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RESUMO

Este trabalho investigou a sintese, caracterizacao e acao fotodinamica de nanoparticulas (NPs)
dos polimeros conjugados (PCs) poly-(2,5-di-hexyloxy-cyanoterephthalylidene) (Cn-PPV), poly[2,6-
(4,4-bis-(2-ethylhexyl)-4H-cyclopenta[2,1-b;3,4-b']dithiophene)-alt-4,7(2,1,3-benzothiadiazole)]
(PCPDTBT) e a nova blenda, oriunda da mistura de Cn-PPV e PCPDTBT, nomeada de Cn-TBT,
cujas nanoestruturas foram denominadas de Cn-TBT-NPs, visando a fotoinativacdo bacteriana. A
eficicia dessas NPs foi avaliada contra Staphylococcus aureus (Gram-positiva) e Escherichia coli
(Gram-negativa), utilizando irradiagdo com luz visivel. As NPs demonstraram eficiéncia na geragdo
de espécies reativas de oxigénio EROs e 'O, além de induzirem efeitos fototérmicos quando
irradiadas com laser no infravermelho (806 nm), resultando em inviabilizacdo bacteriana. Dentre as
NPs sintetizadas, as Cn-TBT-NPs destacaram-se por combinar as propriedades fotodinamicas e
fototérmicas dos polimeros originais, resultando em maior eficacia na inativacédo de S. aureus quando
submetida a concentragdo de 8 pg mL™. Essa maior eficiéncia pode ser atribuida a maior
permeabilidade da parede celular da S. aureus, facilitando a penetracdo. As Cn-TBT-NPs também
apresentaram maior rendimento na geracao de 'O.. Em contraste, E. coli, uma bactéria Gram-negativa
com estrutura de parede celular mais complexa, exigiu uma concentragdo maior que 16 pg mL™? para
alcancar uma inativacdo similar. Os resultados sugerem que as Cn-TBT-NPs apresentam grande
potencial como fotossensibilizadoras, especialmente no combate a bactérias Gram-positivas. A
sinergia entre os efeitos fotodinamicos e fototérmicos, aliada a capacidade de absorc¢do de luz visivel,
oferece uma abordagem promissora para a inativagcdo fotodindmica antimicrobiana. Este estudo
reforca a importancia do desenvolvimento de novas nanoestruturas no combate a resisténcia

antimicrobiana, proporcionando uma alternativa eficaz e segura aos tratamentos convencionais.

Palavras-chaves: Processos fotoinduzidos, Nanotecnologia aplicada, Engenharia de materiais e

Mecanismos de inativacao.
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1. Introducéo

A resisténcia aos antibidticos emergiu como um dos maiores desafios globais na saude
publica. A utilizacdo inadequada e indiscriminada de antibidticos facilita o surgimento de bactérias
resistentes a multiplos medicamentos, resultando em cepas multirresistentes. Conforme os centros de
controle e prevencdo de doencas, pacientes infectados com S. aureus resistente a meticilina (MRSA)
tém uma chance 64% maior de perecer em comparacdo com aqueles infectados por cepas nédo
resistentes (Ferreira et al., 2023; Spagnolo, 2024). Em 2019 (Kavanagh, 2019), nos Estados Unidos,
foram relatados aproximadamente 120.000 casos de infeccdo por MRSA, levando a mais de 20.000
mortes globalmente, a situacdo é igualmente alarmante; em 2021, cerca de 500.000 pessoas
desenvolveram tuberculose multirresistente (OMS, 2022). A Organizacdo Mundial da Saude (OMS,
2022) indicou que havia 43 antibioticos em desenvolvimento clinico para combater patdgenos
prioritarios, mas apenas seis foram classificados como inovadores.

A Inativacdo Fotodindmica antimicrobiana (alFD) tem se mostrado uma abordagem
promissora no tratamento de infec¢bes bacterianas e flingicas, especialmente em um contexto de
crescente resisténcia aos antibidticos (Gholami et al., 2023). Esta técnica utiliza corantes e
substancias fotossensibilizadoras, que podem ser naturais ou sintéticas, para tratar doencas e combater
microrganismos via processo fotodindmico. Sob iluminagdo adequada, esses fotossensibilizadores
(FSs) promovem eventos fotofisicos, fotoquimicos e fotobioldgicos que destroem seletivamente o
tecido celular dos microrganismos. A alFD oferece uma vantagem significativa, pois a destrui¢do dos
patdgenos ocorre de maneira especifica e programada, minimizando danos aos tecidos circundantes
(Oliveira et al., 2023a). Estudos demonstram a eficicia da alFD contra vérias cepas resistentes
sublinhando seu potencial como uma alternativa viavel aos tratamentos convencionais de antibioticos
(Youssef et al., 2020; Sansone et al., 2022).

1.1. Doengas infecciosas e bactérias
Estamos a beira de uma crise de salde publica sem precedentes: a era pos-antibidtica, onde
infeccdes simples podem novamente ser fatais. Os microrganismos resistentes a antibioticos (MRA),
emergiram como uma das maiores ameacas globais a saude publica, representando um desafio que
transcende fronteiras e disciplinas, exigindo acdo imediata e coordenada. A evolucdo das bactérias,
que desenvolvem rapidamente mecanismos de sobrevivéncia frente a tratamentos antes eficazes,

exemplifica a urgéncia desta questéo.
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No centro do problema com os MRA esta o género Staphylococcus sp, cujas bactérias
esféricas, como o Staphylococcus aureus, tornaram-se protagonistas em infec¢des que afetam milhdes
de pessoas ao redor do mundo (Lima, 2015; Cristina, Paula e Rodriques, 2023). Desde sua deteccao
em 1880, o S. aureus evoluiu de um agente patogénico controlavel para um adversario resistente, que
hoje desafia a medicina moderna.

O inicio da terapia antibiotica contra S. aureus na década de 1930, com a sulfanilamida e,
posteriormente, a penicilina, trouxe esperanca (Brumfitt e Hamilton-Miller, 1989). No entanto, essa
esperanca foi rapidamente obscurecida pelo surgimento de cepas resistentes, alimentadas pela
habilidade da bactéria de produzir betalactamase, uma enzima capaz de inativar a penicilina (Neu,
1994). A resisténcia antimicrobiana continuou a evoluir. Embora a meticilina tenha sido introduzida
em 1960 para combater a resisténcia a penicilina, cepas resistentes a esse antibiético comecaram a
surgir ja na década de 1970.

Ainda mais alarmante foi o surgimento de cepas de S. aureus resistentes a vancomicina no
inicio dos anos 2000, tanto no Brasil quanto nos Estados Unidos, Japdo e Europa, evidenciando a
gravidade de um problema de alcance global (Souza et al., 2007; Cunha e Baiense, 2023). A cada
novo antibidtico introduzido, as bactérias parecem encontrar novas formas de resisténcia, tornando
claro que a corrida entre o desenvolvimento de medicamentos e a adaptacéo bacteriana é uma batalha
que estamos perigosamente proximos de perder. A Figura 1 ilustra que até 2050, segundo O’Neill,
2014, o mundo deve somar cerca de 10 milhdes de mortes anuais por MRA.
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Figura 1: Esquema mundial de mortes atribuiveis a microrganismos resistentes a antibidticos todos
0s anos até 2050.
Fonte: Adaptado de O’Neill, 2014.

O impacto da resisténcia antimicrobiana vai além do S. aureus. A E. coli, um dos bacilos
Gram-negativos mais prevalentes, também ilustra o qudo devastador esse fendmeno pode ser.
Responsavel por uma variedade de doencas, desde gastroenterites a infeccdes extra-intestinais graves
como sepse, a E. coli tem se tornado progressivamente mais resistente a uma gama de antibidticos.
Estudos revelaram taxas assustadoras de resisténcia em cepas de E. coli, com a maioria das cepas
demonstrando resisténcia a multiplos antibidticos (Zhang et al., 2017; Freitas e Machado, 2018;
Oliveira et al., 2023). A descoberta de cepas de E. coli resistentes a colistina na China em 2016
destaca a gravidade da situacdo, pois a colistina € um dos ultimos recursos contra bactérias
multirresistentes (Schwarz e Johnson, 2016; Huang et al., 2017).

A resisténcia antimicrobiana € uma das ameagas mais criticas a satde global, como alertado
pela Organizacdo Mundial da Saiude (OMS) em 2024. A resisténcia a medicamentos continua a
aumentar, comprometendo a eficacia de tratamentos para infec¢des bacterianas comuns e ameacando
reverter 0s avancos da medicina moderna. A OMS destaca que, se medidas efetivas ndo forem

implementadas, poderemos enfrentar até 10 milhdes de mortes anuais relacionadas a infecgdes
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resistentes até 2050, superando o impacto de muitas outras ameagas a satde global (Figura 2) (OMS,
2023, 2024).
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Figura 2: Mortes atribuidas a microrganismos resistentes a antibiéticos todos os anos em
comparagdo com outras causas relevantes de mortes até 2050.
Fonte: Adaptado de O’Neill, 2014.

Além das vidas perdidas, o impacto econdmico sera severo, com estimativas indicando que a
resisténcia antimicrobiana podera gerar custos de até 210 trilhdes de ddlares até 2050, consumindo
até 1% do PIB (produto interno bruto) global (O’Neill, 2014; WHO, 2023, 2024). As infeccGes por
bactérias resistentes, como Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae, demonstram altos niveis de
resisténcia, forcando o uso de antibidticos de ultima linha, para 0s quais a resisténcia também esta

aumentando.
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Os desafios sdo ampliados pela resisténcia em fungos, HIV, tuberculose e maléria, que exigem
vigilancia rigorosa e inovagdo continua em tratamentos. A OMS enfatiza a necessidade de uma
abordagem coordenada que integre a saide humana, animal e ambiental para enfrentar efetivamente
essa crise (WHO, 2023).

Portanto, o problema da resisténcia antimicrobiana ndo é apenas uma questdo de salde, mas
uma crise iminente que ameaca nossa propria existéncia e prosperidade. A humanidade enfrenta uma
encruzilhada: ou tomamos medidas drésticas e coordenadas para enfrentar essa ameaca, ou arriscamos
retornar a uma era em que infecgdes simples podem novamente se tornar sentencas de morte. E
imperativo que governos, inddstrias, cientistas e cidaddos se unam para desenvolver novas solucoes,
promover o0 uso responsavel de antibidticos e investir em pesquisa para combater essa crescente

ameaca. O futuro da satde global depende das acGes que tomamos agora.

1.2. Mecanismo de desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana e sua

transferéncia

A resisténcia antimicrobiana é um desafio global que ameaca a eficicia dos tratamentos
médicos modernos, colocando em risco décadas de progresso no combate a doencas infecciosas
(Castilho et al., 2024). Este fenémeno é multifacetado, envolvendo uma série de mecanismos que
permitem aos patdgenos escapar dos efeitos dos antimicrobianos, tornando as infec¢des cada vez mais
dificeis de tratar (Almeida et al., 2023).

A resisténcia antimicrobiana pode ser classificada em trés categorias principais: intrinseca,
adaptativa e adquirida (Tenover, 2006). A resisténcia intrinseca refere-se a caracteristicas naturais
dos microrganismos, como a presenca de uma barreira fisica que impede a penetracdo de antibioticos.
Por exemplo, a parede celular espessa de peptidoglicano nas bactérias Gram-positivas ou a membrana
externa adicional nas Gram-negativas sdo estruturas que conferem resisténcia natural a varios
antibidticos, como a penicilina.

A resisténcia adaptativa, por sua vez, ocorre quando 0S microrganismos, em resposta a
estimulos ambientais como estresse ou exposi¢do a antibioticos em concentra¢des sub-inibitorias,
sofrem mutacdes ou alteracfes na expressao genética que lhes permitem sobreviver a esses agentes.
Este tipo de resisténcia é transitdrio, mas pode rapidamente evoluir para uma forma de resisténcia
adquirida se as mudancas adaptativas forem fixadas geneticamente.

A resisténcia adquirida, a mais preocupante, envolve a transferéncia de genes de resisténcia

entre bactérias, podendo ocorrer de maneira vertical ou horizontal (Figura 3). Na transferéncia
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vertical, a resisténcia é passada de uma célula mée para suas filhas durante a diviséo celular. Ja a
transferéncia horizontal pode ocorrer por transformacéo, transducdo ou conjugacédo. Por exemplo, a
resisténcia adquirida atraves da conjugacéo € frequentemente observada em Staphylococcus aureus,
onde plasmideos contendo genes de resisténcia a mdltiplos antibioticos, como a meticilina, sdo

transferidos de uma célula para outra, resultando na disseminacao de cepas multirresistentes.

Transferéncia vertical de genes Transferéncia horizontal de genes

Replicagao do
genoma e
divisao celular

Figura 3: Esquema de transferéncias vertical e horizontal de genes resistentes entre bactérias.

A transferéncia horizontal (detalhada na Figura 4) por transformacdo ocorre quando bactérias
com a capacidade de absorver e incorporar DNA livre no meio encontram matéria genético resistente.
Ja a transducdo necessita de bacteri6fagos, os quais sdo virus que infectam bactérias. Esses agentes
mediam a transferéncia de DNA entre bactérias, processo conhecido como transducdo.
Na Conjugacdo ocorre 0 surgimento de um pequeno tubo entre as duas bactérias, transferindo
genomas resistentes. Esse tipo de transferéncia é o mais preocupante diante da sua relativa facilidade

e por ocorrer entre bactérias viaveis.
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Figura 4: Esquema de transferéncia de genes horizontais.
Fonte: Adaptado de (Holmes et al. 2016).

No ambiente hospitalar, microrganismos como Escherichia coli e Clostridioides difficile estéo
entre os principais responséveis por infec¢des associadas a procedimentos invasivos, como 0 uso de
cateteres e ventilacdo mecanica. Essas infec¢fes sdo particularmente problematicas devido a presenca
de cepas resistentes, como as produtoras de -lactamase de espectro estendido (ESBL), que tornam
0s tratamentos com antibioticos tradicionais ineficazes (Sena et al., 2022).

Por outro lado, as infecgbes comunitarias ocorrem fora do ambiente hospitalar e séo
frequentemente causadas por patdgenos como Streptococcus pneumoniae, responsdvel por
pneumonias, ou Staphylococcus aureus, que pode causar infeccGes de pele. Em regides onde o
saneamento basico € precario, a exposi¢do a agua contaminada e alimentos mal preparados pode
resultar em infecgdes gastrointestinais causadas por bactérias como Salmonella e E. coli, algumas das
quais ja demonstram resisténcia a tratamentos padrdo, como as fluoroguinolonas (Furuya e Lowy,
2006; Cristina et al., 2023).
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A ligagdo entre os mecanismos de resisténcia e as infecgdes observadas em diferentes
contextos é clara. Por exemplo, a resisténcia adquirida por Staphylococcus aureus através da
conjugacdo permite que cepas multirresistentes se disseminem rapidamente em ambientes
hospitalares, especialmente em unidades de tratamentos intensivos, onde 0 uso intensivo de
antibioticos cria uma pressao seletiva que favorece a sobrevivéncia dessas cepas (Nogueira et al.,
2023). Da mesma forma, a resisténcia adaptativa em E. coli pode ser exacerbada pelo uso inadequado
de antibidticos na comunidade, levando ao surgimento de cepas resistentes que causam infecgdes
recorrentes do trato urinario (Patel e Levitin, 2014).

A resisténcia antimicrobiana representa uma ameaga iminente a satde global, exigindo uma
resposta urgente e coordenada. Dessa forma, pesquisas cientificas foram desenvolvidas de modo a
viabilizar tratamentos alternativos, como a terapia fotodindmica e agentes para desinfeccdo de

superficies por via de inativacdo fotodinamica.

1.3. Tratamentos: convencional e alternativos (inativacao fotodinamica)

Os antibiodticos revolucionaram a medicina no século XX, reduzindo drasticamente a
morbidade e a mortalidade por doengas infecciosas (Aminov, 2017). A descoberta da penicilina por
Alexander Fleming em 1928 marcou o inicio da era dos antibiéticos, com a producdo em larga escala
comecando durante a Segunda Guerra Mundial (Bell, 2019). Desde entdo, varias classes de
antibidticos foram desenvolvidas, visando diferentes componentes e processos bacterianos (Aminov,
2017). Esses medicamentos atuam inibindo a sintese de proteinas, DNA ou componentes da parede
celular bacteriana, promovendo uma ampla eficacia contra patdgenos, e melhoraram
significativamente o tratamento de infec¢des, incluindo aquelas que afetam a vida intima (Bell, 2019).

No entanto, o uso indiscriminado de antibidticos tem levado ao surgimento de resisténcia
bacteriana, representando uma séria ameaca a salde publica (Alves, 2021). As bactérias
desenvolveram varios mecanismos de resisténcia, como alterar a entrada de medicamentos, degradar
antibidticos ou modificar alvos de medicamentos (Alves, 2021). Para enfrentar esse desafio, 0s
pesquisadores estdo explorando novas abordagens, incluindo o uso de Oleos essenciais, que se
mostram promissores no combate a microrganismos resistentes com alta tolerabilidade e eficacia
(Corréa et al., 2020).

A resisténcia a antibidticos tornou-se uma preocupagdo critica de salde global, com
Staphylococcus aureus e Escherichia coli entre os patdgenos mais problematicos (Mancuso et al.,

2021). S. aureus, particularmente as cepas resistentes a meticilina (MRSA), é uma das principais
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causas de infeccGes nosocomiais (infecgdes que ndo estdo presentes ou incubadas no momento da
admissdo de um paciente em uma unidade de salde, desenvolvendo-se apds 48 horas ou mais da
admissdo) na América Latina (Sales e Silva, 2012).

O MRSA pode ser isolado de ambientes hospitalares e profissionais de saude, destacando o
risco de transmissao para pacientes hospitalizados (Ratti e Sousa, 2009). O uso generalizado e muitas
vezes inadequado de antibidticos acelerou a disseminagdo de bactérias resistentes, com 25-50% das
administracdes de antibidticos em hospitais, consideradas irregulares (Carvalho et al., 2021).

Os mecanismos de resisténcia bacteriana incluem a modificacdo do antibiotico, impedindo a
acdo do antibidtico em seu alvo, alterando o local de ligagdo primario e produzindo alvos alternativos
para contornar os efeitos do medicamento (Carvalho et al., 2021). Essa multirresisténcia aumenta a
morbidade, a mortalidade, o tempo de internacdo hospitalar e os custos de salde, representando um
desafio significativo para a saude publica (Carvalho et al., 2021).

Para infeccdes por S. aureus, especialmente MRSA, a vancomicina continua sendo uma opg¢ao
crucial de tratamento intravenoso, apesar das preocupacdes emergentes de resisténcia (Cruz et al.,
2021). Para enfrentar a crescente ameaca da resisténcia aos antibidticos, abordagens inovadoras como
a terapia fagica (utilizacdo médica de virus que infetam exclusivamente bactérias) e a medicina
evolutiva estdo sendo exploradas (Moreira e Rinaldi Neto, 2024). A medida que a resisténcia aos
antibioticos continua a evoluir, abordagens multidisciplinares e novas estratégias terapéuticas serao
cruciais no combate a esse desafio de satde global (Moreira e Rinaldi Neto, 2024).

