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Introducio

A busca por materiais poliméricos com propriedades funcionais tem aumentado
devido a necessidade de desenvolver alternativas eficientes e sustentdveis para aplicagdes
biomédicas. Entre os polimeros de interesse, o poli(acido latico) (PLA) e a policaprolactona
(PCL) destacam-se por suas propriedades de biocompatibilidade, biodegradabilidade e
potencial de aplicagdo em diferentes areas da satde (MARTIN et al., 2001; SINHA et al.,
2004). Entretanto, esses materiais nao apresentam necessariamente propriedades
antimicrobianas intrinsecas, o que pode favorecer a adesdo de microrganismos e a formacao
de biofilmes em suas superficies.

Os biofilmes sao comunidades microbianas organizadas e envolvidas por uma matriz
extracelular, capazes de aderir a superficies bidticas e abiodticas. Essa organizagdo pode
aumentar a resisténcia dos microrganismos a condigdes ambientais adversas e a agentes

antimicrobianos, tornando seu controle um desafio relevante para o desenvolvimento e a



aplicagdo de biomateriais (FLEMMING et al., 2016; HALL-STOODLEY; COSTERTON;
STOODLEY, 2004). Dessa forma, a funcionalizacao de superficies poliméricas com agentes
antimicrobianos constitui uma estratégia de interesse para reduzir a colonizagdo microbiana e
ampliar a funcionalidade desses materiais.

As nanoparticulas de prata (AgNPs) apresentam amplo interesse cientifico devido a
sua atividade antimicrobiana contra diferentes grupos de microrganismos. Sua agdo esta
associada a diferentes mecanismos, incluindo interagdes com estruturas celulares, liberagcao de
ions prata e indugcdo de estresse oxidativo (SLAVIN et al., 2017). Sua aplicagdo em
superficies poliméricas representa uma estratégia promissora para o desenvolvimento de
materiais com potencial antimicrobiano e antibiofilme. Entretanto, a avaliacdo da
biocompatibilidade ¢ fundamental para verificar a seguranca desses materiais, especialmente
quando destinados a aplicagdes biomédicas.

A sintese verde de nanoparticulas metélicas tem recebido destaque por utilizar
sistemas biologicos, como extratos vegetais, na redugdo de ions metalicos e na estabilizagao
das particulas formadas. Essa abordagem pode contribuir para a redu¢do do uso de reagentes
potencialmente toxicos e para o desenvolvimento de processos mais sustentaveis (IRAVANI,
2011; MITTAL; CHISTI; BANERJEE, 2013). Nesse contexto, a espécie Plinia cauliflora,
conhecida popularmente como jabuticabeira, apresenta compostos bioativos com potencial
para participar da sintese de nanoparticulas de prata (SILVA et al., 2014).

A aplicacdo de AgNPs sintetizadas por uma abordagem verde no revestimento
superficial de matrizes de PLA e PCL pode associar as propriedades favoraveis desses
polimeros a atividade antimicrobiana das nanoparticulas. Além disso, o revestimento
superficial permite modificar as caracteristicas da superficie dos materiais sem
necessariamente alterar sua estrutura polimérica, representando uma alternativa de interesse
para a funcionalizagdo de biomateriais.

Diante desse contexto, este trabalho teve como objetivo sintetizar nanoparticulas de
prata utilizando extrato aquoso de folhas de Plinia cauliflora e avaliar sua aplicagdo no
revestimento superficial de matrizes de PLA e PCL. Foram investigadas as caracteristicas
fisico-quimicas das nanoparticulas, sua atividade antimicrobiana e a biocompatibilidade dos

materiais funcionalizados. A relevancia do estudo esta relacionada ao desenvolvimento de



superficies poliméricas funcionalizadas por meio da associagdo entre sintese verde,
nanotecnologia e polimeros de interesse biomédico, contribuindo para a busca de alternativas

destinadas ao controle da colonizagdo microbiana em biomateriais.

