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RESUMO
Ha muito tempo a humanidade enfrenta diversas doengas ocasionas por infecgdes bacterianas.
A descoberta dos antibidticos mudou completamente a medicina moderna e prolongaram a
expectativa de vida humana. Contudo, abusos e utilizacao indevida de antibidticos ao longo
dos anos ¢ um dos fatores que leva a atingir a resisténcia bacteriana a niveis alarmantes. O
desenvolvimento de uma nova geragao de medicamentos anti-infecciosos utilizando produtos
naturais antimicrobianos ¢ bastante promissor, outra estratégia promissora para erradicar os
microrganismos ¢ a inativacao fotodinamica (IFD). Em vista disso, o presente trabalho teve
como objetivo sintetizar e caracterizar nanoparticulas (NPs) de quitosana carreando curcumina
(NPs Cur) para avaliar sua eficacia no processo de inativagao fotodinamica (IFD). As NPs Cur
foram caraterizadas por microscopia de forca atomica, espalhamento dindmico de luz e
potencial Zeta. Além disso as NPs-Cur obtiveram uma eficiéncia de encapsulaciao de 96%, e
uma liberacdo mais lenta em comparacdo a curcumina livre. Para a realizacdo dos ensaios
bioldgicos foram utilizadas as cepas Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Escherichia coli
(ATCC 25922). Elas foram divididas em dois grupos: (I) grupo irradiado e (II) grupo nao-
irradiado. O tempo de internalizagcdo das NPs foi de 1 hora. Os grupos irradiados de ambas as
cepas foram submetidos a 1 hora de iluminagdo com luz LED, no comprimento de onda de
450 nm (azul) e dose energética de 28,84 mW.cm™. As concentragdes de NPs Cur, 0,02
mg.mL"; 0,04 mg.mL"'; 0,08 mg.mL"!; Polaxamer 407 a 25 mg.mL"! e Quitosana + TPP a 1
mg.mL"!, para IFD foram testadas. Para realizar as analises morfologicas das cepas apds a IFD,
foram obtidas imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) e Criomicroscopia
Eletronica de Transmissdo (Crio-ME). Para avaliar a produgdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) utilizou-se o marcador fluorescente dihydroethidium (DHE) e monitorou a produgao
de EROs ao longo do tempo. As NPs Cur apresentaram efeitos fotodindmicos para as duas
cepas testadas, bem como induziram efeitos bactericidas nas concentragdes mais altas testadas.
Os resultados de MEV e Crio-ME mostraram que a [FD promoveu mudangas morfologicas
nas estruturas das paredes celulares das bacterianas, lisando as células. Os resultados obtidos
indicam que as NPs Cur possuem potencial para fotoinativagdo de bactérias e que esses

resultados estdo diretamente relacionados a produgdo de EROs.

Palavras chaves: nanoparticulas, quitosana, curcumina, inativacao fotodinamica, bactérias.
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ABSTRACT
For a long time, humanity has faced several diseases caused by bacterial infections. The
discovery of antibiotics completely changed modern medicine and extended human life
expectancy. However, abuse and misuse of antibiotics over the years is one of the factors that
leads to bacterial resistance reaching alarming levels. The development of a new generation of
anti-infective medicines using natural antimicrobial products is very promising. Another
promising strategy to eradicate microorganisms is photodynamic inactivation (PDI). In view of
this, the present work aimed to synthesize and characterize chitosan nanoparticles (NPs)
carrying curcumin (Cur NPs) to evaluate their effectiveness in the photodynamic inactivation
(PDI) process. Cur NPs were characterized by atomic force microscopy, dynamic light
scattering and Zeta potential. Furthermore, Cur-NPs achieved an encapsulation efficiency of
96%, and a slower release compared to free curcumin. To carry out the biological tests, the
strains Staphylococcus aureus (ATCC 25923) and Escherichia coli (ATCC 25922) were used.
They were divided into two groups: (I) irradiated group and (II) non-irradiated group. The NPs
internalization time was 1 hour. The irradiated groups of both strains were subjected to 1 hour
of illumination with LED light, at a wavelength of 450 nm (blue) and an energy dose of 28.84
mW.cm?. The concentrations of NPs Cur, 0.02 mg.mL!; 0.04 mg.mL"'; 0.08 mg.mL;
Polaxamer 407 at 25 mg.mL! and Chitosan + TPP at 1 mg.mL"! for IFD were tested. To perform
morphological analyzes of the strains after IFD, scanning electron microscopy (SEM) and
Transmission Electron Cryomicroscopy (Cryo-ME) images were obtained. To evaluate the
production of reactive oxygen species (ROS), the fluorescent marker dihydroethidium (DHE)
was used and the production of ROS was monitored over time. Cur NPs showed photodynamic
effects for the two strains tested, as well as inducing bactericidal effects at the highest
concentrations tested. The SEM and Cryo-ME results showed that IFD promoted
morphological changes in the structures of bacterial cell walls, lysing the cells. The results
obtained indicate that Cur NPs have the potential for photoinactivation of bacteria and that these

results are directly related to the production of ROS.

Key words: nanoparticles, chitosan, curcumin, photodynamic inactivation, bacteria.
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1 Introducao

1.1 Descobrindo os microrganismos

A descoberta dos microrganismos est4 associada a inven¢do do microscopio. A primeira
descricdo conhecida dos microrganismos foi relatada pelo matematico e historiador natural
inglés Robert Hooke, ele era um excelente microscopista. Em seu famoso livro, Micrographia
(1665), primeiro livro dedicado a observagdes microscopicas, ele ilustrou estruturas de
frutificagdo de bolores. O microscopista amador Antoni van Leeuwenhoek foi a primeira pessoa
a visualizar bactérias em 1676, enquanto estudava infusdes aquosas de pimenta, e relatou suas
observacdes em uma série de cartas enviadas a prestigiosa “Royal Society of London”, que as

publicou em 1684 (Figura 1) (MICHAEL T. MADIGAN et al., 2016).

Figura 1: O microscopio de van Leeuwenhoek; A) Réplica do microscopio de van
Leeuwenhoek; B) Desenhos de Leeuwenhoek, representando as bactérias.

A) Parafuso de ajuste B) D)
de foco b

Fonte: MICHAEL T. MADIGAN et al., 2016.

Foi no século XIX que aconteceu grandes avancos da microbiologia, no qual o cientista
alemao-polonés Ferdinand Cohn foi um dos grandes contribuidores, assim como o quimico
francés Louis Pasteur e o médico alemao Robert Koch, considerados dois gigantes no campo
da microbiologia (MICHAEL T. MADIGAN et al., 2016).

Louis Pasteur marcou o fim da teoria da geracdo espontanea, de dois milénios. Sua
descoberta da vacina contra a cdlera avidria pode ser considerada o nascimento da imunologia.
Uma das grandes realizagdes de Pasteur ocorreu em 1885 com a aplicagdo da primeira vacina
antirrabica em humano para curar uma doenca universalmente letal (BERCHE, 2012). Este foi

um dos feitos mais marcantes deste grande cientista.
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Koch criou métodos de cultivos artificiais que lhe possibilitaram a observacdo de
alteracdes nas bactérias ao longo do tempo. Além disso desenvolveu técnicas extremamente
refinadas de microscopia. Por mais que a teoria microbiana da doenga o tenha precedido ha
muito tempo, Koch foi o primeiro a vincular uma bactéria especifica a uma doenga especifica
(BLEVINS; BRONZE, 2010).

Os avangos no estudo e compreensdo da microbiologia tiveram grandes contribui¢des
destes cientistas entre outros. E ao longo dos anos, a microscopia € o sequenciamento genético
se tornaram tecnologias dominantes que contribuiram para a expansao ainda maior de
microbiologia (KUMAR et al., 2022).

Durante as duas ultimas décadas do século XIX, muitas bactérias foram isoladas e
designadas agentes etiologicos de doengas infecciosas humanas. Assim como acontece com
muitos casos na interface entre a causa e a terapia eficaz, a caracterizagdo de agentes
patogénicos ficaram a cargo de pesquisadores dedicados até que medicamentos com potencial
terapéutico se tornaram disponiveis. Este periodo vago antes do advento de curas adequadas
para infecgdes explica a origem da microbiologia clinica ou diagndstica. (ISENBERG, 2003).

Durante a segunda metade do século XX, surgiram diversas subdisciplinas fundamentais
e aplicadas a microbiologia. Elas abriram o caminho para a era contemporanea da microbiologia
molecular, na qual as ciéncias genOmicas ocupam uma posi¢cdo central (MICHAEL T.

MADIGAN et al., 2016).

1.2 Explorando o mundo microscdpio: caracteristicas das bactérias

As bactérias sdo organismos microscopicos procariontes, unicelulares, que nao
apresentam organelas membranosas (BRADSHAW; STAHL, 2016). Elas podem ser
encontradas em uma ampla variedade de ambientes, podendo ser aerdbicas ou anaerdbicas,
benéficas ou trazer maleficios para o ser humano, diversas areas sdo impactadas por esses
microrganismos como a agricultura, alimentagao, energia e meio ambiente de diversas maneiras
(MICHAEL T. MADIGAN et al., 2016).

A morfologia bacteriana é bastante diversificada (Figura 2), as principais formas sao
denominadas cocos, bacilos e espirilos, mas também existem outras que representam uma
grande por¢ao como, estrelas serpentinas, bigodes entre outras, embora indefinidas (MICHAEL

T. MADIGAN et al., 2016; VAN TEESELING; DE PEDRO; CAVA, 2017).
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Figura 2: Alguns tipos de morfologia bacteriana
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Fonte: Autora.

Dentre as formas de reprodugao bacteriana a fissao binaria € a mais comum ¢ mais bem

compreendida, como podemos observar na Figura 3. Em dado momento de crescimento das

bactérias as células dobram de massa e depois se dividem ao meio para producao de células-

filhas de tamanhos equivalentes(CHIEN; HILL; LEVIN, 2012).

Figura 3: Processo de reproducdo bacteriana através da fissao binaria.

Fissao binaria

Fonte: Autora
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As bactérias também podem ser classificadas em dois grandes grupos: Gram-positivas
e Gram-negativas. A colora¢dao de Gram realiza a distingao entre as bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas (YOSHIMURA; OGURA; ODA, 2023). As bactérias gram-positivas retém o
corante cristal violeta pds adicdo de um descolorante como o etanol em um tom quase roxo,
enquanto as bactérias gram-negativas retém o corante em menor grau ou nao retém e tém que
ser contrastadas com um segundo corante, Safranina ou fucsina aparecendo rosa ou

avermelhado (Figura 4), (ROHDE, 2019).
Figura 4: Coloracdo de Gram.
4 4
Cristal violeta ?/ Safranina 7
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.

Gram-positiva Gramegativa
Fonte: Autora.

Essa diferenca de reacdo a coloragdo de Gram deve-se as diferencas da parede celular
das células Gram-positivas e Gram-negativas (ROHDE, 2019). Nas bactérias Gram-negativas,
as células contam com a prote¢gdo que envolve uma membrana interna de bicamada
fosfolipidica, um espago periplasmatico com uma camada de Peptideoglicano € uma membrana
externa formada de folhetos assimétricos de fosfolipidios e lipopolissacarideos (VAIWALA et
al., 2020).

As bactérias Gram-positivas ndo possuem membrana externa, elas constituem uma
parede celular de estrutura rigida e espessa, composta por multiplas camadas de
Peptideoglicano que envolvem a membrana citoplasmética (ZHANG et al., 2023). Ambas
classes de bactérias possuem uma camada de Peptideoglicano, a diferenca se da na espessura,

sendo a das Gram-positivas bem mais espessas do que as das Gram-negativas (ROHDE, 2019).
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Devido a esta diferenca na estrutura celular (Figura 5), de maneira geral espera-se que
as bactérias Gram-positivas sejam mais faceis de serem inativadas pelos antibidticos do que as

Gram-negativas(ZHANG et al., 2023).
Figura 5: Paredes celulares de bactérias. A) e B) Diagramas esquematicos de paredes

celulares gram-positivas e gram-negativas, respectivamente. A foto no centro mostra células de

Staphylococcus aureus e Escherichia coli, apds a coloragdo de Gram.
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Fonte: MICHAEL T. MADIGAN et al., 2016.

As paredes celulares bacterianas exigem uma atenc¢ao especial, por diversas razdes pois
elas: (I) protegem as bactérias de ambientes hostis, fornecendo a estrutura essencial para sua
viabilidade; (IT) exibem componentes unicos; (III) expdem locais receptores para drogas ou
virus; (IV) representam os principais alvos para ataque de antibiodticos; (V) fornecem estruturas
para diferenciagdo e variacao imunologica (ROHDE, 2019).

