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RESUMO

Introducdo: Embora caries e outras doencas da cavidade oral tenham sido tratadas com
sucesso, ainda ndo existem materiais odontoldogicos multifuncionais eficazes tanto para
prevengdo quanto para terap€utica clinica. Nas ultimas décadas, estudos mostram como os
nanomateriais podem atuar nesta correlagdo. Nanocristais de Oxido de Zinco (ZnO) e Oxido de
Prata (AgO) sdao materiais biocompativeis e biocidas e seu efeito antimicrobiano em
microrganismos como o0 nanocomposito de ZnO dopados com Ag e AgO (ZnO:Ag-Ag0O) ainda
nao foram testados. Objetivos: Avaliar o efeito antimicrobiano do ZnO:Ag-AgO e
concentracdo inibitéria minima (CIM) para os microrganismos testados, investigar
comportamento e citotoxicidade das diferentes dopagens do nanocomposito. Material e
Métodos: Nanocompodsitos contendo trés diferentes dopagens de nanocristais (ZnO:3Ag,
Zn0O:5Ag, ZnO:7Ag) foram testados. O difratdmetro XRD-6000 foi usado para determinar a
estrutura cristalina e o tamanho médio, confirmando a formagao dos nanocristais. O ensaio de
inibicao do crescimento bacteriano foi realizado utilizando Escherichia coli (ATCC®25922),
Staphylococcus aureus (ATCC®29213) e Streptococcus mutans (1CQS 00504) com o tempo
de tratamento de 24 e 48 horas para investigagdo da concentracao inibitoéria minima. Os trés
nanocompositos foram testados com diferentes concentragdes em microplacas de 96 pocos para
avaliar o potencial antimicrobiano utilizando o ensaio MTT. A avaliacdo da citotoxicidade
celular foi realizada com linhagens celulares de fibroblastos, utilizando os valores de CIM
encontrados como referéncia, através do ensaio de viabilidade celular MTT. Resultados: O
Zn0:5Ag e 0 ZnO:7Ag apresentaram maior inibicdo do crescimento nos trés microrganismos,
nas menores concentragdes, ndo houve diferenca estatistica significante nos tempos de
tratamento 24 e 48h. Além disso o nanocomposito ndo apresentou comportamento citotdéxico
em diferentes concentragdes de CIM. Conclusao: Esta ¢ a primeira demonstragao de um novo
nanomaterial baseado no nanocompoésito ZnO:Ag-AgO, que poderia ser usado como medida
preventiva e terapéutica em odontologia. O nanocomposito nas diferentes dopagens ZnO:3Ag,

Zn0:5Ag e ZnO:7Ag apresentaram promissora atividade antimicrobiana e baixa citotoxicidade.

Palavras-chave: Nanobiotecnologia; Nanocristais, Nanocompodsitos ZnO:Ag-AgO;

Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans.



ABSTRACT

Introduction: Although cells and other diseases of the oral cavity have been treated
successfully, they are not yet diverse materials, the multifunctional ones are as much the disease
for the clinic. Nanocrystals of zinc oxide (ZnO) and silver oxide (AgO) are biocompatible and
biocidal materials and their antimicrobial effect in microorganisms such as Ag and AgO-doped
ZnO nanocomposites (ZnO: Ag-AgO) have not been studied Objectives: To evaluate the
antimicrobial effect of ZnO: Ag-AgO and minimum inhibitory concentration (MIC) for the
tested microorganisms, to investigate the behavior and cytotoxicity of the different doped
nanocomposites. Material and Methods: Nanocomposites containing three different
nanocrystals doped (ZnO: 3Ag, ZnO: 5Ag, ZnO: 7Ag) were tested. The XRD-6000
diffractometer was used to determine the crystalline structure and the mean size, confirming
the formation of nanocrystals. The bacterial growth inhibition assay was performed using
Escherichia coli (ATCC®25922), Staphylococcus aureus (ATCC®29213) and Streptococcus
mutans (ICQS 00504) with the treatment time of 24 and 48 hours for investigation of the
minimal inhibitory concentration. The three nanocomposites were tested with different
concentrations in 96-well microplates to assess the antimicrobial potential using the MTT assay
[3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium bromide]. The evaluation of cellular
cytotoxicity was performed with fibroblast cell lines, using the MIC values found by reference,
through the MTT cell viability assay. Results: ZnO: 5Ag and ZnO: 7Ag showed higher growth
inhibition in the three microorganisms at the lower concentrations, there was no statistically
significant difference in treatment times 24 and 48h. In addition, the nanocomposite showed no
cytotoxic behavior at MIC concentrations. Conclusion: This is the first demonstration of a new
nanocomposite based on the ZnO: Ag-AgO nanocomposite, which could be used as a
preventive and therapeutic measure in dentistry. The nanocomposite in the different doping
ZnO: 3Ag, ZnO: 5Ag and ZnO: 7Ag presented promising antimicrobial activity and low
cytotoxicity.

Keywords: Nanobiotechnology; Nanocrystals, Nanocomposites ZnO: Ag-AgO; Escherichia

coli, Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans.
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1 INTRODUCAO

A nanotecnologia ¢ um campo em rapido crescimento, suas aplicagdes em ciéncia e
tecnologia tém como finalidade a fabricacdo de materiais em nanoescala. As nanoparticulas
(NPs) possuem dimensdes nanométricas (1-100 nm) e a investigagdo sobre suas propriedades
e atributos unicos tém sido utilizados para combater doengas e infecgcdes. Baseado em sua
estrutura e forma, as nanoparticulas podem se apresentar em nanotubos, nanofios, nanobastoes,
nanocristais € pontos quanticos. Sua superficie e heterogenicidade desempenha papel
importante e quando comparado com materiais em escala macroscOpica, apresentam
propriedades aprimoradas, como a atividade antimicrobiana (ALLAKER, 2010; KROL et al.,
2017).

O surgimento de bactérias resistentes aos antibioticos atuais € o uso indiscriminado
deste medicamento, tem sido um enorme desafio para a saude. Destaca-se, portanto, a
importancia do estudo dos materiais em nanoescala com propriedades bactericidas
(MORONES et al., 2005; RAI; YADAV; GADE, 2009). Diferentes testes de susceptibilidade
antimicrobiana, incluindo disco-difusdo (Kirby-Bauer) e microdiluicao em caldo (concentragao
inibitéria minima, CIM) sdo recomendados pelo Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) (RAIL; YADAV; GADE, 2009).