Material e Métodos

As folhas de Plinia cauliflora foram coletadas, lavadas com &gua corrente e
deionizada, secas em estufa a 35 °C por aproximadamente 30 h e trituradas. O extrato aquoso
foi obtido utilizando-se 3 g do material vegetal em 100 mL de dgua, sob aquecimento a
aproximadamente 80 °C por 20 min. Para a sintese verde das nanoparticulas de prata
(AgNPs), foram avaliadas 12 condi¢des experimentais, variando-se a concentragdo de
AgNOs, a propor¢do entre o extrato vegetal e o precursor metalico e o pH do extrato. As
reacdes foram conduzidas a aproximadamente 70 °C, sob agitacdo lenta, durante 40 min. A
condi¢do de sintese foi selecionada por espectrofotometria UV-Vis e reproduzida em maior
escala. As AgNPs foram purificadas por centrifugagao a 14.000 x g durante 15 min, com duas
etapas de lavagem em 4dgua deionizada, posteriormente liofilizadas e ressuspensas em agua
deionizada. A caracterizagdo fisico-quimica incluiu a determinagdo do tamanho
hidrodinamico e do potencial zeta.

A atividade antimicrobiana das AgNPs foi avaliada pela determinacdo da
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) pelo método de microdilui¢do em caldo, utilizando
placas estéreis de 96 pocos. Foram avaliadas concentracdes de 0,78125 a 200 pg-mL™ frente
a Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus epidermidis (isolado clinico do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre) e Escherichia coli ATCC 25922. Apos incubagao por
24 h, a viabilidade microbiana foi avaliada utilizando resazurina a 0,01% como indicador
colorimétrico.

A biocompatibilidade das AgNPs foi avaliada in vitro utilizando fibroblastos MRC-5.

O efeito das nanoparticulas sobre a viabilidade celular foi quantificado pelo ensaio de MTT



apds exposicdo a concentragdes de 0,1 a 100 pg-mL™ durante 48 h. A avaliagdo foi
complementada pelos ensaios de DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) e ensaio vivo/morto com
Fluoresceina Diacetato e lodeto de Propidio.

Para a produgdo das matrizes poliméricas, pellets de PLA e PCL foram solubilizados
em diclorometano e submetidos a evaporacdo do solvente, formando os filmes. Os filmes
foram revestidos superficialmente com formulacdes contendo quitosana, dgua ¢ AgNPs nas
concentragoes de 0,25%, 0,5% e 1%, aplicadas nas duas faces dos materiais. Foram utilizados
filmes sem revestimento e filmes contendo apenas quitosana como controles.

A biocompatibilidade dos filmes foi avaliada in vitro utilizando fibroblastos MRC-5
pelo método indireto, conforme a norma ISO 10993-5. Os filmes foram incubados em meio
de cultura por 72 h, e o meio condicionado foi posteriormente utilizado para o tratamento
celular por 48 h. A viabilidade e a morfologia celular foram avaliadas pelos ensaios de MTT e
ensaio morto/vivo.

A atividade antibiofilme dos filmes revestidos encontra-se em andamento e sera

avaliada por ensaios microbioldgicos especificos.
Resultados e Discussiao

A andlise das 12 condi¢des experimentais demonstrou diferengas entre os sistemas
avaliados (Figura 1). Os espectros apresentaram bandas de absor¢do entre 400—450 nm,
associadas a ressonancia plasmodnica de superficie das AgNPs. A intensidade variou conforme
as condicdes de sintese, sendo a amostra 5 (AgNOs 1,0 mmol-L!, proporcao extrato:AgNOs
1:5 e pH 9) a de maior absorbancia (28,7 apos corre¢do pelo fator de diluicao), selecionada

como condi¢do otimizada.



Figura 1: Espectros de absor¢ao UV-Vis das amostras obtidas nas diferentes condi¢des de

sintese de nanoparticulas de prata.

Amostras 1-3: AgNOs 1,0 mM, pH 9 e propor¢des extrato:AgNOs de 1:2, 1:5 e 1:10,
respectivamente; amostras 4-6: AgNOs 1,0 mM, pH 10 e proporgdes de 1:2, 1:5 e 1:10,
respectivamente; amostras 7-9: AgNOs 2,5 mM, pH 9 e proporgdes de 1:2, 1:5 e 1:10,
respectivamente; amostras 10-12: AgNOs; 2,5 mM, pH 10 e propor¢des de 1:2, 1:5 e 1:10,
respectivamente.

Fonte: o autor (2026)

ApoOs ampliagdo de escala, purificagao e liofilizacdo, a ressuspensdo do material
manteve a banda caracteristica no UV-Vis, indicando preservacdo das propriedades Opticas

das AgNPs (Figura 2).



Figura 2: Espectro de absor¢ao UV-Vis das AgNPs apos liofilizagao e ressuspensao.