Um entendimento molecular da membrana celular bacteriana ¢ dos seus componentes
exerce um papel fundamental no desenvolvimento da persisténcia em cepas bacterianas de
resisténcia antimicrobiana. Diversos antibioticos t€ém como alvo direto varios componentes da

membrana celular (VAIWALA et al., 2020).

1.3 Desafios e implicagcdes das bactérias no passado e na era moderna
Doengas infecciosas estio entre as maiores causas de morte humana em todo o planeta,

e um dos principais agentes causadores dessas inimeras doengas infecciosas sdo as bactérias
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(GUO et al., 2020). H4 muito tempo a humanidade enfrenta diversas doengas ocasionas por
infec¢des bacterianas bem como pandemias que desencadearam diversas mortes em massa.

Durante o século X1V, a doenca conhecida popularmente como Peste Negra, ocasionou
o maior episddio de mortalidade registrado na historia. Foi causada pela bactéria Gram-negativa
Yersinia pestis, e dizimou cerca de 30-50% da populacdo da Afro-Eurésia. (BOS et al., 2011;
KLUNK et al., 2022). A coélera também causou pandemia, seu agente etiologico ¢ a bactéria
aquatica Gram-negativa Vibrio cholerae, e tende a ocorrer principalmente em locais em que
nao ha acesso a dgua potavel disponivel e saneamento (KANUNGO et al., 2022).

A tuberculose, causada pela Mycobacterium tuberculosis, ¢ outro exemplo de doenga
causada por bactéria que levou diversas pessoas a morte, ela tornou-se epidémica durante a
revolucdo industrial no século XVIII (BANULS et al., 2015).

Em 1910, o primeiro antibidtico ¢ implantado, salvarsan, usado no tratamento contra
sifilis. Os antibidticos mudaram completamente a medicina moderna e prolongaram a
expectativa de vida humana em uma média de 23 anos. Em 1928 iniciou a era de ouro da
descoberta de antibidticos de produtos naturais, com a descoberta da penicilina, onde atingiu o
pico por volta da década de 1950 (HUTCHINGS; TRUMAN; WILKINSON, 2019).

A chegada dos antibidticos no uso clinico foi um imenso avango médico do século XX,
além de realizar o tratamento de doencas infecciosas, tornaram possivel diversos tratamentos
médicos modernos, dentre eles transplante de 6rgaos e tratamento de cancer. Entretanto o seu
uso inadequado acelerou o processo natural de resisténcia das bactérias, ocasionando resisténcia
antimicrobiana (RAM), tornando algumas infec¢des intratdveis (HUTCHINGS; TRUMAN;
WILKINSON, 2019).

1.4 Resisténcia antimicrobiana

Como ja vimos a humanidade tem um longo historico de luta contra doengas infecciosas.
A introdugdo dos antibioticos foi um grande avango na area médica e possibilitou diversas
préticas que sem eles seriam impossiveis (GONZALEZ-BELLO, 2017). O aumento da RAM e
a estagnacao no desenvolvimento de novos antibidticos representa uma ameaca a saude publica
(YE et al., 2020).

A resisténcia bacteriana ja ocorre de uma forma natural, devido ao carater evolutivo
intrinseco e a adaptabilidade das bactérias. Eventos evolutivos levam a novos surgimentos de

resisténcia de patdogenos. Temos também o comportamento humano, que leva a atingir a
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resisténcia bacteriana a niveis alarmantes, devido a abusos e utilizacao indevida de antibidticos
ao longo dos anos (GONZALEZ-BELLO, 2017).

O surgimento da resisténcia aos antibioticos pode aparecer tanto por mutagdes no
genoma da bactéria quanto da adsor¢dao de DNA estranho. Quando ocorrem mutagdes elas logo
se fixam no paciente ou animal tratado com antibiotico. Na absor¢do de novos fatores de
resisténcia a microbiota ambiental pode fornecer varios genes em potencial que poderiam ser
obtidos e utilizados por agentes patogénicos para anular os efeitos dos antibioticos (LARSSON;
FLACH, 2022).

A transferéncia de genes fornece ao receptor novas capacidades metabolicas auxiliando
sua adaptagdo a novos ambientes ecologicos (SULTAN et al., 2018). A resisténcia aos
antibioticos por meio de elementos genéticos cromossdmicos ou moveis, ocorrem atraves de
quatro mecanismos principais (Figura 6): (I) Reducao na permeabilidade da membrana externa
— variacdo que dificulta a entrada efetiva dos antibidticos; (II) Inativacdo enzimatica do
antibiotico — uma enzima celular ja existente se modifica, reagindo com o antibiético, de modo
que nao afete mais as bactérias; (III) Alteragdes no alvo do medicamento — essas alteracdes
diminuem ou destroem a eficiéncia de ligacdo dos antibidticos, o que muitas vezes limitam sua
acdo; (IV) Eliminagdo de antibioticos por ativagdo de bombas de efluxo — algumas proteinas
sdo ativadas pela bactéria para eliminar o antibidtico, elas sdo capazes de eliminar uma grande
quantidade de compostos do periplasma para o exterior da célula (GONZALEZ-BELLO, 2017;
SULTAN et al., 2018).

Figura 6: Principais mecanismos bacterianos de resisténcia aos antibioticos.
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Fonte: GONZALEZ-BELLO, 2017.
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Com o intuito de bloquear os mecanismos de resisténcia aos antibioticos mencionados
acima, foram desenvolvidos trés tipos principais de adjuvantes antibioticos: (a) inibidores da
enzima f-lactamase; (b) inibidores de bomba de efluxo; e (c) permeabilizadores de membrana
externa. Ademais, os medicamentos anti-viruléncia s3ao uma estratégia promissora
(GONZALEZ-BELLO, 2017).

O desenvolvimento de uma nova geracdo de medicamentos anti-infecciosos utilizando
produtos naturais microbianos ¢ bastante promissor, pois estes compostos sao incomparaveis
em sua diversidade quimica e eficiéncia como antibioticos (HUTCHINGS; TRUMAN;
WILKINSON, 2019).

Outra estratégia promissora para erradicar os microrganismos ¢ a inativagao
fotodinamica (IFD), essa técnica consiste em um simples mecanismo de acdo, pois apds a
exposicdo de um fotossensibilizador a luz em um comprimento de onda especifico, pode-se
induzir a formagao de espécies reativas de oxigénio (EROs), que sdo bastante reativas a varias
moléculas bioldgicas e capaz de causar danos nas estruturas das células ocasionando morte

celular por oxidacao (YANG et al., 2021).

1.5 Inativacao fotodinamica (IFD)

A primeira descri¢cdo de efeito antimicrobiano através de processos fotodinamicos foi
relatado por Oskar Raad em 1890, ele observou uma reducao da viabilidade do microrganismo
Paramecium caudatum na presenca do corante acridina quando exposto a luz (ORUBA et al.,
2015). Apo6s alguns anos foi descoberto que era necessaria a presenca de oxigénio no ambiente
para que a reagdo de morte acontecesse ¢ denominaram entdo o termo “fotodinamico” para
descrevé-la (HAMBLIN; ABRAHAMSE, 2020).

A TIFD consiste na utilizagdo de um corante que ndo seja toxico, chamado de
fotossensibilizador (Fs), que interage com a luz em um comprimento de onda especifico na
presenca de oxigénio molecular (O2) para gerar oxigénio singleto e/ou espécies reativas de
oxigénios (EROs), levando a morte de microrganismos (KASHEF; HAMBLIN, 2017; LIN et
al., 2021).

Podemos observar os principios da IFD por meio do Diagrama de Jablonski (Figura 7).
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Figura 7: Principios da inativacdo fotodinamica demostrado no Diagrama de

Jablonski.
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Fonte: Adaptado, SOUZA et al., 2021.

Ap6s o Fs no estado fundamental singleto (SFs) absorver o féton em um comprimento
de onda especifico, a interagao resulta em estados excitados de curta duragdo resultando em um
estado singleto excitado (SFs”). Ao retornarem ao estado fundamental (SFs), o SFs* pode perder
o excesso de energia na forma de relaxacdo vibracional (processo ndo radiativo) e/ou
fluorescéncia (processo radiativo). Todavia, quando no estado excitado (SFs”), os elétrons
também podem realizar cruzamento inter-sistemas passando para um estado tripleto (TFs®), que
apresenta um tempo de vida muito maior que os estados singletos excitados, permitindo que o
TFs" interaja com um oxigénio molecular por meio de duas vias fotoquimicas diferentes
(SOUZA et al., 2021; WOZNIAK; GRINHOLC, 2018).

O mecanismo tipo I, envolve a transferéncia de elétrons, do estado tripleto ao oxigénio
molecular, e ocorre a produ¢do de EROs, como superdxido, perdxido de hidrogénio e radicais
de hidroxila (HO"). No mecanismo tipo II, ocorre a transferéncia de energia, excitando a
molécula de oxigénio que estd no estado tripleto fundamental, para producdo de oxigénio

singleto ('02) (HUANG et al., 2018; WOZNIAK; GRINHOLC, 2018).
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A produgdo de EROs e/ou 'O; pode danificar biomoléculas (como lipidios, proteinas e
acidos nucleicos), através da promocao de stress oxidativo levando a morte celular (HUANG
etal., 2018).
A TFD tem grandes vantagens como sua alta seletividade, pois ela possui agdo local, sem
afetar tecidos saudéveis, limitando-se a area irradiada com o comprimento de onda especifico
na presenca do Fs (DAI et al., 2012). Ademais a [FD é um processo multialvo, o que evita o
desenvolvimento de resisténcia em patdgenos, ao contrario dos antibidticos que atuam de forma

muito especifica (CIEPLIK et al., 2013).

1.6 Nanoparticulas

Nanoparticulas (NPs) sdo particulas submicrométricas com diametros variando de 1 -
1000 nm (BOLHASSANI et al., 2014). Elas apresentam diversas aplica¢des, podem ser
utilizadas como carreadores de fairmacos, na medicina sdo utilizadas tanto para diagnosticos
quanto terapias (BOLHASSANI et al., 2014; CHUTO; CHAUMET-RIFFAUD, 2010). O
farmaco pode estar em diferentes sistemas de entrega como em uma matriz, dissolvido,
encapsulado ou aprisionado, em diversos materiais, o que resulta em diversos nomes
empregados como nanoparticulas, nanoesferas ou nanocapsulas (Figura 8), todos estes termos
remetem a sua caracteristica geral que sdo particulas de tamanho nanométrico (NAGARWAL
etal., 2009). Na IFD e na terapia fotodinamica (TFD), elas podem ser utilizadas como Fs, como
relatado em diversos trabalhos (CHEN; CHEN; TSAI, 2012; GONZALEZ-DELGADO et al.,

2016; OSUCHOWSKI et al., 2021).
Figura 8: Caracteristicas das nanoparticulas — sistemas de entrega e aplicagoes.
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Fonte: Autora.
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As NPs apresentam diversas vantagens como: liberagdo controlada de farmacos,
capacidade de solubilizar substancias hidrofobicas e boa qualidade de transporte do fAirmaco
(LOGESH et al., 2023). Além disso elas podem ser sintetizadas de diversos materiais, sendo os
polimeros um dos mais comuns (BOLHASSANI et al., 2014). Seu sistema de entrega ¢ bem
versatil com capacidade de superar barreiras fisioldgicas e guiar o farmaco para células

especificas, seja por direcionamento ou por ligantes(NAGARWAL et al., 2009).

1.7 Nanoparticulas poliméricas (NPsP)

As nanoparticulas poliméricas (NPsP) desempenham um papel fundamental em um
amplo espectro de areas e estd se expandindo rapidamente. Existem varios tipos de NPsP sendo
as mais comuns as nanoesferas e nanocapsulas (RAO; GECKELER, 2011). Os polimeros
utilizados para formag@o das nanoparticulas podem ser naturais ou sintéticos (BOLHASSANI
etal., 2014).

As NPsP possuem intimeras aplicagdes, também realizam entrega de farmacos,
incluindo imagens e diagnodsticos. A natureza biocompativel e biodegradavel torna as NPsP
ideais para aplicacdes em engenharia de tecidos e medicina regenerativa, podem ser utilizadas
como transportadoras, fatores de crescimento e biomoléculas, facilitando reparos teciduais,
regeneracdao bem como cicatrizagdo de feridas (KAPOOR et al., 2023).

