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RESUMO

O atendimento a saude, muitas vezes, pode exigir ndo apenas medicamentos, mas
também necessitar do uso de dispositivos como cateteres em geral. No entanto,
biofilmes bacterianos podem se formar nestes dispositivos levando a ocorréncia de
infeccbes. Por outro lado, sabe-se que particulas metalicas, por exemplo,
nanoparticulas de prata (Ag-NPs) tém propriedade antimicrobiana reconhecida pela
comunidade cientifica. As Ag-NPs podem ser adicionadas a diversos polimeros como,
por exemplo, as poliuretanas, para proporcionar uma atividade antimicrobiana por
contato a estes materiais. Logo, neste trabalho foi desenvolvido um revestimento a
partir de dispersdo aquosa de poliuretana (PU) a base de 6leo de mamona e contendo
Ag-NPs com o objetivo de reduzir a adesao bacteriana. A preparagéo do revestimento
(filmes finos) envolveu a adigdo de Ag-NPs em dispersdes aquosas de PU (WBPU-1
e WBPU-2), fornecidas pela empresa Terra Azul LTDA e, posterior a secagem, foram
formados filmes de WBPU-1 com concentracdes de Ag-NPs de 0,05% , 0,08%, 0,1%,
0,2% e 0,4% m/m. Todos os filmes foram caracterizados por ensaios fisico-quimicos
(espectroscopia na regido do infravermelho e termogravimetria) e ensaios de
citotoxicidade e antimicrobianos (testes de adesdo e antibiofiime). Os filmes da
WBPU-1 contendo 0,4% de Ag-NPs apresentaram maior inibicao de biofilme, 20,47 %.
E da WBPU-2, o filme contendo 6400 ppm de Ag-NPs apresentou atividade
antibiofilme significativa, p<0,05, além de nao ser citotdoxico. Portanto, por meio desta
pesquisa, obteve-se filmes antimicrobianos a base de 6leo vegetal contendo Ag-NPs

com potencial aplicagdo em dispositivos médicos.

Palavras-chaves: dispositivo médico; biofiime; resisténcia antimicrobiana; filme

antimicrobiano; Staphylococcus aureus.



ABSTRACT

Health care can often require not only medication, but also the use of devices such as
catheters in general. However, bacterial biofilms can form on these devices, leading to
infections. On the other hand, metallic particles, for example silver nanoparticles (Ag-
NPs), are known to have antimicrobial properties recognized by the scientific
community. Ag-NPs can be added to various polymers, such as polyurethanes, to
provide these materials with antimicrobial activity on contact. Therefore, in this work a
coating was developed from an aqueous dispersion of polyurethane (PU) based on
castor oil and containing Ag-NPs with the aim of reducing bacterial adhesion. The
preparation of the coating (thin films) involved adding Ag-NPs to aqueous PU
dispersions (WBPU-1 and WBPU-2) supplied by the company Terra Azul LTDA and,
after drying, WBPU films were formed with Ag-NPs concentrations of 0.05%, 0.08%,
0.1%, 0.2% and 0.4% m/m. All the films were characterized by physicochemical tests
(infrared spectroscopy and thermogravimetry) and cytotoxicity and antimicrobial tests
(adhesion and antibiofilm tests). WBPU-1 films containing 0.4% Ag-NPs showed
greater biofilm inhibition, 20.47%. And for WBPU-2, the film containing 6400 ppm of
Ag-NPs showed significant antibiofilm activity, p<0.05, as well as not being cytotoxic.
Therefore, through this research, antimicrobial films based on vegetable oil containing

Ag-NPs were obtained with potential application in medical devices.

Keywords: medical device; biofilm; antimicrobial resistance; antimicrobial film;

Staphylococcus aureus.
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1 INTRODUGAO

Na area da saude, até 85% dos pacientes hospitalizados em algum momento
irdo fazer uso de um dispositivo para acesso venoso (KEOGH; FLYNN; MARSH, et
al., 2015). Aproximadamente 70% dos pacientes hospitalizados requerem cateter
intravenoso periférico (CIP) e 69% dos CIPs apresentam falhas antes de finalizar a
terapia (MARSH; WEBSTER; LARSON, et al., 2018).

No ambito hospitalar, encontram-se diferentes dispositivos médicos, entre
eles, os cateteres venosos destinados a passagem de fluidos, os quais foram
desenvolvidos para procedimentos na area de saude a serem executados por
profissionais habilitados. Sao utilizados em terapia endovenosa que, por sua vez, é
definida como a administracdo de fluidos ou drogas, ou ambos, em geral com
circulagao através de venopungao (CLAYTON; ENTWISTLE; PICKERING, 1999).

Os cateteres intravenosos periféricos (CIVP) sado dispositivos de acesso
endovenoso invasivo, que correspondem a atividades de alta frequéncia relacionadas
a assisténcia a saude no ambiente hospitalar (MILIANI; TARAVELLA; THILLARD et
al., 2017).

Em geral, ha dois tipos principais de cateteres, o CIVP rigido (agulhado) e o
flexivel. O CIVP flexivel tem a recomendacao de periodo de troca entre 72 e 96 horas
a depender do tipo/modelo e material constituinte e, o CIVP rigido que é usado para
medicacoes rapidas, tem indicacdo para um periodo mais curto, até 24 horas
(PARECER COREN-SP N° 006/2022).

Além disso, as boas praticas do cuidado com o manejo da prescrigao,
insercao, fixacdo, manutencao e retirada dos CIVPs visam minimizar os fatores de
risco para os pacientes (PARECER COREN-SP N° 006/2022).

Apesar disto, os CIVPs sado associados a relatos de eventos adversos, tais
como: flebite, oclusao, infiltracédo, extravasamento de sangue, hematoma e infecgoes
causadas pela formacao de biofilme no cateter, que podem prejudicar a administragéao
de medicamentos e causar danos a saude do paciente, (MILIANI; TARAVELLA;
THILLARD et al., 2017).

A taxa global de eventos adversos relacionados a cateter periféricos nao foi
claramente estimada pelos estudos como parte composta de eventos adversos

clinicos e mecanicos. A maioria dos estudos foram com énfase nos eventos adversos



de flebite, infiltracéo e infecgbes relacionadas a CIVP. A incidéncia de flebite reportada
oscila entre 2 a 80%, a de infiltragdo atingem 30% e, por outro lado, a incidéncia de
infeccdo relacionada as linhas periféricas sdo menores comparado as linhas de
cateter central, no entanto, ha possibilidades de sépsis graves (MILIANI; TARAVELLA;
THILLARD; 2017). Além disso, a trombose e a flebite representam fatores de risco
para infeccao (MAKI et.al., 2006 apud KEOGH, 2014).

Os eventos adversos s&o classificados como clinicos ou mecéanicos. Dentro
dos clinicos, cita-se: o edema, hematoma no local de inser¢céo, extravasamento de
fluido ou sangue e suspeita de sépsis. Os eventos mecanicos, incluem: remogao
acidental do cateter, oclusao, refluxo sanguineo e ruptura do sistema fechado, por
exemplo: ruptura do cateter (MILIANI; TARAVELLA; THILLARD; 2017).

Nos EUA, a taxa de infecgado da corrente sanguinea relacionada a cateter
venoso central é de aproximadamente 3% e, de cateter intravenoso periférico é de
0,1% ( MAKI et.al., 2006 apud KEOGH, 2014). No entanto, os cateteres intravenosos
periféricos sdo os mais usados durante a hospitalizacado (MILIANI; TARAVELLA;
THILLARD; 2017).

Uma das principais causas de infec¢ao relacionada a assisténcia a saude
(IRAS) esta associada ao uso de cateter venoso. Por isso, os cateteres de longa
permanéncia, geralmente dispdem de mecanismos para diminuir a probabilidade de
colonizagéao por bactérias (BRASIL, 2017).

A probabilidade de infecgcao se eleva com o aumento do niumero de dias de
uso do cateter (TARDIVO, et.al., 2008.; SALOMONI et.al., 2020.).

O biofilme refere-se ao crescimento de agregado de bactérias, onde ocorre a
autoprodugdo de uma matriz de substancia extracelular polimérica que promove
propriedades fisicas e quimicas nessa comunidade, conferindo-lhe, por exemplo,
aumento da tolerancia a antimicrobianos (PARLAK; RICHTER-DAHLFORS, 2020).

O biofilme formado em cateteres tornou-se a fonte mais importante de
infeccao relacionada a assisténcia e, por isto, representa uma séria ameaga a saude
humana (LI; SUN; ZHANG, et al., 2021).

Sobre os agentes bacterianos, destaca-se que o S. aureus esta entre os
microrganismos que pode participar dos processos de adesao e causar problemas de
saude publica e econémica (KASNOWSKI; MANTILLA; FRANCO, 2010).

E as outras caracteristicas do material como rugosidade e molhabilidade

também irdo influenciar no processo de adesao bacteriana (OLMOS; BENITO, 2021).



Sobre os avangos tecnoldgicos, na literatura, encontra-se artigos que
discorrem sobre estratégias de combate a infecgdo por meio de revestimentos
antimicrobianos para dispositivos médicos (KNETSCH, 2011; WU, 2021).

Essas discussdes sobre a ocorréncia de infecgao relacionada a assisténcia a
saude através do uso de dispositivos, prevalecem ha anos. Confirma-se essa
problematica por meio de publicagbes e monitoramento continuo feito pelos
profissionais de saude, pesquisadores interdisciplinares e o entendimento sobre a
interacdo entre materiais e corpo humano (PARECER COREN-SP N° 006/2022;
ROSENTHAI, et al., 2020).

Mesmo aplicando técnicas assépticas rigorosas, as estimativas dos EUA
registraram que o uso de 1 em 20 (5%) dos 7 milhdes de cateteres centrais inseridos
anualmente estiveram associados a infecgdo da corrente sanguinea. Dentro deste
contexto, os cateteres com propriedades antimicrobianas tém sido propostos como
um meio de protecao adicional para diminuir o risco de infeccao (ROE; KARANDIKAR;
BONN-SAVAGE, et al., 2008). Porém, ha descricoes na literatura sobre dificuldades
qguanto ao processo de fabricagado de cateter intravenoso periférico com revestimento
antimicrobiano (LEE; JEONG; JO; et al., 2021).

Assim, ainda é altamente desejavel obter-se revestimentos com propriedade
antiaderente, especialmente para aplicagdo em cateter venoso, pois a adsorcao de
proteinas na superficie de substratos favorece a formacgéao de biofilmes (BLACKMAN;
QIU; CASS, et al., 2021).

Em relacdo as propriedades Opticas, mecénicas e quimicas desejaveis para
os cateteres venosos, cita-se: a transparéncia para permitir a visualizagao do retorno
sanguineo, a flexibilidade, que ndo dobrem, ndo desprendam particulas e nao
favorecam a adesdo de proteinas sanguineas (KNETSCH; KOOLE, 2011
AZEREDO, et.al., 2012.; Ficha Técnica Cateter Intravenoso GLOMED, 2024).

Os cateteres vasculares sao constituidos de polimeros sintéticos (MARINO,
2015). A poliuretana (PU) é bastante versatil e capaz de formar diversos materiais,
dentre eles, revestimentos para pisos, tintas e filmes transparentes (QUINI; 2013).

Logo, para recobrir dispositivos com filmes transparentes, podem ser
utilizadas dispersdes de PU. Neste trabalho, foram adicionadas nanoparticulas de
prata (Ag-NPs) as dispersdes aquosas de PU com o objetivo de se obter filmes com

propriedades antimicrobianas.



Contudo, esta pesquisa propde o desenvolvimento de um filme de poliuretana
impregnada com nanoparticulas de prata, que tenha potencial para ser utilizado como
revestimento de cateter, preferencialmente de linhas periféricas e curtos, com
propriedades antimicrobianas e mecanicas melhoradas e aplicaveis aos processos de

fabricacao.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

E estimado que ocorram 250.000 infecgdes da corrente sanguinea a cada ano
e que 80.000 a 120.000 sao relacionadas a cateter, conforme o Center for Disease
Control and Prevention (CDC). Os patégenos mais frequentes em culturas de cateter
venoso central sdo os Staphylococcus aureus e estafilococos coagulase-negativos
(frequente o S. epidermidis), além de serem comuns em infeccdo da corrente
sanguinea relacionada a cateter (CASIMERO; RUDDOCK; HEGARTY, et al., 2020).

Nos EUA, s3o inseridos cerca de cinco milhdes de cateteres venosos centrais
e 330 milhdes de cateteres venosos periféricos. Além disso, estima-se que 30 - 80%
dos pacientes irdo usar cateter venoso periférico em algum momento durante a
estadia hospitalar. Os cateteres s&o instrumentos para realizar tratamentos através
do acesso vascular, em contrapartida, podem servir como porta de entrada para
infeccoes. Ressalta-se que a probabilidade de ocorréncia de infeccdo da corrente
sanguinea relacionada a cateteres venosos centrais € estimada em cerca de 64 vezes
maior do que com outros dispositivos para acesso vascular (CASIMERO; RUDDOCK;
HEGARTY, et al., 2020).

Em vista disso, devido a variedade de tipos de cateteres disponiveis no
mercado, buscou-se iniciar os estudos a partir de consulta as diretrizes, ou guidelines
do Center for Disease Control and Prevention (CDC) sobre a prevengao de infecgbes
relacionadas a cateter intravascular.

As diretrizes para prevengdo de infecgbes relacionadas ao cateter
intravascular do CDC (2011), atualizadas em 2017, classificam os tipos de cateteres
para acesso venoso e arterial, entre eles: cateter venoso periférico; arterial periférico;
de linha mediana; venoso nao tunelizado; arterial pulmonar; venoso central de
insercao periférica; totalmente implantado, e por fim, o umbilical.

Por um lado, existe uma ampla variedade de cateteres intravenosos
periféricos desenvolvidos com designs para administragao de fluidos em curto tempo.
Por outro lado, os cateteres venosos centrais sdo projetados para acesso de veia
profunda e aplicagdes de média e longa permanéncia (CASIMERO; RUDDOCK;
HEGARTY, et al., 2020).

Os formatos comuns de cateteres vasculares s&o: cateteres vasculares
periféricos (arterial e venoso), cateteres venosos centrais e cateteres centrais de
insercao periférica (MARINO, 2015).



Conforme os autores CASIMERO e MARINO, cada cateter tem a sua
especificidade, levando em conta a sua durabilidade, todavia, cada qual com a sua
insercao conforme a necessidade de interposicao, levando em conta a localizagao da
insercdo dos mesmos. Contudo, certifica-se a importadncia do manuseio adequado do

cateter e suas funcionalidades.

2.1 Cateter Intravenoso Periférico (CIVP)

Os cateteres periféricos sao dispositivos inseridos em veias superficiais, tém
comprimento entre 35 e 52mm, constituidos de teflon ou silicone, de curta
durabilidade, de baixo custo e sdo os mais utilizados na pratica clinica (ZERATI,
WOLOSKER; LUCCIA, et al., 2017).

Além disso, os cateteres vasculares sao constituidos de polimeros
quimicamente inertes (MARINO, 2015).

Ha no mercado uma variedade enorme de cateteres, conexdes e acessorios
(ANVISA, 2022). Para exemplificar, € destacado o cateter basico flexivel conhecido
pelo nome comercial “jelco”, cuja imagem comercial esta na figura 1. A figura 2 exibe
a imagem das partes de um CIVP desmontado e a figura 3 explica as dimensdes dos

cateteres relacionadas as cores do dispositivo.

Figura 1- Cateter intravenoso periférico, disposicdo em cores.
Fonte: https://www.hospitalardistribuidora.com.br/cateter-intravenoso-jelco/
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Figura 2 - Imagem das partes do dispositivo intravascular (cateter flexivel).
Fonte: https://pt.wikipedia.org/wiki/Cateter_vascular
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Figura 3 - Dimensées do cateter indicado por cor.
Fonte: https://www.hospitalardistribuidora.com.br/cateter-intravenoso-jelco/p



2.2 Cateter Venoso Central de Insergao Periférica (PICC)

Os cateteres venosos centrais de insercao periférica (PICC) sao inseridos
através de uma veia superficial ou profunda da extremidade superior ou inferior até a
veia cava. Destaca-se que em uma pesquisa realizada no ambito hospitalar em que
os procedimentos dos PICCs foram eco guiados e posicionados com o recurso da
fluoroscopia, foi concluido que ocorreu uma baixa incidéncia de complicagdes, além
de ser considerado o dispositivo de escolha em acesso vascular central (DI SANTO;
TAKEMOTO; NASCIMENTO, et al., 2017).

Sobre o cateter venoso central de insergao periférica, encontram-se medi¢des
de 20 a 65 cm, calibre de 1 a 6 French (Fr), um a trés lumens, valvulado ou néo
valvulado. As caracteristicas do modelo sao: flexiveis, radiopaco de paredes lisas e
homogéneas. O material € de silicone, polietileno, poliuretano ou carbonato e as
agulhas bipartidas, metalicas ou plasticas, para o descarte posterior ao uso. Uma das
vantagens fundamentais desse modelo de cateter € o de ter custo inferior ao do cateter
venoso central inserido cirurgicamente. Entre as principais desvantagens esta a
necessidade de treinamento especial para insergcdo e manutencdo do cateter (DI
SANTO; TAKEMOTO; NASCIMENTO, et al., 2017).

Segundo o que os autores relatam acima, “Evidéncias demonstraram que o
dispositivo ndo é isento de complicagdes, tais como trombose venosa profunda (TVP),

tromboflebites, oclusdes do cateter, pseudoaneurismas arteriais e infecgdes”.

2.3 Cateter Venoso Central (CVC)

Entende-se por cateter venoso central o dispositivo com uma ponta que se
encontra dentro do tergo proximal da veia cava superior, do atrio direito, ou da veia
cava inferior. Os cateteres podem ser inseridos através de uma veia periférica ou uma
veia central proximal, mais frequentemente a jugular interna, subclavia, ou veia
femoral, conforme aponta BRANDAO NETO, R. A (2015).

O cateter venoso central é constituido de silicone ou poliuretano e todos
possuem uma tira radiopaca, o que permite a sua observagdo (KORAN; NEWBERRY,
2001 apud BANHA; VIVAS; PIRES, 2009). O dispositivo pode ser ‘nao tunelizado’ ou
‘tunelizado’, e ainda, tunelizado semi-implantavel ou implantavel.

Os cateteres tunelizados semi-implantaveis passam por um trajeto

subcutaneo até ser introduzido numa veia central. Ha dois tipos principais de cateter



semi-implantaveis: um de modelo mais maleavel e geralmente com duas pontas
simétricas dos lumens, conhecido como Hickman e, outro modelo mais rigido com
pontas capazes de minimizar a recirculagdo do sangue (lumens com pontas
simétricas, assimétricas ou separadas) chamado de Permcath. Ambos tém o anel de
Dacron, posicionado no interior do tunel subcutdneo, que provoca uma reagao
inflamatéria e consequente aderéncia ocasionando melhor fixacdo do cateter
(ZERATI; WOLOSKER; LUCCIA, et al., 2017).

Os cateteres tunelizados sao de procedimentos médicos uma vez que passam
por um trajeto subcutaneo até o nivel venoso central, isto €, sao implantados
cirurgicamente além disso, tém longa duracdo. Os modelos mais conhecidos s&o:
Hickman® e o Broviac®”, (BANHA; VIVAS; PIRES, 2009).

Contudo, o cateter central de insercao periférica, que nao é tunelizado, nao
necessita de procedimento cirurgico e pode ser realizado por profissional médico e

enfermeiro habilitado.

2.4 Material e Design

Existe uma grande variedade de modelos e especificagbées para cada tipo de
cateter, como dispositivo com “plastico sobre agulha”, “plastico por dentro da agulha”,
materiais constituintes, formato para insergéo; tempo de permanéncia; caracteristicas
definidoras como biocompatibilidade, flexibilidade, uso e manutencgao, (ARAUJO;
2003). Além de outras peculiaridades especificas de design de cada dispositivo
conforme procedimento técnico e finalidade.

Em relacdo ao design, os cateteres séo projetados com um ou mais lumens
para atender as diversas demandas da clinica (LEE; JEONG; JO, et. al., 2021).

Os CIVPs de curta duragao fabricados em teflon ou silicone e inseridos em
veias periféricas, tém custo reduzido e sdo os mais utilizados na pratica clinica em
pacientes internados (ZERATI; WOLOSKER; LUCCIA, et al., 2017).

Em contrapartida, os cateteres venosos centrais sdo projetados para acesso
de veia profunda e aplicagcbes para média e longa permanéncia (CASIMERO;
RUDDOCK; HEGARTY, et al., 2020).

Os cateteres periféricos superficiais de curta duracdo podem ser metalicos,
em aco inoxidavel ou de outras matérias primas, como o Politetrafluoroetileno (PTFE)

/| Fluoroetileno propileno (FEP), patenteado e conhecido como Teflon® FEP, e o
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copolimero poliéster (Poliuretano), patenteado e conhecido como Vialon® (Parecer
Técnico N. 007/2020 do COREN-AI).

Os materiais mais comuns para a fabricagcdo de cateteres sdo: o PTFE, o
poliuretano, silicone, a poliamida e o poliéster. Os cateteres flexiveis de poliuretano
estdo associados a menos complicagdes infecciosas comparados aos confeccionados
de cloreto de polivinil ou de polietileno (BRASIL, 2017).

No entanto, ndo devem permanecer no interior de incubadoras e bercos
aquecidos durante o0 acesso venoso porque a exposicao a temperatura nesses
ambientes pode tornar o cateter mais flexivel, dificultando a venopuncao. Os cateteres
rigidos podem lesionar a camada intima das veias, contribuindo para flebites,
formacao de trombos e obstrugdes, o seu uso é restrito para puncgdes intermitentes.
O silicone é mais utilizado em cateteres de longa duragao, como os cateteres venosos
centrais temporarios, cateteres venosos centrais de insergcao periférica e cateteres
tunelizados e totalmente implantaveis. E considerado o material mais resistente &
dobra, mais flexivel e maior estabilidade a longo prazo quando comparado a
poliuretana (BRASIL, 2017).

Por conseguinte, € importante considerar as propriedades desses materiais.
Os polimeros sintéticos constituintes desses cateteres vasculares sao quimicamente
inertes, biocompativeis e resistentes a degradagdo quimica e térmica; mais
amplamente usado o poliuretano e silicone (MARINO, 2015).

Ademais, as caracteristicas de superficie, como a porosidade e textura devem
ser levadas em conta para melhorar as propriedades antiaderentes dos dispositivos

biomédicos.

2.5 Poliuretana (PU)

Os produtos formados de poliuretana tém diversas aplicagdes no mercado,
por exemplo: espumas rigidas, flexiveis, tintas e impermeabilizantes, (QUINI; 2013).