A crise de resisténcia aos antibiodticos impulsiona a busca por novas abordagens terapéuticas
para combater infecgbes bacterianas (Moreira e Neto, 2024). A terapia fototérmica e a inativacao
fotodinamica antimicrobiana (alFD) emergem como uma alternativa promissora (a Figura 5 ilustra a
quantidade de publicacbes sobre os assuntos desde 2000). A alFD atua utilizando um
fotossensibilizador (FS), luz e oxigénio molecular (O2) para gerar Espécies Reativas de Oxigénio
(EROs) capazes de inativar microrganismos (Melo e Perussi, 2012a), ja 0s processos fototérmicos
envolvem a utilizacdo de FS e luz para promover o aquecimento do FS e consequentemente
aquecendo ao seu redor levando a danos celulares por hipertermia (Macneill et al., 2013).

FSs de origem natural, como curcumina, clorina e riboflavina, ttm demonstrado eficécia
contra bactérias resistentes, com excelente biocompatibilidade (Vilaca et al., 2023a). A
nanotecnologia desempenha um papel crucial, oferecendo sistemas de entrega que melhoram a
eficiéncia terapéutica ao aumentar a internalizagdo dos FSs nas células microbianas (Garapati et al.,

2023). Essas abordagens inovadoras apresentam vantagens significativas, como a auséncia de
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desenvolvimento de resisténcia bacteriana, tornando-as ferramentas valiosas no combate as infecgdes

resistentes aos antibidticos convencionais (Melo e Perussi, 2012a; Vilaga et al., 2023a).
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Figura 5: llustracdo da quantia de publicacdes com os termos: (A) photodynamic inactivation ou,
photodynamic therapy ou photoinactivation e (B) photothermal.
Fonte: Web of science, 2024.

A Figura 5A mostra que, desde o ano 2000, o nimero de publicagbes contendo os termos
photodynamic inactivation (inativagdo fotodindmica), photodynamic therapy (terapia fotodindmica)
ou photoinactivation (fotoinativacdo) apresentou um aumento significativo (Web of science, 2024).
O crescimento na Figura 5A atingiu um apice em 2021 e 2022, anos marcados pela pandemia de
COVID-19, chegando a ser quase dez vezes maior em comparacao ao nimero de publicacdes de
2000. Ja a Figura 5B evidencia que as pesquisas envolvendo o termo photothermal (fototérmico)
exibem um crescimento exponencial desde 2010, ultrapassando, desde 2022, as publicagdes
relacionadas aos outros trés temas mencionados (Web of science, 2024). Esses dados sugerem que 0S
processos fotodindmicos continuam desempenhando um papel de destaque nas tecnologias
emergentes, enquanto os processos fototérmicos, ainda em fase de expansao, tém potencial para
alcancar um impacto igualmente significativo.

A terapia fotodindmica (TFD) emerge como uma solucdo inovadora e promissora (Lima et
al., 2022; Caires et al., 2023; Gholami et al., 2023). A TFD baseia-se na interagdo entre luz, um FS
nédo-toxico e oxigénio, resultando em EROs capazes de inviabilizar célula. Este processo ocorre por
meio de dois mecanismos principais. O primeiro, conhecido como Mecanismo Tipo I, envolve a

transferéncia de elétrons do FS excitado para o Oz, gerando ions-radicais que oxidam os componentes
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celulares do alvo, culminando em necrose. Simplificando, o Tipo | provoca danos diretos as células
(Ribeiro e Jorge, 2005).

O segundo mecanismo da TFD, Tipo I, utiliza a transferéncia de energia do FS excitado para
0 O, produzindo oxigénio singleto (10,), altamente citotdxico, que induz a apoptose, um processo
de morte celular programada que evita danos aos tecidos adjacentes. Em termos simples, o Tipo 1l
utiliza uma forma especial de oxigénio para eliminar as células controladamente, sem causar lesdes
aos tecidos circundantes (Ribeiro e Jorge, 2005).

A TFD tem sido amplamente aplicada em paises desenvolvidos, e suas aplica¢cdes clinicas séo
diversas. Inicialmente desenvolvida para tratar diferentes tipos de cancer, como o céancer de pulméo
e es6fago, a TFD também se mostrou eficaz em condi¢des como psoriase, degeneracdo macular da
retina, doencas autoimunes, e infec¢cdes bacterianas resistentes a antibioticos. Especificamente, a TFD
é usada com sucesso no tratamento de carcinomas basocelulares, uma forma comum de céncer de
pele, e na remocdo de verrugas na laringe, demonstrando sua versatilidade e eficacia (Felicio et al.,
2008; Setlik e Silva, 2016; Silva et al., 2021).

Os FSs desempenham um papel central na TFD. A primeira geracdo de FSs, derivada de
porfirinas, embora eficaz no tratamento de tumores, apresentava limitacdes significativas, como a
fotossensibilizacdo prolongada da pele e a baixa penetracdo nos tecidos (O’Connor, Gallagher e
Byrne, 2009). Esses desafios impulsionaram o desenvolvimento da segunda geracdo de FSs, que
incluem compostos como clorinas e ftalocianinas (Mironov, 1996; Senge e Brandt, 2011; Bissani et
al., 2024). Estes novos FSs possuem maior absor¢cdo em comprimentos de onda que permitem uma
penetracdo mais profunda nos tecidos, menor toxicidade na auséncia de luz e maior especificidade na
acumulagdo nos tecidos-alvo. Além disso, a introducédo de nanoparticulas (NPs) como FSs representa
um salto tecnoldgico significativo na TFD (Usacheva et al., 2016; Wang et al., 2018; Rani et al.,
2020; Caires et al., 2023). As NPs permitem uma maior penetracdo celular e melhoram a
especificidade tumoral, superando as limitagdes dos FSs convencionais.

A alFD tem ganhado destaque devido a sua eficicia contra uma ampla gama de bactérias,
incluindo cepas multirresistentes (Oliveira et al., 2023b). O mecanismo de acéo da alFD, que envolve
multiplos sitios nos microrganismos, torna improvavel o desenvolvimento de resisténcia, uma
vantagem significativa em comparacdo com os antibioticos tradicionais (Figura 6 demostra os locais
da acdo do antibiotico frente a agdo multissitios de FSs) (Perussi, 2007; Melo e Perussi, 2012).

Estudos demonstram a eficacia da alFD em cepas como Enterococcus faecalis, Escherichia coli,
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Pseudomonas aeruginosa, entre outras, mostrando inativagdes completas em muitos casos (Kashef
etal., 2017; Caires et al., 2020; Sheng et al., 2022).

AnfibiGHicos Inativacao fotodinamica

Figura 6: A¢do multissitios da inativacdo fotodinamica (tratamento alternativo) frente a acéo
localizada dos antibidticos (tratamento convencional).
Fonte: Lima, 2023.

Contudo, a aplicacdo da alFD enfrenta desafios, principalmente relacionados a
permeabilizacdo do FS nas membranas celulares das bactérias. A estrutura das bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, que possuem diferencas significativas na composicdo de suas
membranas, pode dificultar a entrada do FS (Beveridge, 2001). Para superar essa barreira,
pesquisadores tém utilizado compostos auxiliares como Dimetilsulfoxido (DMSO) até 5% e
desenvolvido novas classes de FSs baseados em NPs, que possuem elevada capacidade de penetracao
celular devido as suas dimens@es reduzidas (Wang et al., 2010; Li et al., 2013; Farjami et al., 2021).

Em um mundo cada vez mais ameacado pela resisténcia antimicrobiana, a TFD e a alFD ndo
apenas oferecem uma nova esperanca, mas também pavimentam o caminho para uma revolugéo
terapéutica indispensavel na luta contra microrganismos resistentes. Com 0s avangos continuos em
nanotecnologia e o desenvolvimento de novos fotossensibilizadores, a TFD e a alFD tém o potencial
de se tornarem pilares fundamentais no combate a infecgdes, redefinindo o futuro da medicina, onde

o desenvolvimento e descobertas de moléculas para uso em alFD sera crucial.
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1.4, Moléculas de Interesse em alFD

Embora a TFD tenha raizes que datam de mais de um século, sua aplicacdo para a inativacao
de bactérias so foi reconhecida em 1960 com o uso do azul de toluidina como FS (Tappeiner, 1903;
Ackroyd et al., 2001; Allison e Sibata, 2010). Desde entdo, o campo da TFD tem evoluido
significativamente, com a descoberta e desenvolvimento de uma variedade de moléculas naturais e
sintéticas para a alFD de diversas cepas bacterianas (Vilaga et al., 2023).

De maneira geral, os fotossensibilizadores usados em alFD s&o classificados em dois grandes
grupos: porfirindides e ndo porfirindides (Ormond e Freeman, 2013). Os porfirindides, que incluem
compostos como a porfirina, clorina, feoforbida e ftalocianina, s&o amplamente utilizados devido a
sua excelente capacidade de absorver luz e gerar EROs. Estes compostos tém demonstrado eficacia
em varias aplicacdes clinicas devido a sua estabilidade e a capacidade de gerar danos significativos
as células-alvo (Ormond e Freeman, 2013). Em contraste, os fotossensibilizadores ndo porfirindides,
como a eosina, o azul de toluidina, a hipericina e a curcumina, séo valorizados por suas propriedades
Unicas, como menor toxicidade para tecidos saudaveis e eficacia em diferentes tipos de tratamento
(Ormond e Freeman, 2013).

O Diagrama de Jablonski, ilustrado na Figura 7, fornece uma visdo clara das transi¢oes
energéticas que ocorrem quando um FS absorve luz. Este diagrama mostra como os elétrons no FS
sdo excitados para um estado energético elevado, conhecido como estado singleto excitado. A partir
deste estado, varias transi¢des podem ocorrer, incluindo fluorescéncia, conversdo interna (Cl) e
cruzamento de intersistema (Soini et al., 1987; Berezin e Achilefu, 2010; Cugnasca e Santos, 2021).
O cruzamento intersistema pode levar a transferéncia de elétrons para o oxigénio molecular, gerando

EROs, um mecanismo conhecido como Tipo |.
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Figura 7: Diagrama de Jablonski simplificado. RV — Relaxacdo vibracional, Cl — conversao
interna, 1O, — oxigénio singleto (estado excitado) e 302 — oxigénio tripleto (estado fundamental do

oxigénio molecular).

O mecanismo Tipo | envolve a formacdo de radicais livres que causam oxidacédo direta dos
componentes celulares, enquanto o mecanismo Tipo Il se baseia na producio de 'Oz, uma forma
altamente reativa de oxigénio que induz danos significativos as estruturas celulares das bactérias.
Ambos 0s mecanismos sdo eficazes na inativagdo de bactérias e contribuem para a eficacia da TFD
sem gerar resisténcia antimicrobiana.

A nanotecnologia desempenha um papel crucial na melhoria da eficacia da alFD. NPs, como
as de ouro e 6xido de grafeno, ttm mostrado grande potencial em melhorar a penetracdo dos FSs nas

celulas bacterianas, superando barreiras como a espessa parede celular das bactérias Gram-positivas
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e a dupla camada lipidica das Gram-negativas. Essas NPs podem ser projetadas para aprimorar a
entrega e a eficacia dos FSs. Elas podem encapsular FSs hidrofébicos, tornando-os sollveis, ou
transportar antibioticos conjugados a FSs, combinando a acdo antibiotica com os efeitos da alFD,
representando um avanco significativo (Blecher et al., 2011; Zong et al., 2022).

Portanto, o0 continuo avan¢co na nanotecnologia e o desenvolvimento de novos
fotossensibilizadores sdo essenciais para expandir as aplicacdes clinicas da TFD e alFD. Esses
avancos prometem melhorar significativamente o combate a infeccdes bacterianas e superar a
resisténcia antimicrobiana, oferecendo novas esperangas para tratamentos mais eficazes e menos
suscetiveis a resisténcia. Toda via, 0 FS precisa receber irradiagdo para atingir os estados excitados e
dar inicio aos processos de geracdo de EROs e 10,, assim a fonte de luz se torna um fator crucial na
TFD e alFD.

1.5. Fontes de Luz

Na alFD, a escolha da fonte de luz é um fator critico que pode determinar o sucesso do
tratamento, influenciando diretamente a eficacia e a seguranca da terapia (Henderson e Dougherty,
1992). As fontes de luz utilizadas na TFD podem ser agrupadas em trés grandes categorias: lampadas
de amplo espectro (hal6genas), diodos emissores de luz (do inglés: light emitting diodes — LEDs) e
lasers (acrébnimo inglés para light amplification by stimulated emission of radiation, que em
portugués significa: amplificacdo de luz por emissdo estimulada de radia¢do). Cada uma dessas
fontes possui caracteristicas distintas que afetam seu desempenho e aplicabilidade clinica.

As lampadas haldégenas foram pioneiras na TFD, oferecendo uma faixa ampla de
comprimentos de onda (Dougherty et al., 1998). Essas lampadas emitem luz policromética e ndo
coerente, cobrindo uma grande variedade de espectros de emissao. Apesar de seu espectro abrangente,
0 uso das lampadas hal6genas € limitado pela significativa geracdo de calor, o que pode provocar
desconforto e possiveis danos aos tecidos saudaveis. Esse fator térmico torna a aplicacdo das
lampadas halégenas menos ideal em areas sensiveis e em tratamentos que exigem alta preciséo.

Os LEDs tém se destacado como uma escolha preferencial na TFD devido a sua capacidade
de emitir luz em comprimentos de onda especificos e com alta intensidade. Eles sdo conhecidos por
sua eficiéncia energética e baixa geragéo de calor, proporcionando um tratamento mais confortavel e
seguro para os pacientes. Os LEDs permitem a selecdo precisa do comprimento de onda necessario
para ativar diversos fotossensibilizadores, tornando a terapia mais direcionada e eficaz. Na pratica

clinica, os LEDs séo frequentemente utilizados em tratamentos dermatologicos, como para acne
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(doenca das glandulas sebéceas) e psoriase (doenga autoimune caracterizada por manchas na pele
avermelhadas, pruriginosas e escamosas), devido a sua capacidade de minimizar efeitos adversos
enquanto oferecem bons resultados terapéuticos (Barolet, 2008; Issa e Manela-Azulay, 2010; Barreto,
2023).

Os lasers sdo altamente valorizados na TFD pela sua precisdo e controle na emisséo de luz.
Eles produzem luz coerente e unidimensional em um comprimento de onda especifico, permitindo a
focalizacdo em areas muito pequenas e oferecendo a maior precisdo no tratamento. Os lasers sao
especialmente Uteis para terapias direcionadas, como em tumores cutaneos e tratamentos de tecidos
profundos. O desenvolvimento de lasers de diodo com maior precisdo e poténcia estad expandindo
suas aplicagdes clinicas, melhorando a eficécia e possibilitando tratamentos mais personalizados
(Catorze, 2009; Oliveira e Machado, 2023).

Os avancos tecnoldgicos tém proporcionado melhorias significativas em cada tipo de fonte de
luz utilizada na TFD. A introducdo de LEDs de mdltiplas cores e lasers com maior precisdo amplia
as possibilidades de personalizacao dos tratamentos. Essas inovac¢Ges ndo apenas melhoram a eficacia
dos tratamentos, mas tambem ajudam a reduzir os efeitos colaterais e a melhorar a experiéncia do
paciente (Lima et al., 2021).

A escolha adequada da fonte de luz na TFD é crucial para maximizar os resultados
terapéuticos e minimizar os efeitos adversos. Com 0s avangos continuos na tecnologia de fontes de
luz, a TFD esta se tornando cada vez mais eficiente e adaptada as necessidades especificas dos
pacientes, prometendo revolucionar ainda mais a eficacia desta abordagem inovadora.

Uma classe de FS capaz de amplos espectros de absorcdo, capacidade de emissdo no
infravermelho além de terem suas janelas dpticas ajustaveis por controles nos processos de fabricacao
séo as NPs semicondutoras que se mostram promissoras na TFD.

1.6. Mecanismo de acdo de nanoparticulas semicondutoras
As NPs semicondutoras emergem como ferramentas inovadoras na TFD, oferecendo
estratégias avancadas para a inativacdo de microrganismos. Suas propriedades fotodindmicas Unicas
sdo fundamentais para o desenvolvimento de novas abordagens no combate a infeccbes e na
superacéo da resisténcia antimicrobiana.
Semicondutores sdo materiais cujas bandas de conducéo e de valéncia sdo separadas por uma
lacuna de energia, conhecida como "gap" (Duboz, 1999). Esse gap de energia é crucial para

determinar a faixa de comprimento de onda da luz que o semicondutor pode absorver (Duboz, 1999;
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Chen et al., 2013; Zanatta, 2019). Semicondutores com um gap maior necessitam de luz com maior
energia, como a luz ultravioleta, para serem ativados, enquanto aqueles com um gap menor podem
ser excitados por luz visivel (Duboz, 1999). A eficiéncia na geracdo de EROs e, consequentemente,
na inativacdo bacteriana é diretamente influenciada por essa caracteristica.

Quando a luz com energia suficiente incide sobre um semicondutor, ela excita os elétrons da
banda de valéncia para a banda de conducdo, criando pares de elétrons livres e lacunas de elétrons.
Esses elétrons livres podem interagir com o oxigénio molecular presente no meio, gerando radicais
reativos como o anion superdxido (O27) e o radical hidroxila (-OH). Esses radicais sdo extremamente
reativos e podem causar danos significativos as membranas celulares, proteinas e acidos nucleicos
das bactérias, resultando em sua destruigdo. Abaixo temos alguns semicondutores e suas aplicagdes:

«Nitrato de Carbono Grafitico (g-CsNa): Este semicondutor é notavel por seu gap de 2,4 eV,
permitindo o uso de luz visivel para a geragdo de EROs. Estudos demonstraram que 0 g-CsNa é
eficaz na inativacéo de E. coli quando exposto a luz de 465 nm por 60 minutos, destacando sua
capacidade para aplicacOes praticas em TFD. Alguns semicondutores empregados para alFD sao:

« Didxido de Titanio (TiO2) dopado com Cobre: Conhecido por sua estabilidade e eficacia em
ambientes aquosos, o TiO2 dopado com cobre utiliza luz visivel para promover fotorreducéo e foto-
oxidacdo. Esse material tem mostrado eficacia na geracdo de EROs, ampliando seu potencial para
aplicagOes em inativacdo bacteriana (Rychtowski et al., 2022).

« Nanoparticulas de Polimeros Conjugados (PCs): Estas NPs semicondutoras proporcionam a
inducdo simultanea de dois efeitos sob iluminacdo: a geracdo de EROs (efeito fotodindmico) e a
geracdo de calor (efeito fototérmico) (Rychtowski et al., 2022). A combinacéo desses efeitos pode
ser aplicada para fotoinativar bactérias de forma sinergética, aumentando a eficacia das terapias.

A nanotecnologia baseada em NPs semicondutoras esta na vanguarda da inovacdo em TFD.
A exploracdo das propriedades fotodinamicas dessas NPs ndo s6 aprimora as técnicas de inativacdo
de microrganismos, mas também abre novas possibilidades para enfrentar a resisténcia
antimicrobiana e expandir as aplicagcfes clinicas. O avango continuo nesta area é essencial para o
desenvolvimento de novas solugdes terapéuticas e para a ampliacéo das opcOes de tratamento.

Existe ainda uma classe de semicondutores que possuem caracteristicas opticas interessantes,
que vao desde absorgdo e emisséo intrinsecas até a adaptacdo das janelas dpticas com o controle de

seu band gap. Os PCs ficam na vanguarda das tecnologias opticoelétricas.
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1.7. Polimeros conjugados

Os PCs sdo uma classe de materiais que se destacam por suas propriedades opticas e elétricas
excepcionais, posicionando-os na vanguarda da inovacdo em diversos setores. A estrutura -
conjugada, caracterizada por ligacdes alternadas simples (o) e duplas (7) entre os atomos de carbono,
confere aos PCs uma ampla gama de aplicagdes tecnoldgicas e bioldgicas (Moliton e Hiorns, 2004;
Tuncel, 2019). Essa conjugacdo permite uma mobilidade eletronica significativa e influéncia
diretamente suas propriedades dpticas e elétricas.

