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RESUMO

Atualmente, os microrganismos multirresistentes aos antibiéticos convencionais
representam um seério problema de saude publica global. Com isso, houve a
necessidade de desenvolver novas estratégias antimicrobianas, como a
Inativacdo Fotodinamica (PDI). Baseado no fato de que muitos
fotossensibilizadores (FS) utilizados em PDI apresentam baixa disponibilidade
em meio aquoso e necessidade de aumentar sua eficiéncia quéntica, foram
propostas nanoplataformas baseadas em silica mesoporosa (SiO:M) e
nanoparticulas metalicas, prata e ouro, que podem ser utilizadas para aprimorar
a aplicacéo dos FS, superando os problemas apresentados. Nesse sentido, esse
trabalho descreve as sinteses e caracterizacbes da nanoplataforma de
nanoesferas de SiO2M com nanoparticulas de prata sintetizadas com citrato de
sédio como agente estabilizante (NPsAg-1) e da nanoplataforma nucleo/casca
de SiO2M com nanoparticulas de prata sintetizadas com polivinilpirrolidona como
agente estabilizante (NPsAg-2), SiO2M@NPsAg-1 e SiO2M@NPsAg-2,
respectivamente. Ambas plataformas poderiam ter curcumina incorporada nos
mesoporos da silica, uma vez que a faixa de absorcdo da curcumina e das
nanoparticulas de prata sdo na mesma regido. Além disso, foram feitas as
sinteses e caracterizacdes de nanoesferas de ouro (NPsAu) e nanobastbes de
ouro (NBsAu) como proposta para serem associadas com estruturas de SiO2M.
As caracterizacfes dos nanomateriais foram feitas por meio de espectroscopia
de absorc¢édo na regido do ultravioleta e visivel (UV-Vis), potencial zeta e medidas
de espalhamento dinamico de luz (DLS), espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), microscopia eletrbnica de transmissdo (MET) e
microscopia eletrénica de varredura (MEV). As NPsAg-1 apresentaram formato
esférico, tamanho de 10 nm, raio hidrodinamico de 22 nm, banda de absorcéo
maxima em 398 nm e potencial zeta de -36,8 mV com excelente estabilidade
coloidal. As NPsAg-2 mostraram tamanho de 10 a 90 nm e forma quase esférica,
raio hidrodindmico de 155 nm, potencial zeta de -23,9 mV, boa estabilidade
coloidal, com banda de absorcdo maxima em 414 nm e depois de serem
recobertas com casca de SiO2M com espessura de 10 nm, SiO2M@NPsAg-2, a

maxima absor¢do passou a ser em 428 nm. As nanoesferas de SiO2M



mostraram diametro médio de 50 nm e indicios de mesoporos, raio
hidrodindmico médio de 268 nm, potencial zeta médio de -19,4 mV e 0 espectro
FTIR revelou presenca de grupos Si—O-Si e Si—-OH. As NPsAu apresentaram
formato esférico regular, diametro médio de 9,9 nm, boa monodispersividade,
absorcdo maxima em 520 nm, raio hidrodinamico de 23 nm, com potencial zeta
igual a 41,2 mV, indicando boa estabilidade coloidal. Os NBsAu mostraram
didmetros entre 13,9 nm e 16,2 nm e comprimentos entre 151 nm e 250 nm, raio
hidrodindmico predominante em 43 nm e potencial zeta médio igual a 59,1 mV,
evidenciando que a suspensdao coloidal é estavel. Assim, a exploracdo do uso
LSPR das nanoparticulas metalicas associadas a estruturas de SiO2M podem
melhorar a atividade antimicrobiana de diversos farmacos devido ao efeito
chamado Aumento da Geracao de Oxigénio Singleto via Metal (MEO), que ocorre
ao combinar nanoparticulas metélicas com FS que possuem faixa de absorcdo

coincidentes, aprimorando protocolos PDI.

PALAVRAS-CHAVE: nanoparticulas metalicas; nanoparticulas de prata;
nanoparticulas de ouro; silica mesoporosa; fotossensibilizadores; inativagédo
fotodindmica; bactérias resistentes a medicamentos; nanoplataformas; entrega

de medicamentos baseados em nanotecnologia.



ABSTRACT

Currently, microorganisms that are multiresistant to conventional antibiotics
represent a serious global public health problem. Thus, there was a need to
develop new antimicrobial strategies, such as Photodynamic Inactivation (PDI).
Based on the fact that many photosensitizers (FS) used in PDI have low
availability in aqueous media and the need to increase their quantum efficiency,
nanoplatforms based on mesoporous silica (SiO2M) and metallic, silver and gold
nanoparticles were proposed, which can be used for improve the application of
FS, overcoming the problems presented. In this sense, this work describes the
syntheses and characterizations of the nanoplatform of SiO2M nanospheres with
silver nanoparticles synthesized with sodium citrate as stabilizing agent (NPsAg-
1) and of the SiO2M core/shell nanoplatform with silver nanoparticles synthesized
with polyvinylpyrrolidone as agent stabilizer (NPsAg-2), SiO2M@NPsAg-1 and
SiO2M@NPsAg-2, respectively. Both platforms could have curcumin
incorporated in the silica mesopores, since the absorption range of curcumin and
silver nanoparticles are in the same region. Furthermore, syntheses and
characterizations of gold nanospheres (NPsAu) and gold nanorods (NBsAu) were
carried out as proposed to be associated with SiO2M structures. The
characterizations of the nanomaterials were performed by means of ultraviolet
and visible absorption spectroscopy (UV-Vis), zeta potential and dynamic light
scattering (DLS) measurements, Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR),
electron microscopy transmission (TEM) and scanning electron microscopy
(SEM). The NPsAg-1 had a spherical shape, size of 10 nm, hydrodynamic radius
of 22 nm, maximum absorption band at 398 nm and zeta potential of -36.8 mV
with excellent colloidal stability. The NPsAg-2 showed a size of 10 to 90 nm and
almost spherical shape, hydrodynamic radius of 155 nm, zeta potential of -23.9
mV, good colloidal stability, with maximum absorption band at 414 nm and after
being covered with shell of SiO2M with a thickness of 10 nm, SiO2M@NPsAg-2,
the maximum absorption was at 428 nm. The SiO2M nanospheres showed an
average diameter of 50 nm and evidence of mesopores, an average
hydrodynamic radius of 268 nm, an average zeta potential of -19.4 mV and the
FTIR spectrum revealed the presence of Si—O-Si and Si—OH groups. The NPsAu
showed regular spherical shape, mean diameter of 9.9 nm, good monodispersity,



maximum absorption at 520 nm, hydrodynamic radius of 23 nm, with zeta
potential equal to 41.2 mV, indicating good colloidal stability. The NBsAu showed
diameters between 13.9 nm and 16.2 nm and lengths between 151 nm and 250
nm, predominant hydrodynamic radius at 43 nm and mean zeta potential equal
to 59.1 mV, showing that the colloidal suspension is stable. Thus, the exploration
of the LSPR use of metallic nanoparticles associated with SiO2M structures can
improve the antimicrobial activity of several drugs due to the effect called
Increased Singlet Oxygen Generation via Metal (MEO), which occurs when
combining metallic nanoparticles with FS that have a range of coincident

absorption, enhancing PDI protocols.

KEY WORDS: metallic nanoparticles; silver nanoparticles; gold nanoparticles;
mesoporous silica; photosensitizers; photodynamic inactivation; drug-resistant

bacteria; nanoplatforms; nanotechnology-based drug delivery.
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1. INTRODUCAO

1.1. Infeccbes bacterianas

InfeccBes bacterianas causam uma ampla gama de doencas que podem
ser infec¢Bes supurativas locais ou até sistémicas!?. A resisténcia aos farmacos
antimicrobianos é um desafio, j& que o ritmo de descoberta de novos
medicamentos é bem inferior a demanda de seu uso®#°. Com a descoberta de
agentes antimicrobianos houve uma mudanca na evolucdo dos processos de
resisténcias naturais, uma vez que a alta utilizacdo indiscriminada desses
farmacos proporcionou um ambiente especifico para estimular elementos de
resisténcia nas populacées microbianas, deixando de ser um processo de

resisténcia intrinseca para um processo de resisténcia extrinseca®>8.

O Relatdrio Global de Resisténcia Antimicrobiana Sobre Vigilancia
produzido pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) em 2014 afirma que a
resisténcia antimicrobiana dentro de um cenario com vasta possibilidade de
microrganismos infecciosos é motivo de preocupac¢do, uma vez que ameaca a
salde publica®. Também menciona a era pds-antibiética como uma possibilidade
real para o século XXI, em que ferimentos leves e infec¢des corriqueiras poderao
ser fatais®. Além disso, é previsto que haja resisténcia bacteriana a um novo
antibiético dentro de 50 anos depois de dar inicio ao seu uso®“. O relatério
produzido pela OMS também destaca que bactérias como a gram-negativa
Escherichia coli e gram positiva Staphylococcus aureus estdo causando

infeccdes corriqueiras em diversos contextos, como em hospitais e comunidade®.

A E.coli é encontrada de forma natural no intestino de humanos e animais,
porém é uma das principais causadoras de infec¢des através de alimentos, seja
por auto-infec¢do ou por animais pela cadeia alimentar®’. Além de ser a causa
principal de infec¢Bes hospitalares nos rins, trato urinario e sistema circulatorio,
é responsavel por meningite em recém-nascidos®’. J4 a S. aureus compde
naturalmente a flora do nariz e da pele, mas também é um patégeno para 0s
humanos, uma vez que pode causar infeccdes na corrente sanguinea, pele,
tecidos moles, endocardite, pneumonia, celulites e abscessos, também

responsavel por feridas em pdés-operatérios e intoxicacéo alimentar®67,
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O grande problema é que essas bactérias desenvolveram mutacdes que
levaram a resisténcia de alguns antibioticos. De acordo com a OMS a E. coli
tornou-se resistente a 32 geracdo de cefalosporinas e fluoroquinolonas e a S.
aureus resistente a meticilina “MRSA”. Além disso, a E. coli também apresenta
resisténcia a penicilinas além de ja ter sido constatado que a E. coli portadora do
gene mcr-1 tem se tornado resistente a colistina (polimixina E), que € um dos
ultimos antibiéticos utilizados em bactérias resistentes®. Também é crescente
bactérias S. aureus resistentes a outros antibiéticos como a oxacilina, penilina e

outros antibiéticos B-lactamicos®?.

A resisténcia bacteriana a 32 geracdo de cefalosporina faz necessério o
uso de carbapenémicos, ambos antibidticos usados em ultimo caso contra
organismos multirresistentes, que por sua vez sao mais caros, podem nao ser
acessiveis quando se tem recursos limitados e, além disso, podem contribuir
ainda mais com o aumento da resisténcia bacteriana®®. A MRSA, também séo
resistentes aos carbapenémicos e outros farmacos alternativos, o que traz
limitacbes a profilaxia padrdo com remédios de primeira linha. Isso torna
essencial o uso de medicamentos de segunda linha, que sdo mais caros, podem
causar efeitos colaterais graves e requer acompanhamento médico do paciente

durante o tratamento, gerando mais gastos®19.