Os impermeabilizantes de poliuretano sdo geralmente produtos
bicomponentes, formados por uma reagcéo entre um composto contendo hidroxilas
(polidis) e outro por isocianatos, ambos com baixa viscosidade. O tempo de manuseio
de espalhamento dessa mistura € chamado de gel time ou plot life e, apds esse tempo
ocorre aumento da viscosidade, solidificacdo do produto e formagcdo da membrana,
(QUINI; 2013).
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A equacgéo de formagéo da poliuretana € mostrada na figura 4.

I Il
NCO -R - NCO - OH-R' —-OH —» {R‘—O—C—NH—R—NH—C—O+
n
Isocianato Poliol Poliuretano

Figura 4- Reagéo de formagéao da poliuretana.
Fonte: QUINI, 2013.

Segundo QUINI, 2013:

Os compostos contendo hidroxilas podem variar quanto @ massa molar,
natureza quimica e funcionalidade, podendo ser poliéteres, poliésteres ou
possuir estrutura hidrocarbénica. Os isocianatos podem ser aromaticos,
alifaticos, cicloalifaticos ou policiclicos.

As poliuretanas podem ou n&o conter solventes ou componentes volateis para
reduzir a viscosidade e, ha flexibilidade quanto ao uso de reagentes o que permite a
obtencdo de uma variedade de formulagdes com propriedades fisicas e quimicas
mediante a necessidade do projeto (QUINI; 2013). O uso de estruturante, por
exemplo, é feito com a finalidade de aumentar a resisténcia a tragao.

A membrana de PU bicomponente também € definida como “produto a base
de poliuretano, formado a partir da polimerizacdo a frio de polidis e isocianatos,
moldado no local da aplicagdo em uma ou mais camadas, com ou sem uso de
estruturante” (NBR 15487, 2007). Além disso, os requisitos para uma membrana de
PU, sdo: homogeneidade, espessura podendo variar conforme a necessidades de
aplicacao e aderida ao substrato; a relagdo entre os dois componentes (A + B) deve
ser balanceada para formar uma membrana que seja perfeita e uniforme, conforme
proporcdo em massa definida pelo fabricante. Os requisitos minimos para o
desempenho de uma membrana de poliuretano sem estruturante, incluem: resisténcia
a tracdo minima, resisténcia ao rasgo, flexibilidade a baixa temperatura, entre outros,
(NBR 15487, 2007).

2.6 Fabricacdo de Cateter

A fabricagéo de cateter venoso central de insergao periférica (PICC) de multi-
lumen é feita através de extrusao do polimero. Para esse processo, a ponta e a matriz
do tubo devem ser projetadas considerando a velocidade do fluxo do polimero fundido

e a deformacdo do extrudado final. Por exemplo, um problema de espessura e
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ovalidade reportado da parede do tubo desse tipo de cateter foi resolvido através de
calculo numérico e um novo design da matriz com ponta elipse. Esses tubos foram
fabricados de acordo com os requisitos de diametro, ovalidade e espessura de parede.
Para estabilizar a fabricacdo desses PICC, o estudo envolveu entendimento das
propriedades mecanicas, de viscosidade, design, modelagem matematica e modelo
experimental (LEE; JEONG; JO; CHOI; KIM., 2021).

Ha muitos tipos de cateteres, incluido o PICC, para diferentes fungdes dentro
dos vasos sanguineos, que sao fabricados em formatos menores e mais complexos
devido aos avangos de intervencdo e demandas médicas. Os cateteres sao
produzidos por extrusdo de polimeros que é adequado a fabricacdo de tubos
continuos (LEE; JEONG; JO; CHOI; KIM., 2021).

A extrusdo é um método em que é aplicada energia térmica e compressao
para a fabricagdo de tubos (metalico ou polimérico), os quais sao esticados a uma
velocidade constante e depois sao resfriados. O método de extrusio aplicado para a
fabricacéo de tubo de cateter é através do polimero em pelotas fundido, usando uma
matriz e uma ponta, que servem como moldes para produzir o formato desejado. O
polimero que flui através da matriz e ponta tem propriedade de fluido ndo-Newtoniano
no qual a viscosidade varia com a temperatura e tensédo de cisalhamento, por causa
disto, é dificil definir os parametros do fluxo (LEE; JEONG; JO; CHOI; KIM.,2021).

Portanto, durante o processo de fabricagcdo ocorre com frequéncia a fratura
por fusao e dificuldade para predizer a forma final do produto. Logo, para a producao
de um produto final com alta precisdo é necessario considerar as caracteristicas
reologicas do polimero fundido. Diversos estudos tém sido conduzidos para otimizar
o processo de fabricacdo. Foi descoberto que o corte transversal da matriz deve ser
considerado primordial para a obter tubos com boa forma, visto que, o inchamento da
matriz e a taxa do fluxo de gas séo fatores que irdo influenciar durante o processo de
fabricagao (LEE; JEONG; JO; CHOI; KIM., 2021).

2.7 Tempo de Permanéncia

Para proceder a troca dos cateteres, os profissionais de saude seguem os
protocolos institucionais, que geralmente se baseiam nas recomendacdes da
ANVISA, alinhadas as diretrizes do CDC.
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Em adultos, a troca de cateter venoso periférico ndo € recomendada em
periodo inferior a 96 horas (Anvisa, 2017). Contudo, ressalta-se a avaliagao rotineira
dos profissionais de saude quanto a necessidade de troca de cateteres dentro deste
periodo de acordo com critérios que incluem sinais de inflamacgao, infecgao e outros.
Na literatura, encontra-se recomendacdes sobre o periodo de troca em até 72 horas
para cateteres periféricos flexiveis de "Teflon"(fluor etileno propileno) da marca “Jelco”
e, o periodo de até 96 horas para os dispositivos conhecidos como “Vialon”
(poliuretano) da marca “Becton, Dickinson” and Company (BD), conforme PARECER
TECNICO N° 007/2020 do COREN-AL. Ademais, conforme o Protocolo de Prevengao
e Controle das Infecgbes Associadas a Cateter Intravascular da EBSERH (2019),
recomenda-se a troca de cateter arterial com 96 horas, cateter umbilical arterial em 5
dias e cateter umbilical venoso em 7 dias.

Assim sendo, para os profissionais de saude, os protocolos de prevencgéao de
infeccao relacionada a cateter representam fontes essenciais de informacdes sobre o

tempo de permanéncia desses dispositivos no corpo humano.

2.8. Recomendagoes da ANVISA para cateter periférico

Aproximadamente 90% dos pacientes internados recebem tratamentos por via
intravenosa e, 50 a 75% fazem uso de terapia intravenosa periférica. Os cateteres
venosos periféricos sao utilizados para procedimentos terapéuticos e diagndsticos.
Através destes dispositivos é feito a administracdo de medicamentos, fluidos e outros
componentes sanguineos e nutricionais no organismo. Por outro lado, os CIVP estao
relacionados a eventos adversos, que podem causar complicagdes locais ou
sistémicas. Portanto, além da sele¢cao adequada do calibre e do material do CIVP, o
uso apropriado destes dispositivos, torna-se fundamental como medidas preventivas
dos eventos adversos (ANVISA, 2022).

As diretrizes para manejo de CIVP envolvem: higiene das maos, selegao do
cateter e sitio de insergdo, preparo da pele, estabilizagdo, coberturas, flushing,
manutencao do cateter periférico, cuidados com o sitio de inser¢cdo e remogao do
cateter (SOARES, F. 2019). Os subitens 2.8, detalham algumas recomendacdes para
boas praticas (SOARES, F. 2019).
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2.8.1. Higiene das maos

Higienizar as maos antes e apos a insergéo de cateteres; usar agua e sabonete
liquido quando estiverem visivelmente sujas; usar alcool (60 a 80%) quando elas nao
estiverem visivelmente sujas; o uso de luvas ndo substitui a necessidade de higiene

das maos, dentre outras.

2.8.2 Selecao do cateter e sitio de insergao

Para atender as necessidades de terapia intravenosa, devem ser escolhidos
cateteres de menor calibre e comprimento de canula.

As veias de escolha para canulagdo periférica, em adultos, sdo as das
superficies dorsal e ventral dos antebracos; como cefalica, basilica, medianas do
antebracgo, cotovelo e do dorso da méao. Na pediatria, selecionar o vaso com maior
probabilidade de duracdo, considerando as veias da mao, do antebraco e braco;
evitar regiao de flexdo, membros comprometidos por lesées como feridas abertas;

entre outras disposic¢oes.

2.8.3 Antissepsia da pele

Realizar fricgado da pele com solugéo a base de alcool: glicosado de clorexidina

> 0,5%, iodopovidona — PVP-I alcodlico 10% ou alcool 70%; entre outras.

2.8.4 Estabilizacdo

Preservar a integridade do acesso, prevenir o deslocamento do dispositivo e
sua perda utilizar técnica asséptica para aplicacdo de um curativo de poliuretano ou

combinado a dispositivo adesivo especifico.

2.8.5 Coberturas

Deve ser estéril, podendo ser semioclusiva (gaze e fita adesiva estéril) ou
membrana transparente semipermeavel; utilizar gaze e fita adesiva estéril apenas
quando a previsdo de acesso for menor que 48h; proteger o sitio de insergéao e

conexdes com plastico durante o banho, e outras.
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2.8.6 Flushing e manutengdo do cateter

O flushing corresponde a uma técnica de enfermagem para manter o cateter
permeavel prevenindo a obstrugcao do dispositivo, o que promove risco de infecgao,
considerando que o sangue coagulado no circuito pode ser meio de cultura para
microrganismos (BRAGA; PARREIRA; ARREGUY-SENA, et. al., 2018).

E recomendado proceder o flushing e aspiracdo antes de cada infus&o; utilizar
frascos de dose Unica ou seringas preenchidas comercialmente disponiveis para a
técnica de flushing; utilizar solugéo de cloreto de sédio 0,9% isenta de conservantes
para flushing e lock dos cateteres periféricos; nao utilizar agua estéril para realizagcao
do flushing e lock dos cateteres, entre outras (ANVISA, 2017).

2.8.7 Cuidados com sitio de insercao

Avaliar o sitio de insercado do cateter observando a presenca de rubor, calor,
edema, dor e drenagem de secregdes; a frequéncia ideal de avaliagdo do sitio de
inser¢ao € a cada quatro horas ou conforme a criticidade do paciente; entre outros

cuidados a serem acompanhados.

2.8.8 Remocgéo do cateter

Realizar avaliagao diaria do cateter; trocar o cateter periférico instalado em
emergéncia com comprometimento da técnica asséptica; o cateter periférico ndo deve
ser trocado em um periodo inferior as 96 horas. Nos neonatos e pediatricos, ndo se
deve trocar o CIVP rotineiramente, no entanto, a avaliagao diaria do dispositivo é

imprescindivel para garantir a seguranga do paciente.

2.9 Fisiopatogenia da Corrente Sanguinea Relacionada a Cateter

A infecgdo da corrente sanguinea relacionada a cateter (ICSRC) pode ser
causada por colonizagdo extraluminal nas duas primeiras semanas, isto €&, por
bactérias da pele que migram para a corrente sanguinea apds terem formado
“biofilme” na face externa do dispositivo. Relaciona-se, apds este periodo, a
colonizacdo intraluminal, especialmente em cateteres de longa permanéncia devido
ao aumento da manipulacdo do hub concomitante ao aumento ao tempo de

exposi¢cao. Outras probabilidades de ICSRC podem ser através de infusdes de
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solugcbes contaminadas decorrentes de falhas técnicas e, menos comum, a
colonizacdo na ponta do dispositivo por disseminagcdo hematogénica de qualquer
origem com subsequente ICSRC (BRASIL, 2017).

A figura 5 mostra as provaveis vias de contaminagéo que podem evoluir para

colonizacao e consequente infeccao.

Figura 5- Fisiopatogenia da infec¢éo da corrente sanguinea.
Fonte: Brasil (2017) apud Maki DG; 1992; Safdar N & Maki DG; 2004.

A infeccao primaria da corrente sanguinea (IPCS) é definida como:

[...] aquelas infecgbes de consequéncias sistémicas graves, bacteremia ou
sepse, sem foco primario identificavel. Ha dificuldade de se determinar o
envolvimento do cateter central na ocorréncia da IPCS. Com finalidade
pratica, as IPCS serdo associadas ao cateter, se este estiver presente,
(ANVISA, 2013).

Enquanto a Infecgéo relacionada a acesso vascular (IAV), sdo aquelas que
ocorrem no sitio de puncgao do cateter, sem comprometimento sistémico, e, a maioria
esta relacionada ao acesso vascular central (AVC). Porém, é importante o
acompanhamento de infec¢do relacionada ao acesso vascular periférico (IAVP),
segundo a ANVISA (2013).

E mais recentemente, utiliza-se o termo ‘infecgéo relacionada a assisténcia a
saude’ (IRAS), isto &, infeccdo adquirida apds o paciente ser submetido a um

procedimento de assisténcia a saude ou a internagdo em consonancia com os critérios



17

nacionais de diagnéstico de infeccdo. As IRAS associadas a dispositivo invasivo,

referem-se:

[...] a pacientes em uso de dispositivo invasivo por um periodo maior que dois
dias de calendario (ou seja, a partir do D3, sendo o D1 o dia de instalagéo do
dispositivo) e que na data da infeccao o paciente estava em uso do dispositivo
ou este foi removido no dia anterior, (ANVISA, 2021 a 2025).

A associagao de IRAs através de dispositivos invasivos, por exemplo, cateter,
é definida por meio de critérios como o tempo de uso dos dispositivos (ANVISA, 2023).

Sobre a taxa de infecgéo relacionada a cateter intravenoso periférico (CIVP),
ocorre aumento em relagdo ao tempo de permanéncia do dispositivo no organismo,
se for menor do que 3 dias, o risco é préximo de zero. No entanto, se o tempo for de
3 a 7 dias, o risco aumenta para 3% a 5% e, se o tempo for maior do que sete dias,
5% a 10%, (PATENTE n. BR 102018076890-5 A2, 2018).

Por isso, é recomendado um tempo de permanéncia para o CIVP nao superior
a 96 horas. Sendo assim, a medida que se passa mais dias, ou seja, horas com a

permanéncia do cateter, estende-se o risco infeccioso.

2.10 Resisténcia Antimicrobiana, Cateter e Boas Praticas do Cuidado

Atualmente, a resisténcia antimicrobiana (RAM) é considerada um dos 10
principais problemas de saude publica que a humanidade enfrenta e mais grave ainda
nos paises em desenvolvimento, particularmente para os recém-nascidos e grupos
vulneraveis (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2024).

As evidéncias estimadas de doencas e o impacto econdmico sobre a RAM,
colocam em risco o desenvolvimento sustentavel global. Dentro deste contexto, a
meta do Plano de Agédo dos Estados Membros da Organizagdo Pan-Americana da
Saude é:

[...] assegurar sua capacidade de tratar e prevenir doengas infecciosas
através do uso responsavel e racional de medicamentos e outras tecnologias
em saude seguros e efetivos, com garantia de qualidade, acessiveis, e de
baixo custo (OPAS/2021).

Os Estados Membros argumentaram que a pandemia da COVID-19 ocasionou
aumento das infec¢gdes por organismos resistentes e novos agentes patogénicos
multirresistentes devido ao elevado uso de antibiéticos em pacientes acometidos pela

infecgao respiratéria aguda causada pelo coronavirus SARS-CoV-2 (OPAS/2021).
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O reforco de uma rede laboratorial para diagndéstico precoce bacteriologico e
micoldgico representa outro desafio atual para alcancar o objetivo no ano 2030,
conforme o Plano de Acdo Mundial da OMS. A coinfecgédo por bactérias e fungos
impactam a vida das pessoas acometidas principalmente por HIV, tuberculose e
malaria, as quais tém um elevado risco de contrair infecgbes resistentes aos
antimicrobianos, representando maior risco de transmissdo a outras pessoas. Logo,
0 acesso aos testes laboratoriais € necessario para conduzir o tratamento adequado
das infeccbes bacterianas e fungicas, a utilizacdo dos antimicrobianos e a
monitorizagdo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2024).

Sobre a assisténcia a saude, as acbes relacionadas ao cateter como a
higienizagdo das maos, preparo da pele antes de inserir o cateter, técnica asséptica
de puncéo, selecdo do cateter e sitio de insercao, fixacao, estabilizagao, cobertura,
flushing, cuidados com o sitio de inser¢do e remocgdo do cateter; tornam-se
fundamentais para prevenir infecgdes (PARECER COREN-SP N° 006/2022).

As boas praticas dos cuidados com cateter venoso periférico visam minimizar
0s riscos, respeitando a Politica Nacional de Seguranca do Paciente e corroborando
com os bons resultados na qualidade da assisténcia de enfermagem (SILVIA et al.,
2021 apud PARECER COREN-SP N° 006/2022).

2.11 Biofilme

Characklis, W.G. (1984), definiu biofiimes como compostos formados por
células microbianas e os seus produtos, exopolimeros. Estes biofilmes refletem uma
acumulagado em superficie constituida por uma fragdo de substancias inorganicas ou
abidticas mantidas unidas por substancias organicas, bidticas.

Mais recentemente, o biofilme é definido como um consorcio estruturado de
células microbianas rodeadas por uma matriz polimérica autoproduzida, podem existir
formados por mono espécies ou poli espécies. Eles podem aderir as superficies
abidticas ou biodticas do hospedeiro (HGIBY, 2014).

Entre os fatores que contribuem para a adesao de bactérias numa superficie,
cita-se: caracteristicas fisiologicas do microrganismo e do substrato. As forgas
atrativas entre a célula e a superficie devem ser maiores do que as forgas repulsivas
para ocorrer a adesao. Por exemplo, as forgas eletrostaticas, Van der Waals,
hidrofébicas e ligagdes quimicas (AZEREDO; HENRIQUES M; NOVELLO, 2012).
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A formacao de biofilme ocorre quando as bactérias plancténicas circulantes
no meio sao atraidas pelas forgas eletrostaticas e fisicas com subsequente formagéao
de microcolénias, seguida de macrocolénias envolvidas por uma matriz de
exopolissacarideo, formando os chamados biofimes maduros (KASNOWSKI;
MANTILLA; FRANCO, 2010).

Considerando que os biofilmes acontecem tanto no hospedeiro quanto no
ambiente, a bioincrustacao, refere-se ao material depositado no substrato que é
produzido por tais organismos e, portanto, sofre grande influéncia dos mesmos, os
quais produzem o material polimérico extracelular (MPE), formando agregados poli
microbianos, que podem ser filme ou lama em que os microrganismos formam 10%
de massa seca, enquanto a matriz polimérica pode representar até 90%. A presenca
dessas “comunidades microbianas” e seus metabdlitos podem causar no setor da
industria, por exemplo, corrosdo, entupimentos e incrustacbes (Patente
BR102013026485A2).

No setor da saude, um dos problemas de destaque é a formacgao do biofilme
associado a cateteres. E definido como agregados formados por micro-organismos
com objetivo de estado protetivo de sobrevivéncia, um mecanismo de adaptacido ao
ambiente e de resisténcia a antimicrobianos, (LI; SUN; ZHANG, et al., 2021).

As superficies de dispositivos plasticos sao facilmente colonizadas por
patégenos (bactérias ou fungos) e estdo associadas a causa mais comum de infecgao
primaria da corrente sanguinea (IPCS), contribuindo para a morbidade e mortalidade,
segundo GUGGENBICHLER; BOSWALD; LUGAUER, et al. (1999).

A colonizagdo por microrganismos cutaneos, ocorre extra luminal do cateter
venoso central (CVC) em curto prazo, menos de 14 dias, ja a colonizagao intraluminal
do hub do cateter ocorre com cateterismo de longo tempo (HOSNY; FARRAG;
HELMY, et al., 2020).

A figura 6 refere-se as etapas de formagéo de um biofilme e, a figura 7

ao biofilme formado sobre um cateter venoso central de poliuretano.
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Figura 6- Biofilm
Fonte: https://www.researchgate.net/figure/Top-Schematic-view-of-biofilm-formation-in-
different-regions-of-a-venous-catheter.

Figura 7- Biofilme na superficie de cateter venoso central.
Fonte: GUGGENBICHLER; BOSWALD; LUGAUER, et al. (1999).

Uma vez que, os agentes antimicrobianos tradicionais n&o eliminam
completamente o biofilme associado aos dispositivos, esse mecanismo de resisténcia
passa a representar uma importante fonte de infeccao nosocomial (LI; SUN; ZHANG,
et al., 2021).

A formacao do biofilme detalhada é complexa e envolve varias etapas, que se
inicia com uma camada na superficie do material, formada por meio de adsorgao nao
especifica de proteinas ou outras espécies presentes no microambiente, antes da
fixagdo microbiana. A seguir as células entdo se fixam ao substrato gerando micro
colbnias, adeséo e proliferagdo. Os microrganismos secretam substancias poliméricas

extracelulares (EPS) para formar a matriz do biofilme. Isto confere estabilidade
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mecanica e coesao entre os microrganismos individuais e por fim, a fase de maturagao
ocorre quando o biofilme se reestrutura numa morfologia tridimensional alta, hidratada
com canais de agua. Enzimas proteases e nucleases séo produzidas pela populagéo
do biofilme, ocorrendo a disperséao parcial, liberagao de microrganismos para a forma
plancténica, facilitando a disseminacao da espécie e colonizagao de novas superficies
(BLACKMAN; QIU; CASS, et al., 2021).

Em relagdo aos mecanismos de resisténcia do biofilme, eles sdo de natureza
estrutural e ambiental, e sdo aceitas as propostas mecanicistas sobre difusdo
retardada e a penetracdo limitada de antibidtico através da matriz. Além disso, na
presenca do biofilme, tem-se um ambiente quimico alterado, como, por exemplo, a
mudancga de pH, o que pode afetar a estabilidade e eficacia de alguns antibidticos. E
ainda, a presencga de células persistentes no biofilme, podem induzir tolerancia ao
antibiético (BLACKMAN; QIU; CASS, et al., 2021).

Em uma visdo geral, as infecgdes relacionadas a dispositivos com biofilme
sao diversas, entre elas: infecgao de trato urinario, pneumonia, infecgdo em torno dos
implantes, peritonite recorrente, ou persistente etc., além de uma variedade de
patégenos implicados, tais como: Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Candida albicans; identificados pela infec¢cao de implantes sob a pele (LI;
SUN; ZHANG, et al., 2021).