A preparagdo das NPsP podem ser via polimeros pré-formados ou por polimerizacio
direta de mondémeros (Figura 9). Os métodos de preparagdo por meio de polimeros pré-
formados, envolvem: evaporagdo de solvente, salga, dialise, tecnologia de fluido supercritico.
Por outro lado, as NPsP podem ser feitas diretamente pela polimerizacado de mondmeros: como
emulsdo, miniemulsdo, microemulsdao, emulsdao livre de surfactante e interfacial (RAO;

GECKELER, 2011).
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Figura 9: Técnicas de preparo das nanoparticulas poliméricas.

Polimero

Evaporacio de solvente

Dispersio | suumeon g

Nanoprecipitagio

Kluido sepercritico Radical controlado/vive

Fonte: RAO; GECKELER, 2011.

O método de preparagdo ¢ escolhido com base em alguns fatores, como a area de
aplicagdo, sistema polimérico, requisitos de tamanho etc. Esses devem ser alguns fatores a
serem levados em consideracdo antes de escolher a técnica especifica para o preparo das NPsP

(RAO; GECKELER, 2011).

1.8 Quitosana

A quitosana ¢ um polimero natural, um polissacarideo cuja estrutura ¢ composta por 2-
amino-2desoxi-B-D- glicose (D- glucosamina desacetilada) e N — acetil-D -glucosamina ligadas
a B- 1,4. Ela ¢ derivada da quitina através da desacetilag¢do alcalina (Figura 10). A quitina € o
segundo biopolimero mais abundante na natureza e possui alto potencial cationico, ela forma o
exoesqueleto de muitos organismos vivos, como caranguejos, camaroes, insetos e paredes

celulares de fungos (POLINARSKI et al., 2021; SAHARIAH; MASSON, 2017).

Figura 10: Estruturas quimicas da quitina e quitosana.

HH on

Desacetilagao |

Fonte:POLINARSKI et al., 2021.
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A quitosana possui inumeras propriedades biologicas, tais como antimicrobianas,
antifingicas, antitumorais, imunopotenciadoras, antioxidantes e cicatrizantes. Além disso
apresentam biocompatibilidade, biodegradabilidade, alta permeabilidade, ndo toxicidade e um
baixo custo. Essas caracteristicas tornam a quitosana um biomaterial versatil com extensas
aplicagdes em diversas areas como sistemas de administragdo de medicamentos, cosmética,
farmacéutica, biomédica entre outras (SAHARIAH; MASSON, 2017; SHARIATINIA, 2019).

Em vista de suas multiplas propriedades a quitosana possui uma ampla gama de
aplicagoes e varios estudos tém explorado o uso de nanoparticulas de quitosana. Um exemplo
disso ¢ a utilizagdo de nanoparticulas de quitosana como transportador para o clotrimazol (CLT)
no tratamento topico da candidiase vulvovaginal (FACCHINATTO et al., 2021). Facchinatto e
colaboradores mostraram que o nanossistema apresenta uma liberacdo sustentada do
medicamento, produzindo valores de indice de seletividade favoraveis para cepas padrao e
isolados clinicos de Candida ssp. e linhas celulares do trato genital feminino quando
comparados com o medicamento livre. Também foi demostrado neste estudo que as
nanoparticulas melhoraram a permeabilidade in vitro do farmaco, sugerindo que o
nanotransportador pode fornecer niveis mais elevados do composto ativo no tecido da mucosa
(FACCHINATTO et al., 2021).

Em outro estudo foi sintetizada uma nanoformulacao de dextrano e quitosana carreando
curcumina para aplicagdes bioldgicas. O trabalho demostrou que as nanoparticulas de dextrano
e quitosana sdao Otimos veiculos de medicamentos hidrofébicos como a curcumina na
administracao de medicamentos contra o cancer (ANITHA et al., 2011a).

O grau de desacetilagdo e peso molecular da quitosana podem variar, desempenhando
diversos papéis significativos em suas propriedades e aplicagdes. Alguns estudos demostram
que ambas influenciam o comportamento da quitosana. Como no estudo realizado por Nguyen
etal., 2022, que avaliaram quitosana com diferentes graus de desacetilagdo e pesos moleculares
na prepara¢ao de nanoparticulas pelo método de eletropulverizacao, o qual foi observado que o
grau de desacetilacdo pode afetar a solubilidade, tensdo superficial e cristalinidade, neste estudo
a quitosana indicada como mais favoravel foi a de maior grau de desacetilagdo e menor peso
molecular (NGUYEN et al., 2022). Em outro estudo que avaliou os efeitos do peso e grau de
desacetilacdo da quitosana para complexos de nanocristais de quitosana-celulose mostrou
através de testes que os diferentes pesos moleculares da quitosana ndo tiveram efeito na

formacao de particulas, apenas um efeito menor no tamanho e forma das particulas, e quitosanas
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com maior grau de desacetilagdo proporcionaram niveis de turbidez mais elevados atribuiveis
a maior densidade de carga de quitosana (WANG; ROMAN, 2023).
Em vista disso tanto o grau de desacetilagdo como o peso molecular da quitosana sao
fatores a serem levados em consideragao na otimizagao da sintese de nanoparticulas de diversas

aplicacdes.

1.9 Curcumina
Um dos principais componentes da Curcuma Longa conhecido como agafrao-da-terra
(Figurall), a curcumina ¢ um composto polifendlico considerada um nutracéutico natural de

cor amarela vibrante comumente usada como especiaria e corante alimenticio (LIU et al., 2016).

Figura 11: Circuma longa e molécula curcumina.

HO OH
0 g # \ ‘ 0
CH,4 o © CH,4

Fonte: Autora.

Por ser natural e possuir diversas propriedades terapéuticas interessantes, a curcumina
vem sendo amplamente explorada por apresentar propriedades que incluem efeitos
antioxidantes, anticancerigenos, anti-inflamatorios e antimicrobianos (TRIGO-GUTIERREZ et
al., 2021) .

Como apresentado em um artigo de revisdo que retine estudos recentes das acdes da
curcumina frente a prevengao e tratamento de diversos tipos de cancer, fica evidenciado que ela
possuiu capacidade imunomoduladora interagindo com varios mediadores imunologicos, dai

sua propriedade anticancerigena.(GIORDANO; TOMMONARO, 2019).
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Apesar de possuir diversas propriedades terapéuticas, a curcumina tem limitacdo em sua
ampla aplicabilidade devido a sua baixa solubilidade em solugdo aquosa, baixa
biocompatibilidade e baixa estabilidade quimica (LI et al., 2016).

Uma alternativa para ampliar seu uso ¢ o nanoencapsulamento, pois as NPs podem
preservar e aumentar a reten¢do da curcumina. Neste contexto, a quitosana pode ser uma 6tima
op¢ao para encapsular a curcumina, pois € um biopolimero, e apresenta diversas caracteristicas
biologicas tUnicas, incluindo propriedades bacteriostaticas, biodegradabilidade e

biocompatibilidade (XIAO et al., 2021a).
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2 Objetivos

2.10bjetivos gerais
Desenvolver nanoparticulas de quitosana carreando curcumina (NPs-Cur) para servir
como agente fotoinativador de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas quando submetidas

a luz azul.

2.2 Objetivos especificos

+* Realizar a sintese das NPs-Cur por meio da combinagdo dos métodos de gelitificagdo
i06nica e nanoprecipitacao;

+¢ Caracterizar as propriedades opticas das NPs-Cur por espectroscopia de absor¢ao UV-
visivel, fluorescéncia e espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR);

¢ Avaliar a estabilidade de armazenamento das NPs-Cur quando refrigerada e deixada a
temperatura ambiente;

¢ Determinar o diametro hidrodinamico das NPs-Cur, utilizando espectroscopia EDL
(Espalhamento Dinamico da Luz), e carga superficial através do Potencial Zeta;

¢ Determinar a morfologia das NPs-Cur com auxilio da técnica de microscopia de forca
atomica (AFM);

¢ Determinar o potencial fotoinativador das NPs-Cur frente as cepas de bactérias
Staphylococcus aureus (Gram-positiva) e Escherichia coli (Gram-negativa), quando irradiada
com luz LED azul (450 nm);

¢+ Avaliar alteragdes morfologicas nas bactérias apos a IFD, através de imagens obtidas
por microscopia eletronica de varredura (MEV) e criomicroscopia eletronica de transmissao
(Crio-ME);

¢+ Avaliar o potencial fotodinamico das NPs-Cur a partir da producdo de espécies reativas

de oxigénio por meio de marcador fluorescente DHE;
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3 Materiais e métodos

3.1 Materiais

A curcumina (= 98%) foi sintetizada e cedida pelo professor Kléber T. de Oliveira, da
Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar). A Quitosana de peso médio molecular (grau de
desacetilacdo >75%), Tripolifosfato de sodio (TPP), Kolliphor P 407, Dihydroethidium (DHE)
foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Sdo Paulo, Brasil). Para os ensaios bioldgicos foram
utilizadas as cepas de E. coli (ATCC 25922) e S. aureus (ATCC 25923), meio Plate Count Agar
(PCA) e Brain Heart Infusion Broth (BHIB) (KASVI, Sao Paulo, Brasil). Todos os produtos

quimicos utilizados eram de grau analitico.

3.2 Curva de calibracao

Para determinar a concentracdo de curcumina, foi construida uma curva de calibragao
de acordo com a Lei de Beer-Lambert.

Foi preparada uma solucgdo estoque de curcumina em etanol, cuja concentra¢do obtida
foi de 0,2 mg.mL"!, para construgdo da curva de calibragdo. A partir do estoque, foram
realizadas diluigdes em etanol, variando as concentragdes de 0,0125 mg.mL"!' a 0,001 mg.mL"!
(Figura 12). Essas solugdes foram submetidas a analise em um espectrofotometro de absor¢ao
UV-visivel (LAMBDA™ 265 UV/Vis) utilizando cubeta de quartzo com 10 mm de caminho

optico, coletando 2 mL de cada solucgao.

Figura 12: Concentragdes para curva de calibragao.

10ml ) 10m L 10m 10mi l 10mi

« S0 ml 10 mi 10 mi
0,2 mg.mL" 0,0125 mg.mL" 0,010mg.mL* 0,008 mg.mL' 0,006 mg.mL 0,004 mg.mL 0,002 mgmL" 0,001 mg.mL’

Fonte: Autora.

3.3 Sintese das nanoparticulas
A sintese da nanoparticula foi realizada seguindo a combinagao de protocolos ja bem
estabelecidos(ABELHA et al., 2019; FACCHINATTO et al., 2022), seguido de algumas

modifica¢des. Inicialmente, 16 mg de quitosana foram dispersas em 8 mL de acido acético
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1%(v/v) e mantida sob agitagdo magnética a 80 rpm durante 24h em temperatura ambiente,
apos esse periodo a quitosana foi filtrada.

Ap0s a diluicdo da solugdo de quitosana foi adicionada 0,5 g de Polaxamer 407 (P 407)
em po na solucao de quitosana sob agitacao até sua completa dissolu¢do. Na sequéncia 1 mL
de curcumina em Tetraidrofurano (THF, IMPEX), a uma concentragdo de 1,6 mg.mL™!, foi
adicionada gota a gota e por fim foi adicionada 1 mL de tripolifosfato de s6dio (TPP) gota a
gota, a uma concentragdo de 2 mg.mL™!. A solugdo foi protegida da luz e ficou sob agitagdo
constante de 80 rpm durante 12h para evaporacao completa do solvente, conforme representado

na Figura 13. Ap0s esse processo completou-se o volume da solugdo.

al 7 — o D |
Wy - Wy

Quitosana em acido acético (1%)
+

Figura 13:Processo de preparo das nanoparticulas.

Quitosana em scido acético (1%) Filtragem da
Agitacio 24h em 80rpm Quitosana

Kolliphor® P407(0,5 g)

l

< —
~' . ~'

1 mL de tripolifosfato de sodio (TPP) Solug@o aquosa

Agitacao 12h em 80rpm + _
Solucio organica:
Curcumina 0,16 mg mL™!

Fonte: Autora.

Também foi realizada a sintese da nanoparticula sem a curcumina, com a quitosana e
TPP, preparada na mesma concentragcdo da nanoparticula com curcumina e seguindo o0 mesmo
protocolo. Além disso, o P 407 foi diluido separadamente em agua na mesma concentragdo da
nanoparticula.

