PO BRANCO FINO: SBA16
°C.min até 580 °C ob uma taxa de .min

Fonte: Autoria propria.
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4.2.2 Funcionalizagdo com 3-aminopropil-trietoxisilano (APTES)

A funcionalizacdo das nanoparticulas SBA16 com APTES (Sigma Aldrich,
97%) foi realizada conforme Ledo et al. (2021), com poucas alteracdes. Esse
processo (Figura 12) foi realizado através de uma reacdo quimica sob refluxo,
utilizando tolueno (CeHsCHs). Apds pesagem, 0,2 g de SBA16 foram dispersos em
uma solucdo constituida por 30 mL de tolueno e 1 mL (condicdo 1) ou 0,5 mL
(condicao 2) de APTES. O sistema foi deixado em refluxo por 24 h a 100 °C. Em
seguida, o material obtido foi lavado, filtrado e os sélidos resultantes foram secos em

uma estufa por 4 h a 60 °C.

Figura 12 - Fluxograma da funcionalizacdo das SBA16 com APTES

SBA16 Em refluxo

SECAGEM
* 100°C,24h  LAVAGEM EM ESTUFA
TOLUENO + 60 °c
+ FILTRAGEM ah

Fonte: Autoria propria.
4.2.3 Incorporacao e Avaliacdo da Taxa de Incorporacao

Para incorporar o Farnesol nas nanoparticulas de silica, colocou-se 300 mg
de SBA16-APTES, 6 mL de acetonitrila e 60 mg de Farnesol (condicédo 1) ou 120 mg
de Farnesol (condicdo 2) em um tubo falcon de 15 mL, totalizando em uma solucao
com concentracdo de 10 mg.mL! (condicdo 1) ou 20 mg.mL* (condicdo 2) do
terpeno. O tubo falcon foi colocado sob agitacéo constante no agitador orbital (Nova
Etica, modelo 109) por 48 h, a 105 rotagdes por minuto (rpm). No caso da
Ciprofloxacina, 50 mg dos materiais SBA16 e SBA16-APTES foram colocados sob
agitacdo com 150 pg.mL* do antibiético e o procedimento foi repetido.

Apés esse periodo, a fim de quantificar a concentracdo dos compostos
incorporado nas nanoestruturas, fez-se a centrifugacédo para remover o solido e o
sobrenadante foi quantificado por HPLC. Na condi¢do 2 de incorporagéao do Farnesol
foi preciso aplicar fator de diluicdo de 10 vezes. A eficiéncia de incorporacdo de cada

molécula foi calculada usando a Equacéao 3.

Ci—Cr

% de incorporagao = .100 (Equacéo 3)
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Onde: Ci = concentragéo inicial da substancia colocada para incorporar e Cr =
concentracdo residual da substancia no sobrenandante apo6s incorporacéo de 48 h.

4.3 Caracterizagfes Fisico-Quimicas e Morfoldgicas
4.3.1 Tamanho de Particula, indice de Polidispersibilidade e Potencial Zeta

As analises do tamanho de particula, indice de polidispersibilidade e potencial
zeta foram realizadas em um equipamento Zetasizer - Malvern. As amostras foram

diluidas na proporc¢éo de 1:20 em solucao salina (NaCl — 0,9%).

4.3.2 Analise de Adsorcédo e Dessor¢cdo Gasosa (BET e BJH)

A éarea superficial e tamanho médio dos poros das amostras das nanoparticulas
foram determinados por meio da técnica de adsorcdo e dessorcdo de nitrogénio,
utiizando o método Brunauer-Emmett-Teller (BET) e o método Barrett-Joyner-
Halenda (BJH). Para as analises, foi utilizado um analisador de &rea de superficie e
porosidade Quantachrome NOVA (modelo 1000e), com aproximadamente 100 mg
de amostra. As amostras foram desoxigenadas a 110 °C por 24 h, com fluxo

continuo de nitrogénio, e o processo de adsorcdo/dessorc¢ao foi conduzido a -196 °C.

4.3.3 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A caracterizacao dos grupos funcionais tipicos da rede de silica, bem como as
modificacdes na superficie dos materiais, foi realizada por espectroscopia na regiao
do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), utilizando o modo de
refletancia total atenuada (ATR). As analises foram conduzidas em um
espectrometro Spectrum 100 (PerkinElmer), equipado com cristal de diamante-ZnSe.
Os espectros foram obtidos com 16 varreduras, resolucado de 4 cm™, a temperatura
ambiente, no Laboratério de Espectroscopia da Universidade Federal de Itajuba
(UNIFEI).

4.3.4 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

A Microscopia Eletronica de Transmissado (MET) foi utilizada para avaliar a

morfologia das amostras de SBA16. As analises foram realizadas no Centro de
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Microscopia da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), utilizando o
microscoépio eletrdnico Tecnai G2-20 SuperTwin (FEI) com potencial de aceleracéo
de 200 kV. Para a preparacdo das amostras, aproximadamente 5 mg de SBA16
foram dispersos em agua deionizada e submetidos a sonificacdo em banho
ultrassonico por 5 minutos. A dispersdo resultante foi depositada em grades de
cobre revestidas com carbono de 200 malhas. Os ensaios foram realizados 24 h

apos a preparacao das amostras, garantindo sua completa secagem.

4.3.5 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Para obtencdo de imagens tridimensional das nanoparticulas utilizou-se a
Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), marca Tescan, modelo VEGA 3 LMU. O
equipamento usado pertence ao Instituto de Engenharias Integradas da UNIFEI em
Itabira. As imagens foram coletadas com MEV operando a 5.0 e 15.0 kV e Det: SE e
ETD. Foi utilizado aproximadamente 5 mg de amostra de SBA16.

4.4 Estudo Microbioldgico

No estudo microbiolégico, utilizou-se as cepas referéncias [American Type
Culture Collection (ATCC)] das bactérias Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e Escherichia coli (ATCC 25922) e do
fungo Candida albicans (ATCC 10231). Além disso, fez-se estudo também com as
bactérias S. aureus HU25 e S. aureus SM090 referente a cepas isoladas do Hospital
Universitario Clementino Fraga Filho (HUCFF), no Rio de Janeiro.

4.4.1 Determinacdo da Concentracdo Minima Inibitoria (CMI)

Os ensaios de CMI foram realizados em placas de 96 pocos de acordo com a
metodologia citada por Pinheiro et al. (2020). Nos testes, utilizou-se como meio de
cultivo o caldo Brain Heart Infusion (BHI) ou Sabouraud Dextrose Broth (SDB) e
placas de petri contendo agar Tryptic Soy Agar (TSA) e agar Sabouraud Dextrose
Agar (SDA), para bactéria e fungo, respectivamente. Os ensaios foram em triplicata.
O controle positivo empregado para bactérias gram-positivas foi a Vancomicina. Ja
para a bactéria gram-negativa usou-se Ciprofloxacina e, para a cepa fangica,

empregou-se o Fluconazol.
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As cepas microbianas foram semeadas em placas de TSA (bactéria) e SDB
(fungo) e incubadas por 24 h a 37 °C. Apés esse periodo de tempo, as coldnias
isoladas foram repicadas em 5 mL de solucéo salina estéril a 0,9% até a turbidez de
0,5 McFarland. Esse procedimento foi realizado para se obter uma turvacéo
padronizada dos in6culos, com aproximadamente 1,5 x 108 UFC.mL?! de
microrganismos nesta suspensao.

Em uma placa estéril de 96 pocos, adicionou-se 180 uL de BHI (para bactéria)
ou SDB (fungo) nos pocgos 1, 2, 3,5, 6, 7 e 12 da linha A e, em seguida, completou-
se as respectivas colunas com 100 pL do meio. Na coluna 11, colocou-se uma
aliquota de 100 pL de BHI/SDB nos pocos A, B, C e D, bem como aplicou-se 90 pL
de BHI/SDB e 10 pL de dimetilsulfoxido (DMSO) nos pocos E, F, G e H. Além disso,
em toda a coluna 9 adicionou-se 200 yuL de BHI/SDB, correspondendo ao controle
negativo, o qual atesta a esterilidade do meio de cultura.

Em sequéncia, 20 pL do nanomaterial/composto é adicionado nos pocos 1A,
2A e 3A. Em uma etapa de diluicdo seriada, realizou-se a transferéncia de 100 pL
dos pocos da linha A para os pocos 1B, 2B e 3B, repetindo o procedimento
sucessivamente até a linha H, descartando os ultimos 100 uL. Para o outro
composto a ser testado, também adicionou-se 20 pL nos pocos 5A, 6A e 7A e
procedeu-se com a diluicdo seriada nessas colunas.

No poco 12A, adicionou-se 20 pL do antibidtico controle, preparado
previamente partindo-se de uma solucdo estoque, denominada cipro/vanco ou
fluconazol A (onde tem-se 1 mg do farmaco em 1000 pL de DMSO), retirando desta
uma aliquota de 80 L, a qual foi colocada em um tubo contendo 420 uL de DMSO,
de forma a obter a cipro/vanco ou fluconazol B, a qual foi entdo adicionada ao poco.
Apés este procedimento, pode-se realizar uma diluicdo seriada, transferindo 100 pL
do poco 12A para o poco 12B e assim sucessivamente para os pocos de 12 C-H,
descartando os ultimos 100 pL.

Em todas as colunas 1, 2, 3, 5, 6, 7, 11 e 12 aplicou-se 100 pL do in6culo
microbiano. Para ilustrar, o esquema da placa destes procedimentos pode ser

conferido na Figura 13.
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Figura 13 - Esquema da placa no teste de CMI
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Fonte: Autoria propria.

Por fim, aplicou-se 10 pL de resazurina diluida em cada poco e levou-se
novamente a estufa por 1h. Com a aplicacdo do referido corante, teve-se a leitura
visual, em que a coloracéo rosa indica crescimento bacteriano e a coloracdo azul
indica auséncia de crescimento. O CMI é definido como a menor concentracdo do
farmaco capaz de inibir o crescimento visivel da cultura bacteriana (Morella-Aucejo
et al. 2024).

