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RESUMO

A Terapia Fotodindmica (TFD) é uma abordagem promissora contra infeccGes bacterianas,
baseada na interacdo entre um fotossensibilizador (FS), luz e oxigénio molecular. A
inativacdo fotodindmica (IFD) é uma estratégia eficaz contra microrganismos patogénicos,
diferenciando-se da TFD pelo contexto de aplicagdo. Entre os FSs destaca-se o azul de
metileno (AM), um corante catidnico e lipofilico. Para aumentar a eficiéncia do efeito
fotodindmico dos FS, destacam-se as nanoparticulas metélicas. As nanoparticulas de prata
(AgNPs) sdo conhecidas por sua acdo antibacteriana e antifungica, alem da propriedade de
ressonancia de plasmons de superficie (RPS), que permite a intensificacdo de sinais opticos na
interface. A resisténcia a mdltiplos medicamentos (MDR) em patdégenos nosocomiais do
grupo ESKAPE tem aumentado gradualmente. Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa sdo especialmente relevantes e persistentes em infecgdes bacterianas, com
diversos mecanismos de resisténcia que dificultam o tratamento eficaz. O objetivo geral deste
estudo foi desenvolver hidrogéis AM/AgNPr e avaliar seu uso na IFD de bactérias
patogénicas. As AgNPr foram escolhidas por sua banda de plasmon em maior proximidade
com o perfil espectral de absorbancia do azul de metileno, a AQNPr1 possui Amax em 642 nm, e
a AgNPr2 possui Amax em 671 nm. O potencial Zeta da AgNPr. mostrou valores muito
negativos, como ¢ = - 46,7 £ 15 mV, indicando grande estabilidade coloidal. Atraves da
microscopia eletronica de transmissao foi possivel determinar o didmetro médio das AgNPr; e
AgNPr2, 18 £ 5 nm e 25 £ 10 nm respectivamente, e espessura média de 4 + 1 nm. Os
resultados da caracterizacdo Optica das AM/AgNPr revelam diferencas significativas em
comparagdo ao azul de metileno isolado. O FTIR demonstra a associacdo eficaz das
moléculas de AM as AgNPr. Os hidrogéis desenvolvidos apresentaram estabilidade
macroscépica ao longo do tempo, sem separacdo de fases, mesmo apds a incorporacdo dos
FSs. A maior producdo de EROs pelo AM/AgNPr em comparacdo ao AM isolado destaca a
importancia da interagdo entre fotossensibilizadores e nanoparticulas metalicas. Os hidrogéis
com AM e AM/AgNPr inativam S. aureus eficazmente em concentracdes de 25 e 50 umol.L*
com uma dose de luz de 2,08 J.em? em 120 segundos. Especificamente, os hidrogéis de
AM/AgNPr inativam P. aeruginosa nas mesmas condi¢cdes. A combinacdo AM/AgNPr
aumenta a producdo de EROS e consegue inativar bactérias resistentes como P. aeruginosa,

diferente do AM isolado que néo foi efetivo, resultando em inativagdo mais eficiente.

PALAVRAS CHAVE: inativacdo fotodindmica, azul de metileno, nanoparticulas de prata.



ABSTRACT

Photodynamic Therapy (PDT) is a promising approach against bacterial infections, based on
the interaction between a photosensitizer (PS), light, and molecular oxygen. Photodynamic
inactivation (PDI) is an effective strategy against pathogenic microorganisms, differing from
PDT in its application context. Among the PSs, methylene blue (MB) stands out as a cationic
and lipophilic dye. To enhance the efficiency of the photodynamic effect of PSs, metallic
nanoparticles are noteworthy. Silver nanoprisms (AgNPr) are known for their antibacterial
and antifungal action, as well as the property of surface plasmon resonance (SPR), which
allows for the intensification of optical signals at the interface. Multidrug resistance (MDR) in
nosocomial pathogens of the ESKAPE group has gradually increased. Staphylococcus aureus
and Pseudomonas aeruginosa are especially relevant and persistent in bacterial infections,
with various resistance mechanisms that complicate effective treatment. The general objective
of this study was to develop MB/AgNPr hydrogels and evaluate their use in the PDI of
pathogenic bacteria. AgQNPr were chosen for their plasmon band in closer proximity to the
absorbance spectral profile of methylene blue; AgNPr1 has Amax at 642 nm, and AgNPr. has
Amax @t 671 nm. The zeta potential of AgNPr. showed very negative values, such as { = - 46.7
+ 15 mV, indicating great colloidal stability. Through transmission electron microscopy, it
was possible to determine the average diameter of AgNPr: and AgNPrz, 18 £ 5 nm and 25 +
10 nm respectively, and an average thickness of 4 = 1 nm. The optical characterization results
of MB/AgNPr reveal significant differences compared to isolated methylene blue. FTIR
demonstrates the effective association of MB molecules with AgNPr. The developed
hydrogels showed macroscopic stability over time, without phase separation, even after the
incorporation of PSs. The higher production of ROS by MB/AgNPr compared to isolated MB
highlights the importance of the interaction between photosensitizers and metallic
nanoparticles. Hydrogels with MB and MB/AgNPr effectively inactivate S. aureus at
concentrations of 25 and 50 umol.L™? with a light dose of 2.08 J.cm™ in 120 seconds.
Specifically, MB/AgNPr hydrogels inactivate P. aeruginosa under the same conditions. The
combination of MB/AgNPr increases ROS production and can inactivate resistant bacteria
such as P. aeruginosa, unlike isolated MB, which was not effective, resulting in more

efficient inactivation.

KEYWORDS: photodynamic inactivation, methylene blue, silver nanoparticles.
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1. INTRODUCAO

A Terapia Fotodindmica (TFD) é uma técnica promissora para o tratamento de
diversas doencgas, que utiliza moléculas fotossensiveis, também conhecidas como
fotossensibilizadores (FS), em combinacdo com uma fonte de luz e oxigénio molecular
presente no meio celular. A interacdo entre o FS e 0 oxigénio resulta na geracdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs), as quais sdo altamente toxicas e promovem a morte celular no

alvo especifico (Jesus et al., 2018).

Atualmente, a acdo fotodindmica vem sendo utilizada como uma estratégia para
aniquilar cepas bacterianas resistentes, numa variacdo que é denominada inativacdo
fotodindmica (IFD). Ja se tem relatos de aplicacdo para o tratamento de infec¢des localizadas
superficiais, como as que ocorrem na pele e na cavidade oral, e bons resultados foram obtidos
contra uma ampla faixa de micro-organismos resistentes a antibioticos, o que lanca a terapia
como uma forma alternativa menos invasiva e promissora para erradicacdo de
microrganismos (Galo et al., 2020). A inativagdo fotodindmica antimicrobiana pode ser uma
alternativa interessante e consequentemente, importante na prevencao e tratamento das lesGes

cariosas, infecgdes por bactérias e leveduras.

Entre os diversos fotossensibilizadores (FS) mencionados na literatura, destaca-se o
azul de metileno (AM), um corante catidbnico com propriedades relativamente lipofilicas
(Fabio et al., 2023). Entre os varios sistemas desenvolvidos para aprimorar a eficiéncia do
efeito fotodindmico dos FSs, destacam-se o0s sistemas nanoestruturados, como as
nanoparticulas metélicas (Ribeiro et al., 2018). As nanoparticulas de prata (AgNPs) sdo
amplamente reconhecidas na literatura devido a sua acdo antibacteriana e antifungica, além de
possuirem a propriedade de ressonancia plasménica de superficie (RPS), o que favorece seu
uso em aplicacdes de intensificacdo de sinais Opticos na interface (Li et al., 2019). Portanto, a
combinacdo do azul de metileno com nanoparticulas de prata (AM/AgNPs) apresenta um
enorme potencial para o desenvolvimento de novos sistemas terapéuticos baseados na terapia

fotodinamica.

A escolha de hidrogéis como matriz para a incorporacao dos conjugados AM/AgNPs
¢ motivada por diversas vantagens inerentes a esses materiais. Hidrogéis sdo redes

tridimensionais de polimeros que podem absorver grandes quantidades de agua, conferindo-
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Ihes uma consisténcia semelhante a de tecidos bioldgicos (M. et al., 2021). Essa propriedade
torna os hidrogéis altamente biocompativeis e adequados para aplica¢fes farmacéuticas. Além
disso, a estrutura porosa dos hidrogéis permite uma liberacdo controlada e sustentada dos
agentes terapéuticos (Cascone; Lamberti, 2020), o que pode aumentar a eficacia do tratamento
fotodindmico ao garantir que o fotossensibilizador e as nanoparticulas permanecam no local
da infeccéo por periodos prolongados. A capacidade dos hidrogéis de formar filmes aderentes
e flexiveis facilita a aplicacdo tdpica em superficies irregulares, como feridas ou lesdes na

pele, assegurando uma cobertura uniforme e eficaz do agente terapéutico (Firlar et al., 2022).

A capacidade das nanoparticulas de prata de intensificar os sinais Opticos e a acao
antibacteriana do azul de metileno pode levar a tratamentos mais eficazes e direcionados
contra infeccOes bacterianas resistentes. Dada a crescente preocupacdo com a resisténcia aos
antibioticos, a inativacdo fotodindmica (IFD) surge como uma alternativa promissora e menos
invasiva para a erradicacao de microrganismos patogénicos. Neste contexto, o presente estudo
tem como objetivo principal desenvolver hidrogéis contendo conjugados de nanoprismas de
prata/azul de metileno e avaliar sua eficacia na inativacdo fotodindmica de bactérias

patogénicas.
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OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Desenvolver hidrogéis contendo sistemas entre nanoprismas de prata/azul de

metileno e avaliar seu uso na inativacdo fotodinamica de bactérias patogénicas.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

*

*

Preparar nanoprismas de prata por via coloidal;

Montar sistemas com o fotossensibilizador azul de metileno e os nanoprismas de

prata;
Desenvolver hidrogeéis poliméricos incorporados com os sistemas AM/AgNPr obtidos;

Caracterizar os sistemas obtidos utilizando metodologias analiticas, como
espectroscopia eletrdnica na regido UV-Vis, espectroscopia de emissdo e
fluorescéncia, espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier FTIR,

microscopia eletronica de transmissdo (MET), potencial zeta;

Utilizar a técnica de IFD in vitro para avaliar o potencial dos conjugados incorporados
em gel frente a Staphylococcus aureus NCTC® 12973 e Pseudomonas aeruginosa
NCTC® 12903.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. TERAPIA FOTODINAMICA

A Terapia Fotodinamica (TFD) emerge como uma promissora abordagem terapéutica
para o tratamento de uma variedade de condi¢cBes médicas, incluindo infeccdes bacterianas
(Law; Leung; Xu, 2023). Fundamentada na interagdo entre um fotossensibilizador, luz e
oxigénio molecular, a TFD oferece uma alternativa vidvel e eficaz aos tratamentos
convencionais (Correia et al., 2021). O principio basico subjacente a TFD envolve a
administracdo de um fotossensibilizador que, quando ativado por uma fonte de luz adequada,
gera espécies reativas de oxigénio, como o oxigénio singleto e o radical hidroxila (Younis et
al., 2021). Essas espécies altamente reativas sdo capazes de induzir danos irreversiveis as
estruturas celulares, resultando na morte seletiva de microrganismos patogénicos, sem causar

danos significativos aos tecidos circundantes (Caruso et al., 2021).

A eficécia da TFD reside na capacidade dos fotossensibilizadores em seletivamente
acumular nas células-alvo, juntamente com a precisdo de direcionar a luz para a regiao afetada
(Gunaydin; Gedik; Ayan, 2021). Entretanto, a luz ndo consegue penetrar além de alguns
milimetros de tecido (Stolik et al., 2000), o que limita o potencial terapéutico a doencas
cutaneas superficiais. A Figura 1 (a) ilustra as limitacdes e estratégias para uma melhor TFD
(b) mostra o potencial de penetracdo da luz visivel na pele, a maior penetracdo é alcancada

pelo infravermelho proximo do inglés Near-Infrared (NIR) em A ~ 800nm.

Dentre os diversos fotossensibilizadores utilizados na TFD, o azul de metileno
emerge como um candidato proeminente devido a sua capacidade de absorver eficientemente
luz na faixa visivel do espectro e sua relativa baixa toxicidade (Linger; Lancel; Port, 2023).
No entanto, € importante destacar que o desempenho terapéutico do azul de metileno pode ser
influenciado pela formagdo de aglomerados em soluges aquosas, 0 que pode afetar sua
capacidade de gerar espécies reativas de oxigénio e, consequentemente, comprometer a
eficacia da TFD (Rodrigues et al., 2024).
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Figura 1 — (a) LimitacOes e abordagens para melhorar a TFD; (b) Penetracdo da luz

visivel na pele de acordo com seu comprimento de onda.
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Além disso, a TFD oferece uma série de vantagens sobre os tratamentos
convencionais, incluindo a capacidade de atingir microrganismos resistentes a antibidticos,
bem como a auséncia de resisténcia induzida pela terapia (Dolezych-Teister et al., 2020). A
aplicacdo da TFD abrange uma ampla gama de areas médicas, incluindo dermatologia,
oncologia, e mais recentemente, o tratamento de infec¢bes bacterianas (Clément; Winum,
2024). No entanto, desafios persistem, como a otimizacdo da formulacdo do
fotossensibilizador, a escolha adequada da fonte de luz e a compreensdo dos mecanismos de
resposta bacteriana a TFD, garantindo assim sua eficacia continua no tratamento de infec¢des

bacterianas.

