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Resumo

A fim de desenvolver novos desinfetantes capazes de desativar a longo prazo os
agentes patogénicos, incluindo o coronavirus (SARS-CoV-2), presentes em multiplas
superficies, o presente trabalho mostra um método de sintese de dois tipos de
sistemas carreadores, chamados de nanocapsulas e hanoemulsdes que, associadas
com radiacdo visivel, oxigénio molecular e um fotossensibilizador (PS), atuam
fotodinamicamente sobre os agentes patogénicos. A metodologia neste estudo incluiu
0 preparo e a caracterizacado de nanoparticulas através da avaliagdo da estabilidade
relacionada com os seus tamanhos, polidispersdo, potencial zeta e morfologia,
utilizando técnicas como dispersao de luz dinamica (DLS) e microscopia de forga
atobmica (AFM), bem como estudos de degradacao pelo método de espectrofotometria
UV-Vis. Através das analises de DLS, os resultados mostraram que o didametro médio
das nanoparticulas poliméricas era de 340 + 4 nm para nanoparticulas controle
(NP_CTL) e 375 £ 6 nm para as nanoparticulas com_PS (NPs_PS), apresentando um
sistema monodisperso com valores de PDI < 0,170 e potencial zeta negativo de - 31+
0,1 mV e -31+ 0,6 mV para NPs_CTL e NPs_PS, respectivamente, demonstrando a
estabilidade das nanoparticulas no periodo de 90 dias. Enquanto as nanoemulsoes
(NE) expressaram um tamanho de 253 + 3 e 252 + 3 nm, para NEs_CTL e NEs_PS,
respectivamente, sendo um sistema razoavelmente estavel com valores IDP < 0,2
sem formacao de agregados e potencial zeta negativo de -35 + 0,3 mV para NE_CTL
e -35 £ 0,9 mV para NE_PS. Os resultados de estudos de degradacao indicam que o
fotossensibilizador Diphenyl BTZ 1-6 (4,7- diphenylbenzo[c][1,2,5]thiadiazole) (Diph-
BTZ) induz a formacao de espécies reativas de oxigénio, e foi capaz de degradar a
molécula de azul de metileno (molécula modelo). Além disso, as nanoparticulas foram
eficientes na protecao do fotossensibilizador, prolongando a sua vida util ao longo do
tempo, demonstrando que ao aumentar a sua persisténcia, quanto maior a quantidade
de oxigénio reativo produzido, conseguindo assim um elevado tempo de atividade de
esterilizacdo em diferentes tipos de superficies.

Palavras-Chave: SARS-CoV-2, atividade fotodindamica, oxigénio singleto,
nanoparticulas.



Abstract

To develop new disinfectants capable of long-term inactivation of pathogens, including
coronavirus (SARS-CoV-2), present on multiple surfaces, the present work shows a
method for synthesizing two types of carrier systems, called nanocapsules and
nanoemulsions that, associated with visible radiation, molecular oxygen and a
photosensitizer (PS), act photodynamically on pathogens. The methodology in this
study included the preparation and characterization of nanoparticles by evaluating their
size-related stability, polydispersity, zeta potential, and morphology using techniques
such as dynamic light scattering (DLS) and atomic force microscopy (AFM), as well as
degradation studies by UV-Vis spectrophotometry method. Through DLS analyses, the
results showed that the average diameter of the polymeric nanoparticles was 340 + 4
nm for control nanoparticles (NP_CTL) and 375 + 6 nm for the nanoparticles with_PS
(NPs_PS), presenting a monodisperse system with PDI values < 0.170 and negative
zeta potentials of - 31 £ 0.1 mV and - 31 £ 0.6 mV for NPs_CTL and NPs_PS,
respectively, demonstrating the stability of the nanoparticles over the 90-day period.
While the nanoemulsions (NE) expressed a size of 253 3 and 252 3 nm, for NEs_CTL
and NEs_PS, respectively, being a reasonably stable system with IDP values < 0.2
with no aggregate formation and negative zeta potential of -35 + 0.3 mV for NE_CTL
and -35 = 0.9 mV for NE_PS. The results of degradation studies indicate that the
photosensitizer Diphenyl BTZ 1-6 (4,7- diphenylbenzo[c][1,2,5]thiadiazole) (Diph-BTZ)
induces the formation of reactive oxygen species, and was able to degrade the
methylene blue molecule (model molecule). Furthermore, the nanoparticles were
efficient in protecting the photosensitizer, extending its lifetime over time,
demonstrating that by increasing its persistence, the greater the amount of reactive
oxygen produced, thus achieving a high sterilization activity time on different types of
surfaces.

Keywords: SARS-CoV-2, photodynamic activity, singlet oxygen, nanopatrticles.
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1. INTRODUCAO
1.1. Doencas Infecciosas Emergentes e Reemergentes

Segundo a definicdo da Center for Disease Control and Prevention (CDC,
Doencas Infecciosas Emergentes e Reemergentes sao classificadas como patologias
inéditas (emergentes) ou ja conhecidas (reemergentes), que vem acometendo
humanos nas duas ultimas décadas advertindo aumentar nos préximos anos. Esse
termo procedeu a Teoria da Transicdo Epidemioldgica, que possuia ideias
hegemoénicas para compreender as morbidades e mortalidades mundiais (LUNA,
2002) (GRISOTTI, 2007).

No sentido de assimilar as possiveis causas determinantes a cerca desse
assunto, o autor LUNA categorizou alguns fatores presumidos para embasar essas
questdes, dividindo em sete (07) grupos diferentes, sendo eles:

e Fatores demograficos;

e Fatores sociais e politicos;

e Fatores econémicos;

e Fatores ambientais;

e Fatores relacionados ao desempenho do setor da saude;

e Fatores relacionados as mudancas e adaptagdo dos microrganismos e

¢ Manipulacdo de microrganismos com vistas ao desenvolvimento de
armas bioldgicas.

Desse modo, é importante ressaltar que ha diversas causas que propiciam a
atividade microbiana e o surgimento de novas infec¢des, como por exemplo: O
aumento populacional em regides centrais com aglomeragdes e disseminacao de
doencas; precariedade nos servicos de saneamento e de tratamento de residuos
sélidos favorecendo o surgimento de bactérias como a Vibrio Cholerae causadora da
Colera; emigracao e imigracao de refugiados de zonas de guerras oportunizando o
aparecimento de novas doencas advindas de outros territérios; importacbes e
exportagcdes internacionais de variadas mercadorias propiciando doencas
emergentes como os hantavirus, Salmonella enteritidis, Escherichia coli e entre outras
(LUNA, 2002). Além disso, fatores como taxa de mutacdo e viruléncia dos
microrganismos, podem contribuir para um cenario pandémico ou epidémico

oferecendo riscos irremissiveis para a populagao.
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Portanto, entender as razdes das doengas infecciosas emergentes e
reemergentes, auxiliam na reflexdo de alternativas que revertam situagdes

insatisfatorias e/ou assegurem a humanidade dessas enfermidades.

1.1.1. Diferencas entre epidemia, endemia, surto, pandemia e sindemia

Estima-se que os microrganismos patogénicos acompanham a evolugao e vida
da humanidade, desde os primeiros hominideos ancestrais do homem moderno.
Alguns virus e protozoarios, como o Papilomavirus Humano (HPV) e a Ténia por
exemplo, representam uma pequena por¢cao dentre muitos espécimes que foram
transmitidos para outros animais e que através do processo de mutagénese
adquiriram resisténcia e alteragdes ao meio (UJVARI,2008).

Por consequéncia, a propagacdao de doencas pode atingir patamares
irredutiveis e alarmantes, acarretando um conjunto de fatores resultantes a uma
calamidade publica de adoecimento, padecimento e adversidades que envolvem a
camada social, econdbmica, sanitaria, educacional e entre outras. Em virtude, de
classificar a dimensao das enfermidades contaminantes a populagao, termos como:
pandemia, sindemia, epidemia, endemia e surto, sdo comumente utilizados na
epidemiologia médica.

Epidemia

A Center for Disease Control and Prevention (CDC), foi criada em 1946 nos
Estados Unidos da América, com o objetivo de criar contengdes para prevenir a
malaria e sua expansao ao territdério norte-americano. Sua constituicdo melhorou
significativamente a saude publica, tornando-se a principal agéncia de promocao,
prevencao e preparacao da saude dos EUA (“Doencas infecciosas emergentes |
NIOSH | CDC”, 2021).

A vista disso, foi gerado alguns conceitos para compreender as proporcdes de
doencas emergentes e reemergentes. Tendo como base a definicdo da instituicao,
epidemia concerne ao aumento esperado ou repentino na quantidade de casos de
uma doenca, que esta acima do expectavel para a populacdo de uma determinada
area, sendo essas: bairro, regido e populacdao (INTERMOUNTAIN HEALTHCARE,
2020).

12



Endemia

E caracterizada pela presenca constante e/ou predominante de uma doenca ou
agente patoldégico em uma habitual populagdo de determinadas areas geograficas.
Sendo assim, o desenvolvimento e reemergéncia dessas mazelas, sdo esperadas em
regides conhecidas por apresentarem alguns vetores (REZENDE,1998). Porém, ao
contrario da epidemia, a endemia refere-se a niveis expectados de contaminagcao
(INTERMOUNTAIN HEALTHCARE, 2020).

Surto

Refere-se ao acréscimo abrupto e imprevisivel na quantidade de casos de uma
doenca em uma regido especifica e limitada. Podendo ser considerado como um
episodio aperiédico ou ndo ordinario (MINISTERIO DA SAUDE, 2018).

Pandemia

Elucida o conceito de ser analogamente uma epidemia disseminada por vastos
territorios como, paises e continentes, cuja acdo contagiosa afeta substancialmente
uma quantidade de pessoas (INTERMOUNTAIN HEALTHCARE, 2020).

Etimologicamente o termo “pandemia” € oriundo do grego com unido dos dois
prefixos neutros “pan” e “demos” que significa “Todo o povo” ou “Povo inteiro. Platao,
utilizou-a pela primeira vez em seu livro denominado “Das Leis”, mencionando
qualquer evento capaz de alcancar a populacdo de forma integra. No entanto,
somente a partir do século XVIII que a expressao foi incorporada definitivamente ao
glossario médico relacionando o adjetivo a patologias epidémicas e de grande
espargimento, perdurando até os dias atuais (REZENDE, 1998).

Sindemia

A palavra sindemia foi proferida pela primeira vez no ano de 1990, pelo
antropologo-médico estadunidense Marrill Singer, retratando a jun¢ao de termos como
‘pandemia” e “sinergia”, com o intuito de explicar os danos que uma interacao de duas
ou mais doencgas, podem ocasionar na populacado (FIOCRUZ,2020).

Pesquisadores elucidam que infortunios causados por uma pandemia, podem
potencializar o agravamento de outras doencas pré-existentes ou interromper
tratamentos médicos continuos e, portanto, provocar um cenario de calamidade com
perigos e riscos inestimaveis (NETO, 2021).

E fatidico que os eventos pandémicos oferecem nocividades além dos riscos

biolégicos, como em atual exemplo, o caso do novo coronavirus causador da doenca
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COVID-19, que ha mais de 24 meses esta impossibilitando a realizagao de atividades
sucessivas da forma habitual da convivéncia humana. Em analise interpessoal desta
autora, a questdo levantada por Singer, acerca do termo “Sindemia”, pode ser
interpretada por dois vieses distintos, sendo eles: Fatores contribuintes que resultam
na pandemia ou Fatores contribuintes que sao resultados da pandemia.

Os fatores contribuintes que resultam na pandemia, pode ser analisado
pela sinergia de elementos sociais, econdmicos, politicos e ambientais que
contribuem para o inicio de uma epidemia e em casos incontrolaveis, uma
consequente pandemia. Dado aos fatos que uma caréncia de higienizagdo publica
e/ou social podem acarretar a emergéncia ou reemergéncia de enfermidades;
deficiéncia de politicas publicas que atuem concomitante a ciéncia a fim de estudar
previamente meios contaminantes; destruicdo ambiental e florestal que resultam em
uma proliferagdo de organismos e microrganismos e entre outros.

Ja os fatores contribuintes que séo resultados da pandemia, podem ser
examinados pela consequéncia de alguns fatos que foram listados acima,
relacionando-os entre si e gerando novas doencgas psiquiatricas, por exemplo, bem
como no agravamento de outras doencgas pré-existentes e/ou crbnicas, que tiveram
seus tratamentos interrompidos ou cessados e que possivelmente poderao ser fatores

criticos em caso de combinacao dessas mazelas com outra enfermidade pandémica.

1.2.  Os coronavirus

Os coronavirus sdo espécies de virus pertencentes a subfamilia Coronaviridae,
cujo nome esta intrinsicamente relacionado a presenca de proteinas, geradoras dos
picos superficiais ao virus, analogos a uma coroa solar (SIMABUCO et al., 2020).

Sao virus de genoma RNA e, portanto, possuem um sequenciamento basico,
caracterizado como fita simples. Contudo, sdo um dos principais causadores de
infeccdes no trato respiratorio de animais e aves, favorecendo preponderantemente o
conjunto de morbidades e mortalidades populacionais a nivel mundial (NOBRE et al.,
2014; LANA et al., 2020).

Esse tipo de patdgeno, foi descoberto primariamente em aves no ano de 1937,
sendo determinado como um microrganismo ameacador e de alta periculosidade, que

contribuiu a um quadro de bronquite aguda em passaros (FELMAN, 2021). Somente
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em 1964 o coronavirus humano foi identificado por meio de uma amostra coletada do
resfriado de um jovem paciente (GOZZO, 2020).

Os principais dados e informagdes obtidos ao longo dos anos em relagdo ao
coronavirus, deve-se a cientista escocesa Dra. June Almeida, que foi pioneira desses
estudos, descobrindo e compartilhando seus conhecimentos sobre virologia, com o
mundo e toda comunidade cientifica. Em consequéncia, Almeida obteve um dado
referencial da primeira imagem do virus, fotografado através de um microscopio
eletrénico, como mostra a figura 1, corroborando para as analises e entendimento do
agente patoloégico (COMBS, 2020).

