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RESUMO

OBJETIVO: Desenvolver nanoparticulas a base de PHBV contendo extratos de 7 roseoalba e avalid-las quanto a atividade
antimicrobiana. MATERIAIS E METODOS: Trata-se de um estudo /7 vitro. Folhas de 7. roseoalbaforam coletadas em Goiania—
GO, identificadas botanicamente e submetidas a extragao por maceragao a frio utilizando etanol absoluto ou acetato de etila,
seguida de tratamento por ultrassom e evaporagao do solvente. A atividade antimicrobiana foi avaliada frente a S. aureus
(MRSA), P aeruginosa e E. coli; por meio da CIM. As nanoparticulas de PHBV purificadas foram obtidas pela técnica de
miniemulsao/evaporacao de solvente, com e sem incorporagdo dos extratos vegetais, e caracterizadas por DLS e AFM.
RESULTADOS E DISCUSSAO: A extragéo etandlica apresentou melhor rendimento de compostos bioativos. A incorporagao
dos extratos resultou em nanoparticulas estaveis e homogéneas, confirmando a adequacdo do PHBV como matriz
biodegradavel. As nanoparticulas funcionalizadas com extrato etandlico exibiram maior atividade antimicrobiana, com
valores de CIM de 39,06 pg/mL frente a S. aureus e P aeruginosa e 78,12 ug/mL frente a £ colj, sugerindo potencial
terapéutico promissor. CONCLUSAO: A incorporagéo de extratos de 7. roseoalba em nanoparticulas biodegradaveis de PHBV
mostrou-se uma estratégia promissora em modelo in vitro para potencializar a atividade antimicrobiana.
PALAVRAS-CHAVE: Nanoparticulas poliméricas. 7abebuia roseoalba. Atividade antimicrobiana. Polimeros biodegradaveis.
Concentragao inibitéria minima.

ABSTRACT

OBJECTIVE: To develop PHBV-based nanoparticles containing 7. roseoalba extracts and evaluate their antimicrobial activity.
METHODS: Leaves of T roseoalba were collected in Goiania—GO, botanically identified, and subjected to cold maceration
extraction using absolute ethanol or ethyl acetate, followed by ultrasound treatment and solvent evaporation. Antimicrobial
activity was evaluated against S. aureus (MRSA), P aeruginosa, and E. coli by determining the minimum inhibitory
concentration (MIC). Purified PHBV nanoparticles were obtained using the miniemulsion/solvent evaporation technique, with
and without incorporation of plant extracts, and characterized by dynamic light scattering (DLS) and atomic force microscopy
(AFM). RESULTS AND DISCUSSION: Ethanolic extraction showed a higher yield of bioactive compounds. Extract incorporation
resulted in stable and homogeneous nanoparticles, confirming the suitability of PHBV as a biodegradable matrix.
Nanoparticles functionalized with ethanolic extract exhibited enhanced antimicrobial activity, with MIC values of 39.06
pg/mL against S. aureus and P aeruginosa and 78.12 pg/mL against £. coli; suggesting promising therapeutic potential.
CONCLUSION: The incorporation of 7 roseoalba extracts into biodegradable PHBV nanoparticles represents a promising in
vitro strategy to enhance antimicrobial activity.

KEYWORDS: Polymeric nanoparticles. 7abebuia roseoalba. Antimicrobial activity. Biodegradable polymers. Minimum
inhibitory concentration.

RESUMEN

OBJETIVO: Desarrollar nanoparticulas a base de PHBV que contengan extractos de 7 roseoalba y evaluar su actividad
antimicrobiana. METODOS: Las hojas de 7. roseoalba fueron recolectadas en Goiania—GO, identificadas botanicamente y
sometidas a extraccion por maceracion en frio utilizando etanol absoluto o acetato de etilo, seguida de tratamiento por
ultrasonido y evaporacion del solvente. La actividad antimicrobiana se evalué frente a S. aureus (MRSA), P aeruginosay E.
coli mediante la determinacion de la concentracion inhibitoria minima (CIM). Las nanoparticulas de PHBV purificadas se
obtuvieron mediante la técnica de miniemulsion/evaporacion del solvente, con y sin incorporacion de extractos vegetales, y
se caracterizaron por dispersion dinamica de luz (DLS) y microscopia de fuerza atémica (AFM). RESULTADOS Y DISCUSION:
La extraccion etandlica presenté mayor rendimiento de compuestos bioactivos. La incorporacion de los extractos dio lugar
a nanoparticulas estables y homogéneas, confirmando la idoneidad del PHBV como matriz biodegradable. Las
nanoparticulas funcionalizadas con extracto etandlico mostraron mayor actividad antimicrobiana, con valores de CIM de
39,06 pg/mL frente a S. aureusy P aeruginosay de 78,12 pg/mL frente a £ coli; o que sugiere un potencial terapéutico
prometedor. CONCLUSION: La incorporacién de extractos de 7 roseoalba en nanoparticulas biodegradables de PHBV se
presenta como una estrategia prometedora en modelo in vitro para potenciar la actividad antimicrobiana.