4.4.2 Determinacdo da Concentragdo Minima Bactericida (CMB) e

Concentracdo Fungicida Minima (CFM)

Para a avaliacdo da CMB e CFM, utilizou-se as diluicdes obtidas no ensaio de
CMI e placas de Petri contendo agar TSA ou SDA. A placa foi dividida em 9 partes
(Figura 14), de modo que em 8 partes anota-se as diluicdes seriadas obtidas no
teste CMI e um campo fica destinado ao controle positivo (antibiético Vancomicina,
Ciprofloxacina ou Fluconazol). Com as demarcacdes ja desenhadas, aplicou-se 10
pL de cada diluicdo no campo referente e a placa pode ser levada a estufa, a 37 °C,
por 24h.

ApoOs esse intervalo, observou-se se houve ou néo crescimento microbiano e
qual a concentragdo correspondente. O campo sem crescimento bacteriano é

considerado o valor de CMB (eliminagdo de 99,9% das bactérias). No caso da CFM,
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0 campo sem coldnias fungicas corresponde a concentracdo que mata 99,9% dos

fungos (Morella-Aucejo et al. 2024).

Figura 14 - Esquema da placa no teste de CMB/CFM

Fonte: Autoria proépria.

4.4.3 Influéncia na Formacéo de Biofilme

O protocolo utilizado é descrito por Pereira et al. (2021), com modificagdes.
Nesta pesquisa, os tratamentos com Farnesol livre, Ciprofloxacina livre, SBA16-
CIPRO e SBA16-APTES-CIPRO foram realizados utilizando a concentracao
subinibitéria correspondente a % CMI. Para o nanomaterial funcionalizado com
Farnesol (SBA16-APTES-FAR obtido na condicdo 2), utilizou-se uma proporcéo de
massa que continha a mesma concentracédo de Farnesol equivalente a ¥2 MIC. Nos
casos em que a MIC néo foi determinada, como o Farnesol frente a bactérias gram-
negativas e o SBA16-APTES frente a todos os microrganismos testados, foi adotada
a maior concentragao utilizada nos ensaios.

ApOs incubar os microrganismos a 37 °C por 24 h, as colbnias isoladas de
cada cepa foram repicadas em 3 mL de solugéo salina estéril até a turbidez de 0,5
na escala McFarland. Em uma placa de 24 pocos, colocou-se em 8 pocos 950 uL de
caldo BHI/SDB e o composto/nanomaterial a ser testado. Depois, adicionou-se nos
pocos 50 uL do indculo bacteriano previamente preparado. A seguir, foi colocado em
cada poco uma lamela de vidro (limpa e estéril), conforme apresenta a Figura 15.

Figura 15 - Esquema da placa 24 pogos
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A placa de 24 pogos com as amostras seguiu para a estufa bacterioldgica e
foi incubada por 24 h a uma temperatura de 37 °C. Ap0s esse periodo de incubacéo,
separou-se duas amostras para a visualizacdo no microscopio eletrénico de
varredura (MEV). Para preparacdo das amostras do MEV, seguiu-se 0s seguintes
passos: as lamelas de vidro forma fixadas por 1h em glutaraldeido a 2% e, depois,
desidratadas em etanol com lavagens a 10%, 25%, 50%, 75% e 90%,
respectivamente, durante 20 minutos em cada concentragdo. Em seguida, as
amostras foram colocadas em etanol 99,5% por 1 h. Posteriormente, as amostras
foram secas em incubadora bacteriolégica a 37 °C e metalizadas, possibilitando que
as topografias superficiais dos biofilmes pudessem ser vistas e fotografadas.

Diferentemente, as lamelas de vidro restantes (n=6) foram colocadas cada
uma em tubos falcon separados com 3 mL de solucéo salina para serem levadas ao
vértex por 3 minutos e ao ultrassom por 10 minutos. Imediatamente, em uma placa
de 96 pocos foi acionado 20 pL desta solucdo dos seis diferentes tubos falcon na
linha 1A, 2A, 3A, 4A, 5A e 6A, respectivamente. Essas linhas foram completadas
com 180 pL de solucao salina. Nos demais pocos de tais colunas foi adicionado 100
pL de solugéo salina.

Com isso, fez-se uma diluicdo seriada, transferindo 100 pL de um pogo para o
seguinte da mesma fileira, sucessivamente até a linha H, descartando os ultimos 100
uL. Depois, em uma placa de petri com agar foram feitas quatro divisérias verticais.
Em cada particdo foi colocada uma gota de 10 pL da diluicdo da linha B, D, F, H da
placa de 96 pocos (que corresponde a concentracdes de 102, 10%, 10° e 10®) e
foram escorridas em linha reta. Ao fim, foram feitas 6 placas de petri para as 6
colunas de diluicdo preparadas na placa de 96 pocos. A Figura 16 ilustra essa etapa
do procedimento de diluicdo seriada e gota escorrida.

Por dltimo, as placas foram incubadas por 24 h, a 37 °C. Apos tal periodo,
procedeu-se a contagem das Unidades Formadoras de Colbnias (UFC), e esses
valores foram transformados logaritmicamente e expressos como logio UFC.mL™2.
Assim, o resultado do protocolo de avaliagdo do potencial de inibicdo da formacéo
de biofilme é estudado através da andlise grafica das UFC.mL™* e da visualizagédo no
MEV.
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Figura 16 - Procedimento de diluicdo seriada e gota escorrida no ensaio de formagéao de
biofilme microbiano
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Fonte: Autoria propria.

4.4 .4 Andlise Estatistica

Os dados coletados foram submetidos a analise de variancia unidirecional
(ANOVA). As diferengas significativas entre as amostras foram avaliadas pelo teste
de Tukey, onde os valores de p<0,05 (95%) foram considerados significativamente

diferentes.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Curva de Calibracao

A aplicacdo da técnica HPLC e o uso de curva de calibragcdo externa
permitem quantificar o analito encapsulado em sistemas de entrega de farmacos,
além de viabilizar estudos como o perfil de liberagcéo (Trzeciak et al., 2021; Enggi et
al., 2022). No presente estudo, foi utilizado o método de elui¢do isocratico, no qual a
composicdo da fase movel permanece constante durante toda a separacao
cromatografica, proporcionando simplicidade e boa reprodutibilidade (Collins, Braga
e Bonato, 2006), adequado para finalidade de detectar apenas um eluente.

Inicialmente, a partir da otimizacdo do método analitico descrito por de
Moinuddin et al. (2022) foi possivel detectar o sinal correspondente ao (E,E)-
Farnesol em um tempo de retencdo de 3,140 minutos. Em todas as concentracdes
analisadas do terpeno pode-se notar um pico simétrico bem definido com linha de

base plana. O cromatograma para o Farnesol esta representado na Figura 17.

Figura 17- Cromatograma do (E,E)-Farnesol
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Fonte: Autoria propria.

Antes do pico principal, observa-se um pequeno pico em torno de 1,8
minutos, que pode ser atribuido a resposta do solvente ou outras impurezas
presentes na coluna, uma vez que esse mesmo sinal foi detectado no cromatograma
do branco contendo apenas acetonitrila. Apesar disso, a clara separacgao e definicao

do pico principal indica a eficiéncia do método analitico para a deteccao do Farnesol.
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Os cromatogramas na Figura 18 evidenciam esse pico pequeno e constante em 1,8

min em todas as analises, incluindo o branco.

Figura 18 - Cromatograma espectral 3D da amostra (A) (E,E)-Farnesol e (B) branco (ACT)
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Fonte: Autoria propria.

Posteriormente, obteve-se a curva de calibracdo para essa molécula,
apresentada no Grafico 1, na qual pode-se observar que o método demonstrou
linearidade na faixa de concentracdo estuda (20 - 180 pg/mL). Conforme pode ser
verificado, obteve-se coeficiente de determinacdo (R?) de 0,9993. Esse valor é
considerado adequado para estudo analitico e estd em conformidade com a
Resolugcdo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 166/2017 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa), que estabelece critérios para a validacdo de métodos

analiticos de farmacos e produtos biolégicos.
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Gréfico 1 - Curva de calibragéo do (E,E)-Farnesol
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Fonte: Autoria propria.

A RDC da Anvisa, publicada em 25 de julho de 2017, recomenda que curvas
de calibragcdo apresentem valores de R? de no minimo 0,990 e sejam compostas por,
no minimo, cinco padrbes de concentracdes distintas (Brasil, 2017), critérios
atendidos neste estudo. Ademais, a metodologia empregada foi escolhida por se
tratar de um método previamente validado por Moinuddin et al. (2022).

No caso do antibidtico sintético, a partir do desenvolvimento do método
analitico publicado por Lage et al. (2021) foi possivel detectar o sinal correspondente
a Ciprofloxacina em um tempo de retencéo de 4,227 minutos, também com um pico
simétrico bem definido com linha de base plana. O cromatograma para a
Ciprofloxacina esté representado na Figura 19 e a curva de calibracdo obtida no
Grafico 2.

Assim como na curva do terpeno, obteve-se um valor de R? considerado
adequado. Ambas pesquisas seguiram as diretrizes da Farmacopéia Brasileira, que
descreve: “para uma analise quantitativa precisa, reagentes de elevado grau de
pureza ou solventes organicos de pureza cromatografica devem ser utilizados”
(Brasil, 2019, p. 155).
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Figura 19 - Cromatograma da Ciprofloxacina
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Grafico 2 - Curva de calibracéo da Ciprofloxacina
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Fonte: Autoria prépria.
5.2 Sintese e Caracteriza¢gdes Fisico-quimicas e Morfologicas

As nanoparticulas do tipo SBA16 foram preparadas baseando-se na sintese
sol-gel. Este método, também denominado como modelagem de surfactante, é
amplamente utilizado para sintetizar diferentes tipos de MSNs. Para a sintese de
SBA16, o surfactante ndo-iénico Pluronic® F-127 desempenha papel fundamental na

determinacdo das arquiteturas mesoporosas, visto que induz a micelizacdo da
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espuma gerada pela agitacao vigorosa (Zhao et al., 1998; Rastegari et al., 2021; Xu
et al., 2023).