Figura 1 - Coronavirus fotografados por meio de um microscopio eletrénico

Fonte: Retirada do site National Geographic, 2020. Disponivel em:
<https://www.nationalgeographic.com/history/article/june-almeida-discovered-coronaviruses-decades-

ago-little-recognition> Acesso em: 01 mar. 2021

Nada obstante, ao final do ano de 2002 a China foi dominada por uma epidemia
de um tipo de coronavirus denominado como SARS-CoV, do qual apresenta sintomas
similares ao de um resfriado ou gripe comum e que foi contido a partir do ano de 2004,
atingindo letalidade de aproximadamente 10% (LANA et al., 2020). No entanto, em
2012 o Oriente Médio também foi tomado por um novo tipo de coronavirus, nomeado
como MERS-CoV ou popularmente conhecido como Sindrome Respiratoria do
Oriente Médio, com letalidade de aproximadamente 34% (OMS, 2019).
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1.2.1. Aestrutura dos coronavirus

Os coronavirus s&o considerados microrganismos de genoma simples, no qual
dispdem de um envelope de aspecto arredondado com dimensdes variaveis dentre
80 a 120 nm e, todos os tipos apresentam genes virais contendo 04 proteinas
estruturais principais, sendo elas: nucleocapsideo (N), pico (S), proteina de membrana
(M) e pequena proteina de membrana (E) conforme mostra a figura 2, diferindo entre
eles em pequenos aspectos (WEISS; NAVAS-MARTIN, 2005).

Figura 2 - Estrutura de um coronavirus da espécie SARS-CoV-2
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Fonte: LIMA et al., 2020.
Cada parte estrutural dos coronavirus possuem determinadas fungdes que irdo
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e genoma de RNA AL

. }%

contribuir para sua sustentagcdo, sobrevivéncia e replicagdo. Resumidamente, a
proteina N é conhecida como um capsideo helicoidal responsavel por agregar o
genoma RNA do CoV formando o nucleocapsideo. Ja a glicoproteina S atua na
criacdo de peplébmeros (picos) superficiais ao microrganismo e na entrada e
propagacao do virion a célula hospedeira (WEISS; NAVAS-MARTIN, 2005;
SCHOEMAN; FIELDING, 2009).

No entanto, a proteina M é a substancial motivadora a formacao morfologica e
montagem do virion. Enquanto, a proteina E exerce o papel de multiplicacédo viral,
desempenhando o trafego intracelular e na penetracdo da célula infectada
(SCHOEMAN; FIELDING, 2009). Um dado CoV é capaz de contaminar uma célula-
alvo através de fusdo da membrana citoplasmatica ou endossdémica, decorrendo uma
liberacdo de RNA mensageiro ao interior do citoplasma hospedeiro para uma posterior
reproducao (XIA et al., 2020).
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Apesar das proteinas essenciais cumprirem uma significativa agdo, as demais
proteinas ndo essenciais também sdao componentes criticos para a maquinaria de
replicacdo do RNA, transcricdo e neutralizacdo da imunidade inata do hospedeiro
(QIU; XU, 2020).

1.2.2. Tipos de coronavirus

Os coronavirus sdo agentes patoldgicos causadores de doengas de alto e
meédio risco em grande parte da populacdo mundial e que em decorréncia dos anos
vem ganhando grande foco dos pesquisadores, por apresentarem mutacdes e
viruléncias elevadamente perigosas a saude humana.

Em virtude, da descoberta do primeiro coronavirus humano em 1964 e pelo seu
grau de relevancia em toda area da saude, a diligéncia em fundamentar essa nova
evidéncia analisando o patégeno, como também em seu cultivo, possibilitou que
novas cepas do virus fossem encontradas e investigadas em prestigio da ciéncia
(JAISWAL; SAXENA, 2020).

Portanto, mediante aos esforcos dos cientistas envolvidos e todo o conjunto de
informacdes reunidas, atualmente a subfamilia Coronaviridae estd segmentada em
quatro (04) géneros, sendo eles: Alfa (a) coronavirus, Beta () coronavirus, Gama (y)
coronavirus e Delta (8) coronavirus, sendo entendido que os alfacoronavirus e
betacoronavirus infectam principalmente os mamiferos. (JAISWAL; SAXENA, 2020;
SIMABUCO et al., 2020; CUI; LI; SHI, 2019).

Contudo, torna-se notério que os coronavirus estao presentes entre os seres
humanos e outros animais e aves, que sao infectados por diferentes tipos desses
agentes patologicos ou os mesmos, ja que algumas estirpes sao consideradas
zoondticas. A vista disso, & possivel certificar que ha sete (07) tipos de coronavirus

humanos conhecidos conforme é mostrado na tabela 1.
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Tabela 1 - Tipos conhecidos de coronavirus humanos

229E Alfa Leve/Moderado
NL63 Alfa Leve/Moderado
HKU1 Beta Leve/Moderado
0C43 Beta Leve/Moderado
MERS- Beta Grave
CoV
SARS- Beta Grave
CoV
SARS- Beta Grave
CoV-2

Fonte: Elaborada pela autora com base em Jaiswal e Saxena, 2020.

Com base aos dados da Center for Disease Control and Prevention — CDC
(2020), considera-se que quatro (04) tipos desses coronavirus humanos listados na
tabela 1, sendo: 229E, NL63, HKU1 e OC43, frequentemente infectam pessoas de
todo o mundo e apresentam sintomas conhecidos e ordinarios da gripe em pacientes
imunocompetentes, ou seja, pessoas que possuam um organismo capaz de produzir
anticorpos em resposta aos microrganismos patogenos (BELASCO; FONSECA,
2020).

1.3. O SARS-CoV-2

Ao final do ano de 2019, um patégeno desconhecido havia se proliferado e
infectado diversos habitantes da cidade de Wuhan, provincia de Hubei, na China,
manifestando sintomas semelhantes a uma pneumonia viral de alta transmissibilidade
e caracterizada como uma enfermidade potencialmente fatal (HU et al.,2020).

Em vista disso, as analises epidemioldgicas realizadas nos primeiros pacientes
contaminados, apontavam que a maioria possuia uma correlagcao de trabalho e/ou
venda de produtos com frutos do mar, aves e animais selvagens de um mercado
localizado no centro de Wuhan e denominado como “Huanan Seafood Wholesale
Market” (HU et al., 2020; WU, et al., 2020).

Com o intuito de identificar e compreender a procedéncia desse agente

patologico, pesquisadores chineses realizaram um sequenciamento gendmico de
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amostras coletadas de pacientes contaminados, através dos fluidos de lavagem
broncoalveolar (HU et al., 2020) e de fezes (ZHOU et al., 2020), do qual revelou a
existéncia de um virus categorizado a subfamilia dos Coronaviridae, sendo
classificado como betacoronavirus e primariamente nominado como 2019-nCoV
(CORMAN et al., 2020).

Posteriormente, foi reconhecido que o novo coronavirus possui uma grande
relacdo gendmica com a espécie viral SARS-CoV, principal causadora da doenca
Sindrome Respiratéria Aguda Grave (CORMAN et al., 2020). Portanto, em 11 de
fevereiro de 2020 o Comité Internacional de Taxonomia de Virus — ICTV, anunciou
que a nomenclatura oficial do patdogeno seria SARS-CoV-2 e na mesma data a
Organizacao Mundial da Saude declarou o COVID-19 como o nome oficial da doenca
oriunda do virus (OMS, 2020).

Com base em ensaios cientificos, notou-se que a semelhanca do SARS-CoV-
2 com os genomas de outros coronavirus como o SARS-CoV e MERS-CoV, era de
79% e 50%, respectivamente (HU et al., 2020). Deste modo, a analise dos quatro
genes estruturais, sendo eles: pico (s), envelope (e€), membrana (m) e nucleocapsideo
(n), demonstraram que o novo coronavirus apresenta mais de 90% de identidade de
aminoacidos com o SARS-CoV, em excec¢ao do pico (s) (HU et al., 2020).

Diante de toda situagcdo ameacadora para a saude de toda a humanidade e os
riscos de contagios incontrolaveis, a Organizacdo Mundial da Saude comunicou no
dia 11 de marco de 2020, que o coronavirus SARS-CoV-2, principal causador da
doenca infecciosa COVID-19 passou a ser caracterizado como pandémico
(OMS,2020).

1.3.1. Aorigem do SARS-CoV-2

A sinantropia € um potencial fator de preocupacdo ambiental e sanitaria da
modernidade, dado que, alguns animais instalam-se em territérios habitados
predominantemente por humanos, usufruindo de alguns alimentos e condicboes
desfavoraveis para a espécie. Sendo assim, a evasao de seus habitats naturais,
modificagcdo da dieta e adaptacdao aos costumes humanos, corrobora para uma série
de danos, ressaltando como fator de risco as zoonoses.

Em exemplo disso, grande parte das doengas emergentes e reemergentes do
mundo, como o HIV, MERS-CoV, SARS-CoV e o recém-descoberto SARS-CoV-2,
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devem-se por microrganismos patologicos de natureza zoondtica, por vezes,
possuindo alta letalidade e viruléncia (MURAKAMI et al., 2020).

No entanto, cientistas buscam estudar alguns parametros etioldgicos sobre o
novo virus, a fim de mitigar a sua propagacao e conhecer sua patogenicidade, tendo
em vista, a investigacao de alguns animais oriundos da area de Wuhan, como por
exemplo algumas espécies de morcegos e pangolins, dos quais, naturalmente
abrigam algumas estirpes de coronavirus (ZHENG, 2020).

Pesquisadores sugerem que possivelmente a origem do SARS-CoV-2, esta
atrelada a alguns animais denominados como hospedeiros naturais e hospedeiros
intermediarios (HU et al., 2020), sendo estudadas algumas espécies de morcegos
como Rhinolophus cornutus (MURAKAMI et al., 2020); Rhinolophus sinicus (ZHOU et
al., 2020) e Rhinolophus affinis (ZHOU; YANG, 2020).

A vista disso, o coronavirus ‘RaTG13’ presente na espécie de morcego
Rhinolophus affinis da provincia de Yunnan, China, representa até o momento o
congénere mais proximo do SARS-CoV-2, evidenciando uma sequéncia gendmica
total de 96,2%, divergindo apenas o pico do Receptor Binding Domain (RBD) (ZHOU;
YANG, 2020) (ZHENG, 2020).

Entretanto, apesar das similaridades de ‘RaTG13’ com a sequéncia genbmica
de SARS-CoV-2, esses dados ainda ndo asseguram que a origem do novo virus tenha
sido advinda dos morcegos, mas sim que eles possam ser seu hospedeiro natural
com possivel transmissdao para um outro animal (ANDERSEN et al., 2020),
oportunizando o estudo em torno de outras espécies.

Em busca de maiores resultados, pesquisadores exploraram genomas de
coronavirus de alguns pangolins malaios (Manis javanica) de Guangxi e Guangdong
e obtiveram resultados correspondentes a 85,5% a 92,4% de similaridade de
sequéncia gendmica com o0 SARS-CoV-2, equivalendo a duas sub-linhagens de virus
relativo ao novo coronavirus e, portanto, ressaltando a hipotese de que pangolins
possam atuar como hospedeiros intermediarios do patégeno (LAM et al., 2020).

Outras teorias plausiveis que embasam as explicagées sobre a emergéncia do
SARS-CoV-2, apresentam trés suposicoes como: a) selecdo natural em um
hospedeiro antes da transferéncia zoonética, que presume a otimizacao/evolucao do
RBD do virus para a sua associacao a enzima receptora humana ACE2 de forma

eficiente; b) selecao natural em humanos ap6s a transferéncia zoonética, que
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pressupde a adaptacao de sobrevivéncia do virus as condi¢coes genéticas dos seres
humanos, ou seja, a sele¢édo natural s6 ocorreria de fato, quando o virus estivesse em
contato com o organismo humano e c) sele¢do durante a passagem, que explica as
mutacdes do virus durante a passagem as células humanas (ANDERSEN et al.,
2020).

1.3.2. Grau de viruléncia

Sabe-se que o SARS-CoV-2 &€ um potente agente etioldgico causador da
doenca COVID-19, sendo reconhecido por suas caracteristicas altamente virulentas e
transmissiveis. No entanto, ha diversos fatores que corroboram para esse cenario de
infectividade populacional, dos quais necessitam serem compreendidos e estudados
com maior vigor.

As autoridades internacionais da saude como a OMS e a Organizagado Pan-
Americana da Saude (OPAS), apontam que os principais meios de transmissdo do
virus sdo por contato, goticulas, pelo sangue, aerossois, fecal-oral, fomites, de mae
para filho e de animal para humanos. Tendo isso em vista, € admissivel a gravidade
que as formas de contagio pelo patégeno podem oferecer, demonstrando uma parcela
dos fatores contribuintes para a propagacao do virus (OPAS, 2020).

Analisando as condi¢des sobre a interacao do virus e seu desenvolvimento no
hospedeiro, estudos indicam que diversas estruturas gendmicas do SARS-CoV-2,
atuam favoravelmente para sua reproduco e sobrevivéncia ao meio. A vista disso, o
microrganismo utiliza o seu RBD da proteina spike, para associar-se ao receptor ACE2
da célula humana (SHENG et al., 2020), acessando internamente a célula através
dessa enzima (SARKAR; GUHA, 2020) para replicar seu genoma e transcrever seus
genes (HILLEN et al., 2020).

Pesquisas sugerem que essa interacdo do RBD do virus com os dominios de
ligacao no receptor ACE2 humano, possuem grande afinidade que capacita os SARS-
CoVs para infecgao cruzada, podendo ser um dos fatores criticos e determinantes
para compreender a viruléncia desse agente patogeno. Visto que, a invasao e
replicacdo viral ocorre por meio da penetragcao celular, adaptabilidade e sistema
imunologico do hospedeiro (SARKAR; GUHA, 2020).

No fundamento da morfogénese do SARS-CoV, foi certificado que sua proteina
do envelope (E) atua na interacdo do virus com o hospedeiro, na replicagcao e na
patogenicidade. Do mesmo modo, foi constatado que essa proteina E, condiciona
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significativamente a ativacao do inflamassoma e a inflamagéo parénquima pulmonar,
resultando em edemas que levam & Sindrome Respiratoria Aguda Grave (DEDIEGO
et al., 2014). Portanto, esses dados sobre o SARS-CoV podem colaborar para uma
melhor assimilagcdo da morfogénese do SARS-CoV-2, ja que compartilham 79% de
similaridade genémica (HU et al., 2020).