Ao pensar em uma linha do tempo sobre o desenvolvimento de
medicamentos antibacterianos, a descoberta da penicilina em 1929 e da
estreptomicina em 1943 impulsionaram a Era Dourada, periodo em que se
utilizava produtos naturais!!. A selecdo de corantes naturais foram os primeiros
antimicrobianos, mas logo depois foram substituidos pela observacdo de que
fungos e bactérias produziam metabdlitos que permitiam tratar infeccbes
bacterianas®!t. Porém néo foi suficiente para lidar com o desenvolvimento da

resisténcia microbiana, além de inconvenientes toxicol6gicos® 511,

Em torno de 1960, as dificuldades encontradas na Era Dourada levaram
ao proximo periodo de inovacdo conhecida como a Era da Quimica Medicinal,
em que foram desenvolvidas versfes sintéticas dos antimicrobianos naturais ja
existentes®. Esses novos medicamentos trouxeram muitas melhorias, entre elas
a administracao de doses mais baixas e amplo espectro para diversos patégenos

bacterianos!!. Mesmo com todas melhorias, 0 mimetismo sintético dos produtos
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naturais ndo impediu que surgisse a resisténcia bacteriana®. Em ambas as eras
mencionadas, o desenvolvimento de resisténcia bacteriana foi inevitavel, pois
tinham como alvo o ribossomo, DNA, parede celular ou, em raros casos, uma
combinacdo desses componentes®. Quando o antimicrobiano atinge uma
combinacdo de componentes celulares diminui as chances de resisténcia
bacteriana, que surge pela mutacdo no gene alvo, mas isso era dificil de

consequirlt,

Na década de 90, uma nova onda de resisténcia bacteriana surgiu e,
coincidentemente, na mesma é€poca nhovas abordagens terapéuticas
antimicrobianas foram desenvolvidas!!. As novas abordagens foram possiveis
devido aos avancos na tecnologia, como a melhoria na determinacdo de
estruturas proteicas para planejamento racional de medicamentos, manuseio
robotico para alto rendimento de ensaios bioquimicos, conhecimento de dados
gendmicos e possibilidade de manipular maiores conjuntos de dados'!. Contudo,
h& mais de duas décadas nenhum novo medicamento antibacteriano foi criado
por essa abordagem e um avanco draméatico de bactérias patogénicas para
humanos em todo o mundo vem tornando-se resistente a um ou mais

antibiéticos®11.

Dessa forma, entrou-se na Era da Resisténcia, uma vez que se buscou
alternativas para descobertas de antibiéticos contra amplo espectro de
patdgenos®. O método utilizado nesta era foi falho, jA que o ideal seria
desenvolver agentes antimicrobianos seletivos de espectro estreito para diminuir
0S mecanismos de resisténcia e proteger os tecidos saudaveis®. Em virtude da
necessidade de desenvolver novos métodos antibacterianos, a Inativacédo
Fotodinamica (PDI) foi desenvolvida como forma de potencializar o uso de

antibacterianos em auxilio aos antibidéticos convencionais312,

1.2. Inativagdo Fotodinamica

As reacdes fotofisicas e fotoquimicas usadas para beneficios terapéuticos
para inativar microrganismos €é chamado de Inativagdo Fotodindmica
antimicrobiana (aPDI, do inglés antimicrobial Photodynamic Inactivation),
Inativacdo Fotodindmica (PDI, do inglés Photodynamic Inactivation), ou
Quimioterapia Fotodinamica Antimicrobiana (PACT, do inglés Photodynamic

Antimicrobial Chemotherapy) ou ainda Terapia Fotodindmica antimicrobiana
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(aPDT, do inglés antimicrobial Photodynamic Therapy)312131415 No presente

trabalho sera utilizado a segunda nomenclatura.

1.2.1. Aspectos historicos

Em 1900, o aluno de medicina de Herman von Tappeiner, Oscar Raab,
descobriu por acaso o efeito letal de vermelho de acridina (hidrocloreto de
acridina) no microrganismo unicelular Paramecium caudatum!?!4, Raab
relacionou a morte dos paramécios com a luz que entrava da janela e percebeu
gue o0s corantes que possuiam esse efeito eram fluorescentes. Um tempo
depois, von Tappeiner e Jodlbauer descobriram que o oxigénio tinha enorme
importancia nas reagbes de fotossensibilizagdo. Com essas descobertas, em
1904 a PDI foi estabelecida com a introdugao do termo “acao fotodinamica” para
descricdo desse fendmeno!?6. Porém, com a era dourada dos antibiéticos, a
PDI foi esquecida por um tempo. Mas com o crescimento de bactérias
multirresistentes aos antibioticos convencionais, os estudos sobre PDI foram
retomados!’. Também vale ressaltar que somente durante a Segunda Guerra
Mundial essa terapia ficou mais conhecida pelo mundo e, finalmente, em 1990

passou a ser empregada clinicamente!316,

1.2.2. Aspectos gerais

A PDI é definida como a aplicacdo de um corante ndo toxico chamado de
fotossensibilizador (FS), que ao receber luz de comprimento de onda adequado
na presenca de oxigénio é fotoativado e produz espécies reativas de oxigénio
(ERO), oxigénio singleto e/ou radicais livres'?. A PDI possui vasta aplicacéo,
como no combate de bactérias causadoras de caries dentarias, fungos que
causam infeccbes nas unhas, pele e cabelo, bactérias responsaveis por
infecgbes hospitalares, contaminagdo na industria alimenticia, virus presentes
em contaminacdo sanguinea e, mais recentemente, também utilizada como uma
potencial ferramenta para diminuir infecgdes do trato respiratorio causadas pelo

virus SARS-CoV-2 e desenvolvimento de téxteis fotoativos contra COVID-
1914,16,18,19,20,21,22,23,24_

A PDI apresenta diversas vantagens em comparacgao aos antimicrobianos
convencionais, tais como acao localizada, invasividade minima, morte
microbiana rapida, auséncia de resisténcia microbiana, efeitos colaterais

minimos as células saudaveis e, consequentemente, permite varias aplicacdes
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sem gerar danos aos pacientes!??°, Além disso, a PDI é acessivel para o sistema
publico de saude, uma vez que pode-se combinar fonte de Iluz e
fotossensibilizadores de baixo custo?®.

A PDI tem uma natureza multialvo, uma vez que as ERO reagem com boa
parte dos componentes celulares, excluindo o desenvolvimento de resisténcia
bacterianal’?>. Os principais alvos sdo proteinas e lipidios das estruturas
externas dos microrganismos, como membrana citoplasmatica e parede celular.
As espécies ERO e o0 oxigénio causam oxidacdo de aminoacidos da membrana
em proteinas, danos oxidativos aos acidos nucleicos, reticulacdo de proteinas e
oxidacdo de lipidios'2. Também é possivel atribuir-lhe como vantagem sua dupla
seletividade, visto que pode-se ter o controle do tempo que FS se liga
preferencialmente as células patdégenas e a direcdo da luz ao local de

interesse?3.14,

Assim, a morte microbiana acontece por trés mecanismos principais:
danos a membrana celular, inativacdo de proteinas e enzimas essenciais e
danos ao &cido desoxirribonucleico (DNA, do inglés deoxyribonucleic acid). A
PDI pode causar danos morfolégicos e funcionais nas células microbianas. As
alteracdes morfologicas incluem as alteragGes na estrutura do mesossomo, dano
a membrana celular, o que leva ao vazamento do contetdo celular e
consequentemente, a inativagdo do sistema de transporte da membrana. As
alteracdes funcionais levam a inibicao de processos metabdlicos como sintese
de DNA e transporte de glicose, além disso, causa oxidacdo de proteinas, perda
de atividade enzimatica e formacédo de ligacdes cruzadas proteina-proteinal?.
Para os virus, ocorre danos nos acidos nucleicos como DNA e &cido ribonucleico
(RNA, do inglés ribonucleic acid), proteinas do nucleo e, caso presente, lipidios

virais?2.

Outros fatores determinantes para a eficacia PDI sdo potencia de luz
irradiada, intensidade, tempo e modo de irradiacéo'®26. Além disso, é necessario
qgue a luz utilizada tenha comprimento de onda o mais proximo possivel ao
maximo de absorcdo do FS para producéo eficiente de ERO%1’. Para produzir
protocolos eficazes na PDI, parametros como dosagem de luz incidente e tempo
de irradiagdo devem ser levadas em consideragdo. Para o mesmo FS e

microrganismo, a eficacia fotodinamica depende da fonte de luz utilizada. Além
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disso, utilizar baixas doses de luz aliado a tempos mais longos de aplicacao séo

mais eficazes como forma de tratamento?’.

A eficacia PDI pode ser diferente de acordo com o tipo de bactéria
patbgena, gram-positiva e gram-negativa, pois ha uma enorme variacdo na
estrutura e organizacdo celular desses microrganismos?'?, como apresentado na
figura 1. Bactérias gram-positivas possuem uma camada de peptidoglicano
espesso e poroso que circunda uma membrana citoplasmatica, ja as bactérias
gram-negativas possuem uma membrana externa que envolve uma camada
peptidoglicano mais fina, onde estad a membrana citoplasmatica. Para aplicacédo
da PDI, o FS deve penetrar ou se ligar a parede celular bacteriana e chegar no
citoplasma ou membrana plasmatica. Contudo, a difusdo simples do FS no
citosol bacteriano € limitada pelas barreiras da membrana celular da bactéria.
Por conseguinte, as bactérias gram-positivas sdo mais faceis de serem
eliminadas via PDI do que as bactérias gram-negativas'?.
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— om— — \ — o—
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- -~ - - > - - - — -
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Figura 1. Estrutura celular de bactérias gram-positiva e gram-negativa. (A)
Bactéria gram-positiva apresenta uma bicamada lipidica circundada por uma camada
espessa e porosa de peptidoglicano com lipoteicéico e &cidos teicurdnico conferindo-
lhe carga negativa. (B) Bactéria gram-negativa tem dupla bicamada lipidica, membrana
interna e externa, sendo a externa com lipoproteinas e porinas e decorada com cadeias
de lipopolissacarideos, o que Ihe confere carga negativa. As duas membranas séo
separadas por peptidoglicano e periplasma. Fonte: KASHEF, N.; HUANG, Y.; HAMBLIN,
M. R. (2017) — Adaptado?’?.

Em geral, os protocolos para PDI consistem na administragao intravenosa
ou toépica do FS dos pacientes ou animais em experimento. Depois de ser
distribuido nos organismos avaliados, o local alvo € irradiado com luz de
comprimento de onda adequado até que o FS absorva energia para atingir seu

estado tripleto e produza ERO, que sdo nocivas as células alvol®27.28,

1.2.3. Fotossensibilizador

Fotossensibilizadores sdo moléculas organicas capazes de absorver
radiacdo do ultravioleta (UV, 200-400 nm) até o comeco do infravermelho
préximo (~1000 nm). Quando estdo no estado excitado, podem promover
processos fotoredox ou transferéncia de energia. Ao absorver energia adequada,
essas moléculas transferem fotons através de processos fotofisicos e
fotoquimicos, o que produz ERQ16293031  Corantes sintéticos e pigmentos
naturais podem ser usados como FS. Os corantes sintéticos oferecem maior
estabilidade e os naturais podem ser menos propensos a interacdes

medicamentosas adversas e efeitos colaterais?8.