3.1.1. Inativacdo Fotodinamica

A inativacdo fotodinamica (IFD) representa uma estratégia poderosa no combate a
microrganismos patogénicos, diferenciando-se da terapia fotodinamica (TFD) principalmente
pelo contexto de sua aplicagdo (Willis et al., 2021). Enquanto a TFD é um tratamento
realizado em organismos vivos, como parte do processo terapéutico para diversas condigdes
médicas, a IFD é conduzida in vitro, visando a inativacdo seletiva de microrganismos. Esta
distincdo fundamental permite uma aplicacdo mais direcionada da IFD no ambiente
laboratorial, onde é possivel estudar os efeitos do tratamento em microrganismos especificos
sob condigdes controladas. Sua aplicagdo para inativacdo de agentes patogénicos como
bactérias, fungos e virus é reconhecida como TFD antimicrobiana do inglés antimicrobial
photodynamic therapy (aPDT), inativacdo fotodindmica do inglés photodynamic inativation
(PDI), terapia antimicrobiana fotodindmica do inglés photodynamic antimicrobial
chemotherapy (PACT) ou desinfec¢do fotodindmica do inglés photodynamic desinfection
(PDDI) (Aroso et al., 2021). Recentemente, a unido de uma substancia fotossensibilizadora
com um anticorpo monoclonal que tem como alvo um antigeno presente na superficie da
celula cancerigena foi denominado fotoimunoterapia do inglés photoimunotherapy (PIT)
(Kobayashi; Choyke, 2019). Embora diferentes termos sejam utilizados em diversos campos,
0 principio do processo fotodindmico permanece o mesmo. A Figura 2 ilustra um esquema
grafico da IFD onde o conjunto da atuacdo de um fossensibilizador, oxigénio livre e uma
fonte de luz visivel promovem a producéo de espécies reativas de oxigénio do inglés Reactive
Oxygen Species (ROS), resultando na morte de virus, bactérias e fungos, quebras de biofilmes

e podendo ser utilizada na desinfecgdo de ambientes, em tratamentos in vivo e na clinica.
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Figura 2 — Esquema grafico da IFD onde o conjunto da atuagdo de um
fotossensibilizador, oxigénio e luz promovem a producdo de espécies reativas de oxigeno do
inglés Reactive Oxygen Species (ROS), promovendo a inativacdo de microrganismos

patogenos em diversas aplicacdes.

Biofilme

In vivo
Fonte: Adaptado de Aroso et al., 2021.

O processo de IFD envolve a administracdo de um fotossensibilizador ao meio de
cultura contendo os microrganismos-alvo, seguida pela exposicdo a luz de comprimento de
onda adequado. Uma vez ativado pela luz, o fotossensibilizador gera espécies reativas de
oxigénio, que atuam na oxidacdo de biomoléculas vitais nos microrganismos, resultando em
sua inativagdo (Youf et al., 2021). Esta abordagem oferece vantagens significativas na
pesquisa microbiologica, permitindo a investigacdo dos mecanismos de acdo da IFD, bem
como a avaliacdo de sua eficacia contra diferentes patogenos (Pucelik; Dabrowski, 2022). A
Figura 3 mostra o esquema de IFD proposto neste estudo, onde a associacdo do
fotossensibilizador Azul de Metileno a Nanoparticulas de Prata em meio hidrogel é utilizado

para inativar bactérias patogé€nicas por a¢do da luz vermelha no comprimento de onda A =
660nm.
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Figura 3 — Esquema ilustrando a ideia central do projeto com o nanosistema de
AM/AgNPs em Hidrogel, sob a a¢éo de luz vermelha promovendo Inativagdo Fotodindmica

»

Hidrogel + nanoconjugado IED

de bactérias patogénicas.

67 = PSSS
Ao S

88 =AM

Fonte: Grupo NanoBio/UFPE.

A eficicia da IFD ¢é influenciada por diversos fatores, incluindo a escolha do
fotossensibilizador, sua concentracdo, o regime de irradiacdo e as caracteristicas dos
microorganismos a serem tratados (Shleeva; Savitsky; Kaprelyants, 2021).
Fotossensibilizadores com maior intensidade de fluorescéncia tendem a apresentar melhor
desempenho na inativacdo de patégenos (Meerovich et al., 2023). Um dos principais atrativos
da IFD € sua capacidade de evitar o desenvolvimento de resisténcia bacteriana, pois 0s
mecanismos de acdo sdo baseados em processos fisico-quimicos que ndo estdo sujeitos as
adaptacOes genéticas que levam a resisténcia aos antibiéticos (Soares et al., 2022). Isso a
torna uma alternativa valiosa para o tratamento de infeccOes resistentes a medicamentos

convencionais.

Apesar de sua aplicacdo em ambiente laboratorial, os insights obtidos com estudos de
IFD tém implicagbes importantes para o desenvolvimento de terapias fotodindmicas mais
eficazes. Compreender os mecanismos de acdo da IFD e sua seletividade para
microorganismos patogénicos pode fornecer informacgdes valiosas para a otimizacdo de
tratamentos in vivo e a expansdo do arsenal terapéutico disponivel para o combate a infeccbes

resistentes a antibiéticos.

3.1.2. Fotossensibilizadores

Entre os diferentes Fotossensibilizadores (FS) ja relatados na literatura, temos o azul

de metileno (AM), que é um corante catiénico e relativamente lipofilico (Fabio et al., 2023).
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Tais propriedades, bem como seu baixo custo, garantem sua penetracdo nas membranas, bem
como uma atracdo por algumas organelas celulares, como a mitocondria (Taldaev et al.,
2023). Além disso, o fato de a molécula ser positiva possibilita sua ligacao tanto nas bactérias
Gram-positivas, quanto nas Gram-negativas, sendo efetivo na erradicacdo de fungos na forma
planctonica (livre) (Law; Leung; Xu, 2023). A Figura 4 mostra a estrutura molecular do Azul
de Metileno.

Figura 4 — Estrutura molecular do Azul de Metileno.

H |
_N S N

+

~

N

Cl

Fonte: Proprio autor.

Quando a luz atinge um FS, coincidente a sua regido de absorcao ocorre a transicao
de elétrons de seu estado fundamental para o estado excitado. Essa molécula pode entdo
regressar ao estado fundamental por meio de fluorescéncia, ou pode passar para outro estado,
o tripleto, e reagir com o oxigénio molecular através de duas reacdes: tipo | e tipo Il. Essas
reacOes estdo representadas no diagrama de Jablonski na Figura 5. Na primeira, temos uma
reacdo direta com o substrato e ocorre a transferéncia de elétrons, fazendo com que sejam
formados radicais livres do FS ou do oxigénio, como, o anion superdéxido (O2"), peroxido de
hidrogénio (H20.), radical alcoxila, radical peroxila e radical hidroxila (OH") (Belekov et al.,
2020). Na reacdo do tipo Il, temos um outro fenémeno, a transferéncia de energia, que ocorre
por meio da emissdo de fluorescéncia. Essa energia é transferida para o oxigénio, que passa
do estado tripleto para o singleto, que possui citotoxicidade intrinseca (Hileuskaya et al.,
2023).
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Figura 5 — Diagrama de energia de Jablonski para um agente fotossensibilizador
interagindo com luz mostrando os processos fotoquimicos possiveis de ocorrerem, com énfase

na reacao tipo | e reacdo tipo II.

| Producdode Producdode
radicais e ions oxigénio singleto
radicais e outros radicais
S, (TIPOI) (TIPOII)
T / /
. s L _ 0
Absorcao de luz Fluorescéncia fosforescéncia < Luminescence
S Y= / — 3
V2
Fotosensibilizador Oxigénio

Fonte: Grupo NanoBio/UFPE, 2022.

3.1.3. Aglomeracéo Do Azul De Metileno

A dimerizacdo do azul de metileno (AM) é um fenbmeno amplamente estudado na
guimica e bioquimica. Este processo ocorre devido a interacdes eletrostaticas e hidrofdbicas,
como interagdes m-m entre suas estruturas aromaticas, que promovem a agregacdo das
moléculas. Bettanin et al. (2007) estudou de forma tedrica a formacéo de dimeros do azul de
metileno, comparando as energias dos dimeros a energia total do monémero do AM (Figura
6.a) multiplicada por 2, e propds 4 diferentes estruturas de dimeros de AM (Figura 6.b), foi
observado que as energias dos dimeros, além de possuir valores semelhantes, apresentaram
energia de acordo com o dobro da energia do monémero de -140,4061 como mostra a Tabela
1 (Bettanin; Coutinho-Neto; Homem-de-Mello, 2007).
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Tabela 1 — Energia do dimero, diferenga de energia total (AE) entre cada dimero ¢ a

energia total do monémero multiplicada por 2 em fase gasosa e distancia entre cada dimero.

T E dimero AE Dist%ncia
(Kcal/mol) | (Kcal/mol) (A)
a -281,75681 0,05542 122
b -281,76262 0,04961 2,36
C -281,76112 0,05111 3,11
d -281,76782 0,04441 1,45

Fonte: Bettanin; Coutinho-Neto; Homem-de-Mello, 2007.

Figura 6 — (a) Molécula do azul de metileno; (b) Conformacdes dos dimeros
analisados (os atomos de hidrogénios foram omitidos).
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Fonte: Bettanin; Coutinho-Neto; Homem-de-Mello, 2007.

As estruturas de dimeros do AM, determinadas com base em calculos teoricos,
possuem um comportamento de absorcdo distinto em relacdo a estrutura monomeérica, como
pode ser observado em seu espectro de absorcdo (Figura 7). O espectro apresenta um pico
principal de absor¢do em torno de 664 nm, atribuido as moléculas do mondémero na sua forma
mesomérica I, enquanto uma banda menos intensa em torno de 607 nm esta associada a
dimerizagdo das moléculas. Na Figura 7, é possivel visualizar também o perfil espectral do
tetramero do AM e do seu respectivo mondmero, este na forma mesomérica I. O estudo
sugere que as formas mesomericas | e 1l do mondémero do AM existem em um equilibrio
dindmico em solucdo aquosa, ndo representando espécies quimicas distintas, mas sim duas
formas ressonantes que coexistem. Essas formas foram propostas a partir de um modelo
teodrico que leva em consideragédo o efeito da ressonancia sobre a estrutura molecular do AM.

Para determinar a proporc¢éo das diferentes formas mesoméricas em solucdo, foi utilizado um
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modelo matemético que considera as constantes de equilibrio para as reacGes de
autoassociagdo do AM em solucdo. De acordo com esse modelo, a proporgdo entre 0s
mesdmeros | e 1l depende da temperatura e da concentracdo de AM na solucdo (Fernandez-
Pérez; Marban, 2020). A Tabela 2 apresenta os parametros opticos e termodinamicos do AM

em solucdo aquosa, com base nesses calculos tedricos.

Figura 7 — Espectro de absor¢do de todas as espécies de AM, tanto virtuais
(mesdmeros) como reais em solucdo aquosa.
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Fonte: Adaptado de Fernandez-Pérez; Marban, 2020.

Tabela 2 — Pardmetros 6pticos e termodindmicos do AM em meio aquoso.

Parametros opticos

Espécies A M €, %10 Lmol™ ecm™
Tetramero 600 13.85
Dimero 607 10.14
Monoémero (mesémero |) 664 10.78
Monémero (mesoémero ll) 650 4.40

Parametros termodinamicos

Mondémero « Tetramero

AS,0 (J mol™ K™') -109.4
AH,g, (k] mol™) -100.9
Mondémero < Dimero
AS; (Jmol™ K™) -25.6
AH, (k] mol™") -30.5
Mesomero Il & Mesomero |
AS,, (Jmol™ K™) 24.0
AH,, (k] mol™) 8.1

Fonte: Adaptado de Fernandez-Pérez; Marbéan, 2020.
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Vaérios estudos tém explorado as condi¢cbes em que a dimerizagdo ocorre mais
facilmente, incluindo o efeito do pH, concentracdo e temperatura. Por exemplo, um estudo de
Bergmann & O’Konski (1963) mostrou que a dimerizagdo do azul de metileno ¢ influenciada
pela concentracdo do composto e pelo meio em que estd presente (Bergmann; O’Konski,
1963). Em solucBes aquosas, a dimerizacdo € mais favorecida em pH &cido ou neutro,
enquanto que em pH alcalino, a tendéncia é que as moléculas se mantenham na forma
monomérica.  Outro estudo de Florence & Naorem (2014) investigou
espectrofotometricamente a dimerizacdo do AM em &gua e diferentes misturas de d&gua com
solventes organicos e relatou que a dimerizagcdo ocorre mais rapidamente em solventes
polares, como o préprio meio aquoso em comparacdo com solventes menos polares, como o

meio misto.