Em contrapartida, estudiosos investigaram que as tempestades de citocinas
podem ser causas potenciais no agravamento da doenca COVID-19, pois a liberagcao
excessiva de citocinas pro-inflamatérios ativa uma intensa producgéo de citocinas no
interior dos pulmoes, ocasionando a faléncia de 6rgaos vitais (LI et al., 2021). Desse
modo, fica explicito que ha diversas condi¢des intensificadoras para sobrevivéncia e
resisténcia do virus em hospedeiros.

Todavia, também existe a ocorréncia das mutagdes do SARS-CoV-2, dado que,
todos os tipos de virus sofrem alteragbes em sua sequéncia gendmica com variaveis
temporais, ambientais e naturais através da sele¢do natural (HARVEY et al., 2021).
As mutagdées do SARS-CoV-2 acontecem na proteina pico (S), principal estrutura
responsavel por ligar-se aos receptores da célula do hospedeiro efetivando a
contaminagcao (BANOUN, 2021). Portanto, algumas variantes desse virus podem
apresentar mudancgas na propriedade viral como, o aumento da infecciosidade,
transmissibilidade, reducéo da eficacia de tratamentos médicos e de vacinas (OMS,
2021).

A fim de otimizar o entendimento populacional relacionado aos nomes, meios
de prevencao, periculosidade e monitoramento de novas variantes do SARS-CoV-2,
a OMS anunciou no dia 31 de maio de 2021, uma classificacdo que nomeia todas as
mutacdes consideradas Variantes de Preocupacao (VP) e Variantes de Interesse (VI)

com letras gregas, conforme demonstra a tabela 2 e 3.
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Tabela 2 - Defini¢cbes das Variantes de Preocupacdo do SARS-CoV-2

Alfa B.1.1.7 18 de
dezembro
de 2020
Beta B.1.351 18 de
B.1.351.2 dezembro
B.1.351.3 de 2020
Gama P.1 11 de
P.1.1 janeiro de
P.1.2 2021
Delta B.1.617.2 VI: 04 de
AY.1 abril de
AY.2 2021
AY.3 VP: 11 de
maio de
2021
Omicron B.1.1.529 26 de
novembro
de 2021

Fonte: Adaptado de OMS, 2021

Tabela 3 - Definigcbes das Variantes de Interesse do SARS-CoV-2

Eta B.1.525 17 de marco de 2021

lota B.1.526 24 de marcgo de 2021
Kappa B.1.617.1 04 de abril de 2021
Lambda C.37 14 de junho de 2021

Fonte: Adaptado de OMS, 2021.

Aliando todos esses elementos que foram citados, € veridico que agentes
patdogenos emergentes e reemergentes, dos quais, possuem alta transmissibilidade,
patogenicidade, adaptabilidade e viruléncia, podem ocasionar um cenario pandémico

e com diversos impasses para a saude global.

1.3.3. Resisténcia e tempo de meia vida em superficies

Sabe-se que o novo betacoronavirus SARS-CoV-2, possui uma baixa taxa de
mortalidade (76,8%) quando comparado a outros coronavirus zoonoticos como,
SARS-CoV-1 e MERS-CoV que apresentam letalidade de 10,9% e 34,4%,
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respectivamente (ABOUBAKR; SHARAFELDIN; GOYAL, 2020). No entanto, o
patogeno dispde de um elevado indice de transmiss&o, decorrente de suas multiplas
vias contagiosas, levando em evidéncia sua intensa contaminacao de superficies.

Embora as goticulas respiratérias de pacientes infectados por CoVs, sejam
consideradas a principal via de transmissdo, é fatidico que diversos tipos de
superficies contaminadas que posteriormente se tornardo fomites (objeto capaz de
transportar germes e patdgenos), contribuem para propagagao dos virus (KRATZEL
et al., 2020). A transferéncia de microrganismos através de fémites, apresentam cerca
de 33% de eficiéncia, sendo 0os mais comuns: macanetas, telas de celulares, caixas
eletronicos, chaves e bancadas (RIDDELL et al., 2020).

Portanto, € de grande relevancia estudar as condicbes que favorecem a
sobrevivéncia e remanescéncia do SARS-CoV-2 ao ambiente, tal como, compreender
os fatores simultaneos que corroboram para isso, sendo eles: temperatura, umidade,
pH, radiacdo solar e matriz de suspensdo viral (ABOUBAKR; SHARAFELDIN;
GOYAL, 2020).

Pesquisadores apontam que as variagbes de temperatura atuam na
estabilidade do SARS-CoV-2 (KRATZEL et al.,, 2020), propiciando sua longa
persisténcia ao meio, em temperaturas mais baixas (ABOUBAKR; SHARAFELDIN;
GOYAL, 2020) e sua menor viabilidade em temperaturas maiores (RIDDELL et al.,
2020). Kratzel et al (2020), relatou que o tempo de meia-vida do virus em suspensao
era de: 9,1 h em Temperatura Ambiente (722°C - 25°C); 12,9 hem 42C e 17,9 hem
30¢°C.

Apesar disso, alguns cientistas mencionam que o aumento da temperatura
(T40°C) em conservacao da umidade, pode reduzir rigorosamente a capacidade de
sobrevivéncia e viabilidade do virus para 24h (RIDDELL et al., 2020). Outro estudo,
também revela que a inativacédo do virus em baixas temperaturas, ocorre por meio de
uma degradacao aleatdria de seu acido nucleico; ja em altas temperaturas, acontece
uma mudanga conformacional das proteinas estruturais do virus (ABOUBAKR,;
SHARAFELDIN; GOYAL, 2020).

Comprovadamente, o SARS-CoV-2 se mantem estavel a temperatura ambiente
e em uma ampla faixa de pH (3 - 10), porém quando exposto em coeficientes de pH
extremo, ele se torna inativo, o qual condiz com sua alta resisténcia e viruléncia
(ABOUBAKR; SHARAFELDIN; GOYAL, 2020). Por outro lado, ha pesquisas que
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referenciam intervencao da radiagao solar UVB e UVC na diminuigdo da propagacao
do virus, aumentando o conhecimento acerca do microrganismo (SHUMATE et al.,
2020).

Em razdo do patdégeno ser altamente transmissivel, consensualmente é
admitido que os variaveis tipos de superficies e suas caracteristicas intrinsecas,
impactam na capacidade contaminante, bem como, na persisténcia do virus. O SARS-
CoV-2 sobrevive por menos tempo em superficies com baixa porosidade como, cobre,
latex e alguns tecidos pouco porosos. Em compensacdo, superficies altamente
porosas como, ago inoxidavel, plastico, vidro e tecidos porosos, corroboram para a
conservacao do mesmo (Tabela 4) (ABOUBAKR; SHARAFELDIN; GOYAL, 2020).

Tabela 4 - Resisténcia do SARS-CoV-2 em diferentes tipos de superficies.

. Umidade Tempo de
Superficie ou Temperatura _ o o o
Relativa Persisténcia decadéncia Referéncia

fomite (°C)
(UR) completa
Chin et
Plastico 22 65% 4 dias 7 dias
al. (2020)
Chin et
Aco Inoxidavel 22 65% 4 dias 7 dias
al. (2020)
Chin et
Vidro 22 65% 2 dias 4 dias
al. (2020)
. Chin et
Papel 22 65% 30 minutos 3 horas
al. (2020)
Chin et
Madeira 22 65% 1 dia 2 dias
al. (2020)

Fonte: Elaborada pela autora com base em Aboubakr, Sharafeldin e Goyal, 2020.

1.3.4. Métodos de prevencéo e assepsia

E reconhecido que os microrganismos patologicos possuem variados meios de
propagacao e persisténcia em superficies. Em razdo disso, sdo adotados alguns
procedimentos de higienizacdo pessoal e coletiva, para prevenir o contagio da
populacao e reduzir a disseminacao de agentes infecciosos.

Entretanto, ha patdgenos que apresentam um elevado grau de viruléncia,
ocasionando doencas em numerosas pessoas como, o atual virus SARS-CoV-2 que
provoca a COVID-19. Nesse caso, as recomendacdes sao mais rigorosas, pois além
da higienizacao individual e geral da sociedade, outros métodos como: barreiras

sanitarias, fechamento de provincias, quarentena, distanciamento social, protecao
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para os olhos e uso de mascaras e respiradores faciais, garantem a mitiga¢ao do virus
em locais publicos (WANG et al., 2020).

Alguns cientistas citam que pessoas contaminadas com o0 novo
betacoronavirus e que sao assintomaticas, também se comportam como vetores, ou
seja, possuem potencial transmissdo a outros individuos via goticulas respiratérias
(LIMA et al., 2020). Portanto, as diretrizes da OMS para diminuir tal contagio sao:
utilizacdo de mascaras e respiradores faciais, cobrir a boca ao tossir ou espirrar,
manter o distanciamento social, assepsia das maos e superficies e entre outras (YAN
et al., 2020).

Cautelosamente outras agoes também sdo tomadas para intervir na situagao,
ja que locais publicos com grande circulagdo de pessoas como, escolas, estacdes
ferroviarias, aeroportos etc., sdo consideradas areas de espalhamento viral, e por isso
devem ser desinfetados frequentemente (WANG et al., 2020). Do mesmo modo,
estudiosos mencionam que condutas preventivas podem salutar a populagao através
da conscientizagdo, manutencao da imunidade e vitaminas, consumir dieta nutritiva e
inclusdo de exercicios fisicos diariamente (SRIVASTAVA; SAXENA, 2020).

Constantemente sanitizantes sao utilizados para esterilizagao de superficies
cutaneas e fOmites, agindo eficientemente em poucos segundos. Os materiais de
maior uso habitual, sdo aqueles que possuem como principio ativo os fendis, alcoois,
sais quaternarios de amoénio, clorados e peroxidos. Contudo, cada substancia dispde
de caracteristicas quimicas intrinsecas que refletem na capacidade e efetividade de
sua acao (LIMA et al., 2020).

Sendo assim, desinfetantes como sabdes, sabonetes e detergentes, possuem
componente ativo que desestabilizam proteinas e membranas bioldgicas, destruindo
e inativando os microrganismos (LIMA et al., 2020). Da mesma forma, materiais
alcoois sao capazes de desnaturar as proteinas, danificando a membrana
citoplasmatica dos patdgenos e por isso, esses compostos simples, sdo habeis para
a assepsia da populacao (YAN et al., 2020).

Como os coronavirus sao estruturados por um envelope lipidico de natureza
lipofilica, sua inativacdo ocorre de maneira facil e precipite dependendo do material
utilizado (XILING et al., 2021). Alguns desinfetantes sao indicados para diferentes
tipos de superficies, baseados em suas caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas.
Compostos como o etanol sdo empregados para assepsia da pele e limpeza geral, e
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isopropanol e N-propanol sdo usados para higienizagdo de eletrénicos (LIMA et al.,
2020).
No entanto, a determinacao da eficiéncia de alguns desses saneantes &
apoiada em efeito do tempo de ag¢do e concentragdo substancial. Yan et al (2020)
aponta que o alcool etilico, alcool isopropilico e N-propanol possuem melhor eficacia
em concentragdes de 60% e 90%. Em complemento, Xiling et al (2021) indica que
uma solucéo de 30% de etanol € suficiente para inativar o SARS-CoV-2 em 1 minuto.
Os desinfetantes clorados alcangam uma atividade antimicrobiana em
solugdes, cuja concentragdes e tempo para inativacao, respectivamente sao: 250
mg/L em 20 minutos; 500 mg/L em 5 minutos e 1000 mg/L em 0,5 minutos. Os
compostos de sais quaternarios de amonio sao capazes de inviabilizar os coronavirus
em concentragdes de: 170 mg/L em 5 minutos e 850 mg/L em 0,5 minutos (XILING et
al., 2021).

Todavia, grande parte desses elementos sdo absorvidos facilmente pelo
ambiente sendo considerados ecotoxicos, bem como também s&o téxicos a saude
humana. A ecotoxicidade de pequenas concentragdes de cloro residual, acarretam
grandes devastagbes agudas para animais aquaticos. Ja os sais quaternarios de
amoénio, além de serem perigos ao ecossistema, possuem carater mutagénico e
danoso as células e DNA humanos (XILING et al., 2021).

Em resposta, a utilizacdo de materiais sustentaveis, biocompativeis e
degradaveis, pode ser uma alternativa para a assepsia de diversas superficies,
contribuindo para a preservagcao da saude populacional, sem ou com baixo impacto
ambiental.

A exemplo disso, substancias fotossensiveis caracterizadas como
fotossensibilizadores, podem oferecer a degradacdo de microrganismos patogenos,
apresentando baixa citotoxicidade humana, biocompatibilidade e aumento da
seletividade, por meio de mecanismos interativos da luz e do oxigénio molecular com
um fotossensibilizador (KWIATKOWSKI et al., 2018).

1.4. Inativacdo Fotodindmica Antimicrobiana (IFDA)
A inativagdo fotodindmica antimicrobiana consiste na morte celular
microrganica, através da atuagao concomitante de agentes fotossensibilizadores, uma

matriz de radiacdo e a presenca de oxigénio, que resultara em espécies reativas de
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oxigénio citotoxicas (KASHEF; HUANG; HAMBLIN, 2017). Tal técnica, oferece
vantagens promissoras para inviabilizagdo de patdégenos como: protozoarios, virus,
bactérias e fungos (DONNELLY; MCCARRON; TUNNEY, 2007).

Embora, a utilizagao e estudos a cerca desse método seja considerado recente,
essa pratica ja € conhecida desde os antigos egipcios e indios, dos quais tratavam
doencas de pele como, vitiligo e leucoderma, por intermédio dos compostos organicos
de psoralenos vegetais e luz solar (KASHEF; HUANG; HAMBLIN, 2017). Contudo,
sua comprovacao cientifica se fez somente em 1900, quando o estudante Oscar Raab
casualmente encontrou resultados da morte de um protozoario, apds sua exposi¢ao a
luz e corante de acridina (BALTAZAR et al., 2015).

Em 1904, outros pesquisadores como Herman Von Tappeiner e Albert
Jodlbauer observaram a relevancia da presenca do oxigénio para ocorrer o efeito
fototoxico, inserindo a expressao “acao fotodindmica” para explicar o fendmeno
(BALTAZAR et al., 2015). Como consequéncia, houve a criagdo de um novo campo
terapéutico denominado como Terapia Fotodindmica (TFD), no qual adota as praticas
fotoindutivas nos tratamentos de enfermidades como, tumores, doengas de pele,
infeccdes e entre outras (KASHEF; HUANG; HAMBLIN, 2017).

