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RESUMO

Recentemente, a nanotecnologia na medicina € um campo novo e empolgante e tem sido vista com um
potencial grande no tratamento de doencas, permitindo desenvolver estratégias mais eficientes e eficazes
nasinfecOes bacterianas. Os zedlitos como estruturas de dimensdes muito reduzidas tém sido estudados
recentemente como meios de transporte/libertacao de agentes antimicrobianos, como por exemploides
metalicos ou antibidticos.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana de antibidticos encapsulados em
zedlitos, comparando os valores obtidos para as concentragdes minimas inibitorias, MIC (do inglés
minimum inhibitory concentration) dos antibidticos com os valores de MIC dos sistemas zeoliticos
preparados com os mesmos antibidticos. Foram utilizados dois antibidticos com modos de agdo diferente
- Tetraciclina (TC) e Penicilina G (PG). Estes dois antibioticos foram encapsulados em dois zedlitos
diferentes, o zedlito NaY e o zedlito ZSM5, formando assim cinco sistemas distintos: TC@NaY, TC::@Nay,
TC@ZSM5, PG@NaY ePG@ZSM5.

Os sistemas preparados foram caracterizados por Analise Termogravimétrica (TGA), Isotérmicas de
adsorcao N, Espetroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), Microscopia
eletronica de varrimento (SEM) e Espetroscopia de UV/Visivel. Concluiu-se que os sistemas que
utilizavam o zedlito NaY eram capazes de encapsular maior quantidade de antibidtico que os sistemas
com o zedlito ZSM5 e, quando se realizou a encapsulagdo em meio acido com o NaY, verificou-se uma
maior retencdo do antibidtico TC.

A atividade antibacteriana dos sistemas atras referidos, bem como dos zedlitos e dos antibidticos, foi
avaliada contra microrganismos Gram-positivos - Staphylococcus aureus sensivel a Meticilina (MSSA, do
inglés Methicillin-sensitive Staphylococcus aureus), Staphylococcus aureus resistente a Meticilina (MRSA,
do inglés Methicillin-resistant Staphylococcus aureus) e Propionibacterium acnes (P. acnes), e
microrganismos Gram-Negativos, Escherichia coli (E. coli) e Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa).
Constatou-se haver uma maior resisténcia de MRSA e de P. aeruginosa aos antibidticos do que dos
restantes microrganismos. Apesar dos sistemas exibirem atividade, os valores de MIC obtidos para 0s
sistemas foram superiores aos valores de MIC dos antibidticos isolados.

PALAVRAS-CHAVE

Zeolitos, Antibidticos, Atividade antimicrobiana, bactérias multirresistentes.
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ABSTRACT

Recently, nanotechnology in medicine is a new and exciting field and has been seen with great potential
for treating diseases effectively, developing more efficient strategies for bacterial infections. Zeolites as
very small pore structures have recently been studied as means of transporting/releasing antimicrobial
agents such metal ions and antibiotics.

The objective of this work was to evaluate the antimicrobial activity of encapsulated antibiotics in zeolites
by comparing the values obtained from the minimum inhibitory concentration (MIC) with the MIC values
of the systems prepared with the same antibiotics. Two antibiotics with different modes of action were
used, Tetracycline (TC) and Penicillin G (PG). These two antibiotics were encapsulated in two different
zeolites, the NaY zeolite and the ZSM5 zeolite, thus forming five distinct systems: TC @ NaY, TCs:@ NaY,
TC@ZSM5, PG @ NaY and PG @ ZSM5. The prepared systems were characterized by Thermogravimetric
Analysis (TGA), N. Adsorption Isotherms, Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR), Scanning
Electron Microscopy (SEM) and UV/Visible Spectroscopy. It was concluded that systems using NaY zeolite
were able to encapsulate more antibiotic than systems with ZSM5 zeolite, and when encapsulating in
acid medium with NaY, there was a more retention of TC antibiotic.

The antimicrobial activity of the systems, as the zeolites and antibiotics, was evaluated against Gram-
positive microorganisms Methicillin-sensitive Staphylococcus aureus (MSSA), Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) and Propionibacterium acnes (P. acnes), and Gram-negative
microorganisms, Escherichia coli (E. coli) and Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa). A higher
resistance of MRSA and P. aeruginosa to antibiotics was concluded than the other microorganisms.
Although the systems exhibited activity, the MIC values obtained for the systems were higher than the
MIC values of the antibioticsalone.

KEYWORDS

Zeolites, Antibiotics, Antimicrobial Activity, Multiresistant Bacteria.
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CAPITULO 1 - REVISAO

BIBLIOGRAFICA



- RevisAo BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo, todos os conceitos tedricos necessarios para uma compreensao do trabalho serdo
explicados com base nas informacdes disponiveis na literatura. Os antibidticos e as resisténcias ao seu
modo de acdo serdo descritos. Serdo abordados os zedlitos como estruturas cristalinas para a
encapsulacdo dos antibidticos enquanto sistemas de transporte de medicamentos. Serdo apresentados
0s conceitos gerais de zedlitos e suas aplicagdes, com mais énfase no tipo de estrutura faujasite e MFI,
estruturas especificas dos zedlitos selecionados, no presente trabalho, como hospedeiros para os

sistemas de transporte de medicamentos.

1.1- Antibioticos

As doencas infeciosas tém afetado a humanidade desde os seus primdrdios. A descoberta de antibioticos
gerou um otimismo em relagdo ao combate as infegdes, trazendo esperanca na erradicagdo e prevengao
das mesmas (Kapoor etal., 2017). O aparecimento dos antibidticos foi visto como um avango crucial na
primeira metade do século 20, pela sua eficacia no tratamento de infe¢des provocadas por bactérias.
Antes da descoberta e desenvolvimento dos antibidticos, produtos naturais como cogumelos e leveduras
de cerveja eram utilizados para o tratamento de infe¢des. Depois comegaram a isolar-se compostos
produzidos por microrganismos, utilizados pelos proprios para a sua sobrevivéncia, e que revelaram
propriedades benéficas para o tratamento de infecdes. O primeiro antibidtico a ser descoberto foi a
penicilina, por Alexander Fleming (Mohr, 2012). A partir dessa descoberta iniciou-se a era dos
antibidticos. A penicilina comegou a ser produzida industrialmente. A penicilina comegou também a ser
modificada com a adicdo de compostos a molécula, fazendo com que surgissem assim os antibidticos
sintéticos com uma eficacia superior aos antibidticos naturais. (Mohr, 2012; Nicolaou & Rigol, 2018)
Com o seu rapido desenvolvimento, os antibidticos proporcionaram uma arma mais eficaz contra as
infegOes bacterianas, causando poucos efeitos secundarios no paciente (Zamanetal., 2017).

Os antibioticos podem ser divididos em relacdo ao seu modo de acdo sobre as bactérias: antibidticos
queinibemasintese da parede celular, antibioticos que atuam nasintese do cido nucleico e por fim
antibidticos que interferem com a sintese de proteinas (Kapooretal., 2017). Dentro dos antibioticos que
inibem asintese da parede celular, existem antibidticos que atuam em diferentes modos. Os antibidticos
Beta-lactams tém como principal alvo as PBP’s (do inglés penicillin binding proteins) levando a que ndo

existaaformacao de novas moléculas peptidoglicano levando a lise da bactéria enquanto existem outros



antibidticos que atuam sobre a membrana celular. Relativamente aos antibidticos que interferem coma
sintese dos acidos nucleicos, existem antibidticos que atuam sobre a RNA (do inglés, ribonucleic acid)
polimerase, assim como antibidticos que interferem na DNA (do inglés, deoxyribonucleic acid) girase
impedindo que a mesma introduza superenrolamentos negativos na molécula de DNA. Quanto aos
antibidticos que atuam sobre a sintese proteica, alguns atuam sobre as subunidades 50S e outros ao
nivel das subunidades 30S dos ribossomas, em ambos os casos causam erros de leitura da sequéncia
causando uma interrupgao prematura da traducao do RNA mensageiro (Kapoor etal., 2017). Na Tabela

1, apresentam-se 0s varios mecanismos de acao dos antibidticos assim como alguns exemplos.

Tabela 1 - Tipos de mecanismos de acdo dos antibioticos, alvo celular e alguns exemplos.

Mecanismo de Acao Alvo Celular Antibidtico
Penicilina
) Beta-lactams o
Sintese da parede celular Polimixinas
Membrana celular Polimixinas
RNA Polimerase Rifanpicinia
Sintese do acido nucleico DNA Girase Quinolones
Sintese do Folato Sulfonamidas
Subunidade 50S Clindamicina

Sintese de proteinas

Subunidade 30S Tetraciclina

Antibidticos como a Penicilina G e a Tetraciclina sdo geralmente utilizados para o combate de infecdes e
doencas associadas a estes microrganismos. Neste trabalho utilizaram-se estes dois antibidticos para

preparar sistemas de transporte de medicamentos.

1.1.1- Penicilina G

Um dos mais antigos e mais estudados antibidticos € a Penicilina. Este antibidtico foi descoberto por
Alexander Fleming noinicio do Século XX. Fleming evidenciou que o fungo Penicillium notatum produzia
uma substancia capaz de inibir o crescimento de S. aureus. Apesar de ter sido descoberta em 1928,
apenas apos a segunda guerra mundial é que foi introduzida no mercado (Gaynes, 2017; Miller, 2002;
Nathwani & Wood, 1993). A substancia produzida por Penicillium notatum era constituida por uma

mistura de varios tipos de Penicilina, como o tipo F, K, X & G. Este Ultimo tipo de Penicilina, Penicilina G



(PG) é o composto mais ativo dos produzidos pelo fungo e é também conhecido como Benzilpenicilina
(CisH:1sKN-Q.S) (Figura 1) (Nathwani & Wood, 1993).
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Figura 1 - Estrutura Quimica da Benzilpenicilina (PG). A Benzilpenicilina (CisH:sKN-0.S) tem massa molar
372,48 g/mol (adaptado do siteDrugbank).

0 aparecimento deste farmaco foi considerado como o grande impulsionador da evolugdo da Ciéncia
Farmacéutica no século XX (Gaynes, 2017; Miller, 2002). As penicilinas estdo divididas em cinco
categorias: aspenicilinas naturais, penicilinas resistentes a penicilinase, aminopenicilinas, penicilinas de
espetro alargado e combinagbes de inibidores de B-lactamase e aminopenicilinas (Doi & Chambers,
2014; Miller, 2002). As penicilinas resistentes a penicilinase sao penicilinas produzidas sinteticamente,
onde a molécula de penicilina é modificada com a adicdo de uma cadeia lateral que previne a
penicilinase, produzida por exemplo por microrganismos do género Staphylococcus, de se ligar a
molécula de penicilina e quebrar o anel beta-lactam (Miller, 2002). As aminopenicilinas sdo o grupo de
penicilinas que comecaram a ter atividade contra bactérias Gram-negativas. Estas penicilinas tem um
grupo amino adicionado a Benzilpenicilina, o que produz a Ampicilina (Miller, 2002). As penicilinas de
espetro alargado sdo moléculas de ampicilinas modificadas e sdo geralmente utilizadas para combater
infecOes de P. aeruginosa (Miller, 2002). O Ultimo grupo, as combinagdes de inibidores B-lactamase e
as aminopenicilinas atuam de duas formas distintas, através da ligacdo do local ativo da enzima B-
lactamase prevenindo que o anel B-lactam se ligue, ou aumentando a afinidade das PBP da bactéria
para a molécula de penicilina facilitando assim a destruicdo da parede celular (Doi & Chambers, 2014;
Miller, 2002).