3.4 Avaliacdo da estabilidade de armazenamento das NPs-Cur quando refrigerada
e deixada a temperatura ambiente

Foi realizado um teste de bancada analisando visualmente sua estabilidade, num periodo

de 5, 15,30 e 60 dias. Um grupo de amostras, em duplicata, foi deixado em temperatura
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ambiente e o outro foi armazenado a 4 °C, todas as amostras protegidas da luz. Durante esse

periodo foram registradas imagens para visualizagdo de mudangas na estabilidade da solugdo

contendo as NPs-Cur.

3.5 Analise do Efeito Tyndall

O Efeito Tyndall ¢ um fendmeno de dispersao de luz que ocorre quando uma solugdo
coloidal contém particulas de tamanho menor do que o comprimento de onda da luz visivel,
que varia de 400 a 760 nm. O feixe de laser vermelho se torna invisivel quando incidido em
agua deionizada, sem a presenca dessas particulas.(XIAO et al., 2019).

Para realizacdo desse teste, um feixe de laser de comprimento de onda de 630-650 nm
com poténcia maxima de SmW da marca WEN ZHOU foi incidido sobre as amostras.

Para verificagdo de presenca de nanoparticulas, foi utilizado o Efeito Tyndall, para isso
foram separadas amostras das NPs-Cur na concentragdo de 0,16 mg.mL' de curcumina e
preparadas dispersdes de curcumina em etanol na concentragdo de 0,16 mg.mL! e separada
uma amostra de 4gua deionizada ambas foram comparadas com a nanoparticula, para

verificag¢do qualitativa do efeito Tyndall, conforme podemos observar na Figura 14.

Figura 14: Analise qualitativa do Efeito Tyndall.

Agua deionizada Curcumina em etanol NPs-Cur

Fonte: Autora.

3.6 Espalhamento dinimico de luz (EDL) e Potencial Zeta ({).

A amostra de NPs-Cur na concentracdo de 0,16 mg.mL"! foi diluida em solug¢io de dgua
destilada com NaCl (10 mM). O espalhamento dindmico de luz (EDL) determinou a
distribui¢do de tamanho hidrodindmico e indice de polidispersao (PDI) e o potencial Zeta (§)
caracteriza a carga superficial da nanoparticula, ambos foram determinados por meio do
equipamento Zetasizer Nano-Zs ZEN 3600, marca Malvern com 6ptica NIBS (Non-Invasive
Backscatter) utilizando uma cubeta de eletroforese (DTS1070), a temperatura mantida a 25 C°,

essa andlise foi realizada em triplicata.
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O instrumento dispde de um laser em 633 nm e a detecgdo de luz espalhada ¢ feita nos
angulos de 90° e 173°. As andlises EDL e { foram feitas nas dependéncias do grupo de Quimica

de Superficie e Moléculas Bioativas (QSMB) da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
(UFMYS).

3.7 Analise por Microscopia de For¢ca Atomica (AFM)

Para realiza¢dao desta analise foi depositado 10 pL. da NPs- Cur em um substrato de
silicio. A solu¢dao de NPs- Cur foi mantida em substrato por 24h em temperatura ambiente de
25°C em placa de Petri de vidro para secagem da amostra.

O equipamento utilizado foi o AFM Workshop TT2 (ilustrado na Figura 15) para
obtencdo de imagens de topografia com resolugdo atomica, para o estudo de morfologia. As
medidas foram realizadas em temperatura ambiente. As varreduras da amostra foram realizadas
pelo modo nao-contato (vibrating), equipado com um Cantiléver de silicio revestido de
aluminio com uma constante de mola de 5.0N/m com frequéncia de 160 KHz. Elas foram
realizadas em areas de 5x5, 15x15 e 50x50 um? com 256x256 pixels a uma taxa de varredura

de 1Hz. Para o tratamento e ajuste das imagens foi utilizado o software Gwyddion (64bit).

Figura 15: Ilustragdo AFM Workshop TT2.

Fonte: Autora.

3.8 Espectroscopia de absorcao no ultravioleta/visivel (UV-vis) e Fluorescéncia

Para realizacdo da medida de espectrofotometria de absor¢ao UV-visivel (LAMBDA™
265 UV/Vis) foram utilizados 200 pL da amostra de NPs-Cur na concentragdo 0,16 mg.mL"' e
foi completado o volume de 2 mL com 4gua deionizada na cubeta. Inicialmente foi realizado o
baseline (“blank) com o diluente e em seguida coletado o espectro de absor¢do da amostra
diluida. Posteriormente, foi realizada a medida de fluorescéncia (Scinco FluoroMate FS-2) da

amostra, com os parametros apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1: Parametros da medida de fluorescéncia.

Voltagem (V) 600
Tempo de integracao (ms) 20
Velocidade de digitalizacio (nm/min) 600
Largura da fenda de excitacio (nm) 5
Largura de fenda de emissao (nm) 5
Excitacdo (nm) 460
Emissao (nm) 470-780

Fonte: Autora.

Para ambas medidas, UV-vis e fluorescéncia, foi utilizada uma cubeta de quartzo com
quatro faces polidas com 10 mm de caminho Optico contendo um volume de 2 mL da amostra

com o diluente.

3.9 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

As NPs-cur e seus componentes foram caracterizados por espectroscopia de
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) em um espectrometro infravermelho
Perkin—Elmer (Perkin-Elmer, Waltham, Massachusetts, EUA), modelo espectro 100, com o
auxilio de um acessorio de refletancia total atenuada (ATR) com cristal de germanio (ilustragao
na Figura 16). Inicialmente foi realizado o “background” antes de coletar o espectro de cada
amostra em p6 no modo transmitancia. Para tal, as nanoparticulas foram liofilizadas para
realizacdo dessa andlise. Os pardmetros foram definidos em 10 varreduras no intervalo de 4000

a 600 cm™!, com resolugdo 4 cm™! com passo de 0,5 cm’!.

Figura 16: Ilustragdo do espectrometro infravermelho FTIR.

Fonte: Autora.
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3.10 Eficiéncia de encapsulacio da curcumina

Foi utilizado o método de ultrafiltracdo/centrifugacdo para determinar a eficiéncia de
encapsulacao da curcumina nas NPs Cur, onde 500 pL das solu¢des de nanoparticulas e 500 pL.
de curcumina livre em etanol sdo depositadas em dispositivos de ultrafiltragao constituidos de
celulose regenerada de 30 kDa (Microcon, Amicon, Beverly USA). Em seguida sdo levadas
para centrifuga refrigerada (Kasvi), em temperatura de 25 °C durante 60 minutos a 5000 rpm.
ApoOs o processo de centrifugacdo ¢ realizada a medida de absorbancia do filtrado por
espectrofotometria de absor¢ao UV-visivel (LAMBDA™ 265 UV/Vis). Apenas a curcumina
livre atravessa a membrana, portanto a quantidade quantificada representa a concentracio de
curcumina. Dessa forma, pela diferenga entre o 100% tedrico da curcumina utilizado na sintese
e a quantidade quantificada apés a centrifugagdo ¢ possivel quantificar a eficiéncia de

encapsulacao da curcumina, através da equacao (1).

EE(%) _ Cur(tedrico)—Cur(filtrado) X100 (1)

Cur(teorico)

3.11 Cinética de liberacao in vitro

Para analisar a cinética de liberacdo da curcumina livre (associada ao processo de
difusdo) e as NPs Cur, foi utilizado um modelo de dois compartimentos (um compartimento
doador e outro aceptor), unidos por uma membrana de celulose (Spectrapore®, com poro para
exclusdo molecular de 1 KDa.). As NPs Cur foram dispostas no compartimento doador
enquanto o compartimento receptor contendo o solvente (50% agua - 50%etanol), da mesma
forma a curcumina livre foi disposta, ambas foram feitas em triplicata. Na sequéncia aliquotas
foram retiradas em intervalos de tempo, durante 48h e quantificadas por espectroscopia de UV-
visivel em seguida devolvida no compartimento receptor, e os resultantes foram plotados em

porcentagem de liberacdo em fungdo do tempo.
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3.12 Experimentos biologicos

Para realiza¢ao dos experimentos biologicos foram utilizadas as cepas Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) Gram-positiva e Escherichia coli (ATCC 25922) Gram-negativa. As
cepas foram mantidas em Caldo Brain Heart Infusion (BHI) acrescidas de glicerol a 20% e
armazenadas em ultra freezer. As suspensdes bacterianas foram preparadas a partir de estoque
disposto em um eppendorf que ¢ mantido no freezer. Foi adicionado 40 puL do estoque em 5
mL de caldo BHI, em seguida, a solugdo foi mantida em um agitador orbital com incubadora
(Marconi, MA 420) sob agitagdao de 120 rpm e com controle de temperatura em 37 °C durante

um periodo de 24 h para o crescimento bacteriano, conforme ilustrado na Figura 17.

Figura 17: Processo de crescimento bacteriano.
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Fonte: Autora.

| Crescimento bacteriano

Apo6s o periodo de 24 h, o indculo foi diluido em solugcdo PBS — Salina (Phosphate
Buffered Saline) até que a turbidez de 1,0 na escala McFarland fosse alcangada. Na sequéncia
foi adicionada 500 pL das nanoparticulas diluidas em PBS em eppendorfs nas seguintes
concentragdes: 0 (controle negativo - CN); 0,02; 0,04 ¢ 0,08 mg.mL!. Apds a adi¢do das
nanoparticulas foram adicionados 500 pL das bactérias, obtendo assim solu¢des de 1 mL. Dessa
forma temos solugdes contendo as NPs-Cur em cada uma das concentracdes ja citadas e as
bactérias na concentragio de 1,5.108 UFC.mL"! na escala 0,5 de McFarland (SCALIA et al.,
2015).

Na sequéncia ao tratamento com as nanoparticulas, as cepas bacterianas Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) e Escherichia coli (ATCC 25922) foram protegidas da luz sendo
envoltas de papel aluminio e submetidas a 1h de internalizagao.

ApOs o processo de internalizacao, foram distribuidos 200 uLL de cada amostra em duas
microplacas de 96 pogos separadas em dois grupos: irradiado e ndo irradiado (escuro). O grupo
irradiado foi exposto a luz LED azul (450 nm; 28,82 mW.cm™) por 1h.

Em seguida foram realizadas diluigdes seriadas para os dois grupos: irradiado e ndo

irradiado (escuro). Sendo a primeira 1:16 e a segunda 1:32, a diluicdo 1:32 foi escolhida para
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realizar o plaqueamento. Dessa maneira foi coletado 1 pL de cada poco dessa diluigdo e
adicionado no meio PCA (Plate Count Agar) na sequéncia o espalhamento foi realizado pelo
método Copacabana (WORTHINGTON; LUO; PELO, 2001), no qual é realizado com o auxilio
de pérolas de vidro de 4 mm de diametro esterilizadas, na qual cerca de 40 pérolas de vidro sao
adicionadas em cada placa e durante 30 segundos ¢ feito movimentos rotacionais, para um
espalhamento efetivo.

Depois de realizar o plaqueamento todas as placas foram colocadas na estufa com a
temperatura em 37 °C por 24 h. A Figura 18 apresenta o processo esquematizado do ensaio
bioldgico. Apos 24h, o crescimento bacteriano foi avaliado e as unidade formadoras de colonia
(UFC) foram contadas, determinando dessa forma a viabilidade bacteriana em relacdo ao efeito
fotodindmico das NPs-Cur. Todas as analises ocorreram em duplicata e o experimento foi

repetido em outras ocasides.

Figura 18: Processo esquematizado do ensaio bioldgico.
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Fonte: Autora.
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3.13 Avaliacao dos efeitos das interfaces sobre a viabilidade celular bacteriana

Foi realizado um estudo seguindo a cinética de crescimento das bactérias
Staphylococcus aureus e Escherichia coli, para analisar a interacdo entre a NPs-Cur e as
bactérias. Para tal andlise as suspensdes bacterianas foram preparadas a partir de estoque e
realizado o ensaio bioldgico conforme descrito no item 3.11. Apos a realizagdo do ensaio
bioldgico 200 pL do grupo irradiado e nao irradiado, das concentragdes: 0 (CN); 0,02 mg.mL"
!, foram monitoradas.

Os estudos cinéticos de crescimento foram realizados medindo a densidade optica (DO)
a 650 nm utilizando o leitor de microplacas BioTek (SYNERGY H1) durante 46 h, como

ilustrado na figura 19.

Figura 19: Ilustragdo do leitor de microplacas BioTek.

i

Fonte: Autora.