O efeito antimicrobiano de amplo espectro da prata (Ag), ¢ conhecido desde a
antiguidade. A redugdo dos materiais em nanoescala ¢ uma estratégia confidvel para melhorar
sua biocompatibilidade e sua nanoparticula tem se mostrado eficaz como agente
antimicrobiano. Além disso tem sido relatado que nanoparticulas de Ag (NPAg) podem ser
aplicadas no controle de microrganismos e preven¢do de infecgoes (KIM et al., 2007). Dentre
uma variedade de nanoparticulas utilizadas em tratamentos antibacterianos a NPAg ¢ a mais
amplamente explorada devido sua promissora eficicia antimicrobiana (TANG; ZHENG, 2018).

Nanoparticulas de zinco (NPZnO), sdo utilizadas para diversas aplicacdes
biomédicas e industrias. Em Odontologia, os biofilmes orais sdo constituidos por uma rica
microbiota em diferentes superficies, incluindo dentes, materiais dentarios € mucosa. Inumeras
nanoparticulas, como as de Zinco, tém sido minuciosamente estudadas para controle da
formacao de biofilmes dentro da cavidade oral (ALLAKER, 2010; CHENG et al., 2015).
Apesar disso, sua toxicidade e interagcdo biologica ainda ndo estdo totalmente elucidados
(SNYDER-TALKINGTON et al., 2012), sendo, no entanto, seguramente aplicaveis devido a
estabilidade e notavel atividade microbicida (PADMAVATHY; VIJAYARAGHAVAN,
2008). As NPZnO e NPAg sdo efetivos antibacterianos contra varios tipos de
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bactérias.(PANDURANGAN; KIM, 2015). A associa¢do dos dois tipos de nanoparticulas
poderia aumentar a efetividade microbicida desses compositos.

Baseado nas propriedades desejaveis das NPs de Ag e ZnO, o presente estudo buscou
avaliar a eficdcia antimicrobiana de um nanocomposito hibrido, ZnO dopado com nanocristais
de Ag e 6xido de prata (ZnO:Ag-AgO) em diferentes dopagens de 6xido de prata (AgO) contra

trés tipos de bactérias encontradas na cavidade bucal.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

A busca por novos agentes antimicrobianos tem sido intensificada com o aumento de
multiplos organismos resistentes. As NPs apresentam grande potencial para enfrentar este
desafio, servindo como uma alternativa vidvel para tratar varias infecgdes, particularmente
oriundas de bactérias multirresistentes (CHEN et al., 2015). A redug¢do do tamanho das
particulas dos materiais € um meio eficiente e ferramenta confidvel para melhorar sua
biocompatibilidade. Propriedades fisico-quimica de varios nanomateriais aumentam as
possibilidades de criagdo de novas estruturas, sistemas ou dispositivos com potenciais
aplicacdes em uma ampla variedade de areas. Os nanomateriais para aplicacdes biomédicas
incluem pontos quanticos, nanotubos, nanoconchas, nanoparticulas paramagnéticas,

nanocristais entre muitos outros (CONGKANG, XU et al., 2002).

Uma das caracteristicas mais importantes dos nanomateriais de ZnO ¢ a baixa toxicidade
e biodegradabilidade. Os nanomateriais de ZnO sdo nanoparticulas versateis, ndo sé para a
bioimagem, mas também para aplicacdes de entrega de droga, devido a sua grande area de
superficie, quimica superficial versatil, entre outros. As nanoparticulas de ZnO podem induzir
espécies reativas ao oxigénio (ROS) como radical hidroxila, peroxido de hidrogénio e
superoxido em solugdes aquosas por absorcao de iluminagao ultravioleta (UV) (ZHANG et al.,
2013).

Os nanocristais de ZnO exibem muitas caracteristicas importantes, como alta atividade
catalitica, estabilidade quimica e fisica, bem como absor¢ao UV, além disso sdo materiais
biocompativeis, de acordo com a Food and Drug Administration (FDA) (TANKHIWALE;
BAJPAI, 2012). O ZnO pode ser utilizado como aditivo alimentar devido suas propriedades e
¢ considerado seguro pela FDA. As NPZnO apresentam atividade antimicrobiana pronunciada
devido ao seu pequeno tamanho ¢ alta relagao superficie/volume, mostrando toxicidade seletiva
para bactérias e efeitos minimos sobre as células humanas (REDDY et al., 2012).

As NPAg demonstram propriedades antimicrobianas de amplo espectro, tanto contra
bactérias gram-negativas, quanto bactérias gram-positivas, além disso possui forte efeito
biocida em diversas espécies de bactérias, incluindo E.coli (CHEN et al., 2010; RAI; YADAV;
GADE, 2009; WU et al.,, 2013). Entre os metais, as NPAg mostraram melhor atividade
antimicrobiana numa dose relativamente baixa que ¢ biologicamente segura para células
eucaritticas (ALLAKER, 2010).

NPAg podem induzir a atividade antibacteriana de diferentes maneiras, essa capacidade

¢ significativamente influenciada pelas suas propriedades fisico-quimica, tal como superficie
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quimica, tamanho e forma (TANG; ZHENG, 2018). Os efeitos das NPAg contra
microrganismos representativos de interesse publico, tem sido investigado e sabe-se que essas
nanoparticulas podem ser aplicadas no controle desses agentes patogénicos, promovendo a
prevengdo de diversas infecgdes (CHEN et al., 2015).

Por serem menores em tamanho, as NPAg penetram nas camadas mais profundas do
biofilme e, finalmente, levam a destruicdo de células microbianas (PANPALIYA et al., 2019;
TIAN et al., 2018). Os ions de prata sdo reconhecidos como agente bioativo para varias
aplicacdes clinicas em formulagdes compreendendo sais de prata, 6xido de prata, prata
metalica, quelatos de prata e particulas de prata (YELURI; HOLLA; MUNSHI, 2012).

Embora alguns estudos tenham investigado a toxicidade de nanocompositos e NPAg em
linhagem de células para estimar a viabilidade e as ROS, pouco se sabe sobre o mecanismo de
toxicidade das NPAg (ASHARANI et al., 2009).