As bactérias Gram-positivas estdo presentes de forma significativa nas
infeccdes relacionadas a cateter. No entanto, ha estudos mostrando a tendéncia de
aumento de infecgdes relacionadas a cateter por Gram-negativas, comparado aos
anos anteriores. Na pesquisa feita por TARDIVO; FARHAT NETO; FARHAT JUNIOR,
(2008), a taxa de infecgéo relacionada a cateter vascular na UTI foi de 10,89%,
representada por bactérias gram-positivas de Staphylococcus aureus onde foram
predominantes em 7,92% versus 2,97% de gram-negativos.

Porém, estudos na literatura mostram um aumento crescente na taxa de
bactérias Gram-negativas em varios contextos, incluindo infec¢gdes de corrente
sanguinea relacionada a cateter (CRBSI). Nesse aspecto, realizou-se um trabalho
numa hemodialise para investigar se essa tendéncia de aumento na ocorréncia de
Gram-negativo estava coincidindo naquela unidade. O trabalho resultante da
investigacao de 8 anos evidenciou 149 episodios de CRBSIs e a taxa de incidéncia
variou entre 0,67 e 0,82 episddios por 1000 CVC/ dia. Foi constatado que houve uma

tendéncia de aumento na taxa de infec¢des de bactérias Gram-negativas ao longo
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deste tempo, passando de 37,8%, no primeiro periodo, para 41,2%, no segundo
periodo, e, para 44,3%, no ultimo periodo (MANDOLFO; ANESI; ROGNONI, 2021).

2.12 Outros Problemas Associados a Cateter Venoso

Os eventos adversos incluem os clinicos e os mecanicos. Ha diversos relatos
de eventos clinicos dos CIVPs, destacando-se a flebite com 20,1%, o hematoma com
17,7% e as infecgdes com 0,4%. Enquanto a obstrugdo/oclusdo de cateter venoso
periférico (CVP) representa 12,4% dentro de um contexto de evento adverso
mecanico. Também se observou que a fixacdo inadequada do cateter foi um fator de
risco importante (MILIANI; TARAVELLA; THILLARD, et al., 2017).

2.13 Avancos da Tecnologia

Os cateteres venosos sdo essenciais, principalmente para os pacientes
imunodeprimidos, nos quais ndo ha outra alternativa para realizar a terapéutica. Logo,
€ necessario um cateter seguro com atividade antimicrobiana a longo prazo
(HACHEM; WRIGHT; ZERMENO, et al., 2003).

Em 1996, foi desenvolvido o cateter iontoforético de prata para uso de longo
prazo e comprovou atividade antibacteriana e antifuingica de amplo espectro
(HACHEM; WRIGHT; ZERMENO, et al., 2003).

Para desenvolver este dispositivo, foi pesquisada a resposta organica em
coelhos submetidos ao implante de “cateter iontoforético” de prata, constituido de
poliuretano, limen Unico com comprimento aproximado de 10 cm. Os animais com
cateteres implantados foram acompanhados num periodo de 2 a 12 semanas e
durante este tempo foram submetidos a exames de sangue, avaliagdo de corrente
elétrica diaria do cateter, analise dos tecidos da pele em torno do cateter, pulméo,
baco e figado (HACHEM; WRIGHT; ZERMENO, et al., 2003).

O trabalho concluiu que o cateter era seguro no modelo animal devido aos
resultados dos exames em que 0s niveis séricos de prata no sangue foram normais e
sem evidéncias de depdsitos, toxicidade de prata ou lesdo térmica nos tecidos
(HACHEM; WRIGHT; ZERMENO, et al., 2003).

As concentragdes necessarias para atividade bactericida estao na faixa de 10~

° mol/L. Essas concentragdes podem ser alcancadas em solugdes pela interagdo de
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prata metalica com eletrolitos, apenas se houver uma superficie grande de prata. A
prata é distribuida em particulas submicrométricas em poliuretana e resulta na
concentragdo de 0,8% de uma superficie ativa de 450 cm?/g de poliuretana. A
poliuretana € higroscopica, e a interacdo de solugdes eletroliticas com a prata
finamente distribuida por toda a poliuretana libera concentragdes bactericidas de ions
prata ao longo de anos na superficie de um material, segundo GUGGENBICHLER;
BOSWALD; LUGAUER, et al. (1999).

No encontro da American Chemical Society, em 2012, foi divulgada uma
pesquisa que se referia ao “cateter inteligente eletromodulado”, desenvolvido com
avancgo da tecnologia, em que o material para “cateter urinario” poderia detectar o
inicio de uma infecgéo e liberar uma substancia antibiética, o 6xido nitrico (NO). Foi
considerado que essa tecnologia poderia vir a ser aplicada em cateter venoso.

Nota-se, que nas décadas passadas, foram investidos estudos e
desenvolvidos revestimentos antimicrobianos a partir de nanoparticulas e/ou ions de
prata, cobre, zinco, selénio, aménio quaternario composto, ou antibiético (HUANG,;
CHASEMI; 2020).

Dentro deste contexto, os polimeros bioacidos representam uma abordagem
recente no combate as infecgcdes. Os bioacidos usados incluem antibidticos,
compostos de amoénio quaternario, fenodis, iodo ou nanoparticulas de metal (NPs),
como prata e zinco. Comparando polimeros antimicrobianos aos polimeros que
liberam bioacidos, estes mostram maior estabilidade quimica por causa das ligagdes
covalentes que fazem a retengcao permanente do medicamento dentro do material
(HOSNY; FARRAG; HELMY, et al., 2020).

Em outra pesquisa relacionada ao biofiime, foi analisado o efeito de
nanoparticulas de selénio (Se-NPs) em substrato de poliuretanos. Dentro deste
estudo, realizou-se ensaios de concentragcao inibitéria minima e citotoxicidade das
amostras para determinagdo da atividade antimicrobiana (FILIPOVIC; USJAK;
MILENKOVIC, et al., 2021).

Sobre as cepas bacterianas, os autores relataram que encontraram maior
atividade contra bactérias Gram-positivas em todas as formulagées de Se-NPs. As
Se-NPs-BSA apresentaram inibigao significativa em todos os biofilmes levando-se em
conta a comparacao de dose com amostras controle. Todos os processos levaram a
alteragdes da morfologia e propriedades dos revestimentos. Concluiu-se que a

atividade antimicrobiana é um campo de pesquisa em crescimento que exige
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estratégias com avaliagcbes complexas (FILIPOVIC; USJAK; MILENKOVIC, et al.,
2021).

Existem varios materiais inovadores e promissores antibiofilmes, entre eles,
destacam as macromoléculas soluveis em agua, incluindo peptideos, proteinas,
polimeros sintéticos e nanomateriais; os materiais que respondem a estimulos
ambientais para atividade antibiofiime “on-demand”; multi-agcdes sinérgicas; os
biomiméticos e materiais biohibridos (BLACKMAN; QIU; CASS, et al., 2021).

Ja os polimeros responsivos a estimulos ou polimeros inteligentes,
desenvolveram-se nas ultimas décadas com foco nas necessidades e aplicagdes da
biotecnologia. Muitas substédncias tém sido consideradas com base no
comportamento ambiental das moléculas. Os polimeros responsivos a estimulos
podem mudar de configuragcdo e dimensdo por influéncias do meio, como da
temperatura, pH, luz, campo magnético, eletricidade e solvente/agua. O poli (acido 2-
etil acrilico) (PEAAC) e o poli (acido 2- propil acrilico) (PPAAC) sdo citados como
exemplos de polimeros que contém mais propriedades hidrofébicas em menor pH.
Resultante a variacbes de temperaturas, os polimeros podem tornar-se soluveis ou
insoluveis, e, por isso, havera modificagdes a nivel das ligagcdes intra e
intermoleculares, o que ocasionara configuragdes menos ou mais expansivas dos
polimeros. Assim, com essas interagdes, o material vai ter caracteristicas hidrofobicas
e/ou hidrofilicas (CHEN; CHANG, 2014).

Além disso, a irregularidade da superficie também pode realgar a
molhabilidade do material. Nesse sentido, as caracteristicas hidrofébicas tendem a
afastar a agua, ou, quando hidrofilicas acomodam a agua nas irregularidades
presentes, preenchendo, assim, o espaco e realcando a molhabilidade do material.

Os mecanismos de polimeros foto deformaveis baseiam-se em moléculas
fotoisomerizaveis (como azobenzenos), moléculas fotorreativas (como cinamatos),
reducado de transferéncia de cadeia de adi¢cdo-fragmentacdo (sulfetos de alila) e
dissociagao idnica fotoinduzida reversivel (trifenilmetano leuco). Entende-se, que os
efeitos da luz podem ocasionar alteracdes nas propriedades dos materiais, tais como
hidrofobia/hidrofilia, molhabilidade, moédulo de elasticidade e desempenho como
mudangas macroscopicas (CHEN; CHANG, 2014).

Foi realizado um estudo por meio do qual analisaram 308 pacientes com
cateter totalmente implantavel entre periodo de janeiro de 2011 e dezembro de 2017,

relacionado a porta de cateteres venosos centrais implantaveis para investigar fatores
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associados a infecgao, incluindo dois tipos de dispositivos. A diferenca mais notavel
entre eles foi o revestimento de polimero de 2-metacriloxietil fosforilcolina (MPC) na
superficie do Orphis CV Kit Neo, que nao estava presente na superficie do Bard X-
Port isp. Conforme o autor, “o revestimento MPC imita uma biomembrana e reduz a
adesdo de proteinas, células e bactérias. Varios estudos demonstraram que o
revestimento MPC em dentaduras inibe a deposig¢ao de placa”. Os resultados deste
estudo, sugeriram o potencial preventivo sobre o tipo de dispositivo em relagao a
infeccao (IIDA, Y.; HONGO, K.; ONODA, T., et al. 2021).

Para resolver o problema de infeccdo relacionada a cateter, muitos
pesquisadores tém direcionado estudos para modificacdo de materiais com o
propdsito de obter propriedades antimicrobianas e/ou antiaderentes. Sao citadas
varias estratégias para aprimoramento desses cateteres, onde s&o incluidas trés
modificagdes antimicrobianas: a morte celular bacteriana, a liberagao de bioacido ou
a eletro modulagdo. Outra estratégia sdo as modificagdes antiaderentes (anti-
incrustante) de cateteres por métodos que envolvem energia superficial, interagdes
da camada de proteina ou hidratagao/repulsdo estérica (CASIMERO; RUDDOCK;
HEGARTY; et al.,2020).

A principio, foram desenvolvidos revestimentos hidrofébicos, porém, o seu
desempenho foi considerado limitado devido a interacao hidrofébica e atragcao entre
os revestimentos e os “incrustantes”. Nos ultimos anos, varios polimeros foram
desenvolvidos com propriedade anti-bioaderente hidrofilico, como por exemplo, o
polietilenoglicol (PEG), conforme HUANG; CHASEMI (2020).

Recentemente, cita-se seis estratégias de revestimentos anti-bioaderentes:
os revestimentos enxertados tridimensionalmente, a base de esferas hierarquicas,
reforcados com nanomateriais inorganicos, baseado em hidrélise, baseado em
estrutura semi-interpenetrante e montado camada por camada (HUANG; CHASEMI,
2020).

Apesar dos avangos tecnolégicos, ha demanda de revestimentos
antimicrobianos com melhores propriedades. A aplicagdao pratica ainda encontra
dificuldades de fabricagdo, por exemplo, rupturas dos tubos de polimero durante o
processo de extrusao (LEE; JEONG; JO; et al., 2021).
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2.14 Estratégias de Modificagoes de Superficie

Na superficie dos dispositivos médicos ocorre frequentemente a adesao
bacteriana formando o biofilme, que promove cerca de 10 a 1000 vezes mais
resisténcia do que bactérias planctonicas (células livres). Assim, a estratégia no
combate a infeccdo nosocomial tem sido os revestimentos com propriedades
antimicrobianas e antiaderentes (QIU; SI; LUO, et al., 2020).

A célula bacteriana € composta por parede celular, membrana celular e
componentes intracelulares, além disso, algumas bactérias possuem estruturas, como
flagelos, pili, capsula e esporos. Sao classificadas em duas categorias pelo método
de coloragao por cristal de violeta, Gram-positivas e Gram-negativas. Devido a parede
das bactérias Gram-positivas serem formadas por peptidoglicano, elas retém o
corante, sendo identificadas pela cor roxa, e as bactérias Gram-negativas, como tem
parede celular fina, ndo retém o corante e ndo se mostra coradas de roxo. Ambas tém
membrana citoplasmatica, constituidas por fosfolipidios com grupo funcional de
proteinas. As bicamadas fosfolipidicas incluem lipideos anidnicos e catidnicos (CL),
fosfatidilglicerol (PG), fosfatidilserina (PS). Portanto, as bactérias sado carregadas mais
negativamente, exceto a bactéria Gram-negativa, que possui ao lado externo da
membrana plasmatica um polissacarideo aniénico (LPS). Logo, as membranas de
bactérias Gram-negativas funcionam como barreiras para moléculas com
hidrofobicidade (QIU; SI; LUO, et al., 2020).

O mecanismo de combate as bactérias de muitos polimeros catiénicos ocorre
pela via de atracao eletrostatica com agdo na membrana celular causando a lise e
morte celular. Ha& varios modelos propostos por pesquisadores que explicam o
mecanismo de lise da membrana, como o modelo “Carpet’, modelo “Barrel’, modelo
“Toroidal-pore”. Ressalta-se que a maioria das bactérias Gram-negativas tém uma
barreira externa da membrana e, por isto, a maioria dos polimeros catiénicos tém
menos potencial contra bactérias Gram-negativas comparado a Gram-positiva. Além
disso, a estrutura anfifilica de polimeros catibnicos pode aumentar a interacao
hidrofébica com células de mamiferos e assim causar citotoxicidade, o que tém
demonstrado resultados em ensaios clinicos desfavoraveis. No entanto, observa-se
que os polimeros catibnicos tém multiplos alvos na célula bacteriana e a frequéncia
de mutantes resistentes € menor (QIU; SI; LUO, et al., 2020).

As bactérias podem desenvolver diferentes mecanismos de resisténcia a

antibidticos, como “bloquear a reducdo da permeabilidade da membrana celular
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externa, diminuir ou eliminar o efeito do medicamento através do auto ajuste bioldgico
entre as células, produzir enzimas para a degradacao do antibiético, ter uma alteracéo
histolégica para uma mudanca de alvo de agéo do antibidtico” (QIU; SI; LUO, et al.,
2020).

Esses mecanismos de resisténcia bacteriana podem ser superados pelos
polimeros catiénicos, os artificiais podem ser ajustados quanto a estrutura molecular,
densidade de carga, balango anfifilico por causa dos efeitos de toxicidade (QIU; SI;
LUO, et al., 2020).

Contudo, esses polimeros catidbnicos apresentaram desvantagens com
implicacdes de limites ao campo biomédico porque podem causar hemolise devido a
sua interagao hidrofébica ndo-especifica com a membrana eritrécitos (QIU; SI; LUO,
et al., 2020).

Muitos pesquisadores tém trabalhado em promover a hidrofilicidade de
superficies porque essa propriedade é desfavoravel a adesdo de microrganismos.
Assim, a expectativa é conseguir tratar a superficie de materiais que possam obter
propriedades antiaderentes e antimicrobianas (QIU; SlI; LUO, et al., 2020).

A tecnologia layer-by-layer (LBL) refere-se a adsorcdo de eletrolitos ou
componentes complementares na superficie do substrato. E um método simples que
nao exige uma forma de substrato e espessura, as propriedades de adsorgdo da
camada podem ser ajustadas em escala molecular. Ha relato de que o cateter de PU
foi modificado com poli (cloreto de dialildimetilaménio) exibindo boa performance
antibacteriana (QIU; SlI; LUO, et al., 2020).

2.15 Atividade Antimicrobiana da Prata

A prata tem propriedades interessantes, entre elas: possui a maior
condutividade elétrica e térmica dos metais, excelente catalisador e conferida
atividade antibittica através da liberacao de ions prata de nanoparticulas. No entanto,
ainda apresenta grandes desafios, como controlar cineticamente o tamanho e a
distribuicdo das nanoparticulas, o que limita a reprodutibilidade, especialmente na
biomedicina. A principal desvantagem da sintese de Ag-NPs mediada pelo citrato € a
reacao de um agente redutor fraco e forte estabilizador de complexacao, afetando a
cinética de reducdo da prata e dificultando o controle de nucleacdo das

nanoparticulas. Por isso, varios estudos foram conduzidos para se adequar os
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parametros que envolvem a reacdo, tais como, o controle de protonacido dos ions
citrato ajustando o pH, o uso de meios super suaves de agentes redutores e o controle
da temperatura (BASTUS; MERKOCI; PIELLA, et al., 2014).

Os autores supracitados, relatam que sintetizaram Ag-NPs a partir de
solugdes com dois agentes redutores, o citrato de sdédio e o acido tanico em diferentes
concentragdes, acrescentando a elas o nitrato de Ag. A escolha do agente redutor e
estabilizador permite o controle do processo de formacao das sementes e meios
eficazes de ajuste do tamanho e muitas vezes a forma da Ag-NPs. Observa-se que,
a medida que aumentou a concentracao de acido tanico ocasionou aumento no
tamanho das nanoparticulas. Assim, a rota proposta conduz a um controle do tamanho
das particulas de 10 a 200 nm, alta concentragéo, estabilidade por longo tempo e
superficies acessiveis (BASTUS; MERKOCI; PIELLA, et al., 2014).

Heilman (2015), descreve em sua tese de doutorado, um estudo de cateteres
venosos centrais a base de poliuretano, no qual utilizou-se de radiag¢ao ionizante para
fazer o revestimento desses dispositivos com nanoparticulas de prata a fim de
proporcionar redugao da ocorréncia de infeccao.

Em relacdo a concentracdo, a prata ibnica tem atividade conhecida como
antimicrobiana em bactérias e fungos, que é considerada oligodindmica por sua
atividade em baixas quantidades a 0,001 ppm e atdxica para as células humanas
(HEILMAN, 2015).

E na Patente BR 102018076890-5 A2 sobre nanofibras com nanoprata com
atividade antimicrobiana em cateteres intraluminais diz que, “Baseado no
procedimento ja conhecido no estado da arte”, porém, agora para revestimento de
cateter, entre outras informagdes, cita a porcentagem de nanoparticulas de prata
(NanoAg 20 mcg/mL), preferencialmente 0,001%, com todas as porcentagens em
peso.

O revestimento antimicrobiano representa uma das estratégias usadas para
evitar a adesao bacteriana e a formacao de biofiime em dispositivos de salude. As
nanoparticulas podem ser depositadas em superficies de polimeros ou em superficie
do revestimento de um dispositivo (KNETSCH; KOOLE, 2011 apud HEILMAN, 2015).

Segundo pesquisa sobre dispositivos médicos, o depdsito de prata a partir de
1 pug/cm? a 32 pg/cm? podem prevenir a formagéo de biofilme bacteriano (ACRYMED,
2008 apud HEILMAN, 2015).
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Além disso, é relatado que as nanoparticulas com tamanhos < 10 nm e as
com forma triangular apresentam maior atividade antibacteriana (KNETSCH; KOOLE,
2011).

Assim, a partir dessas consideracdes, € dito que a area superficial das
particulas é relevante quanto a atividade antibacteriana. Também ha relatos que as
nanoparticulas oxidativas tiveram atividades antibacterianas, enquanto as reduzidas
nao apresentaram atividades bactericidas ou bacteriostaticas. Acresce dizer que, a
taxa de liberacao de ions prata € dependente da area superficial e que as NPs de
prata migram para dentro das células ocasionando a lise celular. O principal efeito
dessas nanoparticulas e dos ions é a ligagao direta delas com a membrana
bacteriana, a qual é rompida ocorrendo o vazamento do teor intracelular seguido por
morte celular bacteriana (HEILMAN, 2015).

2.16 Interagao Fisica das Nanoestruturas com as Bactérias

O fendmeno antimicrobiano mediado pela nanotopografia tem sido associado
a varios fatores: fisicos, quimicos e biolégicos. O estudo da interagdo entre a
superficie e o microrganismo tem sido realizado por meio da microscopia eletronica
de varredura. As propriedades das nanoestruturas (NS) de asas de cigarra e libélula
tém sido reportadas como inspiracdo mimética para design de nanoestruturas com
atividade bacteriana. Essas nanoestruturas de insetos sao relatadas por produzirem
alongamento de células bacterianas e fungicas pelo contato, induzindo a morte por
ruptura. Assim, é importante entender que a nanotopografia sintética, pois podera
guiar a morte celular bacteriana em dispositivos médicos (JENKINS, et. at.,2021).

Entretanto, a tecnologia em 2D tem suas limitagdes. Portanto, tem sido
necessaria uma resolugao em escala nanométrica para visualizar as ultraestruturas
das bactérias e da nanotopografia. A microscopia eletrénica de varredura com feixe
de ion focalizado € uma tecnologia alternativa para essa abordagem. A formagéao de
imagem simultanea do espectro de bactérias e fungos, seccionadas interativamente
com potencial de reconstrucdo 3D, permite a visualizagdo simultdnea da interacéo
entre nanotopografia e microrganismo (JENKINS, et. at.,2021).

Os microrganismos, tais como Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis e Escherichia coli, tém sido reportados em

pesquisas utilizando essa estratégia microscépica. A interagdo entre bactérias das
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espécies S. aureus e E. coli e nanoestrutura foi pesquisada pelo método camada por
camada para a gerar uma reconstrucdo 3D com analise em escala nanométrica
através de software. Foram gerados 4 tipos de nanotopografias de éxido de titanio
com diferentes densidades. A analise através de corte transversal dessas bactérias
foi realizada individualmente por meio MEV-FIB (focused ion beam scanning electron
microscopy). Utilizando os dados coletados por micrografia, uma estrutura foi
desenvolvida para quantificar a propor¢gao da nanoestrutura em induzir a deformacao,
impedancia ou ruptura bacteriana (JENKINS, et. at.,2021).

As imagens da figura 8 mostram as caracteristicas das quatro nano
topograficas com baixa, média e alta densidade.

Na figura 8 (a, b, c e d), em (a) é de nanoestrutura média (36/um?) e média
densidade; a figura (b) de nanoestrutura curta e média densidade (58/um?); a figuras
(c) de nanoestrutura longa e baixa densidade (8/um?) e, (d) sdo de nanoestruturas de
comprimento mais curto e alta densidade (137/um?) (JENKINS, et. at.,2021).

Figura 8- Nano Topografias a,b, c e d.
Fonte: JENKINS, J. et al (2021).

A figura 9 mostra a interagdo morfolégica das bactérias em contato com uma
nanoestrutura média. Na figura (a), ndo ha alteragdo na forma da E.coli. Enquanto

que na figura (b) ha mudancga na forma da S.aureus, (JENKINS; 2021).
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Figura 9- Nanoestrutura média, (a) E.coli, (b) S.aureus.
Fonte: JENKINS, J. et al (2021).