3.14 Microscopia eletronica de varredura (MEV) das bactérias

Para o preparo das amostras inicialmente foi realizado um ensaio bioldgico com as duas
cepas bacterianas Staphylococcus aureus e Escherichia coli, ambas foram submetidas a IFD,
onde temos dois grupos de amostras o grupo irradiado e ndo-irradiado, utilizou-se a
nanoparticula na concentragdo de 0,08 mg.mL"' € um grupo controle, todo o ensaio bioldgico
foi realizado conforme o item 3.9.

ApoOs a realizagdao do ensaio biologico, os dois grupos de amostras irradiados e nao-
irradiados, das duas cepas bacterianas, foram coletados 200 pL. de cada amostra e distribuidos
em eppendorfs. Em seguida foi adicionado 1 mL de glutaraldeido a 2,5% em tampao fosfato
em cada um dos eppendorfs e as amostras foram deixadas nessa solu¢ao por um periodo de 3h,
para fixagdo. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas por 5 min a 1000 rpm a uma

temperatura de 20 °C, apds a centrifugacdo foi retirado 1 mL do sobrenadante e adicionado 1
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mL de tampao fosfato, novamente foram levadas para a centrifugagdo por 5 min a 1000 rpm a
uma temperatura de 20 °C, esse processo foi repetido trés vezes.
Para a desidratagdo foi utilizado etanol nas concentragdes de 25%, 50%, 70%, 80%,
90% e 100%. A primeira concentra¢do utilizada foi a de 25%, inicialmente foi retirado 1 mL
de tampao fosfato e em seguida adicionado 1 mL de etanol a 25%, a amostra permaneceu por
5 min e em seguida foi centrifugada por 5 min a 1000 rpm a uma temperatura de 20°C, logo 1
mL foi retirado e adicionado 1mL da concentragdo de 50% e levado a centrifugacdo durante 5
min a 1000 rpm a 20°C, esse processo foi repetido até chegar a concentra¢ao de etanol de 100%.
Na sequéncia foram depositados 10 pL de cada uma das amostras em laminulas de vidro
18 mm x 18 mm, onde permaneceram por 24h em temperatura ambiente para secagem e
fixagdo. Por fim, as amostras foram colocadas em suporte e revestidas com uma fina camada
de ouro depositada pela evaporadora (Denton Vaccum Desk III) como podemos observar na
Figura 20A. Depois, imagens foram coletadas como auxilio do microscépio. Apos a deposigao
de ouro, as amostras foram levadas ao microscopio MEV JEOL modelo (JSM-6380LV) (Figura
20B) e obtidas as imagens, a uma tensao de 15 KV e amplia¢des de 10.000x, 25.000x e 50.000x.

Figura 20: A) Processo de deposicdo de ouro nas amostras; B) Microscopio MEV

JEOL modelo (JSM-6380LV).

Fonte: Autora.

3.15 Criomicroscopia eletronica de transmissiao (Crio-ME) das bactérias
Para a obtencdo das imagens de Crio-ME, inicialmente foi realizado o ensaio bioldgico

conforme descrito no item 3.9. Para essa andlise foram utilizados o CN, e a concentragao 0,08
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mg.mL"! das NPs-Cur, ambos os grupos irradiado e ndo irradiado. Logo em seguida a IFD as
amostras foram preparadas para visualizacdo das imagens geradas pelo Crio-ME.

As amostras foram vitrificadas com Vitrobot (FEI) a 4°C e 100% de umidade. Entao
uma aliquota de 3 pL de cada uma das amostras foi aplicada a grades de carbono perfuradas
cobertas com 60xido de grafeno, em seguida depois as grades foram congeladas com nitrogénio
liquido. Posteriormente, as amostras foram levadas para o microscopio eletronico de
transmissdo Talos Arctica G2 (Thermo Fisher Scientific), com feixes de elétrons emitido por
efeito de campo e voltagem de 200Kv, para obtengao das imagens das bactérias.

As anélises foram realizadas no centro nacional de pesquisa-cnpem em Campinas-SP,

no laboratorio de nanotecnologia (LNNa).

3.16 Determinacio da producio de espécies reativas de oxigénio (EROS)

A determinacdo de EROs foi realizada com base em adaptagdes do procedimento
realizado por CAIRES et al., 2020. Para tal, 0,06 mL de solu¢ao aquosa das NPs a 100 ppm foi
adicionado em 0,14 mL de dihydroethidium (DHE) diluido em 4gua destilada na concentracao
de 0,34 mM. Foi utilizada uma concentracao saturante de DHE, para que o surgimento das
espécies fluorescentes nao cessasse por nao ter marcador suficiente para a producao total de
ERO:s.

Os espectros de emissao foram obtidos na regido de 515 a 700 nm, quando excitado em
500 nm, por meio de um fluorimetro de bancada (FluoroMate FS-2, Sinco). Durante as analises
utilizou-se uma cubeta de quartzo com caminho Optico de 1 cm e quatro faces polidas. A
producao de EROs produzida pela amostra foi inicialmente monitorada no escuro (reagao
quimica) durante 10 min, coletando a intensidade de fluorescéncia de 1 em 1 minuto. Em
seguida as amostras foram expostas a luz azul (450 nm) com uma irradiancia de 28,82 mW.cm"
2 durante 10 min, também coletando os espectros de fluorescéncia de 1 em 1 min. Essa ultima
etapa foi feita para determinar a capacidade de produgdo de EROs das amostras sob iluminagao.
O mesmo procedimento foi realizado com o controle negativo, 0,14 mL de dihydroethidium

(DHE) diluido em agua destilada na concentragao de 0,34 mM, para avaliar o efeito de fotdlise.

3.17 Analise estatistica
Os experimentos biologicos foram realizados em duplicata. As andlises estatisticas dos
resultados foram feitas utilizando o teste t-Student (p < 0,05) com o auxilio do software
OriginPro 9.
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4 Resultados e discussoes

4.1 Curva de calibracao

Foi construida uma curva de calibragao para realizar a quantificagdo de concentracao da
curcumina nas nanoparticulas. A Figura 21A apresenta os espectros de absorbancia de
diferentes concentragdes de curcumina em etanol. Para construgdo da curva de calibracao foi
escolhido o valor da absorbancia em 430 nm em fun¢do da concentracdo de curcumina,

conforme mostrado na Figura 21B.

Figura 21: A) Espectros de absor¢do da curcumina em diferentes concentragdes

diluida em etanol; B) Curva de calibragdao da curcumina no A =430 nm.
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Fonte: Autora.
Podemos observar que a curva de calibracao apresenta uma grande correlacdo de linearidade
entre a absorbancia e a concentragdo da curcumina, representada pela Equagdo 1 com R? =
0,9994, onde y representa o valor da absorbancia em 430 nm e x a concentracdo de curcumina
em etanol.

y = 136,18x — 0,0024 (1)
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4.2 Sintese das nanoparticulas e caracteriza¢do da nanoparticula

Apesar da curcumina possuir diversos efeitos terapéuticos e farmacoldgicos, sdo muito
restritivos devido baixa biodisponibilidade, solubilidade e rapida degradacao. Para resolver esse
problema, ela pode ser carregada ou conjugada com nanoparticulas, que servem como um eficaz
sistema de administracdo de medicamentos (SHOME et al., 2016).

A quitosana também possui propriedades antimicrobianas sendo um biopolimero,
biodegradavel e biocompativel, com cardter policationico intrinseco em meio acido
(FACCHINATTO etal., 2022) . O copolimero Polaxamer 407 contém blocos de poli (6xido de
etileno) (PEO) e poli (6xido de propileno) (PPO). Esses blocos possuem caracteristicas
anfifilicas que conferem propriedades valiosas de associacdo e adsor¢do, tornando-o um
componente essencial na sintese da nanoparticula (BODRATTI; ALEXANDRIDIS, 2018).

Em vista disso, no presente trabalho, com objetivo de aproveitar da melhor maneira as
propriedades da curcumina e viabilizar seu uso, foi realizado a sintese de nanoparticulas de
quitosana carreando curcumina. O copolimero Polaxamer 407 foi fundamental na solubilizagao
da curcumina em solu¢do aquosa atuando também como surfactante na formagdo da
nanoparticula. Podemos observar na Figura 22 a representacdo esquematica da formacao da

NPs-Cur.

Figura 22: Representacao esquematica da formagao da NPs- Cur.

Quitosana P407 + Curcumina TPP

Fonte: Autora.

A nanoparticula obtida possui pH de 3,6 o que contribui na estabilidade da curcumina,
uma vez que a curcumina ¢ conhecida por ser estruturalmente mais estavel em solugcdes acidas
do que em solugdes neutras ou alcalinas (SHARMA; GESCHER; STEWARD, 2005; ZHENG
et al., 2017). A Figura 23A e B mostram de maneira comparativa a curcumina livre € na
formulacdo de nanoparticulas em agua deionizada, respectivamente. Em ambas as amostras

temos a curcumina na mesma concentra¢do de 0,16 mg.mL"'. Como podemos observar ndo

42



m Fundacao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (I I I II )

Programa de P6s-Graduacido em Ciéncias dos Materiais
UFMS

ocorre a solubilizagdo da curcumina em solucdo aquosa (Figura 23A). Diferentemente, a
nanoparticula carreando a curcumina possui aspecto translicido e ndo indica a formagdo de

agregados (Figura 23B).

Figura 23: A) Curcumina em agua deionizada; B) NPs Cur.

Fonte: Autora.
A nanoparticula tem uma boa estabilidade quando armazenada em temperatura

ambiente (em torno de 25°C). A Figura 24 mostra o teste visual de estabilidade.

Figura 24: Estabilidade das nanoparticulas em diferentes temperaturas.
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Fonte: Autora.

43



ml Fundacio Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (I I III )

Programa de P6s-Graduacido em Ciéncias dos Materiais

Neste teste inicial de avaliacdo de estabilidade, realizado apenas pela inspe¢ao visual,
podemos notar que as nanoparticulas armazenadas em temperatura ambiente ndo tiveram
mudangas em seu aspecto visual, indicando uma melhor estabilidade que a nanoparticula
armazenada na geladeira, na qual ocorreu precipitacio. Embora ¢ possivel a solubiliza¢do
desses precipitados através de banho ultrassonico por 15 minutos. Em decorréncia desta
caracteristica apresentada as NPs-Cur sempre foram armazenadas em temperatura ambiente até

o momento do preparo ¢ a utilizagdo nos ensaios bioldgicos.

4.3 Analise do Efeito Tyndall
Como podemos observar na Figura 25, os resultados confirmam a obtengdo de uma
solugdo coloidal para as NPs-Cur (Figura 25C), diferentemente do obtido para a interacdo do
laser vermelho com as solugdes de dgua deionizada (Figura 25A) e curcumina em etanol (Figura
25B), na qual temos solu¢des homogéneas ndo coloidais.
Figura 25: Avaliagdo do efeito Tyndall nas solugdes: A) Agua deionizada; B) Curcumina

em etanol e C) NPs-Cur.

Fonte: Autora.

Uma vez que os coloides sdo formados por particulas muito pequenas, ndo podendo ser
identificada a olho nu, os coloides parecem constituir sistemas realmente homogéneos.
Entretanto, essas particulas de tamanho nanométrico espalham a luz com eficiéncia, permitindo
a visualizagdo de sua trajetdria dentro de um fluido. Portanto, quando conseguimos observar o
feixe no interior do sistema, estamos lidando com um coloide, caso contrario, estamos diante
de um sistema homogéneo. Neste caso as particulas (moléculas) possuem tamanho inferior a 1

nm, € nos sistemas coloidais o tamanho das particulas varia de 1 a algumas centenas de
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nanémetros. (HENRIQUE E. TOMA; DELMARCIO GOMES DA SILVA; ULISSES

CONDOMITTI, 2016).

4.4 Espalhamento dinimico de luz (EDL) e Potencial Zeta ({).
O espalhamento dinamico de luz (EDL) e o potencial Zeta ({) foram avaliados nas NPs-
Cur a fim de caracterizar o didmetro hidrodinamico (Dh), indice de polidispersividade (PDI) e
carga superficial das nanoparticulas em solucdo. Na Tabela 2 estd apresentado os valores do
Dh, PDI e { da NPs-Cur.
Tabela 2: Resultados do Dh, PDI e { das NPs-Cur.
Potencial Zeta (mV) PDI

Nanoparticula Diametro

hidrodindmico (nm)
NPs-Cur 339+ 162 20,8 +6,8 0,712

Fonte: autora.