A PG tem uma acao eficaz contra um grande espetro de microrganismos sendo altamente ativo contra
bactérias Gram-positivas (Doi & Chambers, 2014; Nathwani & Wood, 1993). Nos seres humanos, este

farmaco pode ser administrado intravenosamente ou através de injeces intramusculares (Doi &



Chambers, 2014; Nathwani & Wood, 1993), sendo usado pra infecdes da garganta, de ouvido, infecoes
intestinais assim como meningite e pneumonia.

A PG é bastante eficaz contra patogénicos Gram-positivos devido ao seu mecanismo de acdo: a inibicao
da sintese da parede celular (Doi & Chambers, 2014; Yocum, Rasmussen, & Strominger, 1980)
composta por peptidoglicano. O peptidoglicano é composto por um mondmero dissacarideo de N-
acetilglucosamina (NAG) e acido N-acetilmuranico (NAM) (Doi & Chambers, 2014). Esta inibi¢do ocorre
quando a PG se liga as enzimas que produzem as proteinas PBP (Figura 2), impedindo a sua producao,
0 que leva a que a parede celular sofra a a¢ao de enzimas autoliticas causando a lise da bactéria (Miller,
2002).
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Figura 2 - Mecanismo de a¢ao da Penicilina G. A presenca da PG na parede celular das bactérias faz

com que as PBP ndo catalisem a formacdo de ligagdes entre os péptidos. A PG forma uma ligacdo

covalenteirreversivel com a enzima (Imagem adaptada de Lobanovska &Pilla, 2017).

Apesar da PG ser eficaz contra certos microrganismos, a sua elevada utilizacao quer em estudos quer
como farmaco para o tratamento de infecdes, induziu o aparecimento de resisténcia a este antibidtico.
Surgiram estirpes de varios microrganismos mais resistentes a PG através da producdo de penicilinases
(Lobanovska & Pilla, 2017). Outro dos problemas que surgiu com 0 aumento da utilizacao da PG foi 0

aparecimento de reacdes alérgicas e respostas hipersensiveis por parte dos pacientes (Miller, 2002).



1.1.2- Tetraciclina

Um dos antibioticos utilizados para o combate a infecdes de microrganismos Gram-negativos € a
Tetraciclina (TC) (Figura 3). Este antibiotico surgiu nos anos 40 do século passado, tem um elevado
espetro de acdo e é bastante utilizado para tratar infecdes nos seres humanos e em animais (Following
& Therapy, 2001; Nelson & Levy, 2011). ATC é também utilizada no sector agricola para eliminar
microrganismos que possam perturbar o natural crescimento das culturas (Daghrir & Drogui, 2013).

Uma das grandes vantagens deste antibidtico reside no seu reduzido custo de produgdo, tornando esta

classe de antibidticos uma das mais acessiveis financeiramente (Daghrir & Drogui, 2013).

Figura 3 - Estrutura Quimica da Tetraciclina (TC). A Tetraciclina (CzHN.Os) tem massa molar 444,43

g/mol (adaptado de Drugbank).

ATC é amplamente utilizada na medicina veterinaria para tratar infegdes gastrointestinais, respiratorias
e de pele provocadas por bactérias. No ser humano, é mais utilizada para tratamento de infecdes
respiratorias comoa pneumonia, mas na Gltima década temsido verificado um aumento da sua utilizagdo

para 0 combate da malaria (Daghrir & Drogui, 2013; Following & Therapy, 2001).

ATC é responsavel pela inibicdo da sintese proteica das bactérias. O antibidtico previne a associacdo do
aminoacil-tRNA com o local A do ribossoma bacteriano (Figura 4) (Following & Therapy, 2001; Speer,
Shoemaker, & Salyers, 1992).
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Figura4 - Mecanismo deagao datetraciclina. A presenca da TCdentro da célulabacterianaimpedea
ligacao do tRNA aminoacil com o ribossoma bacteriano (adaptado do site (*"Mechanism of Action -

Tetracycline”)).

Com o aumento da utilizagdo da TC, os microrganismos comegaram a adquirir resisténcia a este
antibiotico. Esta resisténcia deve-se a aquisicao genética dos genes tet (Following & Therapy, 2001). A
resisténcia a TC pode surgir através de diferentes mecanismos como o efluxo de TC, protegao do local
de ligacdo da tetraciclina com a ligacdo de proteinas citoplasmaticas especificas ao ribossoma e através

da producao de enzimas inibidoras de TC, Figura 5 (Lietal., 2013; Speeretal., 1992).



Modificacao Tetraciclina

Protec&o do Ribossoma

Figura 5 - Mecanismos de resisténcia a Tetraciclina. A) Bactérias adquirem um gene resistente que faz
comqueacélularetire TCdeformamaisrapidadoqueas moléculas de TCqueentram paraointerior
da célula; B) ATC é modificada para uma forma inativada que faz com que a molécula seja retirada do
interior da célula livremente; C) As bactérias adquirem um gene resistente que faz com que o0s
ribossomas continuem a sintese proteica mesmo na presenca de altas concentragdes de TC no interior

da célula. Imagem adaptada de Speer et al., 1992).

Com o aumento da utilizacdo de antibidticos, comecaram a surgir complicacdes nos pacientes. Os
antibidticos comegaram a ser menos eficazes contra as bactérias responsaveis pelas infecdes, devido a
estas comecarem a adquirir resisténcia aos farmacos (Aslam et al., 2018; Goleman, 2019; Mckee,
2019). Estas resisténcias que os microrganismos comegaram a adquirir, € que podem surgir
naturalmente nos microrganismos mas de um modo muito mais lento, deveu-se a varios fatores como,
por exemplo, a facilidade de acesso aos farmacos nos paises conhecidos como desenvolvidos, assim
como mas condicdes higiénicas que permitem a transmissao das estirpes resistentes com maior
facilidade ou auséncia de fundos disponiveis para o desenvolvimento da eficacia dos farmacos (Aslam et

al., 2018). Ama utilizacdo dos antibioticos, interrupcdo do tratamento antes da data prevista pelo
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médico, assim como 0 abuso da utilizagdo dos mesmos levou a que algumas infecdes como pneumonia,
tuberculose e gonorreia, algumas até consideradas erradicadas, sejam cada vez mais dificeis de tratar
e, em alguns casos até, causar a morte do paciente (World Health Organization, 2018).

A Organizacao Mundial de Saude (OMS) acredita que a resisténcia a antibidticos pode ser atenuada se
existir um comportamento correto dos diversos setores da sociedade. A populagao deve utilizar os
antibidticos de forma correta para tratar as infe¢des, apenas como e quando prescritos por entidades
médicas adequadas. A industria farmacéutica - apesar de ter atravessado uma era dourada durante os
anos 1930 e 1960, onde existiu uma grande evolucao no desenvolvimento de uma vasta quantidade e
diversidade de antibidticos - devia voltar a investir os seus recursos no desenvolvimento de novos
antibidticos e vacinas, assim como em novos métodos de diagnostico (Aslam et al., 2018; World Health
Organization, 2018). A resisténcia das bactérias aos antibidticos tem sido um desafio para os cientistas
no sentido de desenvolver novas estratégias para colmatar este problema.

As bactérias sdo divididas em dois grupos, as bactérias Gram-positivas e as bactérias Gram-negativas

(Figura 6) tendo em conta a estrutura da sua parede celular.
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Membrana
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Periplasmatico

Peptidoglicano

Membrana

Plasmatica
Espaco
Periplasmatico

Peptidoglicano

Membrana
Externa

Gram-Negativa

Figura 6 - Estrutura da parede celular das bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Imagem adaptada
de Kapoor et al., 2017).

A principal distincdo entre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas esta As bactérias Gram-positivas

possuem uma camada mais espessa de peptidoglicano na sua parede celular, externamente asua



membrana plasmatica, comparativamente as bactérias Gram-negativas. No entanto, estas obtém uma
protecdo extra em relacdo as bactérias Gram-positivas devido a presenca, nasua parede celular, de uma
membrana externa composta por lipidos, proteinas e polissacarideos (Moon, 2019).
Staphylococcus aureus (S. aureus) e Propionibacterium acnes (P. acnes) sao exemplos de bactérias
Gram-positivaseforam utilizadas no presentetrabalho. S. aureus é amplamente conhecido por provocar
infegdes em humanos assim como em animais. As infeces provocadas em animais, principalmente
animais de consumo alimentar, fazem com que 0s microrganismos sejam transmitidos para os seres
humanos independentemente do grupo etario (Matynia, et al., 2005; Rubin, et al., 2011). Este
microrganismo & um patogénico oportunista com um complexo grau de viruléncia. Grande parte das
doencas provocadas por S. aureus sao provocadas por toxinas, e a vida de contaminagao mais comum
da-se pelaingestdo de comida contaminada (Foster & Geoghegan, 2015; Lowy, 1998). As infegdes por
S. aureus estdo geralmente associadas a problemas de pele, respiratdrios e a problemas na constituicdo
0sseado hospedeiro (Lowy, 1998). Atualmente conhecem-se estirpes desta bactéria resistentes a varios
antibioticos sendo a mais conhecida Staphylococcus aureus resistente a meticilina (vulgarmente
conhecido como MRSA, do inglés Methicilin-Resistant Staphylococcus aureus) (Knox, etal., 2015).
Um dos antibidticos amplamente utilizado para estas infe¢des € a penicilina. Apesar dos antibioticos
derivados da penicilina serem bastante eficazes no tratamento de infecdes provocadas por S aureus, a
estirpe MRSA faz com que esses mesmos antibidticos ndo tenham um efeito tao eficaz devido as
propriedades multirresistentes do microrganismo (Han et al., 2016; Lowy, 1998). Este microrganismo
adquiriu resisténcia devido a alteracdo das proteinas PBP. As proteinas PBP estdo associadas ao gene
mecA e alteracdo desse gene faz com que os antibidticos tenham menos afinidade as PBP (Peacock &
Paterson, 2015).

P. acnes esta geralmente presente na pele humana, cavidade oral, conjuntiva, trato intestinal e canal
externo auditivo (Oprica et al., 2005; Perry & Lambert, 2011). As infegdes provocadas por P. acnes
surgem geralmente em individuos cujas defesas estdo comprometidas e em recém-nascidos (Oprica et
al., 2005). Tal como S. aureus, P. acnes é sensivel a antibioticos derivados da penicilina, como a
Penicilina G (benzilpenicilina) (Crane, et al., 2013; Oprica et al., 2005), que atuam na sintese da parede
celular.