O termo metacromaticidade é citado por Demidova et al. (2005) e Monteiro et al.
(2020) que é uma propriedade de corantes fenotiazinicos, em que eles exibem diferentes cores
guando expostos a diferentes condi¢cdes ambientais, como varia¢Ges de pH, concentracdo de
ions metélicos ou solventes. Essa propriedade é resultado de mudancas estruturais nas
moléculas do material, afetando a forma como a luz é absorvida e refletida, é o que acontece
com o AM quando ocorre sua agregacdo e ele passa de um mondémero para um dimero.
Quando fenotiazinicos sdo adicionados a uma suspensdo que contém bactérias, ocorre a
formacdo de dimeros ligados aos biopolimeros presentes na superficie bacteriana, resultando

na agregacao do corante (Monteiro et al., 2020).

De acordo com Usacheva et al. (2023) a influéncia dos dimeros pode desempenhar
um papel mais significativo na inativagdo fotodindmica do que as espécies monoméricas,
embora as propriedades fotofisicas e fotoquimicas das moléculas sejam geralmente analisadas
em sua forma ndo agregada. O azul de toluidina demonstrou ndo apenas um efeito
metacromatico mais pronunciado em comparagdo ao AM, mas também uma eficiéncia
fotodindmica maior, 0 que levanta a hipotese de que a interagdo com o0s biopolimeros de
membrana bacteriana seja um fator importante na inativacdo de microorganismos (Usacheva
etal., 2023).

A dimerizacdo do AM influencia no tipo de mecanismo fotoquimico. Na excitagdo
eletronica de dimeros, sdo observadas reagdes de transferéncia de elétrons (tipo I), formando

radicais semi-reduzidos e semi-oxidados, ou seja, em alta concentragdo de dimeros, o0
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mecanismo tipo Il é suprimido, favorecendo o mecanismo tipo I, diminuindo ou até
eliminando a formagdo de oxigénio singleto. E sugerido que os radicais semi-reduzidos
podem reagir com oxigénio formando superdxido, que pode levar a formacao de varias outras
espeécies reativas de oxigénio, como radical hidroxila (Gabrielli et al., 2004). A concentragédo
do AM no meio também influencia sua dimerizacdo. Observa-se na Figura 8 (a) que o
aumento da concentracdo de AM em meio aquoso leva a um aumento da banda em 607 nm
correspondente ao perfil de absorcdo do dimero, em (b) nota-se uma reducdo dessa banda
indicando que com o aumento da concentracdo de AM, essas moleculas passaram a interagir
mais com as AgNPr do que entre elas mesmas. Na Figura 8 (¢) mostra que como aumento da
concentracdo e provavel aumento da formagdo de dimeros de AM ocorre uma diminuicéo da
sua intensidade de emissdo, evidenciando que a dimerizacdo ndo é favoravel para a terapia
fotodindmica, em contrapartida em (d) na presenca de AgNPr mesmo com o aumento da
concentracdo a intensidade de emissdo aumenta, ou seja, ndo é inversamente proporcional, 0
que sugere novamente uma maior interacdo de mondmeros AM com as AgNPr (Rodrigues et
al., 2024).

Figure 8 - Espectro de absorcdo de (a) solucdes de AM e (b) conjugados AMAgNPT.
Perfis de emissdo de (c) solucbes de AM e (d) conjugados AMAgNPr (lex = 660 nm).
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3.2.  NANOPARTICULAS DE PRATA

As nanoparticulas de prata (AgNPs), obtidas na forma coloidal, apresentam
geralmente dimensdes entre 10 a 100 nm. Estas nanoparticulas possuem diversas
propriedades Uteis a area da salde, com énfase a sua atuacdo antimicrobiana sendo uma
alternativa a resisténcia bacteriana, acdo em terapia fotodinamica, quimioterapia, radioterapia,
como carreadores de farmacos, entrega direcionada de medicamentos, entre outros (Miranda
et al., 2022). As AgNPs podem ser sintetizadas por diversas metodologias fisicas, quimicas e
bioldgicas (Iravani et al., 2014).

Entre os diversos sistemas que visam aumentar a eficiéncia do efeito fotodinamico de
FS, temos os sistemas nanoestruturados, como as nanoparticulas metalicas (Ribeiro et al,
2018). As nanoparticulas de prata (AgNPs) ja sdo conhecidas na literatura por conta da sua
acdo antibacteriana e antifingica, tendo também a propriedade de ressonéncia de plasmons de
superficie (RPS) que torna seu uso para aplicac@es de intensificacdo de sinais dpticos em sua
interface (Li et al., 2019). A RPS corresponde a oscilacdo coletiva dos elétrons presentes na
superficie da particula, apds irradiacdo por um feixe de luz, o que vai ocasionar a
transferéncia de campo eletromagnético para o FS, quando ocorre uma sobreposicao espectral
de ambos, fazendo com que ocorra uma amplificacdo da atividade 6ptica da molécula (Li et
al., 2019). Como o espalhamento de luz das AgNPs é um fendmeno dependente da forma e
tamanho das particulas, é possivel se obter particulas que possuem uma banda de plasmon
proxima ao azul de metileno, tendo como um bom exemplo os nanoprismas de prata (AgNPr)
(Ribeiro et al., 2018). Alguns estudos evidenciam a capacidade destes sistemas de amplificar,
por efeito plasmonico, as propriedades Opticas de absorcdo/emissdo de luz por parte de FS
(Ribeiro et al., 2018).

A denominacdo plasménica esta atrelada as propriedades dpticas Unicas apresentadas
por nanoparticulas metélicas, possibilitando a manipulagdo ativa da luz em escala
nanométrica (Brongersma e Shalaev, 2010). As nanoparticulas metalicas podem ser excitadas
por radiacdo eletromagnética nas regides do ultravioleta, visivel e infravermelho tendo essa
ultima absorcdo denominada de banda plasménica na regido do visivel ou ressonancia
plasménica de superficie (Surface Plasmon Resonance, SPR) (Netto-Ferreira, 2015). Essa
banda acontece pela oscilagdo de elétrons na camada de valéncia dos atomos metalicos devido
a excitacdo optica promovido por exposicdo a uma fonte de luz. O comprimento de onda de
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absorcdo plasménica (banda de plasmon) é dependente de diversos fatores como tamanho de
particulas, agente estabilizante de superficie e formas geométricas (Corréa, 2017). Observa-se
na Figura 9 a representacdo grafica da ressonancia plasmonica de superficie (a) localizada

(Localized Surface Plasmon, LSP) e (b) polarizada (Surface Plasmon Polariton, SPP).

Figura 9 - Ressonancia Plasmonica de Superficie (a) localizada e (b) polarizada.
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Fonte: Adaptado de Hou; Cronin, 2013.

O SPP ocorre quando fotons de luz incidem em filmes finos metalicos e sdo
confinados em sua superficie, e o LSP ocorre quando o diametro da nanoparticula metélica é
muito menor que o comprimento de onda incidente, em ambos 0s casos ocorre ressonancia, as
nanoparticulas de metais nobres como prata e ouro, e outros metais como cobre e cobalto,
possuem sua constante dielétrica alta (-) na parte real e baixa (+) na parte imaginaria, sendo
reconhecidas como nanoparticulas plasménica (Hou; Cronin, 2013).

As particulas de metais nobres como ouro, prata e cobre, adquirem coloracdes
caracteristicas quando suspensas em meio coloidal, devido a posi¢do da ressonancia no
espectro de absorcdo, identificado pelo pico méximo de absorbancia, em consequéncia da
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absorcdo ou espalhamento de luz nas particulas em determinada faixa do espectro de luz
visivel (Menegotto, 2011). As diferentes coloracdes sdo observadas as cores complementares
das cores absorvidas relacionadas ao comprimento de onda em que se encontra sua
absorbancia, estas cores estdo associadas ao tamanho e morfologia das nanoparticulas, o
tamanho das nanoparticulas de prata aumenta com o aumento do maximo de absorbancia em
relacdo ao comprimento de onda, alterando também a morfologia que pode ser fio, esfera,

cubo ou prisma triangular (Silva et al., 2015), como mostra a Figura 10.

Figura 10 - Espectro de absorcdo UV-Vis apresentando diferentes faixas de absorcéo
da luz (banda plasménica) de nanoparticulas de prata em diferentes morfologias: fio, esfera,

cubo e prisma triangular, respectivamente.
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Fonte: Adaptado de DA SILVA et al., 2015.

As morfologias das AgNPs se apresentam geralmente como esféricas, porém podem
se apresentar de diversas formas e estdo ligadas intrinsecamente ao seu tamanho e a
ressonancia de plasmons em sua superficie, possibilitando inimeras aplica¢cGes, como por
exemplo, dpticas, cataliticas, farmacéuticas, biomédicas e no desenvolvimento de sensores
(Firdhouse; Lalitha, 2015). Assim como, podem ser utilizadas na amplificacdo de
fluorescéncia por seus efeitos plasmonicos, atuando na inativacdo fotodindmica de
microrganismos, onde com o auxilio de um fotossensibilizador e uma fonte de luz sdo
produzidos radicais livres que inativam os microorganismos (Jesus et al., 2018). A Figura 11

(@) mostra a variagdo plasménica de AgNPs prismaticas obtidas a partir do crescimento de
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discos, decorrentes das variacOes de seus tamanhos. AgNPs prisméticas sdo obtidas através de
crescimento anisotrépico em meio aquoso, podendo-se variar sua banda plasménica em toda a
regido do visivel (400 — 800 nm). Como demonstrado na Figura 11 (b), nosso grupo de
pesquisas tem preparado varios destes sistemas, observa-se uma fotografia que mostra
dispersdes coloidais de AgNPr em diferentes tamanhos de particulas prisméticas (18-40 nm),

com variagdo na coloragéo destas.

Figura 11 — (a) Variacdo da banda de pldsmon com a variacdo de tamanho de
nanoprismas de Ag; (b) dispersbes coloidais contendo nanoprismas de Ag (18 a 40 nm)

preparados pelo Grupo NanoBio/UFPE.
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Fonte: Grupo NanoBio/UFPE.

Esses nanoprismas, altamente estaveis com relacdo a estabilidade coloidal e
resisténcia a agregacdo, podem ser obtidos facilmente em meio aquoso por meio de uma
sintese coloidal "crescida por semente” (Aherne et al., 2008; Rodrigues et al., 2021). Por
meio dela, o formato prismatico é obtido utilizando diferentes volumes de uma particula
esférica estabilizada por um polimero, o poli-4(estirenosulfonato) de sédio (PSSS). Esse
polimero possui varios grupamentos sulfato que vao interagir fortemente com a prata, gerando
defeitos na superficie e impedindo o ligamento de ions Ag+ numa segunda etapa, e
permitindo o crescimento modelado dessas particulas (Aherne et al., 2008), que possuem
absorcdo na regido do visivel, entre 500 e 700 nm (Rodrigues et al., 2024), o que 0s
caracterizam para uso com o AM. Recentemente, o grupo NanoBio/UFPE mostrou a
utilizacdo destas conjugadas ao fotossensibilizador azul de metileno, numa concentracéo final
de 45 umol.L, reduzindo a dose e o tempo utilizados para a inativacdo de Staphylococcus
aureus isolada da mastite bubalina, com inativacdo total com 6 minutos (Rodrigues et al.,
2021).
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3.3. HIDROGEIS

Hidrogéis sdo redes tridimensionais de polimeros reticulados que tém a capacidade
de absorver e reter grandes quantidades de &gua (M. et al., 2021). Esses materiais sdo
amplamente estudados e utilizados em diversas aplicacbes biomédicas, farmacéuticas,
cosméticas e ambientais devido as suas propriedades Unicas, como alta capacidade de
hidratacdo, biocompatibilidade e capacidade de liberar substancias ativas de forma controlada
(Cascone; Lamberti, 2020). Dentre os polimeros comumente empregados na fabricacdo de
hidrogeis, destacam-se o Carbopol 940® e o Natrosol® (HEC - hidroxietilcelulose), que
oferecem diferentes caracteristicas de gelificacdo e comportamento reoldgico (Labie; Blanzat,
2023). A Figura 12 mostra diferentes estruturas de hidrogéis associados a compostos ativos
(@) uma suspensao de compostos em uma rede polimérica; (b) a formacao de hidrogéis através
da montagem de compostos; (c) um hidrogel hibrido, ou seja, o hidrogel é composto por uma

rede polimérica na qual os nanocompostos sdo inseridos como um no de reticulacgéo.