Name:

0,150

0,100

\\\‘\\

0,050

0,000
3000 3500 2000 50,0

500,0 B50,0 5000 650,0 700,0
Wavelength(nm)

Fonte: o autor (2026)

O tamanho hidrodinamico médio foi de 841 + 143 nm (Figura 3), enquanto o potencial
Zeta foi de —33 = 3 mV (Figura 4). O tamanho elevado sugere a presenga de agregados na

suspensdo, embora a carga superficial indique estabilidade eletrostatica.

Figura 3: Tamanho hidrodinamico das AgNPs.
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Figura 4: Potencial Zeta das AgNPs.
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A atividade antimicrobiana apresentou comportamento dependente do microrganismo.
As AgNPs apresentaram Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) de 100 pg-mL™ para
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus epidermidis (isolado clinico do Hospital
de Clinicas de Porto Alegre), enquanto Escherichia coli ATCC 25922 apresentou CIM de 50
ng-mL™" (Figuras 5 e 6). Assim, a bactéria Gram-negativa avaliada apresentou maior
sensibilidade ao nanomaterial nas condi¢des testadas. A diferenga observada pode estar
relacionada as caracteristicas estruturais distintas dos envelopes celulares bacterianos, que
influenciam a interacdo com as nanoparticulas e a disponibilidade de seus mecanismos de
acdo. A inibigdo observada nas trés espécies demonstra que as AgNPs apresentaram atividade

antimicrobiana frente aos diferentes microrganismos avaliados.



Figuras 5 e 6: Placas de microdilui¢do apos a revelagao com resazurina, evidenciando o
crescimento bacteriano e a determinagdo da concentragdo inibitoéria minima (CIM) das

nanoparticulas de prata frente as cepas avaliadas.

Fonte: o autor (2026)

No ensaio de viabilidade celular, as AgNPs foram avaliadas em fibroblastos MRC-5
por meio do ensaio MTT, nas concentragdes de 0,1 a 100 ug-mL™" ap6s 48 h de exposi¢ao
(Figura 7). A viabilidade celular permaneceu semelhante a do controle na maior parte das
concentragdes avaliadas (p > 0,2). Na concentracdo de 100 pg-mL™, observou-se viabilidade
de 70 + 6% em relagdo ao controle (100%), sem diferenca estatisticamente significativa. Esse
resultado indica uma tendéncia de reducdo da atividade metabolica na maior concentragao

avaliada, sem evidéncia de citotoxicidade nas condi¢des experimentais.



Figura 7: Resultados do ensaio MTT para avaliagdo da viabilidade, comparando o grupo
controle (pogos sem nanoparticulas) e nanoparticulas de prata em diferentes concentragdes
(0,1 a 100 pg/mL) ap6s 48 horas de tratamento. Os dados sdo expressos como média + desvio

padrao da porcentagem do controle.

Fonte: o autor (2026)

As andlises por DAPI e ensaio morto/vivo foram empregadas como técnicas
complementares ao ensaio de MTT para a avaliagdo da biocompatibilidade das AgNPs
(Figura 8). A coloragdo por DAPI permitiu analisar a morfologia e a integridade nuclear dos
fibroblastos MRC-5, enquanto o ensaio morto/vivo possibilitou a distingdo entre células
vidveis (verde) e nao vidveis (vermelho). Em conjunto, os resultados confirmaram a

manuten¢ao da viabilidade celular apds a exposicao as AgNPs nas concentragdes avaliadas.



Figura 8: Imagens representativas dos ensaios morto/vivo e DAPI das AgNPs

(a) controle positivo de morte celular; (b) controle negativo (células ndo tratadas); (c—f)
fibroblastos MRC-5 expostos a nanoparticulas de prata (AgNPs) nas concentracdes de 0,1, 10,
20 e 100 pg/mL, respectivamente.

Fonte: o autor (2026)

Em conjunto, os resultados obtidos demonstram que as AgNPs apresentaram atividade
antimicrobiana frente as trés espécies avaliadas e ndo causaram redugdo estatisticamente
significativa da viabilidade de fibroblastos MRC-5 nas condic¢des testadas. Esses resultados
sustentaram a continuidade do estudo com a aplicacdo das AgNPs em filmes de PLA e PCL.
Os filmes foram produzidos e revestidos com quitosana e AgNPs nas concentragdes de
0,25%, 0,5% e 1%, além dos controles sem revestimento e contendo apenas quitosana.

