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RESUMO

Controlar ou mesmo inibir o desenvolvimento de colbénias de bactérias em contexto
médico e/ou laboratorial € um problema que a humanidade enfrenta ha muito tempo valendo-
se de inumeras tecnologias. Desde o uso de substancias nocivas chamadas antibiéticas, até
técnicas mais sofisticadas, como o uso de radiacdo ionizante e nao-ionizante, a ciéncia vem
combatendo a proliferagdo desses microrganismos. Neste trabalho, fizemos uma avaliagéo
das propriedades antimicrobianas e fotoantimicrobianas de nanomateriais constituidos de
Oxido de cobre e Bismutato de Cobre. Para isso, realizamos a caracterizacao fotofisica e
fotoquimica desses materiais e avaliamos a sua produgao de espécies reativas de oxigénio
(EROs), avaliamos a liberagao de ions em solugao aquosa por parte dos materiais e também
realizamos ensaios biol6gicos em cepas Gram-positivas e Gram-negativas (S. aureus e E.
coli). Os ensaios em conjunto mostraram que os materiais tém potencial aplicabilidade para
esses fins, sendo que dos 4 designs testados, 1 deles foi capaz de inibir cepas de E. Coli,
sob a irradiacao de luz azul (425 nm), com 1h30 de irradiacdo a irradiancia de 8,3 mW/cm? a
concentragéo de 50 ppm. Além disso, 3 das 4 apresentaram propriedades bacteriostaticas e
frearam o crescimento das bactérias. Houve boa correlagao entre a velocidade e a produgao
das EROs e esses efeitos fotobacteriostaticos e fotobactericidas observados.

Palavras-chave: Controle fotodinamico. Bismutato de Cobre. Oxido de Cobre. Na-
nomateriais. Bactérias.



ABSTRACT

Controlling or even inhibiting the development of bacterial colonies in a medical and /
or laboratory context is a problem that humanity has faced for a long time using technologies.
From the use of harmful substances called antibiotics, to more sophisticated techniques, such
as the use of ionizing and non-ionizing radiation, science has been combating the proliferation
of microorganisms. In this work, we evaluated the antimicrobial and photoantimicrobial
properties of nanomaterials made up of copper oxide and copper bismutate. For this, we
carried out the photophysical and photochemical characterization of these materials and
evaluated their production of reactive oxygen species (ROS), we also evaluated the release
of ions in aqueous solution by these materials and we performed biological tests on Gram-
positive and Gram-positive strains. (S. aureus and E. coli). The tests in hold set that the
materials have potential applicability, being that of the 4 designs tested, 1 of them was
able to inhibit strains of E. Coli, under an irradiation of blue light (450 nm), with 1.5h of
irradiation to irradiance of 8.3 mW / cm? at a concentration of 50 ppm. In addition, 3 of the 4
bacteriostatic properties and slowed the growth of bacteria. There was a good correlation
between the speed and the production of ROS and these observed photobacteriostatic and
photobactericidal effects.

Keywords: Photodynamic control. Copper Bismuthate. Copper Oxide. Nanomateri-
als. Bacteria.
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1 INTRODUCAO

O uso indiscriminado de antibidticos desde o seu desenvolvimento na década de
1920 até os dias atuais, seja para controle de pragas ou mesmo para o controle de infecgbes
bacterianas em humanos, tem induzido o surgimento de populagbes de bactérias multir-
resistentes. Observa-se que esses microrganismos desenvolveram mutagdes genéticas
adaptativas capazes de produzir geragdes imunes a certas categorias de antibioticos. (DE-
MEREC, 1948)

Essa guerra contra as infec¢cdes causadas por bactérias super-resistentes, chamadas
de superbactérias, tem se tornado um dos grandes desafios do século XXI no que se refere
a saude humana, em geral, controle de ou mesmo de laboratérios e plantagdes. (ARIAS;
MURRAY, 2009).

Na tentativa de combater essas superbactérias, a comunidade tem tentado iniUmeras
estratégias inovadoras, desde o ‘design’ e sintese de novos antibiéticos (método mais tradici-
onal), até o desenvolvimento de engenharia genética para virus bacteriéfagos (FERNEBRO,
2011).

E na busca por alternativas que surge a inativacdo fotodinamica, também chamada
de terapia fotodinamica (TFD), que busca a inativagao de células nocivas utilizando a agao
da luz, combinada com substancias fotossensibilizadoras como ativadores de processos
quimicos oxidativos induzidos por espécies reativas de oxigénio (EROs) que agridem a
célula do patégeno (HENDERSON; DOUGHERTY, 1992). Essa técnica se mostrou eficaz no
controle de carcinomas, e suas vantagens frente aos controles populacionais convencionais,
por possuirem uma ac¢ao multissitio, dificultam muito a agdo de mecanismos de adaptacao
dos microrganismos, o que inviabiliza um processo de desenvolvimento de resisténcia.

Neste trabalho sera explorada a utilizagcao de um conjunto de materiais nanoes-
truturados formados por 6xido de cobre (CuQO) e bismutato de cobre (CuBi,O,;) como
potenciais agentes fotossensibilizadores (FS) para a inativacao de colénias nédo resistentes
a antibidticos, discutindo seus mecanismos de acao, suas caracteristicas morfolégicas,
quimicas e fisicas. O sucesso dessa forma de aplicagcdo nos permite vislumbrar a aplicagao
contra populagdes de micro-organismos multi-resistentes, oferecendo uma alternativa para
a inativacao destes micro-organismos.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Aspectos historicos do controle fotodinamico

A terapia fotodinamica (TFD) consiste na utilizagdo de trés componentes para a
destruicdo de um tecido ou célula alvo: Luz, oxigénio molecular (O,) e uma molécula
fotossensibilizadora. Assim sendo, 0 uso desse mecanismo para fim medicinal remonta as
civilizagdes antigas do Egito, da Grécia e da india, quando eram utilizados extratos de ervas
para tratamento de algumas infecgées (DANIELL; HILL, 1991). Em registros antigos de
papiros de civilizagbes que datam de 3000 a.C. sao observadas, por exemplo, instrucées
para a cura de vitiligo utilizando plantas e exposi¢ao solar.

A descoberta das propriedades medicinais do Sol por parte dessas civilizagdes
antigas é reflexo de uma questao mais profunda, de cunho religioso. Para estas civilizacoes,
o Sol era um Deus digno de adoragao e profunda reveréncia, por lhes possibilitar a vida
(MCDONAGH, 2002). Essa reveréncia é encontrada em diversos achados arqueoldgicos
como o exposto na figura 1. Nela, podemos observar uma tabua com a figura de um faraé em
forma de esfinge, uma criatura mitica. A esfinge segura uma espécie de oferta a divindade,
o Sol.

Figura 1 — Tabua egipcia mostrando a adoracéao religiosa ao Sol. Essa profunda reveréncia pode ser
relacionada a posterior descoberta das propriedades medicinais da
exposicao solar. (MCDONAGH, 2002)

Fonte: ABDEL-KADER, Mahmoud. Photodynamic Therapy From Theory to Application. Cairo, Egito. Editora
Springer, 2014.

Por milhares de anos, a técnica ficou impraticada, até sua redescoberta no mundo
moderno no final do século XIX e inicio do século XX. O Suico Arnold Rikli é considerado o
pai da terapia fotodindmica (ZUPANIC-SLAVEC; TOPLAK, 1998). Em seus estudos, relatou
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que a exposigao solar poderia ser benéfica para a saude humana, uma vez que ativaria
mecanismos de defesa do nosso corpo, uma técnica chamada de Helioterapia.

A ideia de utilizar corantes como FS foi relatada pela primeira vez em 1897 por Oscar
Raab, um estudante da universidade de Munique (MOAN; PENG, 2003). Ele percebeu que
o efeito toxico de corante de acridina em paramécios era muito menor em dias nublados do
que em comparacgao com dias ensolarados, sugerindo que talvez houvesse um efeito da
interagao deste tipo de medicamento com a luz, ou seja, ele cogitou a possibilidade de que
a luz produzisse algum efeito através do corante capaz de matar o paramécio. De fato, essa
hip6tese se confirmou e abriu um novo campo da ciéncia, conhecido como fotobiologia.

O professor H. Tappeiner, que supervisionava o estudo de Raab utilizou pela primeira
vez o termo “Acéao fotodinamica” em 1904. Seu grupo comecou a desenvolver pesquisas
para utilizar essa forma de agao para controlar infecgdes tais como lupus, tumores diversos
e doencas de pele, combinando o uso da luz natural e artificial com uma variedade de
corantes. (MCDONAGH, 2002)

Estes corantes artificiais, que eram empregados e sdo empregados até hoje, séo
considerados os fotossensibilizadores de primeira geragao, e ainda sao feitos estudos para
obter protocolos de uso em diversas aplicagdes de TFD.

Uma das barreiras encontradas por essas substancias pioneiras, era a sua difi-
culdade de ultrapassar as membranas de algumas células e penetrar nas partes vitais
das mesmas e, por este motivo, algumas delas torna seu uso inviavel em algumas aplica-
coes (PERRIA et al., 1988).