Figura 12 - Estrutura dos hidrogéis combinados com vetores-farmacos (a) o vetor
estd em suspensdo na estrutura porosa; (b) o hidrogel ¢é feito por uma associacdo de vetores;

(c) a rede ¢é feita de polimero combinado com vetores como nds de reticulacéo.

® Veiculo carregado com ativos ,~— Cadeia polimérica

Fonte: Adaptado de Labie; Blanzat, 2023.

Na TFD, o uso dos FS esta fortemente atrelado ao uso em solugéo, ndo tendo, muitas
vezes, uma padronizacdo de dose em aplicacdo, como no campo da odontologia, dermatologia
e oncologia (Niculescu; Grumezescu, 2021). Por isto, se faz necessario a incorporagédo destes
em formas farmacéuticas viaveis para a aplicagdo, como as formas semissélidas. Por meio da
manutencdo da viscosidade destas, diferentes aplicacGes podem ser tragadas. Recentemente, 0

uso de hidrogéis contendo conjugados de AM com nanoparticulas de ouro foi explorado para
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a inativacdo de células cancerigenas (Jin et al, 2021), bem como seu uso para inativacdo de
bactérias (Leung et al, 2020).

3.3.1. Comportamento Reol6gico de Hidrogeis

O comportamento reoldgico dos hidrogeis desempenha um papel crucial em sua
aplicabilidade em diferentes areas. O Carbopol®, um polimero acrilico reticulado, é
amplamente utilizado na formulacdo de géis devido a sua capacidade de formar redes
entrelacadas estaveis em meio aquoso. Esses géis apresentam uma resposta reoldgica
caracteristica, demonstrando comportamento pseudoplastico sob tensdo, o que significa que
sua viscosidade diminui quando submetidos a esforcos de cisalhamento. Por outro lado, o
Natrosol® (HEC), derivado de celulose, € frequentemente utilizado na fabricacdo de géis
transparentes e viscosos devido a sua capacidade de formar redes poliméricas flexiveis. Esses
geéis exibem comportamento reoldgico dependente da concentracdo e da interacdo entre as
cadeias poliméricas, apresentando viscosidade e elasticidade varidveis de acordo com as
condicBes de formulacdo e processamento. O estudo do comportamento reoldgico desses
hidrogéis é essencial para otimizar suas propriedades fisicas e mecanicas, garantindo sua

eficacia em diferentes aplicacdes.

3.4. MICROORGANISMOS E RESISTENCIA

A resisténcia a multiplos medicamentos (MDR) a classes criticas de antibi6ticos
aumentou gradualmente em patdgenos nosocomiais, incluindo Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa e Enterobacter spp. (que estdo reunidos no chamado grupo ESKAPE) (Mulani et
al., 2019). Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa sdo dois dos patdgenos mais
clinicamente relevantes e persistentes encontrados em infecgdes bacterianas, apresentando
uma variedade de mecanismos de resisténcia que desafiam o tratamento eficaz (Parasuraman
et al., 2020).

A espécie Staphylococcus aureus é um dos principais agentes patogénicos
responsavel por infecGes hospitalares e adquiridas na comunidade, é frequentemente
encontrado na pele e membranas mucosas, como narinas e intestino, podendo também
colonizar quase todas as partes do corpo, pode causar uma grande variedade de infecdes,

desde infec¢des de pele e tecidos moles do inglés Skin and Soft Tissue Infections (SSTIs) a
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infecdes invasivas graves como a bacteremia, endocardite e pneumonia (Tong et al, 2015). Na
pele, S. aureus pode invadir a barreira cutdnea através dos foliculos pilosos, causando
foliculites ou infecbes mais graves como o furunculo, que pode evoluir para carblnculo,
ocorrendo a invasdo de tecidos adjacentes causando danos extensos, € também o agente
infeccioso do impetigo ndo bolhoso ou bolhoso, este udltimo associado a toxina A
estafilococica, a sindrome de pele escaldada é uma outra infecgdo associada a toxina B
estafilococica (Tortora et al, 2010). Nos estagios iniciais da formacéo de feridas crénicas,
microrganismos gram-positivos, especificamente S. aureus, sdo predominantes. Nos ultimos
estagios, gram-negativos como a Pseudomonas aeruginosa é observada e invade camadas
mais profundas da pele causando danos significativos nos tecidos. Além disso, as espécies de
estafilococos e estreptococos também sdo encontradas em 50% das feridas (Simdes et al.,
2018).

Pseudomonas aeruginosa € uma bactéria gram-negativa amplamente distribuida no
meio ambiente e é um patégeno oportunista comumente associado a infec¢des hospitalares,
especialmente em pacientes imunocomprometidos ou com doencas cronicas (Behzadi; Barath;
Gajdacs, 2021). Esta bactéria € notdria por sua habilidade de adquirir resisténcia a multiplos
antibidticos, incluindo beta-lactamicos, aminoglicosideos e fluoroquinolonas, através de
mecanismos como a producdo de beta-lactamases, bombas de efluxo e alteracdes na
permeabilidade da membrana externa (Mustafa et al., 2021). A resisténcia de Pseudomonas
aeruginosa aos antibidticos representa um desafio significativo no tratamento de infeccbes
bacterianas, especialmente em ambientes hospitalares, onde cepas resistentes podem se

disseminar rapidamente entre os pacientes (Behzadi; Barath; Gajdacs, 2021).

Diante da crescente ameaca representada pela resisténcia bacteriana, é crucial
desenvolver abordagens terapéuticas alternativas e estratégias de controle de infec¢do para
combater eficazmente patdgenos como Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa
(Parasuraman et al., 2020). A IFD tem emergido como uma promissora modalidade
terapéutica que pode superar os desafios impostos pela resisténcia aos antibioticos (Hu et al.,
2022). Ao utilizar uma combinagdo de fotossensibilizadores e luz para inativar seletivamente
as bactérias, a IFD oferece uma abordagem eficaz e de amplo espectro para o tratamento de
infeccBes, potencialmente diminuindo a pressdo seletiva para o desenvolvimento de

resisténcia bacteriana (Youf et al., 2021).
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4. METODOLOGIA

4.1. TIPO DE ESTUDO

A pesquisa desenvolvida tem carater experimental, qualitativo e quantitativo.
Inicialmente foi selecionado o sistema AM/AgNPr (FS) com maior efetividade para a
aplicacdo fotodindmica em solucdo e em seguida foram desenvolvidos os hidrogéis com
incorporagdo do mesmo. As formulacbes de Carbopol® foram testadas em diferentes
concentracdes do FS para a escolha da formulacdo com melhor perfil para os testes in vitro

com cepas de Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa.

4.2. LOCAL DE ESTUDO

Os experimentos foram realizados nos laboratérios: LINSC (Laboratdrio de Interfaces,
Nanomateriais e Sistemas Coloidais), LAM (Laboratorio de Analises Microbioldgicas) e
Central Analitica, localizados do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, LBQ (Laboratério
de Biofisica Quimica) e LEB (Laboratério de Engenharia Biomédica), ambas do
Departamento de Biofisica e Radiobiologia, todos lotados na Universidade Federal de

Pernambuco.

4.3. MATERIAIS

Todos os produtos quimicos foram utilizados como recebidos sem purificacdo
adicional. Citrato trissodico (TSC, 98% de pureza), poli(4-estirenosulfonato de sodio) (PSSS,
1000 kDa), borohidreto de sddio (NaBHa, 98% de pureza), nitrato de prata (AgNOs, 98% de
pureza), N,N-dimetil-4-nitrosoanilina (RNO, 97%), L-Histidina (L-His, 99%), foram
adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). O azul de metileno (AM, 99%) foi
adquirido da Merck. O &cido ascorbico foi adquirido da Neon Comercial (Suzano, Séo Paulo,

Brasil). O &gar Mueller Hinton foi adquirido da Himedia (Kennett Square, Pensilvania, EUA).
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4.4. METODOS
4.4.1. Preparacao de AgNPr

A preparacdo das nanoparticulas foi realizada adaptando-se a metodologia de Aherne
et al., 2008. Resumidamente, sementes de prata foram produzidas em meio aquoso atraves da
combinagéo de solucdo de citrato de sddio (5 mL a 2,5 mmol.L™), solucdo de PSSS 1.000
kDa (0,25 mL, 500 mg.L™) e solugdo de borohidreto de sodio (NaBH4 0,3 mL, 10 mmol.L?,
recém preparada), seguido pela adicio de solucdo aquosa de AgNOs (0,5 mmol.L, gota a
gota). O crescimento foi realizado, sob agitacdo com frequéncia variavel, com 5 mL de
solugdo de acido ascorbico (75 pL, 10 mmol.L ) e volumes variados da semente, seguido
pela adicdo de solugdo aquosa de AgNOs (0,5 mmol.L™?) variando volume de AgNOs. Apds o
fim da sintese, foi adicionada uma solugdo aquosa do agente estabilizante citrato de sodio (0,5
mL a 25 mmol.L?), para evitar a agregacgdo das particulas. As Figuras 13 e 14 ilustram a
esquematizacdo da preparacdo de nanoparticulas de prata através do método

semente/crescimento.

Figura 13 — Esquematizacdo da preparacdo de AgNPr (parte 1). (a) Solugdes
utilizadas no processo com suas devidas concentracgdes; (b) Preparacdo da semente de AgNPr;

(c) Preparacéo para o crescimento de AgNPr, ponto de partida.
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Figura 14 — Esquematizacdo da preparacdo de AgNPr (parte 2). (a) Crescimento de
AgNPr observado pelas alteragdes de coloragédo do meio devido a sua modificacdo estrutural e
seu poder de efeito plasmonico; (b) Finalizacdo do processo de crescimento de AgNPr e

caracterizacdo por espectrofotometria UV/Vis identificando a banda de plasmon.
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4.4.2. Preparacéo de Sistemas AM/AgNPr

A preparacao dos sistemas incorporando AM aos nanoprismas foi realizada por meio
de interacdo eletrostatica, sob agitacdo. Foram realizados estudos para a otimizacdo do
processo (p.ex., concentragdo do AM, tempo de incubagdo, pH), utilizando nanoparticulas em
diferentes maximos de exting¢do. As nanoparticulas e conjugados obtidos foram caracterizados
por meio de espectroscopia de absorcdo (Evolution 600 — Thermo Scientific®), emisséo,
excitacdo eletronica (Fluorimetro LS55 — Perkin Elmer®), e de infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR). Tambeém foram realizadas analises de potencial zeta

(Zetasizer nano, Malvern Instruments) e microscopia eletronica de transmissao (MET).
4.4.3. Incorporacdo de AM/AgNPs em Hidrogéis

A incorporagdo dos conjugados nos hidrogéis utilizou a metodologia proposta por
Lachman, Lieberman e Kanig (2001), com adapta¢es. O polimero utilizado foi o Carbopol
940%®, incorporado aos sistemas AM/AgNPr em diferentes concentracdes, por meio de
agitacdo mecanica utilizando um ultraturrax (IKA T18 basic). Hidrogéis contendo apenas azul
de metileno foram preparados como controle. Foram também preparados hidrogéis apenas
com 4&gua deionizada para ser utilizado como branco. Foram utilizadas relagBes
disperso:dispersante de forma que sua viscosidade seja adequada para aplicacdo topica. Foram
também adicionados agentes permeantes (ureia, etanol, por exemplo) para facilitar sua

aplicacéo topica em tecidos contaminados contendo células bacterianas patégenas.

Tabela 3 — Componentes dos hidrogéis desenvolvidos para a incorporagdo do
AM/AgNPr testado neste estudo.

HIDROGEL COMPOSICAO

Carbopol 940® Polimero 0,5%

Trietanolamina gs.

PBS qsp. 100%

Fonte: Proprio autor.
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4.4.4. Determinacédo de pH

A medicdo do pH foi conduzida utilizando um pHmetro de bancada digital Mettler
Toledo, modelo S20 SevenEasy, previamente calibrado com solugGes padréo fornecidas pelo
proprio equipamento. O pH das amostras (solucéo e hidrogéis) foi determinado diretamente

na preparagdo conforme descrito por Das, Nayak e Nanda (2013).
4.4.5. Determinacao de Viscosidade

As medices de viscosidade foram executadas seguindo a metodologia de Borghetti e
Knorst (2006), utilizando um viscosimetro Brookfield, modelo DV-I, com spindle 4. As
amostras dos geéis foram analisadas em triplicata, a uma temperatura de 25 °C = 1. A
velocidade de rotacdo do spindle foi ajustada para 3,0 rpm, e as leituras foram realizadas com

um valor de torque de 100% =+ 1.
4.4.6. Determinacao de Espalhabilidade

A determinacéo da espalhabilidade foi realizada de acordo com a metodologia descrita
por Zanin et al. (2001). Uma amostra de 1 mL (medida com uma seringa) foi colocada sobre
uma placa de vidro de suporte (20 cm x 20 cm) e sob esta placa foi posicionada uma folha de
papel milimetrado. Sobre a amostra foram adicionadas 10 placas de vidro de pesos pré-
determinados e, apds 1 minuto da inclusdo de cada placa, foi calculada a superficie abrangida
medindo-se o diametro em duas posi¢fes opostas, com posterior calculo do diametro médio.
A espalhabilidade (Ei) foi entdo calculada utilizando a Equacéo 1.