A adicdo do precursor de silica TEOS desencadeia reactes de hidrdlise e
condensacdao, resultando na formacé&o de uma rede de silica em torno das micelas
de surfactante. Finalmente, apds seguidos tratamentos térmicos em temperatura
elevada e calcinagdo, tem-se a eliminagdo do surfactante e a abertura da
porosidade, produzindo o material mesoporoso (Bjork et al., 2018; Rastegari et al.,

2021). O material sélido obtido pode ser visualizado na Figura 20.

Figura 20 - SBA16
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Fonte: Autoria prépria.
Para controlar a montagem surfactante-silica e produzir MSNs com morfologias

e dimensdes desejadas, ajustes na cinética da reacdo podem ser realizados. Por
exemplo, o uso de acido cloridrico faz o controle do pH, o que favorece a formacéao
uniforme das micelas (Rastegari et al., 2021). Além disso, a adi¢cdo controlada e
lenta do TEOS possibilita maior controle no tamanho das particulas, que crescem
mais uniforme e com menos ponto de nucleacdo (Castillo et al.,, 2020). Assim,
utilizou-se uma bureta automéatica (Figura 21) para controlar a velocidade de adi¢éao

do precursor e, desse modo, tentar garantir melhor qualidade da silica produzida.
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Figura 21 - Bureta automatica utilizada na sintese do SBA16

Fonte: Autoria propria.

Uma vez obtido o material SBA16, realizou-se a modificacdo de superficie com
3-aminopropil-trietoxisilano (APTES). A funcionalizacdo € necessaria para viabilizar a
ligagdo do (E,E)-Farnesol na nanoestrutura, visto que essa molécula apolar
apresenta limitacbes em interagir com o0s grupos hidroxila livres presentes na
superficie da silica pura (Li B. et al., 2023). Sem a funcionalizacdo, ndo se obteve
éxito na incorporagdo do Farnesol em uma tentativa experimental prévia. Dessa
forma, a introdugdo de APTES na estrutura dos MSNs configura-se como uma
estratégia eficaz para promover a interacéo e incorpora¢do do composto. No caso da
Ciprofloxacina, tanto a silica branco quanto a funcionalizada conseguiram carrear.

A titulo de exemplo, no estudo de She et al. (2015), a funcionalizacdo de
MSNs com APTES resultou na maior capacidade de incorporacao do farmaco
anticancerigeno 5-fluorouracil, atingindo 28,89%, comparada a 18,34% na silica ndo
funcionalizada. Foram também testados outros grupos funcionais, como carboxila
(20,73%) e metila (12,73%). A superioridade dos grupos aminas foi atribuida a
afinidade hidrofilica e a interacdo eletrostatica favoravel com o farmaco, destacando
a relevancia do APTES como uma estratégia eficaz para otimizar a funcionalizacdo
da silica mesoporosa.

Neste estudo, foram realizadas duas condi¢cdes de ensaio relacionadas a
funcionalizacdo e a carga de Farnesol nas nanoparticulas. Na condicao 1, utilizou-se
1 mL de APTES para funcionalizacdo e 60 mg de Farnesol a ser incorporado nas
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nanoparticulas. Por outro lado, na condicdo 2, a funcionalizacdo foi realizada com
0,5 mL de APTES (metade da quantidade da condi¢céo 1) e a incorporacdo partiu de
120 mg de Farnesol (o dobro da condicéo 1).

A variacao aplicada na condicéo 2 teve como objetivo avaliar se a quantidade
reduzida de APTES também seria suficiente para favorecer a incorporacdo do
Farnesol, além de possibilitar a diminuicdo das interac6es quimicas na superficie da
silica. Simultaneamente, o aumento da quantidade de Farnesol buscou verificar a
capacidade de carregamento maior da matriz, com a finalidade de reduzir o volume

de espaco livre nos poros.

5.2.1 Taxa de Incorporacéo

A incorporacéo de farmacos em nanoparticulas de silica mesoporosas ocorre
majoritariamente por adsor¢do, processo no qual as moléculas do composto se
aderem as superficies interna e externa dos poros da matriz. Essa interacdo pode
envolver forcas de Van der Waals, ligacdes de hidrogénio, interacdes eletrostaticas
ou, em menor frequéncia, ligacdes covalentes (Trzeciak et al., 2021). Para isso, as
MSNs sao imersas em uma solugcdo organica contendo o componente ativo,
permitindo sua difusdo e fixagdo nos poros. Apés o0 carregamento, o material é
separado da solucéo residual por técnicas como filtracdo ou centrifugacao (Aulifa et
al., 2024).

Com base nesse procedimento, o material SBA16-APTES-FAR foi obtido pelo
carregamento das nanoparticulas SBA16-APTES com o composto (E,E)-Farnesol.
Para avaliar a eficiéncia do processo de incorporacdo e a quantidade de molécula
retida, o sobrenadante resultante foi analisado por HPLC. Na condi¢cao experimental
1, ndo foi detectada a presenca de Farnesol na amostra, como indicado pela
inexisténcia de sinal na regido correspondente ao seu tempo de retencdo (3,140
minutos).

A auséncia de Farnesol no sobrenadante sugere que houve incorporacao
completa do composto na matriz de silica, indicando teoricamente uma eficiéncia de
incorporagao de 100%. No entanto, essa eficiéncia pode também indicar a existéncia
de espacos vazios na matriz, o que sugere a possibilidade de que uma quantidade

ainda maior de moléculas poderia ter sido incorporada.
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Na condicao experimental 2, foi observado um sinal correspondente ao
Farnesol no tempo de retencdo de 3,140 minutos. Para essa analise, 0
sobrenadante foi diluido 10 vezes, fator devidamente considerado no célculo do
percentual de incorporacao. A partir das analises em duplicata, foi quantificada uma
concentracdo meédia de 4731,08 ug/mL de Farnesol no sobrenadante. Com base
nesses dados, a eficiéncia de incorporacao nesta condi¢éo de ensaio foi de 76,34%.

Esses resultados indicam que, mesmo com a reducdo na quantidade de
APTES utilizada na funcionalizacdo, a incorporacdo do componente permaneceu
elevada. Além disso, a maior quantidade de moléculas incorporadas em comparacao
a condicdo 1 sugere uma maior capacidade de carregamento da matriz,
possivelmente com o preenchimento da maioria dos poros disponiveis.

A Figura 22 apresenta as nanoparticulas de silica apdés o processo de
incorporacdo do Farnesol. Inicialmente branca, a silica adquiriu uma coloracéo
amarelada, caracteristica do terpeno incorporado. Essa alteracdo de cor foi

observada ap6s o processo de incorporacdo em ambas as condi¢cdes de ensaio.

Figura 22 - SBA16-APTES-FAR

Fonte: Autoria propria.

Na literatura, observa-se que as taxas de incorporacdo podem ser bastante
variaveis. Por exemplo, a encapsulacdo de citral em MSNs apresentou uma
eficiéncia de 16,58 = 0,17% (Ding et al., 2024). Em contrapartida, um estudo com
distintos OE em nanocapsulas de silicas mesoporosas reportaram eficiéncias de
carregamento mais elevadas, como 98% para Oleo de hortela-pimenta, 93% para
Oleo de cravo e 89% para 6leo de canela (Jobdeedamrong; Jenjob; Crespy, 2018).

Essas diferengas na extensdo do carregamento do farmaco podem ser atribuidas a
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variagbes nos parametros de sintese, como surfactante utilizado, afinidade dos
compostos ativos com o substrato e area de superficie do material (Jobdeedamrong;
Jenjob; Crespy, 2018; Trzeciak et al., 2021).

Neste cenario, quando se fez a incorporacdo da molécula de Ciprofloxacina,
com caracter quimico mais polar, também pode-se obter uma alta taxa de
incorporacdo. Foi quantificada uma concentracdo de 15,11 pug/mL do antibi6tico no
sobrenadante resultante da producéo do SBA16-CIPRO, o que indica uma eficiéncia
de incorporacdo de 89,93%. JA no sobrenandante do material SBA16-APTES-
CIPRO, detectou-se 32,99 pg/mL, o que corresponde a uma taxa de incorporagao de
78,01%.

Como previsto, a matriz sem funcionalizacdo apresentou a maior eficiéncia de
incorporacdo do farmaco. Esse resultado pode estar relacionado a diminuicdo da
area superficial apés o processo de silanizag¢do, durante o qual os grupos APTES
tendem a interagir entre si ou com a propria superficie da silica por meio de ligacdes
de hidrogénio. Essas interacbes favorecem a formacdo de uma rede
organosiloxanica que pode obstruir parcialmente os poros do material, tornando-os

inacessiveis, inclusive para moléculas de pequeno tamanho (Lage et al., 2021).

5.2.2 Potencial Zeta, Tamanho Médio e indice de Polidispersibilidade (PDI)

As propriedades das nanoparticulas, derivadas de sua estrutura e
processamento, sdo determinantes para suas potenciais aplicacdes (Joudeh, Linke,
2022; He et al., 2022). Nesse contexto, a caracterizacao fisico-quimica e morfolégica
dos nanomateriais é essencial para avaliar sua aplicabilidade, envolvendo a analise
de diversos parametros por meio de variadas técnicas e métodos (Joudeh, Linke,
2022).

Um desses parametros é o potencial zeta, que mede a magnitude da repulséo
ou atracdo eletrostatica entre nanoparticulas e pode ser usado para estudo de
estabilidade e carga de superficie (Trzeciak et al., 2021; Bezerra et al., 2020). Altos
valores de potencial zeta sdo desejaveis, pois a alta carga das particulas pode
melhorar a estabilidade e evitar agregacéo devido a repulsbes elétricas entre as
nanoparticulas (Costa et al., 2023).