A estrutura m-conjugada dos PCs ¢ formada por orbitais © sobrepostos ao longo de uma cadeia
de &tomos de carbono, resultando em um sistema de ligac6es duplas alternadas. Essa estrutura permite
a delocalizacdo dos elétrons, afetando as propriedades dpticas e elétricas do polimero (Moliton e
Hiorns, 2004; Tuncel, 2019). A capacidade dos PCs de absorver e emitir luz é diretamente relacionada
ao band gap (gap de energia) entre a banda de valéncia e a banda de condugéo (Tuncel, 2019).
Semicondutores com um band gap apropriado podem absorver luz visivel e emitir luz quando os
elétrons retornam ao seu estado fundamental.

Nos campos bioldgico e de salde, os PCs sollveis em agua sdo particularmente valiosos
devido a sua capacidade de interagir com ambientes bioldgicos (Campbell et al., 1994; Kahya, 2019;
Volari¢ et al., 2021). Estes PCs frequentemente possuem cadeias laterais carregadas, como grupos
catibnicos de aménio quaternario, grupos carboxila anidnicos, grupos sulfénicos e grupos fosfato
(Kahya, 2019; Volari¢ et al., 2021). Suas aplica¢des incluem:

« Diagnostico e Imagem Fluorescente: Facilitam visualizar tecidos e células com alta precisao,
destacando &reas de interesse para anélise (Yukawa e Baba, 2017; Peris-Fajarnés et al., 2018).

« Monitoramento e Entrega de Drogas: Utilizados para rastreamento e liberacdo controlada de
farmacos, permitindo uma abordagem mais eficaz na administracdo de medicamentos (Lavifia et al.,
2004; Neves et al., 2022).

o Terapias Antimicrobianas e Anticancer: Aplicados na luta contra infeccbes e cancer,
aproveitando suas propriedades bioativas e fotodindmicas (Sharma et al., 2012).

A producdo de NPs de polimeros conjugados (PC-NPs) que podem ser dispersas em agua
representa uma inovacao significativa (Kang et al., 2022). Estas NPs podem ser funcionalizadas para
melhorar a entrega de farmacos ou criar agentes de imagem fluorescentes altamente eficientes (Feng
et al., 2013). Assim, a capacidade de dispersao em &gua amplia suas aplicacfes em ciéncias da vida.

Sendo a baixa solubilidade ou completa hidrofobicidade dos PC sua principal barreira para

aplicacdes biologicas, pois desde infec¢bes de superficies a tratamentos de inativacdo fotodindmicas

33



envolveriam meios aquosos para serem ministrados, dessa forma pesquisadores desenvolveram
técnicas para tornar os PC sollveis em &gua, uma técnica se destaca, a fabricacdo de NPs de PC
apresenta variedades de polimeros empregados e possibilita selecdo da janela dptica durante o

processo de fabricacdo das NPs (Oliveira et al., 2018; Rabadan, 2020a).

1.8. Nanoparticulas de polimeros conjugados

Os PCs séo notaveis por suas propriedades opticas e elétricas excepcionais, 0 que 0s torna
valiosos em diversas aplicacdes, incluindo optoeletronica e biomedicina (Silva, 2010; Soliman et al.,
2020). No entanto, a limitacdo de solubilidade em agua tem sido um desafio significativo para sua
aplicacdo em sistemas aquosos, como fototerapia, entrega de farmacos, biossensores (e.g.
diagnosticos médicos e veterinarios), descontaminacdo ambiental (e.g. tratamento de aguas),
cosméticos e cuidados pessoais (Yadav et al., 2022). Para superar essa limitacao, pesquisadores tém
se empenhado no desenvolvimento de NPs de polimeros conjugados (PC-NPSs), que visam aproveitar
as propriedades dos PCs enquanto resolvem problemas de solubilidade (Yadav et al., 2022).

A sintese de PC-NPs pode ser realizada por diversos métodos, entre 0s quais se destacam a
polimerizagdo por nanoemulsdo e a nanoprecipitacdo (Puig, 1999; Pulingam et al., 2022). A
polimerizagdo por nanoemulsdo envolve uma solucdo coloidal com a dissolugdo do PC em um
solvente organico imiscivel em agua, sendo entdo misturado com uma solucdo aquosa contendo
surfactantes. A homogeneizacdo das NPs é obtida por forcas de cisalhamento e agitacdo até a
evaporacdo do solvente. Essa técnica é amplamente utilizada por sua capacidade de produzir NPs
com morfologias bem definidas, mas pode exigir um controle rigoroso dos solventes e surfactantes
para evitar aglomeracdo ou formacdo de particulas ndo desejadas (Rabadan, 2020a; Neves et al.,
2022; Pulingam et al., 2022; Lima, 2023).

A nanoprecipitagdo, por sua vez, usa uma matriz de molécula anfifilica ou copolimero. Nessa
técnica, prepara-se uma solucédo de PC em um solvente orgénico e uma solugdo contendo a molécula
anfifilica e 4gua. A solucéo de PC é adicionada a solugdo aquosa, muitas vezes por gotejamento, e a
mistura € agitada vigorosamente. Embora seja um método mais simples e econdmico, a eficacia da
nanoprecipitacdo depende da escolha precisa do copolimero para alcangar o tamanho e a forma
desejados das NPs. A principal diferenca entre as duas técnicas ocorre, ja que a nanoemuls&o se trata
de uma dispersdo de duas fases (liquido-liquido), enquanto a nanoprecipitacdo € um processo de
formacdo de NPs a partir de materiais soluveis (Li et al., 2013; Rabadan, 2020a; Neves et al., 2022;
Pulingam et al., 2022; Lima, 2023).
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Entre os estudos significativos, destaca-se o trabalho de Zhang et al. (2020), que sintetizou
NPs denominadas DMCNPs a partir dos polimeros dicetopirrolopirrol-tienotiofeno (PDPPTT) e o
fotossensibilizador poli[2-metoxi-5-((2-etilhexil)oxi)-p-fenilenevinileno] (MEH-PPV) na presenca
de poli(estireno-co-anidrido maleico). Essas DMCNPs ndo apenas geram EROs e liberam calor
durante a irradiacdo, mas também mostraram eficécia na inativacdo de cepas de E. coli resistente a
ampicilina em diferentes condi¢cOes de irradiacdo (Zhang et al., 2020). A combinacdo dos efeitos
fotodinamicos e fototérmicos oferece uma abordagem promissora para combater infeccdes
bacterianas resistentes.

Outro relevante exemplo é o trabalho de Facchinatto et al. (2022) que demonstrou que
nanocompositos de quitosana/Cn-PPV exibem atividades antimicrobianas e fotoantimicrobianas
significativas, gerando EROs sob iluminacdo azul, contribuindo para um efeito fotobactericida
notavel. A combinacao de quitosana com o Cn-PPV (cujo mondmero € representado na Figura 8),
juntamente com uma distribuicdo de tamanho nanométrico e uma superficie carregada positivamente,

resulta em um desempenho bactericida elevado, especialmente contra E. coli e S. aureus.

CN  OCHa(CHy)4CHs
OCHj(CHy)4CHs

— —-n

Figura 8: Representacdo do mondémero do polimero conjugado Cn-PPV.

Outra pesquisa, realizada por Kemal et al. (2017), envolveu Cn-PPV-NPs com a matriz
copolimero poly(ethylene glycol)methylether-block-poly(lactide-co-glycolide) (PEG-PLGA), com
dimensdes na ordem de 100 nm, que apresentaram fluorescéncia no infravermelho proximo (emisséo
de um pico estreito em 700 nm), dessa forma possibilitando a obtencdo de imagens no infravermelho
proximo (janela éptica com maior penetracdo na pele humana) (Kemal et al., 2017; Caires et al.,
2023).

Outro prototipo relevante é o polimero conjugado poly[2,6-(4,4-bis-(2-ethylhexyl)-4H-
cyclopenta[2,1-b;3,4-b']-dithiophene)-alt-4,7-(2,1,3-benzothiadiazole]] (PCPDTBT - monbémero
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representado na Figura 9). Embora o PCPDTBT apresente uma ampla janela de absor¢éo na regido
visivel da luz, sua solubilidade em &gua é limitada. Para contornar essa limitacdo, pesquisadores
desenvolveram NPs de PCPDTBT (PCPDTBT-NPs).

CHs

HsC
Figura 9: Representacdo do monémero do polimero conjugado PCPDTBT.

As PCPDTBT-NPs foram sintetizadas utilizando matrizes como o 1,2-dioctanoyl-sn-glycero-
3-phosphocholine (DOPC) e 1,2-dioctanoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine (DOPE). Essas NPs
demonstraram ndo apenas um efeito fototérmico significativo em células HelLa, mas também
potencial como agentes fluorescentes para o monitoramento celular, sendo classificadas como
materiais teranosticos (Du et al., 2021).

As PCPDTBT-NPs foram estudadas quanto a capacidade de regeneracao celular em células
Hydra vulgaris e na alteracdo da dindmica de proliferacdo de querandcitos. Os resultados mostraram
que essas NPs tém uma capacidade regenerativa significativa tanto na auséncia quanto na presenga
de irradiacdo com luz branca (densidade de energia de 0,124 mW mm por 24 horas) (Onorato et al.,
2022). No entanto, também foram observados estresses oxidativos nas células e uma reducdo na
migracao dos querandcitos sob irradiagéo.

Um estudo realizado na Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS) demonstrou
que as NPs de PCPDTBT foram obtidas por meio de nanoprecipitagdo. O PCPDTBT foi dissolvido
em tetrahidrofurano (THF) a uma concentragéo de 0,23 mg mL™, e a solugio resultante foi adicionada
lentamente a uma solugdo aquosa de polissorbato 20 (Tween 20) com concentragdo de 1,2% (Caires
et al., 2024).

O estudo de Caires et al. (2024) realizou testes in vitro, utilizando PCPDTBT-NPs na
concentracdo de 17 ug mL™, com uma dose de radiaco de 250 J cm™. Observou-se uma redugéo de
97% em UFC mL* para a cepa de E. coli, enquanto a cepa resistente E. coli mer (gene responsavel

por modificar a estrutura da membrana bacteriana, tornando-a menos suscetivel a agdo do antibidtico
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colistina) apresentou uma reducgéo de 83%. As NPs produzidas por Caires et al. (2024) mostraram
um didmetro hidrodindmico médio de 185 + 77 nm, refletindo seu tamanho em solugdo. As imagens
de MEV revelaram um didmetro médio de 122 + 45 nm, evidenciando suas dimensdes geométricas e
a regularidade de suas formas esféricas. Além disso, as NPs demonstraram estabilidade tanto sob luz
quanto em condicGes de armazenamento. (Caires et al., 2024).

Os estudos de Du et al. (2021), Onorato et al. (2022) e de Caires et al. (2024) sugerem que as
NPs de PCPDTBT sao fotossensibilizadores promissores para a inativacdo fotodindmica e
fototérmica de bactérias multirresistentes. Essa abordagem representa um avanco significativo no
combate a infecgBes bacterianas resistentes a multiplos medicamentos, oferecendo uma alternativa
inovadora as terapias convencionais. As perspectivas futuras incluem o desenvolvimento de
tratamentos mais eficazes e seguros, ampliando o uso de NPs em aplicacGes biomédicas e em terapias
fotodindmicas.

As NPs de PCs representam um avanco significativo na aplicacdo de PCs em sistemas
aquosos. Sua capacidade de absorver e emitir luz, resultando em propriedades fotonicas e
terandsticas, pode transformar tratamentos, diagnosticos, desinfeccbes de ambientes e superficies,
além de possibilitar mitigar impactos ambientais. O continuo desenvolvimento e investigacdo dessas
NPs sdo cruciais para maximizar seu potencial terapéutico e expandir suas aplicacdes clinicas.

Assim, o presente trabalho buscou combinar as propriedades complementares das NPs dos
polimeros conjugados Cn-PPV e PCPDTBT em uma Unica e nova estrutura nanoencapsulada,
denominada Cn-TBT-NPs. Essa abordagem permitiu explorar os potenciais desses materiais na
aplicacdo de fotoinativacao bacteriana, integrando suas caracteristicas em um sistema otimizado. Para

alcancar esse objetivo, foram definidos os seguintes propoésitos gerais.

2. Objetivo geral

Formar e caracterizar micelas, NPs hibridas combinando os polimeros conjugados Cn-PPV e
PCPDTBT, com foco na aplicacdo de fotoinativacdo de bactérias sob irradiacdo na faixa do visivel
com sistema de LED RGB via inativacdo fotodinamica e sob a irradiacao infravermelha (806 nm) por

meio da inativacao fototérmica.
2.1. Objetivos especificos

» Gerar NPs: Gerar micelas de PCPDTBT e Cn-PPV resultando em Cn-TBT, e com 0 método
de nanoprecipitagéo, obter novas estruturas nanoparticuladas, denominadas Cn-TBT-NPs.
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> Caracterizacao Optica: Analisar as propriedades Opticas das NPs por meio de espectroscopia
de absorcdo UV-visivel, fluorescéncia e tempo de vida fluorescente.

» Determinacdo do tamanho e estabilidade: Medir o didmetro hidrodinamico das NPs usando
espectroscopia de espalhamento dinamico de luz (EDL) e avaliar a estabilidade das NPs
através da medicdo do potencial Zeta.

» Obtencdo da morfologia das NPs: Observar as NPs utilizando técnicas de Microscopia
Eletrénica de Varredura (MEV).

» Potencial fotodindmico: Determinar a capacidade fotodinamica das NPs através da medicao
da produc&o de espécies reativas de oxigénio (EROs) e da producio de oxigénio singleto (*O2)
usando as respectivas sondas fluores DPBF e DHE e espectroscopia de absorgéo.

» Capacidade fotoinativadora: Avaliar a eficacia das NPs como agentes fotoinativadores das
bactérias S. aureus e E. coli, investigando seus efeitos fotodinamicos sob irradiacdo com luz
branca.

> Potencial fototérmico: Avaliar o potencial fototérmico das NPs ao determinar as curvas de
aquecimento das NPs sob irradiacdo com laser de 806 nm.

» Capacidade termoinativante: Avaliar a eficacia das NPs como agentes em inativacdes
fototérmica das bactérias S. aureus e E. coli, investigando seus efeitos termodindmicos por
irradiacdo com laser de 806 nm.

» Avaliacdo de alteracbes morfoldgicas nas bactérias inativadas: Investigar os efeitos

morfoldgicos da fotoinativacao e termoinativacdo nas bactérias utilizando MEV.

3. Metodologia

3.1. Preparo das nanoparticulas

A sintese das NPs de polimeros conjugados foi realizada utilizando o método de
nanoprecipitacao, ilustrado na Figura 10. Este método é baseado na preparagdo de duas solucGes
separadas: uma organica e uma aquosa. A solucdo organica é gotejada lentamente na solucéo aquosa
sob agitacdo constante, promovendo a formacdo de NPs (Lima, 2023; Caires et al., 2024).

Duas solucdes de estoque s@o preparadas em tetraidrofurano (THF, IMPEX). Uma contendo
8,9 mg de PCPDTBT (Sigma Aldrich) (concentragdo final de 890 ug mL™?) e uma segunda com 4,9
mg de Cn-PPV (Sigma Aldrich) (concentragdo final de 490 pg mL™). Ambas as solucdes de estoque
foram armazenadas em freezer a cerca -12 °C por até 30 dias.
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J& as solucbes-trabalho foram preparadas a partir da diluicdo das solucbes estoques. Cada
solugéo foi diluida em THF a fim de obter as concentrag@es finais de 400 pg mL™* em 2 mL. Dessa
forma, foram preparadas trés solucdes organicas de trabalho:

> Solucéo de PCPDTBT a 400 pug mL?;

> Solugéo de Cn-PPV a 400 pg mL;

> Solugdo combinada de PCPDTBT e Cn-PPV, com concentragdes de 200 pg mL™* para
cada polimero, totalizando 2 mL, intitulada Cn-TBT com concentracao final de 400 g
mL2.

Cada uma dessas solugdes orgéanicas foi gotejada separadamente em solugdes aquosas, assim
trés solucdes aquosas foram preparadas da seguinte forma: 1,2 mL de uma solucdo aquosa de
Polissorbato 20 (Tween 20, Quimesp Quimica) a 10 mg mL™, que foi diluido com 8,8 mL de agua
destilada, resultando em um volume total de 10 mL com concentragdo final de 1,2 mg mL™. Estas
solugdes aquosas foram expostas sob agitacdo a 700 rpm por 2 min antes de receberem as solugdes
organicas.

Para 0 gotejamento de cada solugdo organica a 400 mg mL™, a solucdo aquosa teve sua
agitacdo regulada para 1600 rpm, e em seguida a solucdo organica foi gotejada para cada gota ter um
intervalo de 2 s da anterior, conforme ilustrado na Figura 10. Apos a adicdo das solugdes organicas,
as trés misturas foram protegidas da luz e mantidas sob agitacao a 700 rpm em uma capela de exaustéo
por 12 horas para permitir a evaporagdo do THF.
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2 mL de polimero
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CnTBT-NPs a 40
ug mL™

Campela de exauscao
10 mL de Tween 20 protegida da luz e sob agitacdo
a1,2mgmL* por1zh

Figura 10: Processo de nanoprecipitacdo esquematizado.

Ap0s o periodo de 12 h, devido a evaporagdo, o volume de &gua foi ajustado para obter
solugBes de NPs com concentragdo final de 40 pg mL™* em um volume total de 10 mL, como descrito
na Figura 10. Todas as solucdes de NPs foram armazenadas protegidas da luz em geladeira a 7 °C por
até 7 dias. As NPs obtidas foram denominadas conforme segue:

» Cn-PPV-NPs: nanoparticulas de Cn-PPV.

» PCPDTBT-NPs: nanoparticulas de PCPDTBT.

» Cn-TBT-NPs: nanoparticulas de Cn-TBT, resultantes da combinagdo dos polimeros Cn-

PPV e PCPDTBT.

3.2. CaracterizagOes espectroscopias: no ultravioleta préximo e visivel (UV-

Vis), fluorescéncia e tempo-de-vida
Os polimeros dissolvidos em THF foram analisados frente as suas formas NPs em solucéo
aquosa a fim de verificar mudancas nos perfis espectrais. Assim, 0s estoques dos polimeros, em THF
e armazenados em freezer, foram diluidos para obter uma concentracéo final de 16 ug mL™* em THF.

As NPs de cada polimero, confeccionadas no mesmo dia e armazenadas na geladeira, foram diluidas
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para atingir a mesma concentragdo de 16 pug mL™* em meio aquoso. Uma amostra de controle foi
preparada utilizando Tween 20 a uma concentracio de 0,48 mg mL™ (concentragdo presente nas
solugbes de NPs a 16 pug mL™) para avaliar o efeito do agente surfactante nas medi¢oes subsequentes.

As amostras diluidas (NPs, controle e polimeros em THF) foram analisadas utilizando o
espectrofotometro LAMBDA™ 265 UV/Vis. Para cada medigao, foram utilizadas cubetas de quartzo
com um caminho Optico de 10 mm com quatro faces polidas. O equipamento fez a leitura de 250 a
800 nm.