O uso de clorinas, porfirinas e outras moléculas derivadas da clorofila podem ser
agrupadas como a segunda geracao de fotossensibilizadores (GOMER, 1991). Sao macro-
moléculas que possuem afinidades eletrdnicas tais que possibilitam uma melhor localizagéo
das mesmas em tecidos-alvo. Um exemplo de molécula deste tipo é a Ftalocianina, exibida
na Figura 2. Uma quantidade razoavel dessa classe de fotossensibilizador alcangou o0 uso
comercial (BLISS et al., 2004) (SENGE; BRANDT, 2011).
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Figura 2 — Exemplo Fotossensibilizadores de segunda geragao.
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Fonte: Zhang et al., 2018.

Ainda enfrentando problemas para contornar a penetrabilidade dessas molécu-
las, surgiram os fotossensibilizadores nanoestruturados , bem como estruturas de éxidos
metalicos. (HE et al., 2015)

2.2 Uso de fotossensibilizadores nanoparticulados

Os fotossensibilizadores de nova geragao sdo uma alternativa para resolver o
problema da dificil penetrabilidade de célula através do uso de fotossensibilizadores em
escala nanométrica, que reconhecidamente apresentam alta penetrabilidade em diversos
tecidos bioldgicos. (WANG et al., 2004)

Outra vantagem desses fotossensibilizadores é a area superficial aumentada, que
permite um contato maior com o tecido, podendo estender o ataque fotodinamico por toda a
célula. Além disso, essas estruturas apresentam uma eficacia maior na absorcao de luz
durante o processo fotodinamico. (GILSON et al., 2017)

Outra possibilidade € a criagdo de nanomateriais biocompativeis, uma vez que
sao conhecidas diferentes técnicas de sintese que podem ser empregadas com o desejo
de se obter propriedades vantajosas, como a compatibilidade quimica com determinado
tecido bioldgico, ou ainda a facilidade do corpo elimina-lo através de uma manipulacéo
fisico-quimica dos materiais dentro do corpo. (FAN; MOON, 2015)

A comunidade tem se esforcado também em desenvolver nanomateriais funcionaliza-
dos com substancias de reconhecida atividade fotodindmica de modo a garantir uma entrega
eficaz do fotossensibilizador nas células-alvo. (OHULCHANSKYY et al., 2007) (WANG et
al., 2013).
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Um desafio que os pesquisadores encontram no que se refere ao uso de material
nanoparticulado como FS estd na preocupacédo com sua toxicidade; seja pela liberacéo
de ions nocivos a saude humana, seja pela dificuldade de 6rgaos de eliminar eventuais
acumulos desses materiais (FU et al., 2014). A Figura 3 mostra, de forma resumida, como se
dao os mecanismos de producdo das EROs em semicondutores via processo fotodinamico.
A luz absorvida pelo nanomaterial leva elétrons para a banda de conduc¢ao, produzindo pares
elétrons-buracos. Estes pares elétrons-buracos podem, por sua vez, interagir com o oxigénio
dissolvido no meio, ou mesmo com a agua, produzindo diversas espécies radicalares de
alta reatividade. (GARCEZ et al., 2011)(AHMAD; MUKHTAR, 2000)

Figura 3 - llustracao da geracao de EROs por um nanomaterial na presenca de luz.

15
OHw__ ©@@©@@ __wOH
@ Nanomaterial @ — H,0,

® & o

Fonte: Gilson 2017 (adaptada)

O mecanismo de producao de EROs por um material semicondutor pode ser en-
tendido em sua estrutura de bandas. Em semicondutores, devido as suas caracteristicas
Opticas e eletronicas, existem bandas de energia que podem ser acessadas pela absorcao
de um féton. Através da teoria de estrutura de bandas, conseguimos calcular esses niveis
de energia, bem como determinar a energia minima necessaria para conseguir realizar
uma excitacao optica do material (HEINEMANN; EIFERT; HEILIGER, 2013). Essa ener-
gia é conhecida pelo termo em inglés band gap e esta relacionado com a diferenga de
potencial gerada pela separagédo das cargas de um semicondutor excitado opticamente
(LEWIS, 1990). Essa diferenca de carga, de forma simplificada, gera uma diferenca de
potencial elétrico nos semicondutores, levando a producao de regides negativas (elétrons
em excesso) e regides de vacancia eletronica (buracos)(KOFFYBERG; BENKO, 1982). Em
geral, alguns materiais tém uma elevada probabilidade de que ocorra uma recombinacgao
(RAPPAPORT et al., 2002), que € quando o elétron excitado retorna para seu nivel ener-
gético original, emitindo um foéton. Note que esse efeito diminui a eficiéncia do processo
fotodinamico, uma vez que a separagao das cargas € necessaria para iniciar 0 mecanismo.
Em contrapartida, alguns materiais tém caracteristicas tais que permitem uma separacao
de cargas suficientemente duradoura para que ocorra transferéncia dessa carga, ou mesmo
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da energia gerada por essa separagao para que ocorram reagdes quimicas de interesse
(GELINAS et al., 2014).

Entdo, para compreender os mecanismos de producdao das EROs em nanomateriais
semicondutores, precisamos entender as reagdes quimicas que as geram, e quais suas
condigdes eletroquimicas para que ocorram. E ainda, precisamos saber se um nanomaterial,
ao ser excitado por alguma radiagao, se essa excitagdo tem uma separagao de cargas com
as condigOes ideais para que a reagao das EROs ocorra, além de avaliar se a recombinagao
ocorre em uma taxa baixa o bastante para permitir a ocorréncia dessas reagdes.

(LI et al., 2012) reportou um estudo em que avaliou as condi¢des e a producéo
de EROs de diversos nanomateriais, em especial os compostos de 6xidos metalicos. Ele
verificou uma boa correlagao entre os band gaps alcangados pela irradiagao de luz UV e
0s potenciais necessarios para ocorréncia das rea¢oes de producéo das diversas EROs,
bem como identificou as EROs que foram efetivamente detectadas experimentalmente. O
alinhamento das bandas, isto €, a energia do féton incidente com energia superior a energia
do band gap dos materiais, com a condicdo necessaria para ocorrer a reacao de producao
da ERO foi, em todos os casos, observado. No entanto, cabe ressaltar que essa separagao
de cargas pode resultar em outros tipos de reagbes, como a formacao de ions em solugéo.
Essas reacdes, em muitos casos, concorre com a producao de EROs e deve ser avaliada
também durante a caracterizagdo dos materiais.

A figura 4 mostra as reagbes de produgéo de diversas EROs e as estruturas de
bandas dos nanomateriais testados por (LI et al., 2012).
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Figura 4 — Estrutura de Bandas de alguns materiais. Ev representa o potencial da banda de valéncia
e Ec o da banda de conducao. Os potenciais foram tirados em relacao Eletrodo Normal de
Hidrogénio (ENH) e da escala absoluta de vacuo. Vemos também a energia do band
gap cada um deles em eV. A direita da figura, vemos o potencial necessario para que
ocorram diversas reacdes, como reacoes de ionizagcao e de producio de EROs.

vacuo Ewx (V)
ENH

954 50 - i
9ell 850y Ey

Fonte: Li et al., 2012, adaptado.

Ao conhecer as reagdes de producao de EROs, podemos avaliar a estrutura de
bandas dos materiais e em seguida dizer se é esperado que eles gerem as espécies, bem
como quais espécies esperamos que eles produzam. Como exemplo, observa-se na figura
que o oxigénio singlete tem um potencial de reagdo em torno de 2,0 V em relagédo ao
eletrodo normal de Hidrogénio. No entanto, o CeO, tem uma energia da banda de valéncia
de aproximadamente 1,6 V, inferior ao potencial necessario para que a reagao do oxigénio
singlete ocorra. Assim sendo, nao devemos esperar a producao dessa espécie pelo CeO,,
o que € confirmado experimentalmente (LI et al., 2012).

2.3 Uso do controle fotodinamico em bactérias

No que se diz respeito ao controle fotodinamico de bactérias, varios avangos ja
foram feitos empregando fotossensibilizadores de segunda e primeira geracao, inclusive
para inativar bactérias resistentes a antibioticos (CAIRES et al., 2018) (MINNOCK et al.,
1996).

Estudos in vivo mostram, por exemplo, uma eficacia préxima de 100% quando
aplicada a técnica da IFD em infec¢des por S. aureus em modelos animais (ratos) (ZOL-
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FAGHARI et al., 2009) (LAMBRECHTS et al., 2005).

No que tange ao tratamento de infecgdes resistentes a antibiéticos, recentes estudos
tém utilizado de maneira efetiva, diferentes FS para esta finalidade, tais como metalo-
porfirinas (SKWOR et al., 2016), nanoestruturas 6xido-metalicas (WANG et al., 2019) e
nanoestruturas funcionalizadas com FS convencionais. (AGEL et al., 2019).