No entanto, o termo Inativacdo Fotodinamica Antimicrobiana (IFDA) é utilizado
em correspondéncia de tratamentos voltados para as areas ambiental, quimica e
materiais. Todavia, a Terapia Fotodinamica (TFD) €& aplicada nos ramos da
odontologia, biomedicina e biologia, porém ambas possuem o0 mesmo processo de
ativacao fotodinamica, tendo somente os homes como distin¢ao.

A técnica IFDA tem capacidade de fotodegradacdo de seres microbianos
inseridos em algum meio, através das espécies reativas de oxigénio (ERO), das quais
alteram a morfologia e funcionalidades celulares como, oxidacdo de proteinas,
inibicdo de processos metabodlicos e perda da atividade enzimatica (KASHEF;
HUANG; HAMBLIN, 2017).

Sendo assim, esse método inovador oferece numerosas vantagens para
diferentes tipos de tratamentos, incluindo para o combate ao SARS-CoV-2, ja que
possui alta seletividade de células-alvo, rapida eliminacao microbiolégica, baixo efeito
colateral, infima invasividade (KASHEF; HUANG; HAMBLIN, 2017), grande
funcionalidade requerendo pouco espaco, atua como alternativa para substituir
métodos convencionais (WOZNIAK;GRINHOLC, 2018), trata infeccoes ou assepsia
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locais especificos, ndo desenvolve a resisténcia de microrganismos (HAMBLIN, 2016)

e entre outros beneficios.

1.4.1. Fotossensibilizadores (FS)

Os fotossensibilizadores (FS) sdao compostos quimicos classificados como
corantes atoxicos, capazes de absorver energia de uma matriz de luz e transferi-la
para outra molécula adjacente (BALTAZAR et al., 2015), auxiliando o processo da
fotoindugdo e/ou fotodinamismo da reacdo. Sendo assim, o seu uso esta
frequentemente vinculado a terapia fotodindmica (TFD) e a inativagdo fotodindmica
antimicrobiana (IFDA).

Desde que foram descobertas as primeiras evidéncias cientificas do efeito
fotoquimico na inviabilizagdo de microrganismos e no tratamento médico de algumas
doencas, pesquisadores buscaram FS altamente eficientes e com boas propriedades
fisicas e quimicas, dos quais facilitassem a ativacdo do fendmeno fotodanoso
(CIEPLIK et al., 2018). Dessa forma, compostos como a acridina e a porfirina foram
as primeiras substancias fotossensiveis utilizadas no campo da TFD (BALTAZAR et
al., 2015), precursionando a ampliacdo de outras classes de corantes como: clorinas,
ftalocianinas, fenotiazinas, xantenos e entre outras.

O evento fotodindmico das reagcdes advém da excitagcao energética do FS (que
estd em seu Estado Fundamental), através da absorcao de radiacado eletromagnética
gue ele obteve, impulsionando-o para atingir condi¢gdes de curtas duragdes entre seus
Estado Singleto Excitado ('FS*) e Estado Tripleto Excitado (°FS*), podendo formar ou
nao espécies reativas de oxigénio (EROS) que serdo responsaveis por realizar a
desinfeccédo local (ROSSIN et al., 2020).

As moléculas de EROS que sao formadas a partir desse fenémeno fotoativo,
equivalem aos superoéxidos, peroxidos de hidrogénio, radicais hidroxila e/ou oxigénio
singleto. Por consequéncia, sdo as responsaveis pelo desencadeamento da morte e
danos microbianos, alterando a morfologia e algumas funcionalidade das células de
agentes patdgenos por meio de mecanismos que afetam a membrana celular,
inativam enzimas e proteinas essenciais € acometem ao DNA (KASHEF; HUANG;
HAMBLIN, 2017).

Por essa razdao, é de grande relevancia avaliar as caracteristicas e

propriedades fisicas e quimicas dos FS, dado que suas escolhas e aplicacoes
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apropriadas, partirdo do principio de solubilidade, baixa toxicidade, fraco ou nulo
potencial mutagénico, grande estabilidade quimica, alta atividade fotoquimica
(BALTAZAR et al., 2015), forte geragdo de EROS e longo tempo de vida (NYOKONG;
AHSEN, 2012).

Destaca-se que cada espécie de FS possui particularidades que compartilham
com o interesse de sua utilizagdo, pois as porfirinas sdo de natureza hidrofilica e
absorvem um comprimento de onda da faixa de 400-650 nm e as ftalocianinas sao
hidrofébicas, apresentando uma absorgao de luz visivel entre 630-720 nm (CIEPLIK
et al., 2018; BALTAZAR et al., 2015). Entretanto, a maior parte dessas substancias
fotoativas possuem a semelhanga de serem fluorescentes intrinsicamente, pois

apresentam moléculas aromaticas em suas estruturas (PAZ, 2006).

1.4.1.1. Interacbes de FS com diferentes tipos de microrganismos

E sabido que conhecer as caracteristicas dos FS, refletem em suas aplicagdes,
andlises de resultados e rendimentos, contudo, as diferentes estruturas e
organizacdes de diversos tipos de microrganismos, também influenciam na interacao
do corante fotoativo com os agentes patdgenos, havendo a necessidade de estudos
e conhecimentos baseados em suas morfogéneses (KASHEF; HUANG; HAMBLIN,
2017).

Sendo assim, os FS maioritariamente inviabilizam os microbios, através de sua
penetracao ou ligacao celular, que produzira as EROS, danificando a membrana ou a
parede externa do microrganismo alvo, levando ao vazamento de todo seu conteudo
interno e sua morte sequencial (KASHEF; HUANG; HAMBLIN, 2017). Portanto, cada
espécie de estirpe dispbe de estruturas diferenciadas como, camadas lipidicas,
polissacaridicas e lipoproteicas, que influenciam em sua robustez e permeabilidade
(DONNELLY; MCCARRON; TUNNEY, 2007).

As bactérias sdo seres vivos unicelulares e procariontes, portadoras de uma
membrana celular que reveste seu citoplasma, salvaguardando, portanto, todo seu
conteudo enzimatico e metabdlico. Contudo, ha algumas diferenciacdes importantes
entre as paredes celulares das bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, que
dificulta as ligacdes entre os FS (KASHEF; HUANG; HAMBLIN, 2017).

As Gram-positivas possuem largas camadas de peptidoglicanos que circundam

sua membrana citoplasmatica, ao passo que as Gram-negativas portam uma
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membrana externa altamente organizada que abrange uma outra membrana interna
de peptidoglicanos, do qual contém a membrana citoplasmatica. Para ocorréncia da
inativacao fotodindmica, € necessario que o corante fotoativo se associe ou penetre a
parede celular bacteriana até alcancar a membrana citoplasmatica, e por isso, as
Gram-positivas sdo mais suscetiveis ao IFDA (KASHEF; HUANG; HAMBLIN, 2017,
DURANTI, 2006).

Desse modo, pesquisadores apontam que a membrana externa das Gram-
negativas dispbe de locais carregados negativamente e por esse motivo, os FS
cationicos, fotoestaveis e soluveis em agua, sdo as substancias mais vantajosas e
indicadas para sua inativagdo. (DURANTI, 2006; MAISCH, 2015).

Os fungos sao organismos eucariontes que podem conter variagées em seus
envoltérios, mas que predominantemente detém uma membrana externa porosa
composta por polissacarideos como: glucana, manana e quitina, que sdo substancias
mais permeaveis em comparagcdo com as bactérias Gram-negativas. (KASHEF;
HUANG; HAMBLIN, 2017).

Os mecanismos de acao da IFDA para combater essas espécies, se deve
principalmente pela geracédo de EROS, que sdo capazes de alterar a estrutura da
parede celular fungica, facilitando a entrada dos FS ao interior da célula. Os corantes
fotoativos causam desequilibrio na homeostase celular, danificando organelas
citoplasmaticas e acidos nucleicos e por fim, provocando a morte por apoptose
(BALTAZAR et al., 2015).

O emprego da IFDA para o combate de fungos, pode ser mais dificultoso em
relacdo ao tamanho de sua célula em conferéncia de outras, exigindo uma maior
quantidade de FS locais para geracao de EROS (DONNELLY; MCCCARRON;
TUNNEY, 2007; KASHEF; HUANG; HAMBLIN, 2017). No entanto, esse tipo de pratica
também apresenta resultados promissores, ja que alguns estudos detalham que nao
ha efeitos mutagénicos ou genotdxicos nas células fungicas e humanas (BALTAZAR
et al., 2015).

Em sintese, os virus que sao microrganismos acelulares e que possuem um
envelope viral constituido por lipidios e proteinas, sdo afetados através das conexdes
dos FS com seus sitios de ligacdo, danificando as proteinas do invélucro e
consequentemente inativando o agente (KASHEF; HUANG; HAMBLIN, 2017). A vista
disso, a IFDA acomete essa classe de patdégenos de forma irreversivel, afetando
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potencialmente toda sua estrutura, tendo como efeito a influéncia decrescente sobre
os fatores de viruléncia (ALMEIDA; FAUSTINO; NEVES, 2020).

1.4.2. Oxigénio Singleto

O oxigénio singleto é uma espécie derivativa do oxigénio molecular, que
apresenta alta reatividade e grande excitagao eletrénica, mas com tempo de meia vida
muito curto e instavel. Contudo, suas caracteristicas peculiares e resultados
promitentes, atraem estudos e aplicagcbes de diversas areas da ciéncia como a
fotoquimica, fotobiologia e fotofisica (DEROSA; CRUTCHLEY, 2002).

Esse tipo EROS é produzido através da capacidade absortiva que um FS
possui, ao captar radiagao visivel ou UV, podendo transferir energia ou elétrons para
moléculas adjacentes, sendo caracterizado como um processo fisico e quimico
(KRIEGER-LISZKAY, 2005). No entanto, sua geracdo também se da por outros
meétodos, como os biolégicos e quimicos por meio das reagdes enzimaticas € nao
enzimaticas, bem como as termodecomposi¢cées de dioxietanos e endoperdxidos
(DAVIES, 2003; RONSEIN et al., 2006).

A condicao fundamental do oxigénio molecular, consiste em seu estado tripleto,
do qual dispde de dois elétrons desemparelhados com o mesmo numero quantico de
spin, ocupando distintos orbitais anti-ligacdo de mesma energia. Contudo, através de
uma ampliacdo energética, a regra de conservacao do spin € retirada e produzida o
oxigénio singleto, uma espécie molecular mais oxidativa (KRIEGER-LISZKAY, 2005;
RONSEIN et al., 2006).

Apesar de exibir alta caracteristica oxidante e reatividade termodinamica, o
oxigénio singleto possui reacdes cineticamente lentas, em consequéncia da restricao
do spin (KRIEGER-LISZKAY, 2005). Dado isso, torna-se relevante os estudos que
sustentem informacdes para otimizar esse processo e prolongar a vida util do
espécime, ja que o mesmo pode ser utilizado em diversos campos da saude,
materiais, biolégicas e quimicas.

O emprego dessa espécie reativa de oxigénio, estd sendo constantemente
avaliado e aplicado, principalmente na desinfeccdo de aguas residuais, sintese de
quimica fina, terapia fotodindmica e na inativagdo fotodindmica antimicrobiana
(DEROSA; CRUTCHLEY, 2002). Isso ocorre, por causa da potente forca oxidativa do

oxigénio singleto perante as biomoléculas microbianas, resultando em sua inativagao.
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Em vista disso, pesquisas indicam que esses estados excitados do oxigénio
molecular, sdo capazes de reagir com aminoacidos, proteinas e lipidios de agentes
patogenos (KNOX; DODGE, 1985) e possivelmente alterar as cadeias laterais e
estruturais dessas moléculas biolégicas (DAVIES, 2003). Sendo assim, as proteinas
tornam-se os principais alvos oxidativos da TFD e IFDA, pois constituem
aproximadamente 68% do peso seco das células e tecidos, corroborando para obter
bons efeitos. (DAVIES, 2003).

Portanto, alguns estudos referenciam que o oxigénio singleto € um excelente
agente antisséptico, pois suprime microrganismos patdgenos como bactérias,
protozoarios, fungos e virus. Além disso, existem trabalhos que elencam dados sobre
a inviabilizacdo dos virus herpes simplex do tipo 1 (HSV-1) e herpes suid do tipo 1
(SHV-1) (MULLER-BREITKREUTZ et al., 1995), bem como a inativacdo de um
bacteriofago apdés modificagbes quimicas na proteina do capsideo (RULE
WIGGINTON et al., 2010).

Figura 3 - Estados de energia e orbitais do oxigénio
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Fonte: Propria autoria, 2022.

1.4.3. Matriz de radiacéao

As fontes de radiacao eletromagnética, atuam como um dos principais fatores
coadjuvantes na TDF e IFDA, pois oferecem a energia necessaria para excitagcao do
FS, acarretando a producao de EROS. Portanto, € de suma importancia conhecer a
natureza quimica e fisica dos corantes fotoativos, sua faixa de absorcao do espectro
e os tipos de matrizes fotovoltaicas que irdo participar do processo.
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Para obtencdo de bons resultados e eficiéncia dessas técnicas, torna-se
relevante o reconhecimento da absor¢cdo do comprimento de onda especifico de cada
FS utilizado, ja que ele é estimulado de acordo com suas caracteristicas moleculares
predominantes, sendo assim, o ajuste da fonte de luz oferece a otimizagdo da maxima
absorcao possivel realizada pelo FS, gerando altas quantidades de EROS e
prologando a meia-vida desses elementos (KASHEF; HUANG; HAMBLIN, 2017).

Do mesmo modo, é necessario a identificagdo dos tipos, locais e periodos de
aplicagées da radiacdo eletromagnética, visto que, podem oferecer danos ou
beneficios para as areas atribuidas (SAMPAIO, 2019). Comprimentos de ondas mais
longos sao preferencialmente utilizados em praticas in vivo, pois exibem maior
penetracdo nos tecidos, absorvendo e espalhando a luz visivel incidente (KASHEF;
HUANG; HAMBLIN, 2017).

Com relagdo as matrizes de radiagdo, sua escolha, emprego e finalidade
dependerdo da expectacao e necessidade do individuo, dado que, para a TDF e/ou
IFDA a melhor fonte de luz é aquela que fornece alta emissao, sem efeitos térmicos
significativos, de baixo custo e facil acessibilidade (HASEGAWA, 2012). Atualmente,
sao utilizados diversos modelos de instrumentos radibénicos como, lampadas LEDs,
lasers, lampadas haldgenas, luz negra e lampadas de vapor de mercurio e sédio.