Paraalémdasbactérias Gram-positivas, foram usadas também neste trabalho bactérias Gram-negativas
como Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) e Escherichia coli (E. coli). P. aeruginosa, descoberta
em 1882, é um dos microrganismos clinicos mais estudados nos Gltimos tempos. E responsavel por

cercade 10a20% dasinfecdes que surgem em hospitais (Jenny &Kingsbury, 2018; Rochaetal., 2019).
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E considerado um microrganismo oportunista pois exprime-se facilmente em hospedeiros cujo sistema
imunitario esta em baixo, sendo capaz de causar infe¢des cronicas ou mesmo mortais (Moradali, et al.,
2017).

E. coli, um dos microrganismos mais conhecidos, encontra-se naturalmente noaparelhodigestivo do ser
humano. E bastante utilizado em estudos bioldgicos pelo seu rapido crescimento. Existe uma variedade
enorme de estirpes de E. coli que ndo sdo prejudiciais a salide, no entanto, existem algumas estirpes
que podem causar graves infecdes como intoxicacdes alimentares (World Health Organization, 2018).
Quando existem analises ao controlo de qualidade de dguas, a presenca de E. coli € um dos parametros
avaliados (Jang et al., 2017). Quando causa infe¢do, geralmente ha infegdo sanguinea e infegdo do
aparelho urinario do hospedeiro (Vila etal., 2016). Este microrganismo comecou a ganhar resisténcia a
certos farmacos como € o caso da Ampicilina assim como da Tetraciclina (Poirel et al., 2018; Vilaetal.,
2016).

A OMS publicou em fevereiro de 2017 uma lista de bactérias consideradas altamente prejudiciais para
0 ser humano e para as quais ha necessidade de desenvolvimento de novos antibidticos para combater
as infegOes que provocam. Dividiu a lista de bactérias em trés grupos conforme a necessidade de
aparecimento de novos antibidticos: critica, alta e média prioridade. Dentro desses trés grupos, duas
bactérias foram utilizadas ao longo dos ensaios deste trabalho: P. aeruginosa - incluida na categoria da
necessidade critica de desenvolvimento de novos antibidticos - e S. aureus considerada como um dos
patogénicos com alta prioridade para o desenvolvimento de antibidticos devido a sua resisténcia a
meticilina (World Health Organization, 2017).

Uma forma de combater a resisténcia que 0s microrganismos comegaram a adquirir aos farmacos é a
utilizagdodeestruturas porosas que possam protegé-los, osnanomateriais. Autilizagdo de nanomateriais
pode complementar a eficacia dos farmacos podendo servir como meio de transporte para o interior da
célula bacteriana e, também, como forma de controlar a libertacdo de farmacos nos locais de infecdo
(Gupta, etal., 2019; Hemeg, 2017; Wang, etal., 2017). Um dos exemplos da utilizagao de nanomateriais
para taisfins é o trabalho realizado por Bhuvaneswari Koneru (Koneru etal., 2015) que utilizou TC
encapsulada num composto mesoporoso. Dentro destas estruturas porosas, os zedlitos também podem

ser utilizados para o encapsulamento, devido a sua biocompatibilidade (Vilaga, 2013).
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1.2- Zeolitos

Os zedlitos pertencem a classe de minerais porosos e foram descobertos pelo mineralogista sueco
Cronsted em 1756, que os descreveu inicialmente como “pedras efervescentes”(Zimmermann &
Haranczyk, 2016). O termo zedlito surge como combinacdo, do grego, de Zeo (ferver) e Lithos (pedra)
(Zimmermann&Haranczyk, 2016). Estes materiaissao geralmente utilizados como adsorventes natroca
idnica naindustria dos detergentes, sdo também utilizados no tratamento de desperdicio liquido,
responsaveis pela separagdo de produtos puros e sdo amplamente utilizados na industria petroquimica
como catalisadores. Recentemente, comecaram também a ser utilizados na medicina como meios de
transporte de agentes antimicrobianos para o interior das células bacterianas (Mgbemere, etal., 2017,
Paveli¢etal., 2018; Xu, etal., 2010). Uma das grandes vantagens da utilizagdo dos zedlitos é asua
existéncia como materiais naturais e estaveis em diferentes ambientes (Pavelic, et al., 2018; Xu, etal.,
2010). Adicionalmente, comegaram a ser produzidos zedlitos sintéticos a partir dos anos 40-50 do século
XX (Xu, etal., 2010; Zimmermann & Haranczyk, 2016), que devido a uma maior exigéncia por parte da
indUstria em ter zedlitos com uma maior capacidade de retencdo, mas também para ajustar algumas
das caracteristicas que os zedlitos como, por exemplo, o tamanho do poro e a sua composicao
(Bogdanov, et al., 2009; Xu, etal., 2010).

Esta classe de materiais porosos sao aluminossilicatos cristalinos. A estrutura dos aluminossilicatos é
bem definida e é composta por tetraedros TO., conhecidos como unidades primarias de zedlitos (PBU,
do inglés primary building units), onde T representa atomos de Silica (Si+) como Aluminio (Al*) e O.

representa cada dtomo de oxigénio partilhado pelos dois &tomos T (Figura 7) (Mgbemere etal., 2017).
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Figura 7 - Estrutura quimica do zedlito. A - Esquema da estrutura primaria do zedlito (PBU) onde se
observa a estrutura composta por TO., em que T € um atomo de Silicio ou de Aluminio ligado a quatro
atomos de Oxigénio. B - Representacao da ligagdo quimica entres os tetraedros nos zeolitos. Imagem
adaptada de (Mgbemere et al., 2017).

As estruturas secundarias do zedlito (SBU, do inglés secondary building units) sao as que definem o
tamanho do zedlito, e estdo geralmente associadas a uma quantidade de 16 dtomos T (Baerlocher,
Olson, & Meier, 2001). A organizagao destas estruturas gera uma multiplicidade de estruturas
tetraédricas (Figura 8). A descoberta dos varios tipos de arranjo por parte das estruturas fez com que a
International Zeolite Association (IZA) catalogasse mais de 150 espécies de zedlitos (“International Zeolite

Association Data Base").
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Figura 8 - Unidades secundarias dos zeolitos (SBU). Possiveis estruturas das unidades secundarias dos

zedlitos. Imagem adaptada de (Baerlocher et al., 2001).

A formula estrutural é baseada na quantidade de dxidos de silicio e aluminio presentes na molécula e é
representada por:
Map[(Al02)a(5i02)y].cH20

onde Mrepresenta o catido, brepresentaacargado catido, cé o nimero de moléculasdeagua, aey
representam o nimero total de unidades tetraédricas presentes no zedlito (E Mgbemere et al., 2017;
Vinaches, Bernardo-Gusmao, & Pergher, 2017). O racio de a e y, entenda-se [SiO:)« e [AlO.)s, tem
geralmente um valorentre 1a 5 (Mgbemere etal., 2017). Os zedlitos podem ser classificados de acordo
com a sua microporosidade, distinguindo-se entre zedlitos de poro pequeno, poro médio, poro largo e

poro extralargo (Tabela 2) (Vinaches etal., 2017).
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Tabela 2 - Classificacdo dos zedlitos de acordo com o tamanho do poro.

Tamanho do Poro Nimero de Tetraedros Diametro do Poro (A)
Pequeno 8 4
Médio 10 55
Largo 12 7,5
Extralargo >12 >7,5

A IZA utiliza um cddigo composto por trés letras para descrever a que familia pertencem os zedlitos.
Neste trabalho foram estudados zedlitos de dois tipos de familias diferentes: o z&olito NaY da familia de
codigo FAU (Faujasite) e o zedlito ZSM5 da familia de cddigo MFI (do inglés Mordenite Framework

Inverted).

1.2.1- Zeolito NaY

0 zedlito NaY pertence a familia de zedlitos Faujasite (FAU). Esta familia apresenta geralmente uma
estrutura quimica definida por |(Ca,Mg,Naz)ss(H:0)xs | [AlSiu0s] (Julbe, et al., 2016; McCusker &
Baerlocher, 2005). Este zedlito é produzido sinteticamente e tem diversas aplicagdes na industria
(Ahmedzeki, et al., 2016), como na petroquimica, estando presente em processos cataliticos e
petroquimicos como a transformagao de petrdleo em gasolina (Ahmedzeki et al., 2016; Taufiqurrahmi,
et al., 2011).

Esta familia de zedlitos apresenta poros caracteristicos de abertura de 7,4 A e apresenta uma estrutura
tridimensional (Ahmedzeki et al., 2016; Taufiqurrahmi et al., 2011). O sistema de poros do zedlito NaY
é composto por diferentes cavidades que consistem em espacos esféricos podendo ser referidos como
supercavidades de 1,3 nm de diametro (Figura 9). Estes espacos estdao geralmente ligados

tetraedricamente com 4 espacos vizinhos formando geralmente 12 TO. tetraedros (Weitkamp, 2000).
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Figura9 - Estruturado zeolito Y. 0 zedlito NaY € composto por unidades sodalite que, quando ligadas

entre si, formam um poro de diametro 0,74 nm. Imagem adaptada de (Weitkamp, 2000).

0 zedlito NaY é considerado um zedlito de poro largo, o que fez com que alguns investigadores o vissem
como um sistema com potencial para poder avaliar as suas propriedades antimicrobianas assim como
para a remogdo de antibioticos em aguas (Boschetto, et al., 2012; Braschi et al., 2010). Estes zedlitos
tém sido utilizados juntamente comides de prata para verificar a sua atividade antimicrobiana (Ferreira,
et al., 2012).

1.2.2- Zeolito ZSM5

0 zedlito ZSM5 pertence a familia de zedlitos Modenite Framework Inverted (MFI), que apresenta uma
estrutura quimica |Na(H:0):|[AlSis0:2] (McCusker & Baerlocher, 2005). Este zedlito também é
produzido sinteticamente sendo estavel a temperaturas superiores a 1000 <C e possui propriedades
hidrofobicas e organofilicas que fazem com que seja um adsorvente e catalisador de eleicdo (Zoubida &
Hichem, 2018).

Este zedlito apresenta poros caracteristicos entre 5,0x5,5 73\, sendo considerado um zedlito de poro
médio. A sua estrutura possui dois canais de canais lineares (em que 0s poros possuem dimensoes 5,6
x 5,3 A) e canais sinusoidais (com poros de dimenses 5,5x 5,1 &) (Figura 10) (Baerlocheretal., 2001;
McCusker & Baerlocher, 2005; Weitkamp, 2000).
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Figura 10 - Estrutura do zeolito ZSM5. O zedlito ZSM5 é composto por unidades pentasil que, quando
ligadas entre si, formam dois tipos de canais: canais lineares (em que 0s poros possuem dimensdes
0,56 x 0,53 nm) e canais sinusoidais (com poros de dimensdes 0,55 x 0,51 nm). Imagem adaptada de
(Weitkamp, 2000).