Alguns estudos realizaram também uma analise de diferentes nanoestruturas 6xido-
metalicas, avaliando suas capacidades em produzir espécies reativas de oxigénio e procu-
rando uma correlacédo entre essa producao e a inativagao das bactérias. Na Figura 5, (LI
et al., 2012) mostram que tanto os materiais nanoparticulados quanto de seus granulados
(bulk) foram capazes de induzir a inativagao bacteriana através da luz Ultravioleta (A=
365 nm). Todavia, nota-se que a inativacao promovida pelos nanomateriais é mais efetiva,
quando comparados com os materiais de mesma composi¢cdo quimica em dimensoes
macromeétricas (bulks). Isso deixa claro que o tamanho dos materiais é relevante, uma vez
gue a concentragdo de espécies reativas produzidas é diretamente relacionada com a area
superficial dos materiais. Essa area € maior para os materiais nanoestruturados, quando
comparados com os bulks a mesma concentracao, o que os confere uma reatividade maior.
Figura 5 — Evolucao temporal da quantidade de bactérias que se desenvolvem apos irradiagcao de luz

Ultra-Violeta de nanomateriais (a) em comparacao com suas versoes precursoras
macrométricas (bulk) (b). Observa-se uma eficacia maior dos materiais nanoparticulados.
As amostras com asterisco foram significativamente diferentes do controle com 95% de

confiabilidade. Nt representa o nimero de unidades formadoras de colonia por mL de
solugéo, e No representa O numero de coldnias no inicio do experimento.
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Fonte: Li et al, 2012. Adaptado.

Ademais, Li et al. 2012 estudaram os mecanismos de fototoxicidade dos materiais,
demonstrando, por exemplo, que devido & formacéo de ions Cu/Cu®* ser incentivada pela
absorgao de fétons UV pelo material, acontece um aumento significativo de sua toxicidade
para as células bacterianas, ainda que essa toxicidade nao seja pela producédo de EROs
(i.e., via processo fotodinamico).



Capitulo 2. Revisao da Literatura 19

Outro estudo interessante reporta o uso de materiais a base de cobalto e bismuto,
irradiados com luz visivel para o controle de Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA do inglés Methicilin-Resistant Staphylococcus aureus) (WANG et al., 2019). Esse
estudo mostra a importancia de se sintetizar um material com boa separacéo de cargas
e com um “band gap “suficiente para a producédo das espécies reativas. A luz utilizada foi
a azul (420 nm) com uma irradiancia de 100 mW/cm? e avaliou-se o efeito dessa iluminagao
ao longo do tempo. O estudo concluiu um efeito bactericida em 30 minutos de irradiagao,
tanto para a colénia comum, quanto para a multi resistente. Além das analises in vitro, esse
estudo também empregou o tratamento em ratos, obtendo sucesso na cura de ferimentos
infectados por S. aureus e MRSA.

Em um outro estudo, (LIN et al., 2015) observaram que o TiO, apresentou um efeito
bacteriostético, isto é, reduziu a velocidade do crescimento bacteriano, sem que as bactérias
fossem totalmente inativadas neutralizado logo ap6s a irradiagao. No entanto, 48h apds a
irradiacéo, deixando a solugédo no escuro, observou-se que houve um efeito bactericida,
isto &, as bactérias ndo foram capazes de se desenvolverem, e todas as células morreram.
Esse efeito previamente reportado € chamado de “memdria catalitica pds-iluminagéo”. Isso
ocorre porque o fotocatalisador permanece ativo, produzindo espécies reativas de oxigénio,
mesmo que nao esteja mais sob efeito da luz.

Uma discussdo importante no que se refere aos fotossensibilizadores de nova
geragao é a respeito dos mecanismos de inativa¢ao de bactérias que sédo possiveis. (THILL
et al., 2006) enumera pelo menos trés mecanismos que sao induzidos por esses materiais: (i)
adsorcao na membrana das bactérias; (ii) geragcdo de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio (EROs e ERNS); e (iii) produgao de ions metalicos citotoxicos.

O primeiro mecanismo se da pela atragao entre os sitios eletricamente excitados dos
materiais com a inducao de carga elétrica na superficie das células bacterianas, gerando
atracdo coulombiana. Essa adsorgao, a longo prazo, pode impedir a célula de realizar
corretamente seu metabolismo. Como as células tém um tamanho médio da ordem de
alguns micrdmetros, enquanto a membrana celular tem uma espessura aproximada de 40
nm, essa relagéo de tamanho permite que choques ocorram entre as particulas e as células,
podendo impactar o funcionamento da membrana celular, provocando a morte celular.

O segundo mecanismo é, sem davida, o predominante na maioria dos ensaios que
envolvem fotoinativacao de bactérias. Nele, pode ocorrer transferéncia de energia ou carga
na producao de espécies reativas induzindo processos oxidativos em multi sitios da célula.
Esse atague pode ser na superficie da célula (degradagéao da membrana celular), ou ainda
na regiao interna da célula (desintegracao do DNA e organelas).

Por fim, a terceira forma de ataque celular se da pela producao de ions citotoxicos
que tém um potencial de redugao préprio. Esses mecanismos podem ser ativados mesmo
sem a irradiacao, mas sdao amplificados quando os materiais sao excitados por luz ultra-
violeta (LEWINSKI; COLVIN; DREZEK, 2008). Nesse caso, a reatividade dos materiais
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aumenta muito, e isso, além de ser obviamente nocivo para as bactérias, pode ser preocu-
pante na aplicacdo em organismos vivos, visto que pode ser nocivo também para o tecido
saudavel.

Assim sendo, podemos dizer que 0 emprego de nanoestruturas 6xido-metalicas
para a inativacao de bactérias € um importante passo na consolidacao dos FS de nova
geracao e poder compreender suas caracteristicas permitira que a comunidade prossiga
para um desenho mais inteligente na busca por novos FS e por materiais de aplicabilidade
diversa. Cabe ressaltar que muitas vezes um material pode ter mais de uma aplicagdo. Por
exemplo, atividades como a fotocatdlise sdo aplicagdes que ocorrem através de mecanismos
muito similares aos de acao fotodinamica, mas buscando a degradacao de substancias
ndo-bioldgicas na conservagao ambiental. Nesse cenario, materiais semicondutores tém
sido amplamente empregados para esta finalidade (SAMIA; CHEN; BURDA, 2003). Desta
forma, tendo em vista a aplicabilidade desses materiais em atividade fotocatalitica (ARAI et
al., 2007), a possibilidade de usa-los também como FS da IFD confere a esses materiais
um maior interesse cientifico e tecnolégico.

2.4 Mecanismos fotodinamicos

Considerando o efeito fotodinamico promovido pelos FS convencionais, existem
dois mecanismos para producao de espécies reativas de oxigénio apds a fotoexcitagdo do
FS (HUANG et al., 2012). O mecanismo tipo |, que consiste em um processo onde ha trans-
feréncia de carga elétrica (transferéncia do elétron) do fotossensibilizador para o oxigénio
molecular (O,)presente nono substrato alvo, formando espécies chamadas radicalares,
como OH, O,, H,0,, entre outros. Ja o mecanismo tipo Il consiste em um processo onde
ha transferéncia de energia do FS excitado para o O,, promovendo o elétron do estado
fundamental da molécula do oxigénio, que esta no seu estado triplete (°0,), para o primeiro
estado excitado singlete (*0,) e, consequentemente, formando uma espécie molecular
altamente reativa/toxica.

Ja o mecanismo tipo |l consiste em um processo onde ha transferéncia de energia de
uma molécula excitada para um estado ressonante do O, molecular, formando uma espécie
altamente tdxica, conhecida como oxigénio singlete (10,).

Uma forma de detectar a producao dessas espécies € através do uso de técnicas es-
pectroscopicas, utilizando moléculas marcadoras que sofrem alteragées em seus espectros
de absorcao e/ou fluorescéncia quando intereagem/reagem com essas espécies radicalares.
O uso das técnicas espectroscopicas pode ser feita tanto in vivo quanto in vitro (FLORS et
al., 2006)(BURNS et al., 2012)e existem varios marcadores que podem ser utilizados para
esta finalidade (GOMES; FERNANDES; LIMA, 2005). E importante, ao realizar este tipo de
analise, identificar as reac6es quimicas induzidas pela luz e que alteragdes essas reacdes
provocam no espectro das amostras ao longo do tempo. Podem ocorrer novas emissoes
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ou absorg¢des, ou ainda supressoes de emissdes dessas moléculas. Além disso, deve-se
identificar se os produtos gerados sao reflexos de reacdes do tipo | ou tipo II.

Apesar de existirem diferencas entre um FS convencional e um nanomaterial, é
interessante entendermos os fenémenos envolvidos na interacdo da luz com a matéria du-
rante o processo fotodinamico. Para a producdo de EROs, é necessério que: (i) inicialmente
o fotossensibilizador absorva a radiacdo luminosa incidente; e (ii) que posteriormente, o
FS excitado transfira a carga (elétron excitado) ou energia para um oxigénio molecular.
Podemos representar esses processos por meio do diagrama de Jablonski, como mostrado
na Figura 6.

Na Figura 6 podemos observar os possiveis “caminhos” que um féton absorvido
(flecha azul) por um FS pode tomar. Existe uma certa probabilidade de cada fenémeno acon-
tecer para uma molécula ou material que absorve luz, de modo que podemos associar a
cada um dos processos um rendimento quantico. (FRACKOWIAK, 1988)

Ao absorver o foton, a molécula acessara niveis energéticos superiores ao fundamen-
tal (flecha azul). Esse excesso de energia pode ser dissipado por processos nao-radiativos
como a relaxacgao vibracional (RV - seta preta pontilhada), ou ainda por processos radiativos,
como a fluorescéncia (seta rosa).