Apbs a medicdo de absorcdo, a fluorescéncia das amostras foi avaliada usando o
espectrofluorimetro Scinco FluoroMate FS-2. As condi¢Bes experimentais para a espectroscopia de
fluorescéncia foram de 700 V para a poténcia da lampada, tempo de integracdo de 5 ms, velocidade
de digitalizacdo de 1200 nm min, filtro de emissdo de 435 nm e fendas de excitagdo e de emissdo
com a mesma abertura de 5 nm.

O tempo de vida fluorescente das NPs em meio aquoso foi determinado utilizando a cubeta
de quartzo no espectrofluorimetro FluoTime 100. Para a excitacdo das NPs, foi empregado um laser
pulsado do equipamento PicoQuant PDL 800-B, com comprimento de onda de 635 nm. A poténcia
méaxima do laser foi utilizada, com a frequéncia de repeticdo ajustada para 16 MHz. As medi¢6es do
tempo durante o qual as NPs permanecem em seu estado excitado antes de retornar ao estado basal
foram realizadas no FluoTime 100. Essas medic¢des forneceram dados sobre a dinamica da emisséo
fluorescente das NPs, permitindo uma anélise detalhada de seu comportamento luminescente.

3.3. Espalhamento dindmico da luz e Potencial Zeta

As NPs, preparadas no dia anterior, Cn-PPV-NPs, PCPDTBT-NPs e Cn-TBT-NPs, cada uma
com concentracdo inicial de 40 pug mL?, foram diluidas para a analise. Para cada tipo de
nanoparticula, foram misturados 80 pL da solucdo concentrada com 1920 uL de agua destilada,
resultando em uma solucio diluida com uma concentragéo final de 1,6 pg mL* (Lima, 2023; Caires
et al., 2024).

A distribuicdo de tamanho das NPs foi obtida utilizando o equipamento Malvern Zetasizer,
equipado com uma cubeta de eletroforese (DTS1070). O método de aproximacao selecionado foi o
método de Smoluchowski, adequado para a anélise de particulas com base na dimensdo das NPs
(Liyanage et al., 2016).

O potencial Zeta das NPs foi também analisado no mesmo equipamento e utilizando a mesma

cubeta. Para a analise de potencial Zeta, as NPs foram dispersas em solucdo salina. A solucéo salina
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foi preparada misturando 80 pL da suspensdo de NPs com 1920 pL de salina a 10 mM, que foi
previamente filtrada para remover impurezas antes da diluicdo das NPs (Lima, 2023; Caires et al.,
2024).

3.4. Microscopia eletrénica de varredura (MEV) das NPs

As amostras de NPs (PCPDTBT-NPs, Cn-PPV-NPs e Cn-TBT-NPs), 48 horas ap0s suas
confeccdes, foram diluidas em meio aquoso até uma concentragao final de 16 pg mL™, cada uma. Em
seguida, 3 pL de cada amostra diluida foram cuidadosamente gotejados de forma independente em
placas de silica, utilizadas como substrato. As placas de silicas foram entéo levadas a estufa a 60 °C,
onde permaneceram secando por 7 dias. Para a analise por Microscopia Eletrénica de Varredura
(MEV), as amostras depositadas nas placas de silica, apds a secagem, foram recobertas com uma
camada de ouro, por um processo de metalizagdo, para torna-las condutoras e evitar a acumulacdo de
carga durante a varredura do feixe de elétrons. Para a obtencdo das imagens, foi empregado o
equipamento Jeol modelo JSM-6380LV.

3.5. Geracéo de espécies reativas de oxigénio

Para se investigar quais os mecanismos de inducdo da morte celular via processo
fotodinamico, foram utilizados os marcadores Dihidroetidio para Fluorescéncia (DHE, Group JKIab)
e 1,3-diphenylisobenzofuran (DPBF, Group JKlab) para determinar, respectivamente, se as NPs
poderiam induzir morte celular via mecanismo Tipo | (producdo de EROs) e Tipo Il (producdo de
oxigénio singleto).

Para a determinacéo da producao de EROs e identificar o fotoprocesso do Tipo I, foi utilizado
um marcador conhecido e usado para esse fim, o DHE. Segundo Yazdani, 2015, essa sonda nao
fluorescente reage com superoxido (Oz2™), peroxido de hidrogénio (H20>), peroxinitrito (ONOO) e
acido hipocloroso (HOCI), gerando na presenca desses EROs o 2-hidroxietidio (DH), um composto
fluorescente com um pico de emissdao em torno de 610 nm, quando excitado em 500 nm. De acordo
com Ziolonka, 2010, o DHE n&o reage com *O. Portanto, é possivel acompanhar o aumento da
producdo de EROs a partir da emissdo de fluorescéncia das espécies geradas.

No experimento de producgéo de EROs, foram utilizados 0,14 mL de NPs (preparadas a 72 h)
na concentragio de 40 ug mL?, 40 uL de DHE (a 5,4 mM), todos solubilizados em 1 mL de DMSO.
A irradiacéo foi realizada com um LED vermelho irradiando a cubeta diretamente com uma poténcia

de 8,3 mW cm™. A geragio de EROs (determinada a partir do surgimento do 2-hidroxietidio) foi
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monitorada pela reducdo da intensidade de absor¢cdo em 359 nm em funcdo do tempo de irradiacao.
As medidas de absor¢do foram realizadas com o auxilio do espectrofotometro LAMBDA™ 265
UV/Vis.

Apesar de convencionalmente a geracdo de EROs ser monitorada pela fluorescéncia do 2-
hidroxietidio, sendo as NPs fluorescentes quando excitadas em torno de 500 nm, ndo seria
conveniente esse monitoramento, pois sendo as NPs altamente fluorescentes quando excitas entre 460
e 580 nm acabam por suprimir a fluorescéncia do DH. Uma vez que a formacéo do 2-hidroxietidio
advem da combinacdo do DHE com as EROs, resulta na diminuicao de intensidade de absorcéo do
DHE que possui uma banda de caracteristica em 359 nm. Uma vez que a diminui¢do da banda em
359 nm deve ser diretamente ligada ao surgimento de EROs, pode-se aplicar uma cinética de primeira
ordem para esse tipo de processo dada Equacéo 1.

A(t) = Ag—Rpe X [1]
e A(t) é a absorbancia em 359 nm no tempo t,
e Ao é aabsorbancia inicial (no tempo zero),
e Ro é a quantidade total de variagdo de absorbancia que ocorre devido a reacdo (neste caso,
relacionada a geracdo de EROs ou oxigénio singletos). Quando a funcdo atinge o seu minimo

(para t—oo, quando a reagdo estd completa), a variagdo total de absorbancia desde t = 0 sera

igual a Ro.

e Kk é a constante de geracdo ou degradacdo (no caso, o coeficiente de geracdo de EROs),
e té0tempo de exposicdo a fonte geradora de EROs.

Essa equacdo vem da cinética quimica de primeira ordem, aplicada quando a taxa de reacdo é
diretamente proporcional a concentracdo de um reagente (no caso, a sonda DHE ou as EROs). Quando
se monitora a reducdo da absorbancia, é observada a diminuicdo da concentracdo de DHE, indicando
a reacdo com EROs. O coeficiente k é obtido a partir do ajuste da curva experimental aos dados de
absorbancia em funcéo do tempo.

O DPBEF é utilizado para investigar a presenca de 1O, pois na presenca do 'O, o DPBF se
decompde formando 1,2-dibenzoilbenzeno (DPB). Em virtude dessa decomposicdo, é possivel
mensurar a diminuicio da absorbancia do DPBF e relacionar com a producéo de O, (Carloni, et al.,
1993).

Para o experimento que determinou a geragdo de O, utilizou-se uma solugéo contendo 140
uL de NPs (PCPDTBT-NPs, Cn-PPV-NPs ou Cn-TBT-NPs) a 40 ug mL™, 60 pL de DPBF (solucéo
estoque em concentragédo de 6,1 mM) e 1000 uL de DMSO (obtendo-se uma solugéo final de 1200
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ML colocada numa cubeta de quartzo com caminho Optico de 10 mm e quatro faces polidas). A
irradiagéo foi realizada com um LED vermelho irradiando diretamente a cubeta com uma poténcia
de 8,3 mW cm™. A produgdo de 'O, (degradagido do DPBF) foi monitorada pela reducdo da
absorbancia no comprimento de onda de 415 nm, em func¢éo do tempo de irradiacdo. As medidas de
absor¢do UV-Vis foram realizadas com o auxilio de um espectrofotémetro LAMBDA 265 UV/Vis
(Perkin Elmer), o procedimento adaptado de Pivetta, et al., (2017).

Do mesmo modo, que com o0 DHE, uma vez que a diminui¢do da banda em 415 nm deve ser
diretamente ligada ao surgimento de O,, pode-se aplicar uma cinética de primeira ordem para esse

tipo de processo dada pela Equacgéo 1.

3.6. Gradiente de temperatura

Inicialmente, as NPs foram diluidas em PBS (Phosphate Buffered Saline - salina tamponada
com fosfato, Sigma Aldrich) até a concentragdo final de 16 ug mL . Como controle, foi preparada
uma solucdo de PBS sem a adicdo de NPs. Cada amostra, incluindo o controle, teve o volume de 200
ML dispersos em pocos individuais de uma microplaca de 96 pocos. A solucdo de PBS é usada como
solvente e controle. Ao ser aplicado como solvente do caldo de bactérias nos bioensaios, o PBS foi
escolhido para o bioensaio por promover controle de osmose e tamponar o pH (Junior, 2020).

As amostras foram entdo submetidas a irradiacdo utilizando um laser de diodo modelo BWF2-
808-2, operando a um comprimento de onda de 806 nm. O laser foi configurado para operar com uma
corrente de 2,74 A, entregando uma poténcia de 1,4 W cm em cada pogo da microplaca. Cada pogo
contendo uma amostra foi irradiado por um periodo de 20 minutos.

Durante o processo de irradiacdo, uma camera térmica modelo FLIR-C5 foi utilizada para
captar imagens térmicas em intervalos de tempo especificos de 0-5 min (em intervalos de 30 s) de 5-
10 min (em intervalos de 60 s) e entre 10-20 min (em intervalos de 120 s). Essas imagens térmicas
registraram as mudancas de temperatura ao longo do tempo em cada amostra, permitindo uma analise

detalhada do aquecimento induzido pela irradiacdo das NPs.

3.7. Inativagdo fotodinamica
Os experimentos foram realizados com as cepas Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e
Escherichia coli (ATCC 25922). As quais sdo mantidas em caldo Brain Heart Infusion (BHI)
acrescidas de glicerol a 20% e armazenadas em freezer (-12 °C). As suspensdes bacterianas foram

preparadas a partir do estoque disposto em um microtubo mantido no freezer. Para a inoculagéo das
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cepas, foram adicionados 40 pL do estoque em 2 mL de caldo BHI. Em seguida, a solugdo foi mantida
em um agitador orbital com incubadora (Marconi, MA 420) com agitacéo de 150 rpm e com controle
de temperatura em 37 °C, durante 24 h para o crescimento bacteriano.

Ap0s esse periodo, os indculos de E. coli e S. aureus foram diluidos, separadamente, em
solucdo PBS até a obtencdo de turvacdo de 1,0 da escala de McFarland. Cada inoculo no padréo 1
McFarland teve o volume de 0,5 mL distribuido igualmente em sete eppendorfs. Na sequéncia, foi
adicionado 0,5 mL da solugdo contendo NPs (preparadas a 72 h), com as concentrac6es de (i) 0,0 (ii)
16 e (iii) 32 pg mL*. Por conta disso, os grupos finais foram (i) 0,0; (ii) 8 Cn-PPV; (iii) 16 Cn-PPV;
(iv) 8 PCPDTBT; (v) 16 PCPDTBT; (vi) 8 Cn-TBT; (vii) 16 Cn-TBT. Assim, temos uma solucgao
contendo as NPs em cada uma das concentracdes ja mencionadas, e as bactérias na concentracdo de
1,5.108 UFC mL™ (i.e., 0,5 na escala de McFarland), cada uma com volume final de 1 mL.

Apds as bactérias S. aureus e E. coli serem expostas as solugdes de tratamento, elas foram
protegidas da luz e destinadas a um agitador orbital com incubadora com agitagéo de 120 rpm e com
controle de temperatura em 37 °C por um periodo de 30 min para 0 processo de internalizacdo das
NPs. Na sequéncia, 200 pL de cada amostra foram retirados e dispostos em duas microplacas de 96
pocos separadamente, como dois grupos - (i) irradiado e (ii) controle ndo irradiado.

Os grupos irradiados foram expostos a luz branca (vermelho, azul e verde, 27 mW cm), todas
as luzes foram emitidas pelo mesmo painel de LED durante o periodo de 60 e 90 min, resultando em
doses de 250 e 375 J cm2aplicadas no S. aureus e na E. Coli, respectivamente.

A seqguir, foram realizadas diluices seriadas para ambos 0s grupos, irradiado e ndo-irradiado
(escuro), a diluicdo de 1:32 foi selecionada para plagueamento. Desse modo, foram retirados
separadamente 1 pL de cada pogo da dilui¢do 1:32, os quais foram semeados e espalhados em placas
contendo meio PCA (Plate Count Agar, JKLab), em duplicatas. Estas placas foram dispostas em
estufa com controle de temperatura de 37 °C durante 24 h.

Por fim, o crescimento bacteriano foi avaliado e as unidades formadoras de colénias (UFC)
foram contadas. Logo, avaliou-se a sobrevida ou morte das bactérias frente ao efeito fotodindmico
das NPs. Todas as analises ocorreram em duplicata, e o experimento foi repetido em outras ocasides.
Através do Teste T-Student, por meio do software Origin 2024, foram realizadas as analises

estatisticas de variancia dos resultados.
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3.8. Inativacao fototérmica

Os experimentos foram realizados com as mesmas cepas e a inoculacao foi realizada de forma
idéntica ao empregado na fotoinativacdo, com a diferenca que somente a maior concentracdo foi
empregada e as NPs apresentavam 96 h de armazenamento apds seu preparo. Assim, as concentragdes
finais foram de (i) 0,0 e (ii) 16 ug mL*. Resultando em solugéo contendo as NPs na concentragéo de
16 ug mL* cada uma, e as bactérias na concentracdo de 1,5.108 UFC mL™.

Ap0s as bactérias S. aureus e E. coli serem expostas as solucdes de tratamento, elas foram
protegidas da luz e destinadas a estufa em temperatura de 37 °C por um periodo de 30 min para o
processo de internalizacdo das NPs. Na sequéncia, 200 pL de cada amostra foram retirados e dispostos
em uma microplaca de 96 pocos.

Os grupos irradiados foram expostos a laser em 806 nm com poténcia de 1,4 W cm™ durante
20 min (dose total de 1680 j cm). Foi coletado 10 pL nos tempos 0, 5, 15 e 20 min, representando
respectivamente as doses de 420, 1.260 e 1680 J cm™. O volume coletado foi diluido em 1:32 e 1 pL
desse diluido foi semeado e espalhado em placas contendo meio PCA. Estas placas foram dispostas
em estufa com controle de temperatura de 37 °C durante 24 h.

Por fim, o crescimento bacteriano foi avaliado e as UFC foram contadas. Logo, avaliou-se a
sobrevida ou morte das bactérias frente ao efeito térmico das NPs. Todas as analises ocorreram em
duplicata, e o experimento foi repetido em outras ocasifes. Através do Teste T-Student, por meio do

software Origin 2024, foram realizadas as analises estatisticas de variancia dos resultados.

3.9. Microscopia eletronica de varredura (MEV) das bactérias inativadas

Ap0s os processos de plagueamento dos grupos irradiados com LED, as solucdes contendo S.
aureus e E. coli irradiadas e escuro foram selecionadas nas concentragdes de (i) 0,0; (ii) 16 Cn-PPV;
(iii) 16 PCPDTBT e (iv) 16 Cn-TBT. Os grupos de S. aureus e E. coli irradiados com Laser nos
tempos 0 e 20 min tratados com (i) Cn-PPV, (ii) PCPDTBT e (iii) Cn-TBT, também foram
selecionados.

Todos os grupos selecionados tiveram 100 pL diluidos em 1 mL de GTA (Glutaraldeido,
Vetec quimica fina) a 2,5% em PBS. As amostras foram armazenadas protegidas de luz em geladeira
por quatro dias, a fim de o GTA promover a fixacdo das células. Apds os quatro dias, as amostras
foram levadas a uma centrifuga refrigerada (KASVI, modelo K14-4415R) a 10.000 rpm por 5 min,

com temperatura em 18 °C.
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Ap0s centrifugado, as amostras tiveram seus sobrenadantes removidos e 1 mL de etanol 10%
foi adicionado. Essas amostras foram levadas ao ultrassom por 1 min e novamente foram
centrifugadas a 10.000 rpm por 5 min com temperatura em 18 °C. Esse processo de remocdo do
sobrenadante, adicao de alcool, ultrassom e centrifugacao foi repedido para alcool e 20, 30, 40, 50,
70 e 100%. As solucgdes contendo alcool 100% tiveram 10 pL gotejados separadamente em placas de
vidros. As placas de vidro foram entdo deixadas em estufa a 65 °C por 3 dias e, posteriormente,
recobertas por ouro e levadas para a obtencdo de imagens por MEV no equipamento Jeol modelo
JSM-6380LV.

4. Resultados e discussoes

4.1. Espalhamento dindmico da luz e Potencial Zeta

Os diametros hidrodinamicos médios (DHM) de 238, 157 e 163 nm; os Potenciais Zetas com
os valores médios de -6, -8 e -6 mV foram obtidos para as PCPDTBT-NPs, Cn-PPV-NPs e Cn-TBT-
NPs, respectivamente. A Figura 11 apresenta a distribui¢do de didmetros de cada nano particula.
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Figura 11: Distribuicdo de diametro hidrodindmico médio das NPs de (A) PCPDTBT, (B) Cn-PPV
e (C) Cn-TBT, com os dois picos de cada distribuicdo de diametros (D1 e D2). As medidas foram
realizadas com as NPs diluidas em agua destila filtrada e todas as NPs foram empregadas com a
concentragéo de 1,6 ug mL™.

Na Figura 11 temos que PCPDTBT-NPs e Cn-TBT-NPs apresentam respectivamente somente
1,7 e 3,6% de aglomerado com didametros na ordem de 4 um, ja as Cn-PPV-NPs apresentam 18,1%
de aglomerados com tamanhos na ordem de 2 um. As NPs de menores didmetros sdo as Cn-PPV-NPs
e Cn-TBT-NPs, assim, podemaos verificar que as NPs resultantes da mistura dos polimeros carregam
0 menor didametro médio e o segundo menor percentil de aglomerado. Dessa forma, é possivel afirmar
que a juncdo dos polimeros acarreta uma configuracdo de NPs com didmetros menores e melhor
aproveitamento, isto €, menor porcentagem de aglomerado.

Na Tabela 1 estdo dispostos os resultados referentes ao DHM e os valores de Potencial Zeta

() tanto para a formulagdo principal quanto para as formulagdes controles, assim como alguns
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exemplos contidos na literatura utilizando nanoprecipitacdo, os mesmos polimeros conjugados e a

proporcao de fase organica para fase aquosa de 1:5.

Tabela 1: Resultados do diametro hidrodindmico médio (DHM), potencial Zeta e Pdl de algumas

NPs produzidas por nanoprecipitacdo com proporcao de faze organica aquosa de 1:5.