Este trabalho tem como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana dos antibidticos TC e PG quando
encapsulados em zedlitos, especificamente em NaY e ZSM5. Primeiramente foram preparados 0s
sistemas com os antibioticos encapsulados e posteriormente caracterizados através de técnicas
analiticas como Anédlise Termogravimétrica (TGA), Adsor¢do de N:, Espetroscopia de Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR), Microscopia eletronica de varrimento (SEM) e Espetroscopia UV/ Visivel.
Apds uma rigorosa caracterizacdo, avaliou-se a atividade antimicrobiana dos farmacos isoladamente,
para determinar quais as suas concentragdes minimas inibitorias MIC (do inglés minimum inhibitory
concentration) e dos zedlitos. Posteriormente, procedeu-se a avaliacao do efeito antimicrobiano dos
antibioticos PG e TC quando se encontravam encapsulados com os zedlitos. Com os valores de MIC
obtidos para os antibicticos isoladamente e os valores dos sistemas, 0 objetivo era verificar se existia um
beneficio na utilizagdo dos sistemas em relagdo a utilizacdo dos antibidticos isoladamente, isto é, se 0s
valores MIC para os sistemas eram inferiores aos valores MIC dos antibidticos.
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) PARTE EXPERIMENTAL

Neste capitulo vao ser abordados os procedimentos de preparacdo das amostras (zeolitos) com os
antibidticos encapsulados, as varias técnicas utilizadas para a sua caracterizagao, assim como os testes

para avaliagao da atividade antimicrobiana realizados durante o trabalho.

2.1- Preparacao das Amostras

Neste trabalho foram utilizados diferentes materiais: dois antibidticos - a Tetraciclina (TC, Sigma-Aldrich)
eaPenicilina G (PG, Sigma-Aldrich) - e duas estruturas zeoliticas - 0 Zedlito ZSM5 (Zeolyst International)
e 0 Zeolito NaY (Zeolyst International). Com estas estruturas e os dois antibioticos foram preparadas
varias amostras, duas com 0 ZSM5 e duas com o NaY. Foi também preparada uma amostra com o
Zeolito NaY e o antibidtico TC em meio acido com vista a obter uma melhor eficiéncia na encapsulagao
do antibidtico (Gao et al., 2012; Zhang, et al., 2015).

Para a preparacdo dos sistemas com os antibicticos indicados, pesaram-se 200 mg de antibidtico que
foram dissolvidos em 50 mL de agua (H:0) ultrapura, sob agitacdo (150 rpm/h), a temperatura ambiente.
Asolucdo de 50 mLfoi divididaem 2 novas solucdes de 25 mL as quais foram adicionados 525 mg de
cada Zedlito. De seguida procedeu-se ao periodo de encapsulamento, e as solugdes foram deixadas a
agitar a temperatura ambiente durante um periodo de 48 h. Apds este periodo, 0s sistemas foram
filtrados e lavados duas vezes utilizando H-O ultrapura e posteriormente secos na estufa (50 °C) durante
um periodo de 24 h.

Para o sistema preparado com 0 meio acido, apenas foi acertado o valor de pH da solugao que continha
0 antibiotico TC e o Zedlito NaY para 3,3. Todo o restante procedimento foi realizado nas mesmas
condigbes que para 0s outros sistemas, sendo que foi utilizado neste caso uma solugao de 25 mL para
525 mg de zedlito. Os referidos sistemas foram identificados como: TC@ZSM5, TC@NaY, TC::@NaY;
PG@ZSM5 e PG@NaY.

2.2- Caracterizacao dos Sistemas

2.2.1- Analise Termogravimétrica (TGA)

Desde os primordios da civilizagdo que se comegou a utilizar o fogo como forma de produzir e/ou
modificar os materiais. Com o avancar dos anos, existiu a necessidade de estudar quais os efeitos
causados pelo calor nos materiais. Tal como em outras areas da ciéncia, as analises térmicas tiveram

uma evolugdo rapida na Ultima metade do século passado.
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A Analise Termogravimétrica foi uma das primeiras analises a surgir para o estudo do efeito do calor nos
materiais. Esta técnica permite-nos monitorizar a variacao da massa do objeto a analisar com o aumento
ou diminuicdo da temperatura durante um determinado intervalo de tempo. As variacdes de massa
podem surgir devido a ruturas de ligacdes quimicas com libertacdo de produtos volateis, formacdo de
ligagdes quimicas originando a fixagdo de produtos permitindo assim retirar informag0es quantitativas.
Os resultados obtidos por Analise Termogravimétrica sao apresentados em forma de grafico, onde é
possivel observar a variacdo da massa através das curvas ao longo da variagao da temperatura/tempo
(Figura 11).

110
100

TGA% 90 -

70 I
0 200 400 600 800

Temperatura, °C
Figura 11 - Curva de TGA: variacao da massa em fungdo da Temperatura. Imagem adaptada de
(Ahmedzeki et al., 2016).

Osresultados obtidos através das curvas de TGA podem ser afetados por fatores instrumentais ou devido
as caracteristicas da amostra. Os fatores instrumentais devem-se a velocidade de aquecimento do forno
onde estao inseridas as amostras a analisar, assim como a sua atmosfera. A massa da amostra e 0 seu
tamanho também tém influéncia nos resultados obtidos pela analise. Geralmente sdo utilizadas
quantidades pequenas de amostra pois quanto maior for a massa do objeto maior serd a temperatura
inicial e a temperaturafinal.

A Andlise Termogravimétrica (TGA) dos sistemas constituidos pelo zedlito e os antibidticos foi realizada
num analisador térmico STA 409 PC/4/H Luxx Netzsch, com um fluxo de 50 cms/min, numa gama de
temperaturade50e700°Ca10°C/min. O suporte daamostra, mais conhecido porcadinho, erade
Oxido de aluminio (Netzsch).
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2.2.2- Isotérmicas de adsorcao de N:

A adsorcdo de gases tem sido uma técnica utilizada para a caracterizacdo de materiais porosos. Permite
obter informagdo sobre o tamanho do poro e a distribuicdo de areas superficiais de amostras porosas.
Apesar de existir uma variedade de gases e vapores que podem ser utilizados na adsor¢do de gases, 0
azoto (Nz) € 0 gas mais utilizado (Liu & Chen, 2014; Sing, 2001). A distribuicdo do tamanho do poro
pode ser calculada pela quantidade de gas adsorvida a uma pressao e temperatura especifica. O gas é
adsorvido a uma temperatura especifica e, com 0 aumento da pressao, a espessura da camada de gas
adsorvido no poro também aumenta. No entanto, na preparagdo da amostra deve existir uma
desgaseificacdo pararemoveraadsorgdo fisica existente na superficie daamostra, onde deve ser evitada
umaalteragdoirreversivel nasuperficie, o que pode levaraumamaanalise daamostra (Liu & Chen,
2014). Acapacidade de uma monocamada de gas pode ser obtida a partir daequagdo de Brunauer,

Emmett e Teller (BET) (equagaol),

Umcp

v =
(p-pol1l+(c-1)(F;

equacao 1

onde v € o volume total de gas adsorvido, v 0 volume de gas adsorvido quando a superficie do solido
esta completamente coberta por uma monocamada, ¢ é a constante BET, p a pressao medida no estado
de equilibrio e p. € a pressao inicial do sistema.

A distribuicao do tamanho do poro pode ser obtida a partir da teoria de Barret-Joyner-Halenda (BJH)

juntamente com a equagao de Kelvin (equacao 2):

ZO'Vm

TK = RT Inc?) equagao 2
pro

onde o € a tensdo da superficie do gas quando este chega ao ponto de ebulicdo (em N/m), R a constante
do gas, V. 0 volume molar do liquido adsorvente (neste caso para o N. é 3,47x10s ms/mol), T é a
temperatura de ebulicdo do liquido adsorvente (77 K para o azoto liquido), p a pressao do gas em
equilibrio entre a adsorcdo e a dessorcao e p. a pressao de vapor do adsorvente saturado a temperatura
de ebulicdo.

Para a anadlise por adsorcdo N as amostras foram colocadas em vacuo a 150 °C. Os ensaios
de adsorcao por azoto foram feitos a -196 °C recorrendo ao aparelho NOVA 4200e e de seguida

procedeu-se a determinacdo das suas areas BET.

2.2.3- Espetroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A espetroscopia de Infravermelho com transformada de Fourier, conhecida por FTIR, é uma técnica

proveniente da categoria das espetroscopias de Infravermelho. Este grupo de técnicas comegou a ser
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desenvolvido nos inicios do ano 1900. A regido do Infravermelho esta dividida em 3 zonas distintas: a
regido do Infravermelho afastado situada entre 100 e 25 pm, a regido do Infravermelho médio entre 25
e 2,5 um e o Infravermelho proximo entre 2,5 e 1 ym. (Duygu, et al., 2009). Ao utilizar radiacdo
Infravermelho, apenas sao detetadas as transicdes vibracionais devido a radiacdo ndo ter energia
suficiente para que possam existir transicoes eletronicas (Berthomieu, et al., 2009; Duygu et al., 2009).
Ao detetar as diferentes transicdes vibracionais provocadas pela radiagdo, a espetroscopia de
infravermelho permite obter informagdes dos grupos funcionais de moléculas que estdo presentes na
amostra, assim como a sua concentracao (Duygu et al., 2009).

Os espetros de FTIR foram obtidos em modo de transmitancia num espetrometro Bomem MB104, a
uma média de 20 scans com a resolucdo maxima de 4 cm-+. O espetro obtido tinha uma resolucdo entre
4000 e 700 cm. Para a andlise foram preparadas pastilhas com 0,15 g de Brometo de Potéssio (KBr,

Merck) e 0,05 g de cada sistema.

2.2.4- Microscopia eletronica de varrimento (SEM)

A microscopia € um grupo de técnicas muito utilizadas para a observagdo de objetos que geralmente
nao sdo percetiveis ao olho humano. Apesar de ter surgido ha alguns séculos, por volta dos anos 1590,
0 seu desenvolvimento foi quase nulo até ao século XX, altura em que teve um desenvolvimento
exponencial. (Slayter & Slayter, 1992). A microscopia pode ser dividida em dois ramos diferentes: a
microscopia que utiliza feixes de luz e a microscopia que utiliza feixes de eletrdes para obterimagem do
objeto em analise. Ambas as microscopias se baseiam na interacao dos feixes com a amostra, podendo
existirdifracdo, reflexao e refracao (Slayter & Slayter, 1992). Em qualquer microscopia, a preparacao da
amostra € 0 passo maisimportante para que seja possivel formar umaimagem de qualidade dessa
amostra.