PALABRAS CLAVE: Nanoparticulas poliméricas. 7abebuia roseoalba. Actividad antimicrobiana. Polimeros biodegradables.
Concentracion inhibitoria minima.
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1. INTRODUGAO

0 uso excessivo e inadequado de antibiéticos tem contribuido para o surgimento e a disseminagao global de
microrganismos multirresistentes. Diversos grupos microbianos, incluindo bactérias, fungos, virus, parasitas e protozoarios,
desenvolveram mecanismos de resisténcia, configurando um dos principais desafios contemporaneos a sadde publica em
escala mundial (RAI et al., 2017). A presenca de bactérias multirresistentes compromete a eficacia da antibioticoterapia
disponivel, resultando em buscas por novos agentes antimicrobianos capazes de superar a resisténcia a multiplos farmacos
(ROCA et al., 2015). Nesse cenario, a associacado de extratos vegetais com nanoparticulas desponta como uma estratégia
promissora, uma vez que pode proporcionar atividade antimicrobiana mais direcionada e eficaz, contribuindo para o
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas no enfrentamento de patégenos multirresistentes (ALWAN et al., 2016).

Nesse contexto, as nanoparticulas sao caracterizadas por estruturas em escala nanométrica, com dimensdes
compreendidas entre 1 e 100 nm, cuja aplicagao tecnoldgica se estende a diversas areas do conhecimento, especialmente
a area médica, com énfase no desenvolvimento de sistemas para diagndstico e fins terapéuticos (SULTANA et al., 2022;
MITRAGOTRI; LAHERI, 2009). Formulagdes micro e nanométricas tém sido empregadas como sistemas de liberacdo
controlada, permitindo a protecao e a preservagao de principios ativos por meio de diferentes agentes encapsulantes, os
quais contribuem para o aumento da estabilidade fisico-quimica e da eficacia bioldgica dessas moléculas. Assim, observa-
se um crescente interesse no uso de agentes encapsulantes a base de polimeros biodegradaveis de origem natural que
apresentam menor impacto ambiental, reducao da geragao de residuos e maior biocompatibilidade, demonstrando como
alternativas promissoras para aplicagdes biomédicas (KUROWIAK, J.; KLEKIEL, T.; BEDZINSKI, R, 2023).

Nesse cenario, dentre os materiais comumente empregados como agentes encapsulantes tais como acido
polilactico, policaprolactona, polietilenoglicol e poli-hidroxibutirato, destaca-se o poli(3-hidroxibutirato-co-hidroxivalerato)
(PHBV), um copolimero pertencente a classe dos poliésteres, produzido por fermentagao bacteriana. 0 PHBV apresenta
ampla versatilidade de aplicagao, sendo utilizado na fabricagdo de embalagens para defensivos e insumos agricolas,
sistemas de liberagao controlada de farmacos e filmes destinados a embalagem de alimentos (POSADOWSKA; BRZYCHCZY -
WLOCH; PAMULA, 2016; VENKATESH et al., 2015; H@IBY, 2017; RAO et al., 2018). Com o objetivo de proteger e estabilizar
principios ativos, bem como otimizar sua biodisponibilidade, diversas técnicas de encapsulamento vém sendo
desenvolvidas, possibilitando a modulagao do perfil de liberagao e a melhoria do desempenho terapéutico dos sistemas
poliméricos.