__d?xm

E; = 1)

4

Onde:

e Ei = espalhabilidade da amostra para peso i (mm?);
e d =diametro médio (mm);

e w=314.

Foram sucessivamente acrescentadas 10 placas para o estudo, com pesos variando

entre 198,8 g e 210 g, totalizando 2.069,4 g quando usadas todas juntas. Os valores da
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espalhabilidade em funcdo do peso das placas foram determinados através de 3 medicdes,
calculando-se a média entre elas. Os resultados sdo apresentados como curvas de massa

adicionada versus area resultante.
4.4.7. Producao de Espécies Reativas de Oxigénio

Para deteccdo da producdo de EROs foi utilizado o método quimico indireto
utilizando-se N,N-dimetil-4-nitrosoanilina (RNO) e a L-histidina (KRALJIC; MOHSNI,
1967). Em uma placa de 12 pogos com um volume total de 6 mL, as seguintes substancias
quimicas foram utilizadas: 1 mL de N,N-dimetil-4-nitrosoanilina (RNO) e 1 mL de L-
histidina, com concentragdes de 13 pmolL? e 15 mmol.L?, respectivamente. Os
fotossensibilizadores foram preparados na concentragio de 5 umol.L™. As amostras foram
irradiadas por intervalos de 1 min até um total de 5 min, sendo verificada a absor¢do em A =
440 nm, (absorcdo maxima do RNO). Foi realizado o estudo controle, com apenas os FSs e as
nanoparticulas, e de todos os conjugados obtidos. O equipamento utilizado foi o Blackbox
Smart, acoplado com LEDbox (A = 660 nm) e Light Chamber (BioLambda®). Espectros de
absorcdo UV-Vis foram registrados entre 350 e 750 nm. Tais medidas foram realizadas em
triplicata para assegurar a significancia estatistica do método. Para as leituras empregou-se 0
leitor de microplacas de absorbancia SPECTROstar ® Nano, fabricante BMG Labtech, do
Grupo de Pesquisas em Nanotecnologia Biomedica da Universidade Federal de Pernambuco
(NanoBio/UFPE).

A producdo de ROS equivale a queda na densidade Optica do RNO, dessa forma a
quantificacdo de ROS foi avaliada a partir do coeficiente angular da reta, e percentual de
producdo de ROS calculado a partir das Equacdes 2 e 3.

ABSFx100

RNO, = 255,

2
ROS, = 100 — RNO, (3)
Onde:

e RNOc = percentual de RNO consumido;
e ABS; = absorbancia inicial do fotossensibilizador;

e ABS: = absorbancia final do fotossensibilizador;
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e ROSp = percentual de producédo de ROS.
4.4.8. Inativagdo Fotodindmica de Bactérias Patogénicas

Os indculos utilizados para o estudo foram cedidos pela Colecdo de Cultura de
Microorganismos do Laboratério de Analises Microbioldgicas/fUFPE. MRC Staphylococcus
aureus NCTC® 12973 (WDCM 00131), Codigo: MR080, Lote: MRCSA2-03; MRC
Pseudomonas aeruginosa NCTC® 12903 (WDCM 00025), Codigo: MRO076, Lote:
MRCPA1-02; Ambas as cepas produzidas por ControlLab®. Para ativagdo, uma camada foi
subcultivada em agar Muller Hinton e incubada por 24 horas a 37 °C. Para a prepara¢do da
suspensdo, a absorbancia foi padronizada em 0,234 a 600 nm (correspondente a 10° UFC.mL"

1Y e confirmada com comparacéo utilizando padrdes de McFarland 0,5.

Para inativacdo de microrganismos, aplicamos a metodologia proposta por Rodrigues
etal., (2021). Um LEDBoOx A = 660 nm acoplado com controle inteligente ¢ camara escura foi
utilizado como fonte de luz, aplicando uma irradiancia de ca. 22,94 mW.cm. Foi aplicado
um tempo de incubacgdo pré-irradiacdo (PIT) de 15 min. Utilizando uma placa de 96 pocos,
foram adicionados 100 pL da suspensdo isolada com a subsequente adigdo de 100 pL da
suspensdo conjugada testada. Apds a incubacdo, cada placa foi exposta a tempos de irradiacdo
de 60, 90 e 120 s (ou seja, doses de luz de cerca de 1,04, 2,00 e 2,08 J.cm™, respectivamente).
Posteriormente, 10 pL de cada teste foram colocados verticalmente em uma placa com agar
Muller Hinton. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas, foram contadas e convertidas
em logio. Um controle seguindo todas as condi¢Ges descritas acima, foi realizado apenas com

0 AgNPs, para verificar se 0 mesmo efeito foi observado para estes sistemas.

4.49. Estatistica

Os resultados da analise citotoxica foram expressos como média = DP, p < 0,05 e
submetidos a ANOVA seguida de Bonferroni utilizando o programa GraphPad Prisma 7.0.
Para a analise de inativacdo, os resultados foram expressos como média £ DP, p < 0,05, e a
estatistica ANOVA seguida do teste de Tukey, foi realizada no programa GraphPad Prisma
7.0.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. CURVA DE CALIBRACAO DO AM

Foi preparada uma solucao padrdo de azul de metileno (AM) na concentragdo molar
de 100 pmol.L?, partindo de que a massa molar (MM) do AM ¢ 319,85 g.mol™, foi pesada
uma massa de 0,008 g do AM para o preparo de 250 mL desta solugdo padréo. Partindo da
solugéo padréo, foram obtidas por meio de diluicdo cinco amostras, representadas na Figura
15, nas seguintes concentragdes molares: 10; 20; 30; 40 e 50 pumol.L*. Estas cinco amostras
foram utilizadas para a constru¢do da curva de calibracdo do azul de metileno, através da
leitura dos seus espectros de absorbancia foi identificado que o pico méximo de absorbéncia
em todas as amostras foi no comprimento de onda A = 669 nm. Todo o procedimento foi

realizado em triplicata de acordo com a tabela 3.

Figura 15 — Amostras de solucdo de azul de metileno diluidas partindo da solucéo
padrdo. (1) 10 pmol.L%; (2) 20 umol.L?; (3) 30 umol.L?; (4) 40 pmol.L?; (5) 50 pmol.L™

Fonte: Proprio Autor.



Tabela 4 — Valores das cinco solug@es utilizadas na curva de calibragdo do azul de

metileno, partindo de seus espectros de absorbancia.

Volume Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia
da Volume de x
N . . Concentracdo em 669nm em 669nm em 669nm
Amostra | Solucdo agua destilada a ) ) )
~ (umol.L?) Experimento | Experimento | Experimento
Padrédo (mL)
1 2 3
(mL)
1 1 9 10 0,613 0,474 0,502
2 2 8 20 1,017 0,925 0,925
3 3 7 30 1,398 1,297 1,495
4 4 6 40 1,924 1,969 1,769
5 5 5 50 2,538 2,494 2,607

Fonte: Proprio Autor.

A partir destes valores obtidos de absorbancia, calculando a média das triplicatas, foi
possivel plotar uma curva de calibracdo, Figura 16, onde o eixo y é correspondente a
absorbancia medidas em unidades adimensionais (ua), e 0 eixo X corresponde as
concentraces das amostras utilizadas. Utilizando o método dos minimos quadrados foi

calculado e obtido a equacdo linear da curva de calibragdo do azul de metileno.

Figura 16 — Curva Padrao de Azul de Metileno.
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5.2. CARACTERIZAC}AO DAS AgNPs
5.2.1. Espectroscopia de absor¢cao UV-Vis

De acordo com Rodrigues et al. (2021) é fundamental que os nanoprismas de prata
possuam uma banda de plasmon que se sobreponha a regido de absorcdo do
fotossensibilizador azul de metileno, para que assim sejam aprimorados 0S mecanismos para
aplicacdes fotodindmicas. InUmeras particulas foram preparadas a partir das sementes. A
ressonancia de plasmon de superficie das AgNPr variam conforme seu tamanho/espessura
(Millstone et al., 2009). Assim, foram escolhidas duas amostras, com sua banda de plasmon
em maior proximidade com o perfil espectral de absorbancia do azul de metileno, para
realizacdo de todos os experimentos. A amostra AgNPr; possui Amax em 642 nm, e a AgNPr»

possui Amax €m 671 nm, suas respectivas bandas de plasmon sdo observadas na Figura 17.

Figura 17 — Banda de plasmon de AgNPr (1) Amax 642 nm; (2) Amax 671 nm.
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Fonte: Proprio autor.

A sobreposicéo espectral das AgNPr sobre o AM pode ser observado na Figura 18
que mostra o espectro de absor¢do do AM e banda de plasmon das AgNPr, exibindo uma

sobreposicao espectral significativa de ambos os sistemas (a) AgNPr1; (b) AgNPr.. Por essa
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razdo, essas particulas foram escolhidas para testar nossa hipOtese de aprimoramento

plasmonico em inativagéo fotodinamica.

Figura 18 — Sobreposicao espectral do azul de metileno a partir das (a) AgNPr1; e (b)
AgNPr.
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Fonte: Proprio autor.

5.2.2. Potencial Zeta

Foi analisado o potencial zeta em uma das amostras deste estudo (AgNPr) realizado
em triplicata. Para facilitar a visualizacdo e interpretacdo dos dados do potencial zeta das

amostras de AgNPr», os resultados foram organizados na Tabela 5.

Tabela 5 — Valores do Potencial Zeta, Condutividade e Areas dos Picos das Amostras
de AgNPra.

Triplicata  Potencial Condutivi Picol Area Pico2 Area Pico3 Area
Zeta (mV) dade (mV) Picol (mV) Pico2 (mV) Pico3
(mS/cm) (%) (%) (%)

-41,7+14 0,0211 -366 790 -621 193 -899 15

-46,7 £ 15 0,0211

Fonte: Proprio autor.

A Tabela 5 apresenta os valores médios do potencial zeta, a condutividade e as areas

dos picos observados em cada uma das trés triplicatas analisadas. A andlise do potencial zeta
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das amostras de AgNPr. mostrou que todos os valores foram significativamente negativos, o
que indica uma boa estabilidade do sistema coloidal, conforme relatado por Rodrigues et al.
(2021). Os nanoprismas de prata (AgNPr) revestidas com cadeias de PSSS apresentaram trés
picos distintos em cada triplicata, com variacGes nos valores dos picos e nas respectivas areas,

refletindo a distribuicdo e a heterogeneidade das particulas no sistema.

Figura 19 — Distribui¢éo do potencial zeta de AgNPr, em triplicata.
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A Figura 19 mostra a distribuicdo do potencial zeta de AgNPr2 em triplicata,
destacando os picos mencionados na Tabela 1. Esses gréaficos fornecem uma visualizacéo
clara da distribuicdo dos potenciais zeta em cada triplicata. Esses resultados indicam que,
apesar das variacdes entre as triplicatas, o sistema manteve-se estavel com potenciais zeta
negativos consistentes, suportando a conclusdo de que as particulas estdo efetivamente
revestidas por cadeias de PSSS.

5.2.3. Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET)

Imagens de microscopia de duas amostras estdo apresentadas em Figura 20 AgNPr; e
Figura 21 AgNPr2. YARAKI et al. (2020) fez a microscopia eletronica de transmisséo em trés
amostras de AgNPr que mostraram uma distribuicdo uniforme de tamanhos de particulas com
um diametro médio de 14 £ 3 (14 nm AgNPr), 40 £ 9 nm (40 nm AgNPr) e 80 £ 13 nm (80
nm AgNPr), respectivamente, alcancando valores do diametro médio de AgNPr maiores do

que no presente estudo, conforme discutido a seguir.

Figura 20 — Imagens de microscopia eletronica de transmissao da amostra 1 (Amax 642
nm): (a,b,c) Imagens de campo claro das particulas de AgNPry; (d) Espectro de absorcao

correspondente da amostra; (e) Histograma de distribuicdo do tamanho com diametro médio.
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Observam-se em todas as imagens particulas de diferentes morfologias (triangulares,
semiprismaticas e circulares) porém observa-se que se tratam de particulas de espessura fina.
De fato, nas amostras da Figura 20 (a, b, c) e Figura 21 (a, b, c) conseguiu-se observar
variadas particulas que secaram mantendo-se associadas umas as outras em sequéncia
possibilitando a estimativa da espessura. Nestas a espessura média ficou em 4+1 nm. Na
distribuicdo das amostras apresentadas na Figura 20 (e) observa-se uma populacdo maior para
particulas maiores, comparadas as sementes. Em contraste, na Figura 21 (e) observam-se
quase duas populagdes, condizendo com o perfil espectral, onde se observa a presenca de uma

expressiva populacdo de sementes, além das outras particulas crescidas.