De modo geral, nanoparticulas com potenciais zeta superiores a +30 mV ou

inferiores a -30 mV sao consideradas altamente estaveis. Enquanto isso, valores
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entre +0-10 mV, +10-20 mV e £20-30 mV indicam sistemas altamente instaveis,
relativamente estaveis e moderadamente estaveis, respectivamente (Trzeciak et al.,
2021; Joudeh, Linke, 2022).

A estabilidade das nanoparticulas também esta relacionada ao seu tamanho e
ao indice de polidispersibilidade (PDI). Valores de PDI inferiores a 0,5 séo
considerados satisfatorios, visto que indicam monodispersdo e homogeneidade no
diametro médio das amostras. Acima desse valor, pode haver indicios de agregacao
no sistema. Ja o tamanho das nanoparticulas também vai influenciar diretamente
sua difusado, absorcao celular, area de superficie e toxicidade (Costa et al., 2023).

Neste ambito, o conjunto de dados de potencial zeta, PDI e tamanho contribui
para a elucidacdo da carga superficial, uniformidade e estabilidade das
nanoparticulas (Joudeh, Linke, 2022). A nanoparticula SBA16 apresentou potencial
zeta de +21,51 mV e PDI de 0,8215, indicando estabilidade moderada, mas com
tendéncia significativa a agregacdo em funcdo do PDI elevado. O tamanho das
particulas apresentou distribuicdo heterogénea, com média de 361,3 nm e presenca
de particulas maiores, alcancando até 1014 nm (Figura 23A). Este comportamento
pode ser atribuido a instabilidade e a formacao de aglomerados, comprometendo a

uniformidade do sistema.

Figura 23 - Distribuicdo de tamanho de particula de (A) SBA16 e (B) SBA16-APTES
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Tamanhos elevados podem dificultar a internalizacdo pelas células
microbianas, sendo descrito, por exemplo, que a faixa ideal para controle de
biofilmes situa-se entre 5 e 200 nm, preferencialmente abaixo de 500 nm (He et al.,
2022). Assim, o tamanho heterogéneo e elevado da SBA16 devido a presenca de
material agrupado pode limitar sua eficiéncia antimicrobianas, uma vez que a
internalizacao celular pode ser dificultada para fracdes maiores.

No caso das nanoparticulas SBA16-APTES, obtido na condicdo 2, obteve-se
potencial zeta de +19,89 mV, indicando uma leve reducdo na estabilidade em
comparacdo a SBA16. O PDI foi de 0,6317, ainda elevado e indicativo de
polidispersdo e agregacgdo, porém inferior ao observado para a silica pura. O
tamanho das particulas variou de 79,8 nm até 719,7 nm, indicando que a
funcionalizacdo contribuiu parcialmente para a reducdo do tamanho médio e
diminuicdo da agregacao (Figura 23B). Apesar dessa redugcdo, a amostra ainda
apresentou heterogeneidade e presenca de aglomerados.

Ruiz-Rico et al. (2017) estudaram a incorporacédo de componentes de 6leos
essenciais em nanoparticulas de silica amorfa, pirogénica e do tipo MCM-41. Foram
utilizados vanilina, carvacrol, eugenol e timol, sendo que os trés ultimos foram
previamente modificados quimicamente por introducdo de grupos aldeido antes da
incorporacao. Na caracterizagcao, os sistemas apresentaram potenciais zeta variando
de -8,45 + 0,7 mV a -15,8 £+ 1,3 mV, indicando condicbes de alta a relativa
instabilidade. Além disso, foram observados tamanhos de particula superiores a 2
pum, dimensdo consideravelmente elevada que pode dificultar a internalizagéo pelos
microrganismos.

A tendéncia de agregacdo de nanoparticulas, associada aos baixos valores
de potencial zeta, pode ser intensificada pela interagdo com componentes do meio
de cultivo, levando a formacéo de aglomerados que limitam a endocitose bacteriana
e restringem a atividade antimicrobiana ao contato superficial (Ruiz-Rico et al.,
2017). Nesse contexto, os resultados obtidos neste trabalho demonstram que,
apesar da funcionalizagdo com APTES ter contribuido para a reducdo parcial do
tamanho médio e do grau de agregacdo, as nanoparticulas ainda apresentaram
valores elevados de PDI e heterogeneidade, caracteristicas que podem impactar seu

desempenho bioldgico.
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5.2.3 Andlise de Adsorcao e Dessorcdo Gasosa (BET e BJH)

O método BET (Brunauer—-Emmett—Teller) é amplamente utilizado para
determinar a area de superficie de nanoparticulas. Baseia-se na criacdo de um
vacuo parcial para promover a adsor¢cdo de gas nitrogénio (N2) na superficie do
material. Para garantir uma interacdo eficaz entre o gas e a superficie, a amostra é
resfriada com nitrogénio liquido. Apds as camadas de adsor¢cdo serem formadas, a
amostra é retirada da atmosfera de N2 e aquecida, liberando o gas adsorvido, que é
entdo quantificado. Os dados obtidos sdo representados por isotermas de adsorcao,
classificadas em quatro tipos principais (I, Il, Il e IV), fornecendo informacdes sobre
as caracteristicas do material (Khan; Saeed; Khan, 2019; Joudeh, Linke, 2022).

Para complementar a analise, o método BJH (Barrett—Joyner—Halenda) é
amplamente utilizado para investigar a porosidade das nanoparticulas. Esse método
estende o processo de adsorcdo de N2 até o ponto de saturacdo, no qual os poros
sdo completamente preenchidos. Apés atingir a saturacdo, o gas é liberado e os
dados obtidos séo utilizados para calcular o tamanho dos poros e outras
caracteristicas estruturais do material (Joudeh, Linke, 2022).

Os dados obtidos revelam que a amostra SBA16 apresentou area superficial de
680,522 m?/g e diametro médio de poros de aproximadamente 5,60 nm. Por sua vez,
a matriz SBA16-APTES exibiu area de 54,175 m?/g e diametro médio de poros em
torno de 4,87 nm. Nota-se que a funcionalizacdo da matriz SBA16 resultou em uma
reducao significativa da area superficial, da ordem de 92%. O decréscimo expressivo
€ normal e pode ser atribuido a ocupacdo dos poros pelos grupos organicos do
APTES, que bloqueiam parcialmente os canais mesoporosos, dificultando o acesso
do gas adsorvente durante a analise (Goscianska et al., 2017).

Assim, embora acentuada, essa reducdo da area superficial esta em
consonancia com dados da literatura, como observado por Goscianska et al. (2017),
que relataram queda de aproximadamente 70% na éarea superficial apods
funcionalizacdo com APTES (de 740 para 220 m?/g). Além disso, ressalta-se ainda
gue os valores de didametro médio dos poros revelam que ambos os materiais se
enquadram na faixa mesoporosa, com poros entre 2 e 50 nm, mesmo apods as
modificacdes.

A histerese gerada entre a curva de adsorgéo e dessorcao da amostra SBA16

e SBA16-APTES (condicdo 1) é mostrada na Figura 24. As curvas obtidas exibem
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uma caracteristica tipica das isotermas dos tipos IV, caracteristica de materiais
mesoporos (Bansal; Sharma; Mohanty, 2020).

Figura 24 - Andlise de adsorcao pelo método BET das amostras de SBA16 e SBA16-APTES
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Fonte: Autoria propria.

5.2.4 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Para determinar a composi¢ado quimica das matrizes SBA16 e SBA16-APTES
(condicao 2), utilizou-se a espectroscopia de infravermelho por transformada de
Fourier. Essa técnica baseia-se na absor¢do da radiacdo infravermelha pelas
amostras, cujo comprimento de onda da luz absorvida € especifico para cada tipo de
ligacdo quimica existente no material, possibilitando a identificacdo dos grupamentos
funcionais presentes (Aulifa et al., 2024).

Os espectros FTIR das amostras estado apresentados na Figura 25. Conforme
observa-se, em todas as amostras foi possivel notar uma banda estreita com
comprimento de onda entre 1100-1000 cm, atribuida ao estiramento vibracional dos
grupos silano (Si-O-Si). Em ambos materiais também se localiza uma banda

vibracional em 960 cm, correspondente aos grupos silanol (Si-OH), embora com
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menor intensidade no SBA16-APTES, devido a sua parcial eliminacdo durante o
processo de funcionalizagao.

Além disso, ao comparar 0s espectros, nota-se no SBA16 uma banda entre
1650-1630 cm* atribuida ao grupo hidroxila, cuja intensidade é reduzida no SBA16-
APTES, resultado da adsor¢cdo de grupos orgéanicos na superficie da silica. Outro
indicativo da funcionalizacdo é a presenca de uma banda entre 1460-1410 cm

relacionada as ligacdes C—C do grupo etilico (CH-CH,), ausente no material ndo
funcionalizado.

Figura 25 - Espectros de FTIR de amostras de SBA16 e SBA16-APTES
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As bandas identificadas nos espectros estdo em consonancia com os dados
reportados por Andrade et al. (2013), Soares et al. (2021) e Ledo et al. (2021).

Diante da concordancia entre os resultados obtidos e os descritos na literatura
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infere-se que a ancoragem do APTES ocorreu de forma eficaz, resultando na
formacao de grupos Si—O-Si—-R na estrutura do material funcionalizado.

5.2.5 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

A Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET) é uma técnica amplamente
utilizada para caracterizar nanomateriais, fornecendo informacdes detalhadas sobre
sua estrutura e arquitetura de poros. Ela opera transmitindo um feixe de elétrons
através de amostras extremamente finas, permitindo a obtenc@o de imagens com
alta resolucéo. Essa capacidade torna a MET uma ferramenta essencial para a
analise precisa da morfologia e organizacdo de materiais em escala nanométrica,
incluindo MSNs (Trzeciak et al., 2021; Joudeh, Linke, 2022).

A Figura 26 apresenta micrografias obtidas pela técnica MET para amostra de
SBAL16.

Fonte: Autoria propria.