Existe ainda a probabilidade de que ocorra uma inversao de spin do elétron excitado,
levando a molécula a um estado tripleto. Este processo se chama converséo inter-sistema
(CIS - seta preta cheia). Essa energia pode ser devolvida para o meio através de um
processo radiativo, a fosforescéncia (seta vermelha). Caso isto nao ocorra, a molécula pode
ficar neste estado tempo o bastante para ceder esta carga para o oxigénio molecular (Rea-
cao tipo I), ou ainda transferir a energia excedente para a formacao do oxigénio singlete
(Reacéo tipo II).
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Figura 6 — Diagrama de Jablonski simplificado. A direita da figura, temos uma extenséo aos
fenbmenos descritos pelo diagrama, aplicando-os para os dois mecanismos
fotodinamicos da IFD.
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As moléculas que tém maior potencial de serem bons fotossensibilizadores sao
aquelas que apresentam maiores rendimentos quanticos na producao de oxigénio singlete
(Tipo Il) ou outros EROs (Tipo |). Isto é, aquelas em que favorecem um maior ocorréncia de
cruzamentos inter-sistema (CIS).

Para medir essas eficiéncias, existem algumas sondas que podem ser usadas junto a
técnicas de espectroscopia. Uma delas € a 2,7-diacetato de diclorofluoresceina (DCFH-DA),
que é uma molécula nao fluorescente. No entanto, quando na presenca das EROs, em
especial daquelas expressas pelas reacdes de Tipo |, forma-se uma espécie fluorescente, a
Diclorofluoresceina (DCF). Esta molécula, por sua vez, possui uma fluorescéncia em torno
de 525 nm quando excitada em 490 nm (ERUSLANOV; KUSMARTSEV, 2010) (GOMES;
FERNANDES; LIMA, 2005). A figura 7 mostra 0 mecanismo de producao dessa sonda
fluorescente.
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Figura 7 — Mecanismo de producao da espécie fluorescente DCF, que pode ser utilizada como um
marcador para EROs do tipo I.
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fonte: A. Gomes et al. (2005). Adaptado.

Desta forma, podemos investigar o rendimento quantico de formagao de outras
EROs (Tipo 1) por meio da correlagéo entre o aumento da fluorescéncia em torno dessas
regides e a producao dessas EROs. No entanto, a sonda DCFH-DA nao é uma sonda
especifica, e este tipo de ensaio ndo nos permite afirmar qual a espécie predomina em sua
reacdo. Por outro lado, é uma sonda que nos permite avaliar como um todo o potencial de
producao de EROs por um FS. Todavia, vale a pena destacar que existem outros marcadores
que possibilitam identificar qual a espécie exata que esta sendo gerada. Uma andlise mais
robusta para esse tipo de caracterizacao pode ser feita utilizando o marcador “singlet-oxygen
sensor green® (SOSG), que identifica a presenca de oxigénio singlete e consegue garantir
a existéncia ou ndo do mecanismo tipo Il (FLORS et al., 2006). Acido para-clorobenzéico
(BURNS et al., 2012), que marca reacdes induzidas por *OH. Alcool Furfuril (LI et al., 2012),
que indica a geragao de oxigénio singlete. E, também o XTT (2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-
5sulfophehyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide), que identifica O,, entre outros.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antimicrobiana e fotoantimicrobiana de nanoestruturas de Bismu-
tato de Cobre e Oxido de Cobre no processo de inativagéo de bactérias Staphylococcus
aureus e Escherichia coli.

3.2 Objetivos especificos

» Determinar as dimensdes e as caracteristicas morfoldgicas e estrutural dos nanoma-
teriais nanoestruturas de Bismutato de Cobre (CuBi,O,), Oxido de Cobre (CuO) e
heterojunc¢des dos dois compostos por meio de andlises de microscopia eletrdnica
de varredura (MEV), espectroscopia de raio-X por dispersdo de energia (EDS) e
Difragcdo de Raios-X (DRX) .

* Realizar a caracterizagao 6ptica dos nanomateriais, determinando suas capacidades
de absorverem luz na regido do UV-Vis.

« Avaliar o potencial citotoxico e fotocitotoxico dos nanomateriais por meio da de-
terminacéo de liberacdo de ions e producédo de Espécies Reativas de Oxigénio
(EROs) via experimentos de membrana de didlises e marcadores fluorescentes,
respectivamente;

» Determinar o potencial antimicrobiano das nanoestruturas por meio de testes in vitro
avaliando a capacidade em inativar as bactérias S. aureus e E. coll;

+ Avaliar o potencial fotoantimicrobiano dos nanomateriais via testes in vitro determi-
nando a capacidade em fotoinativar as bactérias S. aureus e E. coli.
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4 METODOLOGIA
4.1 Caracterizacao morfolégica dos materiais

Para determinar o tamanho e morfologia dos materiais aplicados, foram realizadas
medidas de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), Espectroscopia de raio-X por
dispersao de energia (EDS) e Difracao de Raios-X (DRX). A caracterizagao morfolégica,
bem como a sintese dos materiais utilizadas nesse trabalho foi feita em colaboracdo com o
Laboratério de Nanomateriais e Nanotecnologia Aplicada (LNNA) da UFMS (NOGUEIRA et
al., 2019).

Na Tabela 1, podemos observar quais foram as amostras utilizadas, bem como suas
respectivas abreviacoes.

Tabela 1 - Indicacao das amostras estudadas e suas abreviacoes. O significado do excesso de
cobre e da proporcao equilibrada mencionada é explicada posteriormente na secao 5.1.

Amostra Sigla utilizada
Bismutato de Cobre puro (CuBi>,O,) CBO
Oxido de Cobre Il puro CuO
Heterojuncao Bismutato de Cobre/Oxido de

HJ-C
Cobre - Cobre em excesso
Heterojuncéo Bismutato de Cobre/Oxido de HJ-E

Cobre - Proporgao equilibrada

Para determinar as fases cristalinas das amostras, foi utilizado um equipamento
DRX modelo D2 Phaser da Bruker. O ajuste da configuracao foi para a transicdo do Cobre
Ko (A=1,54 A) com a variagdo angular de 20° < 20 < 802, com passos de 0,02° e contando
5 segundos a cada ponto.Para a obtencao das imagens do MEV, os materiais previamente
sintetizados em granulado foram dispersos na superficie da fita de carbono montada sobre
a base de liga de aluminio padrdo. O tamanho de abertura do equipamento foi ajustado
para 60 um, e a voltagem de aceleracéo foi de 15 kV, com uma distancia de trabalho de
8 mm. Para determinar a composi¢cao quimica e 0 mapeamento quimico da amostra, foi
acoplado um acessorio EDS da Oxford.

4.2 Caracterizacao fotofisica dos materiais

Para a caraterizacao fotofisica e fotoquimica dos materiais, foram preparadas 2
mL das solugdes a concentracdo de 100 ppm em Dimetilsulféxido (DMSO) das quatro
amostras estudadas.
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Foram realizadas medidas de absorcdo UV-Vis de cada uma delas, utilizando uma
cubeta de quartzo de 10 mm de caminho 6ptico o Espetrémetro Lambda 265 da PerkinElmer.
O experimento foi conduzido a temperatura ambiente, e com os espectros coletados de 250
nm a 800 nm.

4.3 Ensaios de producao de EROs

Para este ensaio, a fim de determinar a producao de espécies reativas de oxigénio
(EROs), utilizamos a sonda diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA), capaz de identificar
espécies reativas para reagdes fotodinamicas do tipo |, através de mudangas em seu
espectro de Fluorescéncia (GOMES; FERNANDES; LIMA, 2005).

Foi preparada uma solugédo 5 mM de DCFH-DA em etanol, bem como uma solugéo
a 100 ppm em agua destilada do nanomaterial a ser analisado. Em seguida, foi feita uma
diluicdo de ambos até que se obtenha 2 mL de solucdo com concentracdes de 0,34 mM e
1,5 ppm do marcador e do nanomaterial, respectivamente. Foi feita, entdo a obtencao de seu
espectro de fluorescéncia, utilizando um Espectrofluorimetro FS-2 da Scinco, configurado
para excitacdo em 490 nm e emissao entre 500 nm e 600 nm (CAIRES et al., 2020).

Inicialmente, a solugédo teve sua fluorescéncia monitorada de minuto em minuto, sem
que fosse submetida a irradiacdo por 10 minutos para determinar a capacidade de producao
de EROs na auséncia da luz. Posteriormente, avaliou-se a capacidade de produgéo de
EROs quando submetidos a irradiacao da luz azul (450 nm), a irradiancia de 8,3 mW/cm2,
emitida por um sistema de LED. Ambas as medidas, na presenga e na auséncia da luz, as
amostras foram colocas e monitoras diretamente numa cubeta de quartzo com 1 cm de
caminho optico. Os espectros foram coletados de um em um minuto durante um tempo total
de 30 minutos (10 sem iluminagao, 20 com iluminagéo), de modo a avaliar o aumento de
intensidade de fluorescéncia devido a geracado de EROs. Para a coleta dos espectros, as
amostras foram excitadas em 490 nm e coletada a emissao entre 500 nm e 600 nm.