As nanoparticulas sintetizadas do presente estudo t€ém tamanho médio de 339 nm,
proximo a outras formulagdes relatados na literatura, que também utilizam o polimero quitosana
e a molécula curcumina. No estudo realizado por (ZAHIRI et al., 2020), onde foi realizada a
sintese de nanoparticulas de quitosana com curcumina para ser encapsulada em uma estrutura
de policaperlactona (PCL) e gelatina (Gela) eletrofiada, para avaliacdo de cicatrizagdo de
feridas in vivo, o didmetro hidrodindmico das nanoparticulas foi de 359 nm. Em outro estudo
realizado por (ANITHA et al., 2011b), no qual foi realizada sintese de nanoparticulas de sulfato
de dextrano-quitosana carregados com curcumina, os dados de tamanho de particula mostraram
uma faixa de tamanho de 180-300 nm com um tamanho médio de 220 nm.

O PDI ¢ uma medida da dispersdo do tamanho da amostra em relagdo a sua distribui¢ao
de intensidade, com valores variando de 0 a 1. Quando o PDI ¢ menor que 0,2 indica uma
populagdo de particulas mais homogéneas, enquanto um valor de PDI maior que 0,3 indica mais
heterogeneidade.(LEUNG; SHEN, 2018). As NPs-Cur apresentaram PDI de 0,7, indicando que
possuem alta polidispersividade e potencialmente a formacgao de aglomerados. O potencial Zeta
positivo observado na NPs- Cur, se deve a composi¢do de quitosana na formulagdo, ela ¢

responsavel por induzir uma carga positiva na superficie da nanoparticula (WALBI et al., 2022).
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4.5 Analise por Microscopia de Forca Atomica (AFM)
A andlise por AFM foi realizada para verificagdo dos aspectos morfologicos e

topograficas das NPs-Cur. As imagens obtidas podem ser observadas na Figura 26.

Figura 26: Imagens do Microscopio de Forga Atomica: A) Imagem morfologica das NPs-Cur;

B) Imagem topografica das NPs-Cur.
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Fonte: Autora.
Na imagem mostrada na Figura 26 A podemos observar os aspectos morfologicos das
NPs-Cur em 2D, indicando um aspecto esférico. A imagem topografica em 3D mostra na Figura
26B também sugere que as NPs-Cur apresentam formato esférico, todavia, a distribuicdo de

tamanho ndo é muito uniforme em concordancia com os resultados de EDL.

4.6 Analise por Espectroscopia no infravermelho (FTIR)
Por meio da espectroscopia de FTIR, foi avaliado a composi¢ao quimica das NPs-Cur e
investigado a formulagdo, as potenciais interagdes entre seus constituintes (P407, quitosana,

TPP, curcumina). Na Figura 27 esta apresentado os espectros das NPs-Cur e seus constituintes.
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Figura 27: Espectros de FTIR da NPs-Cur e seus constituintes.
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Pode-se notar no espectro da curcumina suas bandas caracteristicas em 1629 c¢cm!
(C=0), 1605 cm’, 1509 cm! (C=C), 1428 cm™ (CH alcenos) (LEMES et al., 2017,
MASSIMINO; FARIA; YOSHIOKA, 2017). Os espectros de FTIR mostraram bandas
caracteristicas em relagdo as vibragdes do grupo livre de fenol O-H

(MASSIMINO; FARIA; YOSHIOKA, 2017)

para a curcumina

Os mais caracteristicos do P407 foram as bandas de em torno 1110 em! caracteristico
de éter C-O ¢ 2883 ecm! referente a C-H, que estdo em conformidade com os grupos funcionais
do P407. O espectro de quitosana revelou a presenca de algumas bandas caracteristicas em 3335
cm™! O-H. Dentre as principais bandas percebe-se a amida I (deformagio axial C = O) situada
em 1648 cm! referente ao grupo NH (Figura 27) e as bandas em 1072 e 1029 cm!
correspondendo a vibragdo de deformagdo angular do grupo amina (Divya et al., 2017).0
espectro do TPP mostrou suas bandas caracteristicas nas regides de 1095 cm™ relacionadas ao
grupo fosfato (P = O).

Nos espectros das nanoparticulas € notavel um deslocamento da banda caracteristica da
quitosana em 3335 em! relaciona-se com a vibragdo de estiramento O-H para 3456 em™!, o

que pode indicar uma grande intera¢do do copolimero com a quitosana. O espectro de NPs-
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Cur foi em grande parte similar ao dos grupos funcionais do P407, sobrepondo praticamente
todas as bandas da curcumina, o que pode indicar que a curcumina esta encapsulada dentro das
nanoparticulas e estamos vendo de forma mais evidente as caracteristicas da parte externa das
micelas.
Essa caracterizagdo da composicao quimica das NPs ¢ fundamental para garantir que as
nanoparticulas sejam compostas pelos materiais desejados e que a formulagdo seja bem-

sucedida. A presenga dos componentes, ¢ crucial para a eficidcia das nanoparticulas em

aplicagdes praticas.

4.7 Espectroscopia de absor¢ao ultravioleta/visivel (UV-vis) e Fluorescéncia

Para analisar a interagdo da luz com as nanoparticulas ¢ fundamental verificar sua regido
de absorcdo. A fim de realizar essa avaliacdo, a abordagem envolvida utiliza o uso da
espectroscopia de absor¢cao UV-Vis. Portanto, foi obtido o espectro de absor¢ao da NPs-Cur,
como apresentado na Figura 28 A, também podemos visualizar na Figura 28 B a solugdo com
as NPs-Cur diluida em 4gua deionizada na cubeta. Podemos observar que as NPs-Cur possuem
uma banda de absor¢do na regido do azul, com absor¢do maxima em torno de 425 nm,
apresentando a caracteristica de absor¢ao da curcumina.

Figura 28: A) Espectros de absor¢ao UV-vis da NPs-Cur em agua deionizada. B)

imagem da NPs Cur na cubeta e da molécula de curcumina (figura inserida).
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Fonte: Autora.
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A Figura 29A apresenta o espectro de Fluorescéncia da NPs-Cur em dgua deionizada
podemos observar uma banda de fluorescéncia entre 470 ¢ 700 nm, quando excitada em 460
nm, com maxima intensidade de emissdao em torno de 525 nm, regido do verde do espectro
eletromagnético. Na Figura 29 B mostra a fluorescéncia da NPs-Cur quando excitada com luz
UV (380nm).
Figura 29: A) Espectro de Fluorescéncia da NPs-Cur em agua destilada, B) NPs-Cur em agua

destilada excitada com luz UV 380 nm e imagem da molécula de curcumina (imagem inserida).
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Fonte: Autora.

4.8 Eficiéncia de encapsula¢do da curcumina

A eficiéncia de encapsulagdo obtida pela NPs Cur foi de 96% o que demostra uma
excelente afinidade da curcumina com a matriz polimérica.

Ha uma ampla variag¢@o na eficiéncia de encapsulacdo, dependendo do material e do
processo. Estudos demostram altas eficiéncias de encapsulamento para diferentes
nanoparticulas a base de polimeros. Como no estudo realizado por WILHELM ROMERO et
al., 2021, que sintetizaram nanoparticulas hibridas lipidicas poliméricas (NPsHLP) carreando
desmetoxicurcumina (DMC) e bisdemetocurcumina (BDM). Essas NPsHLP carregadas com
DMC e BDM alcangaram uma eficiéncia de encapsulamento > 92% de ambas as sinteses. No
estudo realizado por CHEN et al., 2021, foram produzidas NPs com quitosana para o transporte

de curcumina, através do método de nanoprecipitagao flash, cuja eficiéncia de encapsulamento
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foi acima de 95%. Temos também como exemplo o estudo realizado por YUAN et al., 2022,
que produziram nanoparticulas de nanocristais de celulose carreando curcumina, que exibiram
uma alta eficiéncia de encapsulacao de mais de 90%. Esses estudos demostraram a alta eficacia
de sistemas de encapsulamento baseados em polimeros, para a encapsulacdo eficiente da
curcumina. Em vista disso a quitosana se mostra uma excelente matriz polimérica para

encapsulacdo da curcumina, o que justifica seu uso na sintese do presente trabalho.

4.9 Cinética de liberacao in vitro

A investigacdo da cinética de liberacdo das amostras revela informagdes sobre a eficacia
e o perfil de liberacdo da curcumina. A analise dos dados cinéticos proporciona uma melhor
compreensdo sobre os mecanismos de liberacao e as caracteristicas de transporte. Com base
nos resultados da cinética de liberagdo, observou-se uma diferenca significativa na taxa e no
perfil de liberagdo entre a curcumina livre (associada ao processo de difusdo) e a nanoparticula
desenvolvida. Enquanto o curcumina livre demonstrou uma liberagdo muito mais rapida, com
cerca de 50% liberado em apenas 400 minutos, as nanoparticulas apresentaram uma liberagado
mais gradual e prolongada ao longo do tempo. As NPs Cur liberaram aproximadamente 17%
da curcumina nesse mesmo intervalo de tempo, como apresentado na Figura 30.

Figura 30: Cinética de liberagdo in vitro da curcumina livre e das NPs Cur.
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Fonte: Autor

A escolha do Modelo de Korsmeyer-Peppas (equagdo 2) para andlise da cinética de
liberagdo foi utilizado para descrever adequadamente o perfil de liberagdo observado, por
possuir um melhor ajuste aos dados experimentais com um valor mais alto de R? em
comparac¢ao com outros modelos.
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Figura 31: Cinética de liberagdo in vitro da NPs Cur e curcumina livre no intervalo menor que
60% da curcumina liberada, com fitting da curva com o modelo de Korsmeyer-Peppas (A); E

grafico do In (g—t) vs In (T) para determinacao do expoente de liberagao (B).
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* Ot é a quantidade de curcumina liberada em um determinado tempo ¢, O ¢ a quantidade de curcumina
liberada em um tempo infinito, £ ¢ a constante cinética de liberagdo e n ¢ o expoente de liberagao.

Fonte: Autor

Tabela 3: Descrigao do Mecanismo em fungao do expoente de liberagao.

Expoente de liberacio (n) Mecanismo de transporte
n=0,5 Modelo de Fick (ou Fickiano) (Caso I)
n=1,0 Modelo nao-Fickiano (Caso II)
0,5<n<1,0 Modelo nao-Fickiano (Caso Anomalo)
n<0,5 Comportamento pseudo Fickiano
n>1,0 Modelo nao-Fickiano (Super Caso II)

Fonte:(PAULA; MENDES, 2019)

As constantes cinéticas (K) calculadas para Curcumina livre e para NPs Cur foram de
0,3365 € 0,1970 respectivamente, indicando a taxa de liberagdo da curcumina livre mais rapida
que a curcumina encapsulada, o que ¢ esperado, uma vez que o para ocorrer a liberagdo as NPs

precisam de desfazer, e isso leva um tempo a mais para ocorrer. Além disso, os expoentes de
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liberagdo (n) foram de para curcumina livre ¢ 1,33 para NPs Cur ¢ 1,08, sugerindo um
mecanismo do modelo correspondente ¢ ndo-Fickiano (super caso II), o que pode significar que
acontece os fenomenos de tensdo e quebra das cadeias poliméricas no caso das NPs Cur. Ou
seja, o nucleo polimérico da quitosana acaba se rompendo e ocorre a liberagdao da curcumina.

E importante dizer, que para determinar o expoente n, ¢ recomendado o uso dos dados

experimentais de até 60% de liberacdo acumulada (QQTto <0,60)(COSTA; SOUSA LOBO, 2001;
KORSMEYER et al., 1983; RITGER; PEPPAS, 1987).

Os resultados evidenciam a eficacia das nanoparticulas como sistemas de liberagao
controlada para curcumina. A liberagdo mais gradual e prolongada das nanoparticulas em
comparagdo com a curcumina livre ¢ atribuida a presenga da matriz polimérica, que retarda a
liberacao do farmaco.

Outras pesquisas utilizam nanoparticulas para liberacdo modificada de curcumina. Por
exemplo, a pesquisa realizada por SHEN et al., 2023, investigou neste estudo, nanoparticulas
compostas por quitosana modificada com écido estearico (SA-CS) e caseinato de s6dio (NaCas)
foram formadas utilizando dextrano oxidado com periodato de sédio com diferentes pesos
moleculares como agente de reticulagdo. Nesse estudo comparou a curcumina livre, a liberacao
sustentada da curcumina encapsulada e demostram que essa libera¢do foi significativamente
reduzida para 17,9% e a capacidade de eliminagdo de radicais livres melhorou para 78,7% para
curcumina encapsulada.