Neste trabalho, foi utilizada a microscopia eletronica de varrimento, conhecida por SEM (do inglés,
Scanning Electron Microscopy), uma técnica muito utilizada para a caracterizacdo da superficie de
materiais (Inkson, 2016; Joy, 1997). Esta técnica utiliza eletrdes como fonte, o que permite ter um maior
poder de resolucdo comparativamente as técnicas que utilizam a luz como fonte. A técnica SEM forma
imagens da superficie da amostra apenas, ndo a conseguindo atravessar (Inkson, 2016; Ul-Hamid,
2018). O microscdpio utilizado pelo SEM esta dividido em trés seccdes a coluna eletronica, a camara da

amostra e 0 computador ou controlo eletrdnico como mostra a Figura 12.
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Figura 12 - Constituicdo de um microscopio eletronico de varrimento. O microscdpio eletronico de
varrimento ¢ dividido em trés seccOes: a coluna eletronica, onde sao gerado os eletres, a camara de
amostra, onde se encontra a amostra e onde existe o contacto dos eletrdes com amostra, e a sec¢ao do
computador ou controlo eletronico, responsavel pelo controlo das condicdes de analise e da apresentecdo

da imagem da analise. Imagem adaptada de (Ul-Hamid, 2018).

A fonte de eletres, geralmente um filamento de tungsténio, liberta eletrdes devido a passagem de
corrente elétrica originada por uma diferenga de potencial. Os eletrdes, apds serem libertados da sua
fonte, saem direcionados para o anodo, onde a maior parte dos eletrdes sdo captados e ndo chegam a
ser utilizados na formacdo da imagem. Apenas uma parte dos eletrdes atravessa o orificio do anodo e,
a0 alcancar as lentes condensadoras ou lentes eletromagnéticas, é gerado um feixe Unico bastante
estreito. O feixe de eletrdes, com o auxilio das bobinas de varrimento, € projetado sobre aamostra ponto
por ponto permitindo assim obter umaimagem ponto por ponto de toda a sua superficie. Paraa formacao
da imagem sdo analisados os eletrdes secundarios e os eletrdes backscattered que sao formados pela
interacao do feixe de luz com a amostra. Estes eletrdes sao captados pelos seus detetores que

transmitem o sinal para o gerador de imagem, permitindo assim obter contrastes da imagem. Todo 0
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sistema se encontra sob vacuo (Goldsteinetal., 2012; Inkson, 2016; Slayter & Slayter, 1992; Ul-Hamid,
2018).

As amostras foram analisadas por SEM para verificar se havia alguma alteracdo na sua estrutura. As
imagens obtidas pelo aparelho foram recolhidas num microscdpio de varrimento LEICA Cambridge S360
equipado também com o sistema EDX. Antes de serem analisadas, as amostras foram revestidas por
uma pequena camada de ouro para ser possivel obter umaimagem mais clara da morfologia do sistema.

Este revestimento foi realizado com o auxilio do aparelho Fisons Instruments SC502.

2.2.4- Espetroscopia UV/Visivel

Aespetroscopia UV/Visivel é bastante utilizadaem diversas areas da ciéncia como a Quimica e a Biologia.
Esta técnica permite obter informacdo sobre a quantidade de composto alvo que se encontra na solucdo
a ser analisada. E considerada uma técnica analitica quantitativa e baseia-se na absor¢do de radiacsio,
na regido do ultravioleta (180-390 nm) ou na regido do visivel (390-780 nm), pelas espécies quimicas
presentes na solucao a ser analisada (Worsfold, et al., 2017). Esta técnica apenas fornece informagao
sobre compostos organicos que possuem eletrdes n e ndo ligantes.

Aradiacdo proveniente daregido do ultravioleta e da regido do visivel possui energia compreendida entre
36 e 286 kcal/mol. Os eletrdes absorvem esta energia e passam dos estados fundamentais para estados
demaiorenergia, ouestados excitados, se aenergiaabsorvidaforigual ou superior a diferenca de energia
entre os dois estados.

O aparelho que é utilizado em espetroscopia UV/Visivel € composto por uma fonte de radiagdoeum
monocromador com fungdo de separar os varios comprimentos de onda da radiacdo incidente. A
radiagdo incidente é dividida em dois feixes, um que atravessa a solugdo a ser estudada e outro feixe
que atravessa o solvente utilizado para preparar a solucao. Estes feixes sao captados pelo detetor que
fazaanalise dainformagdo e origina um espetro, idéntico ao que se pode observar na Figura 13 (Verma
& Mishra, 2018; Worsfold et al., 2017).
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Figura 13 - Esquema de um espectrometro de UV/Visivel. E produzida radiaco através da fonte
luminosa. Essa radiagdo apds ser difratada, atravessa 0 monocromador que seleciona o comprimento
de onda a que esta radiacdo vai atravessar a amostra e o material utilizado como referéncia. Imagem

adaptada de Nilapwar, et al., 2011).

A andlise quantitativa da espetroscopia de UV/Visivel é baseadana lei de Lambert-Beer (equagdo 3):
A=exbx(C Equacao 3,
onde 4 corresponde a absorvancia da solugao, ¢ € a absortividade molar expressa em L/mol.cm e
caracteriza a espécie absorvente em estudo. Os parametros b e C correspondem ao percurso 6tico
percorridopelosfeixeseaconcentracaodasolucdoexpressaemmol/L, respetivamente.
Foram realizados estudos da libertacdo in vitro dos antibioticos da estrutura dos zeolitos. Foram
adicionadas 25 mg do sistema zedlito e antibidtico a 25 mL de solucdo tampao fosfato-salino (PBS, do
inglés phosphate-bufferedsaline: 0,8 % (p/v) Cloreto de Sédio (NaCl), 0,02 % (p/v) Cloreto de Potassio
(KCl), 0,144 % (p/v) de Hidrogenofosfato de Sddio (Na:HPO.) e 0,024 % (p/v) de Dihidrogenofosfato de
Potassio (KH.PO.), pH 7,4),a uma temperatura de 37 °C. Foram retiradas aliquotas de 2 mL da solucdo
emdeterminadosintervalos detempo pré-estabelecidos e foram adicionados novamente 2 mLde solucao
PBS. Os testes de saida foram realizados durante 6 h. As aliquotas foram recolhidas e de seguida foram
filtradas utilizando filtros descartaveis (filtros Whatman, GE Healthcare UK) compostos por uma
membrana de nylon de 0,20 um. As aliquotas retiradas foram analisadas e obteve-se o espetro de
absorcdo UV/Visivel em que o comprimento de onda era de 276 e 357 nm (A-) € em que as aliquotas
foram diluidas numa proporgdo de 1:100. Durante a analise foi também utilizada como “branco” 3 mL
de solugdo PBS. Foi realizado também outro ensaio onde foi utilizado H.0 ultrapura. Para as analises
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foram utilizadas cuvetes de quartzo. Os espetros foram obtidos através da utilizacdo de um
espetrofotometro UV-2501PC (Shimadzu, Japao).

2.3- Avaliacao da atividade antimicrobiana

2.3.1 Microrganismos

Como referido, este trabalho tem como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana dos antibidticos
Tetraciclina (TC) e Penicilina G (PG) apds encapsulacdo nos zeolitos NaY e ZSM5. Nesse sentido foram
escolhidas bactérias de dois grupos distintos: bactérias Gram-positivas e bactérias Gram-negativas
(Tabela 3), provenientes da colecao de estirpes do Departamento de Biologia da Universidade do Minho,

onde foram realizados os estudos da avaliagao da atividade antimicrobiana.

Tabela 3 - Caracteristicas das estirpes utilizadas.

Estirpe Tipo Codigo da Estirpe Origem
Staphylococcus aureus sensivel Isolado Clinico
Gram-Positiva ATTC 6538 .
a Meticilina (MSSA) (Lesao Humana)
Staphylococcus aureus

_ o Gram-Positiva ~ MRSA U800746  Isolado Clinico
resistente a Meticilina (MRSA)

L . H60803(296135 )
Propionibacterium acnes Gram-Positiva 1 Isolado Clinico
Escherichia coli Gram-Negativa CECT 423
_ Isolado clinico
Pseudomonas aeruginosa Gram-Negativa 7697099

(urina)

2.3.2  Meios de cultura e manutencgao de culturas microbianas

Durante este trabalho, todas asestirpes foram cultivadas e mantidas em condicOes assépticas, utilizando
meios de cultura apropriados. As estirpes foram cultivadas em meio Lysogeny Broth (LB), suplementado
ou ndo com Agar 2% (p/v) (Oxoid) (Tabela 4) caso se tratasse de meio liquido (LB) ou sdlido (LBA)
respetivamente. O crescimento foi normalmente promovido durante 24 h a uma temperatura de 37 °C,
para obter culturas frescas. Todos os meios de cultura foram previamente esterilizados em autoclave,

utilizando as condicdes 120 °C e 1 atm.
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Tabela 4 - Formulagao do meio LBA por cada 1 litro de H.0

Constituinte Quantidade (g) Fornecedor
Becton, Dickinson and
Triptona 10
Company
Extrato de levedura 5 ACROS Organics
NaCl 5 Panreac

2.3.3- Ensaio para avaliar a atividade antimicrobiana

Como foi descrito anteriormente, foram preparados cinco sistemas diferentes: dois sistemas utilizando o
Zeolito NaY e os antibioticos TC e PG, dois sistemas utilizando o Zeélito ZSM5 com 0s mesmos
antibioticos e um sistema formado por NaY e TC em meio acido. Estes sistemas bem como os zedlitos
de partida foram testados para averiguar as suas propriedades antimicrobianas contra os
microrganismos selecionados para indicadores de suscetibilidade procedendo-se a incorporagdo dos
zedlitos e/ou dos zedlitos com os antibidticos encapsulados em meio LBA.

Paralelamente, foi avaliada a atividade antimicrobiana dos antibidticos isoladamente para verificar qual
a sua concentracdo minima inibitdria (MIC, do inglés minimum inhibitory concentration), isto €, a
concentracao a partir da qual se ndo observa crescimento dos microrganismos. As placas de meio LBA
suplementadas com os antibidticos (ou com os zedlitos e as amostras) foram preparadas da mesma
forma que as placas utilizadas para o crescimento das culturas dos microrganismos exceto a etapa da
adicdo do antibiodtico (ou dos zedlitos e das amostras), realizada apds a esterilizagdo do meio em
autoclavea120°Ce 1atm. Foipreparadaumasolucagomaede60ede 200 ug/mLde cadaantibiotico
retirando-se 0 volume necessario para obter as concentracdes utilizadas nos ensaios (Tabela 5). Estas
gamas de concentragdo foram escolhidas com base na informacao recolhida na literatura. No entanto,
no primeiro ensaio realizado, as gamas de concentracgdo utilizadas foram 1000x superiores as gamas de

concentracdo previstas inicialmente devido a uma ma pesagem da massa de antibiotico.
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Tabela 5 - Gamas de concentracao, assim como 0s seus incrementos, utilizados nos ensaios

antimicrobianos para os dois antibioticos.