4.4 Liberacao de ions

Para determinar a taxa de liberacéo de ions Cu?* e BiOs~, foi realizado um experi-
mento que quantifica a liberacdo dessas substancias por parte das amostras, utilizando a
técnica ICP-OES (Espectrometria de emisséo optica por plasma acoplado indutivamente
- em inglés). Essa técnica consiste na produg¢do, em uma amostra introduzida sob forma
de neblina no centro do plasma, atomos excitados que emitem radiagdo em comprimen-
tos de onda na faixa de 125 a 950 nm, caracteristicos dos elementos nela presentes. A
quantificacdo pode ser feita através de uma curva de calibracdo utilizando uma amostra
com concentracao de atomos conhecida, podendo ser construida uma correlagao entre a
intensidade da emissao e a concentragao dos atomos nas amostras.
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Para realizar essa medida, foi preparada uma solu¢do contendo os nanomateriais a
serem utilizados sob a concentracao de 500 ppm em agua destilada. Em seguida, 10 mL
dessa solugcao sao colocados em tubo de dialise (Sigma-Aldrich) com MWCO de 12000 Da,
com diametro aproximado de 2,5 nm. Esse tubo é colocado, entdo, em um béquer contendo
40 mL de agua destilada, com um volume final total de 50 mL, com concentracdo a 100 ppm.
Apds 48 horas, coleta-se 25 mL da parte da solugao externa ao tubo de dialise, em tubo
Falcon, para analise do ICP-OES, equipamento Thermo iCAP 6300 Duo ICP OES (Thermo
Fisher Scientific). Foi construida uma curva de calibracdo com as concentracdes de 0,005
mg/L a 2,0 mg/L. A Tabela 2 mostra as configura¢des do equipamento.

Tabela 2 — Parametros de configuracao do ICP-OES para experimento de liberacdo de ions.

Parametros de analise

Parameters .
Setting

Sample Introduction Used
P Nebulizer

P Tubing Ty
Hmp 1ubing fype Tygon Orange/White

Sample Flush Time (s) 30.00

Pump Stabilization Time (s) 5.00
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Parametros de analise

Nebulizer Gas Flow (L/min)

0,70
Aucxillary Gas Flow (L/Min)

0,50
Flush Pump Rate (rpm

P (rpm) 50

RF Power (W)

1150
Analysis Pump Rate (rpm) 50
Coolant Gas Flow (L/Min)

12,00

Fonte: autor

A figura 8 mostra as membranas de didlise preparadas para o processo de difuséo

dos ions.

Figura 8 — Amostras preparadas para o processo de dialise. Apés 48h, sao coletados 10 mL da parte
exterior as laminas para avaliar a liberacao de ions através dos poros da célula de dialise.

Fonte: autor
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4.5 Ensaio bioldgico
4.5.1 Preparo das solu¢des de nanomateriais e de bactérias

Para este ensaio, foram preparadas 10 ml de cada uma de solugdo aquosa com
0s nanomateriais a uma concentragdao de 100 ppm em agua esterilizada. Para obter uma
dispersdo satisfatéria, as solugdes com as nanoestruturas foram colocadas em banho
ultrassénico por 30 minutos. Em seguida, as amostras foram diluidas até uma concentragéao
de 50 ppm na solugdo com as bactérias. Importante destacar que foram realizados ensaios
pilotos em que se testaram concentragdes diversas, obtendo a concentragcéo de 50 ppm
como a ideal para os testes desejados.

Durante os bioensaios foram utilizadas cepas padrbées de Staphylococcus aureus
(ATCC 29523) e de Escherichia Coli. Para conservacgao, elas foram colocadas em Caldo
Muller Hinton (CMH) acrescidas de glicerol 20% e mantidas em freezer. Para a execugao do
experimento, as bactérias foram ativadas por meio da disperséo de 10 uL dessa solugéo
concentrada com CMH obtendo um volume de 2 mL em tubo de ensaio. Essa solugdo mais
diluida foi colocada em estufa a 37° por 18h.

Para tornar possivel o calculo das UFCs, apds serem submetidas aos nanomaterias,
o indculo foi diluido em solugéo salina até que se obtivesse uma turvagao de 0,5 na escala
McFarland (1,5.108UFC/mL). Isso foi feito acrescentando-se gradativamente o inéculo a
solucao salina.

Os tubos contendo as substancias e as bactérias, o controle contendo apenas agua
esterilizada foram envolvidos em papel aluminio e colocados em agitacéo a 37°C por 30
minutos para que ocorra a internalizagdo do nanomaterial nas células das bactérias.

4.5.2 Grupo irradiado e grupo nao irradiado

Apoés a internalizacao, utilizando a placa de 96 pocgos, dispersa-se um volume de
300 uL em cada pogo. O grupo irradiado foi levado a exposigéo luminosa utilizando o painel
de LED’s ligado com luz azul (450 nm) a irradiancia de 8,3 mW.cm~2. A exposi¢ao luminosa
durou 1,5 horas, resultando em uma dose de energia de 44,82 J.cm~2. Em contrapartida, o
grupo nao irradiado foi mantido protegido da luz até o momento do plagueamento.

4.5.3 Plagueamento

Imediatamente apéds a irradiacao, sao feitos os plaqueamentos das bactérias. Na
placa de 96 pocos utilizada, sédo feitas duas novas diluicées, de modo a obter uma solucao
final na proporcéo de 1:16 e em seguida 1:32 de bactérias.
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Coloca-se, entdo 1 uL de cada uma das solugdes (irradiadas e néo irradiadas)
em triplicata, nas placas Petri preparadas previamente com meio PCA (Agar padrao para
contagem). Espalha-se utilizando uma alga esterilizada de microbiologia por toda a placa. A
placa de 96 pocos e as placas Petri sdo, por fim, seladas com papel insulfilme para evitar
contaminacao das mesmas.

Em seguida, as placas Petri e a placa de 96 pogcos sé&o colocadas em estufa a
temperatura de 37°C para favorecer o crescimento das bactérias. Apds 16 horas, as col6nias
ja estarao formadas, e pode-se iniciar o processo de contagem das unidades formadoras
de coldnias (UFCs) que conseguiram se desenvolver.

4.5.4 Contagem de Unidades Formadoras de Col6nias

Para a contagem das unidades formadoras de colénia, foram feitas imagens em
resolugado aproximada de 4032 x 2268 (9,1 MP). Essas imagens sao processadas utilizando
o ‘software’ livre ImagedJ e, em seguida as unidades s&o contadas individualmente utilizando
o ‘software’ livre CellCounter.

Contadas as unidades em cada placa, podemos determinar a quantidade de Unida-
des formadoras de coldnia (UFC’s) por mL de solugao a base de agua, utilizando a féormula

da técnica “spread” plate* (PELCZAR, 1996):
N? de colbnias x 10
Diluicao
No caso, a diluicdo foi 1:32 e ainda multiplicamos o valor obtido pelo fator 103 para

= UFC/uL

obter o resultado em UFC/ml.

Para analise estatistica e comparacao dos resultados experimentais, foi utilizado o
software Origin, através do qual foi aplicado o Teste-T de amostra em pares, comumente
utilizado para verificar se ha diferenciacao estatistica entre duas amostras, comparando
suas médias e desvios padrdes dentro de um raio de confianga previamente estabelecido
(p <0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Caracterizacao morfologica dos materiais

5.1.1 Microscopia eletrénica de Varredura (MEV) e Espectroscopia de Energia Dispersiva
(EDS)

As morfologias dos nanomateriais foram analisadas utilizando a microscopia ele-
trénica de varredura (MEV). Nas figuras 9 e 10, podemos observar imagens da amos-
tra CuBi,O4(CBO)puro. A morfologia dessa amostra se apresenta em particulas com forma

de nanopilares e nanocolunas que se arranjaram em formatos de microesferas com diametro
médio de 2 um.

Figura 9 — Imagem MEV da amostra CBO. Escala: 2 um.

Fonte: autor

Figura 10 — Imagem MEV da amostra CBO. Escala: 200 nm.

Fonte: autor
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No entanto, observamos que a heterojungdo CBO/CuO (Amostra HJ-E) contém
nanopilares e nanocolunas de comprimento médio aproximado de 2 um e 200 nm de
didametro médio. Juntos, sdo encontrados menores graos em formato paralelepipédico de
cerca de 60 nm de tamanho, homogeneamente distribuidos ao longo da superficie das
nanocolunas, conforme figuras 11 e 12.

Figura 11 — Imagem MEV da amostra HJ-E. Escala: 2 um.

Fonte: autor

Figura 12 — Imagem MEV da amostra HJ-E. Escala: 200 nm.

Fonte: autor

A amostra HJ-C formou pequenos aglutinados semelhantes a morfologia da amostra
HJ-E. No entanto, ocorreu uma formacéo ainda maior dos excessos de cobre em paralelepi-
pedos. Podemos observar sua morfologia na figura 13.
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Figura 13 — Imagem MEV da amostra HJ-C. Escala: 5 ym

IMNF IA-UFMZ

Fonte: autor

Como mostrado na Figura 14, utilizando-se a técnica EDS é possivel identificar a
composicao quimica por meio da exposicao a raios-X durante 0 mapeamento e captacao
de emissdes atbmicas, conseguimos identificar os elementos presentes nas amostras. Os
elementos cobre, oxigénio e bismuto estdo homogeneamente distribuidos ao longo de toda
a superficie dos materiais, em todas as amostras.