A reconstrugédo da imagem em 3D com feixe de ion focalizado produzida por
80 secdes transversais da E. coli em contato com a nano topografia de éxido de
titdnio curta de alta densidade mostra a interacao fisica da bactéria com a nano
topografia. As imagens 10-A e 10-B referem-se a analise FIB-SEM automatizada em
corte transversal numa célula de E. coli. A imagem 10-C da secgéo transversal de E.
coli mostrou que a nanoestrutura (NS1) deformou o envelope bacteriano sem rutura

ou penetracgéo, isto € mostrado na reconstrugao 3D (D).

Pt layer

NS1
Cytosol ™S8,

Figura 10- Imagens da E.coli em contato com a nanoestrutura de comprimento curto e alta densidade.
A célula E. coli deformada (Figura 10A). Duas nanoestruturas (NS1 e NS2) interagiram com o lado da
célula de E. coli na mesma posicao sem penetrar (Figuras 10C e 10D).

Fonte: JENKINS, J. et al (2021).
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Neste artigo, os autores fizeram uma discusséo detalhada sobre a relevancia
da nanoestrutura e evidenciaram que ha diferentes possibilidades para ocorréncia do
mecanismo antimicrobiano, o qual é relacionado a densidade da nano topografia e

espécies bacterianas (E. coli e S. aureus).

2.17 Metais Pesados

Em 1936, o dinamarqués Niels Bjerrum, fez a definicdo de “metal pesado” em
fungdo da densidade igual ou acima de 5 g/cm3. Por conseguinte, a prata e o cobre
sdo chamados de “metais pesados”. No entanto, ndo existe consenso sobre esse
termo na literatura, que tem sido chamado de “elemento traco”. A IUPAC (2002) diz
que o termo “metal pesado” tem sido usado para um grupo de metais associados a
contaminagao e potencialmente téxicos ou eco tdxicos. Porém, a alta toxicidade néo
tem base em dados quimicos ou toxicoldgicos. Logo, o termo “metal pesado” perde o
sentido e uma nova classificacao se faz necessaria baseada no entendimento quimico
e permite que os efeitos toxicoldgicos sejam preditos [SOUZA, 20107].

Conforme publicado pelo site da Universidade Federal de Santa Maria
(UFSM), ndo ha consenso sobre o termo supracitado, no entanto, pode ser dito que
“metais pesados” sao:

Um grupo de elementos quimicos com relativa alta densidade e toxicos em
baixas doses. Seus efeitos nocivos sobre os seres vivos tornam o
conhecimento acerca de sua presenca, identificagdo, quantificacdo e
monitoramento de grande relevancia, principalmente na area ambiental
(dgua, solo) e de saude (medicamentos, alimentos, fluidos e tecidos
biolégicos). Disponivel em: https://www.ufsm.br/laboratorios/lagia/metais-
pesados-heavy-metals. Acesso em: 02 de outubro de 2024.

Na literatura, os metais pesados sao conceituados como elementos quimicos
com alta densidade e potencial toxico. Quando liberados no meio ambiente podem
contaminar os cursos de agua, ocasionar doencas aos seres Vivos e risco para o
ecossistema (GONZAGA; FONTGALLAND, 2023., MOSCHEM; GONCALVES, 2020).

Os elementos quimicos citados no grupo dos metais pesados
sdo: arsénio, cadmio, cobre, estanho, antiménio, chumbo, bismuto, prata, mercurio,
molibdénio, indio, ésmio, paladio, rédio, ruténio, cromo, niquel e vanadio
(https:/lwww.ufsm.br/laboratorios/laqia/metais-pesados-heavy-metals).

A maioria dos elementos quimicos estao presentes nos ciclos naturais € nao

sd0 nocivos aos organismos. Porém, a introdugdo dos elementos quimicos nos
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compartimentos, pode causar a bioacumulagédo. O carater téxico ocorre quando as
concentragdes de elementos essenciais aumentam a ponto de tornar o mecanismo de
defesa ineficiente [SOUZA, 20107].
A toxicidade pelos metais relaciona-se:
[...] ainteracdo com metais essenciais por afinidade eletrdnica; o bloqueio de
grupos funcionais essenciais & atuacdo de uma biomolécula e a inibigao

enzimatica de proteinas com grupos SH com modificagbes na conformacgao
de sitios ativos e na estrutura quaternaria de proteinas” (FERRER, A. 2003).

SEMEDO (2014), cita que a toxicidade de um metal pesado se relaciona ao
acumulo no organismo, um exemplo é a acumulagdo do cadmio nos rins durante 20 a
30 anos, apesar de se manter algumas horas no sangue.

O cobre é um elemento essencial nos organismos vivos, ele tem afinidade
com albumina e outros aminoacidos, principalmente aminoacidos com enxofre. No
corpo humano, por exemplo, € um dos principais metais de transicdo, e os teores
minimos (ug/100 mL) em varios fluidos séo: (72) no soro, (75) no plasma, (71) nos
eritrécitos, (10) na saliva e (6) no fluido espinhal (MASSABNI; MAURO;
SARGENTELLI, 1996).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver um filme constituido de poliuretana (PU) impregnado com
nanoparticulas de prata, que tenha propriedades antiaderentes e antimicrobianas para
potencial aplicacdo no revestimento de dispositivos meédicos, especialmente,

cateteres intravenosos periféricos.

3.2 Objetivos especificos

1.  Selecionar a melhor dispersado aquosa de poliuretana a base de 6leo de
mamona (natural).

2. Preparar filmes a base de poliuretana (PU) impregnados com NPs de
prata.

3. Realizar ensaio microbiolégico (método disco-difusdo) das Ag-NPs.

4. Realizar ensaios de citotoxicidade dos filmes de poliuretana pura e
impregnados com nanoparticulas de prata (Ag-NPs).

5. Realizar ensaios microbioldgicos (testes de adesao e antibiofilme) dos
filmes impregnados com Ag-NPs contra Staphylococcus aureus ATCC 25923.

6. Realizar ensaios fisico-quimicos de caracterizagdo das amostras (filmes
puros e impregnados com Ag-NPs) por meio de espectroscopia na regido do
infravermelho por transformada de Fourier pela técnica de reflectancia total atenuada
(FTIR-ATR), analise termogravimétrica (TGA), microscopia eletrénica de varredura
(MEV), difracao de raio X (DRX) e teste de deteccao de Ag-NPs.
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4 MATERIAIS E METODOS

Nesta se¢do sao descritas as metodologias utilizadas para produzir os filmes
de poliuretana contendo nanoparticulas de prata, os ensaios microbioldgicos e a

caracterizagao dos filmes produzidos.

4.1 Preparacao dos Filmes Puros de Poliuretanas

4.1.1 Escolha Da Poliuretana (Contexto)

Primeiramente, foram feitos filmes a partir das dispersdes aquosas de
poliuretanas disponiveis no laboratério de Quimica Medicinal e Biomateriais (LQMBIo)
da UNIARA. Estas dispersbdes foram preparadas durante um projeto PIPE e foram
cedidas pela Empresa Terra Azul Tecnologia de Polimeros Naturais Ltda. O processo
de preparacdo, a saber, as condicbes reacionais de temperatura, atmosfera de
preparagao, tempo e sequéncia de adigdo de reagentes, ndo estd descrito neste
trabalho, por se tratar de segredo industrial. No entanto, a estrutura molecular da
cadeia polimérica foi descrita neste trabalho (se¢ao 5.1), ja que é a mesma para todos
os filmes formados a partir das dispersdes aquosas. A diferenca entre as dispersdes
esta apenas nas condicdes e solventes secundarios utilizados na preparagao das
dispersdes aquosas.

Na Parte | desta tese, foram selecionados quatro filmes de poliuretanas,
conforme os seguintes critérios: transparéncia, boa adesédo ao substrato (placa de
Petri), flexibilidade, superficie lisa e sem fraturas. Destes, foi selecionada a primeira
poliuretana, nomeada WBPU-1 (WBPU). Os filmes foram preparados com a WBPU
impregnada com nanoparticulas de prata (Ag-NPs), caracterizados por ensaios fisico-
quimicos e testadas as atividades citotdxicas e microbioldgicas (testes de adeséo e
antibiofilme).

A partir dos resultados obtidos com esta WBPU-1, decidiu-se sintetizar uma
nova poliuretana a base agua (nomeada WBPU-2) no laboratério de Quimica
Medicinal da UNIARA ainda em parceria com a Empresa Terra Azul Tecnologia de
Polimeros Naturais Ltda. Com esta WBPU-2 foram preparados novos filmes contendo

nanoparticulas de prata e estes, por sua vez, foram caracterizados e foram testadas
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as atividades citotoxicas e antibiofilme. Estes novos resultados foram agrupados na
Parte Il desta tese.

Para efeitos de simplificagdo, nos itens seguintes desta secdo de materiais e
métodos, nomeamos apenas WBPU. Portanto, os procedimentos foram os mesmos
para WBPU-1 e WBPU-2 e, nos resultados e discussao, os dados obtidos foram
separados para cada PU independentemente e depois comparados entre si. As
amostras dos ensaios repetidos da WBPU-1 foram nomeadas WBPU3 (terceiro lote).

A pesquisa foi desenvolvida com apenas duas poliuretanas (1 e 2).

4.1.2 Método De Preparacéo Dos Filmes De Pu (WBPU)

Os filmes de poliuretana foram preparados através do método de “casting”, no
qual 5,0 gramas da dispersao aquosa de poliuretana foi espalhada sobre uma placa
de Petri de poliestireno, para que o solvente fosse evaporado até a cura dos filmes.

Apo6s 24 horas, foram observados os critérios pré-estabelecidos e, em

seguida, determinado a massa seca dos polimeros.

4.2 A Escolha das Nanoparticulas de Prata

Primeiramente, foram preparadas nanoparticulas de prata no préprio
laboratério de Quimica Medicinal e Biomateriais (LQMBIio). Essas particulas foram
parcialmente caracterizadas e sua atividade antimicrobiana foi avaliada pelo método
de disco-difusdo em agar. As particulas foram obtidas em solugcdo, porém, a
concentracao nao foi suficiente para gerar atividade antimicrobiana.

Diante do desafio de obter novas particulas e do curto espaco de tempo
restante (considerando uma restricao de tempo devido a ocorréncia da Pandemia de
COVID-19), optamos pela aquisigdo de nanoparticulas comerciais. Logo, pelo fato de
nao terem sido utilizadas na preparagao dos revestimentos antimicrobianos, a sintese
e caracterizagao parcial das Ag-NPs preparadas em nossos laboratérios ndo foram
adicionadas na parte principal deste trabalho, mas estao descritas no Apéndice A.

Assim, para dar continuidade a esta pesquisa, foram adquiridas
nanoparticulas esféricas de prata (Ag-NPs) com dimensao de 20 nm, fornecidas pela
empresa (NanoBoost Ciéncia, Tecnologia e Comércio LTDA), pertencente ao Prof.

Eduardo José Nassar, da Universidade de Franca.
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4.3 Preparagao dos Filmes de Poliuretanas Impregnados com Nanoparticulas
de Prata (WBPU-Ag)

Os filmes foram preparados pela adicdo de Ag-NPs em diferentes
concentragcbes nas dispersdes aquosas de poliuretana (WBPU-1 ou WBPU-2). O
procedimento foi o mesmo para WBPU-1 e WBPU-2, os resultados e discussdes foram
separados em duas secdes diferentes para abordar cada uma delas.

Nesse sentido, para calcular as concentracbes de Ag-NPs a serem
adicionadas aos filmes, foram consideradas as informacgdes do fornecedor quanto a
concentragdo minima de Ag-NPs, ou seja, para atividade antimicrobiana, a
concentracao é de 100 ppm. Além disso, baseado em relatos da literatura (artigos e
patentes) foi estabelecido uma solugao estoque contendo 0,01 g de Ag-NPs dispersas
em 1 mL de agua Milli-Q. Ademais, um determinado volume desta solugédo estoque
de Ag-NPs (de acordo com a concentragao final desejada) foi adicionada lentamente
a dispersao de WBPU e mantidas em agitagdo magnética vigorosa durante 30
minutos. Por conseguinte, essas dispersées de WBPU contendo nanoparticulas de
Ag-NPs foram colocadas em placas de Petri pelo método de “casting”. Logo apds o
término do preparo das solugbes de WBPU com Ag-NPs, observou-se as dispersdes
de cor natural, branco leitoso do polimero. Essas dispersdes espalhadas em placas
de Petri foram deixadas em ar ambiente para secar.

Os primeiros filmes foram feitos com cinco concentragdes de nanoparticulas
de Ag-NPs: 0,05%, 0,08%, 0,1%, 0,2% e 0,4% (%massa/massa em relagao ao filme
seco), e nomeados conforme o percentual. O quadro 1 demonstra a concentragao de

Ag-NPs em ppm para cada filme.

Quadro 1- Nomes dos filmes de WBPU-1 correspondentes as respectivas concentragbes

WBPU-1-Ag0.05 100 ppm
WBPU-1-Ag0.08 160 ppm
WBPU-1-Ag0.1 200 ppm
WBPU-1-Ag0.2 400 ppm
WBPU-1-Ag0.4 800 ppm
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4.4 Caracterizagao Fisico - Quimica dos Filmes de PU

Para a caracterizagao fisico-quimica dos filmes de WBPU puros e impregnados
com Ag-NPs foram realizados os ensaios de Espectroscopia na regido do
Infravermelho Vermelho com o método de Refletancia Total Atenuada (FTIR-ATR),

Analise Termogravimétrica (TGA) e Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV).

4.4.1 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier Modo de
Reflexdo Total Atenuada (Ftir-Atr)

Os espectros de infravermelhos foram obtidos no Instituto de Quimica de
Araraquara — UNESP utilizando-se Espectrofotbmetro de absor¢do na regido do
infravermelho médio com transformada de Fourier (FTIR) - VERTEX 70 da BRUKER,
detector DLaTGS e faixa de leitura: 400 a 4000 cm™. Foi utilizado o acessério de ATR
(Attenuated Total Reflectance) para a obtencéo do espectro diretamente do filme das

resinas.

4.4.2 Analise Termogravimétrica (TGA) das Amostras de Filmes Impregnados com

Prata

O comportamento térmico da poliuretana e dos compdsitos foram analisados
pelo equipamento analisador termogravimétrico SDT-Q600 (TA Instruments) sob
atmosfera de nitrogénio 50 mL/min. A temperatura do experimento foi definida entre
30 e 600°C com uma taxa de aquecimento em 10 © C/min. As amostras foram pesadas

e caracterizadas entre 3 a 10 mg e colocadas em cadinho de alumina.

4.4.3 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi feita utilizando o microscépio
JEOL, modelo JSM 6510. As amostras foram fixadas com auxilio de fita carbono em
uma porta amostra (stub), a mesma foi revestida com ouro em uma cédmara de
ionizacao (BALTEC Med. 020).



39

4.5 Ensaios Biologicos dos Filmes de WBPU Pura e Impregnados com Ag-NPs

Para analisar a biocompatibilidade dos filmes de WBPU impregnados com Ag-
NPs foram realizados os ensaios de citotoxicidade pelo método 3-(4,5-dimetiltiazol-
2yl) -2,5-di- fenil brometo de tetrazolina (MTT), e para analisar a atividade

antibacteriana foram realizados os testes de adesio e de antibiofilme.

4.5.1 Ensaios de Citotoxicidade (Preparo das Amostras)

O ensaio foi realizado no Laboratério de Ensaios Celulares e Engenharia
Regenerativa (LECER) da UNIARA, dirigido pela Profa. Dra. M6nica Rosas da Costa
lemma na Universidade de Araraquara — UNIARA.

A citotoxicidade € o primeiro ensaio para avaliar biocompatibilidade e
toxicidade em células animais. Este ensaio foi realizado utilizando células da linhagem
de fibroblasto L929 de murinos, conforme ISO 10993-5, pelo teste de contato indireto
com MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio). O protocolo encontra-se
disponivel no Apéndice C.

O preparo das amostras de WBPU e os ensaios de citotoxicidade envolveram
6 etapas: preparo dos corpos de prova; escolha do melhor método para esterilizar ou
desinfetar as amostras; desenvolvimento do protocolo para desinfeccao de alto nivel

das amostras; e realizagao de 3 ensaios de citotoxicidade.

Etapas 1 e 2 - Preparo dos corpos de prova, protocolo e desinfecgcdo com
glutaraldeido

O tamanho das amostras de superficie plasticas foi de 1 cm? baseado na ISO
10993-12 Biological evaluation of medical devices — Part 12: Sample preparation and
reference materials (versao atualizada 2008).

Baseado neste protocolo, os corpos de prova (filmes de WBPU impregnados
com Ag-NPs) foram cortados na dimens&o de 1 cm?, colocados em placas de Petri de
poliestireno e procedido a desinfecgao de alto nivel. A desinfeccao foi feita com
glutaraldeido a 2% ativado e, as amostras ficaram submergidas por 30 minutos em
placas de Petri fechadas. Em seguida, as amostras foram lavadas com agua estéril e

colocadas em estufa a 45° C para secar durante uma hora.
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O protocolo para desinfecgdo de alto nivel das amostras através de
glutaraldeido a 2% foi adaptado e baseado nas recomendagbes da ANVISA (2007) e
CDC (2008, atualizado em 2019), o qual encontra-se disponivel no_ Apéndice B.

Apos a desinfeccdo das amostras, foi realizado o primeiro ensaio de

citotoxicidade.

Etapa 3 - Primeiro ensaio de citotoxicidade (flmes WBPU puro e contendo
Ag-NPs)

Foram testadas as amostras controles, WBPU pura e WBPU impregnadas
com Ag-NPs nas concentragdes de 0,05%, 0,08%, 0,1%, 0,2% e 0,4%
(Y%omassa/massa em relagéo ao filme seco) todas em triplicatas.

Etapa 4 - Processo de desinfec¢gao da WBPU
Nesta etapa, foi realizada uma desinfecgdo de alto nivel com glutaraldeido

apenas das amostras de WBPU puras (sem nanoparticulas).

Etapa 5 - Segundo ensaio de citotoxicidade
Realizado o ensaio de citotoxicidade das amostras de WBPU nao

impregnadas com Ag-NPs.

Etapa 6 - Terceiro ensaio de citotoxicidade

Realizado ensaio das amostras de WBPU puras com Ag-NPs.

4.5.2 Ensaios Antimicrobianos

Realizaram-se os testes de adesao e antibiofiime para avaliar a inibicdo
bacteriana de S.aureus pela presencga de filmes impregnados com nanoparticulas de
prata.

Os ensaios antimicrobianos foram realizados no laboratério de microbiologia da
Faculdade de Odontologia da Universidade Estadual Paulista (UNESP) dirigido pela
Profa. Dra. Fernanda Brighenti e, executados pela Dra. Analu Barros de Oliveira.

O ensaio de adesao visou avaliar quantitativamente a ocorréncia de aderéncia
do microrganismo (S. aureus) a superficie de uma poliuretana com nanoparticulas de

prata. Por outro lado, o ensaio antibiofilme visou avaliar a formacao de biofiime
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bacteriano nos filmes impregnados com Ag-NPs em um periodo de 24 horas apds a

adesao de bactérias.

Preparo das amostras

Os filmes de poliuretanas impregnadas com nanoparticulas de prata foram
preparados com as mesmas concentracées descritas anteriormente. Como suporte
para o preparo dos filmes foram utilizados discos plasticos com area de 20 mm?,
cortados em um vazador de ago 16 x 115 mm (didmetro x comprimento). Em cada
lado do disco foi espalhado 80 ul de poliuretana impregnada com nanoparticulas de
prata (WBPU-Ag), ou seja, o volume total de WBPU impregnado para cada disco foi
de 160 pl. Das amostras de filmes de WBPU contendo nanoparticulas de Ag-NPs, a

figura 11 representa os discos com filmes impregnados em diferentes concentracdes.

Figura 11- Imagem dos discos de WBPU impregnados com Ag-NPs nas concentragées | (0,05%),
11 (0,08%), 11l (0,1%), 1V (0,2%) e V (0,4%). Secagem de 24 horas.
Fonte: Laboratério de Quimica Medicinal e Biomateriais (LQMBio), préprio autor, 2024.

Estas amostras foram esterilizadas por radiagdo ultravioleta durante 40

minutos antes dos testes de adesao e antibiofilme.
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Ensaios de adesao e antibiofilme
Os ensaios de adeséo e antibiofilme foram realizados utilizando uma cepa de
S.aureus por ser um dos principais agentes causadores de infec¢ao relacionada a

cateter venoso.

Micro-organismos e condi¢gdes de crescimento
A cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923 utilizada foi obtida da
Fundagao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) e mantida em caldo TSB a -80 °C. A reativacao
da cepa foi realizada de acordo com as seguintes condigdes de crescimento: meio de
cultura &gar e caldo TBS, aerobiose a 37°C. Um inéculo do micro-organismo estudado
foi preparado, ajustando-se a leitura da densidade 6ptica em 630 nm para 0,08 - 0,10

(~1x108 células/mL).

Triagem primaria para a bioatividade da PU/Ag-NPs
Os experimentos foram feitos em uma Unica ocasido, identificados como

n=1/grupo para o teste de adesao e, n = 2/grupo para o teste antibiofilme).

Grupos de estudo e preparo das amostras no laboratério de microbiologia
Para a confec¢cao das amostras foi utilizado um cortador circular, a fim de se
obter amostras de didmetro e espessura homogéneas nos diferentes grupos de
estudo, sendo que os seguintes grupos avaliados:
Grupo Controle negativo (WBPU): esse grupo corresponde ao material sem
nenhum tratamento (sem nanoparticulas) sendo mantido o plastico recortado sem
revestimento, apenas nos meios de cultura padrdo. As demais amostras de WBPU

contendo Ag-NPs nas seguintes concentragdes:

WBPU-1-Ag0.05 (0,05% de Ag-NPs)
WBPU-1-Ag0.08 (0,08% de Ag-NPs)
WBPU-1-Ag0.1 (0,1% de Ag-NPs)
WBPU-1-Ag0.2 (0,2% de Ag-NPs)
(

0
WBPU-1-Ag0.4 (0,4% de Ag-NPs)
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Avaliagao da adesao de S. aureus em superficie contendo PU/Ag-NPs

Para verificar o efeito da WBPU/Ag-NPs sobre a adesao (n=1/grupo) de S.
aureus, foi preparada uma cultura contendo estirpes de S. aureus, conforme descrito
acima. O cultivo bacteriano foi feito em caldo TSB, em seguida, as células foram
coletadas por centrifugacéo a 5.000 x g por 10 min a 4 °C e lavadas duas vezes
utilizando solugéo salina 0,85%. O centrifugado foi resuspendido em meio TSB (Gertz
et al., 2009).