. . Potencial
Polimero Matriz Pdl DHM (nm) pH Fonte
Zeta (mV)
PCPDTBT PEGsc-PLGAS5k 0,13 142 -7 6 (Abelha et al., 2019)
PCPDTBT PEG2x-PLGA 15k 0,17 131 -12 6 (Abelha et al., 2019)
Cn-PPV PLGA-PEG ~ Ng 110 5 NE (Kemaletal., 2017)
Cn-PPV Tween 20 0,1 120 -8 N.E (Caires et al., 2023)
PCPDTBT Tween 20 0,7 209 -6 3,87  Presente trabalho
Cn-PPV Tween 20 0,31 125 -8 4 Presente trabalho
Cn-TBT Tween 20 0,31 120 -6 6 Presente trabalho

Legenda: Pdl: indice de polidispersividade; DHM: didmetro hidrodindmico médio; N.E: ndo

especificado.

H& alguns fatos que devem ser considerados nas comparacdes e discussdes sobre as
discrepancias entre os valores de Potencial Zeta obtidos e os valores apresentados na literatura. O
Potencial Zeta esta relacionado com a mobilidade eletroforética (velocidade da particula quando

submetida a um campo eletromagnético) demonstrado na Equacao 2.

_ U _ 2&{F(Ka) 2]
T E 3p

Logo, de modo intrinseco ao método de obtencdo do valor do Potencial Zeta, temos que ele é
dependente da permissividade dielétrica do solvente (g); da viscosidade (n) e principalmente da
fungdo de Henry F(Ka), que pode variar de 1 a 3/2 dependendo do método aproximativo selecionado,
ou de Hickel-Onsager ou de Smoluchowski. Abelha et al. (2022) especificam o método utilizado
como o de Smoluchowski, assim como o presente trabalho.

O método de Smoluchowski & mais vantajoso que o de Hiickel-Onsager para sistemas
coloidais e suspensdes, onde a espessura da dupla camada elétrica é pequena em relagdo ao tamanho
das particulas. O método Smoluchowski é mais simples e eficiente para descrever a mobilidade

eletroforética em solugdes de baixa concentracdo de particulas, enquanto o0 método de Huckel-
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Onsager é mais complexo e adequado para solucGes diluidas de ions simples. Assim, 0 método de
Smoluchowski é preferido para anélises de particulas maiores e sistemas coloidais onde as interacoes
hidrodinamicas detalhadas sdo menos relevantes (Klaseboer e Chan, 2020).

Outro importante fator a ser considerado, durante as comparagdes entre os resultados obtidos
para 0 Potencial Zeta e a literatura, € o de preparo das amostras. Variacbes de pH, temperatura,
concentracédo salina e até mesmo o sal utilizado interferem no valor e no sinal do Potencial Zeta ()
(Hinze, Ripperger e Stintz, 1999; Liu et al., 2018; Nikhil e Arnepalli, 2019). Por conta dessas
influéncias e na auséncia da mencao destas variaveis, a comparacéo entre diferentes matrizes ou entre
amostras com diferentes preparacdes é limitada. Um dos principais significados fisicos do Potencial
Zeta () ¢ a definicdo da estabilidade das solucdes coloidais de NPs. Desse modo, ja ¢ bem
estabelecido na literatura que as NPs com valores em intervalo de £30 mV sdo consideradas estaveis
(Mayoral et al., 2014).

Dessa forma, a sintese de NPs de PCPDTBT utilizando Tween 20 como matriz (presente
trabalho) apresenta caracteristicas de potencial Zeta (-6 mV) que néo se distanciam significativamente
das sinteses de NPs similares reportadas na literatura, como aquelas utilizando matrizes de PEGsk-
PLGA 55k e PEG2k-PLGA 15k (-7 mV e -12 mV, respectivamente). O Potencial Zeta das PCPDTBT-
NPs com matriz de Tween 20 em meio acido indica uma carga superficial ligeiramente negativa,
comparavel aos Potenciais Zeta observados para as NPs sintetizadas com PEGsk-PLGA 55k e PEGk-
PLGA 15k, respectivamente (Abelha et al., 2019; Imberti et al., 2020).

Essa proximidade nos valores de Potencial Zeta sugere que a sintese com matriz de Tween 20
pode oferecer vantagens semelhantes em termos de estabilidade coloidal e comportamento de
dispersdo em meio aquoso. O Tween 20, sendo um surfactante ndo idnico, contribui para a
estabilizacdo das NPs através da formacdo de uma camada de estabilizacdo estérica, que pode
prevenir a agregacdo sem impor uma carga superficial significativa (Zhao et al., 2010).

Assim, o Potencial Zeta de -6 mV das PCPDTBT-NPs e das Cn-TBT-NPs, ambas com matriz
de Tween 20, representa um equilibrio favoravel entre estabilidade coloidal e biocompatibilidade.
Este perfil de carga superficial ligeiramente negativa pode oferecer uma excelente plataforma para
aplicagdes terapéuticas, onde a interacdo controlada com células-alvo é desejada sem comprometer a
estabilidade da nanoparticula no meio fisioldgico (Arvizo et al., 2011).

Ja o potencial Zeta das NPs de Cn-PPV ¢ idéntico ao relatado por Caires, 2023b, o que era
esperado tratando-se da mesma técnica, polimero e com a mesma matriz. A comparagao entre as NPs

de PCPDTBT e Cn-PPV, ambas sintetizadas utilizando Tween 20 como matriz, revela diferengas
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importantes nos Potenciais Zeta ({) e no pH do meio que influenciam diretamente as propriedades de
superficie de cada tipo de nanoparticula. As PCPDTBT-NPs apresentaram um Potencial Zeta de -6
mV em meio aquoso com pH de 3,87, enquanto as Cn-PPV-NPs, também sintetizadas com Tween
20, exibiram um Potencial Zeta de -8 mV em meio aquoso com pH de 4.

Essas diferengas nos Potenciais Zeta e no pH sugerem que, embora ambas as formulagdes
utilizem a mesma matriz de estabilizacdo esférica fornecida pelo Tween 20, a natureza dos polimeros
(PCPDTBT versus Cn-PPV) e as condic@es de pH influenciam significativamente a carga superficial
resultante das NPs (Mayoral et al., 2014).

A observagao do Potencial Zeta das Cn-PPV-NPs sugere que, neste ambiente ligeiramente
menos acido, ha uma maior exposicao de grupos funcionais carregados negativamente ou uma menor
protonacdo dos mesmos, contribuindo para uma carga superficial mais negativa. O Cn-PPV é um
polimero conjugado que pode possuir grupos ciano e outros grupos eletronegativos que mantém sua
carga negativa mesmo em pH &acido, aumentando o Potencial Zeta negativo (Kemal et al., 2017;
Fedatto et al., 2021).

Por outro lado, as PCPDTBT-NPs estdo em um ambiente mais &cido, o que pode resultar em
uma maior protonacao de grupos funcionais que poderiam, de outra forma, carregar cargas negativas.
No entanto, o Potencial Zeta ainda é negativo, indicando haver uma presenca suficiente de grupos
que permanecem parcialmente desprotonados ou que a superficie das NPs mantém uma carga
negativa, possivelmente devido a estrutura do PCPDTBT (Zhang et al., 2020).

Em resumo, a comparacdo entre as duas formulag6es revela que, apesar de ambas utilizarem
Tween 20 como matriz estabilizadora, a escolha do polimero semicondutor (PCPDTBT versus Cn-
PPV) e as condigdes de pH afetam significativamente o Potencial Zeta e, consequentemente, a
estabilidade coloidal e a interacdo com paredes celulares e bacterianas.

A sintese de NPs a partir da mescla dos polimeros PCPDTBT e Cn-PPV, resultando na
formulacdo denominada Cn-TBT-NPs, com Potencial Zeta de -6 mV e pH de 6, oferece um perfil
distinto em comparacgdo com as NPs formadas a partir dos polimeros individuais. A comparacdo das
Cn-TBT-NPs com as PCPDTBT-NPs e Cn-PPV-NPs revela vérias consideracdes importantes sobre
a interacdo das NPs com o0 meio aquoso e suas implicacOes praticas.

As Cn-TBT-NPs, apresentam uma carga superficial negativa semelhante a das PCPDTBT-
NPs, que tém um Potencial Zeta de -6 mV, mas com pH 4,86. A similaridade no Potencial Zeta das
Cn-TBT-NPs e PCPDTBT-NPs indica que a mescla dos dois polimeros ndo resulta em uma alteracao

drastica na carga superficial em comparacdo com o uso do PCPDTBT isolado.
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No entanto, o pH 6 das Cn-TBT-NPs é mais proximo da neutralidade em comparagdo com as
PCPDTBT-NPs. Esse aumento no pH pode reduzir a protonac¢do de grupos funcionais que seriam
mais evidentes em pH mais baixo, ajudando a manter a carga superficial negativa em um ambiente
mais proximo da neutralidade. Esse pH mais neutro pode também melhorar a compatibilidade das
NPs com sistemas bioldgicos, ja que o pH proximo ao fisiologico pode reduzir o risco de reacoes
adversas e melhorar a distribuicdo e a interagdo com células e tecidos (Arvizo et al., 2011; Zhang et
al., 2020).

A semelhanca no Potencial Zeta das Cn-TBT-NPs em relacdo as PCPDTBT-NPs, porem com
um pH mais neutro, sugere que a mescla dos polimeros pode se dar com os mondmeros da superficie
sendo majoritariamente de PCPDTBT e, portanto, ndo afeta a carga superficial, mas pode oferecer
beneficios adicionais em termos de compatibilidade com sistemas bioldgicos e potencialmente uma
melhor aceitacdo em aplicac6es terapéuticas (Zhang et al., 2020).

Para os resultados do DHM demonstrado na Tabela 1 nota-se que, apesar de terem matrizes
diferentes, os DHM sdo semelhantes para a PCPDTBT-NPs sintetizadas a partir do método
nanoprecipitacdo. Entretanto, as flutuacGes entre os resultados podem ser explicadas primeiramente
pelo fato de serem polimeros diferentes, mas também pelo fato de terem PdlI distintas umas das outras,
tendo em vista que o DHM depende da Pdl (Zhang et al., 2020; Pinto et al., 2022). E importante
ressalta que apos a sintese as NPs nao foram filtradas, ou seja, as solu¢Ges empregadas na obtencéao
dos valores dos DHM incluem agregados, 0 que ndo apenas aumenta a dispersao de tamanho (alto
Pdl), mas também aumenta o DHM. E possivel verificar a formacéo de agregados pela formacao de
um segundo pico na distribuicdo de tamanhos ilustrado na Figura 11.

As NPs de Cn-PPV em Tween 20 apresentam um didmetro hidrodinamico médio de 125 nm
e um Pdl de 0,31. Essas particulas sdo menores e possuem uma distribuicdo de tamanho mais
uniforme em comparacdo com as NPs de PCPDTBT em Tween 20. A menor polidispersividade
sugere uma melhor homogeneidade no tamanho das particulas.

No entanto, as Cn-PPV-NPs tém um didametro menor do que as PCPDTBT-NPs, 0 que pode
limitar o volume de carga que elas podem transportar ou entregar. Além disso, a diferenca no
potencial Zeta das NPs, onde as Cn-PPV-NPs podem apresentar uma menor estabilidade coloidal em
comparagdo com as PCPDTBT-NPs, pode impactar a eficacia e a durabilidade das NPs em solugdes
complexas. Embora as Cn-PPV-NPs se beneficiem de um tamanho menor e uma distribuicdo mais
uniforme, elas podem néo oferecer as mesmas vantagens em termos de estabilidade e capacidade de

carga proporcionadas pelas PCPDTBT-NPs.
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As Cn-TBT-NPs, com um didmetro hidrodindmico médio de 120 nm e um Pdl de 0,31,
combinam o melhor dos dois mundos: tamanho menor e polidispersividade controlada, com uma
carga negativa estavel e consistente. Este perfil oferece uma distribuicdo de tamanho bastante
homogénea e uma estabilidade coloidal apropriada em comparacdo com as PCPDTBT-NPs e Cn-
PPV-NPs. A superioridade das Cn-TBT-NPs se destaca devido a combinagdo de um tamanho
reduzido e uma polidispersividade baixa, sugerindo uma melhor uniformidade e menor tendéncia a
aglomeracéo.

Os resultados demonstram que enquanto as PCPDTBT-NPs com Tween 20 oferecem
vantagens significativas em termos de estabilidade e funcionalidade, sua maior polidispersividade e
didmetro podem limitar sua aplicabilidade em contextos que exigem tamanhos mais uniformes. As
Cn-PPV-NPs, embora menores e com uma distribuicdo de tamanho mais uniforme, podem apresentar
limitacGes em termos de capacidade de carga e estabilidade coloidal. Por outro lado, as Cn-TBT-NPs
demonstram superioridade com seu tamanho menor, polidispersividade controlada e estabilidade
coloidal, posicionando-as como uma escolha ideal para aplicacdes que requerem NPs consistentes e
eficazes. A combinacao dos dois polimeros, PCPDTBT e Cn-PPV, na micela Cn-TBT-NPs, oferece
um perfil equilibrado que potencializa os pontos fortes de cada material, resultando em um
desempenho superior comparado as NPs individuais. Entretanto, para jugarmos as Cn-TBT-NPs
como potenciais FS precisamos compreender o seu perfil 6ptico.

4.2. Espectroscopia UV-Vis, fluorescéncia e tempo-de-vida
Na Figura 12 sdo apresentadas as curvas de absorbancia normalizadas das amostras de
polimeros em THF (A), das NPs e do Tween 20 em meio aquoso (B). Tanto os polimeros quanto as
NPs foram empregados na concentragéo de 16 g mL™, enquanto o Tween apresentava concentragio
de 0,48 mg mL™.
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Figura 12: (A) Perfis de absorcéo dos polimeros (linhas tracejadas) em THF; (B) espectros das

nanoparticulas (linhas sélidas) e Tween 20 em meio aquoso; (C—E) comparacdo dos perfis dos

polimeros em THF com suas formas nanoparticuladas.
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Ambos os PCs, ao serem submetidos ao processo de nanoprecipitacdo, apresentaram seus
espectros deslocados para comprimentos de onda maiores (efeito de red shift), como pode ser
observado na Figura 12B. Esse deslocamento € um indicativo significativo do encapsulamento dos
mondmeros em estruturas nanomeétricas (Wang et al., 2016; Martins, 2017; Rabadan, 2020b). Os
desvios podem ser verificados com mais facilidade na Figura 12C que faz a comparacao direta do
polimero PCDTBT com sua forma nanoparticulada, na Figura 12D que faz a comparacéo direta do
polimero Cn-PPV com sua forma nanoparticulada e na Figura 12E que faz a comparacao direta da
mistura Cn-TBT com sua forma micelar nanoparticulada.

Especificamente, as PCPDTBT-NPs e Cn-TBT-NPs, que na forma de polimeros exibiam
absorcao até 850 nm em THF, evoluiram para uma absor¢do que alcancga até 900 nm apds o processo
de nanoprecipitacdo. Esse aumento no comprimento de onda é frequentemente associado ao efeito de
red shift, que sugere que a interacdo entre as cadeias poliméricas foi modificada, possivelmente
devido a formacdo de estruturas mais organizadas ao nivel nanométrico, promovendo uma maior
delocalizagdo da carga (Wang et al., 2016; Martins, 2017; Rabadan, 2020b). Ou seja, 0s elétrons ndo
estdo restritos a uma Unica ligacdo entre dois atomos, mas podem ser compartilhados entre varios
atomos.

Da mesma forma, o polimero Cn-PPV em THF (Figura 12A) apresentava absor¢do zerada
acima de 550 nm, mas ap0s 0 encapsulamento em nanoestruturas, sua capacidade de absorver luz se
estendeu até proximos de 700 nm. Essa alteracdo sugere ndo apenas 0 sucesso do
nanoencapsulamento, mas também a potencial formacdo de estados excitados mais estaveis,
favoraveis para aplicacbes em dispositivos optoeletronicos (Wang et al., 2016; Martins, 2017;
Rabadan, 2020b).

A literatura reforca essa observacao, destacando que o red shift em espectros de absor¢édo €
frequentemente associado a formacdo de NPs e ao aumento da conjugacéo eletrénica nos polimeros
(Wang et al., 2016; Martins, 2017; Rabadan, 2020b). Por exemplo, estudos de Zhou et al. (2002)
demonstraram que a modificacdo da estrutura nanomeétrica de polimeros pode levar a mudancas
significativas nas propriedades dpticas, incluindo o deslocamento do espectro de absor¢do para
comprimentos de onda mais longos. Além disso, investigacGes realizadas por Leventis et al. (2018)
demonstraram que o encapsulamento de polimeros a base de dicetopirrolopirrol resultou em altos
rendimentos quanticos de fluorescéncia em solucdo e filmes finos.

Uma discusséo sobre as vantagens das novas micelas da solugéo Cn-TBT (Cn-TBT-NPs), em

relacdo as NPS de seus polimeros constituintes (PCPDTBT e Cn-PPV), destaca aspectos importantes
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relacionados a sua capacidade de absorcdo de luz e potencial de aplicagdo em processos de
fotoinativacdo. Analisando os espectros de absor¢do dos polimeros e da micela (Figura 12A), é
evidente que o Cn-TBT oferece uma faixa de absor¢do mais ampla e equilibrada, representando um
diferencial significativo em comparacdo com os polimeros isolados.

De acordo com estudos como o de Soci et al. (2007) o PCPDTBT exibe uma banda de
absorcao caracteristica em torno de 700 nm, enquanto o Cn-PPV mostra uma banda proeminente em
aproximadamente 400 nm quando dissolvido em solventes como THF, esses resultados sao
consistentes com o comportamento observado no presente estudo. Essa concordancia sugere que as
propriedades oOpticas fundamentais dos polimeros constituintes sdo mantidas quando em solucéo
isolada (Etzold et al., 2012).

Entretanto, alguns estudos mostraram variages nos resultados de absorcdo dos polimeros
isolados, o que pode ser atribuido a fatores como o ambiente solvente e a pureza dos materiais
utilizados. Por exemplo, o estudo de Fischer et al. (2013) relatou uma variagcdo na intensidade da
banda de 700 nm do PCPDTBT quando diferentes tipos de solventes foram utilizados, sugerindo que
a interacdo polimero-solvente pode influenciar significativamente as propriedades oOpticas
observadas. No caso do Cn-PPV, variacdes na largura e intensidade da banda de absor¢cdo em torno
de 400 nm foram observadas devido a diferentes condigdes de sintese e pureza do polimero. Essas
discrepancias evidenciam a importancia de controlar rigorosamente as condi¢Oes experimentais ao
investigar as propriedades dpticas dos polimeros isolados (Etzold et al., 2012; Fischer et al., 2013).

O PCPDTBT mostra adicionalmente uma banda em 404 nm. A solucdo Cn-TBT, por sua vez,
exibe duas bandas em 700 e 415 nm. A presenca de uma banda em 700 nm, oriunda do PCPDTBT,
mas com intensidade reduzida a 50% do valor original, pode ser explicada pela composicao de 50%
em massa de cada polimero na micela. Adicionalmente, a banda em 415 nm do Cn-TBT, localizada
entre as bandas dos polimeros separados na faixa de 300 a 500 nm, revela uma intensidade
intermediaria, demonstrando um balanceamento de propriedades entre os dois materiais constituintes.

As Cn-TBT-NPs, em particular, mostram duas bandas distintas em 415 e 670 nm,
evidenciando uma absorcdo de luz mais ampla em comparacdo com as PCPDTBT-NPs e Cn-PPV-
NPs. As PCPDTBT-NPs apresentam bandas em 410 e 685 nm, enquanto as Cn-PPV-NPs possuem
uma banda Gnica em 460 nm. O espectro de absor¢do mais abrangente das Cn-TBT-NPs mostra que
conseguem absorver luz em uma faixa mais ampla de comprimentos de onda, mantendo uma

intensidade de absorcédo intermediaria entre as NPs dos polimeros isolados.
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Essa caracteristica é crucial para aplicagdes de fotoinativacéo, onde a eficiéncia de absor¢do
de luz em varias regides do espectro visivel e proximo do infravermelho pode influenciar diretamente
na eficacia do processo. Estudos como os de Kashef et al. (2017) mostram que NPs com espectros de
absorcdo mais amplos e equilibrados podendo gerar EROs de forma mais eficaz, aumentando a
eficiéncia da fotoinativagéo.