As micrografias evidenciam uma ordenacao bem definida de poros na matriz
de silica, caracteristica tipica de materiais mesoporosos, sugerindo a obtencédo de
uma estrutura compativel com o SBA16. A organizagcdo uniforme e o tamanho
homogéneo dos poros indicam um material potencialmente adequado para a

incorporacao de diversas moléculas bioativas.
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5.2.6 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Na Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), um feixe de elétrons gerado
por um canhao eletrénico € direcionado verticalmente por um sistema de lentes até
atingir a amostra. A interacdo do feixe com a superficie provoca a emissao de
elétrons e raios X, que sdo coletados por detectores e utilizados para formar
imagens tridimensionais de alta resolugdo. A técnica permite obter informacdes
sobre as nanoparticulas, como forma, agregacéao e dispersdo (Joudeh, Linke, 2022).

Na Figura 27, esta disponivel uma imagem obtida pelo MEV para amostra de
SBA16, com ampliagcdo de 5.000x. Observa-se uma tendéncia & aglomeragédo do
material, com particulas de morfologias e dimensdes variadas. Os aglomerados, com
tamanho de poucos micrémetros, dificultam a visualizac&o individual e identificacédo

do tamanho das nanoparticulas constituintes.

Figura 27 — Microscopia Eletronica de Varredura de SBA16
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Fonte: Autoria prépria.

A presenca desses aglomerados estd em concordancia com as analises
fisico-quimicas anteriormente detalhadas, no qual o PDI de SBA16 se mostrou
superior ao valor considerado adequado para amostras monodispersas. No entanto,
apesar da limitacdo pelo MEV quanto a distin¢cdo individual das particulas devido a
aglomeracao do material, informacdes mais detalhadas sobre a morfologia ja haviam

sido previamente obtidas por meio de MET, conforme apresentado anteriormente.
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5.3 Estudo Microbioldgico
5.3.1 Concentragdo Minima Inibitéria

Para determinar a menor concentracdo dos compostos livres e incorporados
nos nanomatriais que é capaz de inibir o crescimento microbiano detectado a olho
na, utilizou-se o método de microdiluicdo (Tariq et al.,, 2019). Esse método é
padronizado, preciso e de facil execucdo, sendo ainda aprimorado pela adicdo de
corantes indicadores redox, os quais ajudam a superar desafios relacionados a
baixa solubilidade de certas substancias (Elshikh et al., 2016).

Entre esses corantes, destaca-se a resazurina, amplamente empregada em
ensaios de triagem antibacteriana, incluindo aqueles com fitoquimicos, devido a sua
funcdo como indicador de crescimento microbiano. Inicialmente azul, esse corante é
irreversivelmente reduzido por oxirredutases presentes em células viaveis, formando
resorufina fluorescente, de coloracdo rosa. Essa mudanca de cor fornece uma
medida quantificavel e direta da atividade metabdlica microbiana (Elshikh et al.,
2016; Teh et al., 2017; Morelld-Aucejo et al. 2024).

A Figura 28 ilustra esse processo de reducéo e, consequentemente, mudanca

de cor na placa de microdiluigéo.

Figura 28 - Conversédo da resazurina em resorufina
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5.3.1.1 CMI do Farnesol livre e incorporado

Os ensaios demonstraram que o (E,E)-Farnesol possui uma atividade
antibacteriana significativa frente as cepas gram-positivas analisadas, apresentando
valores de CMI entre 32 e 64 pg/mL. Inclusive, verificou-se que essa molécula foi
mais eficaz contra aquelas bactérias que apresentam genes de resisténcia (Tabela
2). Achados semelhantes ja foram reportados na literatura, destacando a sua acéo
superior frente a diversas cepas resistentes em comparacgao a cepas sensiveis de S.

aureus (Lopes et al., 2021; Oliveira et al., 2022).

Tabela 2 - CMI do Farnesol livre

CMI (ug/mL)
(E,E)-FARNESOL | CONTROLE POSITIVO
S. aureus ATCC 25923 64 Vanco: 4
HU25 32 Vanco: 2
SM090 32 Vanco: 2
E. coli ATCC 25922 > 512 Cipro: 0,031
P. aeruginosa ATCC 27853 >512 Cipro: 1
C. albicans ATCC 10231 512 Fluconazol: 4

Fonte: Autoria propria.

Por outro lado, o (E,E)-Farnesol ndo apresentou efeito inibitério sobre o
crescimento das cepas bacterianas gram-negativas testadas. Esses achados estédo
em concordancia com outros estudos da literatura, que também indicam a ineficacia
desta molécula frente a diferentes cepas de espécies gram-negativas, como
Acinetobacter baumannii e K. pneumoniae (Delmondes et al., 2019; Lopes et al.,
2021; Han et al., 2023). Outros componentes de OE, como o timol, também parecem
ter maior atividade contra gram-positivas do que gram-negativas (Céaceres et al.,
2020). Esse mesmo dado também foi observado com os o6leos de vetiver e de
sandalo (Nowacka, Kowalewska, Kregiel, 2020).

De forma geral, esse comportamento tem sido parcialmente associado a
capacidade desses fitocompostos de desestabilizar a membrana plasmatica, efeito
gue tende a ser menos eficaz em bactérias gram-negativas devido a presenca de

uma membrana externa, que representa uma barreira extra para passagem (Ruiz-
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Rico et al., 2017; Caceres et al., 2020). Outro pressuposto, por outro angulo, é que a
membrana de bactérias gram-positivas contém &cido lipoteicéico, cujas porcdes
lipofilicas poderiam facilitar a incorporacdo de compostos hidrofébicos naturais ao
interior celular (lvanova et al., 2022).

No caso da cepa fungica, o terpeno em estudo apresentou CMI de 512 pg/mL,
valor superior ao reportado por Costa et al. (2025), que encontrou CMI de 73,25
pug/mL frente a mesma estirpe. Essa discrepancia pode estar associada a diferentes
fatores experimentais, como variacbes na pureza do composto, diferencas
metodoldgicas, condi¢cdes de cultivo e variabilidade da cepa utilizada (Mouton et al.,
2018).

Na continuidade da investigacdo da atividade antimicrobiana, foram avaliadas
as nanoparticulas nas formas pura e somente funcionalizada, SBA16 e SBA16-
APTES, respectivamente. Nenhuma delas apresentou atividade contra as cepas
bacterianas testadas. Resultados semelhantes foram reportados por Mora et al.
(2021), corroborando a auséncia de efeito inibitorio dessas estruturas na auséncia
de agentes bioativos incorporados.

As nanoparticulas funcionalizadas e carregadas com Farnesol (SBA16-
APTES-FAR), obtidas nas condicbes experimentais 1 e 2, também néo
apresentaram CMI detectavel frente as cepas bacterianas avaliadas. A auséncia de
atividade antimicrobiana mensuravel pode estar associada, principalmente, a baixa
solubilidade do Farnesol no meio aquoso utilizado nos ensaios microbiologicos, o
que compromete sua liberacao a partir da matriz de silica mesoporosa.

A liberacdo de moléculas incorporadas em nanoparticulas de silica depende
fortemente de fatores como a afinidade do farmaco pela matriz e, sobretudo, a
solubilidade do composto no meio de liberagdo (McCarthy et al., 2016). Nesse
contexto, compostos hidrofébicos tendem a apresentar interacées mais fortes com
as paredes dos poros e com grupos organicos introduzidos por funcionalizacao, o
gue pode resultar em um perfil de liberagcéo lento ou mesmo incompleto em meios
aquosos (Benkd; Kristd; Sovany, 2025).

Corroborando essa hipotese, Zaharudin et al. (2020) compararam a liberacao
de um farmaco hidrofilico (gencitabina) e de um farmaco hidrofébico (quercetina) a
partir de MSNs ndo modificadas e funcionalizadas. Os autores observaram que a
quercetina apresentou uma taxa de liberagcdo significativamente mais lenta em

comparacao a gencitabina, inclusive em MSNs funcionalizadas com APTES, mesmo
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apos 48 horas de incubacdo em pH 7,4. Esses resultados indicam que moléculas
apolares podem encontrar maior dificuldade para se desprender da matriz
mesoporosa e se difundir no meio de cultura, mesmo na presenca de proteinas.

Adicionalmente, estudos indicam que altas cargas de moléculas hidrofébicas
podem intensificar esse efeito, uma vez que o preenchimento excessivo dos poros
pode reduzir a molhabilidade da matriz e dificultar o contato do sistema com o meio
aguoso, resultando em liberacao limitada ou inexistente (Maleki et al., 2017). Dessa
forma, a auséncia de CMI detectavel para o sistema SBA16-APTES-FAR ndao
necessariamente reflete a ineficacia intrinseca do Farnesol, mas sim uma limitacao
fisico-quimica do sistema de liberagdo nas condi¢Bes experimentais empregadas.

Além disso, também se supfe que a auséncia de atividade esteja relacionada a
limitacdo experimental causada pela rapida precipitacdo do material durante o
ensaio. Observou-se que, logo apdés a homogeneizacdo em vortex, a suspensao
decantava rapidamente, dificultando a transferéncia da amostra da pipeta para os
pocos da placa de microdiluicdo, o que pode ter interferido na precisdo dos
resultados obtidos.

Diante dessa limitacdo, optou-se por avaliar a atividade antibacteriana da
nanoparticula SBA16-APTES-FAR por meio de ensaio de formacao de biofilme, nao
utilizando o material em suspenséo, mas sim considerando seu peso. Dessa forma,
a dosagem foi calculada com base na propor¢cdo de Farnesol presente na
nanoparticula, de modo que fosse pesada uma massa de SBA16-APTES-FAR
correspondente a quantidade equivalente a ¥ da CMI do terpeno frente ao
microrganismo em estudo. Para esse ensaio, utilizou-se o material obtido na
condicdo 2 de sintese, na qual se obteve 0,3058 ug de Farnesol por micrograma de

silica funcionalizada.