O método da avaliagdo de adesao foi adaptado a partir dos estudos
conduzidos por Dat et al. (2014). Os espécimes (n=1/grupo) foram imersos em meio
de cultura contendo uma suspensdo de 108 UFC/mL da cultura de S. aureus. Apos
90’, os espécimes foram retirados do meio de cultivo, lavados cuidadosamente com
agua destilada esterilizada e, posteriormente, colocados em tubos de ensaio com 1
mL de PBS e deixados por 30' em banho ultrassom para remocao das células
aderidas. ApoOs esse periodo, a suspensao foi homogeneizada e uma aliquota foi
retirada para o preparo de diluigdes decimais, que foram plaqueadas pela técnica de
microgotas (MORTON, 2001) em agar de soja triptico (TSA). Apds incubagao entre
12 e 24 h a 37 °C, foi realizada a contagem das unidades formadoras de col6nias
(UFC).

Avaliacao da atividade antibiofilme para S. aureus em superficie combinada de
PU com nanoparticulas de prata (PU/Ag-NPs)

A atuacao da WBPU/Ag-NPs sobre o biofilme foi avaliada durante o momento
de formacgéao (n= 2/ grupo).

Utilizando as condicbes de crescimento descritas acima, em placas de 24
pocgos, um volume de 1,5 mL das suspensdes bacterianas foi adicionado em cada
pocgo das placas. Concomitantemente, espécimes de cada grupo experimental (n =
2/grupo) foram colocados individualmente nos pogos da placa de 24 pogos durante a
formacéao do biofilme. As placas foram levadas para incubagao por 24 horas a 37°C
sob agitagao orbital (75 rpm).

Apo6s 24 horas de incubagédo, as amostras de cada grupo experimental foram
removidas dos pogos contendo biofilmes e analisados utilizando métodos padrao de
analise microbioldgica de cultivo microbiano, este método foi usado para determinar e

verificar a quantidade de células viaveis via unidades formadoras de colénias (UFC).



44

As amostras de cada grupo experimental foram retiradas de cada pogo das
placas de 24 pocos com o auxilio de uma pinga esterilizada, e transferidos para tubo
de vidro contendo 2 mL de NaCl 0,89%. Os tubos com as amostras foram colocados
em um béquer contendo agua MilliQ esterilizada e sonicados por 10 min (em banho
ultrassénico — marca Cristéfoli, Campo Mourao, PR, Brazil, 42 kHz), para remogéao dos
biofiimes das amostras. A suspensao de cada biofilme foi transferida para novo tubo
tipo Falcon de 15 mL, e os tubos de vidro foram lavados com 3 mL de NaCl 0,89%, os
quais também foram transferidos para o tubo Falcon correspondente a cada amostra,
totalizando 5 mL da suspensao de biofilme. A suspensé&o foi homogeneizada por 30
segundos a 7 watts (Sonicador modelo Q125, QSonica) e processada.

Do volume de 5 mL, 0,2 mL, foram separados para diluigdo seriada e
plagueamento (semeadura em placa de agar TSA), seguida de incubagao por 24
horas a 37°C, para contagem de UFC. O quadro-2 apresenta um resumo dos testes

de adeséo e antibiofilme.

Quadro 2- Etapas dos testes de adesao e antibiofilme

Teste de antibiofilme

Espécimes do grupo experimental foram
colocados individualmente nos pogos (placa de
24 pocgos) contendo 1,5 mL das suspensdes
bacterianas.

Teste de adesao

Espécimes foram imersos em um meio de cultura
contendo 108 UFC/mL da cultura de S. aureus.

apds 90 min, os espécimes foram retirados do
meio de cultivo; lavados com agua estéril;
colocados em banho de ultrassom por 30’ para a
remocao das células aderidas e uma aliquota foi
retirada da suspensao homogeneizada; feito
diluicdo seriada e semeadura em placa de agar
TSA.

as placas foram submetidas a incubagéo por 24
horas a 37°C sob agitagéo orbital (75 rpm) para
a formacao de biofilme; em seguida as amostras
foram retiradas, depositadas em tubos de vidro e
sonicados por 10’ para a remocao dos biofilmes
das amostras; a suspensao de cada biofilme foi
transferida para tubos de Falcon; retirado uma
aliquota; feito diluicdo seriada e semeadura em
placa de agar TSA.

apos a incubagéo entre 12e 24 h a
37 °C, foi realizada a contagem das UFC.

apos incubagdo por 24 horas a 37°C, foi
realizada a contagem das UFC.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES (PARTE I)

Os resultados desta pesquisa estao descritos em Parte | e Parte Il. Nesta se¢ao
sdo exibidos e discutidos os resultados obtidos dos primeiros experimentos em

porcentagens.

5.1 Poliuretana (WBPU)

A primeira WBPU utilizada para preparar os filmes estava disponivel no
laboratério de Quimica Medicinal e Biomateriais (LQMBIio). Esta dispersao foi
preparada durante um projeto PIPE e cedida pela Empresa Terra Azul Tecnologia de
Polimeros Naturais Ltda.

Todavia, a sintese basica consistiu na reacao de biopoliol derivado de dleo
vegetal, nomeadamente 6leo de mamona, com o isocianato alifatico 4,4'-Metileno-bis
(ciclohexil isocianato) ou H12MDI. Também se utilizou o poliol &cido 2,2-
Bis(hidroximetil) propionico acid (DMPA), para proporcionar a solubilizagdo da cadeia
polimérica da PU em &agua. O esquema reacional da formagdo da cadeia da
poliuretana e sua estrutura quimica é ilustrada na figura 12.

As variagdes entre as varias sinteses das dispersdes consistiram na mudanca

das condi¢des de reagao e solvente organico utilizado na preparagéo.
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Figura 12- Esquema de sintese da Poliuretana.
Fonte: Imagem cedida pelo Prof. Dr. Mauricio Cavicchioli sobre a poliuretana sintetizada a base de 6leo de mamona.
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5.2. Escolha da Poliuretana

Haviam 4 dispersdes aquosas de PUs disponiveis no laboratério e a escolha
foi feita a partir dos critérios pré-estabelecidos.

A figura 12 exibe imagens dos filmes de PU gerados pelo método de “casting”
e selecionados conforme as caracteristicas mais adequadas ao propésito desta

pesquisa, isto €, aplicagdo em dispositivo intravenoso periférico.

Etapa 1.1 - As dispersdes secaram em 24 horas e formaram filmes de
poliuretanas, cujas imagens estdo na Figura 13. Dentre todos os filmes obtidos das
dispersodes disponiveis no laboratorio de Quimica, foram selecionados esses 4 filmes
de PU, considerando as melhores caracteristicas Opticas (transparéncia), de

aderéncia e menor fragilidade (menos quebradigas).

LQMBIo
Laboratério de
Quimica Medicinal e
Biomateriais

LQMBio
Laboratério de
Quimica Medicinal e
Biomateriais

PU 0058

LQMBIo
Laboratério de
Quimica Medicinal e
Biornateriais

e

PU 0016B PU 0049

Figura 13- Imagens dos filmes de PUs puras formadas apés 24 horas de secagem das respectivas
dispersées aquosas. Essas poliuretanas foram selecionadas em relagdo as caracteristicas épticas,
aderéncia e fragilidade.

Fonte: Laboratério de Quimica Medicinal e Biomateriais (LQMBio), préprio autor, 2023.
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Etapa 1.1l - Nesta etapa, foram feitos os calculos de massa seca da PU nas
dispersdes aquosas. Estes calculos sdo importantes para que depois pudéssemos
calcular a porcentagem ou concentragdo das nanoparticulas de prata a serem
adicionadas a dispersao aquosa.

Para verificar a massa seca desses filmes, foram espalhados 3 mL das
dispersdoes de PU selecionadas em 4 recipientes (tampas) plasticos, mantidas em
estufa a 45 graus e pesadas diariamente até obter-se a estabilizagdo das amostras,
cujo periodo foi de 6 dias consecutivos. Segue a Tabela 1, que exibe o comparativo

das massas secas das quatro PUs selecionadas e pesadas durante o periodo.

Tabela 1 - Variagdo de massa seca durante o periodo de 6 dias de 4 tipos de poliuretanas:

Porcentagem de PUs Puras em 6 dias consecutivos em Setembro de 2023

PU 0065 PU 0049 PU 0016 (B) PU 0058

1°diaMS-% | 0,879-29,3% | 1,305-43,5% | 0,67-22,33% | 0,818-27,26%
2°diaMS-% | 0,805-26,8% | 1,16-38,6% | 0,565-18,8% | 0,696 -23,2 %
3°diaMS-% | 0,791-26,4% | 1,056-352% | 0,551-18,36% | 0,67 - 22,33 %
5°diaMS-% | 077-256% | 1,018-339% | 0,538-17,9% | 0.656-21,9%
6°diaMS-% | 0,76-2533% | 0,992-33,06% | 0,531-17,7% | 0.654-218%

A PU 0065 apresentou 25,33% de massa seca estabilizada no sexto dia apés
o espalhamento nos recipientes plasticos, e foi escolhida por apresentar-se
transparente, lisa e com boa adesdo ao substrato, ou seja, caracteristicas mais
adequadas para um revestimento a ser aplicado em cateter intravenoso periférico.

Para padronizar esta pesquisa, a PU 0065 foi nomeada WBPU-1 ou simplesmente
WBPU na Parte |I.

5.3 Filmes Formados a Partir da WBPU-1 com as Ag-NPs

Etapa | — Poliuretana base agua impregnada com nanoparticulas de prata (Ag-NPs)

A figura 14, mostra imagens apés 96 horas de formagéao dos filmes de WBPU-
1 contendo Ag-NPs nas concentragbes de 0,05%, 0,08%, 0,1%, 0,2% e 0,4%,
respectivamente identificados como: WBPU-1-Ag0.05; WBPU-1-Ag0.08; WBPU-1-
Ag0.1; WBPU-1-Ag0.2 e WBPU-1-Ag0.4.
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WBPU-1-Ag0.08 (0,08% de Ag-NPs)

WBPU-1-Ag0.1 (0,1% de Ag-NPs) WBPU-1-Ag0.2 (0,2% de Ag-NPs)

WBPU-1-Ag0.4 (0,4% de Ag-NPs)

Figura 14- Imagens dos filmes de PU puras formados apos 96 horas de secagem de respectivas
dispersbes aquosas.
Fonte: Laboratério de Quimica Medicinal e Biomateriais (LQMBio), préprio autor, 2023.

Em atmosfera ambiente, apdés 96h, as dispersées formaram filmes
transparentes com tonalidade amarela caracteristica da prata em todas as amostras
e mais intensa nas amostras WBPU-Ag0.2 e WBPU-Ag0.4 (placas com maior
concentracao de NPs). Todos os filmes estavam visualmente lisos e com boa adeséo

a placa de poliestireno.



50

OBS: na amostra WBPU-Ag0.2, nota-se uma area sombreada, que ao toque
€ percebido uma discreta elevagao do filme indicando que ocorreu um escorrimento
maior de WBPU, nesta area da placa de Petri, ocasionando essa diferenca de

tonalidade.

5.4 Espectroscopia na Regiao do Infravermelho por Transformada de Fourier
com Reflectancia Total Atenuada (FTIR-ATR)
O espectro de FTIR da resina pura e incorporada com as Ag-NPs, séo

apresentadas na figura 15.
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Figura 15- Espectroscopia FTIR da pelicula de WBPU na regido do infravermelho com a técnica de
refletancia atenuada total da poliuretana pura e impregnada com AgNPs. Em A) WBPU, B), WBPU-
Ag0,05, C) WBPU-Ag0,08, D) WBPU-AgO0, 1, E) WBPU-AgO0,2 e F) WBPU-Ag0,4, respectivamente.
Fonte: préprio autor.

Com relagéo ao espectro da poliuretana pura, a banda 3332 cm ' na regido
de 3500-3300 foi atribuida ao estiramento do NH do grupo amida primaria (extensor
de cadeia) e nao ao grupo hidroxila, considerando que o poliol reagiu com o
diisocianato; a banda 2922cm -' na regido de 2970 - 2850 cm™' do grupo alcano foi

atribuida ao estiramento do C-H do 6leo de mamona ou grupo substituinte contendo
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CH2 do diisocianato e, a banda 1691cm - na regi&o entre 1820-1630 cm -' foi atribuido
ao estiramento de grupos -C=0, ésteres (LOPES;FASCIO.,2004).

Além disso, foi observado a presenga de grupos relacionados ao grupo
uretano (C=0 e N-H) nas bandas 1691cm ', 1636¢cm ' e 3332 cm ', que confirmam
a formagao da cadeia polimérica (DE ALMEIDA; SOARES GOULART; CLARO NETO,
2016). Uma informacao importante sobre a espectroscopia no IR da poliuretana em
relacdo ao H12MDI é a auséncia de banda na regido 2000-2300 que é atribuida ao
grupo N=C=0, isocianato (DE ALMEIDA; SOARES GOULART; CLARO NETO, 2016),
ou seja, toda a reagéo de polimerizagao ocorreu e nao restou residuo deste reagente.

O espectro da resina com nanoparticulas de prata ndo mostra alteragoes entre
as bandas dos filmes contendo nanoparticulas de prata comparadas ao espectro da
poliuretana pura (WBPU).

Concluiu-se que nao houve interacdo quimica com os ions de prata, apenas

interacgéo fisica.

5.5 Analise Termogravimétrica (TGA) das Amostras de Filmes Impregnados

com Prata

5.5.1 TGA PU/Ag-NPs

Foram feitas as analises termogravimétricas (TGA) dos filmes de WBPU-1
puro e contendo nanoparticulas de prata nas cinco concentragbes citadas (0,05%,
0,08%, 0,1%, 0,2% e 0,4%).

O ensaio foi realizado em atmosfera de nitrogénio porque o objetivo era
analisar somente a perda de massa, sem considerar os residuos. O mesmo foi
realizado na faixa de temperatura entre 29 °C e 600 °C. O grafico perda de massa x
temperatura mostra a decomposicao dos filmes de WBPU pura e incorporadas com
Ag-NPs.

A figura 16 mostra o grafico da TGA dos filmes WBPU puro e WBPU-Ag.
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Figura 16- Curva termogravimétrica das amostras: A) WBPU-1; B) B) WBPU-1-Ag0.05; C) WBPU-1-
Ag0.08; D) WBPU-1-Ag0.1; E) WBPU-1-Ag0.2 and F) WBPU-1-Ag0.4.

Inserido: a) Visdo ampliada da curva termogravimétrica de 470 a 600° C.
Fonte: préprio autor.

A cinética de liberagdo de volateis ocorre antes do inicio da decomposicao
térmica, isto é, antes de 200° C. Observa-se que a decomposi¢ao térmica da WBPU
ocorre acima de 200° C e se completa abaixo de 500° C. O espectro da WBPU pura
mostra 100% de perda de massa. Entretanto, os filmes contendo Ag-NPs apresentam
residuos entre as temperaturas de 500 a 600° C. A principio, estes residuos consistem
em 6xidos metalicos formados a partir da presenga das Ag-NPs, porém, a confirmagao
se daria a partir de um ensaio de DRX. O filme WBPU-1-Ag0.4 com maior
concentracao de Ag-NPs resulta em maior percentual de residuo metalico observado
a partir dos 500° C.

5.6 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A MEV da amostra com maior concentracido de NPs, 0,4%, foi realizada com o
objetivo de visualizar a distribuicdo da prata. A figura 17-a mostra a imagem da
superficie do filme WBPU-1-Ag0.4, onde as areas mais claras correspondem aos

aglomerados de nanoparticulas de prata com resolucdo de 2500x numa escala de 10
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um, e, a figura 17-b mostra uma imagem em seccgéo transversal da pelicula WBPU-1-
Ag0.4.

SEl  5kV WD10mm  $520 x2,500 10um

N SEl  5kV WD10mm 5520 x5,000 Spm
EMBRAPA INSTRUMENTACAO 01 Feb 2024

EMBRAPA INSTRUMENTACAO 01 Feb 2024

Figura 17- (a,b) - Microscopia eletrénica de varredura (MEV). ). a) Imagem da superficie da pelicula
de poliuretana incorporada com nanopatrticulas de prata; b) Microscopia eletrénica de varredura
(MEV). Imagem da pelicula de poliuretana, secéo transversal, incorporada com nanopatrticulas de
prata.

A primeira imagem (figura 17-a) obtida da MEV correspondente a superficie do
filme, onde s&do observados pontos claros dispersos em toda a imagem, que
correspondem as particulas de prata, rodeadas de estabilizante, sugerindo uma
distribuicdo homogénea das NPs. No entanto, o aumento da imagem € de 2500x numa
escala de 10 ym, portanto, entende-se que os pontos claros maiores correspondem a
aglomerados nanoparticulas de prata. J& a segunda imagem (figura 17-b),
corresponde a uma secao transversal do filme de poliuretana, onde sao vistos pontos
claros dispersos na imagem. O aumento é de 5000x numa escala de 5 um, logo, 0s
pontos claros maiores correspondem aos aglomerados de nanoparticulas de prata. A
dispersédo de aglomerados sugere também a dispersao das nanoparticulas no filme.
Logo, a confirmagédo da dispersao das nanoparticulas de prata sé pode ser feita

através de imagem por microscopia de forga atémica.

5.7 Ensaio de Determinagao da Atividade Antibacteriana para Antibiofilme dos
Filmes Impregnadas com Ag-NPS

A figura 18 ilustra as etapas dos ensaios microbiologicos de adeséo e
antibiofilme concomitantemente, exibindo a transferéncia dos espécimes (discos de

WBPU-1/Ag-NPs) para uma placa de 24 pogos contendo suspensio de S.aures 108
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UFC/mL; a retirada das amostras do meio de cultura; os tubos de vidro apds
ressuspensao; em seguida a ultra sonificagéo e as placas de cultivo em agar TSA com
as UFC.
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Tubos com as amostras apds ressuspensao

*é"'—?-"a -

Transferéncia dos espécimes para os tubos para Ultrassom
ultras sonificagéo

UFC em placas de cultivo agar TSA do controle e
grupo experimental. e grupo experimental.
Teste de adesao Teste de antibiofilme

UFC em placas de cultivo agar TSA do controle

Figura 18- Etapas dos testes de adeséo e antibiofilme. As ultimas imagens em paralelo, sdo
representativas de uma das etapas finais do experimento. Os pontinhos claros nas placas de Petri
correspondem a UFC das diluigbes seriadas das amostras.

Fonte: Departamento de Morfologia e Odontopediatria da UNESP,2024.

Teste de adeséo
Os grupos experimentais apresentaram redugao na capacidade de adesao de
S. aureus concomitante ao aumento da concentragdo de Ag-NPs, conforme pode ser
visto na figura 19:
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Figura 19- Resultados de carga microbiana de S. aureus para o teste de adesdo expressos
em Log 10 UFC/mL.
Fonte: Departamento de Morfologia e Odontopediatria da UNESP,2024.

A tabela 2 mostra o percentual de redugao de S.aureus na presenga da WBPU

e na presenca dos filmes de WBPU contendo Ag-NPs.

Tabela 2 - Teste de adesao

Amostra Log1oUFC/mL Inibicdo da adesao (%)
Controle 7,43 0,00
WBPU 6,67 10,19
WBPU-1-Ag0.05 6,60 11,09
WBPU-1-Ag0.08 6,78 8,72
WBPU-1-Ag0.1 5,94 20,04
WBPU-1-Ag0.2 5,73 22,88
WBPU-1-Ag0.4 4,73 36,35

Teste antibiofilme
Os grupos experimentais apresentam uma redugdo na capacidade
antibiofiime de S. aureus em que o percentual de maior inibicdo bacteriana foi

encontrado no grupo WBPU-1-Ag0.4.
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Figura 20- Resultados de carga microbiana de S.aureus para o teste antibiofilme expressos em Log1o
UFC/mL.

Fonte: Departamento de Morfologia e Odontopediatria da UNESP, 2024.

A tabela 3 mostra o percentual de redugéo de S.aureus dos filmes de WBPU.

Tabela 3 - Teste de antibiofilme

Amostra Log1oUFC/mL Inibicao de biofilme (%)

Controle 10,84 0

WBPU-1 10,67 1,35
WBPU-1-Ag0.05 9,56 11,82
WBPU-1-Ag0.08 9,69 10,57
WBPU-1-Ag0.1 9,67 10,84
WBPU-1-Ag0.2 9,56 11,82
WBPU-1-Ag0.4 8,62 20,47

Os ensaios de adesdo e antibiofilme foram feitos para analisar os filmes
constituidos de WBPU-1 com nanoparticulas de prata nas concentragées de 0,05%,
0,08%, 0,1%, 0,2% e 0,4%, em presencga de S. aureus.

Outrossim, os graficos de adeséo e antibiofilme demonstram que ocorreu uma
reducgéo de colbnias de S.aureus relacionado ao aumento da concentracao de Ag-NPs
nos filmes.
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Na literatura, foi encontrado que modelos matematicos preveem que uma
concentragao de 0,8% de particulas submicrométricas de prata metalica é ativa numa
area de 450 cm?/g de poliuretano para cateter venoso central (GUGGENBICHLER,
1999).

No teste antibiofiime da presente pesquisa, considerando o ponto de partida,
nomeado WBPU, foi observado uma reducdao de 1,35% de adesao de bactérias,
somente com a presenga da poliuretana. Por sua vez, ao se adicionar 0,4% de Ag-
NPs a poliuretana, a redugao aumentou para 20,47% (WBPU-1-Ag0.4), ou seja, 1/5
das bactérias nao aderiram ao filme e, no ensaio de adesao ocorreu uma reducao de
36,35% na WBPU-1-Ag0.4.

Em ambos os graficos de adesdo de S.aureus e de atividade antibiofiime é
observado uma diferenga de 2 /logs entre o Grupo Controle Negativo (WBPU) e o
Grupo Controle Positivo (WBPU-1-Ag0.4), indicando agao antimicrobiana comparavel
a citado na PATENTE BR 102018076890-5 A2, em que os cateteres monoliumen em
Poliuretano Radiopaco foram recobertos com nano fibra de PVA formando
revestimento com gramatura de 0,2 mg/ mm 2 contendo no minimo 0,001 ug de
nanoparticulas de prata por mm?2. Esses cateteres foram submetidos a avaliagéo in
vitro para formacao de biofilme através de exposi¢cdo a uma cultura overnight durante
um periodo de 30 dias. No periodo de 3 a 10 primeiros dias, as amostras revestidas
apresentaram faixas de inibicao sobre microrganismo de até 2 logs.