Por fim, analisando os espectros de fluorescéncia das NPs (representados na Figura 13), é
possivel confirmar a versatilidade e a eficacia das Cn-TBT-NPs para aplicacdes avancadas em

fotoinativacdo de microrganismos.
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Figura 13: Perfis de fluorescéncia dos polimeros em THF (linhas tracejadas), das NPs em

agua (linhas solidas) e do Tween 20 (linha preta). Os compostos foram excitados em 460 nm (A),

380 nm (B), 550 nm (C) e 700 nm (D). Todas as solugdes foram empregadas em concentracdes de
16 pg mL™ com excecdo do Tween 20 que foi empregada a 0,48 mg mL™,
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A Figura 13 mostra o perfil de fluorescéncia dos polimeros em THF e de suas NPs em meio
aquoso, separadas por comprimento de onda de excitagédo, sendo a excitagdo com 460 nm (A), 380
nm (B), (C) 550 nm (C) e 700 nm (D). Em nenhum dos comprimentos de ondas usados o Tween 20
apresenta fluorescéncia, logo as diferencas de fluorescéncias entre os polimeros e suas formulas
nanoparticuladas se deve exclusivamente ao surgimento de possibilidades de transi¢des intracadeias
e intercadeias - transicOes intercadeia ocorrem quando a transferéncia de energia se da entre cadeias
poliméricas adjacentes, ao invés de numa uma Unica cadeia - resultantes do encapsulamento do
polimero em uma nanoestrutura.

Quando o Cn-PPV em solucdo de THF é excitado a 380 nm ou a 460 nm (préximo ao seu
pico de absor¢do maxima (450 nm) resultando em uma intensidade maior do que com 380 nm), ocorre
uma transicao eletronica do estado fundamental (So) para um estado excitado de maior energia (S2 ou
superior), seguida de uma rapida relaxacdo nao radiativa - relaxacao ndo radiativa € o processo onde
um elétron excitado retorna ao estado de energia mais baixo sem a emissao de luz, convertendo
geralmente a energia em calor - para o primeiro estado excitado singleto (S:) (Soos et al., 1993). A
fluorescéncia observada é resultado da emissédo de luz quando os elétrons retornam do estado excitado
S para o estado fundamental So (Rauscher et al., 1990). O pico de fluorescéncia centrado em 550 nm,
com uma largura de banda de 500 a 650 nm e intensidade de 32.500, indica uma transicao tipica -
n*, onde os elétrons do orbital © (ligante) sdo excitados para o orbital 7* (antiligante) (Rauscher et al.,
1990). A excitacdo a 550 nm ndo gera fluorescéncia no Cn-PPV, como demonstrado na Figura 12, sua
absorcdo a partir desse comprimento de onda é nula.

No caso das Cn-PPV-NPs, excitadas ha mesma condi¢do a 380 nm e 460 nm (com intensidade
aumentada), observam-se duas bandas de fluorescéncia sobrepostas com picos em 625 nm e 660 nm,
formando um padrédo em 'M' com uma largura de banda de 550 a 750 nm. Essa mudanca no perfil de
emissao, incluindo o deslocamento para comprimentos de onda mais longos (red shift), sugere a
presenca de transi¢des adicionais devido a formacdo das NPs e ao ambiente diferente (meio aquoso
vs. THF) (Rauscher et al., 1990; Soos et al., 1993; Rabadan, 2020b). Nas Cn-PPV-NPs, ocorre um efeito
de confinamento quantico - confinamento quantico refere-se quando as dimensdes de um material se
tornam comparaveis ao comprimento de onda dos elétrons que ele contém, alterando suas
propriedades eletrénicas e Opticas - que altera a distribuicdo de niveis de energia dos orbitais 7 ¢ *,
influenciando as transi¢des eletronicas (Rauscher et al., 1990). Além disso, a interacdo entre as

cadeias poliméricas na matriz de Tween 20 pode induzir transi¢cdes intercadeias, onde elétrons
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excitados de uma cadeia podem transferir energia para outra cadeia adjacente, resultando em emissao
em comprimentos de onda mais longos (Rauscher et al., 1990; Soos et al., 1993; Martins, 2017).

A estabilidade das posi¢des dos picos de emissdo indica que os estados excitados nas NPs séo
menos sensiveis ao comprimento de onda de excitacdo, possivelmente devido a transicdes
intercadeias mais complexas. A presenga de multiplos estados excitados acessiveis nas Cn-PPV-NPs
também sugere a possibilidade de transi¢fes intersistema para estados tripletos (T1), que ndo sdo
radiativamente ativas, mas podem influenciar os processos de emissdao observados (Colaneri et al.,
1990; Meng, 1998; Sherwood et al., 2010).

Na Figura 12 foi apresentado que o polimero Cn-PPV ndo absorvia a partir de 550 nm,
enquanto as suas NPs absorvem até préximo a 700 nm, logo, quando as Cn-PPV-NPs foram excitadas
com 550 nm (Figura 13C) as Cn-PPV-NPs apresentam duas bandas de fluorescéncia, agora com picos
em 630 nm e 680 nm, uma largura de banda de 600 a 750 nm e intensidade menor. A emissdo em 630
nm, que difere dos picos observados anteriormente, sugere a presenca de transicdes eletronicas
adicionais ou o envolvimento de estados excitados localizados que sdo acessiveis apenas nas NPs
(Rauscher et al., 1990; Soos et al., 1993). Além disto, é evidente na Figura 13C que a eficiéncia quantica
de fluorescéncia das Cn-PPV-NPs é muito superior aos demais polimeros e NPs.

Essa diferenca pode ser explicada pela reorganizacdo das cadeias poliméricas no ambiente
aquoso das NPs e pelo aumento do relaxamento ndo radiativo devido a maior liberdade vibracional e
rotacional proporcionada pela matriz de Tween 20 (Colaneri et al., 1990; Meng, 1998; Sherwood et
al., 2010). As transicOes intercadeias também podem ser reforcadas nesse meio, facilitando a
transferéncia de energia entre estados excitados localizados em diferentes cadeias e resultando em
um espectro de emissdo mais complexo e expandido (Soos et al., 1993; Martins, 2017; Rabadan,
2020b).

A excitacdo a 700 nm ndo resulta em fluorescéncia nem para o Cn-PPV nem para as Ch-PPV-
NPs. Isso ocorre porque 700 nm esté fora da faixa de absorgdo dos materiais, como indicado pelos
seus perfis de absorcdo (Figura 12). A falta de fluorescéncia a 700 nm sugere que a energia fotonica
fornecida ¢ insuficiente para excitar os elétrons dos orbitais 7 para os orbitais 7* ou outros estados
excitados (Wang et al., 2016).

As Cn-PPV-NPs apresentam um espectro de emisséo mais amplo e deslocado em diregéo ao
infravermelho, o que € vantajoso para aplicacdes de alFD, ao permite maior penetracdo da luz por
meio de tecidos biologicos (Abelha et al., 2019; Imberti et al., 2020). A capacidade das NPs de

absorver e emitir luz em uma faixa de comprimentos de onda mais ampla também sugere uma maior
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eficiéncia na geracdo de EROs, essenciais para a fotoinativagdo de microrganismos (Meng, 1998). A
presenca de transigdes intercadeias e a possivel formacdo de estados tripletos aumentam a
probabilidade de formacéo de oxigénio singleto, o qual é altamente reativo e eficaz na inativacédo de
bactérias (Colaneri et al., 1990).

Embora o PCPDTBT em THF mostre uma banda de absor¢do em 400 nm (Figura 12), ele ndo
apresenta fluorescéncia quando excitado a 380 nm e 460 nm. Isso pode ser atribuido & ineficiéncia da
transicdo eletronica do estado fundamental (So) para o primeiro estado excitado singleto (S:) em
comprimentos de onda fora da sua faixa de absorcao ideal, resultando em relaxacdo nao radiativa
predominante (Colaneri et al., 1990; Meng, 1998).

No entanto, quando excitado a 550 nm e 700 nm, o PCPDTBT em THF apresenta uma banda
de emissdo centrada em 780 nm, com uma largura de banda de 720 a 840 nm, sendo mais intensa
quando excitada a 700 nm. Essa emissao pode ser resultado de transi¢des n-n* envolvendo orbitais
moleculares, onde a excitacdo em comprimentos de onda mais longos permite a promocao de elétrons
dos orbitais & para os orbitais 7t* (Colaneri et al., 1990; Rauscher et al., 1990; Meng, 1998; Sherwood
et al., 2010).

Por outro lado, a auséncia de fluorescéncia nas PCPDTBT-NPs em todos os comprimentos de
onda testados sugere que o encapsulamento quantico tem um papel crucial na modificagéo dos estados
de energia eletrénica do material (Rauscher et al., 1990; Soos et al., 1993). No regime de
confinamento quantico ocorre uma alteracgdo na distribuigdo dos niveis de energia dos orbitais 7 e ©*
(Rauscher et al., 1990). Essa alteracdo pode restringir as transi¢oes radiativas resultando em emissao
de luz, favorecendo, em vez disso, processos de relaxamento ndo radiativo ou transi¢des intersistema
para estados tripletos (T1), que ndo emitem luz (Meng, 1998; Feng et al., 2013).

Além disso, o ambiente nanoparticulado pode induzir interagfes intermoleculares adicionais
entre cadeias de PCPDTBT, promovendo estados excitados complexos que sdo menos eficientes na
emissdo de fluorescéncia (Feng et al., 2013; Alves et al., 2018). O empacotamento denso e a interagdo
com a matriz de NPs podem, portanto, alterar significativamente as propriedades Opticas, resultando
na auséncia de fluorescéncia observada nas PCPDTBT-NPs (Soos et al., 1993; Meng, 1998).

O comportamento da mistura Cn-TBT e de suas NPs (Cn-TBT-NPs) reflete a combinacao das
propriedades dos polimeros constituintes, Cn-PPV e PCPDTBT, tanto em suas formas livres quanto
nanoparticuladas. Quando o Cn-TBT ¢é excitado a 380 nm, ele apresenta um pico de fluorescéncia a
550 nm, similar ao Cn-PPV, indicando que as unidades Cn-PPV mantém suas caracteristicas de

emissdo em solucdo. Esse comportamento sugere que, nesse comprimento de onda, as transi¢oes
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eletronicas n-n* do Cn-PPV predominam na micela (Colaneri et al., 1990; Meng, 1998; Sherwood et
al., 2010). No entanto, as Cn-TBT-NPs ndo mostram fluorescéncia quando irradiadas a 380 nm,
comportando-se de maneira semelhante ao PCPDTBT-NPs. Isso sugere que 0 encapsulamento em
NPs altera o ambiente eletrénico da micela, suprimindo possivelmente a fluorescéncia devido ao
aumento das interacOes intercadeia ou a um efeito de confinamento quantico que impede a emisséo
radiativa (Colaneri et al., 1990; Rauscher et al., 1990; Soos et al., 1993; Meng, 1998; Sherwood et
al., 2010; Wang et al., 2016; Martins, 2017; Rabadan, 2020b).

Quando excitado a 460 nm, o Cn-TBT apresenta novamente um pico de fluorescéncia a 550
nm, mas com intensidade aumentada em comparacao a excitacdo a 380 nm. Isso refor¢a a influéncia
do componente Cn-PPV, cuja absorcdo é mais eficiente nesse comprimento de onda. A intensidade
aumentada sugere que a excitacdo proxima ao pico de absor¢do maxima do Cn-PPV favorece as
transicdes eletrénicas, resultando em uma emissdo mais forte. Novamente, as Cn-TBT-NPs néo
exibem fluorescéncia, reforcando a hipétese de que o encapsulamento em NPs suprime as transicdes
radiativas do PCPDTBT(Meng, 1998).

Ao excitar o Cn-TBT a 550 nm e 700 nm, observa-se fluorescéncia, semelhante ao PCPDTBT,
embora com intensidade reduzida em aproximadamente 25% em comparacao ao polimero isolado.
Isso indica que as transi¢des n-n* associadas ao PCPDTBT também estdo presentes na mistura
polimérica, mas de forma menos eficiente, possivelmente devido a uma menor densidade de estados
eletrdnicos disponiveis ou a uma sobreposicao menos efetiva dos orbitais (Colaneri et al., 1990; Meng,
1998). Por outro lado, as Cn-TBT-NPs, assim como as Cn-PPV-NPs isoladas, ndo mostram
fluorescéncia, sugerindo que a nanoparticulacdo altera as propriedades Opticas do Cn-TBT e
potencializa as interacGes ndo radiativas, possivelmente por meio de um empacotamento mais denso
das cadeias poliméricas que favorece o relaxamento néo radiativo (Meng, 1998).

Em resumo, o comportamento da mistura Cn-TBT e de suas NPs reflete a combinacdo das
caracteristicas de seus polimeros constituintes, com a forma livre da mistura exibindo fluorescéncia
conforme esperado com base nas propriedades dos componentes Cn-PPV e PCPDTBT. No entanto,
a forma nanoparticulada Cn-TBT-NPs parece adotar um comportamento que suprime a fluorescéncia,
semelhante ao observado em ambos os polimeros constituintes quando nanoparticulados. 1sso sugere
que o confinamento na matriz de NPs exerce um efeito significativo na modulagéo das transic0es
eletronicas, favorecendo caminhos de relaxamento ndo radiativo e minimizando a emissdo de luz.

Esse comportamento pode ser relevante para aplicacbes onde a supressao de fluorescéncia ou a
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modulacdo de propriedades dpticas € desejada, como em sensores e dispositivos de fotoinativacao
bacteriana.

A supressao de algumas bandas de fluorescéncia pode ser atribuida a efeitos como interacdes
eletronicas e transferéncia de energia entre cadeias, interferéncia nas transicoes eletronicas e efeitos
de confinamento quantico e interagdes intermoleculares. Na micela, a proximidade das cadeias de
Cn-PPV e PCPDTBT pode facilitar a transferéncia de energia néo radiativa entre elas, resultando na
supressdo da fluorescéncia caracteristica do Cn-PPV. Além disso, a presenca de diferentes unidades
poliméricas pode alterar os niveis de energia disponiveis para transicdes eletrbnicas, causando
interferéncias que levam a supressdo de certas bandas de emissdo. Na forma nanoparticulada, o
confinamento quantico pode alterar a distribui¢do dos niveis de energia, favorecendo caminhos de
relaxamento ndo radiativo e aumentando as interacdes intermoleculares, o que pode resultar em
estados excitados menos eficientes na emissao de fluorescéncia(Colaneri et al., 1990; Rauscher et al.,
1990; Soos et al., 1993; Meng, 1998; Sherwood et al., 2010; Wang et al., 2016; Martins, 2017,
Rabadan, 2020b).

A supressao de bandas de fluorescéncia também tem implicacdes para a geracdo de EROs,
como 0 '0.. Em sistemas fotossensibilizadores, a eficiéncia da geragdo de 'Oz ¢ dependente das
transigdes para estados tripletos (T:), que podem transferir energia para o oxigénio molecular,
gerando 'O2. A supressdo de fluorescéncia e a promogdo de estados tripletos podem aumentar a
producdao de 'O, desde que esses estados tripletos sejam efetivamente acoplados ao oxigénio
molecular. Além disso, o aumento na dissipacdo de calor devido a supressdo de fluorescéncia pode
ser benéfico para aplicacbes que envolvem fototermia, como a destruicdo térmica de células
bacterianas ou cancerigenas, mas pode reduzir a eficiéncia da fotoinativacdo (geragdo de EROs). A
modulacdo das propriedades Opticas por nanoparticulagdo, portanto, pode ser vantajosa para
aplicacdes especificas que dependem da geracdo de EROs e do controle da fluorescéncia, por exemplo
NPs de conversdo ascendente dopadas com lantanideos podem converter a radiagdo infravermelha
proxima em emissdes de energia mais altas, tornando-as promissoras para bioimagem e
sensoriamento (Ge et al., 2017).

Para compreender o impacto da fluorescéncia e sua supresséo na geragdo de EROs, é essencial
analisar o tempo vida dos estados excitados das NPs. A Figura 14 ilustra o tempo de relaxagdo e o
tempo médio de vida das NPs, fornecendo informagdes cruciais sobre a dindmica de emisséo e a

eficiéncia na geracdo de EROs.
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Figura 14: Normalizacdo da contagem de elétrons excitados em funcdo do tempo de excitagdo das
NPs de polimeros. Todas as solu¢des foram empregadas em concentragdes de 16 pg mL™ com

excecdo do Tween 20 que foi empregada a 0,48 mg mL™,

Os dados sobre o tempo de vida das Cn-PPV-Ns obtidos com o uso do laser a 635 nm foram
possiveis gracas ao red shift resultante da formacdo de micelas nanométricas, o que permitiu a
absorcdo nesse comprimento de onda, conforme mostrado na Figura 11D. A quantidade de contagem
(intensidade) apresentada na Figura 14 foi alcancada devido ao maior rendimento quantico de
fluorescéncia das Cn-PPV-NPs em comparacdo com as demais NPs. Essa eficiéncia superior é
evidenciada na Figura 13C.

A diferenca nos tempos de vida entre as PCPDTBT-NPs (3,822 ns), Cn-PPV-NPs (5,333 ns)
e da micela Cn-TBT-NPs (2,844 ns) pode ser explicada pelos efeitos combinados das propriedades
eletronicas dos polimeros constituintes e das interagdes dentro da matriz de Tween 20 (Grey et al.,
2006). A matriz de Tween 20 ndo apresenta um tempo de vida significativo, indicando que ela ndo
contribui de maneira relevante para a fluorescéncia ou para a dindmica dos estados excitados das NPs.

As PCPDTBT-NPs apresentam um tempo de vida relativamente curto de 3,823 ns. Esse valor
indica que os estados excitados das PCPDTBT-NPs se relaxam rapidamente, possivelmente devido a
processos de relaxamento ndo radiativo predominantes ou a uma maior eficiéncia em dissipar energia
na forma de calor, em vez de fluorescéncia (Banerji et al., 2010). Isso pode limitar a geragdo de 1O

pois menos energia é convertida em estados tripletos que poderiam gerar *O2.
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Jé as Cn-PPV-NPs tém um tempo de vida mais longo, de 5,333 ns, sugerindo que as transicdes
radiativas sdo mais favoraveis, com menos dissipagdo de energia na forma de calor comparado ao
PCPDTBT (Banerji et al., 2010). Isso pode permitir uma maior eficiéncia na geragdo de EROs e 1O,
pois uma maior quantidade de energia dos estados excitados & convertida em estados tripletos dessa
forma as NPs permanecem em um estado, metaestavel, mais favoravel aos processos Tipo | e 1.

Enquanto as Cn-TBT-NPs, resultantes da mistura dos dois polimeros constituintes em partes
iguais, apresentam um tempo de vida significativamente menor, de 2,884 ns. Esse valor sugere que
as Cn-TBT-NPs possuem um tempo de relaxamento mais curto comparado aos seus constituintes
individuais, o que pode indicar uma diminuicdo na eficiéncia da conversdo de energia para estados
tripletos. O comportamento observado pode ser resultado de interacdes eletronicas e efeitos de
transferéncia de energia entre as unidades Cn-PPV e PCPDTBT, que alteram a dindmica de
relaxamento e podem prejudicar a formacao de estados tripletos (Banerji et al., 2010).