5.3.1.2 CMI da Ciprofloxacina livre e incorporada

No estudo do efeito bacteriostatico da Ciprofloxacina, selecionaram-se duas
cepas de referéncia, sendo uma gram-positiva (S. aureus ATCC 25923) e uma gram-
negativa (E. coli ATCC 25922), além de uma cepa clinica resistente, a HU25.
Diferentemente do ensaio realizado com o composto natural Farnesol, ndo foi
incluida a avaliacao frente a C. albicans, uma vez que 0 composto sintético em

guestao apresenta atividade reconhecida e direcionada principalmente contra
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bactérias. A Tabela 3 apresenta os valores de CMI da Ciprofloxacina livre e dos
nanomateriais SBA16-CIPRO e SBA16-APTES-CIPRO.

Tabela 3 - CMI da Ciprofloxacina livre e incorporada

CMI (pg/mL)
CIPROFLOXACINA CONTROLE
LIVRE SBA16-CIPRO |SBA16-APTES-CIPRO POSITIVO
S. aureus ATCC 25923 1,563 0,1664 0,1446 Vanco: 4
HU25 100 0,6655 0,2892 Vanco: 2
E. coli ATCC 25922 0,031 0,0052 0,0045 Cipro: 0,031

Fonte: Autoria propria.

Como observado na Tabela 3, a Ciprofloxacina livre apresentou desempenho
mais favoravel frente a bactéria gram-negativa testada, alcancando uma CMI de
0,031 pg/mL. Esse valor esta proximo ao encontrado em investigacées anteriores,
como no trabalho de Aziz et al. (2022) e Dong et al. (2019) com CMI detectado de
0,013 uyg/mL e 0,015 ug/mL, respectivamente, para a mesma cepa deste estudo.
Além disso, Jakobsen, Lundberg e Frimodt-Mgller (2020) avaliaram a cepa E. coli
UVI-86, um isolado desprovido de mecanismos de resisténcia, e observaram uma
CMI de 0,032 pg/mL.

Em relacdo a S. aureus, a Ciprofloxacina apresentou CMI de 1,563 pg/mL,
valor proximo ao reportado em estudos prévios para a cepa S. aureus ATCC 6538,
indicando uma atividade inibitéria moderada (Aziz et al., 2022). Adicionalmente,
observou-se uma atividade consideravelmente reduzida contra a cepa clinica HU25,
que, embora ndo seja resistente propriamente a Ciprofloxacina, apresenta um perfil
de maior tolerdncia ao farmaco quando comparada as demais cepas. Esse
comportamento evidencia a limitagdo desse farmaco em sua forma livre frente a
isolados clinicos de S. aureus e reforca a necessidade de explorar novas estratégias
capazes de ampliar sua eficacia contra esse grupo de bactérias resistentes.

J& os sistemas nanoestruturados apresentaram uma expressiva melhora da
atividade antimicrobiana quando comparados a Ciprofloxacina livre. Para S. aureus
ATCC 25923, a reducédo da CMI foi de 89,36% para o sistema SBA16-CIPRO e de
90,74% para o SBA16-APTES-CIPRO. Frente a cepa clinica resistente HU25, o

ganho de eficacia foi ainda mais pronunciado, com reducdes de 99,33% e 99,71%,
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respectivamente. Resultados semelhantes foram observados para E. coli ATCC
25922, cuja CMI foi reduzida em 83,23% no sistema SBA16-CIPRO e em 85,48% no
SBA16-APTES-CIPRO.

Os resultados também revelam que o material SBA16-APTES-CIPRO
apresentou melhor desempenho, uma vez que requer uma menor concentragcédo de
Ciprofloxacina para inibir o crescimento das cepas bacterianas quando comparado
ao SBA16-CIPRO. Esse comportamento pode ser atribuido a funcionalizacdo de
superficie, a qual promove o aumento da hidrofilicidade do material, decorrente das
interacdes especificas entre as moléculas de agua e os grupos funcionais,
favorecendo sua melhor dispersdo e contato com o alvo (Ahmed et al., 2022). Tal
efeito é corroborado pelo menor PDI observado para o SBA16-APTES.

Além disso, a quimica da superficie € um fator que também pode influenciar
na taxa de liberacdo de um farmaco e, consequentemente, no seu efeito (Zhou et al.,
2018). Muitos estudos observaram que materiais amino-funcionalizados apresentam
taxa de liberacdo mais lenta que o material ndo funcionalizado, devido as interacdes
do farmaco com os grupos modificados na superficie (Aulifa et al., 2024). Isso
contribui para uma atividade mais prolongada, mantendo a concentracao de inibicao
por mais tempo (Zhou et al., 2018; Niederquell; Vranikova; Kuentz, 2025).

Como exemplos, Ahmadi et al. (2014) e Martin et al. (2018) carregaram,
respectivamente, ibuprofeno e succinato sédico de metilprednisolona em MSNs
modificadas com grupo amino e observaram taxas de liberacdo notavelmente
menores. Portanto, os resultados achados na presente investigagdo demonstram
que a incorporacdo da Ciprofloxacina, especialmente quando associado a
funcionalizacdo com APTES, potencializa substancialmente a acdo antibacteriana do
farmaco em diferentes perfis de suscetibilidade.

Na literatura, outras pesquisas também exibem que o uso de sistemas MSNs
levam a redugdo do CMI comparado ao farmaco livre, inclusive contra isolados
clinicos (Gounani et al., 2019; Li B. et al., 2023). Esse caso, por exemplo, foi
observado nos estudos de Memar et al. (2021), em que o CMI das nanoparticulas
mesoporosas carregadas com meropenem foram inferiores a CMI do meropenem
livre contra 10 isolados clinicos de P. aeruginosas. Esses resultados sao
interessantes e revelam que as MSNs sdo bons sistemas drug delivery, com

potencial de maximizar a atividade farmacoldgica de farmacos ja consolidados.
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5.3.2 Concentragdo Minima Bactericida e Concentracdo Fungicida Minima
5.3.2.1 CMB/CFM do Farnesol livre e incorporado

O Farnesol livre, bem como as nanoparticulas SBA16, SBA16-APTES e
SBA16-APTES-FAR nado apresentaram atividade bactericida ou fungicida frente a
nenhuma das cepas testadas, indicam que, nas concentragdes utilizadas, ndo foram
capazes de matar os microrganismos. Assim, o Farnesol se mostrou com efeito
exclusivo de inibitorio da multiplicacdo. Essa auséncia de atividade letal ndo deve
ser interpretada como uma limitac&o terapéutica.

Estudos demonstram que, para diversas infec¢cdes (inclusive em quadros
graves como pneumonia), a eficacia clinica de agentes bacteriostaticos €
comparavel a de bactericidas. Em muitos casos, 0 sucesso do tratamento depende
mais da adequacdo da dose e da concentracdo no local da infeccdo do que da
natureza bactericida do agente. Dessa forma, agentes bacteriostaticos permanecem
como alternativas terapéuticas relevantes, sobretudo diante do aumento da

resisténcia bacteriana aos farmacos de acao letal direta (Ishak et al., 2024).

5.3.2.2 CMB da Ciprofloxacina livre e incorporada

A Ciprofloxacina livre e os materiais SBA16-CIPRO e SBA16-APTES-CIPRO
apresentaram atividade bactericida exclusivamente contra a cepa E. coli ATCC
25922. Os valores de CMB determinados contra essa cepa encontram-se dispostos
na Tabela 4. Para as cepas gram-positivas avaliadas, nenhum dos tratamentos
resultou na morte bacteriana. A auséncia de efeito letal da Ciprofloxacina frente a S.
aureus ATCC 25923 ja foi previamente descrita na literatura (Kucukoglu et al., 2019;
Machado et al., 2020).

Tabela 4 - CMB da Ciprofloxacina livre e incorporada
CMB (ug/mL) contra E. coli ATCC 25922
CIPROFLOXACINA LIVRE | SBA16-CIPRO |SBA16-APTES-CIPRO

0,062 0,3327 0,0723
Fonte: Autoria propria.
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Observou-se que a Ciprofloxacina livre apresentou CMB de 0,062 pg/mL frente
a E. coli, valor correspondente ao dobro da CMI anteriormente determinado. Em
estudos prévios, Espinoza et al. (2019) e Machado et al. (2020) relataram valores de
CMB de 0,02 ug/mL e 2 pg/mL contra essa bactéria, respectivamente, indicando que
o0 valor obtido no presente trabalho encontra-se dentro da faixa reportada na
literatura.

A atividade bactericida dos sistemas nanoestruturados frente a E. coli
evidencia que a incorporacdo do farmaco ndo compromete sua acao letal.
Entretanto, diferentemente do observado nos ensaios de CMI, os nanomateriais ndo
apresentaram melhora na atividade bactericida quando comparados a substancia
livre. De forma semelhante, Kucukoglu et al. (2019) relataram que um sistema
baseado em quitosana e Ciprofloxacina ndo apresentou atividade bactericida
superior a da Ciprofloxacina livre ap6s 24h de ensaio.

Mesmo néo tendo sido observado um incremento na eficiéncia bactericida do
farmaco quando incorporada aos sistemas nanoestruturados, os resultados obtidos
mostram-se promissores, com baixas concentracdes. Além disso, a funcionalizacéo
com APTES voltou a se destacar como uma estratégia vantajosa, uma vez que 0
sistema SBA16-APTES-CIPRO apresentou uma CMB mais préxima a da
Ciprofloxacina livre, conciliando elevada atividade inibitéria com um efeito letal mais

pronunciado.

5.3.3 Influéncia na Formacao de Biofilme
5.3.3.1 Atividade antibiofilme do Farnesol livre e incorporado

A tendéncia natural das bactérias em formarem biofilmes refere-se a um fator
importante para seu crescimento acelerado e de dificil controle (Rananaware et al.,
2023). Nessas estruturas organizadas, a acdo dos antimicrobianos € bastante
limitada, resultando em baixa biodisponibilidade e exigindo concentracdes
superiores para alcancar a eficacia terapéutica. Diante disso, torna-se essencial o
desenvolvimento de estratégias que maximizem a entrega dos agentes
antimicrobianos no biofilme, a fim de superar as barreiras impostas por sua matriz
protetora de EPS (Aparicio-Blanco et al., 2024).