Acerca de outro trabalho sobre revestimento nanocompdsito baseado em
nanoparticulas hibridas de Fes3Os-Ag, numa poliuretana acrilica, foi avaliado o
crescimento de E.coli. Observou-se, que a taxa de crescimento foi quase similar entre
a cultura pura e as expostas ao revestimento. Apds 5 horas, ocorreu menos
crescimento em cerca de 5% na presencga de nanocompdsito contendo nanoparticulas
de Ag em relagdo a cultura pura (T.N.L. NGUYEN, et al., 2019). Esse estudo
demonstrou o potencial antibacteriano das nanoparticulas de prata.

Logo que, em um estudo dentario, 0,05% de Ag-NPs com um tamanho médio
de 7,2 nm foram adicionadas a resina de polimetiimetacrilato (PMMA). Neste estudo,
foi relatado que as Ag-NPs incorporadas na matriz polimérica foram eficazes na
reducéo da atividade metabdlica dos biofilmes de C. glabrata (57% P = 0,007). Quanto
a analise termogravimétrica, observaram que a degradacdo do PMMA e de seus

compositos ocorreu em etapas, iniciando em torno de 200° C, justificada pelo
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rompimento dos grupos funcionais do PMMA e pelo teor de nanoparticulas (NETO
SOUZA; SALA; FERNANDES. et al., 2019).

O presente estudo obteve uma redugao significativa de 11,82% na atividade
metabdlica do biofilme (S. aureus) em amostras WBPU-1 com a adi¢éo de 0,05% de
Ag-NPs com um tamanho médio de 20 nm, ou seja, analogo ao trabalho supracitado,
guanto menor o tamanho das nanoparticulas, maior a atividade antimicrobiana.

Estes estudos demonstram o potencial das Ag-NPs como carga antimicrobiana
eficaz, tanto para fungos (C. glabrata) quanto para bactérias (S. aureus). Além disso,
na presente pesquisa, a degradagao inicial também foi observada perto de 200° C,
semelhante ao trabalho de NETO SOUZA; SALA; FERNANDES. et al., 2019.

Conclusao parcial
Os ensaios de adesao e antibiofilme apresentaram-se relevantes com atividade
antimicrobiana comparavel a alguns achados da literatura. Logo, filmes de poliuretana
com propriedade antimicrobiana representam expectativas futuras de prevencao e

combate a infeccdes.

5.8 Ensaios de Citotoxicidade dos Filmes de WBPU-1 Impregnados com
Nanoparticulas Comerciais de Prata

O ensaio de citotoxicidade permite avaliar a viabilidade celular em um meio
de cultura chamado “condicionado”, isto é, apds exposicdo prévia a uma amostra.
Para realizar o experimento pelo método eluato e avaliacdo MTT é indicado proceder
a desinfeccao de alto nivel dos corpos de prova para ndo comprometer a analise pela
presenca e crescimento bacteriano no meio de cultura celular.

Em vista disso, o glutaraldeido foi a primeira escolha como op¢ao desinfetante
por ser indicado para amostras termo sensiveis, e, portanto, nao alteraria a estrutura
polimérica. Logo, as amostras de poliuretana com Ag-NPs foram submetidas a
desinfeccdo de glutaraldeido a 2% e encaminhadas ao primeiro ensaio de
citotoxicidade. A figura 21 mostra a porcentagem de crescimento celular em presenga

do “meio de cultura condicionado”.
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Figura 21- Ensaio de viabilidade celular dos filmes de PU impregnados com nanoparticulas de Ag.
Fonte: Laboratério de Ensaios Celulares e Engenharia Regenerativa (LECER) da UNIARA da
UNIARA.

O grafico da figura 21 dos filmes de WBPU-1 pura e impregnados com Ag-
NPs mostra todas as barras abaixo de 70%, exceto a amostra WBPU-1-Ag0,05. No
entanto, como os filmes sao de poliuretana, esperava-se que nao haveria
citotoxicidade na amostra WBPU-1 pura. Diante destes resultados foi inferido que
poderia ter nestas amostras residuos de glutaraldeido e o resultado foi inconclusivo.

Contudo, foi realizado o segundo ensaio de citotoxicidade somente da
poliuretana pura (WBPU-1) como “teste piloto”. As amostras deste teste foram feitas
com os filmes de poliuretana pura, preparadas nas mesmas condi¢cdes do primeiro
ensaio, com a dimensdo de 1 cm?, desinfetadas com glutaraldeido, porém, lavadas
rigorosamente de trés formas diferentes.

O grafico da figura 22 refere-se aos filmes de poliuretana pura e mostra todas
as colunas entre 70% e 80%.
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Figura 22- Viabilidade celular x Métodos de desinfecgdo de amostras de poliuretanas.
Fonte: Laboratério de Ensaios Celulares e Engenharia Regenerativa (LECER) da UNIARA da
UNIARA.

As trés formas de lavagem das amostras, que tinha como objetivo também
investigar qual seria o melhor método de evitar residuos de glutaraldeido, mostraram-
se eficazes, isto sugere nao ter havido interferéncia de residuos de glutaraldeido.

Portanto, foi decidido realizar outro ensaio de citotoxicidade dos filmes de
poliuretana (WBPU-1), impregnados com Ag-NPs.

No entanto, a viabilidades celular mostrou-se proxima ao limiar de 70%. Assim,
para esclarecer ou confirmar a citotoxicidade dos filmes, foi decidido fazer o terceiro
ensaio das amostras de WBPU-1 contendo Ag-NPs através de outro método de
citotoxicidade, excluindo o glutaraldeido e a radiacéo ultravioleta. Dessa forma, as
amostras dos filmes WBPU-1-Ag foram novamente preparadas sem desinfecgao
prévia nas dimensbdes de 1 cm?e encaminhadas ao laboratério de citotoxicidade.

Por conseguinte, o terceiro ensaio de citotoxicidade, assim como os primeiros,
utilizou fibroblastos murino derivados de tecido conjuntivo (L929) adquiridos da ATCC
(American Type Culture Collection), que foram cedidas pelo laboratério da Prof@.
Gisele Faria da Faculdade de Odontologia de Araraquara/UNESP. O protocolo

adotado e descrito pela pesquisadora Dra. Marina Fontes esta disponibilizado para

leitura no Apéndice C.
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A figura 23 exibe o grafico do terceiro ensaio de citotoxicidade:
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Figura 23- Terceiro ensaio de citotoxicidade: PU) WBPU-1; 1) WBPU-1-Ag0.05; 2) WBPU-1-Ag0.08;
3) WBPU-1-Ag0.1; 4) WBPU-1-Ag0.2 e 5) WBPU-1-Ag0.4.

Fonte: Laboratério de Ensaios Celulares e Engenharia Regenerativa (LECER) da UNIARA da
UNIARA.

Foi observado citotoxicidade para as células L929, com uma reducio drastica
da viabilidade celular. De acordo com a ISO 10993-5, os materiais/substancias

testadas sao consideradas atéxicas quando a viabilidade celular se mantém = 70%.

Discussao parcial

No primeiro ensaio, as amostras de WBPU-1 e impregnadas com Ag-NPs
(WBPU-1-Ag), desinfetadas através de exposicdo ao glutaraldeido, apresentaram
viabilidade celular abaixo de 70%, exceto a WBPU-1-Ag0,05.

Neste ensaio, pode ser observado que a medida que aumentou a
concentracido de nanoparticulas de prata, diminuiu a viabilidade celular.

Ressalta-se que, as amostras puras e impregnadas com Ag-NPs foram
expostas ao glutaraldeido. Entretanto, a citotoxicidade ndo pode ser atribuida a

residuos de glutaraldeido, uma vez que as amostras de poliuretana pura expostas ao
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glutaraldeido, lavadas rigorosamente, demonstraram viabilidade celular aceitavel,
ainda que no limiar, em torno de 70%, conforme visto no grafico da figura 24.

Além disso, no terceiro ensaio, as amostras nado foram expostas ao
glutaraldeido e todas elas apresentaram citotoxicidade, inclusive a poliuretana pura
(WBPU-1).

Dentro desta analise, foi decidido sintetizar outra poliuretana, pois, foi inferido

possivel citotoxicidade a residuos de solventes da poliuretana.

5.9 Conclusao da Parte |

As nanoparticulas de Ag utilizadas neste trabalho sdo ativas
antimicrobianamente a uma concentracdo de pelo menos 100 ppm, conforme
informagdo do fornecedor. Porém, como essas NPs seriam dispersas numa
poliuretana, optou-se para garantir atividade antibacteriana por aumentar a
concentragado da solugao estoque em 10 vezes (0,01 g/mL) de NPs, ou seja, 1000
ppm, com base em estudos da literatura.

Inicialmente, foi selecionada uma poliuretana de origem natural do 6leo de
ricino, hidrofébica, neutra e com caracteristicas aparentemente adequadas ao cateter
intravenoso periférico (CIVP) para servir como matriz das nanoparticulas de prata. As
propriedades desses filmes impregnados com Ag-NPs foram descritas por meio da
caracterizacado de FTIR-ATR, TGA, MEV e ensaios de citotoxicidade e microbiolégicos
(adesao e antibiofilme). A TGA foi util para investigar se poderiam ocorrer alteracoes
de massa dos filmes em cateteres quando revestidos, considerando que, em uso o
mesmo seria exposto a variagao de temperatura corporal (= 36,5°C, se afebril, e febril,
podendo alcancar 40° C).

A TGA mostrou que nao houve alteragao de massa dos filmes de WBPU puros
ou impregnados com nanoparticulas até aproximadamente 200° C. Ou seja, quanto a
temperatura corporal ndo haveria alteracdo de massa.

O resultado microbiolégico do teste de adesao mostrou redugéo bacteriana a
medida que as concentracdes de Ag-NPs aumentavam. E, quanto ao teste
antibiofilme, ocorreu uma diminuicdo do crescimento bacteriano, especialmente na
amostra de maior concentragao de NPs (0,4%).

Foram realizados trés ensaios de citotoxicidade (MTT) das amostras contendo

Ag-NPs. O primeiro ensaio foi inconclusivo, o segundo abordou somente a poliuretana
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pura e o terceiro ensaio mostrou citotoxicidade para a PU pura. O resultado
inconclusivo sugeriu que residuos de glutaraldeido poderiam estar causando a
toxicidade. No entanto, o teste piloto da PU pura (segundo ensaio) mostrou resultados
atéxicos no limiar, e os resultados do terceiro ensaio de citotoxicidade para a PU pura
e contendo Ag-NPs - sem exposicédo ao glutaraldeido — apresentaram citotoxicidade.
Assim, foi inferido que a toxicidade poderia ser causada pela prépria poliuretana
devido a residuos de solventes. Portanto, foi proposto como continuidade desta
pesquisa sintetizar outra poliuretana que utiliza outros solventes orgéanicos na sua
composi¢ao e que sdo mais facilmente eliminados durante a secagem da PU.

Em suma, foi definido sintetizar outra poliuretana, fazer novos filmes,
aumentar a concentragdo de nanoparticulas, concomitante aumento do numero de
amostras e de intervalos das concentragées de Ag-NPs para gerar uma avaliagao
mais consistente do ponto de vista estatistico.

A contribuicdo cientifica desta pesquisa até a parte | se refere aos filmes que
foram desenvolvidos, os quais ndo apresentaram interagéo quimica da WBPU com as
Ag-NPs, conforme o FTIR, considerado adequado ao propdsito destes filmes. Os
filmes produzidos nas concentragdes preliminares apresentaram resultados
relevantes sobre a diminuicdo de adesao de S. aureus e aumento da capacidade
antibiofilme.

Sabe-se que ainda sdo muitos os desafios, uma vez que as bactérias
encontram formas de se adaptarem a novos microambientes. Porém, acredita-se que
esta pesquisa podera gerar um novo produto antimicrobiano com potencial a ser
desenvolvido em escala industrial. Além do mais, representa uma promessa de
estratégia de enfrentamento e combate as infecgcdes relacionadas a assisténcia a
saude (IRAS).

A revisao da literatura sobre a resposta do fenébmeno antimicrobiano induzido
por nanomateriais mostrou evidéncia clara do grau de sua complexidade, sendo
necessaria uma abordagem interdisciplinar, considerando que envolve interagbes
quimicas, bioldgicas e fisicas, essencialmente. Além disso, destaca-se a contribuicdo
dos profissionais de saude que monitoram a ocorréncia de infec¢ao relacionada aos

dispositivos médicos.
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6 RESULTADOS E DISCUSSOES (PARTE II)
A primeira fase desta pesquisa foi descrita em porcentagem porque muitos
artigos académicos trazem este estilo de descrigdo para exibir as concentragoes.
Logo, a segunda fase desta pesquisa, destaca-se por ser testada uma outra
poliuretana de origem natural, que foi sintetizada no laboratério de Quimica Medicinal
da UNIARA, e as concentragdes dos filmes obtidos foram descritos em ppm porque

esta se tornando a forma de comunicagdo mais usual no mercado empresarial.

6.1 Sintese de Novas Poliuretanas

Assim como na parte |, as novas formulagdes das poliuretanas sintetizadas sao
provenientes de uma parceria Empresa-Academia. A estrutura quimica da cadeia
polimérica € a mesma da WBPU-1 mostrada no item 5.1. No entanto, detalhes de
condigbes de reagdo e o solvente orgéanicos utilizado durante a reagao se mantém
como segredo industrial. Lembramos que este solvente organico é utilizado em
pequena propor¢cao e que a dispersao polimérica é preparada em meio aquoso,
tonando a sintese muito mais ecologicamente correta. Além disso, as poliuretanas,
quando preparadas corretamente, possuem a caracteristica de serem atdxicas e ndo
inflamaveis. Todavia, esta parceria foi concretizada por meio do Programa Fapesp de
Pesquisa Inovativa em Pequenas Empresas — PIPE.

A nova dispersdo de poliuretana a base de agua e partir de 6leo de mamona
foi nomeada WBPU-2. Porém, foi feita um processo de retirada do solvente organico
em rotaevaporador e essa dispersao foi nomeada WBPU-2S. Ademais, também foi
feita a dispersao diluida dessa PU nomeada WBPU2D.

A partir da dispersao da poliuretana WBPU2, foram preparados filmes pelo
meétodo de casting e encaminhados aos ensaios de citotoxicidade, microbiolégicos e

difragdo de raios-x (XRD) e realizado o teste para detecgdo de Ag-NPs.

6.2 Nanoparticulas de Prata

As nanoparticulas de prata utilizadas nestes novos filmes foram as mesmas
utilizadas na parte |. Elas possuem dimensdo de 20 nm e foram fornecidas pela
empresa NanoBoost Ciéncia, Tecnologia e Comércio LTDA, cujo um dos sdcios € o

Prof. Dr. Eduardo José Nassar, da Universidade de Franca.
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6.3 Ensaio de Citotoxicidade da WBPU-2

Este ensaio foi realizado no Laboratério de Ensaios Celulares e Engenharia
Regenerativa (LECER) da UNIARA, dirigido pela Profa. Dra. Ménica Rosas da Costa
lemma na Universidade de Araraquara — UNIARA, e manipulado pelo pesquisador
Domingos Neto (doutorando do PPG da UNIARA). O protocolo deste experimento esta
descrito no Apéndice D.

Baseado na ISO 10993-12 Biological evaluation of medical devices — Part 12:
Sample preparation and reference materials (versdo atualizada 2008), as amostras
dos filmes de PU foram cortadas na dimens&o de 1 cm?2.

Antes do ensaio de citotoxicidade, foi procedida a desinfec¢ao de alto nivel das
amostras com glutaraldeido ativado a 2%, conforme protocolo descrito no Apéndice
B.

As amostras dos filmes de WBPU2 sintetizada foram preparadas em triplicatas.
Observa-se que essas amostras correspondem a mesma WBPU, identificadas como
WBPU-2, WBPU-2S e WBPU-2D, respectivamente, conforme as formulagdes.

A figura 24 exibe o grafico das amostras da WBPU2 sintetizada e analisada

quanto a citotoxicidade.
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Figura 24- Porcentagem de viabilidade celular de Fibroblastos Humanos Dérmicos (HDF-Ad) na
presencga de amostras de poliuretana.
Fonte: Laboratério de Ensaios Celulares e Engenharia Regenerativa (LECER) da UNIARA.
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Neste ensaio de citotoxicidade utilizou-se Fibroblasto Humano Dérmico adulto
(HDF-Ad) para testar os fiimes de WBPU2. De acordo com a ISO 10993-5, os
materiais/substancias testadas sdo considerados atéxicas quando a viabilidade

celular se mantém = 70%.

Discussao parcial
No grafico é observado a viabilidade celular entre 90 e 100% em todas as
amostras de PU, portanto, as amostras de WBPU-2 foram consideradas atoxicas.
Além disso, o t-test ndo apresentou nenhuma diferenga estatistica significativa (p <
0,05) das amostras testadas em relagéo ao controle.
Uma vez que essa WBPU2 foi considerada atdxica, realizou-se o preparo dos

filmes impregnados com Ag-NPs.

6.4 Preparacgao dos Filmes de PU (WBPU-2) Impregnados com Nanoparticulas
de Prata

Os filmes de WBPU-2 (sintetizada) com nanoparticulas de prata foram
preparados com as 5 concentragdes, conforme pode ser visto no quadro 3. Essas
amostras foram nomeadas WBPU-2-Ag0.1, WBPU-2-Ag0.4, WBPU-2-Ag0.8, WBPU-
2-Ag1.6 e WBPU-2-Ag3.2. Para uma comparacao com os resultados obtidos na Parte
| desta tese, foram preparados novos filmes com a WBPU-1 contendo 3200 ppm de
Ag-NPs (nomeada WBPU-Ag1.6, acrescentada na Parte 2 da tese).

Quadro 3- Nomes dos filmes de WBPU-2 com as respectivas concentragbes

WBPU-2 Pura
WBPU-2-Ag0.1 200 ppm
WBPU-2-Ag0.4 800 ppm
WBPU-2-Ag0.8 1600 ppm
WBPU-2-Ag1.6 3200 ppm
WBPU-2-Ag3.2 6400 ppm
WBPU-1-Ag1.6 3200 ppm
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A figura 25 mostra as resinas WBPU-2 (sintetizadas) contendo Ag-NPs,

conforme concentragdes supracitadas, espalhadas em placas de Petri.

Figura 25- Placas de Petri com filmes de WBPU-2 impregnadas com Ag-NPs (secagem no primeiro
dia).
Fonte: Laboratério de Quimica Medicinal e Biomateriais (LQMBio), propria autoria, 2024.

6.5 Ensaio de FTIR-ATR da WBPU2
O ensaio de espectroscopia foi realizado na UNESP, nas mesmas condigbes
da WBPU-1. A figura 26 mostra a imagem do espectrofotémetro utilizado para analise

de FTIR e, a figura 27 mostra o espectro obtido dos filmes da WBPU-2.

Figura 26- Espectrofotémetro Bruker Vertex 70
Fonte: Laboratério Multiusuario | de Analises Quimicas da UNESP de Araraquara.
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Figura 27-Espectroscopia na regido do infravermelho por transformada de Fourier da WBPU2
exibindo as bandas dos filmes com as concentragbes WBPU2-Ag3.2 (6400 ppm), WBPU2-1.6
(3200 ppm), WBPU2-Ag0.4 (800 ppm) e a PU pura (WBPU2).

Discussao parcial
No espectro da WBPU2 pura e WBPU2 contendo Ag-NPs, as principais bandas
destacadas pelas linhas pontilhadas correspondem aos grupos funcionais da
poliuretana, semelhantes ao ensaio de FTIR da WBPU1. Além disso, também nao foi
observado banda na regido 2000-2300 cm, que é atribuida ao grupo N=C=0O,
isocianato (De almeida; Soares Goulart; Claro Neto, 2016), indicando que nao houve

residuo deste reagente e que ocorreu a polimerizagao.

6.6 Anadlise termogravimétrica (TGA) da WBPU-2 (sintetizada) pura e contendo
Ag-NPs
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Figura 28- Espectro de termogrametria da WBPU-2 pura e impregnada com Ag-NPs nas concentragbes
de WBPU2-Ag0.1 (200 ppm), WBPU2-Ag0.4 (800 ppm), WBPU2-Ag1.6 (3200 ppm) e WBPU2-Ag3.2
(6400 ppm). Inserido: Visdo ampliada da curva de tg entre 450 e 600 °C.

Fonte: Prépria autoria.

Discussao parcial
A analise termogravimétrica da WBPU2 mostrou-se semelhante a amostra
WBPU-1. Até aproximadamente 200° C, ocorre a evaporagao de solventes, a partir
desta temperatura observa-se o inicio da decomposicao térmica da WBPU-2, e entre
470 e 600° C, é possivel identificar que nao ocorreu residuos da WBPU2 (pura), em
contrapartida, ocorreu a presencga de residuos nas amostras de PU impregnadas com
Ag-NPs. Destaca-se que a WBPU-2-Ag3.2 mais concentrada (6400 ppm) apresentou

maior percentual de residuos.

6.7 Difratometria de Raio X

As amostras de poliuretana pura e impregnadas com nanoparticulas foram
enviadas a Embrapa (Sao Carlos) aos cuidados do Prof. Ricardo Bortolleto-Santos,
para a realizacdo de Difratometria de raio X, com o objetivo de identificarmos
cristalinidade e a presenca de nanoparticulas de prata. Este experimento realizou-se

com amostras retangulares de aproximadamente 2cm (lado) de cada PU.
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A figura 29 (representativa) mostra dois dos filmes de WBPU-1-Ag-NPs com os

cortes das amostras enviadas ao DRX.

Figura 29- Imagens representativas de amostras dos filmes da PU sintetizada impregnados com Ag-
NPs nas concentragbes de 800 ppm (mais amarelada) e 200 ppm (mais clara) cortados para ensaios
microbiolégicos e fisico-quimico (DRX).

Fonte: Laboratério de Quimica Medicinal e Biomateriais (LQMBio), préprio autor, 2024.

A seguir, as figuras 30 e 31 exibem os graficos de DRX das amostras de
WBPU(1) e WBPU2 puras e com Ag-NPs.
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Figura 30- Espectro de DRX das amostras de WBPU pura e impregnada com Ag-NPs com as
concentragbes de 200 ppm, 800 ppm e 3200 ppm de Ag-NPs (correspondentes as WBPU pura e
impregnadas, WBPU-AgO0.1, WBPU-Ag0.4 e WBPU-Ag1.6, respectivamente).
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Figura 31- Espectro de DRX das amostras de WBPU2Z2 pura e impregnada com Ag-NPs com as
concentracbes de 200 ppm, 800 ppm e 3200 ppm de Ag-NPs (correspondentes as a WBPU-2 pura e
impregnadas, WBPU2-AgO0.1, WBPU2-Ag0.4 e WBPU2-Ag1.6, respectivamente).