A associagao entre extratos vegetais e nanoparticulas configura um importante sistema de liberagdo controlada de
substancias com potencial atividade bioldgica. Por meio desses nanocarreadores, os compostos bioativos podem ser
direcionados e liberados em alvos especificos, como tumores ou focos infecciosos, com a vantagem de reduzir ou eliminar
efeitos colaterais da terapéutica sistémica que atuam sobre as células-alvo e nao permanecem livres na circulagao
(SHOUSHTARI; POORMOGHADAM; FARBQD, 2017). A busca por novos agentes farmacologicamente ativos provenientes de
fontes naturais, como fermentagdes microbianas e extratos de plantas, tem levado a descoberta de diversos farmacos
clinicamente Uteis, que desempenham papel fundamental no tratamento de diferentes patologias (SULTANA et al., 2022).

0 uso de produtos naturais na terapéutica remonta a milhares de anos, quando extratos vegetais eram empregados
por civilizagdes antigas no tratamento de diversas doengas (OLMSTEAD et al., 2009). Fatores como o alto custo de
medicamentos industrializados, 0 acesso limitado a assisténcia médica e a percepcao de menor agressividade dos produtos
naturais contribuem para o uso frequente desses recursos na area da saide (SANTQS, 2014).

Nesse contexto, espécies da familia Bignoniaceae destacam-se por sua rica composi¢ao quimica, incluindo
lapachol, naftoquinonas, mangiferina e flavonoides (SIDJUI et al., 2014). Esses metabdlitos secundarios estao associados a
diversas atividades bioldgicas, como agdes antimaldrica, anti-inflamatoria, antiviral, antifiingica, antimicrobiana e
antitumoral (JAIN et al., 2012). A familia compreende cerca de 120 géneros e aproximadamente 840 espécies, distribuidas
na América do Sul e na Africa, sendo o Brasil um importante centro de diversidade, com cerca de 32 géneros e 350 espécies
registradas (PEREYRA et al., 2021).

Entre essas espécies, destaca-se 7abebuia roseoalba, conhecida como ipé-branco, nativa do Cerrado e do Pantanal
brasileiros. Estudos relatam atividade antinociceptiva associada ao isolamento de icariside 4 da casca da planta (FERREIRA-
JUNIOR et al., 2015), além de atividade antimicrobiana de extratos da casca, folhas e caule (SILVA et al., 2014). Desta forma,
foram descritas atividades citotoxicas e antimicrobianas de microrganismos endofiticos isolados da espécie, além do
potencial uso como alternativa no tratamento da gota, com efeitos anti-inflamatorios e anti-hiperuricémicos (BARBOSA
FILHO et al., 2004).

Entretanto, apesar dos avangos no uso de extratos vegetais e nanossistemas poliméricos com atividade
antimicrobiana, ainda permanecem lacunas quanto ao desenvolvimento de nanoparticulas biodegradaveis livres de metais,
sobretudo no que se refere a eficiéncia antimicrobiana, a estabilidade dos sistemas e ao potencial de redugao de toxicidade.
Nesse contexto, o PHBV justifica-se por sua versatilidade, compatibilidade e capacidade de modulagao da liberagao de
principios ativos, enquanto a selegdo de 7. roseoalba destaca-se por ser rica devido a sua composigao fitoquimica e
atividades bioldgicas ja descritas, configurando um sistema inovador e sustentavel frente a resisténcia microbiana.
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Desta forma, o uso de nanoparticulas poliméricas a base de poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHBV),
destaca-se como estratégia promissora para a veiculacao de extratos vegetais na area de drug delivery. Esses sistemas
podem melhorar o desempenho de substancias bioativas e contribuir para a superagao das limitagoes dos antibiéticos
disponiveis, reduzindo efeitos adversos e aumentando a eficacia terapéutica frente a microrganismos multirresistentes.

Assim, este estudo teve por objetivo desenvolver nanoparticulas a base de PHBV contendo extratos de 7. roseoalba
e avalia-las quanto a atividade antimicrobiana in vitro frente a cepas de Staphylococcus aureus (MRSA), Pseudomonas
aeruginosae Escherichia colli.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Tipo de estudo

Trata-se de um estudo experimental /n vitro, de carater exploratério, voltado ao desenvolvimento e caracterizagao
de nanoparticulas de PHBV contendo extratos de 7abebuia roseoalba e a avaliagao da sua atividade antimicrobiana.