Os diodos emissores de luz (LEDs) e lasers, sdo amplamente empregados na
TDF e IFDA (SAMPAIO, 2019) cada um oferecendo efeitos notaveis. A vista disso, o
LED é uma matriz de radiacdo favoravel para este presente estudo, pois suas
propriedades s&o: emissdao de luz em uma extensa faixa do espectro com
comprimento de onda predominante, sdo policromaticos de propaga¢ao nao coerente
e nao colimada, sendo de baixo custo, compactos e leves (HASEGAWA, 2012;
SAMPAIOQ, 2019).

1.4.4. Processos da IFDA e mecanismos de reacao

Notoriamente, a inativacao fotodindmica antimicrobiana € uma técnica utilizada
em diversos meios, para inutilizacdo de agentes patoldgicos, através do emprego de
FS, fonte de luz em comprimento de onda adequado e presenca de oxigénio molecular
(ROSSIN et al., 2020). Tal pratica, contempla a aplicagdo de insumos atoxicos,
biodegradaveis, fontes renovaveis de baixo impacto ambiental e com excelentissimos

resultados em seus destinos.
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A vista disso, torna-se imprescindivel reconhecer a nivel microscépico, os
mecanismos de acao desse processo fotodinamico, a fim de compreender as
importantes propriedades dos corantes fotoativos, produtos de reacdo (EROS),
estados de excitagdo molecular e comprimentos de onda absorvidos e emitidos,
através de todo conjunto explicativo deste estudo nos topicos anteriores.

O método da IFDA pode ser elucidado por intermédio do Diagrama de Jablonski
(ilustrado na figura 4), do qual reune objetivamente todas as etapas desse sistema.
Um FS em seu estado fundamental (So) possui maior estabilidade atbémica e
eletrbnica, porém quando irradiado por uma matriz de luz, absorve energia e passa
para uma condi¢ao de curta duragédo, denominado como estado excitado singleto (S1),
podendo atingir maiores estado de energia como Sz e Sn (RONSEIN et al., 2006;
KASHEF; HUANG; HAMBLIN, 2017).

No entanto, a forte tendéncia do retorno do FS estimulado (S1) para seu estado
fundamental (So), pode promover trés situagdes distintas como: a) emissao de luz
(fluorescéncia), b) difusao de calor (conhecida como conversao interna) ou c) inversao
espontanea do spin do elétron excitado, gerando o estado excitado tripleto (T+)
nomeado como cruzamento intersistema. Em circunstancia da formacao do T4, ha a
possibilidade de a espécie regressar para seu estado de menor energia (So) emitindo
luz fosforescente ou reagir fotoquimicamente (KASHEF; HUANG; HAMBLIN, 2017).

A partir da disposicdao do FS em seu estado excitado tripleto (T1), ocorre a
interacao deste, com moléculas dispersas ao meio, acarretando na criacao de EROS.
Para tal fim, processa-se dois tipos de sistemas distintos, designados como
mecanismo do tipo | e Il (ROSSIN et al., 2020).

No mecanismo do tipo |, sucede uma transferéncia de elétrons para o corante

fotossensibilizante, e por meio da correlagao entre este e da presenca de oxigénio,
forma-se radicais como hidroxilas, superoxidos e peréxidos de hidrogénio. Ja no

mecanismo do tipo Il, acontece uma transferéncia de energia do FS para o oxigénio

molecular 302, produzindo uma espécie altamente reativa de oxigénio excitado
singleto 'O, sendo este o elemento fundamental para a inativagdo de patdgenos.
(KASHEF; HUANG; HAMBLIN, 2017).

Ambos sistemas de reacdo, oferecem 6timos resultados para o combate de
biomoléculas de microrganismos alvos, apesar deste presente projeto possuir énfase
no oxigénio singleto, € importante salientar que para obter otimizagdo desses
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processos, deve-se averiguar minunciosamente cada utensilio, insumo e analises
participativas da metodologia, visto que um dos principais desafios da TDF ou IFDA,
€ 0 melhoramento do tempo de vida das ERQOS, irradiar um comprimento de onda

apropriado e a diminuicdo do fotobranqueamento (RONCH]I et al., 2007).

Figura 4 — Diagrama de Jablonski
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Fonte: Adaptado de PRATAVIEIRA, 2020.

1.5. Nanociéncia e Nanotechologia

Em reflexo de uma constante transformacdo planetaria e no rapido
desenvolvimento humano, torna-se necessario a inovagado tecnolégica e o
crescimento da ciéncia que acompanha esse cenario. Diante disso, a busca pelo
conhecimento expansivo sobre a miniaturizacdo de ferramentas e sistemas que
possuam um excelente desempenho, alcangou novos patamares e acarretou na
criacao de um novo estudo: a nanociéncia.

Em 1959, o fisico norte-americano Richard Feynman instigou o publico de uma
conferéncia, ao propor a possibilidade da manipulacdo de atomos e moléculas em
suas dimensdes e/ou superficies, a fim de otimiza-las e desenvolver novos materiais
em tamanhos reduzidos. Sendo assim, Feynman foi um dos pioneiros responsaveis
pela ideia de uma nova erudicao baseada em principios quanticos, sendo mais tarde,
cunhada como “nanotecnologia” pelo pesquisador Norio Taniguchi (TOMA; ARAKI,
2005; ALVES, 2004).
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Resumidamente, a nanociéncia € uma area de concentracdo que estuda
conceitos fundamentais, tedricos, estruturais e das propriedades de moléculas e
atomos, sendo que ao menos uma das propor¢cdes trabalhadas, consiste em
nanémetros (1 nm = 10° m) (ALVES, 2004; HORNYAK et al., 2008). Todavia, a
nanotecnologia € o campo que caracteriza, desenvolve, manipula e aplica
nanoestruturas em dispositivos nanoutilizaveis e esta correlacionada com as
necessidades da nanociéncia (DELGADO, 2013; HORNYAK et al., 2008).

A nanotecnologia, € um dominio cientifico de qualidade multidisciplinar,
englobando diferentes expertises em engenharias, quimica, fisica, biologia, mecanica,
entre outras, para explicar os fenbmenos ocorridos. No entanto, assim como em
outros ambitos cientificos, ela também apresenta subareas destinadas a
compreensao de especificidades como, nanobiotecnologia, nanomateriais,
nanofotbnica, nanoenergia, nanoambiente, nanoeletrénica etc. (DELGADO, 2013).

Dessa maneira, para efetuar uma boa intelecgado desses estudos, é essencial
a agregacao de significativos conhecimentos sobre a quimica e fisica do estado sélido,
métodos e propriedades de medidas, bandas de energia, propriedades de
nanoparticulas individuais, materiais nanoestruturados, dominio de equipamentos
microscépicos e espectroscopicos e entre outros (ALVES, 2004).

Visto que, o entendimento das relagbes fisicas e quimicas de moléculas,
possibilita a sintese de novos materiais com estruturas, propriedades e
comportamentos especificos, o desenvolvimento de nanoestruturas em setores
quimico, farmacéutico, eletrénico, automotivo, energia, remediacdo ambiental, entre
outros, vem se tornando uma potente fonte de investimentos em diversos paises,
contribuindo para o progresso econdmico, competitividade em escala industrial e
avancos cientificos (MARCONE, 2015; ALVES, 2004).

1.5.1. Sistemas nanocarreadores

Nanotransportadores sao particulas de dimensdes nanométricas, cuja principal
funcao é atuar no carregamento, biodisponibilidade e protecao de principios ativos até
alvos especificos. Apresentam caracteristicas e estruturas intrinsecas, baseadas em
sua composicao, disposicao e estruturacao, promovendo resultados regozijantes de
acordo com suas aplicacoes e finalidades.
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Alguns desses compostos podem apresentar natureza lipofilica, hidrofilica,
hidrofébica ou anfifilica que influenciam na atividade de moléculas ativas (FS ou
farmaco), bem como em sua solubilidade, concentracdo e tempo de meia-vida
(KASHEF; HUANG; HAMBLIN, 2017). Portanto, nanocarreadores (NC) sdo capazes
de auxiliar na preservacdo de uma possivel biodegradacdo dessas substancias,
aumentar sua biodisponibilidade, promover libera¢do sustentada, reduzir a toxicidade
etc. (MARTINS, 2019).

O crescente estudo das aplicabilidades de NC no campo da biomedicina,
farmacéutica e medicina, proporcionam excelentes avang¢os em tratamentos tumorais,
dermatoldgicos, drug-delivery, entre outros, ja que os carreadores podem ultrapassar
barreiras biolégicas em dire¢ado de células alvos agilizando a eficiéncia da intervencao
médica (VIEIRA; GAMARRA, 2016; DELGADO, 2013).

Os sistemas nanocarreadores dispostos atualmente  apresentam
caracteristicas particulares e especificas, sendo: micelas, lipossomas, nanoparticulas
lipidicas sélidas, nanoparticulas magnéticas, dendrimeros e nanoparticulas
poliméricas (Nanoesferas e Nanocapsulas). No entanto, estudos apontam que as
melhores nanoestruturas destinadas a entrega de FS sao os lipossomas, micelas e
nanoparticulas poliméricas (KASHEF; HUANG; HAMBLIN, 2017).

Micelas

As micelas séo particulas de configuracao globular e de natureza anfipaticas
(que possui uma estrutura hidrofilica e outra hidrofébica), que sao geradas
espontaneamente a partir de sua dispersdo em solugdo aquosa, produzindo uma
grande associacao molecular de diametros coloidais (MANIASSO, 2001).

Atualmente, os sistemas micelares estao dispostos em trés categorias: micelas
mistas, nanoparticulas micelares e micelas poliméricas, sendo a ultima muito utilizada
para transportar farmacos, visto que, elas possuem dimensodes de 10 a 200 nm e sao
capazes de se automontar em blocos de copolimeros hidrofilicos e hidrofébicos
retendo em seu nucleo um principio ativo lipossoluvel encapsulado (DIMER et al.,
2013).
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Lipossomas

S&o estruturas vesiculares auto-organizada com formato de concha esférica,
constituida por uma bicamada de lipidios anfipaticos como os fosfolipidios naturais e
colesterol (MARCONE, 2015; KASHEF; HUANG; HAMBLIN, 2017). Possuem um
tamanho de aproximadamente 80-300 nm e vantagens como alta biocompatibilidade
e biodegradabilidade, baixa citotoxicidade, ndo-imunogénico, facil encapsulacédo de
principios ativos, etc. (DIMER et al., 2013; DELGADO, 2013).
Nanoparticulas lipidicas solidas

As nanoparticulas lipidicas soélidas, foram originalmente desenvolvidas em
1991, como um método alternativo de encapsulagdo de principios ativos em
equivaléncia aos meios tradicionais (SOUTO et al., 2011). Sdo particulas coloidais
compostas por lipidio sélido, surfactante e agua, originando uma mistura complexa de
nucleo denso com um tamanho estimado entre 80-300 nm (MARCONE, 2015).

O emprego dos componentes para a fabricagdo desses nanocarreadores,
podem ser lipidios como: triglicerideos, acidos graxos, fosfolipidios e ceras; ja os
surfactantes compreendem: poloxameros, polisorbato, polietilenoglicol, lecitina e
acidos biliares (COUTINHO, 2015). Sendo assim, apresentam 6timas vantagens como
biocompatibilidade, baixa citotoxicidade, grande estabilidade fisico-quimica e elevada
capacidade de encapsular compostos hidrofilicos e lipofilicos em sua matriz (DIMER
et al., 2013; SOUTO et al., 2011).

Dendrimeros

Dendrimeros sao uma classe de polimeros sintéticos macromoleculares,
ramificados e monodispersos que apresentam uma aparéncia semiesférica e de
tamanhos entre 2-10 nm. Podem conter em sua estrutura, substancias como lipidios,
polissacarideos, peptideos, entre outros, e sdo amplamente empregados em areas
medicinais, pois apresentam forte biocompatibilidade e biodegradabilidade
(MENACHO, 2012).

Sua propriedade terapéutica também se deve pelos seus grupos quimicos
terminais retidos na superficie como, hidroxila, carboxila, aminas, etc., evidenciando
uma série de fungdes benéficas para alguns tratamentos (MENACHO, 2012).
Nanoparticulas poliméricas

Nanoparticulas poliméricas (NPs) sdo compostos coloidais (solucdo que

contém dispersamente particulas nanométricas) constituidos majoritariamente por
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polimeros naturais, sintéticos ou semissintéticos, podendo conter ou ndo em sua
estrutura, a presenca de oleos e agua (DELGADO, 2013). Sao nanocarreadores
difusamente utilizados em areas farmacéutica e médica, ja que possuem um excelente
desempenho em armazenamento e liberagcdo de farmacos (SCHMALTZ; SANTOS;
GUTERRES, 2005).

Esse tipo de sistema transportador pode ser dividido em duas espécies de
arranjos diferenciados, denominados como nanocapsulas e nanoesferas, que serao
obtidas a partir da metodologia empregada para seu desenvolvimento e o destino
requisitado (DE OLIVEIRA, 2014).

Sendo assim, as nanocapsulas sao definidas como um elemento reservatorio
com tamanho estimado entre 10 a 1000 nm e que dispéem de um nucleo liquido (6leo
ou agua) envolvido por um invélucro de polimero, incluindo de um principio ativo que
pode estar dissolvido em sua matriz ou adsorvido em sua parede polimérica, como
mostra na figura 5 (SCHMALTZ; SANTOS; GUTERRES, 2005; DELGADO, 2013).

Figura 5 - Elucidacao de nanocapsulas
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Fonte: Elaborada pela autora com base em Delgado, 2013.

No entanto, as nanoesferas sdo determinadas como unidades matriciais
poliméricas que ndo possuem nucleo distinto, ou seja, o principio ativo pode estar
adsorvido em sua superficie ou disperso homogeneamente na matriz polimérica,
como ilustrado na figura 6 (DE OLIVEIRA, 2014; DELGADO, 2013). Nao obstante, as
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propriedades de todos os compostos participantes das NPs (principio ativo e
polimero), influenciam diretamente na liberagdo da substancia para o meio,
biodegradabilidade, toxicidade, biocompatibilidade, etc. (DELGADO, 2013).