Figura 21 - Imagens de microscopia eletrénica de transmisséo da amostra 2 (Amax 671
nm). (a,b,c) Imagens de campo claro de AgNPry; (d) Perfil espectral de absorcdo das

particulas; (e) Histograma de distribuicdo do tamanho com didmetro médio.
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5.3. CARACTERIZACAO OPTICA DOS CONJUGADOS AM/AgNPs

5.3.1. Espectroscopia de Absorcao UV-Vis

Os espectros de absorcdo UV-Vis para o azul de metileno (AM) e o conjugado azul de
metileno com nanoparticulas de prata (AM/AgNPr), ambos em concentracdo de 25 pmol.L™,
foram plotados em um mesmo grafico para comparacdo, observado na Figura 22. A analise

dos espectros revela que o AM/AgNPr apresenta uma absorbancia levemente maior em
comparacdo ao AM isolado.

Figura 22 — Espectros de absor¢do UV-Vis dos FSs AM e AM/AgNPr, ambos na
mesma concentracgdo de 25 pumol.L™2.
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Fonte: Proprio autor.

O espectro de absor¢do do AM exibe um pico caracteristico de absor¢do em torno de
664 nm, que é tipico da transicdo eletronica do cromoforo presente no azul de metileno. Este
pico de absorcao ¢ associado a banda de absor¢do m-n* do sistema aromatico conjugado do
AM (Fernandez-Pérez; Marban, 2020). Quando comparado ao AM isolado, o espectro do
AM/AgNPr mostra um aumento na absorbancia, mantendo o pico de absor¢cdo em uma

posicdo similar. Este aumento na absorbancia pode ser atribuido a vérios fatores.
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A presenca das nanoparticulas de prata (AgNPr) pode intensificar a absor¢do do AM
devido ao efeito de ressonéncia plasmonica de superficie localizada (LSPR) (Hou; Cronin,
2013). As AgNPr possuem uma banda de absorcao caracteristica que se sobrepde podendo
interagir com a banda de absor¢cdo do AM, resultando em uma maior absorbancia (Ribeiro et
al., 2018). Este efeito ocorre porque as nanoparticulas metélicas, como a prata, podem
amplificar o campo eletromagnético local ao redor das moléculas de AM, aumentando a

probabilidade de transicdes eletronicas (Li et al., 2019).

A maior absorbancia observada para o AM/AgNPr em comparacdo ao AM isolado
pode ser explicada por uma combinacdo de efeitos de ressonancia plasmoénica de superficie
localizada, conjugacdo molecular, aumento na densidade de estados eletronicos e possivel
formagéo de agregados ou complexos. Estes fatores, em conjunto, resultam em uma maior
eficiéncia de absor¢do de luz pelas moléculas de AM quando conjugadas com nanoparticulas
de prata, evidenciando o potencial do sistema AM/AgNPr para aplicacdes em fotdnica e

sensores baseados em propriedades Opticas.

5.3.2. Espectroscopia de Emissao

A concentracdo do azul de metileno pode afetar o espectro de emissdo de varias
maneiras. Em baixas concentracfes, a intensidade da emissao aumenta proporcionalmente a
concentracdo do corante (Rodrigues et al. 2024). Isso ocorre porque ha mais moléculas
disponiveis para absorver e reemitir a luz. J& em concentra¢cBes mais altas, a intensidade da
emissdo pode ndo aumentar de forma linear. As moléculas de azul de metileno podem formar
agregados (dimeros ou maiores), que tém diferentes propriedades Opticas em comparag¢do com
as moléculas individuais (monémeros) (Fernandez-Pérez; Marban, 2020). Em alguns casos,
pode até diminuir devido ao efeito de auto-quenching (autoextin¢do) ou extinc¢do interna, onde
as moléculas proximas absorvem a luz emitida por outras moléculas antes que ela possa
escapar da solucdo (“Optical Properties of Methylene Blue”, 2023). A Figura 23 (a) e (c)

mostra o comportamento da emissdo do AM com a variagdo da concentracgéo.

A Figura 23 (b) e (d) mostra os sistemas AM/AgNPr, seus espectros de emissao
foram significativamente alterados sugerindo as interacfes entre 0 corante e 0S nanoprismas.
AgNPs podem aumentar a intensidade da emissdo do azul de metileno através do efeito de

aumento de campo plasménico (Li et al., 2019), sugerindo que estd amplificando o campo
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elétrico local ao redor do corante, resultando em uma maior eficiéncia de excitacdo e emissao

de fluorescéncia.

Figura 23 — Espectros de emissdo de fluorescéncia dos fotossensibilizadores (a) AMy;
(b) AM/AgNPr1; (c) AM2; (d) AM/AgNPr2; (e) mapeamento em cascata 3D no eixo Z das
amostras AM; e AM/AgNPr;; (f) mapeamento em cascata 3D no eixo Z das amostras AM; e
AM/AgNPs;.
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As AgNPs possuem ressonancias plasmonicas de superficie, que sdo oscilagdes
coletivas dos elétrons na superficie das nanoparticulas (Ribeiro et al., 2018). Essas
ressonancias podem interagir com o AM e causar um deslocamento no pico de emisséo
(Rodrigues et al., 2021). Sugere-se também que a presenca de AgNPs pode causar quenching
da fluorescéncia ao AM. Isso ocorre quando a energia excitada do corante é transferida néo
radiativamente para as AgNPs, resultando em uma reducdo da intensidade de emissdo
(Pahang; Parvin; Bavali, 2020).

5.3.3. Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Os resultados de FTIR apresentados na Figura 24 fornecem uma visdo detalhada das
interacdes moleculares entre os componentes dos sistemas (PSSS, AM e AM/AgNPr). A
analise dos espectros de infravermelho revela caracteristicas importantes que ajudam a

entender a natureza dessas interacdes.

Figura 24 — Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) dos
sistemas: AM, AgNOQOs, PSSS e AM/AgNPr.
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No espectro de infravermelho do AM na Figura 24, identificamos as frequéncias de
vibragdo caracteristicas da molécula: (1) v = 1594 cm™, que corresponde & sobreposicdo das
deformacdes axiais C—C e C-N, indicando a presenca de grupos aminicos na estrutura do AM
(Ovchinnikov et al., 2016); (2) v = 1546 cm™, referente & deformagcéo axial dos grupos C—C e
C—-N do anel heterociclico, essencial para a estabilidade estrutural do AM (Aoki et al., 2010);
(3) v = 1420 e 1395 cm?, associadas as deformagdes simétricas e assimétricas fora do plano
dos grupos CH3, estas bandas indicam a presenca de grupos metila (Li; Wang; Jiang, 2010);
(4) v = 1491 cm, correspondente a uma vibragido C=S+, confirmando a presenca do grupo
sulfonio (Ovchinnikov et al., 2016); (5) v = 1357 ¢ 1338 cm™, correspondentes a deformacéo
axial C-N e C-S+ do anel heterociclico mostrando a complexidade da estrutura do AM
(Zhang et al., 2012); (6) v = 1143 e 1066 cm™, correspondentes as vibracdes fora do plano
dos grupos C-N e C-S-C, indicando ligacdes entre atomos de carbono, nitrogénio e enxofre
(Aoki et al., 2010).

No espectro de absorcdo infravermelho do polimero PSSS, que reveste os AgNPr,
observamos vibracfes previstas relacionadas as vibragdes de deformacdo axial -SO3 em v =
1171, 1124, 1035 e 1006 cm™, estas bandas sdo indicativas dos grupos sulfonato presentes no
polimero, essenciais para sua fun¢do como agente estabilizante e de associacdo com outras
moléculas (Andrade; Bezerra; Calado, 2019). No espectro de absorcdo infravermelho dos
conjugados AM/AgNPs, identificamos bandas associadas ao AM (v = 1491, 1388, 1357, 1338
cm!) Estas bandas confirmam a presenca de MB nos conjugados, indicando que as moléculas
de MB estdo efetivamente ligadas as nanoparticulas de prata. A vibragdo esperada em v =
1594 cm™ é deslocada para v = 1571 cm™, sugere-se uma interagéo significativa entre o AM e
as cadeias poliméricas do PSSS, resultando em uma diminuicdo da forca de ligacdo do grupo
funcional -C=S+. No mesmo espectro, observamos picos vibracionais do PSSS em v = 1176,
1122, 1038 e 1008 cm™ estas bandas corroboram a presenca do PSSS nos conjugados,
indicando que o polimero mantém sua estrutura no sistema conjugado (Andrade; Bezerra;
Calado, 2019). Esses resultados indicam fortemente a associacéo eficaz das moléculas de AM
aos AgNPr.

5.4. ASPECTOS MACROSCOPICOS DOS HIDROGEIS

As formulagdes em hidrogel demonstraram uma estabilidade significativa ao longo
do tempo, sem ocorréncia de separacdo de fases tanto antes quanto apds a incorporagdo dos

fotossensibilizadores. Esse comportamento é indicativo de uma boa compatibilidade entre os
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componentes da matriz hidrogel e os fotossensibilizadores. Além disso, a integridade
estrutural das formulagBes foi mantida, preservando as propriedades fisicas desejadas do
hidrogel.

Figura 25 — Imagem das formulacdes de hidrogel Carbopol®: contendo (a) 12,5
umol.L't AM; (b) 12,5 pumol.LY AM/AgNPr; (c) 25 pmol.L* AM; (d) 25 pmol.L*
AM/AgNPr; (e) 50 umol.Lt AM; (f) 50 umol.L™* Am/AgNPr; sob luz ambiente.
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Fonte: Proprio autor.

Os hidrogéis contendo azul de metileno (AM) e a combinacdo de azul de metileno
com nanoprismas de prata (AM/AgNPr) exibiram uma coloracdo azul intensa e homogénea,
que é uma caracteristica distintiva do composto ativo. A presenca do azul de metileno é
crucial para as propriedades fotodindmicas desejadas, e a coloracdo observada sugere uma
distribuicdo uniforme do fotossensibilizador dentro da matriz do hidrogel. A Figura 25 ilustra
essa coloragdo caracteristica, evidenciando a eficiéncia do processo de incorporagdo e a

estabilidade das formulagGes resultantes.

5.5. CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS HIDROGEIS
5.5.1. Determinacdo de pH e Viscosidade

Os resultados de pH de todas as formulaces, solucBes e hidrogéis, apresentaram-se
na faixa de 5,54 a 6,24. Essa faixa de pH indica uma boa proximidade ao pH normal da pele,
gue € levemente acido, situando-se entre 4,6 e 5,8 e produtos topicos devem ser acidificados e
possuir pH na faixa de 4 a 6 (Luki¢; Panteli¢; Savi¢, 2021). Esse pH levemente acido é crucial
para a manutencdo da barreira cutanea e para a prote¢do contra microorganismos patogénicos,
além de favorecer a estabilidade do gel, mantendo-se préximo a neutralidade. A estabilidade
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do pH é importante para garantir que as propriedades fisicas e quimicas do gel permanecam
constantes ao longo do tempo.

Os resultados de viscosidade mostram que as diferencas entre os valores de pH néo
influenciaram significativamente o comportamento dos géis, sugerindo que as formulacdes
mantém uma consisténcia adequada independentemente das pequenas variacfes de pH. A
viscosidade é um parametro crucial na formulacéo de géis, pois afeta diretamente a aplicacdo
topica e a percepcao sensorial do produto (Kumar; Mandal; Mahmood, 2024). A manutengéo
da viscosidade adequada é essencial para garantir que o gel seja facil de espalhar e permaneca
no local de aplicacdo por um periodo prolongado. A Tabela 6 apresenta detalhadamente os
valores de pH e viscosidade com seus respectivos desvios padrdo, de todas as formulacgdes,

evidenciando a consisténcia dos resultados e a adequacdo das formulagdes para uso topico.

Tabela 6 — pH e viscosidade das solugdes e hidrogéis, nas concentragdes 12,5, 25 e
50 umol.L™* com os FS AM e AM/AgNPr.

Amostras Desvio Viscosidade Desvio
Padréo (z) («9))] Padréo (z)
Solugdo 12,5 umol.L* AM
Solugéo 12,5 umol.L* AM/AgNPr
Solugdo 25 pmol.L* AM
Solugéo 25 pmol.Lt AM/AgNPr
Solugdo 50 pmol.L'* AM

Solugdo 50 pmol.L* AM/AgNPr
Hidrogel 12,5 pumol.L* AM
Hidrogel 12,5 umol.L* AM/AgNPr
Hidrogel 25 pmol.Lt AM

Hidrogel 25 pmol.L* AM/AgNPr
Hidrogel 50 pmol.L* AM

Hidrogel 50 pmol.L* AM/AgNPr

Fonte: Autor Proprio.