2.1 Obtengao do material vegetal

As amostras de folhas de 7abebuia roseoalba foram coletadas em Goiania, GO (S 16°41'32"; 0 49°18'48"), em
dezembro de 2016, e identificadas por especialista, com exsicata depositada no herbario da Universidade Tiradentes (MAC:
0840). Os extratos etandlico e de acetato de etila foram obtidos conforme SILVA et al. (2014), com modificagdes. As folhas
secas (50 °C) e pulverizadas (16—32 mesh) foram submetidas a maceragao a frio (1 g/10 mL) por sete dias, sequida de
extracdo assistida por ultrassom (2 h, 25 °C). Apds centrifugacao e filtragao, os solventes foram evaporados, e os extratos
secos foram armazenados sob refrigeragao. O rendimento foi calculado com base na massa seca obtida em relagdo a massa
inicial do material vegetal.

2.2 Amostras bacterianas

A atividade antimicrobiana dos extratos e das nanoparticulas foi avaliada frente as linhagens clinicas de
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) (S. aureus ATCC 43300 e ATCC 25923), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853) e Escherichia coliINCQS/FIOCRUZ). As bactérias foram reativadas em caldo BHI, cultivadas em agar Mueller-
Hinton e incubadas a 35 °C por 18-24 h, sendo estocadas a -20 °C em leite desnatado a 10% acrescido de glicerol a 10%.

2.3 Teste de concentragao inibitéria minima (CIM)

A CIM foi determinada pelo método de microdiluigao em caldo, em microplacas de 96 pogos, conforme CLSI (2017)
e SILVA et al (2014). As suspensoes bacterianas foram ajustadas a 0,5 McFarland e diluidas para ~104 UFC/mL. A
gentamicina foi utilizada como controle positivo. Apds incubagao a 35 °C por 24 h, a viabilidade bacteriana foi avaliada pela
adicao de 2,3,5-trifeniltetrazélio cloreto (TTC) a 0,5%, considerando-se crescimento pela mudanga de coloragao.

A CIM foi determinada pelo método de microdiluigdo em caldo, em placas de 96 pogos, utilizando TTC
(2,3,5-trifeniltetrazolio cloreto) a 0,5% como indicador de viabilidade metabélica, conforme protocolos adaptados de ensaios
colorimétricos para extratos e nanoparticulas. Foram incluidos controles de crescimento (bactéria + meio sem amostra),
controles de solvente (meio + solvente na mesma concentragao final empregada nas formulagdes, sem bactérias) e controles
de nanoparticulas (meio + nanoparticulas + TTC sem inoculagao bacteriana), a fim de verificar possivel interferéncia optica
ou de cor inerente as formulagdes na leitura do ensaio.

2.4 Desenvolvimento e rendimento das nanoparticulas poliméricas
2.4.1 Purificagdo do PHBV

0 PHBY foi purificado segundo protocolo adaptado de GILFRIDA (2013). O polimero foi dissolvido em cloroférmio,
filtrado e precipitado em heptano, sequido de evaporagao do solvente residual. O procedimento foi repetido até obtengao do
polimero purificado.

2.4.2 Nanoparticulas de PHBV

As nanoparticulas de PHBV foram preparadas pelo método de miniemuls&o, conforme MUSYANOVYCH et al. (2008),
com adaptagdes. O polimero foi dissolvido em cloroférmio (fase organica) e emulsificado em fase aquosa contendo SDS e
hexadecano, seguida de homogeneizagao por Turrax e ultrassom. A remogao do solvente ocorreu por evaporagao sob
agitacdo. As particulas foram purificadas por centrifugagdo em duas etapas, conforme descrito por TADA et al. (2010). O
mesmo procedimento foi aplicado para as nanoparticulas contendo os extratos vegetais.

2.4.3 Caracterizagao das nanoparticulas

0 tamanho das particulas das formulagdes obtidas (PHBV puro, PHBV—-extrato etandlico e PHBV—extrato em
acetato de etila) foi determinado por espalhamento dinamico de luz (DLS) e microscopia de for¢a atomica (AFM).
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2.4.4DLS

A distribuicao de tamanho das nanoparticulas foi analisada em equipamento Zetasizer Nanoseries (Malvern). As
amostras foram ressuspensas em agua ultrapura (1 gota da suspensao para 1 mL de agua) e analisadas em cubetas de vidro,
com trés leituras a intervalos de 1 min, a 25 °C. O espalhamento de luz foi detectado em angulo de 90°. Para o tratamento
dos dados, considerou-se a viscosidade da agua igual a 0,8872 cP e indice de refragao do PHBV igual a 1,50.