Quantificando as emissdes, observa-se uma razao atdémica Bi:Cu igual a 2:1,2 para
o CBO puro e 2:2,2 para a heterojuncao HJ-E. Isso mostra que, de fato, ha uma quantidade
maior de Cobre na heterojungdo quando em comparagao com a amostra pura, e a mesma
€ préxima da relacao estequiométrica esperada.

Observando ainda as imagens obtidas pela técnica EDS, observa-se uma concen-
tracdo ainda maior de Cobre quando a regido selecionada sao os pequenos nanopara-
lelepipedos na superficie dos nanotubos da amostra HJ-E. Isto indica que essas partes
menores sao formadas quase que exclusivamente de nanoparticulas de CuO, o que é
confirmado pela andlise do DRX. Na amostra HJ-E, observa-se um contato melhor entre os
dois semicondutores, formando uma heterojuncédo semicondutora que favorece a separacao
de cargas e dificulta muito a recombinacao dos pares elétrons-buraco.
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Figura 14 — Imagens EDS das amostras. (a) e (b): CBO puro; (c) e (d): Heterojungao CBO/CuO
(Amostra HJ-E).

a) _ _ ~b)

Fonte: LNNA - UFMS

5.1.2 Difracdo de Raio-X (DRX)

Para determinar a estrutura cristalina dos materiais, a Figura 15 mostra os difrato-
gramas para o CuO (a), HJ-C (b), HJ-E (c) CBO (d). CuO apresentou fase monoclinica
(grupo espacial C2/c codigo ICSD N? 29-1387), sem sinal de outras impurezas cristalinas.
O padréo de difragdo do CBO concorda com a fase tetragonal do CuBi,O,4(grupo espacial
P4/ncc, cédigo ICSD N° 01-072-0493).

Para as heterojungdes, conseguimos observar uma mistura dos padrées das fases
cristalinas de CuO e CuBi,0,4. Observa-se também na Figura 15 que ha picos mais intensos
(linhas pontilhadas) correspondentes ao CuO na amostra HJ-C, quando em comparagao
com a amostra HJ-E, explicado pelo excesso de CuO induzido na etapa de sintese. (NO-

GUEIRA et al., 2019)
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Figura 15 — Difratogramas de Raio-X (DRX) dos materiais utilizados.

CuO

CBO
A

. — .
15 20 25 30 35 40 45 50 &5 BO B5 70
26 (°)

Fonte: autor

5.2 Caracterizacao optica dos materiais
5.2.1 Espectros de Absorcao UV-Vis

Para avaliar a capacidade de interagir com a luz dos nhanomateriais, € necessario
verificar a absorgéo luminosa por comprimento de onda que os mesmos apresentam. Para
isso, foi utilizada a técnica de espectroscopia de absorgao UV-Vis, avaliando a interagao
desse tipo de radiacdo com a amostra em solucdo. Os espectros dos quatro materiais
utilizados estéo apresentados na Figura 16.



Capitulo 5. Resultados e Discussao 36

Figura 16 — Espectros de absor¢cao UV-Vis das amostras estudadas.
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Fonte: autor

Podemos observar que todas as amostras apresentam absor¢do na regido do
ultravioleta-visivel. As amostras, em geral, apresentam maior absorgao para ondas mais
energéticas, como as de cor azul (450 nm) e violeta (abaixo de 400 nm).

Como os ensaios bioldgicos foram feitos com luz azul (450 nm), podemos observar
gue as amostras CuO e CBO sao aquelas que possuem maior absorbancia. Isso quer dizer
que uma quantidade maior de fétons sdo absorvidas por essas amostras. Os espectros
observados das amostras CuO e CBO confirmam os encontrados na literatura. (WANG et
al., 2002) (EL-TRASS et al., 2012)(HAHN et al., 2012).

Podemos observar também que as amostras HJ-E e HJ-C possuem uma interagao
similar com a luz para comprimentos de onda inferiores a 400 nm. No entanto, nota-se uma
maior absor¢ao na regido de 500 a 800 nm por parte da amostra HJ-E.

5.3 Avaliacao do potencial téxico e citotéxico
5.3.1 Ensaios de producéo de EROs

Nesse ensaio, avaliamos a producao de espécies reativas de oxigénio dos nanoma-
teriais através da obtencao da técnica de fluorescéncia de um derivado da sonda DCFH-DA.
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Os espectros obtidos concordam com a literatura para ensaios desse tipo. Nas Figuras 17 a
20 vemos os espectros de fluorescéncia do ensaio para cada uma das amostras estudadas.
As setas azuis indicam o comprimento de onda de 525 nm, que é o pico da fluorescéncia
de acordo com a literatura. (GOMES; FERNANDES; LIMA, 2005).

Figura 17 — Espectros de fluorescéncia do ensaio de ERO com DCFH-DA para a amostra CuO.
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Fonte: autor
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Figura 18 — Espectros de fluorescéncia do ensaio de ERO com DCFH-DA para a amostra CBO.
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Fonte: autor



Capitulo 5. Resultados e Discussao

Figura 19 — Espectros de fluorescéncia do ensaio de ERO com DCFH-DA para a amostra HJ-E.
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Fonte: autor
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Figura 20 — Espectros de fluorescéncia do ensaio de ERO com DCFH-DA para a amostra HJ-C.
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Fonte: autor

A Figura 21 mostra a evolugao temporal dos picos de fluorescéncia da solugéo (em
525 nm) com cada uma das quatro amostras usadas no experimento. Nos 10 primeiros
minutos, as amostras ndo foram expostas a radiacao, o que mostra que o efeito de produgéao
de EROs séo dependentes da irradiacao.
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Figura 21 — Este grafico mostra a evolucao dos picos de fluorescéncia em 525 nm em func¢ao do
tempo de exposicao a luz. Nos primeiros 10 minutos, as amostras permaneceram sem

irradiacao.
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Fonte: autor

Conseguimos perceber que a evolugao das amostras CuO e as heterojungdes HJ-E
e HJ-C ocorrem de maneira bem semelhante, atingindo seu pico em torno de 7 e 8 minutos
apos o inicio da irradiacdo. No entanto, a amostra CBO tem uma dindmica mais lenta,
porém, mais estavel. Cabe ressaltar que a diminuigdo dos picos de fluorescéncia esta
relacionada com o consumo total da espécie fluorecente, o DCF produzido apds a interacao
do DCFH-DA com as EROs produzidas pelos nhanomateriais, indicando que o mesmo foi
degradado (ou fotodegradado) apdés um determinado tempo depois de sua formacao.

5.3.2 Liberacao de ions
Para avaliar o potencial de toxicidade de nanoestruturas via liberagao de ions, foi

avaliado a liberagao dos ions Cu e Bi em solugcdo aquosa por meio do experimento de
dialise e os ions liberados foram quantificado pelas analises de ICP-OES conforme descrito

na secao 4.4. Para os ions de Bismuto, o resultado esta apresentado na tabela 3.
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Tabela 3 — Liberacéo de ions de Bismuto em 48h.

Concentracao Concentragao % i
Amostras . 99 inicial deions ., Desvio
liberada de (ppm) liberada Padrao
ions (ppm) PP
HJ-C 0,1467 100 0,1467% 0,003
HJ-E 0,0398 100 0,0398% 0,006
CBO 0,0329 100 0,0329% 0,003

Fonte: autor

Podemos notar dos resultados, que a liberagdo de ions das amostras € inferior
a 0,2% em todas as amostras que contém Bismuto, 0 que sugere que quaisquer efeitos
citotoxicos decorrentes dessas liberagdes tem efeitos relevantes em torno de 50 ppm (LUO
et al., 2012). Podemos notar, também, que a emisséo de liberacao de ions de HJ-C foi
significativamente superior as das demais amostras, para um limite de confiabilidade de p
< 0,05.

Para os ions de Cobre, a liberacdo pode ser observada na tabela 4.
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Tabela 4 — Liberacao de ions de Cobre em 48h.

Amostras Concentracao .Cc.Jr?centre}gao %o Desvio
) inicial de ions .
liberada de (ppm) liberada  Padrio
ions (ppm) PP
Cu0 0,1020 100 0,1020% 0,001
HJ-C 0,0924 100 0,0924% 0,001
HJ-E 0,0312 100 0.0312%  0,0001
CBO 0,101 100 0,1101%  0,0007

Fonte: autor

Observamos também uma liberagdo proxima de 0,1% de ions de Cobre, 0 que
mostra que, em 48h, a liberacao de ions ndao tem um papel principal no mecanismo de
inativacao das bactérias, tendo em vista que poucos ions sao liberados em solucdo. Apesar
dessa baixa liberagcdo, comparativamente entre as amostras, a amostra HJ-E apresentou
valores ainda menores em relacdo aos demais, o que demonstra que o potencial téxico por
liberagao de ions dessa amostra é ainda menos intenso.