A viscosidade pode ser definida como a medida da resisténcia de um fluido ao
escoamento (Singh et al., 2022). Isso implica que fluidos com alta viscosidade apresentam
maior resisténcia ao movimento. A avaliacdo desse parametro € essencial no desenvolvimento
tecnoldgico, pois a viscosidade pode afetar diretamente a estabilidade fisica do sistema,
influenciar o desempenho do hidrogel, a facilidade de espalhamento, a absorcéo, as
caracteristicas sensoriais e a finalidade de uso. Os hidrogéis de Carbopol® fornecem o
maximo de ativo em meio alcalino devido ao inchaco dependente do pH, com menor inchago
em pH 1,2, aumentando conforme o aumento do pH, sendo maior inchagco em pH 7,4, devido

a protonacdo de grupos —COO em grupos —COOH em ambiente &cido e & desprotonagédo de
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grupos —COOH em grupos —COO em ambiente basico; em pH acido, a alta concentragdo de —
COOH aumenta as interacGes de ligacdo de hidrogénio e reduz a repulsdo eletrostatica,
resultando em menor inchaco, enquanto em pH basico, a maior concentracdo de —COO
aumenta a repulsdo eletrostatica e reduz as interac6es de ligacdo de hidrogénio, resultando em
maior inchago (Suhail; Wu; Minhas, 2020).

Ao analisar a Tabela 6, fica claro que a viscosidade das formulagdes permaneceu
inalterada ap6s a inclusdo dos fotossensibilizadores, mantendo valores em torno de 2x10° cp.
Esse resultado, aliado aos valores de pH obtidos, confirma a hipétese de que as variagdes no
pH, mesmo refletindo a baixa concentracdo dos fotossensibilizadores, ndo afetaram as
propriedades reoldgicas das formulacdes. Isso sugere que a adicdo dos fotossensibilizadores
ndo comprometeu a integridade fisica e funcional dos géis, garantindo sua eficicia e
aplicabilidade. A manutencdo da viscosidade apos a incorporacdo dos fotossensibilizadores
indica que as formulacdes preservaram suas caracteristicas fisicas desejadas, essenciais para a
estabilidade e desempenho do produto. Portanto, pode-se concluir que a preparacdo dos géis

com fotossensibilizadores foi bem-sucedida, mantendo as propriedades reoldgicas estaveis.

5.5.2. Espalhabilidade

A espalhabilidade é um parametro crucial na avaliacdo da capacidade de um gel se
distribuir uniformemente sobre a pele. Uma boa espalhabilidade da formulacdo tépica nao
apenas facilita uma aplicacdo mais eficiente e homogénea, mas também assegura que o
produto cubra adequadamente areas inflamatorias ou lesionadas (Mahdi et al., 2021). Isso é
particularmente importante em tratamentos dermatoldgicos, pois uma distribuicdo uniforme
do gel pode otimizar a absor¢do dos ingredientes ativos, melhorar a eficacia terapéutica e

proporcionar uma experiéncia de uso mais confortavel para o paciente.

A espalhabilidade foi determinada utilizando 10 placas de vidro com massas
proximas, aplicando peso ao gel por um intervalo de 1 min cada placa, sendo medido o
diametro em mm?2. A determinacdo dos resultados estdo dispostos nas Tabelas 7, 8 e 9,
separadas pelas trés variacOes das concentragdes dos fotossensibilizadores, 12,5 pmol.L™* AM
(HG1); 12,5 pmol.L* AM/AgNPr (HG2); 25 umol.L'? AM (HGg3); 25 umol.L™* AM/AgNPr
(HG4); 50 pmol.Lt AM (HGs); e 50 umol.L™* AM/AgNPr (HGe).

O grafico da Figura 26 demonstra visualmente a capacidade de extensdo das

formulagGes desenvolvidas. Pode ser observado aumento da espalhabilidade quando
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comparado os hidrogéis com o aumento da concentracdo do FS. Sugere-se que o0 AM e 0
AM/AgNPr tenham interacdo fisico-quimica com as cadeias poliméricas do hidrogel. O
aumento ou reducdo da espalhabilidade esta relacionada com essas forcas intermoleculares. A
viscosidade diminui quando aplicada com cisalhamento (pode ser devido ao comportamento
pseudopléstico caracteristico do gel), o que confirma a caracteristica de alta espalhabilidade
devido a diminuigdo da viscosidade ao aplicar uma certa forca (Mahdi et al., 2021).

Tabela 7 — Determinacdo de espalhabilidade dos hidrogéis Carbopol® 1% m/v
incorporados com 12,5 umol.L™* AM (HG3) e 12,5 umol.L™* AM/AgNPr (HG).

Placa Massada Massatotal Area média Ei (Y) Area média Ei (Y)
placa (g) adicionada  (mm?) (d?) médio (mm?) (d?) médio
) HG; (mm?) HG; HG, (mm?) HG;

208 329
5.009 5.578
6.144 6.272

6.972 6.768
7.416 7.251
7.467 8.024
7.614 8.653
7.623 9.513
7.944 10.195
8.305 10.712

Boo~vouakrwnr

Fonte: Proprio autor.

Tabela 8 — Determinacdo de espalhabilidade dos hidrogéis Carbopol® 1% m/v
incorporados com 25 pmol.L™* AM (HG3) e 25 umol.L* AM/AgNPr (HG.).

Placa Massada Massatotal Areamédia Ei (Y) Area média Ei (Y)
placa (g) adicionada  (mm?) (d?) médio (mm?) (d?) médio
(9) HGs (mm?) HG; HG4 (mm?) HG;
0] 374 361 284
207,9 5.964 6.362 4,997
406,7 8.421 8.441 6.630
614,9 9.667 10.612 8.335
824,3 10.566 11.517 9.045
1.032,8 11.568 12.819 10.068
1.242.8 12.010 13.648 10.719
1.451,7 13.536 14.234 11.180
1.660,8 14.069 15.055 11.824
1.869,4 14.311 15.347 12.053

1
2
3
4
5
6
7
8
9

[EEY
o

Fonte: Proprio autor.
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Tabela 9 — Determinacdo de espalhabilidade dos hidrogéis Carbopol® 1% m/v
incorporados com 50 pmol.L™* AM (HGs) e 50 pmol.L™t AM/AgNPr (HG).

Placa Massada Massatotal Area média Ei (Y) Area média Ei (Y)
placa(g) adicionada  (mm?) (d?) médio (mm?) (d?) médio
(9) HGs (mm?) HG; HGs (mm?) HG;
336 264 310 244
6.905 5.423 7.418 5.826
9.563 7.511 10.231 8.036

11.340 8.906 12.489 9.809

13.352 10.487 14.383 11.297
15.172 11.916 16.426 12.901
16.294 12.798 18.322 14.390
17.842 14.013 20.418 16.036
18.561 14.578 21.870 17.177
19.118 15.015 22.861 17.955

Boovookrwnr

Fonte: Proprio autor.

Figura 26 — Determinacdo da espalhabilidade dos hidrogéis Carbopol® 1% m/v

incorporados aos FSs, os dados representam a média das analises (n=3).
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5.6. PRODUCAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

A producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) foi avaliada através do método
indireto utilizando N,N-dimetil-4-nitrosoanilina (RNO). As propriedades Opticas dos
fotossensibilizadores estdo diretamente relacionadas a sua capacidade de gerar EROs. A
Figura 27 ilustra a producdo de EROs pelo AM, e pelo AM/AgNPr esté ilustrado na Figura
28. Atraves deste método, observa-se que a formacédo de radicais livres pelos FSs podem ser
estimadas pela diminuicdo do espectro de absor¢do caracteristico do RNO, que apresenta um

pico méximo em A = 460 nm.

Figura 27 — Percentual de producdo de espécies reativas de oxigénio do AM: (a)
Espectroscopia de absor¢do analisando o decaimento do RNO a cada minuto durante 5
minutos de exposi¢ao a LED vermelho A 660 nm, pela acdo do AM na concentracdo de 5
umol.L; (b) Percentual de RNO consumido pelo tempo de irradiacio em minutos, e

percentual de producéo de espécies reativas de oxigénio pela acdo do FS AM ao RNO.
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Fonte: Proprio autor.

Os resultados indicam que o azul de metileno (AM), Figura 27, apresentou uma
producéo de EROs de 70,71%, enquanto o conjugado de azul de metileno com nanoparticulas
de prata (AM/AgNPr), Figura 28, apresentou uma producéo de EROs de 75,14%. O azul de
metileno (AM) é um conhecido fotossensibilizador que, quando irradiado com luz de
comprimento de onda apropriado, gera EROs eficientemente (Fabio et al., 2023). A producéo
de 70,71% de EROs pelo AM indica uma alta eficacia do fotossensibilizador na geracao
dessas espécies, que s@o cruciais para aplicagdes fotodindmicas. O conjugado AM/AgNPr

mostrou uma producdo de EROs de 75,14%, um aumento em relagdo ao AM isolado.
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Figura 28 — Percentual de producdo de espécies reativas de oxigénio do AM/AgNPr:
(a) Espectroscopia de absor¢do analisando o decaimento do RNO a cada minuto durante 5
minutos de exposi¢ao a LED vermelho A 660 nm, pela agado do AM/AgNPr na concentracao
de 5 umol.L%; (b) Percentual de RNO consumido pelo tempo de irradiagcio em minutos, e

percentual de producédo de espécies reativas de oxigénio pela acdo do FS AM/AgNPr ao RNO.
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Fonte: Proprio autor.

Os nanoprismas de prata (AgNPr) podem amplificar a geracdo de EROs atraves do
efeito de ressonancia plasménica de superficie localizada (LSPR). A presenca de AgNPr pode
intensificar o campo eletromagnético local ao redor das moléculas de AM (Da Silva et al.,
2020). Este efeito ocorre devido a amplificacdo do campo eletromagnético nas proximidades
das nanoparticulas metélicas, aumentando a eficiéncia do processo de transferéncia de energia
e a geracdo de EROs (Amirjani et al., 2023). A interacdo entre 0 AM e as AgNPr pode
proporcionar um ambiente mais favoravel para a transferéncia de energia (Da Silva et al.,
2020), aumentando a eficiéncia da fotossensibilizacdo. As nanoparticulas podem atuar como

doadoras ou receptoras de energia, facilitando a geragéo de EROs.

Os resultados apresentados, com 75,14% de producdo de EROs para 0 AM/AgNPr em
comparacdo aos 70,71% do AM isolado, sugerem que a conjugacdo com nanoparticulas de
prata pode potencializar a eficacia do azul de metileno como fotossensibilizador. Este
incremento na producdo de EROs é particularmente relevante para aplicacbes em terapia
fotodindmica (PDT), onde a geracéo eficiente de espécies reativas de oxigénio é crucial para a
inativacdo de células patogénicas ou cancerigenas. Além disso, € importante notar que a
metodologia utilizada, baseada no método indireto do RNO, permite uma avaliacdo confiavel

da capacidade dos fotossensibilizadores em gerar EROs. A diferenca percentual observada
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entre 0 AM e o AM/AgNPr, embora ndo muito grande, é significativa e indica que a
conjugacdo com nanoparticulas de prata pode ser uma estratégia viavel para aumentar a

eficiéncia de fotossensibilizadores em aplicagdes biomédicas.
5.7. INATIVACAO FOTODINAMICA (IFD)
5.7.1. IFD Staphylococcus aureus

A inativacéo fotodinAmica do Staphylococcus auerus foi realizada utilizando dois FS
em hidrogel, AM e AM/AgNPr. Cada FS foi aplicado em trés concentragdes, 12,5, 25 e 50
umol.L L. A IFD foi entdo realizada para cada uma das amostras contra 0 microrganismo em
PBS, em periodos de 60, 90 e 120 s. Foi observado que os FSs nas concentracdes 12,5
umol.L2, ndo foram capazes de inibir totalmente o crescimento das colonias de S. aureus. No
entanto, nas concentragdes 25 e 50 umol.L? foi observado uma total inibicdo do crescimento
de colbnias em 120 s, com 50% da irradiancia do LED vermelho em 660 nm, utilizando
apenas 2,08 J.cm? em dose de luz. A Figura 29 mostra o perfil de inativagio fotodinamica de
Staphylococcus aureus NTCC 12973 utilizando AM em solucdo e conjugados AM/AgNPr,
sob irradiacdo de luz vermelha (22,94 mW.cm™ - 50% de irradiancia) em periodos de 60, 90 e
120 s (dose de luz de 1,04, 2,00 e 2,08 J.cm™, respectivamente). Os resultados estdo dispostos

como média + desvio padrdo (DP) de trés experimentos independentes (n = 3) * p < 0,05.