A relativa estabilidade das NPAg as tornam menos propensas a agregacao e oxidagao
quando expostas a meio aquoso, além disso sdo imobilizadas em varios inorganicos como o
ZnO (DALLAS et al., 2010). Além da prata metalica, o 6xido de zinco (ZnO) tem sido
amplamente relatado para inibir e inativar o crescimento microbiano em nanoescala. (ZHANG
et al., 2014).

A utiliza¢ao de nanoestruturas hibridas Ag/ZnO recentemente ganhou muito interesse
nao so6 por causa de sua facilidade de fabricacao através de varias rotas, mas também devido a
sua eficiéncia fotocatalitica comparativamente mais alta e atividade antibacteriana sinérgica do
que em sua forma individual (LU et al., 2008). Embora um sucesso consideravel tenha sido
alcancado aumentando a acdo bactericida de nanocompositos Ag/ZnO, alguns aspectos
importantes ainda podem ser explorados. O nanomaterial hibrido Ag/ZnO demonstrou ser
extremamente estavel em meio aquoso e apresentou efeito bactericida extraordinario contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (AGNIHOTRI et al., 2015).

Uma variedade de métodos foi explorada para incorporacdo de Ag no material de
suporte de ZnO através de dopagem com ultra-som, método solvotérmico, deposi¢do de camada
pulsada, ancoragem assistida por irradiagao ou sintese “in sifu” de AgNP. A técnica de dopagem
¢ empregada para produzir defeitos visando aumentar a atividade catalitica em nanocristais de
ZnO e, consequentemente, a capacidade de induzir estresse oxidativo em bactérias, que ¢ um
dos principais mecanismos de a¢do bactericida (PATI; MEHTA; MOHANTY, 2014).

O sinergismo na agdo bactericida do nanocompodsito ZnO:Ag-AgO consiste em uma
mistura de diferentes nanocristais que podem potencializar certas propriedades devido a

combinacdo de duas propriedades fisicas interessantes e complementares (FONSECA et al,,
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2019). Com a diminuig¢do do tamanho das particulas, as NPsAg podem facilmente agregar, o
que causa deterioragdo das suas propriedades quimicas e diminui as suas propriedades
antibacterianas (LU et al., 2008)

Um numero limitado de estudos analisou nanocompdsitos Ag/ZnO com base em sua
liberagdo de prata/zinco em meio aquoso, reutilizagdo, durabilidade, eficacia a longo tempo,
efeitos antimicrobiano e citotoxicos em humanos ou células de mamifero. Eslami e
colaboradores (2015) avaliaram os efeitos antibacterianos das solucdes contendo NPAg e
NPZnO em S. mutans e S. sanguis € compararam os resultados com clorexidina e enxaguatorios
bucais com fluoreto de sdodio. Em comparacdo com a clorexidina, 60%, a NPAg 0,1 mg/ml,
mostrou taxa de sobrevivéncia de bactérias de apenas 2%. NPAg mostraram boa estabilidade e
viabilidade celular em ensaios anteriores (ASHARANI et al., 2009). A atividade antimicrobiana
de NPAg contra bactérias depende da sua forma (WANG et al., 2017).

Solugdes contendo NPZnO resultaram em menor nimero de colonias de S. mutans apos
1 e 5 min de exposicao em comparagdo com a solucao incluindo NPAg, que por sua vez, sendo
menores em tamanho, penetram nas camadas mais profundas do biofilme e, finalmente, leva a
destruicao de células microbianas (PANPALIYA et al., 2019; TIAN et al., 2018) .

Uma das bactérias mais cariogénicas da cavidade oral, S.mutans multiplica e compete
por nutrientes no biofilme dental. Os carboidratos em biofilme sdo metabolizados por bactérias,
produzindo 4cido latico que causa a dissolu¢do de minerais, calcio e fosfato dos dentes.
(CLARK et al., 2017)

Embora Ag e ZnO demostrem atividade antibacteriana sua eficiéncia ¢ diferente, ou
seja, Ag mostra uma atividade antibacteriana melhor para as bactérias gram-negativas do que
gram-positivas, enquanto ZnO mostra uma melhor atividade antibacteriana para as bactérias
gram-positivas (LU et al., 2008).

Nesse estudo utilizamos a bactéria Streptococcus mutans, principal agente causador da
carie dentdria, a doenga infecciosa oral mais prevalente do mundo (PETERSEN, 2014). A §.
mutans possui capacidade de aderir as superficies dentarias, ¢ uma bactéria gram-positiva,
acidogénica e possui capacidade de sobreviver em ambientes com baixo pH. (MOREIRA DA
SILVA et al., 2018)

A nanotecnologia vem sendo introduzida no campo da odontologia e NPs foram
inseridas em solugdes de desinfec¢do e compdsitos odontologicos (KROL et al., 2017). Os
mecanismos dos nanomateriais antibacterianos sdo principalmente relacionadas com as suas
propriedades fisico-quimicas tUnicas e elevada relacdo superficie/volume. Na literatura

encontramos diversos mecanismos, como as interagdes eletrostaticas entre NPZnO e paredes
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celulares, liberagdo de ions de Zn,", relacionada com acumulagdo de NP ZnO em células
bacterianas ¢ formag¢do de ROS (KASEMETS et al., 2009). NPs de 6xido de metal sdo mais
estaveis em condigdes extremas e exibem atividade antimicrobiana em baixas concentragoes,
além disso ndo sdo consideradas toxicas para os seres humanos (ZHANG et al., 2007).

Entre os pds de 6xido de metal, ZnO ¢ um forte agente antibacteriano. As NPs ZnO
apresentam diversas morfologias e exibem inibicdo significativa de um largo espectro de
espécies bacterianas (JONES et al., 2008).

O zinco pode ser encontrado em vdarios tecidos do corpo e desempenha um papel
importante no organismo humano. Pode ser encontrado, no musculo, 0ssos, na pele e em varios
outros tecidos; ¢ intracelular, localizado principalmente no nucleo, citoplasma e membrana
celular (TAPIERO; TEW, 2003)

As propriedades Opticas das NPs ZnO podem ser ajustadas por dopagem com elementos
adequados, os nanomateriais sao boas nanoplataformas para drogas e entrega de genes (NIE et
al., 2007).