As nanoparticulas de prata foram impregnadas em diferentes concentragbes
na matriz de poliuretana. No entanto, n&o foi identificado o pico principal da prata
(6=38,12°) em nenhuma das amostras. Isto pode ser justificado pela pequena
guantidade de prata na matriz polimérica e explicado pela sobreposicdo do pico da

poliuretana sobre o pico das Ag-NPs.

6.8 Ensaios de Citotoxicidade da WBPU-2 (Sintetizada) e da WBPU1, Puras e

Impregnadas com Ag-NPs

As amostras de poliuretana contendo Ag-NPs foram cortadas em triplicatas na
dimensdo de 1 cm? cada uma delas, conforme preconizado pela 1ISO-10993-12 e
encaminhadas ao LECER (UNIARA).

Logo, as figuras 32 e 33 mostram os graficos obtidos dos ensaios de
citotoxicidade. Essas amostras foram avaliadas em duas ocasides distintas, uma
exposicao ao meio de cultura durante 24 horas e outra, com exposi¢cao das amostras
pelo periodo de 30 dias em Meio Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM).
Observa-se que, nao foi analisado as amostras de WBPU2 no ponto 0.8 e para
comparagao das PUs, foi repetido o ensaio de citotoxicidade da WBPU-Ag1.6

(primeiro lote).
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Figura 32- Percentual de viabilidade celular em relagdo aos filmes de PU com diferentes
concentragbes de Ag-NPs, expostos ao meio de cultura em 24 horas.
Fonte: Laboratério de Ensaios Celulares e Engenharia Regenerativa (LECER) da UNIARA.

A figura 33 exibe o grafico obtido do ensaio de citotoxicidade das amostras de
WBPU2 contendo Ag-NPs ap6s o periodo de 30 dias.
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Figura 33- Amostras de WBPU-2 em quatro concentragdes com viabilidade acima de 70%, e, amostra
de WBPU-1 com viabilidade abaixo de 70%.
Fonte: Laboratério de Ensaios Celulares e Engenharia Regenerativa (LECER) da UNIARA.
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Discussao parcial

A analise estatistica t-test ndo demonstrou diferenca significativa (p<0,05) entre
0 grupo controle e o grupo das amostras de WBPU-2-Ag, no ensaio de 24 horas. Em
contrapartida, foi observado diferenca estatistica significante (***) entre o grupo
controle e o grupo da amostra WBPU-Ag1.6, no mesmo ensaio.

O grafico da figura 33 mostra nas colunas das amostras uma viabilidade celular
acima de 100% em relacdo ao controle, apds o periodo de um més, com o “meio
condicionado” mantido em estufa a 37° C. Este resultado, repetido apdés 30 dias,
confirma que nao houve citotoxicidade. Porém, para investigar o aumento da
proliferacdo celular, seria necessario outro ensaio suplementar, ndo previsto no
cronograma desta pesquisa.

Apesar disto, todas as amostras testadas de WBPU-2-Ag confirmaram nao
citotoxicidade tanto no ensaio de 24 horas quanto no ensaio de 30 dias. Diante destes
resultados, podemos inferir que a WBPU (primeiro lote) tem citotoxicidade repetida e
confirmada pelo ensaio de 30 dias.

O protocolo deste experimento de 30 dias é semelhante ao de 24 horas e esta
descrito no Apéndice D.

Ademais, o objeto desta pesquisa, CIVP flexivel, tem recomendacgéo de uso sem
troca até 96 horas, ou seja, para este formato de dispositivo o periodo de exposicéo ao
acesso venoso de 30 dias ndo estaria em conformidade com as boas praticas de

manuseio.

6.9 Ensaios de Adesao e Antibiofilme

As amostras de WBPU-2 contendo nanoparticulas de prata (concentragbes
descritas no item 1.3) foram preparadas e cortadas em formato esférico no laboratério
de Quimica Medicinal da UNIARA.

Os discos de WBPU-2 (area de 2 cm?) foram enviadas ao laboratério de
microbiologia da Faculdade de Odontologia da Universidade Estadual Paulista
(UNESP), dirigido pela Profe. Dr2. Fernanda Brighenti e manipuladas pela Dr2. Analu
Barros de Oliveira. O ensaio foi realizado com a mesma metodologia para ambas as
PUs (WBPU-1 e WBPU-2).
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As figuras 38 e 39 correspondem aos graficos obtidos pelos testes de adeséo
e antibiofilme em relagao a amostras de WBPU-2 e WBPU-3 (equivalente a WBPU-1,

lote 3) na presenca de S.aureus.
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Figura 34- Gréfico de mediana do ensaio de ades&o com valores minimo e maximo em forma de box-
plot ilustrando os resultados significativos identificados pelo teste miltiplas comparag¢des de Dunn.
Fonte: Laboratério de Microbiologia da Faculdade de Odontologia da UNESP (Araraquara).
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Figura 35- Gréfico de mediana do ensaio de biofilme com valores minimo e maximo em forma de box-
plot ilustrando os resultados significativos identificados pelo teste mdltipla comparagbes de Dunn.
Fonte: Laboratério de Microbiologia da Faculdade de Odontologia da UNESP (Araraquara).

Os grupos investigados foram: WBPU2, WBPU2-Ag3.2, WBPU2-Ag1.6,

WBPU2-Ag0.4, WBPU2-Ag0.1 e, WBPU3-Ag1.6, WBPU3-Ag0.4, WBPU3-Ag0.1 e
WBPU3-Ag0.05. O ensaio foi repetido para a WBPU-3 (WBPU-1, lote 3).
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Para comparar os valores obtidos de Unidades Formadoras de Colénia (UFC)
com o grupo controle, sem tratamento e filmes de PU foi utilizado o teste Kruskal-
Walllis considerando as amostras independentes.

Os resultados sao apresentados em mediana, desvio padrao, minimo e
maximo, no grafico Box-plot.

Posteriormente, os dados obtidos nos testes de adesio e antibiofiime sio
apresentados em escala de log1o e o nivel de significancia foi estabelecido em p<0,05.
O programa prisma foi utilizado para essas analises. Com base nos resultados

apresentados no grafico 34 e 35, a seguinte discussao parcial pode ser apresentada.

Discussao parcial

Os grupos amostrais (WBPU-1) do primeiro experimento microbioldgico (Parte
I) foram considerados pequenos e, por este motivo, foi feita uma analise percentual e
decidido plotar os dados obtidos em gréaficos de coluna de barras. Enquanto neste
segundo experimento microbioldgico, que incluiu a WBPU-3 (WBPU-1, lote 3) e a
WBPU-2, obteve-se grupo amostral para se fazer uma analise estatistica e foi decidido
apresentar em grafico Box-plot.

Trazendo uma analise em relagcdo as amostras de WBPU-2 contendo Ag-NPs,
observa-se na figura 34 uma diminuigdo de adesao bacteriana conforme aumenta as
concentragcées de NPs. Analisando o mesmo grafico para as amostras de WBPU3
(WBPU-1, lote 3) com Ag-NPs, verificamos que aumentando-se a concentragao de
NPs ocorre uma diminuicdo de adesao das bactérias. Além disso, no ensaio de
adesdo, conforme o teste Kruskal-Wallis, a WBPU3-Ag0.4 foi identificada como
significativa visto que apresentou o valor p< 0,05.

Sobre o teste antibiofilme, observa-se no grafico 35 que ocorreu um aumento
do Log1o de UFC de S.aureus a medida que diminuiu a concentragéo de Ag-NPs nas
amostras de WBPU-2, assim como nas amostras de WBPU-3 ( WBPU-1, lote 3). Este
grafico mostra resultado significativo para as amostras WBPU2-Ag3.2 (em relagéo ao
controle e ao tratamento) e WBPU-3- Ag1.6 (WBPU-1,lote 3) em relagdo ao controle.

Por fim, as demais amostras em relagdo aos parametros utilizados pelo teste
Kruskal-Wallis ndo foram consideradas significativas, conforme analise estatistica,

podendo serem percebidas pelos APENDICES E e F.
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7 CONCLUSAO FINAL

Por meio desta pesquisa foi possivel produzir um filme (WBPU2) a base de
6leo de mamona antimicrobiano na presenga de meio de cultura contendo S.aureus e
atéxico para Fibroblasto Dérmico Humano — Ad.

A amostra WBPU2-Ag3.2 foi considerada a mais relevante por apresentar
resultado estatistico significativo pelo teste Kruskal-Wallis para o teste antibiofilme e
atoxidade in vitro dentro de 24 horas, visto que esse material ainda pode ser
investigado quanto a adequacgao das propriedades mecéanicas em conformidade a
aplicagcado em dispositivos médicos, por exemplo, cateter venoso.

Ademais, a contribuigao cientifica desta pesquisa encontra-se na obtencao de
um filme de origem natural com demonstrada propriedade antimicrobiana relevante,
que podera ser direcionado a aplicacao futura em produtos na area da saude.

Considerando o enfretamento global da RAM atual, um revestimento
antimicrobiano, sem fazer uso de antibidtico, para a prevencdao de infeccao
relacionada a dispositivo médico, representa uma alternativa de inovacao tecnologica

que podera acarretar beneficios a longo prazo.

Perspectivas futuras

As perspectivas esperadas para continuidade do estudo consistem em certificar
a ocorréncia da adeséao dos revestimentos (filmes finos) em poliuretanas semelhantes
a do cateter e verificar a menor espessura que o filme podera ter sem perder suas
propriedades antimicrobianas - ja que os cateteres venosos sao dispositivos que, em
geral, apresentam didmetro pequeno, ndo sendo adequado a aplicagao de filme muito
espesso para nao comprometer a vazao de fluidos através da luz do dispositivo.

Por conseguinte, poderdo ser desenvolvidos revestimentos a partir de filmes
antimicrobianos que possam ser aplicados em cateter venoso e/ou superficies inertes,

como em areas de maior risco de contaminagéao, por exemplo, ambientes hospitalares.
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APENDICE A: SINTESE DE NANOPARTICULAS DE PRATA (METODO BOTTOM-
UP)

OBSERVACAO IMPORTANTE:

Neste trabalho foram utilizadas nanoparticulas de prata (Ag-NPs) comerciais
adquiridas da empresa NanoBoost. No entanto, antes da aquisicdo das
nanoparticulas, foi feita a sintese de nanoparticulas no nosso préprio laboratério.
Essas particulas foram obtidas em solugéo e caracterizadas. Logo em seguida, essa
solucdo foi enviada para analise de suas propriedades antimicrobianas e, na
concentracao em que foram obtidas, ndo apresentaram efeito antimicrobiano. Apds
esses resultados, decidimos pela aquisicdo das nanoparticulas comerciais, ao invés
de continuarmos a sintese de novas nanoparticulas. Tal decisdo foi necessaria, em
virtude do tempo curto que tinhamos para preparar as novas particulas e depois
impregna-las nos revestimentos poliméricos de poliuretanas.

Entretanto, mesmo ndo tendo sido utilizadas, decidimos adicionar a sintese,
caracterizagcdo e resultados antimicrobianos destas particulas de prata neste

Apéndice.

A.1. Parte Experimental

A.1.1- Sintese das Ag-NPs:

A sintese de nanoparticulas de prata (Ag-NPs) com tamanho controlado entre
10 nm e 200 nm baseou-se em procedimentos descritos anteriormente na literatura
(BASTUS; MERKOCI; PIELLA, et al.,2014). Em vista disso, a sintese foi feita via
reducao do nitrato de Ag pela combinagao de dois agentes redutores, sendo eles: o
citrato de sodio e o acido tanico. O acido tanico atua como redutor auxiliar e
estabilizador e o controle cinético € conseguido por meio do ajuste dos parametros
das reagdes, incluindo a concentragdo dos agentes redutores, a temperatura e o
tempo.

Inicialmente, todas as vidrarias foram higienizadas, lavadas com acetona e

agua deionizada. Em seguida, as solugbes foram preparadas com agua Milli-Q e
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adicionadas concentragdes distintas de acido tanico. A sintese quimica das Ag-NPs a
partir da reagdo de 10 mL de citrato trissddico (5 mM) com solugbes aquosas de acido
tanico (AT) em trés concentragées (5 mM em 10 mL, 0,025 mM em 0,05 mL e 0,25
mM em 0,50 mL) da “solugcéo estoque de AT” respectivamente, e acrescido o nitrato
de prata (25 mM) em 1 mL. Para cada solugéo, em baldo volumétrico de fundo chato,
foi adicionado um volume de 100 mL, e colocado em agitagdo magnética ajustada a
60 rpm e temperatura de 150 ©C. Foi acrescentado 1 mL de nitrato de prata no inicio
do ponto de ebulicdo e mantido por 15’. Em seguida, as amostras foram resfriadas em
banho de agua gelada, acondicionadas em tubos recobertos por papel aluminio,
protegidos da luz e armazenadas em geladeira. O procedimento baseou-se em rota
de reacdo tipica descrita por BASTUS; MERKOCI; PIELLA, et al. (2014).

Para a lavagem e separagao das NPs, foi utilizada uma ultracentrifuga Z 36
HK. As suspensbes coloidais foram centrifugadas em 3 ciclos nas condigbes de:
21.000 g, 10°C, 2h, 9Acc e, feitas duas lavagens.

A figura 1 refere-se a montagem do condensador para a sintese das Ag-NPs.

Figura 1: Sintese de Ag-NPs em sistema de agitador magnético utilizando o condensador para evitar
evaporagdo do solvente.
Fonte: proprio autor.
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A.1.2 - Caracterizacgéao:

Espectroscopia de espalhamento dinamico de luz (DLS)

Para cubeta de quartzo com caminho éptico de 10 mm em temperatura
ambiente. As leituras do tamanho e da distribuicdo das nanoparticulas foram
investigadas através de DLS, que avalia o raio hidrodinamico utilizando um sistema
zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments, UK). As medidas foram realizadas nas
seguintes condi¢des: comprimento de onda do laser (He-Ne) em 633 nm, o angulo
das leituras foi realizado com cubeta de poliestireno (DTS0012) utilizando um volume
de 1,5 mL com um fator de diluigcdo de 3x.

Espectrometria de absorgao atomica

As determinacbes quantitativas de prata nas amostras foram realizadas por
espectrometria de absorcao atémica utilizando-se o espectrébmetro A Analyst 300-
Perkin Elmer, localizado no Laboratorio de Quimica Analitica do Instituto de Quimica
de Araraquara — UNESP.

A.1.3 - Ensaio por difusdo em discos (CLSI 2021) para determinagao da atividade

antibacteriana das Ag-NPs

O ensaio foi realizado aplicando-se as suspensdes coloidais de Ag-NPs, em
triplicata, em discos de papel de filtro Whatman n.3. Os discos foram desidratados por
incubacdo em estufa bacteriolégica a 37 ° C. Apds secagem, os discos foram
depositados na superficie do meio Muller Hinton Agar (MHA), inoculado com as cepas
bacterianas da espécie Escherichia coli (ATCC 25922) e Staphylococcus aureus
(ATCC 25923). As placas foram incubadas a 35°C por 24 horas em estufa
bacterioldgica. Apds 24 horas as placas foram avaliadas para verificagao da formacao

de halo de inibicdo ao redor dos discos impregnados com as Ag-NPs.
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A.2 Resultados e Discussao:

A.2.1 - Sintese das Ag-nps

A figura 2 mostra a imagem dos tubos de falcon contendo suspensao coloidal
(5,0 mM de AT) na cor amarela indicando que ocorreu a formagéo de Ag-NPs. A cor
amarelada é explicada pela absorgdo da radiacdo eletromagnética devido a
ressonancia com os plasmons de superficie (MELO JR.; SANTOS; GONCALVES,
et.al., 2012).

Figura 2 (a e b):Figura-a -mostra o tubo de falcon com suspensdo amarela e Ag-NPs ao fundo apdés
ultracentrifugagdo. E a figura-b. mostra as nanoparticulas desprendidas do fundo do tubo de falcon
apos exposigdo ao equipamento ultrassénico.

Fonte: préprio autor.

A figura 3 (a, b, b’ e c) ilustram imagens das nanoparticulas obtidas de 3
concentragdes de AT. As quais foram observadas apds ultracentrifugacao.

Na figura 3-a, pode ser observado a dispersédo de Ag-NPs (0,025 mM de AT)
ao fundo do tubo de falcon apés aspiragéo do sobrenadante da primeira lavagem. A
figura 3-b, mostra a suspenséao coloidal da amostra de Ag-NPs (0,25 mM de AT) de
cor marrom escura e a figura3- b’ mostra as Ag-NPs (0,25 mM de AT) ao fundo do

tubo de falcon apés lavagem e ultracentrifugagao. E a figura 3-c mostra nanoparticulas
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de Ag (5,0 mM de AT) visualizadas no fundo dos tubos de falcon apds a segunda
lavagem com o sobrenadante mais claro. As suspensdes foram identificadas como a
(0,025 mM de AT), b (0,25 mM de AT) e ¢ (5,0 mM de AT).

Figura 3 (a, b, b’ e c): Imagens das nanoparticulas de obtidas de 3 concentragbes de AT.
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A.2.2 - Caracterizacado das Ag-NPs (Absorcao Atdmica E Dls)

Espectroscopia de Absorgao Atomica
Em relacao as concentragdes, foram obtidas 55,6 mg/ L para a suspenséo a, 1,8
mg/ L para a suspensao b e 45 mg/ L para a suspenséo c.
Embora tenha sido possivel produzir nanoparticulas, essa quantidade de Ag-
NPs obtida foi considerada insuficiente para outros ensaios e o preparo dos filmes.
Por isso, os filmes foram preparados por meio da aquisicao de NPs comerciais,

conforme descrito na metodologia anteriormente.

Espalhamento dindmico de luz (DLS)

A analise de distribuicdo de tamanho das particulas (DLS) permitiu determinar
o tamanho médio das nanoparticulas sintetizadas no laboratério. Os didametros
encontrados foram: Ag-NP 5,0 = 190 nm; Ag-NP 0,25= 85nm e Ag-NP 0,025 = 150nm,
como exemplificado nos graficos da Figura 4 (A, B e C). Os tamanhos produzidos sao
maiores do que inicialmente pretendiamos obter. Apesar do fato de termos produzido
particulas maiores, ndo se exclui o uso destas particulas. Todavia, a expectativa de
atividade antimicrobiana dessas NPs é menor em comparacédo a nanoparticulas da
ordem de 5 a 10nm, conforme explicado na literatura, quanto menor o tamanho da

particula, maior a area superficial € maior a atividade antimicrobiana.

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

Record 1: Ag-NP 5 0mM 1

a) Distribuicdo média de tamanho das Ag-NPs obtidas com 5,0 mM de acido tanico.
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Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

1000 10000
Size (d.nm)

Record 2: Ag-NP 0,25mM 2

b) Distribuicdo média de tamanho das Ag-NPs obtidas com 0,25 mM de acido tanico.

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

1000 10000
Size (d.nm)

Record 3: Ag-NPs 0.025mM 3

c¢) Distribuigdo média de tamanho das Ag-NPs obtidas com 0,025 mM de acido tanico.

Figura 4: Graficos das distribuicbes de tamanhos das nanoparticulas sintetizadas. a) Ag-NP 5,0, b)
Ag-NP 0,25 e ¢) Ag-NP 0,025.

A.2.3 - Ensaio por Difusdo em Discos (Clsi 2021) para Determinagéo da Atividade
Antibacteriana das AG-NPS

A figura 5 (a e b) mostram triplicatas de discos de papel Whatman n.3
contendo dispersdes coloidais de Ag-NPs em placas de petri preparadas com meio
de Muller Hinton Agar (MHA), onde foi inoculado dois tipos de cepas bacterianas da
espécie Escherichia coli (ATCC 25922) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
deixadas em estufa a 37°C e verificadas apos 24 horas.
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Foi observado a auséncia de halo de inibicdo em torno dos discos de papel
em ambos meios de cultura bacteriana, como pode ser notado nas figuras 3a e 3.b.
a) b)

Figura 5 (a e b): Halo de inibigdo. Auséncia para ambas as cepas bacterianas S. aureus e E. coli.,
respectivamente.

A.3 Discusséo e conclusdes

Embora, tenha sido possivel produzir NPs de prata nos tamanhos de107 nm,
58 nm e 153 nm, nao foi obtido atividade antimicrobiana pelo método disco-difusao.

Isto mostra que nao ocorreu desprendimento de NPs para ter contato com o
meio bacteriano e o objetivo deste trabalho é a producgao de filmes de PU impregnados
e preferencialmente sem difusao.

Neste trabalho, a quantidade produzida de Ag-NPs foi 55,6 mcg/mL, 1,8
mcg/mL e 45 mcg/mL das dispersdes a, b e c, respectivamente. Portanto, essa
concentragao nao foi suficiente para gerar uma atividade antimicrobiana. Portanto,
seria necessaria uma nova sintese para obtermos nanoparticulas numa concentracéo
maior e, desta forma, obtermos uma atividade antimicrobiana. Com essa solugdo mais
concentrada, seria possivel adiciona-las a dispersdao de PU para formar um
revestimento antimicrobiano ap6s a secagem. Logo, se a concentragcao for muito
baixa, ndo havera nanoparticulas suficientes na superficie do filme, para que haja um
contato eficiente com as bactérias e nao havera atividade antimicrobiana.

Desta forma, optou-se por utilizar nanoparticulas comerciais de prata para

produzir os filmes.
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APENDICE B: PROTOCOLO DE DESINFECGAO POR GLUTARALDEIDO

Protocolo adaptado para desinfecgdo de amostras de PUs impregnadas com

Ag-NPs usando glutaraldeido.

Indicacao: desinfecgcao de amostras termossensiveis para o ensaio de MTT.

1. Preparar a amostra de experimento

2. Paramentar-se com equipamentos de protecdo individual (luvas, oculos,
mascara e avental proprios para manipular substancia que produz vapor organico);
3. Preparar o corpo da amostra no tamanho que achar necessario;

4. Separar um recipiente limpo de plastico com tampa, preferencialmente com

tampas herméticas;

5. Rotular o recipiente do glutaraldeido com data e nome do responsavel pela
ativacao;

6. No recipiente da amostra colocar o horario, a data e o nome do manipulador;
7. Colocar no recipiente a quantidade da solugdo de glutaraldeido aquoso (2%

ativado) suficiente para imersao completa das amostras; manter o recipiente fechado
e tampado (preferencialmente com tampas com algas que travam).

v' Para a desinfeccao de alto nivel, manter o material imerso por 30 minutos.

v Manter em lugar e ambiente seguros (sem risco de derramamento) com
ventilacdo adequada e protegido da luz.

v Certifique-se antes da retirada das amostras da solugdo de glutaraldeido que o
ambiente é adequado, area limpa, ventilada ou com ar-condicionado (18° e
22°C) e/ou capela de exaustao, (RDC 15 de 2012 do Ministério da Saude).

v' Paramentar-se com avental ou jaleco de manga comprida, protetor respiratorio
para vapores organicos, oculos de protegao e luvas estéreis.

v' Usar compressas ou gazes estéreis; usar pingas estéreis; usar recipientes
estéreis.