2.4.5 Avaliagao das Nanoparticulas Poliméricas (NP's) por Microscopia de Forga Atdmica (AFM)

Para AFM, as nanoparticulas foram diluidas na proporgao de 1:100 em agua Milli-Q. Aliquotas de 5 pL de cada
suspensao foram depositadas sobre laminulas de vidro (1 x 1 cm), previamente desengorduradas e sonicadas em dois ciclos
de 15 min em agua ultrapura, e secas a temperatura ambiente (25 °C) (GEORGIEV et al., 2013). As medidas topograficas
foram realizadas em AFM SPM-9700 (Shimadzu, Kyoto, Japao), no modo dinamico, utilizando cantilever com raio de
curvatura inferior a 10 nm, frequéncia de varredura de 150 Hz e constante de mola de 5 N/m. As distribuigdes de didmetro
foram obtidas com base no raio médio e as imagens processadas no software do equipamento (SPM-9700 Shimadzu).

2.5 Analise estatistica

Os dados foram expressos como média + desvio padrdo (SD) e submetidos a analise de normalidade e
homocedasticidade pelo teste de Shapiro—-Wilk. Para variaveis com distribuicdo normal (gaussiana), utilizou-se analise de
variancia (ANOVA), sequida do teste de comparagdes midiltiplas de Tukey. Para dados com distribuicdo ndo gaussiana,
empregou-se o teste de Kruskal-Wallis, sequido do teste de Dunn. Diferengas foram consideradas significativas quando p <
0,05. As analises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism (GraphPad Software Inc., versao 5.0, La Jolla,
CA, EUA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAQ
3.1 Rendimento global dos extratos

As nanoparticulas de PHBV funcionalizadas com extrato etandlico de 7. roseoalba apresentaram maior atividade
antimicrobiana, com valores de CIM de 39,06 pg/mL frente a S. aureus (MRSA) e P aeruginosae de 78,12 pg/mL frente a £
Coli (TABELA 2). Esses resultados corroboram o maior rendimento de compostos bioativos observado para o extrato
etandlico, sugerindo que a maior carga de metabdlitos incorporados a matriz de PHBV contribuiu para a poténcia
antimicrobiana das nanoparticulas.

Na Figura 1, destaca-se maior rendimento médio do extrato etandlico 8,94 +0,18, sequido de acetato de etila 5,04+
0,19 e hexanico com 1,78+ 0,11.

Figura 1. Solvente, média %, desvio-padrdo em extratos com solventes de etanol (EE), acetato de etila (EA) e hexano (EH).

10
8,94
5,04
I -
EE EA EH

Fonte: dados da pesquisa.

Rendimento global
o |l N w IS ol » ~ [o0) [{e)

Ao comparar os resultados obtidos, observa-se que solventes de baixa polaridade tendem a apresentar rendimentos
de extracao reduzidos em fungao da composigao quimica da matriz vegetal. Nesse contexto, os estudos de TERVER et al.,
(2020) destacaram que para extratos de Sasa quelpaertensis Nakai, rendimentos de aproximadamente 0,6 + 0,1% para o
acetato de etila, valores inferiores aos observados no presente estudo, evidenciando a forte dependéncia do rendimento em
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relagdo a polaridade do solvente e as caracteristicas da espécie vegetal. Outro estudo feito por NAKAMURA et al., (2017),
destacou-se que o extrato de Senna occidentalis com acetato de etila apresentou 0 menor rendimento da extragdo sequencial
(2,98%), reforcando que o rendimento de 5,04 * 0,19% obtido neste trabalho com o mesmo solvente encontra-se acima das
faixas ao se utilizar solventes menos polares. Esses resultados destacam a eficiéncia da extragao dos compostos bioativos
de Tabebuia roseoalba destacando-se a relevancia do seu uso na incorporagao em nanoparticulas poliméricas de PHBV.