No entanto, cabe ressaltar que ainda podemos ter um efeito quimico caso as
bactérias se adsorvam na superficie dos materiais, causando transferéncias eletrénicas
sem que haja, necessariamente, a emissao de ions toxicos.

5.4 Ensaios bioldgicos

Nestes ensaios, avaliamos a capacidade dos materiais em promover a inibicdo
do crescimento de bactérias Gram-positiva (Staphylococcus aureus) e Gram-negativa
(Escherichia coli) na auséncia da luz e sob irradiagcao luminosa, determinando assim suas
potenciais atividades antimicrobiana e fotoantimicrobiana, respectivamente.
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5.4.1 Ensaios com Saureus

As Figuras 22 e 23 apresenta imagens representativas, em placa de Petri, das UFC
da S. aureus quando submetidas aos nanomaterias na auséncia e presenca da irradiacao
da luz azul. Os resultados demonstram que apenas a luz azul ja induz uma redugao do
crescimento bacteriano. Todavia, nota-se também que as nanoestruturadas CuO, HJ-E
e HJ-C apresentaram acgdes fotoantimicrobiana induzindo uma inibicdo de crescimento
maior do que o grupo submetido somente a luz. Com respeito as amostras nao irradiadas,
os resultados revelaram que elas se comportam de modo semelhante ao controle (H,0),
sugerindo que nao ha efeito de inibicdo do crescimento das bactérias promovido pelos
nanomateriais na auséncia da luz, ou seja, nao foram bactericidas na concentragao testada.

Figura 22 — Imagem ilustrativa do crescimento das amostras irradiadas. Os rétulos correspondentes
séo: Cuo (a), HJ-E (b), HJ-C (c), CBO (d) e HO (e)

Fonte: autor
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Figura 23 — Imagem ilustrativa do crescimento das amostras nao irradiadas. Os rétulos
correspondentes sao: Cuo (a), HJ-E (b), HJ-C (c), CBO (d) e HO (e).

Fonte: autor

Na Figura 24, podemos observar os dados de UFC/mL de cada uma das amostras,
tanto das amostras irradiadas, quanto das nao irradiadas, em média, bem como seus des-
vios padrdes. Notamos que 3 das 4 amostras irradiadas que continham os nanomateriais
apresentaram, em média, um crescimento bacteriano menor, evidenciando um efeito bacte-
riostatico decorrente da ativagdo do mecanismo fotodinadmico, uma vez que esse efeito foi
mais evidente na presenca de luz. A amostra CBO foi a Unica que nao apresentou diferenga

significativa em relacao ao controle. Isso pode ser justificado pela liberagdo mais lenta de
EROs como evidenciado na se¢ao 5.3.1
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Figura 24 — Contagem de UFC/mL de S. aureus submetidas aos hanomateriais ha presenca e
auséncia da luz azul.
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Fonte: autor

Para verificar se ha diferenciacao estatistica entre as amostras irradiadas e o con-
trole (H,O), foi executado o Teste-T em pares. Na Figura 25 podemos ver os resultados
obtidos desta andlise, com escala logaritmica. As amostras que apresentaram significativa

1330

diferenciacéo estatistica estéo representadas com “*”.
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Figura 25 — Valores médios das UFC/mL de S. aureus submetidas aos nanomaterias na presenca de
irradiacao da luz azul. As amostras com “*” sao aquelas que apresentam significativa
diferenciacao estatistica em relagdo ao controle seguindo o Teste-T para p < 0,05.
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Fonte: autor

Podemos observar, entdo, que das quatro amostras utilizadas, apenas a amostra
CBO néo apresentou um efeito fotobacteriostatico significativamente relevante em relagao
aquele induzido pelos fluoréforos enddgenos das proprias bactérias S. aureus.

As amostras CuO e HJ-E foram as que apresentaram melhores efeitos bacteriostati-
cos promovidos pela luz, tendo um crescimento menor das colbénias. No entanto, entre si,
nao ha significativas diferencas estatisticas entre as amostras, feito o Teste-t .

Para verificar se o efeito € dependente da ac¢ao da luz, bem como identificar possiveis
mecanismos de inativacdo bacteriana nao induzidos por processos fotodinadmicos, verifica-
se o0 desenvolvimento das bactérias sem que sejam submetidas a acao da luz. Na Figura
26 Vemos o resultado do ensaio em escala logaritmica para a contagem de UFC/mL que se
desenvolveram.



Capitulo 5. Resultados e Discussao 48

Figura 26 — Valores médios das UFC/mL de S. aureus nao irradiadas. Nao houve significativa
diferenca estatistica entre nenhuma das amostras, feito o Teste-t.
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Fonte: autor

Ao realizar o Teste-t comparando as amostras CBO, CuO, HJ-E e HJ-C com o
controle H,O, verificou-se que, em um raio de confianca de p < 0,05, ndo ha diferenciacao
estatistica entre as amostras e o grupo controle. Este resultado nos diz que os efeitos
quimicos induzidos pelas nanoparticulas que nao sao iniciados pela luz tém um efeito
desprezivel, concordante com o resultado do ensaio de liberacao de ions.

A fim de verificar um efeito temporal pds-irradiagdo, tanto as amostras irradiadas
quanto nao irradiadas foram submetidas a um segundo plaqueamento, realizado 24h apos
o fim do processo de irradiagéo. Os resultados podem ser observados nas Figuras 27 e 28.
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Figura 27 — Amostras com S. aureus irradiadas e plaqueadas 24h apds a irradiacao. Os rétulos
correspondentes sao: CBO (a), CuO (b), HJ-C (c), HJ-E (d), HO (e).

Fonte: autor
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Figura 28 — Amostras com S. aureus nao-irradiadas e plaqueadas 24h apds a dispersao dos
nanomateriais. Os rétulos correspondentes sdao: CBO (a), CuO (b), HJ-C (c), HJ-E (d), HO
(e).

Fonte: autor

Observando a Figura 27, vemos que houve um efeito bactericida por parte de todos
0s nanomateriais, e inclusive da acao exclusiva da luz, uma vez que a amostra controle
também foi inativada. A Figura 28, por sua vez, mostra que esse efeito bactericida &
parcialmente quimico, uma vez que houve crescimento de todas as amostras, crescimento
este visualmente menor do que as da amostra controle. Nas figuras 29, 30 e 31, podemos
observar os graficos correspondentes.
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Figura 29 — Contagem de UFC/mL de S. aureus submetidas aos hanomateriais ha presenca e
auséncia da luz azul, plaqueadas 24h apos o dano da irradiacao.
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Na figura 29, vemos comparativamente os valores de UFC’s por mL de solucao de
bactérias plaqueadas ap6s 24h da irradiacdo. Notamos que comparativamente, as amos-
tras irradiadas apresentaram crescimento diminuido, confirmando o efeito bacteriostatico
observado na figura 27.
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Figura 30 — Valores médios das UFC/mL de S. aureus submetidas aos nanomaterias na presenca de
irradiacao da luz azul, plaqueadas 24h apds o dano da irradiagao.
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Fonte: autor

Analisando a figura 30, vemos a confirmacao do efeito bactericida sob essas con-
dicdes em relagdo ao controle. Todas as amostras sdo significativamente diferentes do
controle, exceto a amostra CuO, que nao apresentou diferencga significativa.
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Figura 31 — Valores médios das UFC/mL de S. aureus nao irradiadas, plaqueadas 24 horas apos o
dano da irradiacao. Nao houve significativa diferenca estatistica entre nenhuma das
amostras, feito o Teste-t.
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Fonte: autor

Na figura 31, vemos que mesmo com o plaqueamento 24h apés a irradiagao, nao
houve significativa diferenga entra o uso das amostras e o controle. O que evidencia uma
baixa atividade quimica nao induzida opticamente para as quatro amostras testadas. Mais
uma vez, esse resultado corrobora que o efeito bactericida é condicionado a presenca da
irradiacao.

5.4.2 Ensaios com Ecoli

As Figuras 32 e 33 apresentam imagens representativas, em placa de Petri, das
UFC da E. coli quando submetidas aos nanomaterias na auséncia e presencga da irradiacao
da luz azul.
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Figura 32 — Imagem ilustrativa do crescimento das amostras de E. coli irradiadas. Os rotulos
correspondentes sao: HO (a), CuO (b), HJ-C (c), CBO (d) e HJ-E (e).

Fonte: autor
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Figura 33 — Imagem ilustrativa do crescimento das amostras de E. coli ndo-irradiadas. Os roétulos
correspondentes sao: HO (a), CBO (b), HJ-E (c), HJ-C (d) e CuO (e).

Fonte: autor

Na figura 34 é apresentado os valores das contagens de UFC/mL das amostras.
Nessa vista inicial, podemos comparar as colunas azuladas e observamos que quantitativa-
mente, a maioria das amostras apresentou um desenvolvimento bacteriano ligeiramente
facilitado pelo uso dos nanomateriais, exceto pela amostra HJ-C.
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Figura 34 — Valores médios das UFC/mL de E. coli submetidas aos nanomaterias na auséncia e
presenca de irradiacédo da luz azul.
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Ao compararmos as amostras nao irradiadas, por sua vez, percebemos que a maioria
das amostras apresentou valores médios ligeiramente inferiores no que diz respeito ao
numero de col6nias que se formaram. Nas secbes seguintes, mais detalhes sdo explorados.