O FS ideal deve ser facilmente sintetizado, possuir alta pureza quimica,

ser altamente soluvel no meio de interesse e foestavel, preservando sua funcéo
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e disponibilidade para se ligar aos microrganismos e também apresentar alto
rendimento quéantico para a geracdo de oxigénio singleto ou outro produto
proveniente de reagdes fotoquimicas'?t’. Além disso, o tempo de vida do estado
tripleto do FS deve ser longo o suficiente para alcancar alta eficiéncia na

formacdo de ERO21517,

Os fotossensibilizadores mais potentes para morte microbiana séo
moléculas relativamente pequenas com carga catidnica porque a membrana das
células microbianas, em sua maioria, possui carga negativa mais pronunciada
do que membranas de células de mamiferos?313, Assim, o FS catidnico se liga
e se acumula as células microbianas mais rapido do que nas células mamiferas.
Nas células mamiferas, compostos catidnicos entram lentamente via endocitose,
enguanto sua absorcao na bactéria € relativamente rapida, o que proporciona

maior seletividade?3.

Na figura 2 é ilustrado os processos fotofisicos e fotoquimicos que
ocorrem com o FS ao interagir com luz de comprimento de onda adequado. A
molécula do FS antes de ser sensibilizada esta no estado singleto fundamental,
So, em que os elétrons estao no orbital energeticamente mais baixo. Depois de
absorver um foton de luz com energia adequada, um desses elétrons é
transferido para um orbital de energia mais alta que estava desocupado
anteriormente. Todo estado excitado é energicamente menos favoravel do que
o estado fundamental, assim a molécula do FS no estado singleto excitado (Su),
volta ao So em um curto periodo de tempo, 10° a 10 s. Essa desativacdo do
estado excitado para o estado fundamental pode acontecer por diversos
mecanismos, um deles é devido a perda de energia por decaimento radioativo
(fluorescéncia) e outro por decaimento nao-radioativo (conversao interna), ou

seja, emissdo de luz e calor respectivamente!?13.15.16,.17,

Assim, mais detalhadamente, quando um elétron em um nivel vibracional
alto de um estado excitado decai rapidamente para o nivel energeticamente mais
baixo desse estado, tem-se o processo chamado relaxamento vibracional (RV)
e a energia € dissipada como calor. O relaxamento molecular para o So ocorrera
por emisséo de um féton secundario, ou seja, emisséao de fluorescéncia, ou ainda

ocorrera por dissipacéo de calor'®.



25

Mas também, pode acontecer que uma certa fracdo das moléculas do FS
passe pelo processo de cruzamento intersistemas isoenergético do estado
tripleto, T1, chamado também de cruzamento intersistema (ISC, do inglés
Intersystem Crossing), sendo um processo ndo radioativo. Isso € possivel em
consequéncia do acoplamento spin-0rbita, ja que essas transi¢cdes ocorrem com
certa probabilidade. Depois de um rapido RV dentro do nivel energético T1, pode
acontecer um relaxamento radiativo para So, chamado fosforescéncia, um

processo que emite um foton213.16.17,

Os estados tripletos sdo caracterizados por uma vida util relativamente
longa, 102 a 10 s. O FS no estado tripleto pode reagir com varias biomoléculas
e por ter vida util mais longa pode sobreviver as reacdes fisicas ou quimicas.
Dessa forma, como alternativa a fosforescéncia, rea¢cdes fotoquimicas podem
ser energizadas a partir de moléculas no estado tripleto, podendo ocorrer dois
tipos de reagbes fotoquimica, tipo | e tipo I, representadas no diagrama de

Jablonskil213.16.17
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Figura 2. Diagrama de Jablonski. llustracéo gréafica dos mecanismos fotofisicos

e fotoquimicos do método PDI. Fonte: produzida pela autora (2020).

Na reacao tipo I, o FS passa por processos de transferéncia de elétrons,
gue envolve a transferéncia de elétrons para oxigénio presente no meio biolégico

em questdo, formando espécies radicalares. O FS transfere elétrons para o
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oxigénio no estado fundamental a fim de produzir o anion radical superéxido Oz
. Logo em seguida, pode seguir para uma segunda reducgéo de 1 elétron do *O2
para gerar peroxido de hidrogénio (H202) e uma terceira reducao de 1 elétron do

H202 para produzir o radical hidroxila (*OH) 13:15:16,17.25

Em altas concentragcbes, o H202 também pode reagir com 0s anions
superoéxido e produzir radical hidroxila altamente reativo através da reacédo Haber
Weiss. Essa reacao € possivel, uma vez que a energia de ativacao para essas
reagOes € muito baixa e o potencial redox € Eo = 1,35 V. Além do mais, a quimica
de Fenton que envolve espécies de Fe (ll) também pode ampliar a quantidade

produzida de de *OH. As trés ERO (Oz, H202, *OH) s&o provenientes da reacao
tipO |13,15,16,17,25_

Na reacéo tipo Il ocorre processo fisico de transferéncia de energia, o FS
transfere o excesso de energia para o oxigénio molecular (30z2), retorna ao
estado fundamental e produz apenas moléculas de oxigénio no estado singleto
(102). As espécies radicais como 'Oz sdo muito eletrofilicas e interagem com
diversas biomoléculas, que inativam diferentes micrébios. O oxigénio singleto é
considerado uma ERO muito desejavel pela sua alta reatividade e eficacia de
danos oxidativos as células procariotas. Porém, a vida util do oxigénio singleto €
curta, (~10 — 320 ns), o que limita a difusdo nas células, alcancando uma
profundidade de 10 — 55 nm, isso permite matar patdgenos que estejam

préximos onde séo produzidos!316:17.25,

Como dito anteriormente, as duas reacdes fotoquimicas geram ERO (*Oz,
Oz, H202, HO*¢) e podem acontecer separado ou simultaneamente na célula,
contudo suas proporcodes relativas dependem do FS utilizado e concentracéo de
oxigénio molecular. As ERO s&o extremamente toxicas e danificam as células
microbianas ao encontrar proteinas, lipideos, bases de &cidos nucleicos
(guanina e timina) e residuos de aminoacidos (cisteina, histidina e triptofano), o
gue resulta em necrose ou apoptose das bactérias. Fatores como localizacao
subcelular do FS, concentracdo do FS, intensidade e tempo de aplicagéo de luz

estéo relacionados ao tipo de morte celulart6:17.25,

Em PDI, os primeiros FS utilizados clinicamente foram os derivados de

tetrapirrol (tetraarilporfirinas, ftalocianinas, porficanos, texafirinas e safirinas),
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mais conhecidos como porfirinas, mas alguns derivados nao-tetrapirol também
foram estudados, como a curcumina (Cur)!’. A curcumina chama atencéo pelas
suas propriedades bioldgicas, fotossensibilidade, baixa tocixidade, além de
poder ser de origem natural e barata?®3233, A Cur juntamente com a Terapia
Fotodinamica (PDT, do inglés Photodynamic Therapy) e PDI tem sido utilizada
em aplicacoes anticancer e antimicrobiana,

Dependendo das condi¢des geogréficas, a quantidade de curcumindides
presente no acafrdo pode variar de 2 a 9%, sendo 50 a 60% Curs3aa.
Curcumindides sdo um grupo de compostos como a Cur, desmetoxicurcumina,
bis-desmetoxicurcumina e ciclocurcumina, sendo a Cur o componente mais

abundante?® — figura 3.
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Figura 3. Estruturas quimica dos curcumindides presentes no acafrdo. Fonte:
YANG, Q. et al. (2020)%2 e ESATBEYOGLU, T. et al. (2012)*3 — Adaptado.

O equilibrio tautomérico da Cur depende da polaridade e pH do solvente.
Em solventes ndo polares, a Cur existe na forma enol por causa da formacao de
ligacBes intramoleculares de hidrogénio, ja nos solventes polares existe na forma
ceto. Em pH acido ou neutro a Cur predomina na forma ceto e age como doador
de protons, mas em pH acima de 8 a forma enol prevalece e age como doador
de elétrons. Na estrutura da Cur h& dois cromoéforos, C=0-C=C e a ligacao dupla

conjugada, que fornecem sua cor amarela®3.
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A molécula de Cur é simétrica e seu nome pela IUPAC é (1E,6E)-1,7-
bis(4-hidroxi-3 metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-diona, férmula quimica C21H200s
e peso molecular de 368,38 g. mol. A Cur possui em sua estrutura dois sistemas
de anéis aromaticos com grupos metoxifendlicos, conectados por um ligante de
sete carbonos que consiste em uma porgdo de a-B-insaturada B-dicetona®®. A
estrutura quimica da Cur considerando as duas possiveis conformacoes, esta

representada na figura 4.

H,CO 0O O OH
N\ Y OCH, H,CO N\ Y OCH,
oH") L —— X C
HO OH HO
Forma ceto Forma enol

Figura 4. Estrutura quimica da curcumina em conformacéo ceto e enol. Fonte:
PRIYADARSINI, K. I. (2014) — Adaptado*.

Em solucéo, a molécula Cur pode apresentar isbmeros cis ou trans. Na
forma trans os dois grupos fendélico-metoxi estdo nos lados opostos da cadeia
principal, o que Ihe confere maior estabilidade quando comparada a forma cis
que apresenta os dois grupos fendlico-metoxi do mesmo lado da cadeia principal.
A Cur é quase insoluvel em agua, apresentando facil solubilidade em solventes
polares como etanol, acetato de etila, acetonitrila, metanol, cloroférmio e

dimetilsulféxido*44°,

O espectro de absor¢do da Cur possui uma banda na regido visivel de
410 a 430 nm do espectro eletromagnético, e outra no UV em 265 nm*445. A Cur
€ considerada um composto bioativo por apresentar propriedades antioxidantes,
anti-inflamatorias, anticancerigenas e antimicrobianas, também pode ser
utilizada como pigmento nas industrias téxtil e de alimentos, além de enorme

potencial como FS com atividades antimicrobianas promissoras?0.28:43,46,47,48,49

Contudo, a Cur tem aplicac&o limitada devido a baixa biodisponibilidade,
como pouca absorcdo gastrointestinal, eliminacdo rapida, baixa solubilidade
aguosa com cerca de 11 ng / mL, pode ser degradada em longa exposi¢ao a luz
e apresenta instabilidade em solucdes alcalinas?84346.50 Em ensaios in vitro, sob
condicdes fisioldgicas de pH (solugcdo tampéo de fosfato a 0,1 M, 37°C, pH 7,2)
a Cur se torna instavel e é 90% degradada?®®. Cerca de 40-80% da quantidade
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de Cur ingerida no trato gastrointestinal e seus metabdlitos tém pouca
permeabilidade celular e meia vida curta, quase ndo entrando na corrente
sanguinea?®5t, Considerando todos os obstaculos anteriormente apresentados,
a incorporacao da Cur em nanocarreadores compreende uma metodologia atual
e eficaz no aumento da estabilidade, solubilidade e disponibilidade da Cur nos

organismos tratados?845.