8. Proceder a retirada das amostras de dentro da solugdo de glutaraldeido
utilizando pinga estéril e técnica asséptica;

9. Fazer a retirada das amostras sobre um campo estéril (compressa estéril),
preferencialmente em capela de fluxo laminar;

Para a retirada das amostras do glutaraldeido, utilizar pinca estéril e luvas estéreis;

10. Proceder a lavagem das amostras individualmente com agua estéril;
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No minimo trés lavagens das amostras para a retirada de residuos do glutaraldeido.
11.  Apds lavagem, colocar cada uma delas em um recipiente estéril;
preferencialmente placas de pocos;

12.  Colocar o recipiente com as amostras lavadas em uma estufa para secar a 45°c
por 1 hora;

13. Apds secagem, encaminhar imediatamente ao laboratério para proceder o
ensaio de citotoxicidade.

14. Descarte: Sempre que possivel, os residuos poderdo ser tratados no
laboratério e descartados na rede de esgoto. Residuos aquosos acidos ou basicos,
por exemplo, devem ser neutralizados antes do descarte. Entretanto, deve ser

consultado a legislagao Municipal para fazer o descarte de residuo toxico.
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APENDICE C: PROTOCOLO DE ENSAIO DE CITOTOXICIDADE DAS
AMOSTRAS DE WBPU-1

Protocolo utilizado para avaliar as amostras de WBPU-1 pura e impregnadas

com Ag-NPs, descrito e realizado pela pesquisadora doutora Marina Fontes.

C.1. Avaliacao da Citotoxicidade

Para o ensaio, utilizou-se fibroblastos murino derivados de tecido conjuntivo
(L929) adquiridos da ATCC (American Type Culture Collection), que foram
gentiimente cedidas pelo laboratério da Prof?. Gisele Faria da Faculdade de
Odontologia de Araraquara/UNESP.

Inicialmente, as células foram cultivadas em meio de cultura Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino
(SFB) e antibidticos (penicilina 100 U/mL; estreptomicina 0,1 mg/mL), com posterior
incubagédo em estufa a 37°C e 5% de CO2. Apds 2 repiques consecutivos, iniciou-se
0 ensaio de citotoxicidade, empregando uma concentragdo de 2x10* células/pogo, que
foram incubadas em placa de 96 pocos. A placa foi mantida por 24 h em incubadora,
respeitando os mesmos parametros de temperatura e porcentagem de COz2 descritos
anteriormente.

Paralelamente ao plaqueio das células, foi realizado o preparo dos eluatos da
amostra de PU (material nativo) e das amostras nomeadas de 1 a 5. Para isso, 1 cm?
de cada amostra foi inserido em tubo conico contendo 1 mL de meio DMEM com 10%
de SFB (solugao diluente). Cada amostra foi preparada em triplicata e mantidas em
agitacao por 24 h a 150 rpm a 37°C. Apds o término das 24 h, os eluatos oriundos do
contato dos diferentes materiais com a solugéo diluente foram filtrados em filtro de
seringa de 0.22 micras. Simultaneamente, verificou-se o0 estabelecimento da
monocamada celular, seguindo com a retirada do meio de cultura e a adigdo dos
diferentes eluatos (100 uL/pogo), que foram mantidos em contato com as células por
24 h. Decorrido as 24 h de tratamento, os pocos foram lavados por duas vezes
consecutivas com solugéo salina tamponada. Finalizado essa etapa, 100 yL de MTT
(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide), previamente diluido
na concentragcédo de 1 mg/mL foram adicionados em cada poco. A placa foi novamente

incubada a 37°C, ao abrigo da luz, até a observagao da formagéo dos cristais violeta
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de formazan (3 horas). Finalizado o periodo de incubacdo, o MTT foi retirado dos
pocos e os cristais de formazan formados foram dissolvidos adicionando-se 50 uL de
alcool isopropilico absoluto.

Os valores de absorbancia (Abs) foram obtidos em espectrofotobmetro de
microplacas (SoftMax® Pro 5), com leitura em comprimento de onda a 570 nm. Como
controle de morte celular (controle positivo), as células foram tratadas com DMSO
(Dimetilsulféxido) a 10% e como controle de sobrevivéncia (controle negativo), as
células foram tratadas com DMEM + 10% SFB. O branco consistiu apenas nos
reagentes utilizados em cada etapa do ensaio sem a presenga de monocamada
celular. Os experimentos foram conduzidos em ftriplicata, em trés ensaios
independentes, incluindo os controles (MOSMANN et al., 1983). Com os valores de
Abs, calculou-se a média da porcentagem de viabilidade celular em relagédo ao
controle de sobrevivéncia (100%), conforme apresentado pela equagéo abaixo (norma
ISO 10993-5):

(Abs da amostra — Abs branco)
(Abs do controle de sobrevivéncia — Abs branco)

100

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS DO PROTOCOLO
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MOSMANN, T. Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival: application
to proliferation and cytotoxicity assays. J Immunol Methods, v. 16, p. 55-63, 1983.
doi: 10.1016/0022-1759(83)90303-4.
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APENDICE D: PROTOCOLO DE ENSAIO DE CITOTOXICIDADE DAS
AMOSTRAS DE WBPU-1- e WBPU-2-

Protocolo utilizado para avaliar as amostras de WBPU-1 e WBPU-2 pura e
impregnadas com Ag-NPs, descrito e realizado pelo pesquisador doutorando

Domingos Neto.

D.1 Cultivo Celular

As células HDFa (fibroblasto humano dermal) foram cultivadas em Meio Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM), suplementado com soro fetal bovino (FBS) a 10%
(v/v), antibidticos (penicilina 100 IU/mL; estreptomicina 100 pg/mL) e antifungico
(anfotericina B 1,25 pg/mL), e mantidas em estufa a 37°C com 5% de CO2. Os
experimentos foram conduzidos apenas quando as células atingiram 90% de

confluéncia.

D.2 Avaligdo da viabilidade celular in vitro pelo ensaio de MTT

O método escolhido para avaliar a citotoxicidade do material foi o ensaio de
MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazolium]). Para essa
avaliacao, as células HDFa foram cultivadas na presenca do meio condicionado dos
materiais.

Em uma placa de 24 pogos, foi adicionado 1 mL de meio de cultura DMEM
suplementado aos pocos parcialmente preenchidos com amostras dos materiais. A
placa foi entdo incubada em estufa a 37°C com 5% de CO: por 24 horas ou por 30
dias. Apds esse periodo, os sobrenadantes foram cuidadosamente removidos,
obtendo-se assim o meio condicionado dos materiais.

As células HDFa foram cultivadas em uma placa de 96 pogos (1x10*
células/pogo), em triplicata, na presenga do meio condicionado dos materiais por 24
horas a 37°C. Em seguida, foi adicionado 50 uL/po¢o de uma solugédo de MTT (3- (4,5-
dimetiltiazol-2-yl) -2,5-difenil tetrazolium bromide) a 5 mg/mL, e a placa foi incubada
por 4 horas a 37°C. Apos a redugao do MTT e a solubilizagao dos cristais de formazan
com DMSO, a absorbancia foi medida a 570 nm utilizando o leitor de placa Spectra

Max Gemini XS (Molecular Devices).
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APENDICE E: TESTE DE KRUSKAL-WALLIS DE ADESAO

O teste de adesao das amostras de WBPU2 e WBPUS3 (equivalente a WBPU)
foi realizado no laboratério de microbiologia da Faculdade de Odontologia da
Universidade Estadual Paulista (UNESP). Os dados do teste de ades&o foram

tratados pelo programa Prisma e sdo exibidos nas tabelas abaixo.

ADESAO
Controle de crescimento 7,425969 7,30103 7,522879
Sem tratamento 7,522879 7,30103 7,30103
WBPU2 6,60206 6,425969 6,522879
WBPU2-Ag3.2 4,778151 4,726999 4,778151
WBPU2-Agl.6 4,937852 4,90309 4,90309
WBPU-Ag0.4 5,726999 5,60206 5,669007
WBPU-Ag0.1 6,079181 6,028029 6,054358
WBPU3 6,726999 6,669007 6,60206
WBPU3-Agl.6 5,30103 5,425969 5,30103
WBPU3-Ag0.4 4,425969 4,60206 4,522879
WBPU3-Ag0.1 5,669007 5,726999 5,726999
WBPU3-Ag0.05 5,90309 5,823909 5,937852

Kruskal-Wallis test

P value 0,0003
Exact or approximate P value? Approximate

P value summary e

Do the medians vary signif. (P < 0.05)? Yes

Number of groups 12
Kruskal-Wallis statistic 34,61

Data summary
Number of treatments (columns) 12
Number of values (total) 36

. . Meanrank | o. .. Adjusted
' ?
Dunn's multiple comparisons test diff. Significant? | Summary P Value
Controle de crescimento vs. Sem 0,6667 No ns >0.9999
tratamento
Controle de crescimento vs. WBPU2 7,667 No ns >0.9999
Controle de crescimento vs. WBPU2-Ag3.2 28,83 No ns 0,0524




Controle de crescimento vs. WBPU2-Ag1.6 25,83 No ns 0,1748
Controle de crescimento vs. WBPU-Ag0.4 19 No ns >0.9999
Controle de crescimento vs. WBPU-Ag0.1 10,83 No ns >0.9999
Controle de crescimento vs. WBPU3 5 No ns >0.9999
Controle de crescimento vs. WBPU3-Ag1.6 22,83 No ns 0,5208
/(igg.tzole de crescimento vs. WBPU3- 31,83 Yes . 0,014

Controle de crescimento vs. WBPU3-Ag0.1 17,67 No ns >0.9999
gg(r)l.tggle de crescimento vs. WBPU3- 13,83 No ns >0.9999
Sem tratamento vs. WBPU2 7 No ns >0.9999
Sem tratamento vs. WBPU2-Ag3.2 28,17 No ns 0,0692
Sem tratamento vs. WBPU2-Ag1.6 2517 No ns 0,225

Sem tratamento vs. WBPU-Ag0.4 18,33 No ns >0.9999
Sem tratamento vs. WBPU-AQO0.1 10,17 No ns >0.9999
Sem tratamento vs. WBPU3 4,333 No ns >0.9999
Sem tratamento vs. WBPU3-Ag1.6 22,17 No ns 0,6537
Sem tratamento vs. WBPU3-Ag0.4 31,17 Yes * 0,019

Sem tratamento vs. WBPU3-Ag0.1 17 No ns >0.9999
Sem tratamento vs. WBPU3-Ag0.05 13,17 No ns >0.9999
WBPU2 vs. WBPU2-Ag3.2 21,17 No ns 0,9099
WBPU2 vs. WBPU2-Ag1.6 18,17 No ns >0.9999
WBPU2 vs. WBPU-Ag0.4 11,33 No ns >0.9999
WBPU2 vs. WBPU-AQO0.1 3,167 No ns >0.9999
WBPU2 vs. WBPU3 -2,667 No ns >0.9999
WBPU2 vs. WBPU3-Ag1.6 15,17 No ns >0.9999
WBPU2 vs. WBPU3-Ag0.4 2417 No ns 0,3251

WBPU2 vs. WBPU3-Ag0.1 10 No ns >0.9999
WBPU2 vs. WBPU3-Ag0.05 6,167 No ns >0.9999
WBPU2-Ag3.2 vs. WBPU2-Ag1.6 -3 No ns >0.9999
WBPU2-Ag3.2 vs. WBPU-Ag0.4 -9,833 No ns >0.9999
WBPU2-Ag3.2 vs. WBPU-AQO0. 1 -18 No ns >0.9999
WBPU2-Ag3.2 vs. WBPU3 -23,83 No ns 0,3665
WBPU2-Ag3.2 vs. WBPU3-Ag1.6 -6 No ns >0.9999
WBPU2-Ag3.2 vs. WBPU3-Ag0.4 3 No ns >0.9999

99
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WBPU2-Ag3.2 vs. WBPU3-Ag0.1 -11,17 No ns >0.9999
WBPU2-Ag3.2 vs. WBPU3-Ag0.05 -15 No ns >0.9999
WBPU2-Ag1.6 vs. WBPU-Ag0.4 -6,833 No ns >0.9999
WBPU2-Ag1.6 vs. WBPU-AgO0.1 -15 No ns >0.9999
WBPU2-Ag1.6 vs. WBPU3 -20,83 No ns >0.9999
WBPU2-Ag1.6 vs. WBPU3-Ag1.6 -3 No ns >0.9999
WBPU2-Ag1.6 vs. WBPU3-Ag0.4 6 No ns >0.9999
WBPU2-Ag1.6 vs. WBPU3-Ag0.1 -8,167 No ns >0.9999
WBPU2-Ag1.6 vs. WBPU3-Ag0.05 -12 No ns >0.9999
WBPU-Ag0.4 vs. WBPU-Ag0.1 -8,167 No ns >0.9999
WBPU-Ag0.4 vs. WBPU3 -14 No ns >0.9999
WBPU-Ag0.4 vs. WBPU3-Ag1.6 3,833 No ns >0.9999
WBPU-Ag0.4 vs. WBPU3-Ag0.4 12,83 No ns >0.9999
WBPU-Ag0.4 vs. WBPU3-Ag0.1 -1,333 No ns >0.9999
WBPU-Ag0.4 vs. WBPU3-Ag0.05 -5,167 No ns >0.9999
WBPU-Ag0.1 vs. WBPU3 -5,833 No ns >0.9999
WBPU-Ag0.1 vs. WBPU3-Ag1.6 12 No ns >0.9999
WBPU-Ag0.1 vs. WBPU3-Ag0.4 21 No ns 0,9603
WBPU-Ag0.1 vs. WBPU3-Ag0.1 6,833 No ns >0.9999
WBPU-Ag0.1 vs. WBPU3-Ag0.05 3 No ns >0.9999
WBPU3 vs. WBPU3-Ag1.6 17,83 No ns >0.9999
WBPU3 vs. WBPU3-Ag0.4 26,83 No ns 0,1185
WBPU3 vs. WBPU3-Ag0.1 12,67 No ns >0.9999
WBPU3 vs. WBPU3-Ag0.05 8,833 No ns >0.9999
WBPU3-Ag1.6 vs. WBPU3-Ag0.4 9 No ns >0.9999
WBPU3-Ag1.6 vs. WBPU3-Ag0.1 -5,167 No ns >0.9999
WBPU3-Ag1.6 vs. WBPU3-Ag0.05 -9 No ns >0.9999
WBPU3-Ag0.4 vs. WBPU3-Ag0.1 -14,17 No ns >0.9999
WBPU3-Ag0.4 vs. WBPU3-Ag0.05 -18 No ns >0.9999
WBPU3-Ag0.1 vs. WBPU3-Ag0.05 -3,833 No ns >0.9999
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APENDICE F: TESTE DE KRUSKAL-WALLIS DE BIOFILME

O teste de biofilme das amostras de WBPU2 e WBPU3 (equivalente a WBPU)
foi realizado no laboratério de microbiologia da Faculdade de Odontologia da
Universidade Estadual Paulista (UNESP). Os dados do teste de ades&o foram

tratados pelo programa Prisma e sdo exibidos nas tabelas abaixo.

BIOFILME
Controle de crescimento 8,937852 9 9,079181
Sem tratamento 8,937852 8,970037 8,970037
WBPU2 8,865301 8,823909 8,937852
WBPU2-Ag3.2 4,90309 4,90309 4,865301
WBPU2-Ag1.6 5,669007 5,669007 5,30103
WBPU-Ag0.4 6,30103 6,522879 6,425969
WBPU-Ag0.1 7,102662 7,166331 7,124939
WBPU3 8,30103 8,185637 8,31527
WBPU3-Ag1.6 5,079181 5,079181 5,102662
WBPU3-Ag0.4 5,726999 5,425969 5,522879
WBPU3-Ag0.1 5,865301 5,90309 5,90309
WBPU3-Ag0.05 6,30103 6,30103 5,823909
| BOFLME |
Kruskal-Wallis test
P value 0,0003
Exact or approximate P value? Approximate
P value summary i
Do the medians vary signif. (P <
0.05)? Yes
Number of groups 12
Kruskal-Wallis statistic 34,44
Data summary
Number of treatments (columns) 12
Number of values (total) 36
Mean rank Adjusted
Dunn's multiple comparisons test Significant? | Summary
diff. P Value
Controle de crescimento vs. Sem
1,333 No ns >0.9999
tratamento
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Controle de crescimento vs. WBPU2 5,167 No ns >0.9999
Controle de crescimento vs. WBPU2-

32,17 Yes * 0,0121
Ag3.2
Controle de crescimento vs. WBPU2-

24,83 No ns 0,2553
Ag1.6
Controle de crescimento vs. WBPU-

14,5 No ns >0.9999
Ag0.4
Controle de crescimento vs. WBPU-

11,17 No ns >0.9999
AgO0.1
Controle de crescimento vs. WBPU3 8,167 No ns >0.9999
Controle de crescimento vs. WBPU3-

29,17 Yes * 0,0457
Ag1.6
Controle de crescimento vs. WBPU3-

24,5 No ns 0,2886
Ag0.4
Controle de crescimento vs. WBPU3-

19,17 No ns >0.9999
AgO0.1
Controle de crescimento vs. WBPU3-

17,83 No ns >0.9999
Ag0.05
Sem tratamento vs. WBPU2 3,833 No ns >0.9999
Sem tratamento vs. WBPU2-Ag3.2 30,83 Yes * 0,0221
Sem tratamento vs. WBPU2-Ag1.6 23,5 No ns 0,4135
Sem tratamento vs. WBPU-Ag0.4 13,17 No ns >0.9999
Sem tratamento vs. WBPU-AQO0.1 9,833 No ns >0.9999
Sem tratamento vs. WBPU3 6,833 No ns >0.9999
Sem tratamento vs. WBPU3-Ag1.6 27,83 No ns 0,0795
Sem tratamento vs. WBPU3-Ag0.4 23,17 No ns 0,4648
Sem tratamento vs. WBPU3-AgO0.1 17,83 No ns >0.9999
Sem tratamento vs. WBPU3-Ag0.05 16,5 No ns >0.9999
WBPU2 vs. WBPU2-Ag3.2 27 No ns 0,1112
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WBPU2 vs. WBPU2-Ag1.6 19,67 No ns >0.9999
WBPU2 vs. WBPU-Ag0.4 9,333 No ns >0.9999
WBPU2 vs. WBPU-AQO0.1 6 No ns >0.9999
WBPU2 vs. WBPU3 3 No ns >0.9999
WBPU2 vs. WBPU3-Ag1.6 24 No ns 0,346

WBPU2 vs. WBPU3-Ag0.4 19,33 No ns >0.9999
WBPU2 vs. WBPU3-Ag0.1 14 No ns >0.9999
WBPU2 vs. WBPU3-Ag0.05 12,67 No ns >0.9999
WBPU2-Ag3.2 vs. WBPU2-Ag1.6 -7,333 No ns >0.9999
WBPU2-Ag3.2 vs. WBPU-Ag0.4 -17,67 No ns >0.9999
WBPU2-Ag3.2 vs. WBPU-AQO0. 1 -21 No ns 0,9619
WBPU2-Ag3.2 vs. WBPU3 -24 No ns 0,346

WBPU2-Ag3.2 vs. WBPU3-Ag1.6 -3 No ns >0.9999
WBPU2-Ag3.2 vs. WBPU3-Ag0.4 -7,667 No ns >0.9999
WBPU2-Ag3.2 vs. WBPU3-Ag0.1 -13 No ns >0.9999
WBPU2-Ag3.2 vs. WBPU3-Ag0.05 -14,33 No ns >0.9999
WBPU2-Ag1.6 vs. WBPU-Ag0.4 -10,33 No ns >0.9999
WBPU2-Ag1.6 vs. WBPU-AQO0. 1 -13,67 No ns >0.9999
WBPU2-Ag1.6 vs. WBPU3 -16,67 No ns >0.9999
WBPU2-Ag1.6 vs. WBPU3-Ag1.6 4,333 No ns >0.9999
WBPU2-Ag1.6 vs. WBPU3-Ag0.4 -0,3333 No ns >0.9999
WBPU2-Ag1.6 vs. WBPU3-Ag0.1 -5,667 No ns >0.9999
WBPU2-Ag1.6 vs. WBPU3-Ag0.05 -7 No ns >0.9999
WBPU-Ag0.4 vs. WBPU-Ag0.1 -3,333 No ns >0.9999
WBPU-Ag0.4 vs. WBPU3 -6,333 No ns >0.9999
WBPU-Ag0.4 vs. WBPU3-Ag1.6 14,67 No ns >0.9999
WBPU-Ag0.4 vs. WBPU3-Ag0.4 10 No ns >0.9999




104

WBPU-Ag0.4 vs. WBPU3-Ag0.1 4,667 No ns >0.9999
WBPU-Ag0.4 vs. WBPU3-Ag0.05 3,333 No ns >0.9999
WBPU-Ag0.1 vs. WBPU3 -3 No ns >0.9999
WBPU-Ag0.1 vs. WBPU3-Ag1.6 18 No ns >0.9999
WBPU-Ag0.1 vs. WBPU3-Ag0.4 13,33 No ns >0.9999
WBPU-Ag0.1 vs. WBPU3-Ag0.1 8 No ns >0.9999
WBPU-Ag0.1 vs. WBPU3-Ag0.05 6,667 No ns >0.9999
WBPU3 vs. WBPU3-Ag1.6 21 No ns 0,9619
WBPU3 vs. WBPU3-Ag0.4 16,33 No ns >0.9999
WBPU3 vs. WBPU3-Ag0.1 11 No ns >0.9999
WBPU3 vs. WBPU3-Ag0.05 9,667 No ns >0.9999
WBPU3-Ag1.6 vs. WBPU3-Ag0.4 -4,667 No ns >0.9999
WBPU3-Ag1.6 vs. WBPU3-Ag0.1 -10 No ns >0.9999
WBPU3-Ag1.6 vs. WBPU3-Ag0.05 -11,33 No ns >0.9999
WBPU3-Ag0.4 vs. WBPU3-Ag0.1 -5,333 No ns >0.9999
WBPU3-Ag0.4 vs. WBPU3-Ag0.05 -6,667 No ns >0.9999
WBPU3-Ag0.1 vs. WBPU3-Ag0.05 -1,333 No ns >0.9999