Figura 6 - llustracdo de nanoesferas
NANOESFERAS

Matriz
Polimérica Nanoesferas contendo o
principio ativo retido em sua

matriz polimérica

Principio
Ativo
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Polimérica Nanoesferas contendo o
principio ativo adsorvido ou

disperso em sua matriz

Principio polimérica
Ativo

Fonte: Elaborada pela autora com base em Delgado, 2013.

1.5.2. Polimeros Biodegradaveis

Polimeros biodegradaveis sdao compostos quimicos de carater natural ou
sintético, que se degradam em complexos mais simples por vias metabdlicas de
microrganismos como, bactérias, fungos e algas (RAMOS, 2018; SERWANSKA-
LEJA; LEWANDOWICZ, 2010). Portanto, recebem grande demanda para o
desenvolvimento de novos materiais, visto que suas vantagens vao desde a reducao
do impacto ambiental a otimizac&o das propriedades de sistemas.

No entanto, o crescente progresso da nanotecnologia nas areas farmacéuticas,
bioquimicas e agroquimicas, fortalecem o empenho de novas descobertas para a
manipulacao e sintese de nanocarreadores que possuam excelente funcionalidade e
aplicabilidade em diversos meios. A vista disso, a utilizacdo de polimeros
biodegradaveis na composicao de nanoparticulas transportadoras, podem oferecer
numerosas melhorias para esses materiais.

A integracao de polimeros em redes nanoparticuladas, auxilia na elaboragao

de nanoparticulas poliméricas como, nanoesferas e nanocapsulas, promovendo uma
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maior ductilidade, processabilidade e flexibilidade, que sdo provenientes da natureza
do polimero (KONG, 2016). Sendo assim, tais compositos obtém boa estabilidade
térmica, baixa toxicidade, alta compatibilidade e biodegradabilidade, facil manipulacao
e excrecao do organismo vivo (DE OLIVEIRA, 2014).

Os polimeros biodegradaveis de maior uso habitual na preparacdo de
nanoparticulas poliméricas, pertencem a familia dos poliésteres, como o poli (E-
caprolactona) (PCL), poli (acido latico) (PLA), poli (acido latico-co-glicélico) (PLGA),
poli (metil-metacrilato) (PMMA) e polibutileno sucinato-co-butileno dilinoleato (PBS:
PBSL) (DE OLIVEIRA, 2014). Contudo, outras substancias poliméricas também
podem ser utilizadas, como os biopolimeros: albumina, celulose, quitosana, zeina,
alginatos, etc. (DELGADO, 2013).

Consequentemente, se faz necessario compreender os tipos de processos de
biodegradacao e os seus elementos participantes, ja que os produtos dessas reagoes
de decomposicao, poderao apresentar atividades desfavoraveis ao sistema (RAMOS,
2018). A biodegradacgéo aerdbica (presenga de O2) produzira didxido de carbono, ja
a biodegradac&o anaerdbica (auséncia de O2) resultara em metano (SERWANSKA-
LEJA; LEWANDOWICZ, 2010).

Em sintese, as espécies de materiais envolvidas no meio degradacional
também influem na funcionalidade das nanoparticulas poliméricas, pois alguns
compostos biodegradaveis sofrem fragmentacéo in vivo e ndo sao eliminados pelo
organismo; ja compostos biorreabsorviveis geram produtos que sdo excretados.
Portanto, fatores como a estrutura quimica, fisica e fisico-mecanica dessas
substancias, interferem potencialmente na biodegradacdgo (RAMOS, 2018;
SERWANSKA-LEJA; LEWANDOWICZ, 2010.

1.5.3. Métodos de nanoencapsulacao

A escolha da metodologia para o preparo das nanoparticulas, corresponde a
uma etapa de grande importancia para o processo, considerando que através dessa
selecdo, havera a possibilidade de presumir as caracteristicas necessarias para a
constituicdo das nanoestruturas, como tamanho, superficie, aspectos fisico-quimicos,
entre outros (REIS et al., 2006). Portanto, conhecer os tipos de técnicas disponiveis e
a natureza dos materiais envolvidos, auxilia no desenvolvimento e aprimoramento

desses compostos.
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A formulacdo das nanoparticulas abrange prévios parametros significativos que
antevé a definicdo dos mecanismos de preparagao, pois torna-se oportuno identificar
as propriedades fisico-quimicas de todas as substancias participantes como, os
polimeros e os principios ativos, ja que a hidrofobicidade, carga superficial, peso
molecular e entre outros atributos desses elementos, podem interferir na formagao
dos nanosistemas (HOLKEM et al., 2015; REIS et al., 2006).

De antemao, é essencial entender que a produgcdo das nanoparticulas, sao
categorizadas em: polimerizacao in situ de mondémeros dispersos, que dispde de
técnicas como, polimerizagdo em emulsdo, polimerizagcdo interfacial e
policondensacao interfacial; ou na precipitacdo de polimeros pré-formados, que
emprega estratégias como, emulsificagao/evaporacao de solvente, deslocamento de
solvente e deposicao interfacial, emulsificacdo/difusdo de solvente e salting-out
(SCHAFFAZICK et al., 2003; REIS et al, 2006).

Alguns procedimentos sao utilizados para a criacdo de novos materiais
nanoescalares, como também agrupam métodos para confeccao desses (vide a figura
7). No processo “botton-up” (de baixo para cima), os compdsitos sao elaborados por
moléculas auto montaveis e auto-organizaveis, das quais sofrem influéncia do pH,
temperatura, forca ibnica e concentracdo. Ja no sistema “top-down” (de cima para
baixo), ha uma aplicacao de instrumentos precisos para a constituicdo de estruturas,
propiciando suas modificacbes de tamanho e modelagem (EZHILARASI et al., 2013;
HOLKEM et al., 2015).

Figura 7 - Sistematizacao dos tipos de metodologias para producéo de nanocompositos
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Fonte: EZHILARASI et al., 2013.
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Diante disso, o autor Ezhilarasi et al (2013), relata em sua revisdo que para
selecionar uma boa técnica de nanoencapsulagéo, € adequado basear-se no tamanho
necessario da particula, nas propriedades fisico-quimicas, natureza do nucleo do
composto e na composi¢cdo da parede do material. Portanto, torna-se imprescindivel
fazer um planejamento eficiente e adquirir informagdes substanciais sobre a
metodologia, ja que as estratégias de encapsulacdo sdo complexas, pois ha uma certa
dificuldade em obter uma morfologia ideal da capsula e do nucleo do material
(EZHILARASI et al., 2013).

Outro aspecto muito importante a ser ponderado, concerne a caracterizagao
completa das nanoparticulas, do qual analisa caracteristicas qualitativas e
guantitativas primordiais como, estado de agregacao, sor¢ao, dispersao, tamanho,
estrutura e formato etc.,, que podem ser avaliadas com diferentes tipos de
equipamentos tal como, Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV), Microscopio
Eletrénico de Transmissdo (MET), Cromatografo gasoso e/ou liquido, entre outros
(EZHILARASI et al., 2013).
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2. OBJETIVOS

Desenvolver desinfetantes de superficies com longa durac¢do para controlar o

SARS- CoV-2 e outros microrganismos patdégenos, considerando que esse sistema

contenha polimeros biodegradaveis e moléculas fotoativas que promovam a ativacao

do oxigénio molecular a partir da luz visivel. Portanto, utilizando o mecanismo da

Inativagao Fotodindmica Antimicrobiana (IFDA) para inativar a agdo microbiana e

promover a desinfeccao local.

2.1.

Objetivos Especificos

Desenvolver e caracterizar diferentes tipos de particulas submicrométricas por
meio de polimeros/mondmeros combinados a compostos fotossensiveis,
utilizando técnicas de fluxo continuo para salvaguardar a produgcédo em escala;

Preparar dois tipos de sistemas nanocarreadores, nanocapsulas poliméricas e
nanoemulsoes;

Identificar, sintetizar e caracterizar as nanoparticulas contendo moléculas
fotoativas;

Avaliar a estabilidade e durabilidade das nanoparticulas por meio de técnicas
de espalhamento de luz dindmica e morfologia das estruturas;

Testar a capacidade de producao de oxigénio singleto dos materiais

submicrométricos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1.  Reagentes e instrumentos

Os reagentes e compostos utilizados foram: Span 60®, Tween® 80, Myritol®,
poli-E-caprolactona granulada (PCL), Acetona P.A (Dinédmica®), Dimetilsulféxido
(DMSO) P.A (Synth®), Agua Milli-Q (Direct-Q® 3), Azul de Metileno em p6 e por
altimo, o fotossensibilizador denominado como Diphenyl BTZ ' (4,7-
diphenylbenzo[c][1,2,5]thiadiazole), sintetizado pelos pesquisadores S. Patterson, D.
Taylor & C. Thomson em parceria com a Heriot-Watt University- Edinburgh.

Com relagéo aos equipamentos, foram utilizadas 4 fontes de luz UV LED 3W a
400-410 nm, conectadas a um dissipador de calor e adaptados ao interior de uma
camera de luz UV estruturada em madeira; Agitador magnético (Marte®),
Rotaevaporador (IKA®), Ultrassénico (Unique®), Dynamic Light Scattering (DLS) do
modelo Zetasizer Nano ZS90 - Malvern®, Espectrofotdbmetro UV-Vis do modelo
Cary50 - Varian® e Microscopio de Forga Atémica (MFA) do modelo EasyScan2 -
NanoSurf®.

3.2. Metodologia
3.2.1. Preparacéao das formula¢gdes nanoestruturadas

As nanocapsulas poliméricas foram desenvolvidas através do método de
nanoprecipitagcdo, enquanto as nanoemulsdes foram preparadas por intermédio da
técnica de emulsificagcao espontanea, ambas em duplicata, obtendo uma formulacao
controle e outra contendo o fotoativo encapsulado, ambas com volume final de 10 mL

e armazenadas em frasco de vidro ambar em temperatura ambiente (20-25 °C).

Figura 8 - Formulagdes de nanoparticulas e nanoemulsdes confeccionadas, considerando a) NP
PCL_FS, b) NE_FS, ¢) NP PCL CTL e d) NE CTL.

a) b) c) d)

Fonte: Prépria autoria

46



3.2.2. Nanoparticulas poliméricas

Para o preparo da fase organica foram dissolvidos a PCL granulada (100 mg)
e Span 60® (40 mg) em 30 mL de acetona, sob banho-maria (40 °C) em agitagéo
magnética de velocidade mediana, provida de uma barra magnética como auxiliador,
por cerca de 10 minutos. Em seguida, foram adicionados 240 pL de Myritol®. Ja para
a fase aquosa, foi dissolvido 60 mg de Tween 80® em 30 mL de agua destilada, sob
agitacdo magnética de velocidade mediana, provida de uma barra magnética como
auxiliador, a temperatura ambiente, por cerca de 10 minutos.

Apos o resfriamento das solugdes a temperatura ambiente, cuidadosamente foi
vertido a fase organica na fase aquosa com o auxilio de uma ponteira de 10 mL,
demonstrando a formacdo de uma suspensdo coloidal esbranquigada. Por fim, a
solucao obtida foi inserida no rotaevaporador com o intuito de volatilizar toda a acetona
remanescente.

O preparo das nanoparticulas poliméricas contendo o FS foram preparadas
seguindo o mesmo procedimento acima descrito, apenas com a adi¢gao de 10 mg de

FS na fase organica.

3.2.3. Nanoemulsdes

Para o preparo da fase organica, foi dissolvido o Span 60® (120 mg) em 25 mL
de acetona, sob agitacdo magnética de velocidade mediana, provida de uma barra
magnética como auxiliador, a temperatura ambiente, por cerca de 10 minutos. Em
seguida, foram adicionados 240 pL de Myritol®. Ja para a fase aquosa, foi dissolvido
120 mg de Tween 80® em 50 mL de agua destilada, sob agitacdo magnética de
velocidade mediana, provida de uma barra magnética como auxiliador, a temperatura
ambiente, por cerca de 10 minutos.

Apos o resfriamento das solugdes a temperatura ambiente, cuidadosamente foi
vertido a fase organica na fase aquosa com o auxilio de uma ponteira de 10 mL,
demonstrando a formacdo de uma suspensao coloidal esbranquicada. Por fim, a
solucao obtida foi inserida no rotaevaporador com o intuito de volatilizar toda a acetona
remanescente.

O preparo das nanoemulsdes contendo o FS foram preparadas seguindo o
mesmo procedimento acima descrito, apenas com a adi¢cao de 10 mg de FS na fase
organica.
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3.2.4. Curva de absorc¢ao e calibragdo do FS Diph-BTZ

Com o intuito de averiguar o melhor comprimento de onda absorvido pelo FS
Diph-BTZ, em funcdo do espectro eletromagnético do UV-Visivel compreendido de
200 a 800 nm, foi realizado uma varredura, no qual resultou em um pico de
absorbancia de 380 nm.

Em sequéncia, foi elaborado uma curva de calibracdo em funcado de
concentragdes conhecidas e suas respectivas absorbancias, correspondendo a Lei de
Lambert-Beer, do qual determina que a energia absorvida por uma amostra esta
diretamente relacionada a quantidade de espécies absorventes presentes nela
(GOMES et al., 2008). Sendo assim, foi produzido uma solugéo estoque de FS Diph-
BTZ com a concentragdo de 100 pg/mL em um baldo volumétrico de 10 mL, tendo
como solvente o DMSO e homogeneizado em ultrassénico.

Apos o calculo de diluicdo ser feito, foi estimado que as solugdes seriam
executadas em baldées volumétricos de 5 mL, com concentragdes de 5 pg/mL, 10
pg/mL, 15 pg/mL, 20 pg/mL e 25 pg/mL, utilizando como solvente e como branco, o
reagente DMSO, realizando sucessivamente as leituras no espectrofotémetro do UV-
Vis.

3.2.5. Avaliagcdo da estabilidade das nanoestruturas por Dynamic Light Scattering

(DLS)

De forma categdrica, avaliar a estabilidade das suspensdes nanoestruturais
apos sua sintese, torna-se um fator de elevada importancia, ja que parametros como
distribuicdo de tamanho, polidispersividade e o potencial zeta, fornecem informacgdes
detalhadas sobre a qualidade das particulas, energia cinética, coeficiente de difusao,
eficiéncia metodoldgica escolhida e sua efetividade para as aplicacdes destinadas
(LIM et al., 2013).