1.3. Nanomateriais em PDI

Alguns dos problemas a serem superados na PDI séo: baixa solubilidade
aquosa de muitos FS, otimizacdo da administracdo dos farmacos e o aumento
da taxa de producédo de ERO®2. A Organizacéo Internacional para Padronizacéo
(ISO, do inglés International Organization for Standardization) define
nanomateriais como materiais que apresentam ao menos uma de suas
dimensdes na faixa de 1 a 100 nm®3. Os nanomateriais tém vantagens sobre
materiais comumente utilizados em escala macroscopica, uma vez que possuem
propriedades fisico-quimicas facilmente ajustaveis, como tamanho, forma, alta

area superficial em relagéo ao seu volume e funcionalizacdo da superficie®*.

Além disso, nanocarreadores permitem administracdo controlada de
farmacos e proporcionam protecdo contra luz, temperatura e degradacao pelo
pH do meio inserido®. Também podem melhorar a solubilidade de farmacos
tanto hidrofébicos como hidrofilicos e, consequentemente, aumentar sua
biodisponibilidade, além de minimizar efeitos colaterais indesejaveis®>°3. Logo,
0 uso de nanomateriais em PDI pode minimizar os obstaculos citados
anteriormente, aumentando a eficacia dos FS no tratamento de doencas e

infeccoes®.

H& duas maneiras de utilizar nanoparticulas para liberacdo de FS, por
conjugacao covalente, processo pelo qual o FS liga-se a nanoestrutura ou via
encapsulamento/incorporacdo dos FS em nanossistemas como (micelas,
nanoesferas, lipossomas, entre outros)®?. De qualquer forma, os nanossistemas
sao utilizados para proteger e intensificar a acdo dos FS em PDI, seja pela
absorcdo de FS pelas células microbianas ou também pelo aumento da
producdo de ERO®?. Assim, o uso de nanoparticulas de prata (NPsAg) associada
ao FS como a Cur podem aumentar a producdo de oxigénio singleto, ERO e,
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consequentemente, a acdo antimicrobiana local e o uso da silica mesoporosa

(SiO2M) é uma 6tima opgéo como nanocarreador desses materiaist®52:5556.57,

1.4. Nanoparticulas de prata

1.4.1. Propriedades

As NPsAg sao versateis em termos de aplicacdo, podendo ser utilizadas
na area médica, em materiais para curativos, embalagens de alimentos, area
téxtil, cosméticos e tintas®3.5458,59,60,61,62,63,64,6566 (Q gperfeicoamento na area da
nanotecnologia possibilitou novos horizontes para tratamento de doengas e
desenvolvimento da nanomedicina através de sintese de nanoestruturas
multifuncionais e eficientes. Diversos estudos tém sido realizados em direcéo ao
desenvolvimento e aplicacdo de nanoestruturas como métodos alternativos ao
tratamento de microrganismos resistentes®’. Neste sentido, compostos de prata
tém sido utilizados ao longo dos séculos no tratamento de doencas infecciosas,
seja como antisséptico ou antimicrobiano contra bactérias gram-positivas e

Contudo, o uso de ions de prata apresenta problemas a serem superados,
como a dificuldade para alcancar uma liberacdo controlada, concentracéo
adequada, além de importuno de manchas na pele’?73. J4 as NPsAg apresentam
vantagens sobre os ions de prata, pois ha um aumento de suas propriedades,
visto que € possivel ajustar suas dimens@es e morfologia, que permitem a
otimizacao de suas propriedades fisico-quimicas e, consequentemente favorece
o desenvolvimento de nanoestruturas com alta area superficial, alta
condutividade térmica e elétrica, atividade catalitica e ressonancia de plasmon
de superficie localizado (LSPR, do inglés Localized Surface Plasmon

Resonance), além de possuir atividade antibacteriana maior que seus ions
Iivres53'54'67'7°'74'75.

A LSPR é produzida pelo forte acoplamento da luz incidente e pela
oscilagédo dos elétrons da banda de conducdo em nanoparticulas metalicas, por
exemplo, nanoparticulas de ouro e prata”.’6’’. Tal fendmeno leva a uma forte
disperséo e absorcéo da luz, assim como um aumento significativo do campo
elétrico ao redor das nanoparticulas na frequéncia LSPR. A frequéncia LSPR

pode ser ajustada de acordo com forma, tamanho, indice de refragcdo do meio
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circundante, acoplamento plasmonico entre particulas e direcdo da polarizacéo
da luz incidente’® 7’ Esse fendmeno esta associado as flutuacées dos campos
locais que podem ser aprimoradas devido aos efeitos dielétricos e/ou quéanticos

de confinamento das nanoparticulas’®.

A banda de ressonancia plasmoénica de superficie das NPsAg aparece
proximo a regido do azul do espectro eletromagnético, regido tipica para as
particulas de prata em formato esférico’. Vale ressaltar que a fonte de luz
utilizada para ativar as NPsAg deve possuir comprimento de onda na faixa da
banda de absor¢do da particula para que os efeitos antimicrobianos sejam
ampliados™®.

1.4.2. Agao da prata

NPsAg e ions Ag* produzem ERO, que por sua vez causam estresse
oxidativo in vivo, como nas bactérias patégenas por exemplo’®’l. Assim as
particulas de prata atuam através de vias inibidoras da enzima respiratéria e
alteracdo da parede celular e do DNA microbiano das bactérias, além de terem
varios mecanismos de atuacdo em diferentes alvos, o que diminui o risco de
resisténcia a prata e permite uma capacidade antibacteriana de amplo

espectro®67,

As NPsAg também podem interagir fisicamente com a superficie celular
de diversas bactérias, sendo capazes de danificar as membranas celulares,
levando a alteracfes estruturais, que tornam as bactérias mais permeaveis. Tal
efeito depende do tamanho, forma e concentracdo das nanoparticulas. O
acumulo das NPsAg na membrana cria lacunas na integridade da bicamada, o
que a predispde ao aumento da permeabilidade e, com isso, morte celular
bacteriana®’. As NPsAg exibem atividades antimicrobiana por duas vias

diferentes: acao inibitéria e acdo bactericida®.

Materiais de prata, como NPsAg, sdo acidos moles que interagem com a
célula bacteriana, que possui bases moles como enxofre e fésforo®>%4. Os ions
de Ag* se ligam aos grupos tiol das proteinas e interferem no processo biolégico
das células bacterianas*?>. Reacdes de oxidacdo podem ocorrer entre os ions Ag*
e 0s atomos de oxigénio e hidrogénio dos grupos tiol, gerando ligagcbes

dissulfeto, que por sua vez interferem na replicacdo do DNA e inibem o
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crescimento de bactérias, levando a apoptose e caracterizando o efeito
bacteriostatico®2°467, Em contrapartida, o efeito bactericida ocorre, pois, a prata
€ capaz de gerar radicais livres, que causam danos a parede celular da bactéria,
com liberacéo de lipopolissacarideos e proteinas da membrana, que resultam na
morte celular. Além disso, o efeito bactericida pode ocorrer também devida a
capacidade das NPsAg de inibir a fosforilacdo do substrato proteico e afetar o

sinal de transdugao®.

1.4.3. Método de obtencédo das NPsAg

A sintese de NPsAg pode ser feita pelo método bottom-up, onde o
procedimento requer partida de moléculas, 4&tomos ou ions para obter as
nanoparticulas, sendo a reducéo quimica do sal nitrato de prata o mais utilizado
devido ao custo menor e estabilidade quimica®354. O método bottom-up emprega
0 uso de semente e nucleacao, possibilitando o controle do tamanho e forma das
NPsAg. As moléculas ou ligantes conectados a superficie da particula diminui a

energia superficial, o que torna o sistema coloidal termodinamicamente estavel®3.

As principais interacdes entre moléculas e/ou ligantes com a superficie
das NPsAg podem ocorrer por meio de quimisorcao, interacées hidrofébicas ou
interacdes eletrostaticas. Alguns grupos funcionais como -SH, -NH, -COOH, -
C=0 possuem fortes interacdes com a superficie da particula de prata, o que lhe
confere funcionalizacdo, maior estabilidade, além de evitar agregacdo e
oxidacdo das NPsAg°3®%4. Surfactantes com ligantes, polimeros com grupos
funcionais de polivinilpirrolidona, polietilenoglicol e polimetiimetacrilato s&o

exemplos de agentes estabilizantes utilizados para sintese de NPsAg®*.

A figura 5 mostra a representacdo da sintese de NPsAg com o uso de
agentes redutores e estabilizantes, que reduzem o fon Ag* a Ag® e estabilizam

as particulas de prata formadas, respectivamente.
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Figura 5. Representacdo da sintese de NPsAg com utilizagdo de agentes
redutores e estabilizantes. Fonte: CHOUDHURY, H. et al. (2020) — Adaptado®.

Contudo, fatores como estabilidade, protecdo em meios especificos
podem alterar a acgédo antibacteriana das NPsAg, assim como outras
propriedades Unicas anteriormente relatadas. Os residuos pos-sintese e
procedimentos incorretos de purificagdo como altas concentracfes de
precursores remanescentes e/ou agentes redutores na fase liquida podem
provocar a transformagdo de NPsAg em novas formas, como nanocubos,
nanobastdes e nanotriangulos. Isso ocorre porque processos de aglomeracao,

sedimentacdo e agregacdo das NPsAg ocasiona a reducdo de sua entropia®3.