Em suma, os resultados apresentados destacam a importancia da micela Cn-TBT-NPs em
comparacdo com PCPDTBT-NPs e Cn-PPV-NPs, em termos de propriedades dpticas e potencial de
aplicacdo na fotoinativacdo de microrganismos. As analises dos espectros de absorc¢éo e fluorescéncia
indicam que o micela Cn-TBT, tanto na forma isolada quanto nanoparticulada, demonstra uma faixa
de absorcdo mais ampla e equilibrada, além de uma modulacéo eficaz das transicdes eletrdnicas,
caracteristicas fundamentais para aplicacfes que requerem eficiéncia em uma ampla gama de
comprimentos de onda.

A absorc¢do de luz mais ampla das Cn-TBT-NPs, que exibem duas bandas distintas em 415 e
670 nm, contrasta com as bandas mais limitadas das PCPDTBT-NPs e Cn-PPV-NPs. Esta maior
abrangéncia espectral é um fator crucial para a geracao eficaz de EROs, necessarias para processos
de fotoinativacdo, como confirmado por estudos prévios (Eroy-Reveles e Mascharak, 2009; Castro et
al., 2012). Além disso, as Cn-TBT-NPs mostram uma supressao de fluorescéncia significativa em
comparagdo com seus polimeros isolados, sugerindo que o encapsulamento em NPs altera as
transicdes eletronicas, favorecendo caminhos de relaxamento néo radiativo (Grey et al., 2006). Este
comportamento pode ser desejavel em aplicacdes onde a supressao de fluorescéncia ou a modulagao
de propriedades Opticas é necessaria, como em dispositivos de fotoinativacdo bacteriana (Kashef et
al., 2017).

As andlises de fluorescéncia reforcam que as mudancas nos perfis de emissao observadas nas
NPs, como o red shift e a presenca de multiplos estados excitados, podem ser atribuidas a efeitos de

confinamento quéntico e a interagdes intercadeias (Rauscher et al., 1990; Banerji et al., 2010). Tais
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fendbmenos ndo apenas alteram as propriedades Opticas dos materiais, mas também influenciam
diretamente a eficiéncia das NPs em aplicacdes fotodinamicas, potencializando sua capacidade de
inativar microrganismos.

Portanto, as Cn-TBT-NPs apresentam vantagens significativas em relacdo as NPs dos
polimeros constituintes isolados, tornando-se uma escolha superior para aplicaces que exigem uma
absorcao eficiente e equilibrada de luz, além de uma elevada geracdo de EROs (Rauscher et al., 1990;
EROsy-Reveles e Mascharak, 2009). Este desempenho otimizado das Cn-TBT-NPs pode ser
explorado em uma variedade de aplicagcdes fotodinamicas, oferecendo novas possibilidades para o
desenvolvimento de terapias antimicrobianas avancadas e de sistemas de detecc¢do sensiveis baseados
em processos de fotoinativagdo (Ackroyd et al., 2001). Desta forma, os resultados ndo apenas
contribuem para o entendimento das propriedades dpticas e da dindmica de fluorescéncia de NPs
poliméricas, mas também abrem caminho para futuras investigacdes sobre a otimizacdo de materiais

para aplicagdes biomédicas e tecnoldgicas.

4.3. Microscopia eletrénica de varredura das NPs

As imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) forcem informacdes sobre a
morfologia das NPs. Podemos verificar na Figura 15 que as NPs possuem morfologias de esferas, ja

os aglomerados teriam geometrias proximas ao de geoides.
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Figura 15: Imagens de microscopia eletronica de varredura das PCPDTBT-NPs (A-C), Cn-PPV-
NPs (D-F) e Cn-TBT-NPs (G-I). Todas as solugfes que foram posteriormente secas para obtencéo

das imagem estavam inicialmente com concentracdes de 16 pug mL™.

A Figura 15 colabora com a Figura 11, mostrando em A-C que as PCPDTBT-NPs apresentam
maiores diametros, mesmo considerando os didmetros desidratados nas NPs. De D-F verifica
corpusculos melhores definidos e menores, concordando assim que as Cn-PPV-NPs apresentam
tamanhos menores que as PCPDTBT-NPs. Ja de G-I conseguimos verificar que, assim como as Cn-
PPV-NPs temos a presenca de corpos melhores definidos e de tamanhos aproximados, o que colabora
com os resultados do DLS.

A analise detalhada das imagens permite confirmar a morfologia esférica predominante nas
NPs, com a presenca de alguns aglomerados de forma irregular que se assemelham a geoides. Essa
caracteristica € comumente observada em sistemas de NPs sintetizadas por métodos de auto-
organizagdo, como a nanoprecipitagdo. Nas imagens A-C, as PCPDTBT-NPs apresentam tamanhos

significativamente maiores em comparacdo com as Cn-PPV-NPs (D-F). Isso pode ser atribuido a
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menor densidade de interacGes intermoleculares no polimero PCPDTBT, resultando em uma
formacéo de particulas com maior volume, mesmo apos a desidratacdo (Garcia, 2020).

As Cn-PPV-NPs, mostradas em D-F, exibem particulas bem definidas e uniformes, indicando
uma maior estabilidade do sistema coloidal durante o processo de formacéo. Essa estabilidade € uma
caracteristica importante, ao afetar diretamente as propriedades épticas e a eficiéncia fotodindmica,
como demonstrado por estudos prévios de Lazzari et al. (2012) e Zhao et al. (2023).

Por outro lado, as Cn-TBT-NPs, apresentadas em G-I, demonstram uma morfologia
semelhante as Cn-PPV-NPs, com tamanhos medios que corroboram os dados de DLS. Isso sugere
que a composic¢do hibrida das Cn-TBT-NPs, com propor¢des iguais de PCPDTBT e Cn-PPV,
contribui para a obtencéo de propriedades intermediarias. A formacéo de particulas com tamanhos
menores e bem definidos pode ser associada a uma maior eficiéncia na fotoinativacdo bacteriana,
como relatado por Hamblin (2002)em estudos similares com copolimeros conjugados.

Adicionalmente, a analise qualitativa das imagens indica que as Cn-TBT-NPs possuem menor
aglomeracdo em comparacdo com as PCPDTBT-NPs, o que pode ser explicado pela melhor
compatibilidade quimica entre os segmentos dos polimeros utilizados (Nguyen et al., 2006; Abelha
etal., 2019; Modicano et al., 2020). Isso evidencia a importancia do controle das condicGes de sintese,
como a concentragdo dos polimeros e o tipo de solvente, para otimizar as propriedades morfoldgicas
das NPs, favorecendo suas aplicagcbes em sistemas fotodindmicos e antimicrobianos.

Por fim, a consisténcia entre os resultados do DLS e da MEV reforca a robustez do método
de caracterizacdo empregado, alinhando-se com outros estudos que destacam a importancia de
técnicas complementares para a validacdo dos dados estruturais e morfoldgicos (Zanetti-Ramos et
al., 2010; Klein et al., 2020)

4.4. Geracéo de EROs, fotoinativacéo e imagens de MEV das bacteérias

A Figura 16 demostra a curva de degradacdo do DHE em funcdo do tempo, em especial o
quadro B demostra a regido onde a solugdo de DHE e NPs estiveram sob irradiacdo e a curva de ajuste

da cinética de degradagédo da banda em 359 nm.
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Figura 16: Cinética de degradacdao do DHE, monitoracdo da banda de absorbancia em 359 nm de
0-37 min (A) e na fase irradiada de 10-37 min — totalizando 27 min sob irradiacédo - (B). A lampada
indica onde a irradiacéo iniciou. O DHE foi empregado na concentracdo de 100 uM, as NPs a 16 g

mL™ e o Tween 20 a 0,48 mg mL™™,

Os pontos presentes na Figura 16A mostram que nos primeiros 10 min, no escuro, ndo houve
queda na absorcdo em 359 nm, demostrando entdo que a presenca das NPS e do Tween 20 por si s6
ndo geram a degradacdo do DHE. A partir de 2 min sob irradiacdo (12 min no tempo total) todas as
NPs apresentaram diminui¢cdo na absor¢cdo em 359 nm, indicando assim a degradacdo do DHE,
degradacéo essa que s6 ocorre na presenca de EROs. A Tabela 2 demonstra a constante de geracdo

de EROs (Keros) de cada NP com base na regressdo sob os pontos da Figura 16B.

Tabela 2: Constante de geracdo de espécies reativas de oxigénio (KEROs) em milimols por min
(mM mint) de cada nanoparticula.

Nanoparticula Keros (MM min)
Cn-PPV-NPs 0,014 + 0,001
PCPDTBT-NPs 0,0067 = 0,0006
Cn-TBT-NPs 0,0083 £ 0,0006

A Figura 16 demonstra, claramente, o comportamento das diferentes NPs em relacdo a
degradacdo do DHE, destacando a necessidade de luz para a geragdo de EROs. A auséncia de
alteracdes na absorbancia em 359 nm nos primeiros 10 minutos (fase no escuro) confirma que o DHE

ndo é oxidado na presenca das NPs sem a fotoestimulagdo. Esse comportamento ressalta a
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estabilidade do DHE no escuro e evidéncia que a geracdo de EROs depende diretamente da irradiagéo,
concordando com resultados prévios na literatura sobre fotossensibilizadores (Hamblin, 2002; Oba,
2007; Rengifo-Herrera et al., 2007; Castro et al., 2012; Etzold et al., 2012; Wang et al., 2016; Wu et
al., 2017; Caires et al., 2020; Rychtowski et al., 2022; Sheng et al., 2022)

No periodo de irradiacdo a variacdo de absor¢do com a presenca do Tween 20 pode ser
explicada por variacdo de temperatura, onde a presenca dos LEDs ligados podem aquecer a amostra
fazendo assim com que o volume da amostra aumentasse (devido agitacdo térmica) e o sistema
demostrasse a reducdo indicada, € importante ressaltar que a redugdo com a presenca de Tween 20 é
insignificante comparado a reducdo com a presencga das NPs além de apresentar um comportamento
irregular proximo ao de uma reta.

A partir do inicio da irradiacdo, as curvas mostram uma queda progressiva na absorbancia,
indicando a geracdo de EROs por todas as NPs testadas. Essa degradacdo, registrada de forma
intermediaria para as Cn-TBT-NPs (cujo ajuste linear foi A(t) = 1,17 - 0,0083 + 0,00065 com R? =
0,999), reflete uma eficiéncia mediana na geracdo de EROs, como destacado na Tabela 2, sugere que
sua composicdo hibrida contribui para uma melhor fotoreatividade sob luz vermelha. Esse
comportamento pode ser associado ao espectro de absorcdo mais amplo das Cn-TBT-NPs, que
permite uma captura mais eficiente da energia luminosa, caracteristica apontada em estudos de
copolimeros conjugados (Li et al., 2011; Saini et al., 2021).

Apesar de as taxas de geragdo de EROs das PCPDTBT-NPs (cujo ajuste linear foi A(t) = 1,17
+0,0067 + 0,00056 com R? = 0,999) e das Cn-PPV-NPs (cujo ajuste linear foi A(t) = 1,17 + 0,0139
+0,0011 com R?= 0,999), serem ligeiramente diferentes, a diferenca entre os trés tipos de NPs nio é
substancial sob as condic¢des de irradiagdo com luz vermelha. Isso sugere que, em ambientes com
espectros de luz mais amplos, como a luz branca, as diferencas no desempenho das NPs podem se
acentuar devido a maior capacidade das Cn-TBT-NPs de absorver uma gama mais diversificada de
comprimentos de onda (Figura 12). Outro fator relevante que pode levar a uma maior geracdo de
EROs pelas Cn-TBT-NPs € a inibi¢do da fluorescéncia (Figura 13), que pode favorecer outras vias
de relaxamento, como as de cruzamentos intersistema podem levar a geracdo de EROs, conforme o
diagrama de Jablonski simplificado (Figura 7).

Outro aspecto relevante para a eficicia das NPs na geragdo de EROs € a sua intera¢do com as
bactérias-alvo. Embora as Cn-TBT-NPs tenham apresentado eficiéncia mediana na geracéo de EROs,
fatores como capacidade de adesdo as superficies bacterianas e penetracdo em biofilmes também

influenciam significativamente a eficacia global da fotoinativagdo (Li et al., 2011; Gao et al., 2023).
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Conforme apontado por Gao et al. (2023), NPs menores e com superficies mais reativas tendem a
apresentar maior eficacia em interagir com células bacterianas, o que pode ser um diferencial para as
Cn-PPV-NPs.

Assim, enguanto as taxas de geracdo de EROs indicam potencial semelhante entre as NPs sob
luz vermelha, a combinacéo de propriedades espectrais, morfoldgicas e interacdes especificas com o
alvo bacteriano determinard a eficacia final de cada nanoparticula em aplicagdes fotodindmicas. A
analise da Figura 17, que demostra a cinética de degradacdo do DPBF, sera crucial para corroborar
esses resultados, particularmente no que diz respeito a producéo de *O2, uma espécie reativa chave

na fototerapia antimicrobiana.
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Figura 17: Cinética de degradacdo do DPBF, em (A) monitoramento da absorcdo em 415 nm
normalizada e (B) periodo de 10 — 30 min da parte (A) com suas regressoes lineares. A lampada
indica 0 momento em que a irradiacédo iniciou. O DPBF foi empregado na concentragéo de 48 uM,
as NPs a 16 pg mL* e o Tween 20 a 0,48 mg mL™.

Os pontos presentes na Figura 17A mostram que nos primeiros 10 min, no escuro, ndo houve
queda na absor¢cdo em 415 nm, demonstrando entdo que a presenca das NPs e do Tween 20 por si sO
ndo geram 1O2. A partir de 2 min sob irradiacdo (12 min no tempo total), todas as NPs (representada

pelas retas crescentes na Figura 17B) e o Tween 20 apresentaram diminuic¢do na absorcdo, indicando
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assim que a degradagdo s6 ocorre sob irradiagdo. A Tabela 3 mostra a constante de geragdo de 'O
(K102) de cada NP com base na regresséo sob os pontos da Figura 17B.

Tabela 3: Constante de geragdo de oxigénio singleto (Kioz) em milimols por minuto (mM min) de

cada nanoparticula.

Nanoparticula ~ Kioz (MM min?)
Cn-PPV-NPs 0,0165 £ 0,0004
PCPDTBT-NPs  0,0279 £ 0,0002
Cn-TBT-NPs 0,0393 £ 0,0001

O processo de geracdo de 'O ocorre devido a excitacdo fotoinduzida das NPs (NPs), que,
pelo mecanismo tipo I, transferem energia para o oxigénio molecular do meio em seu estado tripleto
(30,). Esse oxigénio, ao receber energia, é convertido para o estado singleto excitado, capaz de
degradar o DPBF (Farhat et al., 2023). Esse processo depende diretamente da capacidade das NPs de
absorverem a radiacdo incidente. No experimento, a radiacdo utilizada foi emitida por LEDs que
produzem luz vermelha. Como as NPs dos polimeros Cn-PPV NPs (cujo ajuste linear foi A(t) = 1+
0,0165 + 0,0004 com R?=0,999) , PCPDTBT NPs (cujo ajuste linear foi A(t) =1 + 0,0279 + 0,0002
com R?=0,999) e da mistura (Cn-TBT-NPs NPs - cujo ajuste linear foi A(t) = 1 + 0,0396 + 0,0001
com R?=0,999) apresentam absor¢do para comprimentos de ondas menores (azul e verde) (Figura
12), é possivel inferir que suas eficiéncias na geragdo de 'O, seria maior sob irradiagdo de luz branca,
como a proveniente de um sistema de LEDs RGB (Sheng et al., 2022). Note que, com a presenga de
Tween 20 existe uma varia¢do na absorcdo, porem uma variacao insignificante frente com a presenca
de NPs, essa diferenca pode ser devido ao aquecimento da solugéo (resultante dos LEDs) levando ao
aumento do volume e consequentemente a reducdo de concentracdo, toda via, esse fendmeno, como
mostrado na Figura 17B é irrelevante.

A Tabela 4 revela que as Cn-TBT-NPs apresentaram o maior rendimento na geracéo de 1O,
superando as PCPDTBT-NPs, que apresentaram o0 menor rendimento, mesmo que estas Ultimas
tenham maior absor¢do no pico centrado em 700 nm. Isso sugere que o confinamento de dois
mondmeros distintos na estrutura das Cn-TBT-NPs possibilita transicdes eletrénicas indisponiveis
em estruturas contendo apenas mondémeros de PCPDTBT. Essas novas transi¢cGes suprimiram vias
radiativas (demostrado pela supresséo de fluorescéncia na Figura 17) e, consequentemente, favorecer

cruzamentos intersistema mediados por interagGes intercadeias poliméricas, resultando na
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transferéncia eficiente de energia para o 20 via mecanismo Tipo Il (Eroy-Reveles e Mascharak,
2009; Castro et al., 2012; Sheng et al., 2022).

De modo geral, as Cn-TBT-NPs sdo mais promissoras para a inativacdo bacteriana quando
comparadas as demais NPs estudadas. Elas apresentam rendimento de EROs equivalente as outras
NPs, mas com maior eficiéncia na geracéo de 1O,. Essa caracteristica as torna mais eficazes em causar
danos celulares e reduzir a contagem de UFC em experimentos bactericidas. A Figura 18 demonstra
os resultados do plaqueamento dos grupos de tratamento no escuro e irradiado, sendo que o S. aureus

foi irradiado por 60 min e as E. coli foram irradiadas por 90 min.

0,0 8CnP 16 CnP 8PCP 16PCP 8CnT 16CnT

S. aureus

E. coli

Figura 18: Plaqueamento das bactérias E. coli e S. aureus de seus grupos escuros (Esc) e

irradiados (Irr) de todas as concentracfes estudadas.
Como apresentado na Figura 18, os grupos irradiados e tratados com 16 ug mL™* de Cn-TBT-

NPs apresentaram reducdo superior a 3 logs. A partir da Figura 18, foi possivel construir a Figura 19
com a contagem de UFC por mililitro (UFC mL™).
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Figura 19: Contagem de unidades formadoras de colonias (UFC mL™) das bactérias S. aureus (A) e
E. coli (B). # reducdo >99,99% e * reducdo de 99,94%.

A Figura 19 mostra que nenhuma NP apresentou citotoxicidade contra as bactérias testadas,
isto é verificavel, pois todos os grupos escuros de ambas as bactérias ndo apresentam reducdo de
UFC. A bactéria S. aureus apresenta reducgdo de crescimento de cerca de 1,5Log do grupo negativo
irradiado, por apresenta grupos cromoforos sensiveis ao componente azul do sistema RGB. Os grupos
de S. aureus com Cn-PPV-NPs (8 CnP e 16 CnP) apresentam reducéo significativa em relacdo aos
controles, sendo que o grupo com concentracio de 16 pg mL™? apresenta reducdo de 0,5Log em
relacdo ao controle irradiado. Nos grupos com PCPDTBT-NPs notamos que 0 grupo com
concentragdo de 16 pg mL™ apresenta reducdo de 99,99%. Os grupos de S. aureus com Cn-TBT-NPs
a 8 ug mL* (8 CnT) apresentam redugdo > 99,99%, sendo esse grupo com 4 pg mL? de cada
polimero. E notavel o efeito sinergético da nova micela.