A vista disso, 0 método de espectroscopia de correlacdo de fétons ou também
conhecido como espalhamento dindmico de luz (Dynamic Light Scattering) (HOO et
al., 2008), vem sendo amplamente empregado em analises fisico-quimicas das
nanoparticulas, dado que, sua leitura fortemente precisa e sensivel permite calcular o
movimento aleatério browniano das particulas e seu consequente tamanho

hidrodinamico (LIM et al., 2013), bem como sua homogeneidade dispersiva e
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caracteristicas eletrostaticas das superficies das particulas (SCHAFFAZICK et al.,
2003a).

Portanto, para quantificar a caracterizagcdo das formulagbes sintetizadas,
examinando o seu indice de Polidispersividade (PDI) e Diametro Médio, foi adicionado
aliquotas de 1 mL (diluidas 100x) de cada amostra em uma cubeta de poliestireno
quadrada de 12 mm, sendo apuradas em triplicata no equipamento a 25° C.
Posteriormente, o Potencial Zeta (PZ) foi avaliado no mesmo instrumento e em
triplicata, utilizando as mesmas aliquotas das leituras anteriores em uma célula

capilar.

3.2.6. Avaliacdo morfoldgica das nanoestruturas por Atomic Force Microscopy (AFM)

A técnica de microscopia de forga atdmica (Atomic Force Microscopy), consiste
em caracterizar moléculas a nivel atdmico, sendo capaz de exibir dados qualitativos e
quantitativos das particulas, como tamanho, morfologia, rugosidade e textura
superficial, mede forcas intermoleculares e intramoleculares, for¢cas capilares, forcas
eletrostaticas e magnéticas, além de formar imagens aprimoradas do analito (BAJAJ;
JOSHI, 2021; FARRE; BARCELO, 2012).

Por se tratar de um método acessivel e vantajoso, o AFM ganhou diversas
aplicabilidades nas analises cientificas, dentre elas, o estudo de nanoparticulas que
podem ser identificadas em uma escala de 1 nm a 8 mm, em meios liquidos e em
condicées ambientais (FARRE; BARCELO, 2012).

Logo, para obter imagens morfologicas, avaliar o tamanho e agregados em
todas as amostras nanoestruturadas, foram preparadas solu¢des individuais, cuja
concentracao era de 0,05 pug/mL (0,5 puL de amostra diluida em 10mL de agua Milli-Q)
e a partir dessas, foram depositadas pequenas goticulas de cada amostra sobre um
Grid e posteriormente, foram acondicionadas em um dessecador por 3 dias até a
realizacao da leitura no equipamento. Apos a dessacagem, a analise foi feita em modo

sem contato com um cantilever TapAl-G, efetuado a uma taxa de varredura de 90 Hz.
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3.2.7. Ensaios de degradacéao por espectroscopia UV-Vis
3.2.7.1. Degradacéao do Fotossensibilizador Diph-BTZ (FS)

Com a finalidade de avaliar a presenca de espécies reativas de oxigénio
(EROs) produzidas pela atividade fotodinamica do fotossensibilizador (FS), foi
proposto a utilizagao da técnica de espectroscopia do ultravioleta-visivel (UV-Vis), na
qual detecta os niveis de absorbancia da amostra em relagdo ao tempo.

Para isso, foi preparado uma soluc¢ao estoque de fotossensibilizador a uma
concentracdao de 1000 pg/mL, cujo solvente utilizado foi o dimetilsulféxido (DMSO).
Posteriormente, foram feitas diluicdes padronizadas com concentragdo de 23,3 pg/mL
em triplicata, para exposi¢cao das amostras a luz (cdmara de luz UV LED) combinadas
com um sistema de ventilagdo simples. As leituras realizadas em fun¢do do tempo,

partiram do momento 0 (zero) min & 240 min.

3.2.7.2. Degradacao do Azul de Metileno (AM)

Com o objetivo de possuir resultados comparativos a fim de demonstrar o
fotobranqueamento do FS e certificar a sua geracao de EROs, foi utilizado um outro
agente fotossensibilizador com absorgcéo no espectro de 670 nm e similarmente capaz
de gerar espécies reativas de oxigénio (WU et al., 2019)

Para isso, foi preparado uma solucéo estoque de azul de metileno a uma
concentracao de 100 pg/mL, cujo solvente utilizado foi o dimetilsulféxido (DMSO).
Posteriormente, foram feitas diluicbes padronizadas com concentragao de 2,3 pg/mL
em ftriplicata, para exposicdo das amostras a luz combinadas a um sistema de
ventilacdo simples. As leituras realizadas em funcéo do tempo, partiram do momento

0 (zero) min a 240 min.

3.2.7.3. Degradacao do Azul de Metileno + Fotossensibilizador (AM+FS)

Em combinagcdo dos dois compostos em solugdo com a intencao de
averiguar seus comportamentos individuais e suas taxas de degradacdes; foram
utilizadas dissolucdes padronizadas (70 pL de cada amostra + 2860 uL de DMSO) em
triplicata, para exposi¢cao das amostras a luz combinadas a um sistema de ventilacao
simples. As leituras realizadas em funcao do tempo, partiram do momento 0 (zero)

min a 240 min.
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3.2.7.4. Degradacdo da NP PCL_FS e NE_FS

Em interesse de avaliar a atividade fotodindmica e tempo de duragéo do FS
presente nas nanoparticulas, foram realizadas dissolu¢gées padronizadas em agua
com concentracao de 5 pg/mL, para exposi¢cdo das amostras a luz, combinadas a um
sistema de ventilagdo simples. As leituras foram executadas em triplicata e avaliadas

em funcdo do tempo, partiram do momento 0 (zero) min a 240 min.

3.2.7.5. Degradacdo da NP PCL CTL e NE CTL dissolvidas em solugdo de FS

Na dimensdo de observar o comportamento do FS na presenca de
nanoparticulas, foram realizadas dissolugdes individuais de 70uL de amostra em uma
solucédo de FS com concentracao de 23,3 pg/mL. Foram expostas a luz e combinadas
a um sistema de ventilagcdo simples. As leituras foram executadas em triplicata e

avaliadas em func&o do tempo, partindo do momento 0 (zero) min a 240 min.

3.2.7.6. Degradacao da NP PCL_FS e NE_FS dissolvidas em solu¢gao de AM

Em finalidade de examinar a atividade das nanoparticulas carreadoras de
FS em presenca de uma solugado de AM, foram realizadas dissolugdes individuais de
70uL de amostra em uma solugdo de AM com concentragdo de 2,3 pg/mL. Foram
expostas a luz e combinadas a um sistema de ventilagcdo simples. As leituras foram
executadas em ftriplicata e avaliadas em fung¢do do tempo, partindo do momento 0

(zero) min a 240 min.

3.2.7.7. Degradacao da NP PCL CTL e NE CTL dissolvidas em solu¢cao de AM

Em razdo de analisar o comportamento do AM na presenca de
nanoparticulas, foram realizadas dissolucdes individuais de 70uL de amostra em uma
solucdo de AM com concentracao de 2,3 pug/mL. Foram expostas a luz e combinadas
a um sistema de ventilacdo simples. As leituras foram executadas em triplicata e

avaliadas em fun¢ao do tempo, partindo do momento 0 (zero) min a 240 min.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Sintese e Caracterizagado das nanoparticulas
4.1.1. Estabilidade das particulas nanoestruturadas em funcao do tempo

A avaliagcédo da estabilidade das particulas através do sistema DLS, permite
avaliar a efetividade do processo de sintese, calcular a cinética do movimento
browniano das particulas, bem como avaliar o didmetro médio e sua distribuicdo no
sistema coloidal, entre outros fatores abrangentes ao estudo.

A utilizacdo de surfactantes e polimeros na metodologia de formacédo das
nanocapsulas e nanoemulsdes, sdo elementos cruciais para caracterizagcdo do
tamanho e disposi¢ao das particulas em suspensao, ja que podem influenciar em suas
propriedades fisico-quimicas e morfolégicas (POHLMANN et al., 2013), tal como o
aumento da area de superficie ocasionada pela hidrofilicidade e/ou hidrofobicidade
dos tensoativos (LINO et al., 2020).

Como ilustrado na Figura 9a, as nanoparticulas controle (NP PCL CTL)
apresentaram um didmetro médio inicial de 7340 nm e ndo apresentaram alteragoes
significativas no didametro médio em fung¢do do tempo de armazenamento, sendo
observado um didmetro de 325 nm apos 90 dias de armazenamento. Para as
nanoparticulas contendo o FS, foi observado um ligeiro aumento no diametro médio
quando comparado com as nanoparticulas controle, o que pode ser atribuido a
reorganizacao da matriz polimérica para acomodar o FS.

O diametro médio inicial foi de “375nm nm e nao foram observadas alteragcdes
significativas para este parametro em funcao do tempo de armazenamento. Os dados
obtidos no presente trabalho corroboram com dados ja publicados na literatura, por
exemplo, Lino et al. (2020), produziram nanoparticulas de poli-E-caprolactona
encapsulando B-caroteno e obtiveram diametro médio abaixo de 200 nm.

Ja as NE CTL evidentemente tiveram instabilidade estrutural, resultando em
variacdes de tamanhos ao longo dos dias (aprox. 25 nm), o que se deve por sua
inconstancia termodinamica e desestabilizacdo coloidal, possibilitando a formacao de
um sistema bifasico e agregados (WILSON et al., 2022), ao contrario das NE_FS que
demonstraram tamanho inicial de =225 nm com certa estabilidade em decorréncia do

tempo.
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Outro parametro analisado foi o indice de polidispersao (PDI), que é um
indicativo da homogeneidade da distribuicdo de tamanho das nanoparticulas. A
literatura preconiza, que sistemas coloidais com distribuico monodispersa
apresentam valores 0,2. De acordo com a Figura 9b, € possivel observar que todos
os sistemas coloidais preparados, contendo ou ndo o FS, apresentaram PDI (< 0,20)
durante os 90 dias de armazenamento, exceto para as hanoemulsao controle com 30
dias de armazenamento. Entretanto, embora tenha sido observado essa mudanga no
PDI, ndo foram observados aumento do didametro médio o que poderia indicar a
formacao de agregados. Resultados semelhantes foram obtidos por Danaei et al.
(2018) e Lino et al. (2020).

Figura 9 - Analises de estabilidade das NP’s e NE’s em fun¢&o do tempo (dias), considerando os

dados de: a) diametro médio, b) indice de polidispersao e c) potencial zeta.
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Fonte: Prépria autoria
Ja com relacado ao potencial zeta (Fig. 9c) é possivel visualizar que ambas
espécies nanoestruturadas, apresentaram valores de cargas negativas na interface

particula-dispersante, e que baseado na literatura, pode ser explicado pela natureza
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dos agentes utilizados em suas sinteses, como por exemplo o PCL nas NP’s, Tween®
80 e Span® 60, que possuem grupos carboxilicos e carbonilicos em suas superficies,
sendo altamente oxidativos (BHATTACHARJEE, 2016; LINO et al., 2020).
Considerando os resultados dos ensaios, as NP PCL CTL e NE CTL
mostraram-se com certa oscilagdo no potencial zeta em decorréncia dos dias, o que
provavelmente se deve pela degradacdo ordinaria de seus componentes. Em
contrapartida, nos primeiros 30 dias de armazenamento, as NP PCL_FS e NE_FS
tiveram maior estabilidade em suas interfaces (-32 mV e -35 mV, respectivamente),
por conterem um agente hidrofébico em seu nucleo, dispondo de maiores forgas

repulsivas e evitando a formacgéo de agregados (SCHAFFAZICK et al., 2003b).

4.1.2. Tamanho e morfologia das nanoparticulas avaliadas no AFM

Na tentativa de reafirmar e endossar o tamanho médio, disperséo e topografia
das nanoparticulas, foram realizados ensaios com microscopia de forca atémica,
demonstrando que os tamanhos médios das NE_FS (Fig. 10a) e NP PCL_FS (Fig.
10b), correspondem a 197 £ 50 nm e 234 £ 35 nm, respectivamente, além de informar
suas caracteristicas esféricas e dispersao homogénea. Contudo, nota-se que ha
pequenas diferencas de didmetro entre os resultados comparativos de DLS e AFM, o
que pode ser explicado pela auséncia de agua das particulas avaliadas pelo sistema

de microscopia de forca atdmica, ja que foram dessecadas precedentemente
(CAMPOS et al., 2018).

Figura 10 - Analise dimensional e de superficie morfoldgica das nanoparticulas, considerando
os dados de: a) NE_FS, b) NP PCL_FS.
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4.2. Caracterizagao do fotossensibilizador Diph-BTZ

4.2.1. Curva de absorc¢ao e calibragao do FS Diph-BTZ

Sabe-se que os conjuntos de técnicas analiticas em laboratoério correspondem
as probabilidades, precisdo dos resultados e a diminuicdo de incertezas durante os
ensaios (PIMENTEL; NETO, 1996). Portanto, técnicas como curva de calibracao e de
absorcao, sao importantes parametros que determinam a natureza da amostra e a
qualidade experimental.

A fim de avaliar a regido de maior absorbancia do FS, foi realizado uma
varredura de 800 a 200 nm. De acordo com a figura 11, o FS Diph-BTZ teve seu maior
pico de absor¢ao na regido do espectro compreendida em 380 nm, o que corresponde

a cor violeta com maior frequéncia e energia (ANNE MARIE HELMENSTINE, 2020).
Figura 11 - Curva de Absorcéo do Fotossensibilizador Diph-BTZ em DMSO
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Na figura 12, é possivel observar que através do calculo de regressao linear
aliando-se ao desvio padrao e média, o coeficiente de determinagao (R?) esta proximo
de 1, (R? 0,9997) representando linearidade na equagdo e nos pontos atribuidos
(AUGUSTO; ANDRADE; CUSTODIO, 2000).
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Figura 12 - Curva de calibragéo do Fotossensibilizador Diph-BTZ em DMSO
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Ja que as diferentes estruturas quimicas presentes na amostra, sdo capazes
de absorver e emitir luz, torna-se relevante a constru¢cao de uma curva de absorcao,
na qual configure em grafico demonstrativo, o melhor comprimento de onda absorvido
pelo analito, facilitando as futuras analises em equipamentos de espectrofotometria

revelando suas caracteristicas fotoativas.