Vale relembrar que ndo somente as NPsAg podem desestabilizar em meio
aquoso, mas também FS como a Cur. A Cur possui rendimento quéantico de
oxigénio singleto baixa (0,01 em agua). Para aumentar o rendimento quantico
pode-se combinar o0 FS com nanoparticulas metalicas. Nesse caso, a curcumina
pode ser combinada com NPsAg, uma vez que ambas absorvem na regido azul
do espectro eletromagnético. Esse efeito é chamado de Aumento da Geracéo de
Oxigénio Singleto via Metal, também conhecido como efeito MEO (do inglés,
Metal-Enhanced Singlet Oxygen Generation), que resulta da distancia e da
sobreposicao espectral entre o FS e as nanoparticulas metalicas. O efeito MEO
aumenta a possibilidade de geracdo do FS no estado tripleto ao acoplar seu
momento dipolar ao campo elétrico proximo a superficie das nanoparticulas

metdlicas, que por sua vez, aumenta a geracdo de oxigénio singleto®’. A fim de
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melhorar a disponibilidade da Cur e NPsAg, ambas podem ser associadas a uma

matriz de SiO2M18:56.57,

1.5. Silica Mesoporosa

1.5.1. Propriedades

A SiO2M tém sido frequentemente aplicadas como um excelente
nanocarreador de farmacos®8081.8283.84,8586.87.8889 Um bom nanocarreador deve
ter capacidade de direcionamento especifico, liberacao controlada do farmaco e
poder ser eliminado por meio de vias ndo toxicas (degradacdo biolégica ou
dissolugéo), assim a SiO2M & uma boa opcao neste caso, visto que cumpre todos

esses requisitos89.90.91.92.93,

Os materiais mesoporosos, de acordo com a IUPAC, séo definidos como
agueles que possuem um tamanho de poro na faixa de 2-50 nm e um arranjo
ordenado de poros dando a ele uma estrutura ordenada, sendo nanomateriais
de SiO2M um exemplo de material mesoporoso®°4. Nanoparticulas de SiO2M
possuem propriedades interessantes, como alta area superficial, estabilidade
mecanica e térmica, baixa toxicidade, boa biodistribuicdo e eliminacéo,
superficie adaptavel através de facil funcionalizacédo superficial, além de possuir
grupos hidroxila disponiveis em sua superficie/poros com cargas superficiais e
poros ajustaveis que as tornam boas portadoras de biocompatibilidade e
biodegradabilidade e com capacidade de carregar farmacos em seus poros,

protegendo-os contra degradacéao e liberagcéo imediata80.89.91.92,95.96

Outras vantagens importantes que nanoparticulas de SiO2M oferecem é
o fato de ser um material inerte que nao altera as propriedades dos materiais
gue a ele sdo associados, fornece versatilidade para aplicacdo, uma vez que
pode carregar farmacos tanto hidrofébicos quanto hidrofilicos, permitindo anexar
covalentemente varias biomoléculas através dos grupos de silanol de sua
superficie, possuem alta capacidade de carga e, também aplicabilidade

terapéuticas e diagndsticas (terandsticas)89:93.97.98,

Os grupos silanol (Si—-OH) presentes em alta densidade na superficie das
nanoparticulas de SiO2M permite sua modificagdo com grupos funcionais, tais
como acido carboxilico, carboxilato, polietilenoglicol, fosfonato, octadecil, amina

e tiol. Geralmente, utiliza-se grupos de silano orgéanico via ligacdo covalente
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direta pelo enxerto apés ser feita a sintese ou por co-condesacdo®. As
nanoparticulas de SiO2M permitem carregar moléculas em seus poros através

de interacGes hidrofébicas, eletrostatica e ligacdo de hidrogéniol®,

1.5.2. Método de obtencao das nanoparticulas de SiO2M

Nanoparticulas de SiO2M sao formadas por redes amorfas de ligagdes de
siloxano obtidas pelo método sol-gel. O gel é formado por hidrélise e posterior
condensacao de um precursor de silica, geralmente o ortossilicato de tetraetila
(TEOS) em solucéo. Durante a reacdo de hidrolise, o grupo alcéxido (OR) do
precursor da silica é substituido pelo grupo silanol (Si-OH), formando um &alcool
em paralelo, devido ao ataque nucleofilico do atomo de oxigénio do grupo
hidroxila da agua: Si(OEt)s + 4H20 — SiO2 + 2H20 + 4EtOH. Na reacgéo de
condensacdo sao formadas espécies ciclicas, trimeros lineares, dimeros e

espécies poliméricas com ligagées siloxano (Si-O-Si)8%93.100,

Enquanto o processo de condensacgdo ocorre, moléculas maiores séo
formadas a partir das menores, sendo um processo conhecido como
amadurecimento de Ostwald que leva a transformacéo de sol para gel®319%, Apés
a policondensacdo de mondmeros, ocorre crescimento e agregacao das
particulas formando uma rede de gel e, finalmente, o0 amadurecimento do gel*®.
Na sintese de nanoparticulas de SiO:M sé&o utilizados copolimeros ou
surfactantes que se auto agrega em uma concentracao superior a concentragéo
micelar critica e formam mesofases liquido-cristalinas. Através de ligacdes de
hidrogénio e interagdes eletrostéaticas, a interface polar da mesofase ira interagir
com o precursor de silica, servindo como modelo para que haja a condensacao
do silicato3110 A remocéo do surfactante pode ocorrer via tratamento térmico

(calcinac&o) ou por extracdo com solventg89.93100,102,

E importante destacar que nanoparticulas de SiO2M sofrem degradac&o
em meio biolégico. As ligagbes de Si—O séo hidrolisadas e forma-se como
produto final o &cido ortossilicico (Si(OH)4), que nao é toxico e € soluvel em agua
em concentragdes baixas (<2 x 10-® M), sendo excretado pela urina. Além disso,

o acido silicico também contribui para manutencéo da salde 6ssea®%,

A particula de SiO2M sofre dissolucdo em trés etapas, primeiro ocorre o

processo de hidratacdo em que a agua € adsorvida na estrutura do siloxano. Na
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sequéncia ocorre o0 segundo processo, a hidrdlise, em que o siloxano €
hidrolisado em silandis, seguida do terceiro processo de troca ibnica, em que
ocorre o ataque nucleofilico de OH- que leva a lixiviagdo do acido silicico®993.190,
Em torno de pH 3 tem-se o ponto isoelétrico da silica amorfa, logo, em pH 7-10
as particulas de silica sdo carregadas negativamente e permanecem
estabilizadas em meio aquoso por repulsdo eletrostatica®®. A silica produz os
mesmos produtos que as suas nanoparticulas, pois hidrolisa em meio aquoso e

forma produtos ndo téxicos excretados via eliminagdo renal®:23.10,

Farmacos em nanoparticulas de SiO2M oferecem muitas vantagens em
comparacao aos farmacos isolados. Umas das vantagens séo efeitos colaterais
minimizados, maior eficacia terapéutica, melhor biodisponibilidade, liberacdo
controlada, possibilidade de incorporar outras funcdes, distribuicdo direcionada
e carregamento de mais de um farmaco, o que possibilita combinar

terapias®-91.99,

Como ja informado anteriormente, a curcumina tem baixa solubilidade em
valores de pH entre 1,2 e 7,4, que sao valores de pH fisioldgico do trato
gastrointestinal. E como um adicional problematico, a curcumina possui baixa
biodisponibilidade oral e meia-vida curta, uma vez que ocorre rapido catabolismo
pré-sistémico na parede intestinal. Para superar os problemas apresentados, as
nanoparticulas de SiO2M é uma boa alternativa para melhorar a
biodisponibilidade da Cur®. A Cur foi um dos farmacos ja associados com
sucesso em silica mesoporosa através de interacfes eletrostéticas, hidrofébicas

e de van der Waals, além de ligacGes de hidrogénios®7:91:98,103,104,105,106,107,108,109

A casca ou nanoaprticulas de SiO:M também s&o uma excelente
combinagcdo com NPsAg. O motivo de existir um grande niumero de pesquisas
dedicadas ao desenvolvimento desses nanohibridos com SiO2M e NPsAg é pelo
fato de que as nanoparticulas metélicas puras terem grande limitacoes de
aplicacdo, uma vez que dependendo do meio podem agregar, sofrer oxidagao
ou outros efeitos indesejaveis e a SiO2M mantém as NPsAg estaveis, previne
contra mudancas morfologicas, mantendo tamanho e forma, além de conferir

biocompatibilidade e manter as propriedades
pa|Sm6nicaSS6,102,110,111,112,113,114,115,116,117_
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Como ja explicado anteriormente, a acao antibacteriana dos materiais
hibridos pode ser ativada por meio de um mecanismo sinérgico de transferéncia
de energia a partir da luz absorvida das NPsAg para a curcuminal!8119.120 A
partir disso, € possivel concluir que nanoparticulas de SiO2M é uma boa opcéao
para associar a curcumina e as NPsAg em um mesmo material. Assim, 0s
nanohibridos orgéanico-inorganicos produzidos a partir de SiO2M, NPsAg e Cur,
figura 6, permite ndo somente a juncao das propriedades antibacterianas dos

componentes, mas também um sinergismo para sua funcionalidade!?1:122.123,

| Nanohibrido SiO,M@NPsAg-1@Cur |

-
o ® o o o % o

%0 o °
o0 ®

| Legenda

«w» Nanoparticula de SiO,M

Figura 6. Representacéo dos nanohibridos produzidos a partir de SiO-M, NPsAg
e Cur. O nanohibrido SiO.M@NPsAg-1@Cur é composto por uma esfera de SiO,M com
NPsAg e Cur nos mesoporos. O nanohibrido SiOo-M@NPsAg-2@Cur € composto por
um nucleo de NPsAg revestido com SiO;M com Cur nos mesoporos Fonte: produzida

pela autora (2021).

2. OBJETIVOS

O objetivo geral é desenvolver nanoplataformas com potencial uso em
inativacao fotodinamica com foco em nanoparticulas de prata associadas com
silica mesoporosa, além disso explorar o uso LSPR de nanoparticulas de ouro.

Para isso, 0s objetivos intermediérios sao:

e Sintetizar e caracterizar as nanoplataformas SiO2M@NPsAg-1 e
SiIO2M@NPsAg-2;

e Avaliar nanoestruturas de ouro com forma e tamanho controlados.
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3. METODOLOGIA EXPERIMENTAL
3.1. Sintese da nanoplataforma SiO2M@NPsAg-1.

3.1.1. Sintese de nanoesferas de prata via nucleagéo e crescimento.
Reagentes: Acido tanico (Synth), citrato de sodio (Synth) e nitrato de prata
(Qhemis).

As NPsAg-1 foram sintetizadas de acordo com o protocolo de sintese
descrito por Bastls et al. (2014)*?4. Foram utilizadas solucdes de &cido tanico
0,025 mM e citrato de s6dio 5 mM. Ambas solucdes foram preparadas com agua
miliQ, misturadas, resultando em 100 mL de volume total. A mistura foi mantida
sob agitacdo e aquecimento de 118°C, apds atingir inicio da ebuli¢cdo, adicionou-
se 1 mL de solucéo de nitrato de prata 25 mM, mantendo as condi¢cdes de
agitacao e aquecimento por 15 minutos apés adicao do precursor de prata. Em
seguida, o balao foi transferido para um banho de gelo e a suspensao resultante
de NPsAg-1 foi guardada em um frasco de vidro escuro e mantida em

refrigeracdo para uso posterior.

3.1.2. Sintese de nanoesferas de SiO2M via sol-gel.

Reagentes: Brometo de cetil trimetilamonio, CTAB >99% (Sigma Aldrich),
octano >99% (Sigma Aldrich), monémero de estireno (Neon), lisina >98%
(Sigma Aldrich), tetraetoxisilano, TEOS 98% (Sigma Aldrich), dicloridrato de
2,20-Azobis (2-metilpropionamidina), AIBA >97% (Sigma Aldrich) e hidréxido de
soédio NaOH >98% (Sigma Aldrich).

As nanoesferas de SiO2M foram sintetizadas conforme adaptacdo do
protocolo descrito por Nandiyanto et al. (2009)%%. Foram dissolvidos 0,202 g de
CTAB em 60 mL de agua miliQ, mantendo a 60°C durante 30 minutos em
atmosfera de N2 sob agitagdo. Em seguida, foram adicionados
subsequencialmente 18,6 mL de octano, 35 puL de mondmero de estireno
previamente lavado com solucdo de NaOH 2,5 M (1 mL, trés vezes), 0,04605 g
de lisina, 2,14 mL de TEOS e 0,06725 g de AIBA. A reacdo prosseguiu a 60°C
durante 3 horas sob atmosfera de N2. Apés, o aquecimento foi interrompido e a
suspensao foi arrefecida até atingir a temperatura ambiente. A suspenséo foi
mantida em decantacdo por uma noite, cerca de 12 h, as particulas foram

separadas por centrifugagcao a 15000 rpm e lavadas com etanol cinco vezes sob
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mesma condicao de centrifugacéo. Por fim, as nanoparticulas de SiO2M obtidas

foram submetidas a tratamento térmico a 500°C em condi¢des atmosféricas.