[Gamas de Concentracao (pg/mL)] Incrementos (pg/mL)
0,01a0,1 0,05
0,1a1,0 0,1
1,0a3,0 0,2
3,0a10 0,5

As placas foram incubadas a 37° C durante 24h, apds o que se verificou se existia crescimento ou

inibicdo de crescimento dos microrganismos por parte dos antibioticos.

2.3.3.1 - Determinacdo das Concentragdes Minimas Inibitdrias

Primeiramente foram determinadas as MIC dos antibiticos contra as bactérias estudadas. As culturas
dos microrganismos deverdo estar frescas para garantir a melhor viabilidade possivel. Para isso, €
preparado um pré-indculo de cada estirpe em tubos Falcon contendo 5 mL de meio LB incubando-se
durante a noite a 37 °C e 200 rpm. A partir desta cultura microbiana, foi depois preparado o indculo em
5 mL de LB num tubo Falcon de modo a que a densidade 6tica (DO) inicial fosse 0,1, medida a um
comprimento de onda de 600 nm. As culturas foram novamente incubadas a 37 °Ce 200 rpm até
atingirem uma DO« entre 0,4 - 0,6, garantindo assim que se encontravam a meio da fase exponencial,
passando por duas geracdes de crescimento. Foram retiradas aliquotas, em duplicado, de 5 L de cada
cultura microbiana e colocadas sobre placas com meio LBA suplementado com os antibidticos (Figura
14.).

L LBA + Antibidtico

Placa com meio
LBA

Figura 14 - Método de diluicao em Agar. Apos preparadas as placas com meio LBA e antibidtico, sdo
adicionadas gotas de 5 pL de uma cultura de cada microrganismo, em duplicado. Apds a incubacao a

37 9C durante 24 h verifica-se a presenca ou auséncia de crescimento microbiano.
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2.3.3.2 - Ensaio para Avaliagao da Atividade Antimicrobiana

Apds a determinacdo dos valores de MIC para os antibidticos, procedeu-se a avaliacdo da atividade
antimicrobiana dos sistemas previamente preparados. Num primeiro ensaio foi utilizada a gama de
concentragoes utilizada no estudo anterior (Tabela 5), para realizar uma analise global da atividade
antimicrobiana dos sistemas. A partir dos valores de MIC obtidos para os antibioticos, as gamas de
concentragdo testadas com os sistemas incluiram concentrages inferiores a esses valores de MIC, com
0 objetivo de verificar se 0s sistemas trariam vantagem em relacdo a utilizagdo dos antibidticos isolados.
As gamas de concentracdo utilizadas para os sistemas com os dois antibi6ticos variavam entre os varios

microrganismos e estao representadas na Tabela 6.

Tabela 6 - Gamas de concentracdo utilizadas na avaliacdo da atividade antimicrobiana dos antibioticos
encapsulados nos zedlitos NaY e ZSM5. As gamas de concentracdo foram utilizadas paraambos os

sistemas com o mesmo antibiotico.

Sistemas Sistemas
Microrganismo TC@NaY, TC.:@Nay, PG@NaY,
TC@ZSM5 PG@ZSM5
[wg/mL] [ug/mL]
MSSA 02-0,4 0,01 - 0,05
MRSA 60,0 - 80,0
Propionibacterium acnes 02-04 3,0-4,0
Escherichia coli 1,4-1,8 3,0-5,0
Pseudomonas aeruginosa 18,0 - 20,0

0 procedimento realizado foi o referido na seccao anterior, exceto a utilizagao dos cinco sistemas em vez
de apenas os antibidticos. No entanto, para os sistemas com Penicilina G, ndo foi avaliada a atividade
antimicrobiana contra MRSA e P. aeruginosa devido a requererem gamas de concentragao muito
elevadas comparativamente aos outros microrganismos.

Posteriormente, por ndo ter sido observada inibicao do crescimento nas concentracdes testadas,
procedeu-se a novo ensaio utilizando uma gama de concentragdes superior aos MIC obtidos no estudo
comos antibidticos (Tabela 7). Neste ensaio apenas foram testados os microrganismos MSSA, P. acnes

e E. coli.
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Tabela 7 - Gamas de concentracdo utilizadas na avaliagdo da atividade antimicrobiana dos antibidticos
encapsulados nos zedlitos NaY e ZSM5. As gamas de concentracao com valores superiores ao MIC foram

utilizadas para ambos os sistemas com o0 mesmo antibiotico.

Sistemas Sistemas

. . TC@Nay, PG@Nay,
Microrganismo

TC::@NaY, TC@ZSM5 PG@ZSM5

[Hg/mL] [Hg/mL]

MSSA 1,2-2,0 3,0-5,0

Propionibacterium acnes 1,2-2,0 3,0-5,0

Escherichia coli 1,2-2,0 3,0-5,0
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CAPITULO 3 - APRESENTACAO EDISCUSSAO

DOS RESULTADOS
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3 APRESENTAGAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Neste capitulo, vao ser apresentados e discutidos todos os resultados obtidos durante o trabalho
experimental. Em primeiro lugar vao ser apresentados os resultados obtidos da caracterizagao dos
sistemas preparados por SEM, TGA e adsorcao N.. De seguida, sao apresentados e discutidos os
resultados da libertacdo in vitrodos antibidticos da estrutura dos zedlitos. Por ultimo, vao ser
apresentados os resultados dos ensaios antimicrobianos, primeiro dos antibidticos e de seguida dos

sistemas.

3.1- Caracterizacao das Amostras

3.1.1- Analise Termogravimétrica (TGA)

Uma das formas para quantificar compostos encapsulados por parte dos zedlitos, € através de uma
analise Termogravimétrica (TGA). Estafoirealizada numintervalo de temperaturasde 50a 700 °C, numa
atmosfera de oxigénio. Na Figura 15 estdo representados os termogramas das diferentes amostras
preparadas: TC@NaY, TC:;;:@NaY, PG@NaY; PG@ZSM5, TC@ZSMS.

5 —
m—— TC@NaY
0
m—TC3,3@NaY
° -5 :=\=
Py = PG@NaY
2 .10 - @
- —
£ 15 PG@ZSM5
()
2 50 - —— TC@ZSMS5
-25
'30 T T T T T T T T T T T T T
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700
Temperature/°C

Figura 15 - Termogramas obtido pela analise TGA. Termogramas obtidos para as amostras utilizadas
durante este trabalho. As amostras foram aquecidas desde 50 até 700 °C com um aumento de
temperatura de 10 9C/ min.
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Os termogramas do zedlito ZSM5 sdo muito semelhantes, independente do antibidtico. Ja os
termogramas do NaY apresentam diferencas de acordo com os antibidticos. Entretanto, em todos os
termogramas seidentificam diferentes perdas de massa. Até 180 °C, a primeira perda de massa foi
atribuida a perda de H.0 presente no sistema. Os sistemas que foram preparados com o zedlito ZSM5
apresentaram uma perda de massa inferior a apresentada pelos sistemas preparados com o0 zedlito NaY.
A partir de 180 °C existe uma segunda perda de massa acentuada para os sistemas com o zeolito NaY,
sendo que a partir de 200 °C nao se verifica mais perda de massa no sistema PG@NaY,
comparativamente aos sistemas com o mesmo zedlito, mas com o antibiético TC. Em concordancia com
a literatura, o sistema preparado em meio acido, TC;;@NaY, tem maior perda de massa do que o sistema
TC@NaY, traduzindo uma maior encapsulagao do antibiotico no sistema (Gao etal., 2012).

Emtermogramas disponiveis na literatura, o antibiotico TC é termicamente estavel até a temperatura de
205,5°C, sendo que a TCcomeca a degradar-se a 235,5 °C (Cervini, etal., 2016). Os resultados obtidos
no termograma de TGA coincidem com as curvas caracteristicas de TC descritas na literatura. Para o
antibidtico PG, os termogramas disponiveis na literatura (Fontes, et al., 2013) indicam que a PG comega
a degradar-se a partir dos 200 °C. As amostras preparadas com o antibidtico PG comegaram a exibir
perda de massa perto de 200 °C sendo que o sistema com o zedlito NaY comegou a ter perdas de massa

pouco significativas a partir de 250 °C.

Na Tabela 8, estdo representados os resultados da quantidade de encapsulamento dos antibidticos em

cada sistema de acordo com a analise de TGA.

Tabela 8 - Resultados daanalise TGA, nomeadamente a perda de massa total (%) dos sistemas, amassa
de antibidtico encapsulada por cada sistema (mg) e a percentagem de encapsulamento (%).
TC@NaY TC..@NaY PG@NaY TC@ZSM5 PG@ZSM5

Perda de massa total (%) 23 28,1 15,9 5,9 51
Massa de antibiotico 78,79 88,89 64,09 28,33 19,37
presente no sistema (mg)
Encapsulamento (%) 39,4 44,4 32,0 14,2 9,7

Pode constatar-se que existe uma maior quantidade de antibidtico encapsulado no zedlito NaY do que
no zedlito ZSM5. Esta maior capacidade de encapsulamento é devido ao NaY apresentar uma estrutura

mais aberta. Além disso, a utilizacdo de meio acido na preparacdo da amostra garante uma maior
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quantidade de antibidtico TC no interior do zedlito. Independente do antibidtico, a percentagem de

antibiotico encapsulado no ZSM5 é na ordem de 9,5 a 14,5%.

3.1.2- Isotérmicas de Adsor¢do N:

As analises de Isotérmicas de Adsorcdo sao bastante utilizadas para a analise de materiais porosos,
como os zeolitos por exemplo. Neste trabalho, foi avaliado o comportamento fisico de adsorcdo do gas
azoto (N:) nos sistemas preparados. Este tipo de adsorcdo pode ser revertida facilmente com a
diminuicdo da pressao devido as forgas atrativas entre o gas e a superficie serem relativamente fracas
(ligagdes de van der Waals).

0 volume dos microporos (V) € as areas superficiais mesoporosas (S foram calculadas pelo método
T enquanto que a area total da superficie do zedlito (Sex) foi calculada pelo método de Brunauer-Emmett-
Teller (BET). Na Tabela 9 estdo representados os resultados obtidos pela analise de Isotérmica de

Adsorcdo N. para os zedlitos de partida e as amostras preparadas no presente trabalho.

Tabela 9 - Propriedades estruturais dos zedlitos e das amostras com antibidticos encapsulados obtidas

por analise de Isotérmicas de Adsorcao N..