NPs ZnO podem ser sintetizadas por varios métodos, incluindo evaporagao térmica,
precipitacao, microemulsao e sintese de sol-gel ou utilizando extratos de plantas. Os métodos
sdo importantes para controlar o crescimento do cristal, morfologia, tamanho, distribui¢do do
tamanho, a estabilidade e a agregagdo das NPs. (KROL et al., 2017)

A atividade antimicrobiana das NPs ZnO depende do tamanho da particula e a
concentracdo. Particulas de ZnO menores tém uma melhor atividade antibacteriana em relacao
as NPs; quanto mais elevada a concentragao e area de superficie de uma NPs, mais forte ¢ a sua
atividade antibacteriana (YAMAMOTO, 2001).

Entre as promissoras aplica¢des de Ag e ZnO, muitas envolvem o ambiente, tais como
recuperagdo de contaminantes e a destruicdo de microrganismos. A diferenca entre elas ¢ que
as atividades antimicrobianas das nanoparticulas de Ag sdo significativamente influenciadas
pelas dimensdes das particulas: quanto menor as particulas, maior a eficiéncia antimicrobiana
(BAKER et al., 2005; MORONES et al., 2005). A redugdo de tamanho implica o aumento da
superficie de contato, condi¢do importante para os efeitos da prata (ESLAMI et al., 2015). Com
a finalidade de fazer uso da prata economicamente, hd também uma necessidade de encontrar
formas menos dispendiosas de usa-la em aplicagdes potenciais sem comprometer sua
funcionalidade (LU et al., 2008).

A Ag ¢ um metal nobre extremamente promissor para ser investigado em nanoescala,
devido suas atividades significativas cataliticas, propriedades Opticas, e a suas notaveis

aplicagoes (WILEY et al., 2007). O agente antibacteriano inorganico, ZnO, pode ser excelente
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suporte para NPs Ag. Nanocompdsitos de metal semicondutor Ag/ZnO podem inibir o
crescimento de bactérias sinergicamente devido a sua forte interagdo. Do ponto de vista pratico
e econdmico, nanocompositos Ag/ZnO sao mais interessantes em relagdo a Ag e ZnO puro (LU
et al., 2008). Ponderadas estas informagdes, se tornam necessarias investigacdes a respeito dos
possiveis mecanismos toxicos destes nanocompositos.

Jones e colaboradores (2008) concluiram que o tamanho dos nanomateriais tem impacto
significativo sobre a a¢do antimicrobiana. Em seu estudo, explicam a hipdtese de acumulagao
de NPs no interior da membrana celular e no citoplasma da bactéria na tentativa de identificar
o efeito antibacteriano de NPsZnO contra microrganismos gram-positivos como S. aureus €

gram-negativos como E. coli (JONES et al., 2008).



20

3 OBJETIVO

3.1 Objetivo Geral
Avaliar o efeito antimicrobiano do nanocompoésito ZnO: Ag-AgO com diferentes
dopagens de AgO, ZnO:3Ag, ZnO:5Ag, ZnO:7Ag, ZnO:9Ag e investigar sua possivel

aplicabilidade em solugdes terapé€uticas e preventivas no campo da odontologia.

3.2 Objetivos Especificos

1- Estimar a concentracdo inibitéria minima (CIM) necessaria para a¢ao antimicrobiana do
nanocomposito ZnO:Ag-AgO;

2- Avaliar a viabilidade celular de fibroblastos submetidos a distintas concentragdes do
nanocomposito ZnO:Ag-AgO nas diferentes dopagens (ZnO:3Ag, ZnO:5Ag, ZnO:7Ag)

3- Eleger uma dopagem eficaz do nanocomposito.
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Resumo

Embora caries e doengas da cavidade oral sejam tratadas com sucesso, ainda ndo existem
materiais odontologicos eficazes com dupla funcao tanto para prevencao quanto para terapia.
Nanocristais de Oxido de Zinco (ZnO) e Oxido de Prata (AgO) sdo materiais biocompativeis.
O difratdometro XRD-6000 foi usado para determinar a estrutura cristalina e o tamanho médio
de nanocompositos contendo trés diferentes dopagens (ZnO:3Ag, ZnO:5Ag, ZnO:7Ag),
confirmando a formacao de nanocristais. A concentragdo inibitéria minima (CIM) foi realizada
utilizando cepas controle Escherichia coli (ATCC®25922), Staphylococcus aureus
(ATCC®29213) e Streptococcus mutans (ICQS 00504). Os trés nanocompositos foram testados
com diferentes concentragdes em microplacas de 96 pogos para avaliagdo do potencial
antimicrobiano. A avaliagdo da citotoxicidade celular foi realizada com fibroblastos de origem
humana, utilizando os valores de CIM encontrados como referéncia, através do ensaio de
viabilidade MTT. Esta ¢ a primeira demonstragdo de um novo nanomaterial baseado no
nanocomposito ZnO: Ag-AgO possivelmente multifuncional, que pode ser utilizado como

medida preventiva e terapéutica em odontologia.

Palavras-Chave: Nanobiotecnologia, Nanocristais, Nanocompdsito ZnO:Ag-AgO, Escherichia

coli, Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus.
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Introduciao

A nanotecnologia demonstra que em nanoescala materiais assumem novas propriedades
e comportamentos diferentes daqueles que costumam ter em escala macroscopica indicando
expansao de suas aplicagdes (1,2).

Nanoparticulas sdo amplamente utilizadas em industrias biotecnologicas e
farmacologicas, inclusive como novos agentes antimicrobianos (3). Devido ao surgimento de
cepas bacterianas resistentes aos antibioticos atuais e doengas infecciosas causadas por elas,
novos agentes antimicrobianos sao constantemente buscados (4,5).

A aplicagdo de nanoparticulas na odontologia ¢ classificada de duas maneiras:
preventiva e restauradora. A nanotecnologia fornece novas estratégias para a prevengao e
tratamento de infecgdes orais, carie dentdria e, particularmente, controle de biofilme e
remineralizag¢do de carie precoce (6,7). O 6xido de zinco (ZnO) nanoparticulado aparece como
promissor agente antimicrobiano. Pode estar associado a prata (Ag) e 6xido de prata (AgO), e
demonstrou alto poder antibacteriano e eficacia em materiais odontologicos (8,9), entretanto,
estudos sobre a nanoparticula de ZnO dopada com AgO e sua atividade antimicrobiana sao
promissores. O zinco (Zn) e seu 6xido (ZnO) possuem baixa toxicidade e biodegradabilidade
e, com base nessas propriedades desejaveis, os nanomateriais de ZnO ganharam enorme espago
em aplicagdes biomédicas (10). Também, propriedades da Ag s@o bem conhecidas por sua
capacidade antimicrobiana de amplo espectro que inclui bactérias, fungos e virus (1).