O maior efeito das Cn-TBT-NPs pode ser devido a maior penetracdo das NPs devido ao seu
menor didmetro, aumento de interagdo eletroestatica das NPs com a parede bacteriana, bem como
aumento na geracdo d e oxigénio singleto. As imagens MEV (Figura 20) revelam as morfologias das
bactérias antes e ap0s 0 ensaio de fotoinativacdo, evidenciam os danos causados as bactérias.

Nas bactérias E. coli tratadas apenas com luz, com Cn-PPV-NPs (ambas as concentracgdes),
com 8 pg mL-1 de Cn-TBT-NPs e PCPDTBT-NPs (8 PCP) apresentaram reducdo de <1log, sendo
que os grupos tratados com 16 pg mL™* de PCPDTBT-NPs (16 PCP) e de Cn-TBT-NPs (16 CnT)

apresentam reducdo >99,99% e de 99,61% respectivamente. Dessa forma, um tratamento com uma
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dose superior devera levar a inativacao superior a 99,99% de E. coli utilizando a concentracéo de 16
ug mL?t de Cn-TBT-NPs.
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Flgura 20: Imagens de microscopia eletrénica de varredura da morfologia antes e ap6s bioensaios
de inativagdo fotodindmica. S. aureus antes da irradiagdo (escuro): (A) grupo controle negativo, (B)
PCPDTBT-NPs, (C) Cn-PPV-NPs e (D) Cn-TBT-NPs, todos sem alteraces morfoldgicas. S.
aureus apos a irradiacdo: (E) controle irradiado apresentando leves danos por croméforos
enddgenos, (D) PCPDTBT-NPs exibindo parede rugosa, (E) Cn-PPV-NPs com rugosidade e
vazamento de fluido, e (F) Cn-TBT-NPs com rugosidade intensa e vazamento de fluido. E. coli
antes da irradiacéo (escuro): (1) grupo controle negativo, (J) PCPDTBT-NPs, (K) Cn-PPV-NPs e
(L) Cn-TBT-NPs, todos sem danos. E. coli apés a irradiacdo: (M) controle irradiado apresentando
danos leves, (N) PCPDTBT-NPs com formacao de bolhas na parede bacteriana, (O) Cn-PPV-NPs
com parede rompida e vazamento de fluido, e (P) Cn-TBT-NPs com rugosidade e ruptura da
parede. Em todos os grupos tratados (B-D, F-H, J-L e N-P) é possivel observar corpusculos
esféricos, atribuidos as NPs. A concentracdo utilizada de NPs nos ensaios das imagens foi del6 g
mL, ja os inoculos de baterias estavam inicialmente em 0,5 da escala Mcfarland.
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As imagens de MEV destacam alteragdes morfoldgicas caracteristicas em S. aureus e E. coli,
antes e ap6s a irradiacdo, com diferentes grupos de tratamento. Nos painéis (A-D) e (I-L),
correspondentes aos grupos controle negativo escuro e aos tratamentos escuros (PCPDTBT-NPs, Cn-
PPV-NPs e Cn-TBT-NPs), as bactérias mantém sua morfologia tipica (Bachir e Abouni, 2015;
Oliveira et al., 2019). Essa preservagao estrutural confirma a auséncia de citotoxidade significativa
em condicOes sem irradiacdo, em concordancia com estudos que demonstram a seguranca das NPs
fotossensibilizadoras quando nao ativadas (Méndez-Pfeiffer et al., 2019).

Apobs a irradiacdo, nos painéis (E-H) para S. aureus, as alteracdes sdo marcantes. O controle
irradiado (E) exibe danos leves, provavelmente causados pela geracdo limitada de EROs a partir de
cromdéforos enddgenos. No entanto, os grupos tratados com PCPDTBT-NPs (F), Cn-PPV-NPs (G) e
Cn-TBT-NPs (H) mostram danos mais intensos. A rugosidade observada em (F) sugere
desorganizacdo da membrana celular, enquanto os painéis (G) e (H) apresentam sinais de ruptura da
membrana e vazamento de fluidos intracelulares. Essas altera¢Ges indicam uma interacédo eficiente
das EROs geradas pelas NPs com os componentes lipidicos e proteicos da membrana bacteriana (Cui
et al., 2012; Slavin et al., 2017; Metryka et al., 2023).

No caso de E. coli, observada nos painéis (M-P), as alteracbes morfoldgicas ap6s irradiacdo
também séo notaveis. O controle irradiado (M) ndo apresenta danos, consistentes com o efeito
limitado dos croméforos enddgenos nessas bactérias (Messner e Imlay, 1999). Em contraste, o painel
(N), correspondente as PCPDTBT-NPs irradiadas, mostra formagdo de bolhas na superficie
bacteriana, atribuida a interacdo das EROs com a membrana, causando desestabilizacdo local (Garcez
et al., 2020). Os tratamentos com Cn-PPV-NPs (O) e Cn-TBT-NPs (P) revelam rupturas severas da
parede bacteriana e perda de contetdo intracelular, sugerindo uma eficiéncia superior na inativacao
fotodindmica.

A presenca de corpusculos esféricos préximos as bactérias, especialmente visiveis nos grupos
tratados, indica que as NPs aderem a superficie celular antes da irradiacdo, facilitando a geracao
localizada de EROs e potencializando os danos (Agel et al., 2019). Essa interacdo destaca a
importancia da modulacéo de propriedades como tamanho, carga superficial e funcionalizagédo das
NPs para otimizar sua eficiéncia fotodinamica (Bekmukhametova et al., 2020).

Os resultados ilustram que a alFD mediada por NPs conjugadas é eficaz na desestabilizacdo
da integridade estrutural bacteriana, com diferengas nos danos causados em S. aureus e E. coli. Esses
achados reforcam o potencial dessas NPs como agentes antimicrobianos avancados, capazes de

superar as limitacBes de terapias convencionais, especialmente frente & crescente resisténcia
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antimicrobiana. Como as PCPDTBT-NPs apresentam aplicagdes fototérmicas, uma segunda via de

inativacdo pode ainda ser alcangada usando fonte luz no infravermelho.

4.5. Gradiente de temperatura, termoinativacdo e imagens de MEV das

bacterias
Como apresentado anteriormente, a geracdo de EROs e de O, sdo cruciais em cenarios que
visam a inativacdo fotodindmica, porem ao explorarmos uma via de efeitos térmicos, como a
inativacdo fototérmica, o que dita a eficacia das NPs é a sua capacidade de gerar calor quando
irradiadas por uma fonte de luz fora do espectro visivel, mais precisamente no infravermelho. Assim,
a Figura 21 apresenta o gradiente de temperatura que as NPs irradiadas com laser em 806 nm com
concentragdes de 16 pug mL™* e das PCPDTBT-NPs com concentragdo de 7,5 pug mL™ (concentragio

tedrica presente no Cn-TBT) alcangaram ao longo de 20 min.
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Figura 21: Gradiente de temperaturas do PBS, da NPs de PCPDTBT, Cn-PPV e Cn-TBT,

irradiadas com laser. Com excecéo da concentracdo de 7,5 pug.
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A Figura 21 demostra que as Cn-PPV-NPs e o PBS nédo aquecem sob irradia¢do do laser em
806 nm, o que j& era esperado devido a transparéncia do PBS e da absorc¢ao das Cn-PPV-NPs findar
em 550 nm (conforme Figura 12). J4 as PCPDTBT-NPs (16 pg mL™) apresenta um gradiente de até
25 °C, esse gradiente refletiu em uma temperatura final de 58 °C, é notavel que a partir de 5 min essas
NPS ja atingem um gradiente de 20 °C que advem de uma temperatura de cerca de 53 °C, temperatura
ja suficiente para causar danos nas bactéria.

As PCPDTBT-NPs a 7,5 pg mL™* apresentam uma variagio de apenas 15 °C, o que ndo €
suficiente para inibir o crescimento bactérias em um tempo curto. As Cn-TBT, que devem apresentar
cerca de 7,5 ug mL* de PCPDTBT demostraram um gradiente de 20 °C ao final dos 20 min de
irradiacdo, isso significa que o nano encapsulamento de Cn-PPV e PCPDTBT cada um com 7,5 pg
mL* gera relaxaces vibracionais internas, que com um maior tempo atingem temperatura suficiente
para inibir o crescimento bacteriano (Espinosa et al., 2020).

Dessa forma, foi realizado o ensaio bioldgico com os grupos contendo PBS (para verificar se
o laser ndo poderia matar as bactérias por si s6), Cn-PPV-NPs, PCPDTBT-NP e Cn-TBT-NPs a 16
pg mL™2. A Figura 22 mostra o plagueamento dos grupos trados antes e ap6s 20 min sob irradiacéo

do laser.

S. aureus

E. coli

Figura 22: Plagueamento dos grupos estudados de ambas as bactérias antes e com 20 min de
irradiagdo sob laser apos 24h de incubacdo e com dilui¢do de 1:32 antes de serem semeadas.
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Na figura 22, ja é evidente que as PCPDTBT-NPs foram letais para ambos os microrganismos,
e que as Cn-TBT-NPs foram mais eficientes contra E. coli, causando assim uma maior reducgéo com
20 min de irradiacdo. Com as placas ilustradas na Figura 22, foi possivel construir a Figura 23, que
mostra a contagem de UFC mL™ de todos os grupos nos tempos de 0, 5, 15 e 20 min, recebendo doses

de 125, 1.260, e 1.680 j cm™ respectivamente.
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Figura 23: Contagem de unidades formadoras de coldnias por mililitro (UFC mL™) de S. aureus

(A) e E. coli (B) dos grupos tratados entre 0 e 20 min. Reducéo de # 99,84 % e * 99, 83%.

Os controles negativos (concentracdo 0) e o grupo tratado com Cn-PPV-NPs néo
apresentaram reducdes ao longo dos 20 min em nenhuma das bactérias, o que ja era esperado devido
ao conjunto (bactéria, PBS e Cn-PPV-NPs) ndo absorver na regido do infravermelho. Na Figura 23,
é mostrado que, a partir de 15 min, ambas as bactérias sofrem danos com as NPs de PCPDTBT (16
ug mL1) e com 20 min, se quer, apresentou alguma UFC. As Cn-TBT-NPs atingem reducéo superior
a 99,8 % para ambas as bactérias com 20 min de irradiagdo, indicando que um tratamento com cerca
de 10 min a mais poderia ser suficiente para atingir a reducdo de 3 log. As imagens MEV (Figura 24)
mostram os danos causados nos grupos tratados com PCPDTBT-NPs e Cn-TBT-NPs de ambas as
bactérias.
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Figura 24: Imagens de microscopia eletrénica de varredura ap6s inativacéo termodindmica com
laser de 806 nm, dose de radiagdo de 1680 J/cm? e concentrag@es de 16 ug mL™. Em (A) e (B) S.
aureus tratado com PCPDTBT-NPs (completamente destruida) e Cn-TBT-NPs (superficie
danificada, exibindo desintegracdo da membrana), respectivamente. Em (C) e (D) de E. coli tratada
com PCPDTBT-NPs (superficie rugosa e formacao de poros) e Cn-TBT-NPs (rugosidade
superficial, sem evidéncia de porosidade), respectivamente. A concentracdo utilizada de NPs nos
ensaios das imagens foi de16 pg mL™?, ja os inoculos de baterias estavam inicialmente em 0,5 da

escala Mcfarland.

A Figura 24 ilustra os danos causados por hipertermia viabilizada pelas PCPDTBT-NPs e Cn-
TBT-NPs em S. aureus e E. coli ap6s inativagdo fototérmica com laser de 806 nm e dose de radiacdo
de 1680 J/cm2, com concentracdo das NPs de 16 pug mL™. As imagens de MEV mostram os efeitos
distintos nas duas bactérias. Para S. aureus, as PCPDTBT-NPs possibilitaram destruicdo celular
completa (Figura 24A), enquanto as Cn-TBT-NPs viabilizaram danos na superficie, com

desintegracdo da membrana (Figura 24B). Ja em E. coli, as PCPDTBT-NPs induziram rugosidade
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superficial e formacdo de poros (Figura 24C), enquanto as Cn-TBT-NPs geraram uma superficie
rugosa sem evidéncia de porosidade (Figura 24D).

Esses resultados corroboram os dados obtidos na Figura 21, que demonstraram a eficacia das
PCPDTBT-NPs em gerar um gradiente térmico significativo, suficiente para danificar as células
bacterianas, especialmente quando irradiadas por laser no infravermelho. Como discutido, a
capacidade de geracgdo de calor das NPs foi crucial para o sucesso da inativacao fototérmica (Zharov
et al., 2006). A combinacdo de PCPDTBT e Cn-PPV nas Cn-TBT-NPs proporcionou um efeito
térmico eficaz, mas exigiu mais tempo para alcancar o mesmo nivel de inativacdo bacteriana.

Assim, as imagens de microscopia eletronica de varredura da Figura 24 refor¢cam a observacao
de que as PCPDTBT-NPs provocaram danos mais severos as células bacterianas, enquanto as Cn-
TBT-NPs causaram danos mais sutis, mas ainda suficientes para uma reducdo consideravel na
viabilidade bacteriana. Com base nesses dados, conclui-se que a inativacdo fototérmica,
especialmente utilizando PCPDTBT-NPs, é uma abordagem promissora para a erradicacdo
bacteriana, com a possibilidade de otimizacdo do tratamento com NPs compostas, como as Cn-TBT-
NPs, para alcancar a eficiéncia desejada em tempos mais curtos (Zharov et al., 2006; Al-Sharqi et al.,
2019).

4.6. Mecanismo de inativagao

As NPs formadas, especificamente as Cn-PPV-NPs, PCPDTBT-NPs e a nova nanoestrutura
micelar Cn-TBT-NPs, atuaram de maneiras distintas na fotoinativacdo de Staphylococcus aureus e
Escherichia coli, gerando diferentes quantidades de EROs, incluindo 'O, e efeitos fototérmicos que
contribuiram para a inibicao das bactérias.

As NPs de Cn-PPV demonstraram capacidade de geracdo de EROs, especialmente pelo
mecanismo Tipo |. Sob irradiacdo com luz visivel, as Cn-PPV-NPs excitam elétrons, levando a
formacdo de radicais livres altamente reativos, como o anion superdxido (O27), que danifica as
estruturas celulares bacterianas. No entanto, essas NPs necessitaram de uma concentragdo maior (16
ug mL™Y) para reduzir significativamente as contagens de S. aureus e E. coli, possivelmente devido a
menor capacidade de absor¢cdo em um espectro mais limitado de luz branca.

Por outro lado, as PCPDTBT-NPs sdo conhecidas pela combinacédo de efeitos fotodindmicos
e fototérmicos, gerando tanto EROs quanto calor sob irradiagcdo. O mecanismo fotodindmico dessas
NPs envolve majoritariamente a geracdo EROs pelo mecanismo Tipo I, no qual a energia transferida

do fotossensibilizador excitado para o oxigénio molecular produz essa espécie reativa altamente
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citotdxica. A producao de 'O contribui para a oxida¢do de componentes celulares essenciais, como
lipidios e proteinas, resultando em danos irreversiveis nas membranas celulares bacterianas,
especialmente de E. coli, que requer uma concentragdo de 16 pg mL? para uma inativacio
significativa. Adicionalmente, o efeito fototérmico causado pelo aquecimento local das PCPDTBT-
NPs amplifica o dano as bactérias. As PCPDTBT-NPs apresentaram a mesma capacidade de gerar
EROs que as Cn-PPV-NPs, porém com um ganho na geracéo de O, necessitando assim de menores
concentracgdes para efeitos fotodinamicos.

A nova nanoestrutura micelar Cn-TBT-NPs, composta por 50% de cada polimero original
(Cn-PPV e PCPDTBT), apresentou um espectro de absorcdo mais amplo, apresenta eficiéncia na
geracdo de EROs intermediaria e teve a maior taxa de geracdo de 'Oz, quando comparado com as
formas nanométricas de seus polimeros isolados. Essas NPs demonstraram um efeito sinérgico entre
a producdo de EROs, 'O e hipertermia, resultando em uma fotoinativacdo mais eficiente. Com uma
concentragdo de apenas 8 pug mL*, as Cn-TBT-NPs conseguiram inativar completamente S. aureus,
enquanto E. coli exigiu uma concentracdo de 16 pg mL™ para atingir o mesmo nivel de inativago.
Essa diferenca na susceptibilidade pode ser atribuida a estrutura celular das bactérias, com S. aureus
sendo Gram-positiva, apresentando menor dificuldade a penetracdo das NPs e permitindo a geracédo
de '02 e EROs diretamente dentro da bactéria. Em contraste, E. coli, uma bactéria Gram-negativa
com uma membrana externa adicional, oferece maior resisténcia a penetracdo das NPs, necessitando
de maiores concentragcOes para sua inativacgao eficaz.

Assim, a maior producdo de 'O, pelas Cn-TBT-NPs, em conjunto com sua capacidade de
gerar calor, seu menor DHM e menor PdlI as tornam mais eficazes na inativacao bacteriana, exigindo
assim concentracfes mais baixas para atingir a MIC, reforcando o potencial dessas nanoestruturas na
alFD.

5. Conclusdes

Com base nos resultados obtidos ao longo deste estudo, foi possivel demonstrar que as NPs
de polimeros conjugados, especificamente as de Cn-PPV, PCPDTBT e a nova micela nanoestruturada
(Cn-TBT-NPs), apresentam grande potencial na fotoinativacdo de bactérias como Staphylococcus
aureus e Escherichia coli. A eficicia da nova nanoestrutura micelar foi atribuida a uma combinacao
de mecanismos fotodindmicos e fototérmicos, destacando-se a capacidade de gerar EROs e 'Oa,
fundamentais no processo de inativacdo bacteriana. As Cn-TBT-NPs demostraram maior eficiéncia

também devido ao menor DHM e Pdl.
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As Cn-TBT-NPs, formadas pela combinagdo de Cn-PPV e PCPDTBT, mostraram-se as mais
promissoras, devido ao espectro de absor¢do mais amplo e maior eficiéncia na geracdo de EROs,
incluindo o 'O, e de calor sob irradiagdo luminosa. Essa sinergia resultou em uma fotoinativagao
mais eficiente, especialmente contra S. aureus, que foi completamente inativada com concentragdes
menores (8 ug mL™?), enquanto E. coli exigiu concentragdes mais altas (16 pg mL™?), em funcéo de
sua parede celular gram-negativa, sendo mais resistente a penetracéo de NPs.

O presente estudo destaca a importancia do desenvolvimento de novas estrutura misturando
polimeros cujas NPs apresentem caracteristicas como agentes fotodindmicos e fototérmicos
avancados, especialmente no contexto da crescente resisténcia antimicrobiana. As Cn-TBT-NPs
emergem como uma ferramenta poderosa na alFD, com potencial de aplicacdo clinica devido a sua
eficicia na inativacdo de microrganismos patogénicos, o que pode oferecer alternativas seguras e
eficazes no tratamento de infeccdes bacterianas bem como aplicacdes contra cancer e na desinfeccao
de superficies/utensilios.

Para o futuro, recomenda-se a otimizagdo dessas formulagdes, a realizacdo de estudos de
toxicidade em células de mamiferos ou modelos equivalentes, aléem de estudos in vivo para explorar
melhor seu potencial terapéutico e por ultimo seria recomendavel analises para entender se a micela
se trata de uma simples mistura ou da geragcdo de um novo copolimero. A pesquisa continua nesse
campo € crucial, pois a combinacdo de propriedades Opticas e fototérmicas das NPs representa um
caminho promissor para o desenvolvimento de novas abordagens no combate a resisténcia

antimicrobiana, ao cancer e para aplicacdes tecnologias de diagnostico.
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