Amostra Seer (m2/g) Sneo (M2/Q) Veio (cM2/q) Veew (€m2/g)
NayY (vilaca et al., 2013) 792 19 0,340 0,038
TC@NaY 663 48 0,255 0,053
TC.:@NaY 580 52 0,220 0,051
PG@NaY 761 39 0,303 0,044
ZSM5 (Freitas et al., 2015) 395 182 0,100 0,160
TC@ZSM5 372 45 0,142 0,110
PG@ZSM5 375 39 0,148 0,060

Quando comparados os resultados obtidos, verifica-se uma diminuicao nos valores S € Vueo para todos
0s sistemas. No parametro S.. ha um aumento para os sistemas que utilizam o zedlito NaY e uma
diminuicdo nos sistemas baseados no zedlito ZSM5, 0 mesmo acontecendo para 0 parametro V... Pode
confirmar-se o encapsulamento dos antibidticos nos zedlitos: os dados da Se indicam-nos que houve
encapsulamento dos antibidticos nos zedlitos pelo facto dos valores serem menores nos sistemas do que
nos zedlitos sozinhos. Para os sistemas com o zedlito NaY, 0 aumento dos valores de S.. € a diminuicdo

dos valores Vne. SUgerem que o antibiotico esteja no interior da estrutura do zedlito enquanto que para
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0s sistemas com o ZSM5, a diminuicao dos valores Sw. e aumento dos valores Vue. Sugere que o

antibiotico esteja mais na superficie externa do zedlito.

3.1.3- Espetroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Uma forma para determinar a presenca dos antibidticos no sistema é através da analise de FTIR. Foram
analisados os sistemas assim como os zedlitos isoladamente. Na Figura 16 apresentam-se os espetros
obtidos para os zedlitos. Na Figura 16A pode observar-se o espetro FTIR do zedlito NaY, encontrando-se
trés bandas caracteristicas deste zedlito: entre os 650 e 500 cm+ podemos observar as vibracOes de
deformacdo do anel duplo, por volta da frequéncia 1000 cm+ sdo visiveis as vibracOes de estiramento
simétrico e assimétrico das ligagdes T-O-T (tetraedros SiO. e AlO.) e a frequéncias entre os 3700 e 3500
cm+ pode observar-se as bandas caracteristicas das vibragdes dos grupos hidroxilo (T-OH) (Ferreira et
al., 2012). No espetro FTIR do zedlito ZSM5 (Figura 16B) observa-se a presenca de H.0 devido a banda
v(0-H) e &(0-H) que surgem a vibragdes de 3500 cm* e 1650 cm:, respetivamente. Sdo também
possiveis observar as bandas correspondentes as vibragdes de rede a frequéncias entre 1250 e 500 cm-
t(Freitas et al., 2015).
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Figura 16 - Espetros FTIR dos zeolitos. NaY (A) e ZSM5 (B).

Na Figura 17 estdo representados os espetros FTIR dos antibidticos TC e PG. No espetro do antibiotico
TC (Figura 17A), podem observar-se as suas principais bandas caracteristicas como as ligacoes de
alongamento N-H e 0-H, as ligacdes aromaticas de alongamento C-H, a frequéncias entre os 3350 e
3000 cm:. Por volta das frequéncias 2900 e 1600 cm* observa-se as vibracOes das ligacbes de
alongamento CH: e C=C, respetivamente. As vibracdes de deformacdo das ligacdes aromaticas C-H
surgem por volta dos 1400 cm+ e as vibragdes de deformacdo das ligagdes CH: surgem por volta dos
1300 cm. No espetro da PG, Figura 17B), as principais bandas geralmente sdo as vibracdes de
alongamento das ligagdes duplas C=0 e C=C a frequéncias de 1700 e 1609 cm-, respetivamente. As
vibracdes de alongamento das ligacdes C-C apresentam bandas de intensidade média alta a frequéncias
de 1485 cm:. As vibragOes de alongamento das ligacdes simétricas N-H e as ligagdes simples N-H
surgem a frequéncias de 3300 e 1396 cm-.
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Figura17 -Espetros FTIRdos antibioticos: A) Tetraciclinae B) PenicilinaG. Imagemadaptada de (NIST).

Na Figura 18 estdo representados os espetros FTIR dos sistemas com o antibidtico TC: TC@NaY,
TC::@NaY e TC@ZSM5. Ndo foi detetada nenhuma banda caracteristica do antibidtico TC no sistema
TC@ZSMS5 (Figura 18A), enquanto nos sistemas TC,,@NaY (Figura 18B) e TC@NaY (Figura 18C) observa-
se a presenca de duas bandas na regido de frequéncias de 1500 cm<. As observacOes descritas
anteriormente podem ser explicadas devido a ter existido pouco encapsulamento do antibiotico nos
sistemas, principalmente no sistema TC@ZSM5. Nos sistemas com o zedlito NaY existe a formacdo de
bandas a 1500 cm* mas a intensidade das bandas € menor do que a intensidade produzida pelas bandas
caracteristicas do zedlito. Estas bandas sdo responsaveis pelas vibracdes das ligagdes simples de
alongamento de Carbono (C) (C-C) e ligagdes duplas de alongamento de C (C=C).
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Figura 18 - Espetros FTIR dos sistemas com o antibiotico TC: A) TC@ZSM5; B) TC.@NaY e C) TC@NaY.

Na Figura 19 estdo representados os espetros dos sistemas com o antibidtico PG. Tanto no espetro do
sistema PG@ZSM5 (Figura 19A) como no de PG@NaY (Figura 19B), ndo se verificam as bandas
caracteristicas do antibidtico PG. Isto deve-se ao facto da quantidade de antibidtico presente no sistema
ser muito reduzida e as bandas caracteristicas do antibidtico estarem sobrepostas as bandas intensas

do zedlito.
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Figura 19 - Espetros FTIR dos sistemas com o antibiotico PG: A) PG@ZSM5 e B) PG@NaY.
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3.1.4- Microscopia eletronica de varrimento (SEM)

A morfologia dos varios sistemas utilizados neste trabalho foi observada através de SEM e foram
comparados os sistemas que continham o0 mesmo antibiotico, mas zedlitos diferentes. Juntamente com
a analise por SEM, foi feita uma analise por EDX (do inglés energy dispersive X-ray) que nos permite
obter informacdo sobre os elementos que se encontram na superficie da amostra. Os valores obtidos
pelas analises de EDX ndo representam a generalidade daamostra, mas sim o local deinteragdo do
feixe com a amostra.

Na Figura 20 estdo representadas as imagens obtidas por SEM dos zedlitos NaY e ZSM5 com a mesma

ampliacao (5000x).

X5.000  5um

Figura 20 - Imagens obtidas pela analise SEM dos zedlitos NaY e ZSM5.

A analise das imagens dos zedlitos mostra que estes apresentam morfologias diferentes. NaY possui
uma morfologia tipica de zedlito aluminosilicato microcristalino, apresentando particulas de forma
geométrica bem definidas e pequenas. Ja o zedlito ZSM5 é caracterizado por morfologia irregular com
particulas de tamanhos diferentes.

Na Figura 21 estdo representadas as imagens obtidas por SEM das amostras TC@NaY (ampliacao
4400x) e TC;:@NaY (ampliacdo 7400x), sendo possivel observar particulas do antibidtico TC na superficie
do sistema TC@NaY (Figura 21A) enquanto no sistema TC::@NaY (Figura 21B) essas mesmas particulas
ndo sao visiveis. Isto deve-se a presenca da utilizacdo de pH acido durante a encapsulagao do antibidtico
quedissolve a TC e faz com que o antibidtico seja encapsulado mais nointerior do zedlito do que na
superficie do mesmo. E possivel também observar que as particulas mantém a mesma morfologia e

tamanho.
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Figura 21 - Imagens obtidas pela analise SEM dos sistemas TC@NaY e TC::@NaY: A) sistema TC@NaY

onde se observa a presenca dos cristais do antibidtico TC e B) sistema TC3,3@NaY onde ndo se observa
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a presenca dos cristais de TC.

Na Figura 22 esta representado o sistema TC@ZSM5 (ampliacdo 7400x). Tal como para 0s sistemas

apresentados anteriormente, neste sistema também é possivel observar que as particulas mantém o

Figura 22 - Imagens obtidas pela analise SEM do sistema TC@ZSM5.
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Na analise dasimagens obtidas pela analise SEM dos sistemas PG@NaY (ampliagdo 7500x) (Figura 23A)
e PG@ZSMS5 (ampliagdo 5000x) (Figura 23B) ndo se observam alteracdes a morfologia do zedlito,
observando-se que as particulas mantem o mesmo tamanho. Estas observagdes podem indicar que os

antibidticos se encontram no interior dos zedlitos e ndo a sua superficie.

Figura 23 - Imagens obtidas pela analise SEM dos sistemas: A) PG@NaY e B) PG@ZSM5.

Os sistemas preparados apresentam a mesma morfologia e a introducao dos antibidticos ndo alterou o
tamanho das particulas dos zedlitos, apenas se observando cristais de TCno sistema TC@NaY.

Nas analises EDX realizadas em simultaneo com as analises SEM, sao encontrados os elementos
caracteristicos dos zedlitos como o Oxigénio (0), Silicio (Si), Aluminio (Al) e Sédio (Na), este Ultimo
identificado no zedlito NaY. E também encontrado o Azoto (N) que esta presente na composicdo dos
antibidticos como se pode observar na Figura 24, onde estdo representadas os espectros obtidos na

analise EDX referentes aos elementos encontrados.
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Figura24 - Espectrosde EDX paraasvariasamostras preparadas nopresentetrabalho: A) TC@NaY; B)
TC::@NaY; C) TC@ZSM5; D) PG@NaY e E) PG@ZSMS5.

Na Tabela 10 estdo apresentadas as quantidades determinadas por EDX para as diferentes amostras,

assim como a razao Si/Al.

Tabela 10 - Analise de EDX das amostras estudadas dada em massa (%).
Elementos NaY TC@NaY TC.@NaY PG@NaY ZSM5 TC@ZSM5 PG@ZSM5

0 51,3 49,54 51,71 58,93 54,3 72,83 58,13
Si 28,6 13,34 10,48 15,43 42,6 19,69 28,28
Al 11 5,76 4,70 6,99 2,8 1,47 2,15
Na 9,1 3,45 2,47 5,52 nd nd nd

N - 5,14 6,48 4,30 - 4,19 3,93

Si/Al 2.51 2.23 2.15 2.13 14.67 12.92 12.68

nd- nao determinado
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De todos os sistemas preparados, 0 que apresenta maior quantidade de azoto é o sistema TC::@NaY
(6,48 %), como esperado devido a presenga do cido durante a sua preparagao. Seque-seo TC@NaY com
5,14 % e 0 TC@ZSM5 com 4,19 %. O mesmo € observado para os sistemas com a penicilina, sendo que
oNaY apresenta maior quantidade de azoto. Estes resultados estao de acordo com o obtido com as
analises térmicas (Tabela 8). Independente do sistema, a razao Si/Al diminui, provavelmente porque

ocorre uma desaluminagdo dos zedlitos durante a sua preparacao.