A caracterizagdo das nanoparticulas foi realizada quanto ao tamanho médio e a dispersdo. O diametro
hidrodinamico e o indice de polidispersividade (PDI) das nanoparticulas (NPs) em suspensdo foram determinados por
espalhamento dinamico de luz (Dynamic Light Scattering - DLS) (Tabela 1). As formulagoes PHBV, PHBV-ACT e PHBV-ETA
foram analisadas com o objetivo de avaliar a influéncia da composigao polimérica sobre a viscosidade, a polidispersividade
e o tamanho das nanoparticulas.

Tabela 1. Valores médios do didmetro hidrodindmico médio (DHM) e indice de polidispersividade das NPs de PHBV, PHBV-ACT e PHBV-
ETA apds analise por espalhamento de luz dindmico (DLS).

NPs DHM (nm) PDI

PHBV 172126 0,132+ 0,002
PHBV- ACT 1188+ 15,2 0,087 £ 0,006
PHBV- ETA 175489 0,109 £ 0,006

Legenda: NPs: Nanoparticulas; DHM: Diametro hidrodinamico médio; PDI: indice de polidispersividade.

A caracterizagdo das nanoparticulas por espalhamento de luz dindmico (DLS) demonstrou que as formulagoes
apresentaram didmetros hidrodindmicos médios inferiores a 200 nm e baixos indices de polidispersividade, indicando
sistemas coloidais bem definidos e homogéneos (BHATTACHARJEE, 2016; DANAEI et al., 2018). As NPs de PHBV puro
apresentaram DHM de 172 + 2,6 nm e PDI de 0,132 + 0,002, enquanto as nanoparticulas contendo extrato obtidas com
acetato de etila (PHBV-ACT) exibiram menor tamanho médio (118,8 + 15,2 nm) e PDI de 0,087 + 0,006, evidenciando elevada
monodispersidade. J4 as NPs PHBV-ETA apresentaram DHM de 175,4 + 8,9 nm e PDI de 0,109 # 0,006, mantendo-se dentro
de uma faixa considerada adequada para aplicagdes bioldgicas como sistemas de liberagao controlada de farmacos
(MOZAFARI, 2006), veiculagao de compostos naturais (MARTINS et al., 2014), aplicagdes antimicrobianas e antibiofilme
(NASKAR, 2019; HU et al., 2018) e engenharia de tecidos (SHRIVASTAV et al., 2013).

3.2 Desenvolvimento e rendimento das nanoparticulas poliméricas

Apds purificagdo e obten¢ao das nanoparticulas, foi feito a avaliagdo morfoldgica das nanoparticulas que foi
realizada por microscopia de forga atomica (AFM) para as trés formulagdes estudadas: NPs PHBV (A), NPs PHBV-ACT (B) e
NPs PHBV-ETA (C). As imagens obtidas foram analisadas em modo tridimensional (3D) (Figura 2) e por meio de mapas de
topografia superficial (Figura 3).

Figura 2. Imagem tridimensional (3D) das NPs-PHBYV (A), NPs PHBV-ACE (B) e NPs PHBV-ETA em escala 5x5 pm obtidas por
Microscopia de forga atomica.

A) B) C)

610.28nm 453020m _ 314.150m
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Fonte: dados da pesquisa.
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Figura 3. Topografia das NPs-PHBV (A), NPs PHBV-ACE (B) e NPs PHBV-ETA (C) em escala 5x5 obtidas por Microscopia de forga
atomica.
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Fonte: dados da pesquisa.

0 perfil morfologico com distribuicdo homogénea, elevada uniformidade morfolégica e geometria
predominantemente esferoidal indicam possivelmente a formagao de sistemas nanoparticulados bem definidos, sugerindo
que os métodos de preparo empregados foram eficientes e reprodutiveis para nanoparticulas poliméricas biodegradaveis
obtidas a partir de PHB e PHBV, nos quais a cristalizagdo parcial do polimero e a rapida remogao do solvente levam a
formagéo de aglomerados nanométricos com relevo irregular (KILICAY et al., 2011; MASOQD et al., 2013).