A classificagdo das bactérias pode ser feita com base na sua morfologia ou, ainda, de a
cordo com a composi¢do de sua parede, sendo assim, possuem diferentes composicdes da
parede celular, que permitem classifica-las como Gram-negativa ou Gram-positiva (4). O
controle efetivo de algumas bactérias presentes nas infecgdes orais ¢ fundamental na prevencao
e no tratamento de doencas bucais (11). Alguns estudos relatam que nanoparticulas de ZnO

dopadas com Ag apresentam bom potencial antimicrobiano contra Escherichia coli,
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Staphylococcus aureus e Streptococcus mutans. (11-13). O biomaterial com prata e zinco
associado (Ag/ZnO) pode inibir sinergicamente bactérias devido a interacdo entre Ag ¢ ZnO
(12,13).

Com base nas propriedades desejaveis deste nanocompdsito, o presente estudo buscou
avaliar a eficicia antimicrobiana e a viabilidade celular do nanocompoésito de ZnO e AgO
dopados com Ag em diferentes concentracdes de AgO, a fim de obter um bom potencial

antimicrobiano e citotoxicidade.

Métodos

Sintese dos Nanocompositos

A sintese dos nanocristais (NCs) de ZnO: Ag-AgO foi realizada no Laboratorio de
Novos Materiais [solantes e Semicondutores (LNMIS), no Instituto de Fisica da Universidade
Federal de Uberlandia. Os nanocristais foram sintetizados a temperatura ambiente pelo método
de coprecipitagdo. Solucdes aquosas de cloreto de zinco (ZnClI2, 99,9%, 2M) e nitrato de prata
(AgNO3, 99%, com 3, 5 e 7% de Ag em relacdo ao Zn). O pH durante a sintese foi ajustado
para 11 com hidroxido de s6dio aquoso (NaOH 98%). Para formar nanocristais de ZnO foi
preparada uma solucdo aquosa de cloreto de zinco e nitrato de prata (pH=11). Os nanocristais

foram purificados vérias vezes por centrifugacdo a 6000 rpm / 1 min.

Caracterizacio dos Nanocompadsitos

Os nanocompositos de NCs ZnO:Ag-AgO foram sintetizados pelo método de
coprecipitacdo. Os difratogramas de raios-X (XRD) foram realizados a temperatura ambiente
com um difratdmetro XRD-6000 (Shimadzu Corp., Téquio, Japao), usando radiagdo
monocromatica de Cu-Kal (A = 1,54nm). As XRDs foram usadas para confirmar a formacao

de nanocristais e para determinar a estrutura e o tamanho dos cristais.
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Cepas bacterianas e condi¢des de cultura
Para os experimentos antibacterianos, trés microrganismos foram escolhidos: S. mutans
(ICQS: 00504) presente em doengas da cavidade bucal, especialmente em lesdes de carie e
cepas padrao para diferentes estruturas de parede celular, Gram-negativas, E. coli
(ATCC®25922) e, Gram-positivos, S. aureus (ATCC®29213). Todos os materiais utilizados
foram esterilizados e autoclavados antes dos experimentos. O meio nutriente, infusdo de cérebro
e coracdo (BHI), foi usado para cultivo das bactérias E. coli, S. aureus, S. mutans durante dois
dias a 37°C. As culturas liquidas foram finalmente diluidas para obter uma turbidez comparavel
4 escala 0,5 de McFarland, para obter uma concentragio de aproximadamente 1,8x10® unidades
formadoras de colonias (UFC) / ml para os testes antibacterianos seguintes. A suspensao
bacteriana, ajustada a escala 0,5 de McFarland, foi utilizada para realizacdo da avaliacao da

CIM.

Avaliacao da atividade antimicrobiana dos nanocompadsitos

Os experimentos para determinar a concentragao inibitdria minima (CIM) do ZnO:Ag-
AgO foram realizadas em microplacas de fundo plano com tampa esterilizada de 96 pogos
(Global Plast, China). As dopagens utilizadas neste estudo foram ZnO:3Ag, ZnO:5Ag e
Zn0O:7Ag. Os nanocristais foram diluidos em solugao salina 0,9% e sonicados na amplitude 50
e ciclo 0,8 por 15 minutos. As concentragdes finais dos nanocristais na placa apos as diluigdes
em série foram de 1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,62 e 7,8 ng / ml Dilui¢des seriadas
foram preparadas separadamente em tubos no mesmo dia do teste. Todos experimentos foram
realizados em triplicatas.

A cada poco foi adicionado 100pul dos nanocristais nas diferentes concentragdes e 100ul
de caldo contendo a suspensdo de 1 a 2x10® UFC / ml. O volume final foi, portanto, 200ul por
poco. Pogos com controle foram incluidos na periferia da placa. Nas colunas de controle

negativo utilizou-se soro fisioldogico e nenhum tratamento foi adicionado, apenas o indculo,
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para que houvesse controle do crescimento bacteriano. Os controles positivos utilizados foram
antibibticos tetraciclina e gentamicina (200pug/ml). As placas foram incubadas a 37 ° C e o
experimento foi feito com uma bactéria por placa. Foi necessario o uso de redutor de oxigénio
com uma jarra de anaerobiose (Permution, Curitiba) para S. mutans. Experimentos diferentes e
independentes foram realizados.

A densidade das células bacterianas nas placas com cultura liquida foi estimada por
medi¢cdes de densidade optica (DO) a um comprimento de onda de 570 nm utilizando o leitor
de placas (Thermo Scientific, Taiwan). As medi¢des foram realizadas as 24 horas e 48 horas. O
indicador colorimétrico utilizado foi o MTT (brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-1l) -
2,5difeniltetrazolio) que € um teste colorimétrico usado para avaliar a viabilidade celular.
Desidrogenases mitocondriais, presentes apenas em células metabolicamente viaveis, clivam o
anel de tetrazodlio, transformando-se de um composto de coloragdo amarela em um composto
de coloragdao azul escuro, chamado de formazan {E,Z- 1-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-1,3-
diphenylformazan}, que sdo cristais insoluveis em solu¢des aquosas. Assim sendo, a produgdo
de formazan reflete o estado funcional da cadeia respiratoria. A CIM foi entdo determinada e

definida como a menor concentragdo da droga capaz de inibir o crescimento bacteriano.