4.3. Fotodegradacao das particulas fotossensiveis e nanoparticulas

4.3.1. Degradacao do Azul de Metileno + Fotossensibilizador (AM+FS)

Com o intuito de validar a geracao de espécies reativas de oxigénio (EROs)
proveniente do FS, foi realizado um ensaio no qual reunia o fotoativo dissolvido a um
outro corante fotossensivel denominado como Azul de Metileno (AM) em proporgdes
de volume iguais, para avaliar o comportamento e degradacdo de ambos os

compostos em presenca de luz e ventilagdo em funcéo do tempo.
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Figura 13 - indices de degradag&o do azul de metileno e fotossensibilizador combinados em solugao,
considerando os dados de: a) solugdo de AM+FS contraposto ao AM e b) solugédo de AM+FS

contraposto ao FS.
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Foram elaborados dois graficos (Fig. 13) que contemplam os resultados obtidos
pelas pesquisas individuais de analises fotodegradativas realizadas em UV-Vis, com
posterior conversao de dados para um indice de degradacgao criado pela autora,
sendo: a divisdo de todos os resultados de espectrofotometria (em razdo da
minutagem aplicada) pelo primeiro dado do tempo 0 (zero), considerando-o0 como um
padrao referencial de 100% de rendimento de FS.

A figura 13a, apresenta informagdes sobre a degradacdo do AM quando esta
dissolvido ao FS (AM+FS) sendo comparado a uma distinta solucdo contendo
somente AM. Enquanto a figura 13b, dispbe a degradacdo do FS quando esta
dissolvido ao AM (AM+FS) sendo contraposto a uma outra solu¢gao contendo somente
FS.

De imediato, € possivel visualizar (Fig. 13a) que quando o AM esta dissolvido
ao FS (AM+FS), sua degradacdo ocorre de maneira muito mais rapida, o que
comprova a geracao de oxigénio singleto oriunda do FS, promovendo o
fotobranqueamento do composto, ou seja, ha um aumento na quantidade de 'Oz nessa
reacao.

Todavia, quando o FS esta dissolvido em AM (AM+FS), sua degeneracao
ocorre de maneira mais lenta quando comparado a sua analise individual (Fig. 13b).
Em termos hipotéticos e admissiveis, isso decorre por conta das diferentes massas
molares dos compostos (Fig. 14), pois moléculas maiores como no caso do AM,
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acabam competindo com moléculas menores, reduzindo a absorcao de luz do FS e
consequentemente restringindo a sua formacgao de 'Oo.

Em continuidade a reflexao, provavelmente o rendimento quantico de oxigénio
singleto (®) do AM, seja menor quando contrastado com o rendimento quantico do
FS, tornando-se insuficiente para degradar o fotoativo em larga escala, porém sem
descartar os dados indicativos do fotobranqueamento que ocorre na solucdo de
AM+FS.

Figura 14 - Estruturas quimicas dos compostos a) Azul de Metileno e b) FS - Diphenyl-BTZ.
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Massa Molar: 288,37 g/mol

Fonte: Adaptado de Oliveira, 2014. Fonte: Prépria autoria, 2022.

4.3.2. Degradacao das NP PCL_FS e NE_FS comparadas ao FS isolado

Visto que os diferentes tipos de nanoparticulas possuem multiplas vantagens e
aplicagcoées, sendo as mais reconhecidas nas areas biomédicas, ambientais,
tecnolégicas e alimenticias, oferecendo utilidades como biocompatibilidade,
carreacao de principios ativos, aumento de sua durabilidade e com baixo custo; o
presente estudo avaliou as caracteristicas e propriedades da encapsulacédo do FS a
fim de comprovar sua eficiéncia para designio de formulagdes desinfetantes contra o
SARS-CoV-2.
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Figura 15 - indices de degradagdo das nanoparticulas com o ativo encapsulado, contrapostas
ao FSisolado, considerando: a) NP PCL_FS e b) NE_FS.
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Estudos afirmam que a nanoencapsulagcdo de agentes fotossensibilizantes
oferece beneficios tais como, aumento de sua estabilidade e seletividade, limitagédo
da citotoxicidade e ecotoxicidade, enquadra-se como uma barreira protetora da
degradacao do agente resultando em um aumento de sua conservagao e amplia a
solubilidade do FS, modificando sua solubilidade aparente e facilitando sua
solubilizacdo agua (MOKWENA et al., 2018).

Diante disso, foram feitos ensaios de degradacédo do FS n&do encapsulado com
exposicao a luz em funcdo do tempo e ele deu-se para as nanoparticulas com o
agente encapsulado (NP PCL_FS e NE_FS) em objetivo de averiguar o tempo de
degradacao e permanéncia de cada molécula.

Na figura 15a, € possivel visualizar que a degradacao do FS nao encapsulado
ocorre de forma linear e gradativa, devido a absorcéo de radiacao eletromagnética e
producao de EROs, expressando o rapido fotobranqueamento do agente quando néo
possui barreira protetiva.

No entanto, o comportamento da NP PCL_FS demonstra que ha
prolongamento na atividade do FS em virtude do invélucro, bem como a deteccao da
producdo de '0- pelo seu aumento no indice de degradagdo em fungdo do tempo,
conforme relatado por Vasiljevic e colaboradores e Wang e colaboradores, as EROs
quando formadas sofrem hipercromia, o que pode ser facilmente detectado pelos
equipamentos de espectrofotometria de luz visivel e fluorescéncia.

Nao obstante, a NE_FS possui 0 mesmo desempenho e caracteristicas das

nanocapsulas (Fig. 15b), apenas apresentando variagdes em picos no indice de
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degradacao nos primeiros minutos de analise, o que pode ser explicado pela sua
instabilidade termodinédmica e por uma provavel liberacdo mais rapida do FS retido
em seu interior, ocasionando em uma maior fragdo de EROs difundia ao meio
(BRUXEL et al., 2012).

4.3.3. Degradacao das nanoparticulas diluidas em agua comparadas as diluidas em

azul de metileno

Reconhecidamente os solventes atuam como um importante elemento para as
reagées quimicas ocorrerem, de modo que as propriedades intrinsecas dos
compostos soluto-solvente, irdo determinar a eficiéncia e qualidade da solugéo
preparada. No caso das nanoparticulas deste presente estudo, foram utilizados
surfactantes e/ou polimeros que as atribuem caracteristicas hidrofilicas, para que
possam diluir facilmente em agua e dispersantes polares.

Figura 16 - indices de degradacao das nanoparticulas diluidas em agua, contrapostas as
nanoparticulas diluidas em azul de metileno, considerando: a) NP PCL_FS e b) NE_FS.
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No entanto, apesar de serem otimizadas para tal finalidade, se faz necessario
ressaltar que elas terdo atividades diferenciadas e especificas em alguns solventes,
ou ainda poderao se comportar de maneira atipica com outros solutos dispersos no
meio. Por isso, este ensaio reuniu as analises de degradacao das nanoparticulas
diluidas em agua e comparou com a degradacao delas, diluidas em solucéo de azul
de metileno.

Na figura 16a e 16b, é possivel notar que as NP PCL_FS e NE_FS dissolvidas
em azul de metileno se degradam vagarosamente se comparadas as diluicdes em

agua e de maneira bem instigante, em determinadas minutagem as degeneracoes de
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ambos os solventes (agua e AM) acabam se assemelhando. Isso ocorre, porque o AM
também € um componente fotossensivel, o que motiva sua absorcdo de luz,
diminuindo significativamente a disposicdo de radiacdo eletromagnética difusa a

solugdo e, portanto, expandindo o tempo de desgaste das nanoparticulas.

4.3.4. Degradacédo das NP PCL CTL+FS e NE CTL+FS comparadas ao FS isolado

Considerando que as analises anteriores se tratavam de estudos sobre o
desempenho do FS encapsulado e sua eficiéncia na geragcdo de oxigénio singleto,
estes proximos ensaios associaram as nanoparticulas controle, ou seja, aquelas que
nao possuem o fotoativo em seu interior, diluidas em solugdo com uma pequena
porcao de FS-Diph-BTZ e o ultimo, foi avaliado em termos degradativo em func¢édo do
tempo, tendo como contraste o fotobranqueamento do fotossensibilizante em
condigles isoladas.

Figura 17 - indices de degradacao das nanoparticulas combinadas ao FS em solucéo, contrapostas
ao FSisolado, considerando: a) NP PCL CTL e b) NE CTL.
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Ponderando que através das observacgdes desse ensaio, foi possivel notar que
o FS tem um menor efeito desgastante quando esta em presenca das nanoparticulas
(Fig. 17a e 17b), mesmo que este ndo esteja protegido pela encapsulacao; é de
grande importancia examinar as propriedades fisico-quimicas dos compostos
utilizados para a sintese das nanoestruturas e do proprio fotoativo.

As nanoparticulas foram preparadas com agentes hidrofobicos e hidrofilicos
como o Span® 60 e Tween® 80, Myritol® e no caso das nanocapsulas, a
policaprolactona (PCL). Portanto, havera sistemas que possuem naturezas quimicas
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semelhantes ao FS. Desse modo, o resultado diminutivo do indice de degradagao do
fotoativo em contato com as nanoparticulas, pode ser explicado por duas vias:

i) Por interacdes intermoleculares entre o FS e as demais substéncias com

propriedades semelhantes;

ii) Adsorc¢édo superficial do FS nas estruturas das nanoparticulas.

A primeira via pode ser considerada pela atracdo eletrostatica entre
fotossensibilizador e a policaprolactona (nanocapsula), e fotossensibilizador e Span
60® (nanoemulsdo), ja que sao apolares e hidrofébicos e/ou caso haja alguma
desorganizagao nas matrizes das particulas, fazendo com que os ions dispersantes
interajam com o FS.

A segunda via, também € aceitavel, pois segundo alguns pesquisadores, as
nanoparticulas podem reter uma pequena parcela de dispersantes em sua interface
por conta dos tensoativos utilizados, principalmente se tiverem cargas e/ou tamanhos
atrativos. Isso pode ocorrer, por meio da mudanga do pH e temperatura do solvente,
tal como a variagao da pressao (HUA; BEVAN; FRECHETTE, 2018).

A vista disso, é notavel que o FS de alguma forma esta apresentando afinidade
com as nanoparticulas mesmo em meio dispersante e, portanto, sua degradacéao é

reduzida em relagao ao tempo.

4.3.5. Degradacao das NP PCL CTL+AM e NE CTL+AM comparadas ao AM isolado

Com o mesmo objetivo da analise anterior, os ensaios de degradacao do AM
em contato com nanoparticulas dispersas, visaram estudar as suas oscilagdes no
indice degradativo de acordo com o tempo decorrido. Dessa forma, evidencia-se por
intermédio dos graficos (Fig. 18a e 18b), que o AM possui um comportamento singular
quando combinado as nanoparticulas, sendo perceptivel o aumento de seu

fotobranqueamento em decurso do tempo.

62



Figura 18 - indices de degradagdo das nanoparticulas combinadas ao AM em solucado, contrapostas
ao AM isolado, considerando: a) NP PCL CTL e b) NE CTL.
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Contudo, essas alteracdes nao sao tao discrepantes quando comparadas a
degeneracéo isolada do azul de metileno, transfigurando esses dados como variagoes
despreziveis, visto que, provavelmente o AM diluido ndo possui interagoes
intermoleculares ou adsortivas com as hanoestruturas como no cenario do FS, o que
pode estar relacionado ao tamanho de sua molécula ou por alguma outra razdo na

qual ainda nao foi identificada e presumida pela autora.
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5. CONCLUSOES

O presente estudo, foi capaz de avaliar e compreender as caracteristicas de
fotossensibilizadores e sua indugdo ao suprimir microrganismos, sintetizar e
interpretar as propriedades das nanoestruturas, bem como a encapsulagcao de
agentes fotossensiveis como componente chave para produgéo de desinfetantes.

A dissertacdo apresenta dados de dois sistemas nanocarreadores, que
possuem diferentes propriedades em relagdo ao tamanho, estabilidade, composi¢ao
quimica e técnicas de preparo. Através dos resultados adquiridos, foi assistido que
dentre os complexos carreadores, as nanocapsulas poliméricas possuem maior
estabilidade em fungéo do tempo, devido as contribuigdes da natureza biodisponivel,
atoxica e protetiva que a policaprolactona apresenta.

Sua caracterizagcdo demonstrou que a homogeneidade das particulas, a
estrutura morfoldgica de aparéncia esférica, bem como a baixa condi¢cdo a formacgéao
de agregados, exprime grande utilidade para ser escolhida como alternativa para o
desenvolvimento de novos desinfetantes sustentaveis com agao fotodinamica.

Analisando outro parametro, segundo as informac¢des obtidas neste trabalho, é
possivel entender o processo do fotobranqueamento, pois baseado na literatura e
evidenciado através dos ensaios, esse sistema consiste na destruicdo da fonte
geradora (FS) provocado pelo oxigénio singleto, ocasionando uma queda de
concentracao do corante em fungao do tempo.

Contudo, como ja sabido, o oxigénio reativo apesar de ser potencialmente
destrutivo as membranas celulares dos patdgenos, resultando no expectavel processo
de assepsia, dispde de um curto tempo de meia vida (T2ns), tornando essencial a
confeccao de nanocarreadores capazes de aumentar sua persisténcia. Portanto, pode
ser demonstrado por meio dos experimentos de estabilidade, o grande éxito da
encapsulacdo do fotoativo, levando em conta os beneficios do aumento da
hidrofilicidade e da ampliacdo do prazo de resisténcia do composto.

Do mesmo modo, foi permitido comprovar que o FS Diph-BTZ tem grande
competéncia ao degradar outros compostos organicos como o azul de metileno, que
similarmente possui caracteristicas de fotoatividade e que obviamente se forem
combinados dois tipos de fotossensibilizadores (aqui utilizando exemplo do AM e FS
Diph-BTZ), resultara na elevacao da quantidade de EROs formadas na solucao.
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Mediante a este trabalho e todas as agdes realizadas no periodo de pesquisa,
pode-se concluir que este estudo cientifico de cunho inovador, apresenta informagoes
conceituadas a respeito da utilizagdo de compostos nanoestruturados biodegradaveis
e atoxicos, combinados a um método de indugéo fotodindmica que utiliza luz visivel e
oxigénio molecular, para o desenvolvimento de novos produtos sanitizantes.
Ressaltando que estes dados podem contribuir com a comunidade cientifica,

incorporando novas tecnologias a favor da sociedade.
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