3.1.5- Espetroscopia UV/visivel

Foram realizados estudos da libertacdo in vitro do antibidtico TC da estrutura dos zedlitos. Apenas foram
realizados os estudos da libertacdo in vitro do antibidtico TC dos sistemas por serem os que obtiveram
maior quantidade de antibidtico encapsulado, contrariamente ao observado no caso do antibiotico PG,
de acordo com os resultados obtidos pelas analises de TGA e EDX (Tabelas 8 e 10). Dos sistemas
preparados com a TC, foi escolhido o sistema TC::@NaY por ter uma maior quantidade de antibidtico.
Nos estudos realizados, foram utilizados dois comprimentos de onda diferentes, 276 e 357 nm, assim
como dois solventes diferentes, PBS e H0 ultrapura.

Na Figura 25 estdo representadas as curvas de saida do farmaco nos estudos de libertagdo medidos a

comprimentos de onda de 276 nm nos dois solventes utilizados. Tanto no solvente PBS e H.0 ultrapura
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(Figuras 25A e 25B, respetivamente) ha uma libertagdo elevada do farmaco nos primeiros 45 min da

experiéncia tendo depois sido constante.

Concentragdo (ppm)

Tempo (min)

250

Concentragéo(ppm)

50 100 150 200 250 300 350 400

Tempo (min)

Figura 25 - Curvas de saida do antibiotico TC in vitro do sistema TC.:@NaY medidas por espetroscopia
UV/Vis a 276 nm A) solvente PBS ou B) H.0 Ultrapura.

Na Figura 26 estdo representadas as curvas de saida do farmaco nos estudos de libertagdo medidos a
comprimentos de onda de 357 nm nos dois solventes utilizados. Tal como verificado, tanto nas
experiéncias com PBS como com H.0 ultrapura (Figuras 26A e 26B), ha uma libertacdo rapida da TC

nos primeiros minutos estabilizando até ao fim da experiéncia.
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Figura 26 - Curvas de saida nos estudos de libertagao do antibidtico TC in vitro medidos por
espetroscopia UV/Vis a 357 nm. A) do sistema TC::@NaY utilizando o solvente PBS e B) do sistema
TC:;@NaY utilizando o solvente H.0 Ultrapura.

Estes resultados vao encontro aos resultados de experiéncias similares descritas na literatura, apesar de
serem utilizados outros sistemas para a encapsulacdo do antibiético como o caso de materiais
mesoporosos como 0 SBA-15 e 0 MCM-41 (Hashemikia, Hemmatinejad, Ahmadi, & Montazer, 2015;
Koneru et al., 2015).

3.2- Avaliacao da atividade antimicrobiana

Apo6s uma extensa caracterizacdo dos sistemas e estudo da libertagdo in vitro dos antibioticos dos
zedlitos, foi avaliada a atividade antimicrobiana dos cinco sistemas preparados - TC@NaY, TC3,3@NaY,
TC@ZSM5, PG@NaY e PG@ZSM5 - assim como dos antibioticos TC e PG contra as bactérias Gram-
positivas Staphylococcus aureus sensivel a Meticilina (MSSA), Staphylococcus aureus resistente a

Meticilina (MRSA) e Propionibacterium acnes (P. acnes) e as Gram-negativas Escherichia coli (E. coli) e
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Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa). Estes microrganismos foram escolhidos por estarem
associados a doengas de pele ou, como o MRSA e P. aeruginosa, estarem classificados como
microrganismos para os quais o0 desenvolvimento de novos métodos de combate tem sido considerado

criticos. Os valores de MIC obtidos para os antibidticos estao descritos na Tabela 11.

Tabela 11 - Valores de MIC obtidos para os antibidticos Tetraciclina e Penicilina G.

Microrganismos Antibioticos (pg/mL)
TC PG
MSSA 0,4 0,05
MRSA 80 >3000
P. acnes 0,4 4,0
E. coli 1,8 5,0
P. aeruginosa 20 >500

MSSA é mais sensivel para o antibidtico PG do que para o antibidtico TC. Isto deve-se ao facto de serum
microrganismo Gram-positivo e o mecanismo da a¢do da PG esté associado ainibigdo dasintese da
parede celular. Ja E. coli apresenta uma maior sensibilidade para o antibidtico TC do que para o
antibidtico PG devido a ser um microrganismo Gram-negativo: para além de possuir menor quantidade
de peptidoglicano na sua parede celular (associado ao mecanismo de acdo da PG, Figura 6). Também é
possivel observar que MRSA e P. aeruginosa sdo realmente muito mais resistentes comparativamente
aos outros microrganismos utilizados.

Os resultados obtidos para as estirpes MSSA e P. aeruginosa estao de acordo comos valores obtidos na
literatura. Para a estirpe E. coli apenas os MIC obtidos para o antibidtico TC € que sao condizentes com
o descrito na literatura enquanto o valor obtido para a PG é inferior ao valor da literatura (Reimer, etal.,
1981). Para P. acnes constatou-se que o valor de MIC da PG é superior ao de TC enquanto na literatura
é descrito o contrario (Biswal etal., 2016). Para MRSA, o valor obtido para o antibidtico TC foi inferior ao
valor descrito na literatura (Matymia, et al., 2005).

Apds determinados os valores MIC dos antibidticos sozinhos, procedeu-se aos ensaios da avaliagdo da
atividade antimicrobiana dos sistemas. Nos varios ensaios realizados foram verificadas dificuldades na
preparagao das placas de LBA com os sistemas devido a dificuldade de dissolucdo deste tipo de material,
estruturas zeoliticas, em meios liquidos. Numa fase inicial, foi testada toda a gama de concentracdes

como nos ensaios de determinacdo dos valores de MIC para os antibidticos. Nesses primeiros ensaios,
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verificou-se que as concentragdes eram superiores aos valores MIC obtidos para os ensaios com 0s
antibioticos. Nesse sentido, decidiu-se ndo continuar os testes para os microrganismos MRSA e P.
aeruginosa. Verificou-se também que os valores MIC eram iguais tanto para os sistemas NaY como para
0s sistemas com o zedlito ZSM5. Na Tabela 12 estdo representados os resultados finais obtidos apos as

diferentes experiéncias de otimizacdo.

Tabela 12 - Valores MIC obtidos para os sistemas preparados no presente trabalho.

Sistemas
Microrganismos
TC@NaY  TC3,3@NaY TC@ZSM5 PG@NaY PG@ZSM5
MSSA 1,4 >5,0
P. acnes 1,4 >5,0
E. coli >2,0 >5,0

Os resultados obtidos nao foram ao encontro dos resultados obtidos com os valores obtidos para 0s
antibioticos, tendo sido determinados valores de MIC superiores aos dos antibidticos. Devido aos
resultados obtidos pelos estudos da libertacdo in vitro do antibidtico TC da estrutura dos zedlitos, era
expectavel que os valores dos MIC obtidos para os sistemas fossem pelo menos iguais aos valores de
MIC obtidos para os antibicticos, ja que existe quase uma libertagdo total do antibidtico dos sistemas.
Por outro lado, os sistemas com o antibidtico exibem atividade, significando que o antibidtico depois de
libertado encontra-se ativo; no entanto esta atividade necessita de uma concentragdo de antibidtico trés
vezes superioraconcentracdo demonstrada pelo antibidtico sozinho. Estudos realizados coma utilizagdo
da TC com materiais mesoporosos indicam que existe uma maior eficacia da TC quando se encontra
encapsulada do que quando se encontra sozinha (Koneru et al., 2015).

Devido a estes resultados, ndo foi possivel testar a atividade antitumoral dos sistemas preparados.
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+ CONCLUSOES E TRABALHO FUTURO

Este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana de antibidticos encapsulados em
zeolitos a fim de prevenir infecdes bacterianas. Para tal, foram utilizados dois antibidticos com modos de
acdo diferentes, Tetraciclina (TC) e Penicilina G (PG). Estes dois antibioticos foram encapsulados em dois
zeolitos diferentes, 0 zeolito NaY e o zedlito ZSM5, formando assim cinco sistemas distintos: TC@NaY,
TC:@NaY, TC@ZSMS5, PG@NaY e PG@ZSMS.

Os sistemas preparados foram caracterizados por Analise Termogravimétrica (TGA), Isotérmicas de
adsorcao N, Espetroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), Microscopia
eletronica de varrimento (SEM) e Espetroscopia de UV/Visivel. Concluiu-se que os sistemas que
utilizavam o zedlito NaY eram capazes de encapsular maior quantidade de antibidtico que os sistemas
com o zedlito ZSM5, e quando se realizava a encapsulacdo em meio acido com o NaY, verificou-se uma
maior retengdo do antibidtico TC.

Foiavaliada a atividade antimicrobiana dos sistemas preparados, comparando-se os valores obtidos das
concentragOes minimas inibitorias MIC, (do inglés minimum inhibitory concentration) dos antibidticos
com os valores MIC dos sistemas. As propriedades antibacterinas foram avaliadas contra
microrganismos Gram-Positivos - MSSA, MRSAe Propionibacterium acnes- e microrganismos Gram-
Negativos- Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa.

Concluiu-se uma maior resisténcia de MRSA e P. aeruginosa aos antibidticos do que os restantes
microrganismos. Os MIC apresentados dos antibidticos foram 80 e 20 ug/mLparaaTC, e >3000 e
>500 ug/mL para PG, contra MRSA e P. aeruginosa, respetivamente. Os sistemas preparados com 0
zeolito NaY apresentaram resultados mais promissores, os MIC foram trés vezes superiores para 0s
sistemas com TC no NaY enquanto para os sistemas com PG nao foram detetados valores de MIC para
ambos os zedlitos. Apesar dos sistemas exibirem atividade antimicrobiana, os valores de MIC obtidos

para os sistemas foram superiores aos valores de MIC dos antibidticos sozinhos.

Os resultados obtidos neste trabalho experimental deixaram em aberto algumas linhas de investigagao
para o aperfeicoamento de sistemas com propriedades antimicrobianas, com antibidticos encapsulados

em zeodlitos. Assim, de sequida, apresentam-se algumas sugestdes de trabalho futuro.

0 zedlito NaY foi selecionado como recetor de antibidticos com propriedades antimicrobianas tendo em

consideracdo os resultados de caraterizacdo das diferentes analises quimicas e também de ensaios de
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avaliacao da atividade antimicrobiana. Apesar desta estrutura se ter demonstrado mais eficiente na sua
funcdo do que 0 zedlito ZSM5, seriainteressante testar estruturas porosas diferentes, como por exemplo
as estruturas mesoporosas MCM-41 e SBA-15, pois estas permitiriam uma maior capacidade de

encapsulamento do antibiotico.
Uma vez que estas moléculas se encontram encapsuladas, provavelmente necessitam de tempo para a
sua libertacdo. Nesse sentido eraimportante utilizar testes antimicrobianos que permitissem a saida dos

antibioticos, como por exemplo os testes em fase liquida.

Eratambém relevante verificar a atividade antitumoral dos sistemas, uma vez que é conhecido os efeitos

benéficos dos antibioticos no cancro.
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