Além disso, estudos como o de (ZARE-ZARDINI et al., 2022) exploraram
Nanoparticulas de proteina de soja contendo curcumina (curcumina — SPNs) para avalia¢do da
atividade anticancerigena, que foram testadas linhagens celulares de sarcoma osteogénico
(SAOS2) foram incubadas com diferentes concentracdes de nanoestruturas. A liberacdo da
curcumina livre foi mais de 50% do farmaco foi liberado nas primeiras 2 horas. Apds este
periodo, a liberacdo lenta do medicamento continuou até 62-83% do medicamento pelas
proximas 48h.

E importante ressaltar que a eficicia das nanoparticulas como carreadores pode ser
influenciada por diversos fatores, como o tipo de polimero utilizado, o método de preparacao
das nanoparticulas e as condigdes de liberagao do composto. Estudos adicionais sao necessarios

para otimizar esses parametros e entender melhor o mecanismo de liberagdo da curcumina.
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4.9 Experimentos biolégicos
Os experimentos bioldgicos foram realizados para avaliar a capacidade da nanoparticula
de inibir o crescimento bacteriano, quando na auséncia e presenca da luz (efeitos quimicos e
fotoquimicos). Para tal, as cepas bacterianas Staphylococcus aureus e Escherichia coli foram
divididas em dois grupos: (I) irradiado e (II) ndo irradiado. Elas foram submetidas a algumas
concentragdes da nanoparticula, bem como alguns de seus componentes, ambos na mesma
concentragao do preparo das nanoparticulas.
O grupo I foi irradiado por um LED azul, no comprimento de onda de 450 nm, por uma
dose energia de 28,84 mW.cm™. J4 o grupo II, ndo irradiado, ficou submetido ao escuro, sendo

isolado com papel aluminio, como apresentado na Figura 32.
Figura 32: A) e B) Amostras sob irradiacdo da luz azul. Em B) imagem foi obtida

utilizando filtro bloqueador de luz azul para visualizagao da fluorescéncia; C) Amostras deixadas

na auséncia de luz.

Fonte: Autora.

Inicialmente foi analisado a internalizagdo das nanoparticulas com bactéria E. coli,
variando-se o tempo de internalizagdo. Com base na literatura alguns estudos mostram que as
bactérias Gram-negativas sao menos suscetiveis a IFD que as Gram-positivas (HUANG et al.,
2012). Por esta razdo, iniciamos os testes com a bactéria E. coli. No primeiro teste realizado
utilizou-se um tempo de 30 minutos de internaliza¢do ¢ 30 minutos de irradiagdo. Mantendo-se
o tempo de irradiag¢do, foi variado os tempos de internalizacdo em 1h e 2h. O resultado da
reducdo percentual de UFC em func¢ao dos tempos de internalizagdo esta representado na Figura
31. O tempo de 30 min apresentou diferenga significativa em relagdo aos tempos de 60 e 120
min, neste tempo houve menor redugdo no crescimento bacteriano, o tempo que apresentou

uma melhor redu¢do no crescimento bacteriano foi de 60 min.
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Figura 33: Reducdo em porcentagem de UFC variando o tempo de internalizagdao das NPs-Cur
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Legenda: * Apresentou diferencga significativa (p<0,05) pelo teste T-Student em relagdo ao tempo 60 ¢
120 min.

Fonte: autora.

O Gréfico da Figura 33 traz os resultados da concentragdo 0,08 mg. mL™! do grupo
irradiado, pois foi a concentragdo que apresentou maior inibi¢do bacteriana. Esta avaliacdo
inicial realizou o monitoramento das concentra¢des 0,04 € 0,08 mg. mL! comparando com o
controle negativo, no grafico apresentado pela Figura 34. Com base nos resultados deste estudo
inicial em relagdo aos efeitos das NPS-Cur referente ao tempo de internalizagao, todos os testes
realizados na sequéncia fixaram-se com o tempo de internalizagdo de 1 h, pois foi o que
apresentou o melhor efeito inibitério como mostrado na Figura 33.

Nesse estudo as NPs-Cur apresentaram efeito fotodindmico com redugdes significativas

quando comparadas ao controle negativo, como podemos observar na Figura 34.
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Figura 34: Ensaios biologicos variando tempo de internalizacdo: A) 30 minutos de

internalizacao; B) 1 hora de internalizagdo; C) 2 h de internalizagao.
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Legenda: * Apresentou diferenca significativa (p<0,05) pelo teste T-Student em relacdo ao CN.

Fonte: autora.

Podemos observar que houve uma melhora no efeito fotodinamico principalmente para
concentracdo mais alta, para os diferentes tempos de internalizacao, os resultados indicam que
as NPs -Cur na concentragdo de 0,08 mg.mL"!, apesar de exibirem um efeito fotodinAmico, ndo
se revelaram capazes de eliminar as bactérias, seu efeito foi bacteriostatico (<3 logio UFC de
redu¢do) (FRENCH, 2006), pois inibiu o crescimento de colonias apds o IFD.

No intuito de aumentar a inibi¢do bacteriana, e verificar se as NPS possuem
propriedades bactericidas e fotobactericidas aumentou-se o tempo de irradiagdo para uma hora.
Neste ensaio biologico também foram testados os elementos que compdem a NPs-Cur, P 407
na concentragdo de 25 mg.mL-! e Quitosana + TPP a 1 mg.mL"!, ambos na mesma concentra¢do
que estdo presentes nas NPs, bem como as concentragdes da NPs-Cur de 0,02 mg.mL-'; 0,04

mg.mL! ¢ 0,08 mg.mL"!. O resultado esta apresentado na Figura 35.
55



||‘I ‘l Fundacio Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (I I I I | p
Programa de Pos-Graduacio em Ciéncias dos Materiais

UFMS
Figura 35: Resultado do ensaio biologico da E. coli.
10" -
E.Coli B Escuro [l Irradiado
n
(-
g
o
oy
-
*
CN P407 Quit+TPP C(0,02) C(0,04)  C(0,08)

Concentracoe s(mg.mL'l)

Legenda: * Apresentou atividade fotobactericida (>3 logjo UFC de redug@o).

Fonte: Autora.

Notavelmente ocorreu efeito fotodinamico, mostrando o potencial das NPs-Cur como
fotobactericida (>3 logio UFC de redugdo) para as concentragdes 0,04 € 0,08 mg. mL! do grupo
irradiado (FRENCH, 2006). Ocorreram redu¢des também nos grupos irradiados, Quitosana
+TPP a 1 mg.mL' ¢ NPs na concentragio de 0,02 mg.mL! de ~ 1,5 log10 para ambos.

Podemos observar na Figura 35, que houve efeito quimico, redugdes significativas no
grupo submetido ao escuro, quando comparados ao grupo CN, temos uma redugdo proxima de
~ 0,9 logio para o grupo submetido ao escuro da solugdo Quitosana +TPP a Img.mL!, uma
reducdo de ~1,3 logio, ~1,8 logioe~3 logio para as concentragdes de 0,02 mg.mL'; 0,04 mg.mL"
e 0,08mg.mL! respectivamente. Este efeito quimico é esperado pois a quitosana possui efeito
antimicrobiano de amplo espectro, mostrando que as nanoparticulas de quitosana podem gerar
um efeito adicional que podera ser somado aos da IFD, ampliando a efetividade da inativagao
das bactérias (DARABPOUR; KASHEF; MASHAYEKHAN, 2016).

A solugdo de P407 na concentragdo de 25 mg.mL! ndo apresentou efeitos quimicos e

nem fotodindmicos, o que também ¢é esperado, pois seu papel principal na sintese ¢ a
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estabilizacdo das NPs. Este resultado confirma o que ja € reportado na literatura, que o P407
ndo apresenta toxicidade (DE DIOS-PEREZ et al., 2023). A Figura 36 apresenta imagens
ilustrativas das UFCs em placas de Petri para os grupos testados no ensaio bioldgico da IFD e
nao irradiados, respectivamente.

Figura 36: Imagens das placas de Petri da bactéria E. coli para o grupo irradiado: A)
CN; B) P407; C) Quit. + TPP; NPs Cur D) 0,02 mg.mL-'; E) 0,04 mg.mL-'; F) 0,08 mg.mL"".
E grupo submetido ao escuro: G) CN; H) P 407; I) Quit. + TPP; concentra¢des de NPs Cur J)
0,02 mg.mL'; K) 0,04 mg.mL"; L) 0,08 mg.mL"".
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Fonte: Autora.
No ensaio biologico realizado com a bactéria Staphylococcus aureus foram testados

elementos que compdem a NPs-Cur, o P 407 na concentra¢do de 25 mg.mL™! ¢ a Quitosana
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+TPP a lmg.mL"!, ambos na mesma concentra¢do da sintese da nanoparticula, bem como as

concentragdes da NPs Cur de 0,02 mg. mL': 0,04 mg. mL! ¢ 0,08 mg. mL-!. Seguindo os

mesmos parametros do ensaio realizado com a bactéria E.coli.

Na figura 37 estd apresentado o resultado do teste realizado com a bactéria

Staphylococcus aureus (Gram-positiva).

UFC.mL

Figura 37: Resultado do ensaio biologico da S. aureus.
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Fonte: autora.

Assim como nos ensaios realizados com a E.coli houve efeito fotodindmico, mostrando

efeitos fotobactericida (>3 logio UFC de redugdo) para as concentra¢des 0,04 ¢ 0,08 mg. mL"!

do grupo irradiado (FRENCH, 2006). Ocorreram redugdes também nos grupos irradiados,

Quitosana +TPP a Img.mL"! e NPs Cur na concentra¢do de 0,02 mg.mL! de ~1,5 logio € ~2,0

logio respectivamente.

Da maneira semelhante houve efeito quimico, no ensaio realizado com a S. aureus,

também ocorreram redugdes significativas no grupo submetido ao escuro, quando comparados

ao grupo CN, temos uma redugdo proxima de ~ 0,9 logio para o grupo submetido ao escuro da

solugdo Quitosana +TPP a Img.mL!, uma redugdo de ~1,5 logio, ~1,0 logioe~2,9 logio para as

concentragdes de 0,02 mg.mL!; 0,04 mg.mL! e 0,08mg.mL"' respectivamente. Este efeito
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quimico se justifica pelo fato da quitosana possuir efeito antimicrobiano (ONG et al., 2017).
Da mesma forma que ocorreu no ensaio com a E.coli a solugdo de P 407 na concentracao de
25mg.mL"!, ndo apresentou efeitos quimicos nem fotodindmicos.

As imagens das placas de Petri, para os grupos testados no ensaio biolégico da IFD,
estdo nas imagens 38.

Figura 38: Imagem das placas de Petri da bactéria S.aureus para o grupo irradiado: A)
CN; B) P 407; C) Quit. + TPP; concentragdes de NPs Cur D) 0,02 mg.mL"; E) 0,04 mg.mL";
F) 0,08 mg.mL!. E grupo submetido ao escuro: G) CN; H) P 407; I) Quit. + TPP; NPs Cur : J)
0,02 mg.mL!; K) 0,04 mg.mL!"; L) 0,08 mg.mL".

Fonte: autora
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4.10 Efeito das interfaces sobre a viabilidade celular bacteriana

Os estudos de cinética de crescimento de S. Aureus e E. Coli sdo apresentados na Figura

39, na presenc¢a de NPs-Cur a uma concentragdo de 0,02 mg.mL"' e um controle negativo,

divididos em dois grupos: um grupo irradiado e um grupo submetido ao escuro.

Figura 39: A) cinética de crescimento da S. aureus controle negativo; B) cinética de crescimento

da S. Aureus com NPs-Cur; C) cinética de crescimento da E. coli, controle negativo; d) cinética

de crescimento da E. coli com NPs- Cur.
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Fonte: autora.

A Figura 39-A ilustra a curva de crescimento de S. aureus, representando a densidade

optica do controle negativo, e na Figura 39-B a curva de crescimento de S. aureus submetida a

IFD com as NPs- Cur e respectivamente o mesmo para 39 - C e D com a E. coli. Como

evidenciado pelas figuras, foi observada uma notavel alteragdo do crescimento no grupo

irradiado em comparagdo com o grupo de controle e o grupo mantido no escuro.
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4.11 Avaliacao morfologica: MEV das bactérias E. Coli e S. Aureus submetida a IFD

Para realizacdo de analises morfoldgicas das bactérias foi utilizado o microscopio
eletronico de varredura (MEV), apds os grupos serem submetidos a inativagao fotodinamica,
as amostras foram preparadas conforme descrito no item 3.10.