Neste estudo, tanto o Farnesol livre quanto as nanoparticulas SBA16-APTES-

FAR, na concentragdo subinibitoria de ¥2 CMI do terpeno, apresentaram potencial na
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inibicdo dos biofilmes das bactérias gram-positivas analisadas. Além disso,
observou-se que o SBA16-APTES néo possui atividade antibiofilme contra nenhuma
cepa estudada, resultado esperado apds constatacdo da auséncia de sua atividade
antibacteriana também frente as formas planctonicas. Esses resultados estdo
dispostos no Grafico 3, gerado pela contagem de unidade formadora de colénia por

mililitro (UFC/mL) no ensaio de inibicdo de formagé&o de biofilme.

Grafico 3 - Quantificacdo de unidades formadoras de colénias no biofilmes de S. aureus
ATCC 25923, HU25 e SM090 tratados com SBA16-APTES, (E,E)-Farnesol e SBA16-
APTES-FAR na concentracdo de ¥2 CMI durante sua formagéo

S. aureus ATCC 25923 HU25 SM090
10—
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UFC/mL (Log 10)
UFC/mL (Log 1o)
UFC/mL (Log 19)

e
g

Os dados sao apresentados como média + desvio padrao (n=6). * p<0,0001 comparado ao
controle. ** p<0,05 comparado ao controle. *** p<0,05 comparacédo entre SBA16-APTES-

FAR e Farnesol. **** p<0,0001 comparacao entre SBA16-APTES-FAR e Farnesol.
Fonte: Autoria propria.

Para as cepas S. aureus ATCC 25923 e SM090, os tratamentos com Farnesol
e SBA16-APTES-FAR reduziram significativamente a carga bacteriana em
comparacao ao controle (p<0,0001). Frente a cepa HU25, o terpeno livre também
promoveu uma reducdo significativa (p<0,0001), enquanto a nanoparticula
funcionalizada e carreada apresentou uma diminuicdo com significAncia menos
expressiva (p<0,05) quando contraposto ao grupo sem tratamento.

Na comparacao direta entre os tratamentos com a molécula de interesse, o
Farnesol livre foi significativamente mais eficaz que a formulagdo SBA16-APTES-
FAR contra as cepas de HU25 e SM090 (p<0,0001) e contra a S. aureus ATCC
25923 (p<0,05). Assim, apesar do esperado potencial das nanoparticulas para
otimizar a liberagéo e a eficacia de compostos bioativos, esses resultados frente as
cepas gram-positivas indicaram que o Farnesol livre apresentou desempenho
superior ao da formulagédo SBA16-APTES-FAR na inibicdo da formagé&o de biofilme.
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Possiveis causas para menor atividade de SBA16-APTES-FAR, mesmo
contendo a mesma concentragdo de Farnesol utilizada na forma livre, pode estar
relacionada ao aprisionamento do terpeno na matriz da silica mesoporosa, bem
como a sua limitada liberacdo em meio aquoso. Em seu artigo, Cadena et al. (2018)
observou que MSNs funcionalizadas com amina carreando cinemaldeido ou 6leo de
Ajwain ndo apresentaram melhor atividade que o controle sem tratamento e MSNs
livres. Os autores sugerem que a limitada liberacdo dos compostos bioativos,
possivelmente atribuida a sua menor volatilidade, comprometeu sua atividade.

Curiosamente, esse artigo de Cadena et al. (2018), assim como o de Balaure
et al. (2017), nédo realizou testes com as moléculas livres para fins comparativos, o
que dificulta a discussdo dos reais beneficios da nanoincorporacdo. Sem esse
controle, ndo é possivel afirmar se a atividade observada seria equivalente, inferior
ou superior a acdo do proprio composto. De modo que essa auséncia compromete
uma avaliacdo mais precisa da eficacia da estratégia proposta.

De modo geral, esses achados reforcam que a simples incorporacédo de
agentes antimicrobianos em nanosistemas ndo garante superioridade terapéutica,
sendo necessério considerar fatores como a cinética de liberagdo e afinidade com o
meio de dissolucdo. No presente caso, é entdo plausivel que o Farnesol esteja
sendo liberado de forma lenta ou incompleta no intervalo de 24 horas do ensaio no
meio aquoso do meio de cultura, o que poderia justificar sua atividade inferior.

Os resultados de contagem de UFC/mL e suas analises estatisticas estdo em
concordancia com as micrografias obtidas pelas analises no MEV, disponibilizadas
na Figura 29. Pode-se notar biofiime densos na amostra sem tratamento e naquelas
tratadas com a silica somente funcionalizada. J4 nos tratamentos com o terpeno livre
e encapsulado, nota-se visivel reducdo na formacao dos biofilmes de todas as cepas
tratadas.

Ressalta-se, embora ndo seja o melhor cenario por conta da atividade inferior
em comparagao ao Farnesol livre, o desempenho do sistema SBA16-APTES-FAR
nao deve ser desconsiderado. A capacidade da nanoparticula em reduzir biofilmes
de bactérias gram-positivas indica um potencial terapéutico relevante. Em contextos
clinicos, a eficacia antimicrobiana ndo € o Unico parametro determinante, visto que
aspectos como citotoxicidade e tempo de liberacdo também devem ser
considerados. Assim, a nanoplataforma pode oferecer vantagens adicionais, como

menor toxicidade, hipétese que poderia ser explorada em estudos futuros.
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Figura 29 - Micrografias do biofilme formado por S. aureus ATCC 25923, HU25 e SM090,
sem tratamento (controle) e na presenca de SBA16-APTES, (E,E)-Farnesol e SBA16-
APTES-FAR, com ampliagcdo de 5.000x
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Fonte: Autoria propria.

Contra as bactérias gram-negativas E. coli (ATCC 25923) e P. aeruginosa
(ATCC 27853) nenhum tratamento foi eficaz na reducdo do biofilme bacteriano,

como dispbe o Grafico 4.

Gréfico 4 - Quantificagdo de unidades formadoras de coldnias no biofilmes de E. coli ATCC
25922 e P. aeruginosa ATCC 27853 tratados com SBA16-APTES, (E,E)-Farnesol e SBA16-
APTES-FAR na concentragdo de %2 CMI durante sua formacao

E. coli ATCC 25922 P. aeruginosa ATCC 27853
104 104

UFC/mL (Log 1o)
UFC/mL (Log 10)

Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo (n=6). N&do houve diferenca
estatistica significativa com p>0,05.
Fonte: Autoria prépria.
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Complementando os dados de contagem, as micrografias obtidas por MEV
corroboram os resultados, indicando que nenhum dos tratamentos foi eficaz na
erradicacdo dos biofilmes formados por bactérias gram-negativas. Observa-se na
Figura 30 uma densidade bacteriana semelhante entre os biofilmes tratados com
SBA16-APTES, (E,E)-Farnesol e SBA16-APTES-FAR, em comparacdo ao controle

nao tratado.

Figura 30 - Micrografias do biofilme formado por E. coli ATCC 25922 e P. aeruginosa ATCC
27853, sem tratamento (controle) e na presenca de SBA16-APTES, (E,E)-Farnesol e
SBA16-APTES-FAR, com ampliagdo de 5.000x
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Fonte: Autoria propria.

A auséncia de atividade antibacteriana das nanoparticulas SBA16-APTES-
FAR frente as bactérias gram-negativas revela que o uso da silica mesoporosa do
tipo SBA16 com Farnesol nado foi suficiente para superar os biofilmes e as barreiras
estruturais dessas espécies. Assim, 0 uso do nanocarreador ndo potencializou a
acdo do Farnesol contra E. coli e P. aeruginosa, mantendo seu conhecido perfil de
ineficacia frente a essas cepas.

Resultados semelhantes foram descritos por Lange et al. (2024), que
avaliaram nanoparticulas metélicas (Ag, Au, Cu e Zn) carregadas com Farnesol.
Apesar da boa eficacia contra bactérias gram-positivas, esses nanocompdsitos
apresentaram resposta limitada frente as gram-negativas (mesmas cepas deste
estudo). Em E. coli, por exemplo, o nimero de células viaveis foi similar ao do
controle, embora ocorressem discretas alteragcdes morfolégicas. Para P. aeruginosa,
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o tratamento com CuF e ZnOF resultou apenas em biofilme ligeiramente mais
delgado, mas sem reducgéo expressiva na viabilidade.

Por fim, contra a cepa fungica também néo foi obervada atividade antibiofilme
por nenhum tratamento, como disposto no Grafico 5 e Figura 31, na qual tem-se

micrografias com ampliacéo de 10.000x.

Grafico 5 - Quantificacdo de unidades formadoras de colénias no biofilme de C. albicans
ATCC 10231 tratados com SBA16-APTES, (E,E)-Farnesol e SBA16-APTES-FAR na
concentracdo de ¥ CMI durante sua formagéao

Candida albicans ATCC 10231

UFC/mL (Log 10)
E
|

Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo (n=6). Ndo houve diferenca
estatistica significativa com p>0,05.

Fonte: Autoria prépria.

Figura 31 - Micrografias do biofilme formado por C. albicans ATCC 10231, sem tratamento
(controle) e na presenca de SBA16-APTES, (E,E)-Farnesol e SBA16-APTES-FAR, com
ampliagdo de 10.000x
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Candida albicans ATCC 10231

EHT - 1500kV  Signal A = NTS BSD 2um FHT - 1500kV  Signal A~ NISBSD i 2um FEHT 1500kV  Signal A=NTSBSD
Mag = 1000KX [CE-Un WD-100mm  Mag= 1000KX LCE-Unifei WD-85mm  Mag  1000KX 1.CF - Unifei

Fonte: Autoria propria.