As analises por AFM revelaram diferengas morfoldgicas claras entre as formulages, com as NPs-PHBV (A)
apresentando maior rugosidade superficial e picos topograficos mais elevados (~610 nm), indicativos de distribuigado menos
homogénea e maior tendéncia a agregagao, comportamento tipico de nanoparticulas de PHBV nao funcionalizadas e
associado a hidrofobicidade e a elevada cristalinidade do polimero (KILICAY et al., 2011). A incorporagao do ACE resultou
em NPs-PHBV-ACE (B) com topografia mais compacta e reducdo da altura maxima (~453 nm), sugerindo melhor
organizacao estrutural, em concordancia com estudos que relatam diminuicdo da rugosidade superficial devido a
interferéncia de compostos bioativos no empacotamento das cadeias poliméricas (SANTOS et al., 2014; MARTINS et al.,
2018). As NPs-PHBV-ETA (C) apresentaram a superficie mais regular, com menores alturas (~314 nm) e menor grau de
agregagao, compativel com a literatura que descreve maior estabilidade e homogeneidade morfolégica em nanoparticulas
poliméricas funcionalizadas (REIS et al., 2017; NASKAR et al., 2020).

Assim, os valores observados estdao dentro da faixa reportada para nanoparticulas de PHBV (200-700 nm) em
analises de AFM, e a redugao progressiva da irregularidade superficial indica que a modificacao da matriz polimérica
favoreceu uma morfologia mais organizada e adequada para aplicagdes bioldgicas (KILICAY et al., 2011; MASOOQD et al.,
2013).

A analise por DLS indicou didametros hidrodinamicos inferiores a 200 nm, enquanto as alturas observadas por AFM
ultrapassaram 300 nm para particulas isoladas. Essa diferenga é esperada, pois as técnicas medem parametros distintos: o
DLS fornece um diametro hidrodinamico médio em suspensao, enquanto o AFM registra a altura de particulas imobilizadas
sobre a superficie, podendo superestimar as dimensdes em fung¢ao da conformacao e do estado de agregagao local.

3.2 Avaliagéo da atividade antimicrobiana das NPs (MIC e Biofilme) - MIC- Nanoparticulas
A avaliagdo da atividade antimicrobiana das nanoparticulas foi realizada por meio da determinagdo da

concentragao inibitéria minima (CIM) frente as cepas Staphylococcus aureus ATCC 25923 e ATCC 43300, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 e £scherichia coli; conforme apresentado na Tabela 2.
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Tabela 2. Avaliagao da atividade antimicrobiana das NPs (MIC e Biofilme) - MIC- Nanoparticulas.

NPs S.aureus  S.aureus P aeruginosa ATCC  E.coli Atb (pg/ml) Atb(pg/ml) Atb(ug/ml)
ATCC ATCC 27853
Gen Gen Gen
25923 43300 ] ]
S.aureus P, aeruginosa E.coli
CIM CiM CIM CIM CIM CiM CiM
PHBV 156,25 156,25 1250 312,5 1,52 6,08 3,04
PHBV+ 39,06 78,12 39,06 78,12 1,52 6,08 3,04
ETA
PHBV+ 156,25 3125 2500 39,06 1,52 6,08 3,04
ACE

Fonte: dados da pesquisa.

As nanoparticulas de PHBV, PHBV + ETA e PHBV + ACE foram analisadas com o objetivo de investigar a influéncia
da funcionalizagdo da matriz polimérica sobre a eficacia antimicrobiana. Os resultados demonstraram que a formulagédo
PHBV + ETA apresentou os menores valores de CIM para todas as cepas avaliadas, destacando-se frente as demais
formulagoes, com valores de 39,06 ug/mL para S. aureus ATCC 25923 e P aeruginosa ATCC 27853, e 78,12 ug/mL para S.
aureus ATCC 43300 e £ coli. Nesse contexto, as nanoparticulas de PHBV nao funcionalizadas e aquelas associadas ao ACE
apresentaram valores de CIM mais elevados, indicando menor atividade antimicrobiana. Esses resultados evidenciam que a
incorporagao do ETA a matriz de PHBV potencializa a atividade antimicrobiana das nanoparticulas, sugerindo uma maior
interagcao com as células bacterianas e maior eficiéncia na inibicao do crescimento microbiano, conforme descrito para
nanoparticulas poliméricas funcionalizadas (HAJIPOUR et al., 2012).