Avalia¢ao da Viabilidade Celular

Neste estudo foi utilizada linhagem celular de fibroblastos derivadas do tecido
conjuntivo do prepucio humano (HFF-1), mantidos em meio RPMI (Sigma Co., St. Louis,
EUA) suplementado com 10% de soro fetal bovino(SFB) (FBS; Cutlab, Campinas, Brasil),
solucdo antibidtica/antimicotica 1x(100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina, 0,25
pg/ml de anfotericina B e 0,1mg/ml de canamicina (Sigma Co., St. Louis, EUA). As células

foram mantidas em estufa com 5% de CO2, 95% de umidade relativa e temperatura constante

de 37 °C.
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Foram semeadas 2 x 10* células/poco em uma placa de 96 pogos. Apos 24 h de cultivo,

o meio foi removido e as células foram tratadas durante 48h com o nanocompdsito ZnO:Ag-
AgO nas diferentes dopagens. Para cada dopagem, diferentes concentracdes foram testadas
utilizando os valores de referéncia do resultado de CIM descrito no ensaio antimicrobiano.
Sendo CIM, o dobro de CIM e metade de CIM. O ZnO:3Ag (250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml,
31,25ug/ml, 15,6 pg/ml, 7,8 pg/ml e 3,9 pg/ml); ZnO:5Ag (62,5 pg/ml, 31,25ug/ml, 15,6
pg/ml, 7,8 pg/ml e 3,9 ug/ml) e ZnO:7Ag (15,6 pg/ml, 7,8 pg/ml e 3,9 ng/ml). Os nanocristais
foram diluidos em 4gua milli-Q e sonicadas em amplitude 50 e ciclo 0,8 durante 15 minutos.
As dilui¢des foram preparadas a partir de uma solugdo de estoque, juntamente com meio RPMI
suplementado com 10% de SFB, de modo que em cada pog¢o havia 200ul de nanocompdsito
mais meio. Como controle positivo foi utilizado apenas meio e célula e controle negativo
Dimetilsulfoxido (DMSO) com célula. O teste de viabilidade celular foi realizado em triplicata
através do ensaio de viabilidade celular MTT. A densidade das células foi estimada por
medi¢des de densidade 6tica (DO) a 570nm utilizando um espectrofotometro. A viabilidade

celular relativa (%) foi calculada por A = (média absorbancia/média do meio) *100.

Analise estatistica

Todas as analises estatisticas foram realizadas em triplicatas e os dados expressos como
valor médio e desvio padrdao (DP) foram calculadas utilizando o programa GraphPad Prism®
versao 8.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, EUA). A significincia estatistica das
diferengas entre os valores dos grupos tratado e ndo tratado (controle) foi avaliada por one-way

ANOVA. Diferengas com p <0,05 foram consideradas significativas.
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Resultados

Caracterizacio dos nanocompadsitos ZnO: Ag-AgO

Nesse estudo as NPZnO e NPAgO foram obtidas e caracterizadas pelo Laboratorio de
Novos Materiais Isolantes e Semicondutores do Instituto de Fisica da Universidade Federal de
Uberlandia. As formulagdes revelaram particulas com diametro médio variando entre 28nm e
30nm. A Figura 1(a) mostra os padrdes de difragdo XRD caracteristicos de nanocristais de ZnO
e nanocompdsito. Os difratogramas das amostras de ZnO, que demonstraram aumento das
concentragdes nominais de Ag, foram ampliados na regido destacada (30,60 a 33,40), a fim de
facilitar a visualizagao das alteracdes nos padroes de XRD (Figura 1b). A Figura 1(b), mostra
uma mudanga para angulos menores em relagdo ao pico de ZnO (100), confirmando a
incorporagdo de prata na estrutura cristalina de ZnO. A porcentagem de NCs AgO formada foi
calculado pelos padrdes de XRD e obteve 43% para ZnO: 3Ag, 49% para ZnO:5Ag e 56% para
Zn0O: 7Ag (Figura 1c). A Figura 1(c) mostra a porcentagem de AgO formada em funcao da
concentragdo nominal de Ag (% em peso) na sintese. Estes resultados confirmaram a formacao

do nanocomposito de ZnO dopado com Ag com nanocristais de AgO.

Avaliaciao da Atividade Antibacteriana dos Nanocompositos

Os resultados referentes a atividade antibacteriana dos nanocompdsitos ZnO:Ag-AgO
sdo mostrados na Tabela 1, onde apresentamos a concentragdo inibitdria minima (CIM) nos
tempos de 24 e 48 horas.

O nanocomposito ZnO:Ag-AgO foi capaz de inibir o crescimento em todas as dopagens
testadas. Os nanocompdsitos ZnO:3Ag, ZnO:5Ag e ZnO:7Ag mostram atividade citotoxica em
bactérias E. coli (Figura 2). O nanocomposito ZnO:3Ag exibiu uma CIM de 125pg/ml,
demonstrando também atividade inibitoria quando tratada com concentragdes mais elevadas
(até¢ 1000pg/ml). Considerando as menores concentragdes, essa dopagem ndao demonstrou

inibicdo significativa para E. coli. O ZnO:5Ag desempenhou melhores resultados na bactéria
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E.Coli em comparagdo com ZnO:3Ag. ZnO: 5Ag a CIM foi de 15,62ug/ml, demonstrando
reducdo da concentracdo inibitéria minima necessaria para inibi¢do do crescimento da bactéria.
O nanocompésito ZnO:7Ag em E.coli demonstrou atividade inibitéria em todas as
concentragdes testadas, desempenhando melhores resultados quando comparado as dopagens
menores. Nao houve diferenca estatistica significante nos tempos de 24 e 48 horas para
nenhuma das dopagens testadas.

A Figura 3 ilustra a atividade citotoxica em bactérias S.aureus. O comportamento do
Zn0:3Ag em bactérias S. Aureus demonstrou significativa redu¢dao da concentracao inibitoria.
As dopagens ZnO:5Ag e¢ ZnO:7Ag também demonstraram atividade inibitoria, a CIM
determinada para essa bactéria foi 31,25ug/ml. Nao houve diferenca estatistica significante nos
tempos de 24 e 48 horas de tratamento para nenhuma das dopagens testadas.