A Figura 35 apresenta o niumero médio de UFC/mL da E. coli submetidas as nano-
estruturas na presenca de irradiacdo. Ao realizar o teste-T simples, constatou-se que nao
h& diferenca significativa entre as amostras e o controle (H,O) para p > 0,05. Isso significa
que, apesar a observagao de uma tendéncia no aumento dos valores médios das UFC/mL
das bactérias irradiadas na presenca dos nanomateriais, quando comparado com 0 grupo
controle (H,0), essa diferenca néao foi estatisticamente significativa.
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Figura 35 — UFC/mL das amostras irradiadas. Ao realizar o teste-T simples, percebemos que para p
< 0,05 nao ha diferenciacao estatistica significativa entre as amostras e o controle.
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Fonte: autor

Dessa forma, com as condigbes empregadas, ndao houve efeito bacteriostatico com
plagueamento imediato para nenhum dos 4 nanomateriais empregados. No entanto, foi
realizado também um plaqueamento 24 horas apos a irradiagao. Esse plaqueamento visava
avaliar se, apos a exposigao a luz, as EROs produzidas foram suficientes, em uma escala de
tempo maior, para inibir o crescimento das bactérias em solugdo. Constatou-se que em todas
as amostras, as colonias foram capazes de se recuperar, exceto aquelas expostas a amostra
HJ-C. Assim sendo, sob essas condigdes, podemos afirmar que um efeito prolongado das
EROs.

Ao avaliar o grupo néo irradiado, nota-se que todos se comportam quantitativamente
de forma semelhante. O Teste-t, no entanto, mostra que sé ha diferenca significativa da
amostra CuO em relagé@o ao controle. Assim sendo, podemos afirmar que ela apresenta um
efeito ligeiramente toxico para a E. coli em solugéao, sem a necessidade de irradiacdo. Esse
efeito, no entanto, esta longe de ser suficiente para o controle populacional das coldnias,
conforme evidenciado na Figura 36.
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Figura 36 — O grafico de colunas mostra a quantidade de unidades formadoras de col6nia que
se estabeleceram apos o plaqueamento das amostras nao irradiadas. Em relacao ao
controle, apenas a amostra CuO (marcada com “*”’) mostrou-se
significativamente diferente para p < 0,05.
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Fonte: autor

Para verificar se houve um efeito inibidor de crescimento ao longo do tempo, também
foi feito um plaqueamento 24h apds a irradiagdo das bactérias. O resultado pode ser
observado nas Figuras 37 e 38.
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Figura 37 — Amostras com E. coli irradiadas e plaqueadas 24h apos a irradiacédo. Os rétulos
correspondentes sao: H20 (a), HJ-C (b), CBO (c), CuO (d), HJ-E (e).

Fonte: autor
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Figura 38 — Amostras com E. coli ndo irradiadas, mas plaqueadas 24h apods a dispersao dos
nanomateriais. Os rétulos correspondentes sao: H20 (a), HJ-C (b), CBO (c), CuO (d),
HJ-E (e).

Fonte: autor

Observando a Figura 37, vemos que houve um efeito bactericida da amostra HJ-C
para essas condi¢ces experimentais, enquanto as demais tiveram um crescimento normal.
A Figura 38 confirma que esse efeito foi desencadeado pela irradiagao prévia, o que nos
permite afirmar que o mecanismo fotodindmico é crucial para inativar as bactérias. No
entanto, mais experimentos precisam ser feitos para relacionar também o efeito quimico
com o que foi observado, uma vez que HJ-C também foi a amostra que apresentou maior
liberacao de ions de Cu em relagdo as demais. A Figura 39 mostra o grafico de barras
referente as amostras irradiadas plaqueadas 24h apés a irradiagao.
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Figura 39 — UFC/mL das amostras irradiadas e plaqueadas 24h apds a irradiacdo. Ao realizar o
teste-T simples, percebemos que para p < 0,05 nao ha diferenciagao estatistica
significativa entre as amostras e o controle, exceto para a amostra HJ-C, que apresentou
efeito bactericida.
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Fonte: autor

Por fim, a Figura 40 mostra o gréafico de barras referente as amostras nao irradiadas
plaqueadas com 24h. Podemos observar que, nessas condi¢des, apenas as amostra HJ-C
nao apresenta diferenga significativa em relagao ao controle. Isso significa que o efeito
quimico prejudica o crescimento das bactérias nas amostras, mas para a amostra HJ-C,
esses efeitos ndo séo suficientes para inibir o crescimento das cepas.



Capitulo 5. Resultados e Discussao 62

Figura 40 — UFC/mL das amostras nao irradiadas e plaqueadas 24h apds a submissao aos
nanomateriais. Ao realizar o teste-T simples, percebemos que para p < 0,05 ha
diferenciacao estatistica significativa entre as amostras e o controle, exceto para a
amostra HJ-C, que apresentou indiferenca.
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Fonte: autor

5.5 Avaliacao dos mecanismos de toxicidade dos nanomateriais

O estudo realizado demonstrou a possibilidade de se utilizar nanomateriais a base
de Bismutato de Cobre e Oxido de Cobre e suas heterojuncées como fotossensibilizadores
na inativagdo de bactérias S. aureus. Das quatro amostras utilizadas no estudo, trés delas
apresentaram potencial bacteriostatico nas condigdes de irradiacdo e concentracdes desem-
penhadas. Com uma acao em solugao de 24 horas, um segundo plaqueamento mostrou que
todas as amostras, inclusive a amostra controle, apresentaram efeito bactericida. Portanto,
as amostras ndo sao eficazes para um combate bactericida nas condi¢des testadas.

Quanto a acado em bactérias Gram-negativas, vimos que nenhum dos materiais
empregados apresentou efeito bacteriostatico em condi¢des de irradiagéo e plaqueamento
iniciais. No entanto, com uma agao prolongada em solugao e com um segundo plaquea-
mento de 24 horas apds a irradiacao, a amostra HJ-C apresentou propriedade bactericida,
neutralizando 100% do crescimento das coldnias.

O ensaio de liberacao de ions e o ensaio biolégico do grupo nao irradiado demons-
traram que mecanismos induzidos por efeitos ndo irradiados ndo tém predominéancia nos



Capitulo 5. Resultados e Discussao 63

mecanismos de inativacdo das bactérias, sendo a luz azul fator determinante para se
obter tal efeito. A amostra que apresentou melhores resultados como fotoinativadores foi
a amostra que melhor e mais rapidamente produziu EROs, a amostra HJ-C. Do mesmo
modo, a amostra que apresentou menor rapidez na produgao das EROs, junto com um
sinal menos intenso no ensaio de EROs, a amostra CBO, resultou também em um efeito
fotobacteriostatico menos potente.

Analisando a estrutura de bandas dos materiais, conseguimos identificar que prova-
velmente a espécie reativa produzida é a hidroxila radical (OHe), produzida via peréxido de
hidrogénio (H,0O5).

A caracterizagao fotofisica dos materiais nos possibilitou observar que suas ativa-
coes fotodindmicas podem ser feitas por luz visivel em 450 nm (Luz azul), bem como nos
possibilitou inferir a respeito dos mecanismos que essa radiacao induziria ao interagir com
os nanomateriais, produzindo ERO, consequentemente o estresse oxidativo necessario
para a inibigdo do crescimento das colénias bacterianas.

No que tange ao formato e tamanho dos materiais empregados, a analise da
literatura e dos resultados experimentais nos leva a concluir que nao séo ideais, e muito
provavelmente, dado que ja apresentaram algumas propriedades fotoantimicrobianas e
antimicrobianos, uma composicao semelhante com uma geometria que permite uma area
superficial maior, talvez produzisse resultados mais consistentes.
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6 CONCLUSAO

Podemos concluir que os nanomateriais compostos de Oxido de Cobre e Bismutato
de Cobre apresentaram propriedades antimicrobianas e fotoantimicrobianas sob algumas
condigbes experimentais. A amostra HJ-C, por exemplo, foi capaz de inibir totalmente o
crescimento de cepas de E. coli a concentragdo de 50 ppm, com uma irradiagdo de 1h30
com luz azul (450 nm) e uma Poténcia de 8,3 mW/cm?, 24 horas apds a acao da luz.
Outros materiais apresentaram, também, algumas propriedades bacteriostaticas sob outras
condi¢des, como quando as bactérias sdo plagueadas imediatamente apds a irradiagao.
Todos os materiais, (inclusive a luz exclusivamente) foram capazes de inativar cepas de S.
aureus sob as mesmas condi¢des em que E. coli foi inativada por HJ-C. Podemos observar
boa correlagdo entre a producéao rapida e eficiente de EROs com os efeitos biolégicos
observados, e ainda também vimos relacdes entre a liberacdo de ions toxicos e esse
potencial inativador. Todo o conjunto de informagdes levantados pelo estudo mostram que
0s materiais aqui analisados, bem como o entendimento dos mecanismos que levaram
aos efeitos observados sdo cruciais para explorar a aplicabilidade dos mesmos como
fotossensibilizadores em técnicas de controle fotodindmico de bactérias.
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