O grupo controle negativo apresenta a morfologia da superficie da bactéria E. coli no
formato de bastonetes, com didmetro de 0,5 um a 0,7 um por 1,5 a 3 pm de comprimento
aproximadamente, conforme mostrado na Figura 40. No grupo controle negativo, podemos
notar sua estrutura lisa e intacta apresentando morfologia normal.

Figura 40: Imagem do MEV do grupo controle negativo E. coli.

L,
Fonte: Autora

As Figuras 41 A e B mostram imagens representativas das E. coli que foram submetidas
a irradiacao, onde as setas em vermelho indicam severos danos nas bactérias ocasionando a lise
celular. Além disso, podemos observar também que as nanoparticulas em formatos proximos
ao esférico estavam presente na membrana da bactéria.
Figura 41: Imagens de MEV das E. coli submetidas a irradiacdo na presenca das

NPs-Cur.
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Fonte: Autora.
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As Figuras 42A e B apresentam os resultados do grupo nao-irradiado, na qual
observamos que existem nanoparticulas presente em sua membrana, ocorre um elevado

aumento de rugosidade em sua superficie e danos parciais em sua membrana.

Figura 42: Imagens de MEV das E. coli submetidas as NPs-Cur e mantidas no escuro.

INF I/UFMS »B88 8. SMm INFIAUFMS

Fonte: Autora.
A morfologia da superficie da bactéria S. aureus no formato de cocos agrupadas em
cachos, com diametro de 1 um aproximadamente, estd apresentada na Figura 43. No grupo

controle negativo, podemos notar sua estrutura lisa e intacta apresentando morfologia normal.

Figura 43: Imagem de MEV do grupo controle negativo S. aureus.

Fonte: Autora.

As Figuras 44A e B representam o grupo que foi submetido a irradiagdo, S. aureus, onde
as setas em vermelho indicam severos danos nas bactérias ocasionando a lise celular € um

grande aumento de rugosidade e mudancas em sua morfologia.
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Figura 44: Imagens de MEV das S. aureus submetidas a irradiacdo na presenca

das NPs-Cur.

Fonte: Autora.
Os resultados do grupo nao-irradiado estao apresentados na Figura 45A e B, observamos
que ocorre um elevado aumento de rugosidade em sua superficie e danos parciais em sua
morfologia.

Figura 45: Imagens de MEV das S. aureus submetidas as NPs-Cur e mantidas no escuro.

#

INF I /UFMS 1SkV - XZ5; 806 1rm INF I/ UFMS

Fonte: Autora.

As andlises de MEV mostram de forma clara alteragdes morfoldgicas da superficie
bacteriana, como rupturas de membranas, aumento da rugosidade superficial, apds o tratamento
fotodindmico antimicrobiana, indicando que tais danos sdo responsaveis pela inibi¢do no

crescimento bacteriano e confirmando o potencial efeito antimicrobiana das NPs-Cur.
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4.12 Criomicroscopia eletronica de transmissiao (Crio-ME)

As técnicas de Criomicroscopia eletronica de transmissdao permitem a visualizagdo das
células em um estado totalmente hidratado sem a necessidade de utilizacdo de fixadores
quimicos ou recobrimentos metalicos para melhorar o contraste. O método de congelamento
rapido permite a visualizacdo de células bacterianas em seu estado nativo. Esse método
contribui para o conhecimento de estruturas das bactérias revelando riqueza de detalhes
(PILHOFER et al., 2010).

A Figura 46 mostra a bactéria E. coli, pertencente ao grupo do controle negativo, seu
tamanho esta proximo a 3um, sua estrutura se apresenta intacta.

Figura 46: Imagem da Criomicroscopia do grupo controle negativo E. coli.

Fonte: Autora.
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Conseguimos visualizar nitidamente suas membranas, a camada de peptideoglicano.
Podemos notar também um tipo de pelos ou fios presentes na superficie celular da bactéria
E.coli, eles sdo os apéndices proteicos chamados de pili ou fimbrias. Desempenham diversas
funcdes na fisiologia bacteriana, podem estar envolvidos na adesdo e invasdo de células
hospedeiras, secre¢ao e absorcao de DNA e proteinas, formag¢ao de biofilme, motilidade celular
entre outros (LUKASZCZYK; PRADHAN; REMAUT, 2019).

A Figura 47 mostra a bactéria E. coli, pertencente ao grupo irradiado que foi submetido

a [FD, podemos observar algumas mudangas morfoldgicas.

Figura 47: Imagem da Criomicroscopia do Grupo irradiado E. coli quando submetido ao
IFD pelas NPs-Cur, onde observa-se os danos: A) Rompimento de membrana; B) Inchago da

membrana.

Fonte: Autora.

Na Figura 47A, as setas indicam que houve rompimento das membranas da bactéria, ao
compararmos com o CN, conseguimos perceber a auséncia dos pilis e aderencéncia das
nanoparticulas na superficie bacteriana, varios aglomerados proximos ao formato esférico. Ja
na Figura 47B ¢ observado inchacos nas membranas (indicadas pelas setas), mostrando fortes
indicios de futuras rupturas. Esses rompimentos de membranas levam a morte celular das
bactérias (WONG; AMIR, 2019).

A Figura 48 mostra a bactéria E. coli, pertencente ao grupo submetido ao escuro na

presenga das NPs-Cur, onde podemos observar algumas mudangas morfolédgicas.
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Figura 48: Imagem da Crio-microscopia da E. coli do grupo submetido ao escuro na
presenga das NPs-Cur, onde observamos: A) dano parcial na membrana; B) aderéncia das

nanoparticulas na superficie bacteriana.

Fonte: Autora

Na Figura 48A as setas indicam um dano parcial na membrana externa da bactéria. A
Figura 48B mostra a aderéncia das nanoparticulas na superficie bacteriana, varios aglomerados
proximos ao formato esférico sdo observados. Nas duas imagens ¢ possivel observar as
nanoparticulas aderidas em toda superficie, esta interacdo resulta na inibi¢do do crescimento
bacteriano, devido a efeitos bacteriostaticos caracteristica apresentada pela quitosana
(ABBASPOUR et al., 2015).

De maneira geral, os resultados gerados através da técnica de Crio-ME, nos permitem
visualizar os efeitos da IFD com as NPS Cur e estdo de acordo com os testes bioldgicos

realizados com a bactéria E. coli.

4.13 Determinacio da producio de espécies reativas de oxigénio (EROS)

Com objetivo de entender melhor os mecanismos de fotoinativacdo das bactérias
ocasionados pelas NPs-Cur, foi realizado um teste de produgdo de EROs, analisando a cinética
do produto fluorescente gerado (étideo) (Figura 49B). A constante da taxa de produgdo de EROs
(Keros), foi estimada através da analise cinética do produto fluorescente gerado pela interacao
entre DHE e EROs. O DHE foi usado em uma concentracdo saturante, para que as medidas de
fluorescéncia ndo cessassem, por ndo ter marcador suficiente para a produgdo de EROs, ¢ foi
assumida a taxa de formacdo de novos produtos fluorescentes [F] proporcional aquela gerada

pela produ¢do de EROs, devido as NPs Cur que estavam sob iluminagao, logo temos:
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k
DHE + EROs > F 3)

Consequentemente, a taxa de produgdo de EROs pode ser escrita como:

d[ERO
ER95] = Keros [DHE |[EROS] 4)

Onde kggos € a constante da taxa aparente de produciao de EROs (isto €, a constante da

taxa aparente para a reagdo de DHE com EROs), com [EROs] o« F . Portanto, a Equagao 4

pode ser reescrito como:

ks F )
F=a(1-ekh

Onde kf = kEROS[DHE] .

F=a(1l-eY (6)

Apartir da Equacao 6, fizemos um ajuste de curva para producao de EROs das NPs Cur,

e construimos a curva da Figura 49C. E importante ressaltar que fixamos o valor da constante
a, permitindo que s6 ky pudesse variar. Obtemos o valor de kgpos, dividindo ks pela
concentragdo constante do DHE = 0,34mM. A partir das curvas e dos valores das constantes

kgros conseguimos comparar a produ¢do de EROs, das NPs-Cur entre a producdo ocasioada

por efeito de fotdlise entre a sonda e o CN( H2O).
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Figura 49: Emissao de fluorescéncia promovida pela producao de EROs: A) Intensidade de
fluorescéncia produzida ao longo de todo experimento (10 minutos escuro ¢ 10 minutos
irradiado), B) espectros de fluorescéncia do Etidio ao longo do tempo de irradiagdo, C)
produgdo de EROs das NPs Cur e CN ao longo do tempo de irradiacao e fitting da cinétitica

de produg¢do de EROs.
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Fonte: Autora.

A capacidade de geracdo de EROs pelos nanomateriais sob a irradiacdo de luz azul ¢
apresentado na Figura 49-C onde ¢ demonstrando uma grande capacidade de producdo de
EROs, devido ao efeito fotoquimico, gerado pela interacdo da luz Azul com as NPs-Cur, essa
producao foi muito maior que a produgdao do CN, o que ¢ um resultado esperado visto que essas
produgdes por causa da fotdlise e da hidrolise (Figura 49-A) ndo foi suficiente para ter efeito

nos testes bioldgicos apresentados anteriormente.
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A constante da producdo de EROs (ky), foi obtida usando a Equagdo 6 e estdo

apresentados na Tabela 4.

Tabela 4: Constante de producao de EROs.

Amostra kr (107s7) kgros (M's™)
NPs Cur 10,20 + 0,491 30 £1,40
CN (H20) 1,510 + 0,059 4,44 + 0,17

Fonte: Autora

Podemos observar que a keros das NPs-Cur € cerca de 6,7 vezes maior que o CN, essa
grande capacidade de producdo de EROs ¢ devido principalmente as propriedades do
fotossensibilizador carreado. A curcumina, tem sido extensivamente estudada quanto a sua
atividade fotodinamica, notadamente a geracao de hidroxilagao de compostos organicos durante
sua fotodegradacao, resultando na formagao de fendis, alcoois, aldeidos e acidos carboxilicos
0 que estdo diretamente relacionados ao mecanismo do tipo I de produgdo de EROs (DE MELO
DA SILVA etal., 2016; VOGNA et al., 2004).

Outros estudos destacam a eficacia da curcumina, seja em sua forma pura ou
incorporada em formulagdes farmacéuticas, na inibi¢cao do crescimento de fungos patogénicos,
como o Sporothrix brasiliensis, e patdogenos alimentares, como Staphylococcus aureus e
Escherichia coli, e destacam esses mecanismos de fotoinativagdo que esta relacionado a
producao de EROs(Legabao et al., 2023; Zhou et al., 2022).

Além disso, a quitosana carregada de curcumina, quando wusada como
fotossensibilizador no tratamento fotodinamico, demonstrou efeitos de inativagao significativos
contra Staphylococcus aureus e seus biofilmes em superficies de ago inoxidavel(LI et al.,
2020). Finalmente, NPs-Cur testadas nesse estudo se mostram altamente eficiente na IFD e que
a quitosana em conjunto com a curcumina possuem um efeito combinado de atividade quimica
e fotoquimica, devido a carga da quitosana nas membranas bacterianas e a atividade
fotodindmica da curcumina, ¢ que esses resultados estdo associados a alta capacidade de

producao de EROs.
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5 Conclusoes

As NPs-Cur sintetizadas mostraram propriedade notaveis, como um tamanho médio de
339 nm e uma morfologia esférica. Além disso uma eficiéncia de encapsulacao de 96%, e uma
liberacao mais lenta comparada a curcumina livre. Os ensaios biologicos realizados com as
NPs-Cur, contra bactérias Gram-positiva e Gram-negativa, demostraram efeitos
bacteriostaticos e bactericidas para algumas concentracdes. As analises de microscopias via
MEYV e Crio-ME, revelaram as mudancas morfoldgicas substanciais apos a exposi¢ao da IFD
com as NPs-Cur. A identificagcdo da EROs quando irradiadas confirmam a eficacia das NPs-
Cur como agente antimicrobiano com destaque potencial em processos de IFD. De maneira
geral, os resultados sugerem que as NPs-Cur possuem um grande potencial para atuar como
fotossensibilizador na inativagdo fotodindmica antimicrobiana. Dessa forma a presente
pesquisa contribui com a preparacao e o entendimento de nanomaterial inovador, as NPs-Cur,

e mostra seu potencial para aplicagdes no combate as bactérias via IFD.
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