Os resultados do desempenho dos nanocompdsitos em bactérias S.mutans sao
demonstrados na Figura 4. Os ZnO:3Ag, ZnO:5Ag e ZnO:7Ag demonstraram atividade
inibitéria significante em todas as concentragdes testadas. A menor concentracdao testada
(7,8ug/ml) demonstrou 6timo potencial inibitdrio, ndo havendo diferenca estatistica entre as
maiores concentragdes. Nao houve diferenca estatistica significante nos tempos de 24 ¢ 48 horas
de tratamento para estas bactérias. A Tabela 1 expressa as menores concentragdes inibitorias
encontradas.

Dessa forma sugerimos que o nanocomposito ZnO:Ag-AgO possui promissora
atividade inibitoria para bactérias gram-negativas e gram-positivas. Além disso, as dopagens

Zn0O:5Ag e ZnO:7Ag apresentaram melhores resultados.

Tabela 1 — Concentragdo Inibitoria Minima média do nanocompdsito ZnO:Ag-AgO em pg/ml
contra bactérias patogénicas. Altamente significante (p <0,001).

ZnO:Ag-AgO ZnO:3Ag ZnO:5Ag ZnO:7Ag

Escherichia coli 125png/ml 15,62pg/ml 7,8ug/ml
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Staphylococcus aureus 31,25pug/ml 31,25pug/ml 31,25pg/ml

Streptococcus mutans 7,8ug/ml 7,8ug/ml 7,8ug/ml

Teste de Viabilidade Celular

Os valores de CIM encontrados no ensaio antimicrobiano, foram avaliados em teste de
viabilidade celular com fibroblastos, derivadas do tecido conjuntivo do preptcio humano (HFF-1),
tendo como padrao de referéncia CIM, o valor do dobro de CIM e a metade de CIM. O
nanocomposito ZnO:3Ag demonstrou atividade citotoxica quando tratado em concentragdes
mais elevadas (250ug/ml e 125ug/ml) conforme a Figura 5. Considerando as linhagens
celulares de fibroblastos, ndo foi observada inibicdo celular significativa, nas demais
concentragdes de 62,5ug/ml; 31,25ug/ml; 15,6pug/ml; 7,8ug/ml e 3,9ug/ml. O mesmo padrao
ocorreu na dopagem ZnO:5Ag, que demonstrou viabilidade celular nas concentragdes menores
que 125pg/ml. O ZnO:7Ag demonstrou média de 92,2% de viabilidade celular em todas as
concentragdes testadas. A Tabela 2 expressa a porcentagem de viabilidade celular para o

nanocomposito ZnO:Ag-AgO e suas respectivas dopagens.

Tabela 2 — Porcentagem de Viabilidade Celular relativa dos Nanocompositos ZnO:Ag-AgO.

Zn0O:Ag-AgO ZnO:3Ag ZnO:5Ag ZnO:7Ag
[ug/ml] [l [l [l

3,9 pg/ml 84,3% 99,13% 90,03%
7,8 ng/ml 82,5% 98,44% 92,98%
15,6 pg/ml 80,7% 87,9% 97,49%
31,25 pg/ml 80,7% 48,7%

62,5 ng/ml 68% 48,7%

125 pg/ml 66,1%

250 pg/ml 65,9%
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Discussiao

A nanotecnologia tem desempenhado um papel fundamental no desenvolvimento de
materiais bioativos. Diferentes tipos de nanoestruturas baseadas em Ag ¢ ZnO foram estudados
e mostraram biocompatibilidade e eficiéncia com atividade antimicrobiana para bactérias gram-
positivas e gram-negativas (14,15).

Estudos mostraram que as nanoparticulas (NPs) de Ag e ZnO exibem atividade
antimicrobiana de amplo espectro, no entanto, as nanoparticulas Ag (NPAg) nao sdo adequadas
para armazenamento a longo prazo e a alta dosagem ¢ considerada toxica para humanos (11,16).
Agentes inovadores como a NPAg sdo promissores para uso em varios compostos dentarios e
incluem propriedades desejaveis como a atividade antibacteriana (9). Embora as NPs de ZnO
nao sejam tao toxicas quanto as NPAg, sua atividade antibacteriana ¢ comparativamente menor
(16).

A maior eficiéncia na atividade bactericida das NPs ¢ atribuida a diferenc¢a na estrutura
da parede celular dos microrganismos. Tem sido demonstrado que a atividade antimicrobiana
do ZnO ¢ mais efetiva para bactérias gram-positivas, pois elas possuem uma estrutura de parede
celular mais simples (17,18). NPAg demonstra melhor atividade antibacteriana para bactérias
gram-negativas. Ag e ZnO quando associados, formam nanocompdsitos Ag/ZnO e possuem
maior capacidade antibacteriana tanto para microrganismos gram-negativos quanto gram-
positivos (19).

Fonseca e colaboradores (2019) também usaram nanocompdsitos ZnO: Ag-AgO para
controlar Salmonella spp nos ovos de peru, Os nanocristais de Ag e Zn foram observados apenas
na superficie da casca do ovo, sem internalizacdo, levando a hipotese de que as cargas
superficiais da casca do ovo e dos nanocristais favoreceram a retengdo dos nanocristais de

superficie. Neste estudo eles usaram ZnO:5Ag (14).
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No presente estudo, a eficdcia inibitoria contra S. mutans, E. coli e S. aureus foi avaliada
pela determinacdo da concentragdo inibitdria minima (CIM). Estudos anteriores demonstraram
uma diferenca substancial na atividade bactericida do material antimicrobiano, se o tipo de
cultura ou concentragdo bacteriana inicial for variada. O nanocompoésito Ag/ZnO suprimiu o
crescimento de bactérias mesmo apds 24 horas de incubagdo (12). NPAg na concentragdo de
100 pg/ml apresentou melhor atividade quando comparado a outras nanoparticulas no
crescimento bacteriano de S.mutans (20). Outros achados mostram uma média de 60 a 22pug/ml
para esta bactéria para NPAg (21). Os mecanismos antibacterianos de Ag/ZnO contra
anaerobios facultativos S. mutans ainda ndo foram bem explorados.

Wang e colaboradores (2017) mostraram que a eficacia inibitoria de Ag/ZnO contra S.
mutans na concentracdo de 256 pg/ml inibiu 91% do crescimento bacteriano apos 24 h de
incubacao (13). Em nossos achados o CIM maximo foi 125mg/ml de ZnO:3Ag contra E. coli.
Em outro estudo E. coli e S. aureus apresentaram concentracao inibitéria minima de 600 pg/ml
e 400 ug/ml, respectivamente.