A biocompatibilidade dos filmes foi avaliada pelo ensaio de MTT utilizando
fibroblastos MRC-5 (Figura 9). O TCP (pocos contendo apenas células) foi considerado como
100% de viabilidade celular. Os filmes foram avaliados em diferentes concentracdes de
nanoparticulas de prata; entretanto, apenas os resultados da maior concentragdo testada (1%)
sdo apresentados, por representar a condi¢do mais critica para avaliagdo da citotoxicidade.
Mesmo nessa condi¢do, todos os filmes apresentaram viabilidade celular superior a 70%, em

conformidade com a ISO 10993-5, indicando auséncia de citotoxicidade. O controle positivo



(luva) apresentou a menor viabilidade celular (63 £ 12% ), enquanto o controle negativo (Ti)

apresentou comportamento semelhante ao dos filmes.

Figura 9: Viabilidade celular de fibroblastos MRC-5 determinada pelo ensaio de MTT apos 48
h de exposi¢cdo aos extratos dos filmes de PLA e PCL, revestidos ou ndo com quitosana e 1%
de AgNPs. O TCP foi utilizado como controle de células (100%), a luva como controle
positivo de citotoxicidade e o titdnio (Ti) como controle negativo. Os dados s3o expressos

como média + desvio padrdo da porcentagem de viabilidade em relag@o ao controle (TCP).
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Fonte: o autor (2026)

Além do MTT, foi realizado o ensaio morto/vivo para uma avaliagdo qualitativa da
viabilidade celular. As imagens mostram predomindncia de células vivas (verde) e baixa
quantidade de células mortas (vermelho) em todos os filmes, inclusive aqueles revestidos com
quitosana e 1% de AgNPs (Figuras 10 e 11). Esse resultado confirma o ensaio de MTT,

demonstrando que os revestimentos ndo comprometeram a biocompatibilidade dos materiais.



Figura 10: Imagens representativas do ensaio morto/vivo dos filmes de PCL

(a) controle positivo de morte celular; (b) filme de PCL sem revestimento (0%); (c) filme de
PCL revestido com quitosana; (d) filme de PCL revestido com quitosana contendo 0,25% de
AgNPs; (e) filme de PCL revestido com quitosana contendo 0,5% de AgNPs; (f) filme de
PCL revestido com quitosana contendo 1% de AgNPs.

Figura 11: Imagens representativas do ensaio morto/vivo dos filmes de PLA

(a) controle positivo de morte celular; (b) filme de PLA sem revestimento (0%); (c) filme de

PLA revestido com quitosana; (d) filme de PLA revestido com quitosana contendo 0,25% de



AgNPs; (e) filme de PLA revestido com quitosana contendo 0,5% de AgNPs; (f) filme de
PLA revestido com quitosana contendo 1% de AgNPs.

Os ensaios de atividade antibiofilme encontram-se em andamento, de modo que os

resultados dessas etapas serdo adicionados posteriormente.
Conclusoes

Os resultados obtidos demonstram a viabilidade da sintese verde de nanoparticulas de
prata utilizando extrato aquoso de folhas de Plinia cauliflora e confirmam o potencial
antimicrobiano do nanomaterial obtido. A atividade observada frente as bactérias avaliadas,
associada a auséncia de reducdo estatisticamente significativa da viabilidade de fibroblastos
MRC-5 nas condi¢des testadas, demonstra um perfil promissor para a aplicacdo das AgNPs
em revestimentos poliméricos. Além disso, os filmes de PLA e PCL revestidos com quitosana
e nanoparticulas de prata apresentaram viabilidade celular superior a 70%, atendendo aos
critérios estabelecidos pela ISO 10993-5 para materiais ndo citotdxicos, evidenciando que o
revestimento desenvolvido nao comprometeu a biocompatibilidade dos biomateriais. A
associacao das nanoparticulas com quitosana e matrizes de PLA e PCL constitui, portanto,
uma estratégia promissora para o desenvolvimento de superficies capazes de controlar a
colonizagdo microbiana sem comprometer a compatibilidade celular. Considerando a
atividade antimicrobiana observada para as AgNPs e sua aplicagdo superficial nos filmes, os
resultados obtidos sustentam a hipotese de que os materiais desenvolvidos possam apresentar
atividade antibiofilme. A confirmag¢do dessa propriedade seré realizada por meio dos ensaios
microbioldgicos em andamento. A andlise conjunta da atividade antibiofilme e da
biocompatibilidade dos filmes permitira avaliar o desempenho biologico do material final e

seu potencial de aplicagao.
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