Apesar de existirem relatos na literatura descrevendo atividade antibiofilme do
Farnesol frente a C. albicans, a auséncia de efeito observada neste estudo pode
estar relacionada as diferencas metodoldgicas adotadas, especialmente ao uso de
uma concentracao subinibitéria equivalente (%2 CMI). Nessa condicao, a quantidade
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de composto disponivel pode nado ter sido suficiente para interferir de forma
significativa na formacéo do biofilme. Como exemplo, Costa et al. (2025) relataram
resultados expressivos de inibicdo de biofilme dessa cepa ao empregar esse terpeno
tanto na forma livre quanto encapsulada em nanoparticulas de quitosana, porém
utilizando-o em sua CMI. Somado a isso, nota-se que uso do nanosistema de silica

nao auxiliou na implementacado de um efeito antibiofilme ao Farnesol frente a essa

cepa.

5.3.3.2 Atividade antibiofilme da Ciprofloxacina livre e incorporada

O resultado da contagem de unidade formadora de colonia por mililitro
(UFC/mL) da Ciprofloxacina livre e incorporada nas nanoparticulas de silica
mesoporosas é apresentado no Gréafico 6. No geral, € possivel observar que o0s
nanomateriais SBA16-CIPRO e SBA16-APTES-CIPRO levaram a reducdo da
formacao de biofilme das trés cepas estudadas, enquanto que o material sem a

substancia ativa (SBA16-APTES) ndo apresenta atividade.

Gréfico 6 - Quantificagdo de unidades formadoras de col6nias nos biofilmes de S. aureus
ATCC 25923, HU25 e E. coli ATCC 25922 tratados com SBA16-APTES, Ciprofloxacina,
SBA16-CIPRO e SBA16-APTES-CIPRO na concentracdo de ¥2 CMI durante sua formacéo
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Os dados sao apresentados como média + desvio padrao (n=6). * p<0,0001 comparado ao
controle. ** p<0,05 comparado ao controle. *** p<0,0001 comparado a Ciprofloxacina. ****
p<0,05 comparado a Ciprofloxacina. ® p<0,05 comparacdo entre SBA16-CIPRO e SBA16-

APTES-CIPRO.
Fonte: Autoria prépria.
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Contra a cepa S. aureus ATCC 25923, a Ciprofloxacina e os nanomateriais,
ambos na concentracdo correspondente a ¥2 CMI, promoveram inibi¢cdo significativa
da formacdo do biofilme. Destaca-se, inclusive, que 0s sistemas nanoestruturados
apresentaram efeito antibiofilme significativamente mais expressivo (p<0,001)
quando comparados ao antibiético livre. Além disso, ndo foi observada diferenca
estatisticamente significativa entre os tratamentos SBA16-CIPRO e SBA16-APTES-
CIPRO nesse ensaio.

Resultados parecidos tém sido descritos para outros sistemas
nanoestruturados, como nanoparticulas de PLGA carregadas com Ciprofloxacina,
que demonstraram maior eficacia antibiofime em comparacdo ao farmaco livre
(Yayehrad; Wondie; Marew, 2022). Esse comportamento sugere que a incorporagao
da Ciprofloxacina em nanocarreadores pode favorecer sua penetracdo na matriz
extracelular do biofiime e aumentar sua biodisponibilidade nas microcolonias
bacterianas, potencializando sua acdo antimicrobiana (Memar et al., 2018;
Alandiyjany et al., 2022; Sil et al., 2024).

Em relacédo a cepa clinica resistente HU25, a Ciprofloxacina, na concentracao
testada, ndo foi capaz de interferir na consolidagédo da arquitetura do biofilme. Em
contraste, ambos o0s sistemas nanoestruturados apresentaram atividade antibiofilme
significativa, com reducé@o expressiva em relagcdo ao controle e ao antibiotico livre
(p<0,001). Assim como observado para a cepa de referéncia gram-positiva, também
nao foi detectada diferenca significativa entre SBA16-CIPRO e SBA16-APTES-
CIPRO.

Achados semelhantes foram reportados por Alandiyjany et al. (2022), que
avaliaram MSNs carregadas com Ciprofloxacina contra biofilmes de Salmonella
typhimurium ATCC 14028, previamente caracterizada como multirresistente. Nesse
estudo, a Ciprofloxacina livre também nao promoveu reducado significativa do
biofilme, enquanto sua incorporagcdo em MSN resultou em eliminacdo superior a
50%, corroborando o potencial desses sistemas frente a cepas resistentes.

Para a bactéria gram-negativa E. coli, o tratamento com SBA16-APTES-
CIPRO promoveu a maior inibicdo da formacao do biofilme, apresentando diferenca
estatisticamente significativa em relagédo ao controle (p<0,0001). A Ciprofloxacina
livre e o SBA16-CIPRO também interferiram na formacdo do biofilme, porém de
forma menos pronunciada (p<0,05). Diferentemente do observado para as cepas

gram-positivas, foi detectada diferenca estatisticamente significativa entre os dois
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sistemas nanoestruturados, com maior efichcia do SBA16-APTES-CIPRO em
comparagao ao SBA16-CIPRO (p<0,05).

Diante desse resultado diferencial, analises por MEV foram conduzidas para
E. coli, com o objetivo de complementar os dados do ensaio de contagem de
colénias. Essa escolha se justifica pelo fato de essa bactéria ter sido a Unica a
apresentar diferenca estatisticamente significativa entre SBA16-CIPRO e SBA16-
APTES-CIPRO, além de apresentar menores valores de CMI em comparacao as
cepas gram-positivas avaliadas. As imagens representativas das topografias
resultantes dos tratamentos encontram-se na Figura 32.

Figura 32 - Micrografias do biofilme formado por E. coli ATCC 25922, sem tratamento
(controle) e na presenca de SBA16-APTES, Ciprofloxacina, SBA16-CIPRO e SBA16-
APTES-CIPRO, com ampliagédo de 10.000x
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Fonte: Autoria propria.

Observou-se que o biofilme nao tratado (controle) e o tratado apenas com
SBA16-APTES apresentaram estruturas densas e organizadas. Em contraste, o
tratamento com Ciprofloxacina livre resultou em menor agregacdo celular.
Resultados semelhantes foram descritos por Dong et al. (2019), que avaliaram o
efeito de concentragdes subinibitorias (¥a CMI) de Ciprofloxacina também contra a E.
coli. Suas observagbes pelo MEV mostraram biofiilmes mais esparsos e
desorganizados comparado ao controle, indicando que concentragfes subinibitorias
do antibiético podem interferir na estrutura do biofilme.

Em dltima andlise, nos tratamentos com SBA16-CIPRO e SBA16-APTES-
CIPRO evidencia-se visualmente a presenca reduzida de bacilos, que encontram-se
predominantemente isolados, sendo esse efeito mais pronunciado para o
nanomaterial funcionalizado. Esses achados estdo em concordancia com os dados
obtidos no ensaio de contagem de colbnias. Nesse contexto, a modificacao

superficial das MSNs pode levar a uma liberacdo mais lenta e sustentada do



84

farmaco, em funcdo das interacbes entre o carreador e a molécula, contribuindo
também para o aumento da atividade antibiofilme (Sil et al., 2024; Otri et al., 2024).

Em conjunto, os resultados deste ensaio in vitro demonstram que
nanoparticulas de silica mesoporosa carregadas com Ciprofloxacina apresentam
efeito antibacteriano e antibiofilme superior ao antibiotico livre, sendo capazes de
inibir biofilmes de E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 25923 e da cepa clinica
resistente HU25. Assim, os sistemas SBA16-CIPRO e SBA16-APTES-CIPRO
mostram-se promissores como plataformas de drug delivery para o tratamento de
infeccdes bacterianas associadas a formacdo de biofilmes, inclusive aquelas
causadas por cepas resistentes.
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6 CONCLUSAO

O presente trabalho possibilitou a sintese de nanoparticulas de silica
mesoporosas do tipo SBA16, sua funcionalizacdo com 3-aminopropiltrietoxisilano
(APTES) e a preparacao de diferentes nanosistemas a partir do carregamento com
moléculas bioativas de naturezas quimicas distintas: o (E,E)-Farnesol, de carater
apolar, e a Ciprofloxacina, polar. As caracteriza¢fes fisico-quimicas confirmaram a
formacdo da estrutura mesoporosa, embora alguns parametros relacionados ao
tamanho de particula e a dispersdo tenham se apresentado fora da faixa
considerada ideal na literatura.

O Farnesol livre apresentou atividade bacteriostatica frente as cepas gram-
positivas e a C. albicans, contudo, sem apresentar efeito bactericida. Para o
nanosistema SBA16-APTES-FAR néo foi possivel determinar a CMI, possivelmente
em decorréncia de limitaces na liberacdo do composto em meio aquoso, atribuidas
a sua natureza hidrofébica e ao aprisionamento na matriz de silica. Nos ensaios de
influéncia na formacdo de biofilme, o SBA16-APTES-FAR apresentou efeito
significativo, no entanto ndo demonstrou superioridade em relacédo ao terpeno livre,
refor¢cando a hipétese de sua liberacao limitada para o meio de cultura.

Em contraste, a Ciprofloxacina livre e os sistemas SBA16-CIPRO e SBA16-
APTES-CIPRO apresentaram atividade antibacteriana frente as cepas avaliadas,
com reducao dos valores de CMI do antibidtico quando veiculado aos nanomateriais.
O SBA16-APTES-CIPRO apresentou o menor valor de CMI, possivelmente
associado a uma liberacdo mais sustentada proporcionada pela funcionalizacao.
Adicionalmente, os sistemas nanoestruturados demonstraram um efeito letal
exclusivamente contra E. coli; mas sem reducdo da CMB, e um efeito antibiofilme
significativamente superior ao da Ciprofloxacina livre.

Os resultados demonstraram que o desempenho dos nanosistemas foi
dependente das propriedades quimicas das moléculas carreadas, com melhor
atividade observada para os sistemas contendo Ciprofloxacina em comparacgéo aos
contendo Farnesol. De modo geral, os sistemas SBA16-CIPRO e SBA16-APTES-
CIPRO mostram-se promissores como plataformas de drug delivery para o
tratamento de infec¢des associadas a formacéo de biofilmes, enquanto os resultados
obtidos com o Farnesol destacam a necessidade de estratégias adicionais de

otimizacdo para a veiculacao eficiente de compostos hidrofébicos.
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