Neste trabalho, nanocompdsitos semicondutores metalicos Ag/ZnO foram preparados
através de um método hidrotérmico. Houve formatacao de nanofios facetados com ZnO. Os
nanocompositos Ag/ZnO preparados mostraram potenciais aplicagdes na destruicdo de
bactérias (15). Outros achados indicaram CIMs de 120 a 60ug/ml para E. coli e 160 a 100pg /
ml para S. aureus. Neste estudo, nanoparticulas de ZnO dopadas com Ag foram sintetizadas
por mecanismos mecanicos e investigadas quanto a atividade antimicrobiana. Verificou-se que
tanto o aumento no teor de Ag quanto a diminui¢cdo no tamanho das particulas contribuiram
significativamente para a eficiéncia antimicrobiana (16).

A citotoxicidade das nanoparticulas foram avaliadas pelo método MTT, assim como foi
realizado por outros pesquisadores (17-20). Hu e colaboradores (2018), verificaram a atividade

citotoxica das nanoparticulas de ZnO e prata sobre uma linhagem de fibroblasto e puderam
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observar diminui¢do da citotoxicidade quando em combinagdo, tal resultado corrobora com o
presente trabalho. Além disso, quando em conjunto ZnO/Ag constataram aumento do efeito
antimicrobiano. Os beneficios da sinergia dos dois materiais também foi ser observado em outro
estudo também com objetivo de controle de microrganismos (14). Outro trabalho observou a
viabilidade de células T humanas primarias em concentragdes toxicas de ZnO tanto para as
bactérias gram-negativas como para as bactérias gram-positivas e ainda assim também
encontrou efeitos minimos sobre a viabilidade das células (21). Por outro lado, outros estudos
também demonstram que a toxicidade do nanomaterial de 6xido de zinco ainda ¢ tratada com
bastante atencdao na pesquisa toxicologica, pois as NPs de ZnO sdo citotoxicas e genotoxicas
para uma variedade de tipos de células humanas em determinadas concentracdes dependendo
da linhagem celular (22,23).

Os resultados demonstraram claramente uma promissora atividade antimicrobiana do
nanocomposito ZnO:Ag-AgO em baixas concentragdes contra bactérias gram-negativas e
gram-positivas. Estes resultados sugerem a extrema importancia do estudo das NPs Ag e ZnO
dopadas, sendo necessaria a investigagdo para ampliar as possibilidades de sua utilizacdo em

aplicacdes biotecnologicas.

Conclusées

O presente estudo possui importantes implicacdes, pois demonstra promissora atividade
antimicrobiana do nanocompoésito em diferentes dopagens, ZnO:3Ag, ZnO:5Ag e ZnO:7Ag
contra microrganimos representativos, sugerindo sua futura aplicagio como agente
antimicrobiano para prevengao e terapéutica de doengas infecciosas. Estudos futuros poderiam
incluir a avaliagdo da molhabilidade do nanomaterial hibrido ZnO:Ag-AgO. Devemos destacar

que em nossos achados 0 nanocomposito nas concentragdes minimas testadas ndo identificaram
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citotoxicidade. A dopagem ZnO:7Ag foi escolhida como nanocompdsito promissor para

estudos posteriores.
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Figura 1(a) Padroes de XRD das amostras sintetizadas no interior dos NCs ZnO e Ag»0. (b) zoom da regido
destacada. (c) porcentagem de AgO formada em fung¢do da concentragdo nominal de Ag (% em peso) na sintese.
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Figura 2- Citotoxicidade dose-dependente de ZnO: 3Ag apds 24h e 48 h em E. coli (A) Zn: 5Ag apds 24h e 48h
E. coli (B) e de ZnO: 7Ag ap6s 24h e 48 h em E. coli (C) Notas: **** P <0,0001 versus controle (grupo nao

tratado). Abreviagdo: ¢, controle (grupo nio tratado).
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Figura 3 - Citotoxicidade dose-dependente de ZnO: 3Ag apos 24h e 48 h em S. aureus (A) ZnO: 5Ag apos 24h e
48h S. aureus (B) e de ZnO: 7TAg ap6s 24h e 48 h em S. aureus (C) Notas: **** P <0,0001 versus controle (grupo
ndo tratado. Abreviagdo: ¢, controle (grupo nao tratado).

OD 570nm

OD 570nm

OD 570nm

4
3 24h
. mm 48 h
3 k i
2-
1_
0 HI Hl HI Il PR
T T T T T T T L
\ . S S B 6 b ®
o&@ N ) 0&\"& S &P NN \"Q A
< ,D(J o\@
&
[ma/mL]
4_
1 24h
! okk | mm 48 h
3_ *
5. .
1-
0 HI HI HI ﬂl ﬁl Oa On (o
T L T T T T T L
N . 6 6 5 ®
& *\\o 4\‘\0\0 & & BP0 Y »3-‘3;» A
< 9 2
& &
& §
[pa/mL]
4-
3 24h
. i | mm 48 h
3 k 1

-
24
1
0 HI ﬂi ﬂ' ﬁl I‘I- O ni
q,"l« N
rbﬂ o

> @ S & & b
¢°\~°\é‘°§0‘°§ & 2R 'b
& F L &

[ O &
NSRS

Q'

LU



40

Figura 4 - Citotoxicidade dose-dependente de ZnO: 3Ag apos 24h ¢ 48 h em S. mutans (A) Zn: SAg apds 24h e
48h S. mutans (B) e de ZnO: 7Ag ap6s 24h e 48h em S. mutans (C) Notas: **** P <0,0001 versus controle (grupo
ndo tratado). Abreviagdo: c, controle (grupo néo tratado).

A

2.0+

1.5

1.0

OD 570nm

0.5

3 24h
mm 48 h

2.0

OD 570nm
- -
o a
L 1

o
[3,]
1

o
o
1

1.5

OD 570nm
—
(=}
1

o
(3}
1

0.0-

A
¢§

<§‘
O

9

1)

& (Z
S

3 24h
48 h

3 24h
mm 48 h

ok

S O DD S S

ST P
RN
s q@(\

[pa/mL]



41

Figura 5 - Viabilidade Relativa Celular ZnO:3Ag, ZnO:5Ag e ZnO:7Ag
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