3.2. Sintese da nanoplataforma SiO2M@NPsAg-2.

3.2.1. Sintese de nanoesferas de prata via nucleacao e crescimento.

Reagentes: Acetona 99,5% (Synth), &lcool etilico puro >99,5% (Sigma
Aldrich), etilenoglicol >99% (Sigma Aldrich), nitrato de prata >99,0% (Sigma
Aldrich) e polivinilpirrolidona, PVP (Sigma Aldrich).

As NPsAg-2 foram feitas de acordo com adaptacdo do protocolo de
sintese descrito por Zhao et al. (2010)*?5. Misturou-se 1,7 g de PVP e 10 mL de
etilenoglicol. A solucéo foi deixada sob agitacdo e aquecimento a 160° por 30
minutos. Na sequéncia, uma solucdo com 0,2040 g de AgNOs e 12 mL de
etilenoglicol foram misturadas, sendo 10 mL dessa solucdo gotejada durante 5
minutos na solucao anterior. A reacéo prosseguiu nessas condi¢cdes por 4 horas,
depois foi arrefecida até a temperatura ambiente.

Em seguida, adicionou-se 3 volumes de acetona para 1 volume de
suspensao resultante, ou seja, 60 mL de acetona. Depois, a suspensao foi
centrifugada a 8000 rpm durante 30 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi lavado duas vezes com agua Mili-Q sob as mesmas condicdes e,

finalmente, disperso em agua Mili-Q.

3.2.2. Revestimento do nucleo de prata com silica mesoporosa via sol-gel.
Reagentes: APTS 99% (Sigma Aldrich), solucéo de silicato de sédio 40° -

42° Bé (Fisher Chemical), TEOS >99,0% (Sigma Aldrich), NaOH >98,0% (Sigma

Aldrich), CTAB >99% (Sigma Aldrich) e &cido cloridrico, HCL 37% (Synth).

O recobrimento com silica mesoporosa foi realizado de acordo com
adaptacdo do protocolo de sintese descrito por Ung, Liz-Marzan e Mulvaney
(1998) e Zhou et al. (2012) em trés etapas!?’128,

Etapa 1: As NPsAg-2, cerca de 4 mL de suspenséo, tiveram pH ajustado
para 5 com solugéo de HCI 0,1 M. 150 pL de solugado de APTS 0,54 mM em
etanol foi preparada a fresco e adicionada a suspenséo de NPsAg-2 sob agitagéo
vigorosa durante 30 minutos e sem aquecimento. Apos, 471 uL de solucéo de
silicato de so6dio com pH = 10-11 foi adicionado a mistura sob agitacéo vigorosa
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para produzir uma fina camada de silica amorfa nas NPsAg-2. A disperséo
resultante, com pH 8 — 9, foi agitada durante 48 horas para polimerizagao de
silica sobre a superficie das NPsAg-2. A disperséo foi entdo centrifugada a 5000
rpm (forca de 3024 g) por 20 min e o sobrenadante foi descartado para remover
os ions de silicato que nao reagiram. As nanoparticulas foram re-dispersas em

10 mL de mistura de etanol / 4gua a 4: 1 v/v.

Etapa 2: As nanoparticulas foram submetidas a agitacéo e adicionado 160
uL da solucéo de 10% de TEOS em etanol. Em seguida, 100 pL de NaOH 0,1 M
foram adicionados e seguidos de agitacdo vigorosa por 24 h a temperatura
ambiente para permitir o crescimento da casca de silica. As nanoparticulas foram
coletadas por centrifugacdo a 5000 rpm durante 20 min, o sobrenadante foi
removido e as particulas re-dispersas em 12 mL 1:11 v/v de mistura de

etanol/agua.

Etapa 3: Para tornar as nanoparticulas da etapa 2 em particulas com
casca mesoporosa foi adicionado 70 pL de NaOH 0,1 M e 140 pL de CTAB 0,1
M a temperatura ambiente sob agitacdo durante 15 minutos. Em seguida, a
suspensao foi deixada durante 2 horas em banho de 6leo a 90°C sob agitacéo.
As nanoparticulas finais foram recuperadas por centrifugacdo a 5000 rpm
durante 20 minutos. O sobrenadante foi descartado, sendo adicionado no
precipitado alcool etilico puro para lavagem. Apds centrifugacdo a 5000 rpm
durante 20 minutos, as nanoparticulas foram recuperadas e aquecidas em um
forno ao ar a 100°C por 2 horas e depois a 500°C por 1 hora para remover 0s

componentes organicos da casca mesoporosa.

3.2. Sintese de nanoparticulas de ouro (NPsAu).

Reagentes: CTAB >99% (Sigma Aldrich), cloreto de ouro Ill, HAuCls
99,99% (Sigma Aldrich), borohidreto de sodio, NaBH4 97,0% (Nuclear), cloreto
de n-hexadeciltrimetilamonio, CTAC 98% (TCI America) e acido L-ascoérbico, AA
99% (Synth).

As NPsAu foram feitas de acordo com o protocolo de sintese descrito por
Zheng et al. (2013)*2°. Misturou-se sequencialmente 5 mL da solugdo aquosa de
CTAB 200 mM e 5,0 mL de HAuCls 0,5 mM. Em seguida, foi acrescentado 0,6
mL de solucéo aquosa de NaBH4 100 mM preparada previamente e mantida em
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agua com gelo. Deixou-se a mistura sob aquecimento a 27°C durante 3 horas

para dar origem as sementes de ouro.

Apoés, em outro recipiente, adicionou-se 2 mL de CTAC 200 mM, em
seguida 1,5 mL de AA 100 mM, 2 mL de HAuCl4 0,5 mM e 100 pL de sementes
preparadas anteriormente. A mistura foi deixada sob aquecimento a 27°C
durante 10 minutos para formacdo das particulas de ouro. O precipitado
contendo as NPsAu foi obtido por centrifugacdo a 14500 rpm durante 30 minutos
e lavado uma vez com agua MiliQ nas mesmas condi¢des, sendo dispersado em

agua MiliQ.

3.3. Sintese de nanobastdes de ouro (NBsAu).
Reagentes: CTAB >99% (Sigma Aldrich), HAuCls 99,99% (Sigma
Aldrich), NaBH4 97,0% (Nuclear) e AA 99% (Synth).

Os NBsAu foram feitos de acordo com adaptacéo do protocolo de sintese
descrito por Zhou et al. (2012)'?8, Em um frasco colocou-se 5 mL de solucéo
aguosa CTAB 200 mM e adicionou-se 5,0 mL de solu¢cdo aquosa HAuCls 0,5
mM. Em seguida, foi acrescentado 0,6 mL de solugdo NaBHs4 100 mM
previamente preparada e mantida em agua com gelo, resultando em uma
suspensdao marrom. Depois, deixou-se a mistura sob aquecimento de 27°C

durante 3 horas, tendo como resultado as sementes de ouro.

Na etapa seguinte, foram utilizados trés balGes de vidro (A, B e C) em
banho de 4gua a 30°C e sob suave agitacdo. Dessa forma, foram adicionados

0S seguintes reagentes em cada baléo:

- Baldo A: 3 mL de solugéo de HAuCIs 2,5.10% M, 3 mL de AA 5,6.10* M
e 3mL de CTAB 0,1 M.

- Baldo B: 6 mL de solugéo de HAuCls 2,5.10“4 M, 6 mL de AA 5,6.10* M
e 6 mL de CTAB 0,1 M.

- Baldo C: 60 mL de solucéo de HAuCls4 2,5.104 M, 60 mL de CTAB 0,1 M
e 60 mL de AA5,6.10* M.

No balédo A foi adicionado 1 mL das sementes de ouro. Apos 15 segundos,
2 mL da suspenséao do baléo A foi adicionado ao baldo B. Depois de 30 segundos

toda a suspensao do baldo B foi adicionada ao baldo C. Ap6s 5 segundos, a
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suspensao resultante do baldo C foi deixada imével a 30°C por uma noite, cerca
de 12 horas.

Toda suspensao resultante, 200 mL, foi submetida a separacéo e lavagem
do precipitado. A obtencao do precipitado foi feita por centrifugagéo a 7500 rpm
durante 6 minutos, sendo feita a lavagem com agua MiliQ nas mesmas
condicBes, assim, o precipitado resultante foi dispersado em agua MiliQ para uso

posterior.

4. METODOLOGIA DE CARACTERIZACAO

4.1. Espectroscopia de absorcado naregido do UV-Vis:

Os espectros de absorcdo dos nanomateriais foram medidos usando
espectrofotometro Agilent Technologies Cary 60 UVVis na faixa de comprimento
de onda de 200 a 800 nm do Laboratério Foténicos do Instituto de Quimica —

UNESP, Campus de Araraquara.

4.2. Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR):

O espectro FTIR foi obtido via espectrometro FT-IR ALPHA BRUKER em
modo Reflectancia Total Atenuada (ATR), 64 varreduras com porcentagem de
transmitancia (%T) e faixa espectral de 4000 a 400 cm™ no Laboratério de
Bioprocessos e Biotecnologia na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas —

UNESP, Campus de Araraquara.

4.3. Potencial zeta e medidas de espalhamento dinamico de luz (DLS):

O potencial zeta e a distribuicdo de tamanho das particulas foram medidos
em triplicata a temperatura ambiente usando o equipamento Zetasizer Nano
Series ZS90 do Laboratério de Farmacotécnica e Tecnologia Farmacéutica da

Faculdade Ciéncias Farmacéuticas — UNESP, Campus de Araraquara.

4.4. Microscoépio eletrénico de transmissao (MET):

A morfologia dos nanomateriais foram estudadas usando microscopia
eletrbnica de transmissdo (MET) no Microscopio Eletronico de
Transmisséo (PHILIPS; modelo CM 200 SUPER TWIN) operando em 120 KW
do CCDPN-SisNano do Instituto de Quimica — UNESP, Campus de Araraquara

e também no equipamento FEI Tecnai T20 operando em 200 kV.
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4.5. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV):

A morfologia dos nanomateriais também foram obtidas via medidas de
imagem MEV no equipamento Marca JEOL, modelo JSM-7500F e analise
quimica (energy dispersive spectroscopy - EDS) Thermo Scientific, modelo Ultra
Dry, com software de operacdo NSS 2.3., que se encontra no Laboratério de
Microscopia Eletrdnica de Alta Resolucdo (MEV-FEG) no Centro de
Caracterizacao e Desenvolvimento de Protocolos em Nanotecnologia do Instituto

de Quimica — UNESP, Campus de Araraquara.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Sintese da nanoplataforma SiO2M@NPsAg-1.
5.1.1. Sintese das NPsAg-1.