Em um estudo de IFD, Rodrigues et al. (2021) demonstraram que a aplicacéo de
conjugados de AgNPr—MB resultou em uma reducdo bacteriana de 2 log apds 3 minutos de
irradiacdo, em comparacdo com o grupo de controle. Além disso, no tratamento de S. aureus
utilizando os conjugados e 6 minutos de irradiacdo, foi obtida uma inativagdo total. Em
contraste, ao usar apenas MB, a reducdo bacteriana foi inferior a 0,5 log, evidenciando a
eficacia da combinacdo de MB e AgNPr3 para a inativacdo bacteriana (Rodrigues et al.,
2021). Em outro estudo Parasuraman et al. (2020) investigou a atividade antimicrobiana do

AM livre e do AM/AgNPs com irradiacdo de luz pelo método de contagem de coldnias.
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Figura 29 — IFD de cepas Staphylococcus aureus utilizando diferentes concentragoes

de azul de metileno (AM) e conjugados (AM/AgNPr) (a) 12,5 umol.Lt AM; (b) 12,5 pmol.L
L AM/AgNPr; (c) 25 pmol.L™t AM; (d) 25 pmol.L™* AM/AgNPr; (e) 50 pmol.L™t AM; (f) 50

pmol.L?

AM/AgNPr.
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O tratamento com AM/AgNPr mostrou uma reducdo de 5-logio nas células de S.
aureus apos a aPDT, enquanto apenas uma reducgdo de 1,2-logio foi observada com o AM
livre. Foi observada atividade antimicrobiana aumentada com AM/AgNPr apds fotoativacao
em comparacdo com o AM livre (Parasuraman et al., 2020). Um estudo com AM livre e
associado ao antibacteriano Gentamicina, mostra atividade bactericida em culturas

plancténicas de S. aureus (Pérez-Laguna et al., 2020).

5.7.2. IFD Pseudomonas aeruginosa

A inativacdo fotodindmica da Pseudomonas aeruginosa foi realizada utilizando dois
FS em hidrogel, AM e AM/AgNPr. Cada FS foi aplicado em trés concentraces, 12,5, 25 e 50
umol.L L. A IFD foi entdo realizada para cada uma das amostras contra 0 microrganismo em
PBS, em periodos de 60, 90 e 120 s. Foi observado que ambos FSs nas concentracfes 12,5
umol.L, ndo foram capazes de inibir totalmente o crescimento das colonias de P.
aeruginosa, bem como o0 FS AM nas demais concentragdes de 25 e 50 umol.L™. No entanto,
o FS AM/AgNPr nas concentracdes 25 e 50 umol.L™ foi observado uma queda consideravel
no crescimento das col6nias ja em 90 s de exposicdo a luz vermelha e uma total inibicdo do
crescimento de colénias em 120 s, com 50% da irradiancia do LED vermelho em 660 nm,
utilizando apenas 2,08 J.cm? em dose de luz. A Figura 30 mostra o perfil de inativacio
fotodindmica de Pseudomonas aeruginosa NTCC 12903 utilizando AM e conjugados
AM/AgNPr, sob irradiacdo de luz vermelha (22,94 mW.cm™? - 50% de irradiancia) em
periodos de 60, 90 e 120 s (dose de luz de 1,04, 2,00 e 2,08 J.cm?, respectivamente). Os
resultados estdo dispostos como média + desvio padrdo (DP) de trés experimentos
independentes (n = 3) * p < 0,05 vs. grupo controle. **, p < 0,05 vs. irradiacdo LED por 90 s.
*** p <0,05 vs. irradiacdo LED por 120 s.

Parasuraman et al. (2020) avaliou também a atividade antimicrobiana do AM livre e
do AM/AgNPr com irradiacdo de luz pelo método de contagem de colbnias para P.
aeruginosa. O tratamento com AM/AgNPr exibiu uma reducdo de 4,3-logio UFC/mL nas
células de P. aeruginosa apds fotoativacdo, enquanto as células tratadas com AM livre
mostraram uma reducéo de 1,1-logio. Uma maior atividade antimicrobiana foi observada com
AM/AgNPr apos fotoativacdo em comparagdo com o AM livre (Parasuraman et al., 2020).
Outro estudo com AM livre e associado ao antibacteriano Gentamicina mostra atividade
bactericida em culturas planctonicas de P. aeruginosa, e em biofilmes (Pérez-Laguna et al.,
2020).
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Figura 30 — IFD de Pseudomonas aeruginosa utilizando diferentes concentragdes de
azul de metileno (AM) e conjugados (AM/AgNPr) (a) 12,5 umol.Lt AM; (b) 12,5 umol.L*
AM/AgNPr; (c) 25 pmol.L't AM; (d) 25 pmol.L™* AM/AgNPr; (e) 50 pmol.L™* AM; (f) 50
umol.L* AM/AgNPr.
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Um estudo mostra que a IFD por AM ¢é eficaz, porém é necessario altas doses de luz
e longos periodos de exposicdo. Foi utilizada irradiacdo com laser de diodo de 635 nm em
poténcias de 300 mW/cm?2 e 250 mW/cm?2. A reducéo foi significativa de P. aeruginosa a 250
mW/cm2: 2,15 logio a 60 J/cm? apds 240 s; 2,71 logio a 75 J/icm? apos 300 s; e 3,48 logio a 90
Jicm? apds 360 s de excitacdo do AM. A diminuicdo maxima em UFC foi a 300 mW/cmz2
2,54 logio a 72 Jlcm?; 4,32 logio a 90 J/cm? e 108 J/cm? (Zada et al., 2024). Mostrando a alta

eficiéncia da IFD com AM/AgNPr contra P. aeruginosa em comparacao ao AM livre.



CONCLUSOESE
PERSPECTIVAS
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6. CONCLUSAO

Os resultados da caracteriza¢do dos nanoprismas de prata (AgNPr) demonstram a sua
adequacdo para aplicacdes fotodindmicas, especialmente pela sobreposicéo significativa entre
a banda de plasmon dos AgNPr e a regido de absorcdo do fotossensibilizador azul de
metileno. A analise espectroscopica UV-Vis revelou que as amostras AgNPri e AgNPr
apresentam Amax em 642 nm e 671 nm, respectivamente, alinhando-se bem com o perfil de
absorbéncia do azul de metileno. O potencial zeta das amostras, com valores muito negativos,
indica uma grande estabilidade coloidal, reforcando a eficacia do revestimento com cadeias
PSSS. As imagens de microscopia eletronica de transmissdo mostraram particulas de
diferentes morfologias, mas com uma espessura media fina de 4+1 nm, sugerindo uma

distribuicdo uniforme e adequada para as aplicacGes pretendidas.

Os resultados da caracterizacdo Optica dos sistemas de azul de metileno com
nanoprismas de prata (AM/AgNPr) revelam diferengas significativas em comparagdo ao azul
de metileno isolado. Na espectroscopia de absorcdo UV-Vis, observou-se que o AM/AgNPr
apresentou uma absorbancia levemente maior, mantendo o pico caracteristico de absor¢do em
torno de 664 nm, atribuida a ressonancia plasmonica de superficie localizada das nanoprismas
de prata, que intensifica a absor¢do do AM. Na espectroscopia de emissédo, 0 AM/AgNPr
mostrou alteracdes significativas nos espectros de emissdo, sugerindo interacGes entre o
corante e os nanoprismas. A presenca de AgNPr pode aumentar a intensidade de emissao do
AM através do efeito de aumento de campo plasménico, mas também pode causar quenching
da fluorescéncia devido a transferéncia ndo radiativa de energia para 0s nanoprismas. Estes
achados indicam que os sistemas AM/AgNPr possuem propriedades épticas aprimoradas,

com potencial para aplicac6es fotodinamicas.

Os resultados de FTIR demonstram claramente a associacdo eficaz das moléculas de
AM aos nanoprismas de prata (AgNPr). As interagbes moleculares sdo evidentes pelo
deslocamento das bandas vibracionais e pela presenca das bandas caracteristicas tanto do MB
qguanto do PSSS nos espectros dos sistemas. Esta associagdo € crucial para as propriedades
funcionais dos sistemas, especialmente para aplicacdes fotodindmicas onde a interacéo entre o
fotossensibilizador e os nanoprismas de prata pode potencializar a producdo de espécies

reativas de oxigénio (EROs), aumentando a eficacia do tratamento.
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Os hidrogeis desenvolvidos apresentaram estabilidade macroscopica ao longo do
tempo, sem separagdo de fases, mesmo apOs a incorporacdo de fotossensibilizadores,
indicando uma boa compatibilidade entre os componentes. As formulagdes contendo azul de
metileno e a combinacdo de azul de metileno com nanoprismas de prata exibiram coloracéo
azul intensa e homogénea, refletindo uma distribui¢do uniforme dos fotossensibilizadores. A
caracterizagdo fisico-quimica revelou que o pH das formulacBes estava dentro da faixa
adequada para uso topico, garantindo a estabilidade do gel e a manutencdo da barreira
cutanea. A viscosidade permaneceu consistente ap6s a adicdo dos fotossensibilizadores,
indicando que as propriedades reoldgicas dos geéis foram preservadas. A espalhabilidade dos
hidrogéis aumentou com a concentracdo dos fotossensibilizadores, sugerindo uma interacéo
fisico-quimica favoravel com as cadeias poliméricas do hidrogel. Esses resultados confirmam
a eficacia e a aplicabilidade das formulacdes, mantendo suas propriedades fisicas e quimicas

estaveis, essenciais para o desempenho terapéutico.

A producdo de EROs pelo AM/AgNPr ser maior que pelo AM isolado destaca a
importancia da interacdo entre fotossensibilizadores e nanoparticulas metélicas. Esta interagdo
ndo s6 melhora a eficiéncia da producdo de EROs, mas também abre novas perspectivas para
0 desenvolvimento de sistemas fotodindmicos mais eficazes. A associacdo com AgNPs
potencializa o desempenho do AM, tornando-o uma opcao promissora para futuras aplicagdes

em PDT e outras areas que se beneficiam da geracéo controlada de EROs.

O uso de fotossensibilizadores em hidrogel, tanto AM quanto AM/AgNPr, é eficaz na
inativacéo de S. aureus em concentracdes de 25 e 50 umol.L™ com uma dose de luz de 2,08
J.em? em 120 segundos. Especificamente o conjugado AM/AgNPr, é altamente eficaz na
inativagdo de P. aeruginosa nas concentraces de 25 e 50 g mol.L! com uma dose de luz de
2,08 J.em? em 120 segundos. A combinacdo de AM com nanoparticulas de prata oferece uma
vantagem significativa, demonstrando um efeito sinérgico que aumenta a producdo de EROs e
melhora a interagdo com a bactéria, resultando em uma inativagcdo mais eficiente. Este estudo
destaca a importdncia de otimizar tanto a concentragdo dos FS quanto os parametros de
irradiagdo para maximizar a eficicia da terapia fotodindmica, especialmente contra patégenos

resistentes como P. aeruginosa.
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7. PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos até agora com os conjugados de azul de metileno e
nanoparticulas de prata (AM/AgNPs) abrem diversas possibilidades para o avango no
tratamento de saude, especialmente na terapia fotodindmica (PDT) e outras aplicacbes
médicas. Com base nos achados, podemos delinear varias direcdes promissoras para futuras

pesquisas e desenvolvimentos.

+ Explorar diferentes concentracdes de fotossensibilizadores (FS) e doses de luz para
maximizar a eficiéncia terapéutica. Estudos adicionais podem identificar as condi¢Ges
ideais para diversos tipos de patdgenos e células cancerigenas, garantindo uma
abordagem personalizada e eficaz.

+ Investigagdo mais aprofundada da eficacia do AM/AgNPr contra outros pat6genos
multirresistentes além de S. aureus e P. aeruginosa. 1sso inclui testes com uma gama
mais ampla de bactérias e outros microrganismos patogénicos, visando desenvolver
protocolos de tratamento robustos e abrangentes.

+ Estudar os mecanismos detalhados pelos quais a associacdo de AM com AgNPr
aumenta a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs). Compreender melhor
esses processos podem levar a otimizacao das propriedades dos fotossensibilizadores e
a maximizacao da eficacia da TFD.

+ Continuar a melhorar as formulagBes de hidrogéis contendo AM e AM/AgNPT,
garantindo estabilidade a longo prazo, distribuicdo uniforme dos fotossensibilizadores
e manutencdo das propriedades fisico-quimicas favoraveis.

+ Desenvolver estratégias para a inativacdo de patdégenos em superficies e instrumentos
médicos utilizando AM/AgNPr. Esse enfoque pode ajudar a reduzir infecgdes
hospitalares e melhorar a seguranca em ambientes clinicos.

+ Estabelecer protocolos especificos para a utilizacdo de AM/AgNPr em desinfeccdo de

feridas, equipamentos médicos e areas de alto risco de contaminagao.

Os sistemas de azul de metileno com nanoprismas de prata (AM/AgNPr) apresentam
um potencial significativo para revolucionar tratamentos fotodindmicos e outras terapias
médicas. Com pesquisas continuas e desenvolvimento, esses sistemas podem se tornar uma

ferramenta vital na luta contra infecgdes resistentes, cancer e outras condi¢fes de saude.
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