Embora nanomateriais com componentes metalicos, como nanocompdsitos de PHBV contendo Ag—Zn0, possam
atingir valores de concentragao inibitéria minima (MIC) inferiores aos obtidos neste estudo (10 pyg/mL para Staphylococcus
aureuse 15 pg/mL para Escherichia coli), esses sistemas dependem do uso de metais com elevada atividade antimicrobiana,
os quais podem estar associados a efeitos citotoxicos e maior impacto ambiental (IBRAHIM et al., 2023). Assim, os sistemas
de nanoparticulas de PHBV funcionalizadas com ETA desenvolvidos neste trabalho apresentaram atividade antimicrobiana
expressiva sem a necessidade de componentes metalicos, com valores de CIM de 39,06 yg/mL frente a S. aureus e
Pseudomonas aeruginosae 78,12 pg/mL frente a £. colj, demonstrando desempenho relevante em um sistema biodegradavel
e mais seguro, conforme descrito para nanoparticulas poliméricas funcionalizadas que apresentam maior interagdo com a
membrana bacteriana (HAJIPOUR et al., 2012).

Os achados deste estudo evidenciam que a eficiéncia da extragdo de compostos bioativos de 7abebuia roseoalba
esta relacionada a polaridade do solvente que destacam maior extragao de metabolitos bioativos em solventes de polaridade
intermediaria a elevada (NAKAMURA et al., 2017; TERVER et al., 2020). A incorporagao desses extratos em nanoparticulas
de PHBV resultou em sistemas coloidais estaveis, homogéneos e morfologicamente bem definidos, corroborando estudos
que descreveram a adequacao do PHBV como matriz polimérica biodegradavel para veiculagdo de compostos naturais
(MOZAFARI, 2006; MARTINS et al., 2014).

A funcionalizagdo da matriz polimérica influenciou nas propriedades fisico-quimicas e morfoldgicas das
nanoparticulas, destacando maior organizagao estrutural e redugao da rugosidade superficial nas formulagdes contendo
extrato etandlico. Esse comportamento esta de acordo com relatos de que compostos bioativos podem interferir no
empacotamento das cadeias poliméricas, favorecendo maior estabilidade e homogeneidade do sistema (SANTOS et al.,
2014; REIS et al., 2017).

Além disso, a atividade antimicrobiana das nanoparticulas funcionalizadas com extrato etandlico reforga a hipétese
de maior interagdo com a membrana bacteriana, conforme descrito para nanoparticulas poliméricas funcionalizadas livres
de metais (HAJIPOUR et al., 2012). Embora sistemas nanoparticulados contendo metais apresentem maior poténcia
antimicrobiana, os resultados obtidos neste estudo demonstram que sistemas biodegradaveis e livres de componentes
metalicos podem alcancar desempenho relevante, reduzindo potenciais efeitos citotoxicos e impactos ambientais, conforme
discutido na literatura recente (IBRAHIM et al., 2023).

Cabe ressaltar que os valores de CIM obtidos neste estudo referem-se exclusivamente a um modelo /7 vitro e nao
podem ser diretamente extrapolados para eficécia clinica, devendo ser considerados como etapa preliminar de triagem de
atividade antimicrobiana.
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4. CONSIDERAGOES FINAIS

A incorporagao de extratos de 7abebuia roseoalba em nanoparticulas biodegradaveis de PHBV mostrou-se uma
estratégia promissora em modelo in vitro para potencializar a atividade antimicrobiana frente a cepas de Staphylococcus
aureus (MRSA), Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli As nanoparticulas funcionalizadas com extrato etandlico
apresentaram os menores valores de CIM, sugerindo que a combinagao entre maior rendimento de compostos bioativos e
veiculagdo em matriz polimérica contribuiu para o efeito observado.

Contudo, trata-se de um estudo exploratdrio in vitro, e os resultados nao permitem inferir eficacia ou seguranca em
contexto clinico. A auséncia de dados de citotoxicidade, de perfil de liberagao controlada, de eficiéncia de encapsulagao e de
zeta potencial constitui limitagao importante, assim como a falta de avaliagdo em modelos bioldgicos mais complexos.
Investigagoes futuras deverao contemplar esses aspectos, bem como ensaios in vitro adicionais e estudos /n vivo, a fim de
confirmar o potencial dessas formulagdes como candidatas a novas abordagens terapéuticas no controle de infecgoes
nosocomiais.
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