A suspensdo resultante da sintese descrita no item 3.1.1. apresentou
coloracdo amarela amarronzada, figura 7, sendo um indicativo de que o nitrato
de prata, precursor de prata, foi reduzido pelo citrato de sédio com possivel

formacéo de NPsAg-154124,

Figura 7. Baldo contendo a suspenséo resultante de NPsAg-1.
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Figura 8. Espectroscopia na regido do UV-Vis das NPsAg-1. A diluicdo foi
realizada com 400 pL da suspensédo de AgNPs-1 e 1,8 mL de agua miliQ.

A espectrometria de absorcéo na regido do ultravioleta visivel (UV-Vis),
figura 8, mostra uma Unica banda de absor¢cdo da amostra de NPsAg-1, que
apresentou um pico maximo de absorcdo em 398 nm, caracteristico de

nanoesferas de prata, 0 que novamente sugere sua formacao?*.

Figura 9. Micrografias MET da suspenséo de NPsAg-1.

Com as micrografias MET, figura 9, foi possivel verificar que houve
formacdo de particulas esféricas de prata, resultado que corrobora com o
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espectro de absorcao da figura 8. Além da morfologia, a figura 9 também revela

que o tamanho médio das NPsAg-1 é de 10 nm.
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Figura 10. Medidas referentes ao raio hidrodindmico das NPsAg-1.
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Figura 11. Medidas referentes ao potencial zeta das NPsAg-1.

As medidas de DLS, figura 10, revelaram raio hidrodindmico médio para
as NPsAg-1 de 22 nm e indice de polidispersividade (Pdl) médio de 0,4. Na figura
11, as medidas de potencial zeta médio € de -36,8 mV. O potencial zeta das
NPsAg-1 com alta carga negativa indica que os ions citratos ndo s atuam como
agente redutor durante a sintese, mas também sdo responsaveis pelo

revestimento das particulas, o que impede a agregacdo®®.

A partir das analises feitas refentes as NPsAg-1, o tamanho médio de 10
nm e a forma esférica levaram a uma banda de absor¢cdo em 398 nm, sendo uma
faixa interessante de absorcdo, uma vez que coincide com a faixa de absorcéao

da Cur em torno de 410 a 430 nm*45 Esses dados sdo importantes, pois
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mostram a possibilidade de que ao combinar as NPsAg-1 com curcumina podera
haver o efeito MEO, um aumento do rendimento quantico do farmaco e maior
producédo de ERO®?,

5.1.2. Sintese de nanoesferas de SiO2M.

As particulas de SiO2M foram sintetizadas ao utlizar TEOS como
precursor de silica, octano como fase hidrofébica, monémero de estireno como
molde, AIBA como o iniciador da polimerizacdo do estireno, CTAB como
surfactante e molde, além de lisina como catalisador. Assim, as nanoparticulas
de SiO2M resultante da sintese descrita no item 3.1.2. foram submetidas a
algumas caracterizacdes, apresentando coloracao branca como mostra a figura
12.

Figura 12. Eppendorfs contendo as particulas resultantes de SiO;M.

Uma das caracterizagOes realizadas foi a MET a fim de verificar morfologia
e tamanho das particulas. A figura 13 mostra a micrografia MET das particulas,
o que confirmou a obtencdo de nanoesferas de SiO2M com diametro médio de

50 nm e indicios de mesoporos.
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Figura 13. Micrografias MET das nanoesferas de SiO.M.
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Figura 14. Medidas referentes ao raio hidrodinamico das nanoesferas de SiO,M.
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Figura 15. Medidas referentes ao potencial zeta das nanoesferas de SiO;M.

As medidas exibidas na figura 14 revelam que as nanoesferas de SiO2M
possuem raio hidrodinamico médio de 268 nm e Pdl 0,6. A partir da figura 15 é
possivel obter informacdo da carga superficial da particula, com potencial zeta
médio de -19,4 mV.
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Figura 16. Espectro FTIR referente as nanoesferas de SiO;M.

Também foi realizada analise via FTIR, figura 16. Pelo espectro FTIR foi
possivel verificar a presenca de grupos Si—O-Si em 1075 cm™ e Si-OH em 3400
cml, visto que na literatura esses grupos se encontram préximos as faixas de
1200-1400 cm™ e 3200-3400 cm™, respectivamente!3®, Além disso, também
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verificou-se que o tratamento térmico foi efetivo na remocdo do molde
poliestireno, uma vez que ndo consta picos caracteristicos (grupos alquil CnHz2n+1
na faixa de 2800-2900 e 2900-3000 cm™) no espectro e também ndo ha picos
caracteristicos de CTAB (ligacdes C—H na faixa de 2700-2900 cm-?), indicando
gue os poros estao livres para receber a Cur e as NPsAg-1 apos funcionalizacéo

da superficie®3125,

5.2. Sintese da nanoplataforma SiO2M@NPsAg-2.
5.2.1. Sintese das NPsAg-2.

A coloracdo marrom da suspencdo das NPsAg-2 na figura 17 revela
possivel formacéo de nanoesferas de prata®*1%¢, De acordo com Zhao, T et al.
(2010), o etilenoglicol decompde, liberando agua e formando acetaldeido. Assim,

a Ag* é reduzida pelo acetaldeido a AgP *26.
Reacdes envolvidas na sintese:
HO—(CH)2—OH@gq — CH3CHOq + H20,

Ag*@g + CH3CHO@g — Ag¥ag)

|
[ |

Figura 17. Frasco contendo a suspensao resultante de NPsAg-2.
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Figura 18. Espectroscopia na regido do UV-Vis das NPsAg-2. A diluicdo foi
realizada com 5 pL da suspensédo de AgNPs-2 e 3 mL de agua miliQ.

Apesar de ser obtido uma suspensdo marrom, algumas caracterizacdes
foram necessérias para confirmar a formacdo de nanoesferas de prata. A
espectrometria de absor¢cédo na regido do UV/Vis foi a primeira caracterizacéo
realizada, figura 18. O fato do espectro mostrar apenas uma banda de absorcéo
revela a possivel formacdo de nanoesferas de prata com um pico maximo de

absorcdo em 414 nm.
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Figura 19. Medidas referentes ao raio hidrodindmico das NPsAg-2.



51

Distribuigao Potencial Zeta

400000 .................... . ................... I ................... :. R R :

o 300000 T e g e

= : | : : :
2

R PSR 1 e,

S 200000 - . : :
8

c . | . . .

o] . I\ . . .

o 100000 .................... ............ ,: ..... ................... .

0 + s + 4

-100 0 100 200
Potencial Zeta Aparente (mV)

Figura 20. Medidas referentes ao potencial zeta referente as NPsAg-2.

As medidas de DLS, figura 19, revelaram raio hidrodinamico médio para
as NPsAg-2 de 155 nm e indice de polidispersividade (Pdl) médio de 0,068 com
potencial zeta médio de -23,9 mV, figura 20. Os valores de potencial zeta das
NPsAg-2 sugerem que a carga negativa proporciona repulsdo entre as

nanoparticulas, o que Ihe confere uma estabilidade coloidal razoavel**°,

Figura 21. Micrografias MET da suspenséo de NPsAg-2.

Na figura 21 é possivel verificar que ha particulas com tamanhos variados

entre 10 e 90 nm e formatos quase esféricos.
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A partir das analises feitas refentes as NPsAg-2, o tamanho e a forma
esférica levaram a uma banda de absorcdo em 414 nm, sendo uma faixa de

absorcdo que coincide com a da curcumina em torno de 410 a 430 nm#44,

5.2.2. Sintese das SiO2M@NPsAg-2.
As particulas de SiO2M@NPsAg-2 da figura 22 apresentaram coloragado
marrom, sendo um indicativo da presenca de NPsAg-2 com coloracdo também

marrom como mostra a figura 17.

Figura 22. Eppendorf contendo SiO.M@NPsAg-2 em po.
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Figura 23. Espectroscopia na regido do UV-Vis das SiO.M@NPsAg-2. A diluicdo
foi realizada com 20 pL da suspensao de SiO.M@AgNPs e 3 mL de agua miliQ.

As NPsAg-2 isoladas mostraram um pico maximo de absor¢édo em 414 nm
e depois de serem recobertas com SiO2M a maxima absor¢do passou a ser em
428 nm, figura 23. Ao revestir as NPsAg-2 com uma casca de SiO2M ocorre uma
mudanca para o vermelho na LSPR, isso pode ser explicado pelo aumento do
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indice de refracéo local, além de uma redistribuicdo do campo elétrico préximo

que é mais concentrado proxima a camada de silica®®.

Figura 24. Micrografias MET das SiO.M@NPsAg-2.

A figura 24 revela que as particulas NPsAg-2 foram revestidas com SiO2M
e que a espessura da camada de SiO2M que cresceu ao redor das particulas de
prata possuem cerca de 10 nm.

Esses dados sdo importantes, pois mostram que as particulas de prata
foram de fato revestidas com uma casca de silica e mesmo apdés revestimento a
absorcdo maxima em 428 nm ainda se manteve na faixa de absorcédo que
coincide com a da Cur em torno de 410 a 430 nm**4°, Dessa forma, os dados
indicam a possibilidade de ocorrer o efeito MEO, um aumento do rendimento
quantico do farmaco e maior producdao de ERO ao combinar o nanomaterial

SiO2M@NPsAg-2 com a Cur na superficie e poros da casca da silica®’.

5.3. Sintese de NPsAuU.

As reacdes envolvidas na sintese incluem as reacdes 1, 2, 3 e 4 a seguir:



54

Reacdo 1. HAUCIls (ag) + 4CTAB (aq) «— CTA*[AUBr4] (ag) + 4Cl (aq) +
3CTA" (aq) + H* (aq)

Reacdo 2: CTA[AUBI4] (agq) + NaBHa (aq) — Au®(sementes) (ag) + B(OH)3 (ag)
+ NaBr (ag) + H* (aq)

Reacéo 3: HAUCI4 (ag) + CeHsO6 (aq) — Au° (aq) + CeH606 (aq) + 2HCI (aq)
Reacdo 4: Au® ag) + Au’(sementes) (aq — Nanoesferas de ouro

As reacdes 1 e 2 ocorreram em recipiente separado das reacdes 3 e 4.
Na reacdo 1 foi utilizado HAuCla como precursor de ouro e CTAB como
surfactante para formar um complexo de coloragédo amarela, CTA*[AuBr4], figura
25. A).

Figura 25. A) Frasco contendo complexo CTA*[AuBr.]" & esquerda e B) frasco

contendo sementes de ouro a direita.

Em seguida, na reagdo 2 ocorreu a nucleacao das particulas, o complexo
de ouro foi reduzido a Au® pelo agente redutor NaBH4, sendo a etapa que
produziu as sementes de ouro em suspensao de coloracdo marrom, figura 25.B).
A reacdo 3 incluiu a reducéo do precursor de ouro a Au® pelo agente redutor AA.
Logo depois, na reacdo 4, a adicdo das sementes de ouro promoveu O
crescimento das particulas para formarem uma suspensao vermelha contendo
as NPsAu, figura 26.
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Figura 26. Eppendorfs contendo a suspenséo de NPsAu.
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Figura 27. Espectroscopia na regido do UV-Vis das NPsAu.

A banda de absor¢édo da amostra NPsAu apresentou um pico maximo de
absorcdo em aproximadamente 520 nm, figura 27, caracteristico das NPsAu, o
que indica sua formacdo. Além disso, a presenca de uma unica banda de
absorcdo nessa regido do espectro sugere um formato esférico de

nanoparticula?®.
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Figura 28. Medidas referentes ao raio hidrodindmico das NPsAu.
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Figura 29. Medidas referentes ao potencial zeta das NPsAuU.

Para melhor compreender a distribuicdo de tamanho das NPsAu foram
feitas medidas por DLS, figura 28, com raio hidrodinamico médio de 23 nm e PdlI
meédio de 0,32. Na figura 29 ha trés medidas com potencial zeta médio igual a
41,2 mV, sendo que o sinal positivo € devido as moléculas de CTA na superficie
das particulas!®.

Figura 30. Micrografias de MET referente as NPsAu.

As imagens MET observadas na figura 30 confirmaram a obtencdo de
nanoesferas de ouro monodispersas com diametro médio de 9,9 nm,
corroborando com a andlise de espectroscopia de absor¢cédo na regido do UV-
Vis.

As NPsAu mostraram uniformidade em relacdo ao tamanho e forma e com
a funcionalizagdo da superficie das nanoesferas de SiO2M descritas no item
3.1.2., as NPsAu sédo uma excelente opgéo para serem inseridas em seus poros
e superficie, podendo ser combinadas com farmacos com faixa de absor¢ao
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proxima as das NPsAu com possivel aplicacdo em PDI, visto que existem
estudos que mostram que o uso de NPsAu aumentam a eficacia dos farmacos a

elas aSSOCiadaS]'SZ’133'134’135’136’137.

5.4. Sintese de NBsAu.
As reacdes envolvidas na sintese de NBsAu séo:

ReaQéO l HAUCI4 (aq) + 4CTAB (aq) D E— CTA+[AUBI’4]' (aq) + 4CI- (aq) + 3CTA+ (aq)

+ H ag)

Reacéo 2: CTA[AUBI4] (aq + NaBHa @ag) — Au®(sementes) (g + B(OH)3 (aq) + NaBr

(aq) + H" (aq)

Reacdo 3: HAUCls4 (aq) + 4CTAB (aq) «— CTA*[AUBrs4] (aq) + 4Cl" (aq) +
3CTA" (ag) + H" (ag)

Reacdo 4: CTA*[AUBr4] (ag) + CeHsOs (ag) — AU° (aq) + CeHeOs (ag) + 4 BrI-

(aq)

Reacdo 5: Au® @q + Au’(sementes) @q — Nanobastées de ouro em

crescimento

As reacles 1 e 2 sao referentes a mesma etapa de sintese utilizada para
obtencdo das sementes de ouro descritas no item 5.3. A reacdo 3 incluiu a
formacao do complexo CTA*[AuBTr4], depois ocorrendo reducédo do precursor de
ouro a Au® pelo agente redutor AA, reacédo 4. Logo depois, na reagdo 5, a adicédo

das sementes de ouro promoveu o0 crescimento das particulas para formarem

uma suspensédo roxa contendo as NBsAu, figura 31.

Figura 31. Frascos contendo a suspenséo de NBsAu.
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Foi realizada medida de espectrofotometria na regidao do UV-Vis das
amostras com coloracdo roxa referentes a figura 31, obtendo-se uma banda de
absorcdo em aproximadamente 527 nm, figura 32. Porém, a banda de absor¢ao
caracteristica de nanobastfes de ouro possui dois picos em aproximadamente
520 nm e 863 nm?3.,
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Figura 32. Espectroscopia na regido do UV-Vis das NBsAu.

Para melhor compreender a distribuicdo de tamanho dos NBsAu foram
feitas medidas por DLS, com raio hidrodinamico médio predominante em 43 nm,
figura 33, e Pdl médio 0,61.
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Figura 33. Medidas referentes ao raio hidrodindmico das NBsAu.
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Figura 34. Medidas de potencial zeta das NBsAu.

As medidas de potencial zeta para os nanobastbes de ouro, figura 34,
permitiram obter potencial zeta médio igual a 59,1 mV, sendo que o sinal positivo
€ devido, provavelmente, as moléculas de CTA na superficie das particulas,

indicando boa estabilidade coloidal?®.

Como a medida de espectroscopia na regidao do UV-Vis mostrou apenas
um pico em 527 nm que seria caracteristico de NBsAu e ndo mostrou o outro
pico caracteristico em 863 nm, realizou-se imagens de MEV observadas nas
figuras 35 e 36.

— 100nm IQ-UNESP 8/6/2019
X 120,000 10.0kV COMPQ SEM WD 8.3mm 4:55:18

Figura 35. Imagens MEV da suspensao de NBsAu.
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I 100nm IQ-UNESP 8/6/2019
X 200,000 10.0kV COMPO SEM WD 8.3mm 5:05:39

Figura 36. Imagens MEV da suspensao de NBsAu com tamanhos de largura e

didmetro mensurados.

As imagens MEV da figura 35 confirmaram a obtencdo de nanoesferas,
nanocubos, nanotriangulos e majoritariamente NBsAu. A figura 31 complementa
a figura 34 e o espectro de absorcdo na regidao do UV-Vis dos NBsAu, uma vez
gue evidencia de fato a formacao de nanobastdes com diametros entre 13,9 nm

e 16,2 nm e comprimentos entre 151 nm e 250 nm, figuras 36.

Os NBsAu obtidos podem ser também uma alternativa de particulas
metalicas que podem ser revestidas com casca de SiO2M a partir da adaptacao
da sintese descrita no item 3.2.2, permitindo inserir em seus poros farmacos com
faixa de absor¢do préoxima as dos NBsAu com possivel aplicacdo em PDI, uma
vez que ha estudos que mostram que NBsAu melhoram a eficacia do farmaco a

eles associad 08138’139’140’141’142’143.

6. CONCLUSAO

Diante do cenario atual, em qua ha um crescente aumento de bactérias
resistentes aos antimicrobianos convencionais, a PDI tornou-se uma estratégia
alternativa para superar tal problema, uma vez que se trata de uma terapia

antimicrociana com baixa probabilidade de desenvolver resisténcia nas bactérias
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alvo. Contuto, muito dos FS utilizados em PDI, como a Cur, possuem baixa
disponibilidade em meio aquoso e bioldgico, além de efeito quantico reduzido,
diminuindo a eficacia da terapia. A fim de melhorar a disponibilidade da Cur
foram utilizadas estruturas de SiO2M e NPsAg para aumentar a taxa de excitagdo
do FS para o estado tripleto e com isso, maior producdo de oxigénio singleto e

ERO téxicas para as bactérias.

Os resultados fornecem conhecimentos para explorar o uso do LSPR
promovido por nanoparticulas metalicas, com foco em nanoesferas de prata,
NPsAg-1 e NPsAg-2, utilizando SiO2M como nanocarreador a fim de melhorar a
eficacia antibacteriana da Cur, com opc¢ao de incorporacao nas esferas de SiO2M
(SiO2M@NPsAg-1) ou estrutura nucleo/casca (SiO2M@NPsAgQ-2).

As NPsAg-1 apresentaram tamanho médio de 10 nm e forma esférica com
banda de absor¢cdo maxima em 398 nm. As andlises feitas refentes as NPsAg-2
mostraram tamanho de 10 a 90 nm e forma esférica que levaram a uma banda
de absor¢cdo maxima em 414 nm e depois de serem recobertas com casca de
SiO2M com espessura de 10 nm, SiO2M@NPsAg-2, a maxima absor¢cdo passou
a ser em 428 nm. Ambas particulas, NPsAg-1 e NPsAg-2 possuem uma faixa de
absorcdo que coincide com a da Cur em torno de 410 a 430 nm, inclusive o
nanomaterial SIO2M@NPsAg-2. Esses dados sdo importantes por mostrarem a
possibilidade de que ao combinar as NPsAg-1 e SiO2M@NPsAg-2 com a Cur
podera haver o efeito MEO, um aumento do rendimento quantico do farmaco e

maior producéo de oxigénio singleto e ERO.

O raio hidrodinAmico médio para as NPsAg-1 foi de 22 nm e Pdl médio de
0,4, com potencial zeta médio de -36,8 mV, o que revela alta estabilidade colidal.
Para as NPsAg-2, o raio hidrodinamico foi de 155 nm e Pdl médio de 0,068 com
potencial zeta médio de -23,9 mV. As particulas NPsAg-2 apresentaram maior
variacdo de tamanho do que as NPsAg-1, mas apesar disso os valores de

potencial zeta das NPsAg-2 sugerem uma estabilidade coloidal razoavel.

As nanoesferas de SiO2M mostraram diametro médio de 50 nm, raio
hidrodindmico médio de 268 nm e Pdl 0,6 com potencial zeta médio de -19,4 mV.
Pelo espectro FTIR foi possivel verificar a presencga de grupos Si—O-Si e Si—OH

e verificou-se que o tratamento térmico foi efetivo na remoc¢do do molde, uma
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vez que ndo houve picos caracteristicos de poliestireno e CTAB no espectro,
indicando que os poros estdo livres para receber a Cur e as NPsAg-1 apos

funcionalizacdo da superficie.

Além disso, foi proposto a exploracdo do uso LSPR provenientes de
particulas de ouro, NPsAu e NBsAu, associadas a estruturas de SiO2M para
melhoria da eficacia de outros farmacos. As NPsAu apresentaram tamanho
esférico regulares, diametro médio de 9,9 nm, boa monodispersividade, espectro
com maxima absor¢cdo em 520 nm, raio hidrodinamico médio de 23 nm e PdI
médio de 0,32, com potencial zeta médio igual a 41,2 mV, indicando boa
estabilidade coloidal. Os NBsAu obtidos possuem diametros entre 13,9 nm e
16,2 nm e comprimentos entre 151 nm e 250 nm, raio hidrodinamico médio
predominante em 43 nm, Pdl médio de 0,61 e potencial zeta médio igual a 59,1

mV, evidenciando que a suspensao coloidal é estavel.

A exploracdo do uso LSPR de nanoparticulas metalicas, NPsAg-1,
NPsAg-2, NPsAu e NBsAu associadas a estruturas de SiO2M como
nanocarreador de farmacos é uma nanoplataforma promissora para ampliar o
efeito antimicrobiano do farmaco e sua disponibilidade em meio bioldgico. Dessa
forma, espera-se que todo o estudo desenvolvido neste trabalho possa vir a ser

Gtil para otimizar protocolos PDI.

7. PERSPECTIVAS

As perspectivas incluem fazer caracterizacdes que complemente as
informacdes das nanoplataformas de SiO:M@NPsAg-1 e SiO2M@NPsAgQ-2.
Além disso, ampliar os estudos sobre nanoplataformas baseadas em SiO2M e
nanoparticulas de ouro, NPsAu e NBsAu, para expandir as possibilidades de

sinergismo para diferentes farmacos.
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