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1- Motivacao

A resisténcia aos antibidticos representa, atualmente, um dos maiores desafios
para a saude publica global. No Brasil, estima-se que mais de 30 mil pessoas morrem
anualmente em decorréncia da resisténcia antimicrobiana (RAM). E estudos indicam que,
até 2050, aproximadamente 9 milhdes de Obitos poderdo ocorrer em todo o mundo em
funcdo dessa ameacga, com maior concentracio de casos na Asia, América Latina e
Caribe!l. Diante do crescimento continuo do numero de patégenos resistentes a
antibidticos e antissépticos, torna-se vital o desenvolvimento de estratégias
antimicrobianas eficazes.

A terapia fotodinamica (PDT do inglés — photodynamic therapy) destaca-se como
uma abordagem promissora para enfrentar a resisténcia antimicrobiana. A PDT baseia-se
no uso de agentes fotossensibilizadores que, ao serem ativados por uma fonte de luz
especifica, tornam-se toxicos para células-alvo, como bactérias patogénicas, células
tumorais ou outras células comprometidas.? Esta modalidade de terapia é reconhecida
desde 1975 para tratar o cancer, e desde entdo vem ganhando cada vez mais atencéo no
campo biomédico. Além disso, tem se consolidado como uma alternativa viavel aos
antibioticos convencionais, demonstrando eficacia inclusive contra patdgenos
multirresistentes. Na PDT, um fotossensibilizador é ativado pela exposi¢cao a luz em um
comprimento de onda especifico (janela 6tima de 600-800 nm). Uma vez excitado, ele
transfere sua energia ao oxigénio molecular presente no meio, resultando na formacao de
oxigénio singleto (*0;), uma espécie altamente reativa que promove danos as estruturas
celulares dos microrganismos, levando a morte da célula-alvo.?

O corante azul de metileno (AM) é um fotossensibilizador bem estabelecido com
ampla aplicabilidade em PDT devido a sua forte absorgdo na faixa de 550-700 nm e ao
seu alto rendimento quantico de oxigénio singleto, quando irradiado com luz vermelha.*
, No entanto, sua eficacia é reduzida em meios que ndo a agua,
NANOPARTICULAS DE PRATA NA N . ~ . . .
TERAPIA FOTODINAMICA ANTIMICROBIANA levando a sua fOtOdesatlvagaO, prInCIpaImente em melios
O siteseveRoE biolégicos, o que compromete a geragdo de oxigénio singleto.®

) Para contornar essa limitacdo, o AM tem sido incorporado a
~ carreadores, como nanomateriais®, visando melhorar sua
. ' “ioms estabilidade e desempenho na PDT.
SR e Paralelamente, nanoparticulas metalicas, especialmente
e O as de prata (AgNPs), vém sendo exploradas por seu potencial
antimicrobiano e capacidade de atuar como carreadoras de
moléculas bioativas. Existem diversas rotas quimica para a
producdo de AgNPs, no entanto, o uso de rotas sintéticas verdes
© ACAD ANTRACROBIANA baseadas em extratos vegetais se mostra como uma alternativa
* : *_/% sustentavel e trai atencédo devido aos seus protocolos sintéticos
e : seguros e sustentaveis, uso solventes ndo toxicos e condigdes

de temperatura e pressdo ambiente.’

Dessa forma, este projeto visa produzir AgNPs,
principalmente por rotas verdes baseadas em extratos vegetais,
como uma alternativa sustentavel e ecologicamente correta de producdo deste

Figura 1: Resumo do projeto.
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nanomaterial. Em seguida carregar as AgNPs com AM, e investigar a eficiéncia deste
sistema na geracdo de EROs, contribuindo com o desenvolvimento de novas plataformas
antimicrobianas com potencial para aplicagdo na PDT (Fig. 1).

2- Objetivos
2.1 Objetivos gerais
Desenvolver e caracterizar nanoparticulas de prata sintetizadas por rotas verdes
utilizando extratos vegetais e funcionaliza-las com manose e azul de metileno, e avaliar
sua capacidade de geracdo de espécies reativas de oxigénio com foco em aplicacdes em
terapia fotodindmica antimicrobiana.

2.2 Objetivos especificos

a) Realizar reviséo bibliogréafica sobre sintese verde de nanoparticulas e PDT.

b) Selecionar extratos vegetais adequados para a sintese das AgNPs.

c) Sintetizar e caracterizar as nanoparticulas de prata com manose.

d) Funcionalizar as AgNPs/Manose com azul de metileno.

e) Avaliar a eficiéncia de geracdo de oxigénio singleto e outras EROs.

f) Avaliar a atividade antimicrobiana do nanocarreador em culturas de bactérias
gram-negativas e gram-positivas.

g) Divulgar os resultados em eventos cientificos e elaborar artigo/resumo técnico.

3- Metodologia
a) Preparo dos nanomateriais
Primeiramente seré feita a extracdo dos principios ativos das plantas selecionadas. Para
isso, as folhas secas serdo trituradas em um almofariz e submetidas a uma infusdo com
Agua quente sob agitacdo.® Em seguida, a mistura sera filtrada e o filtrado usado na etapa
seguinte de preparacédo das AgNP.

As AgNPs serdo preparadas a partir do sal precursor de AgNOs e diferentes
proporcdes do extrato da planta na presenca e auséncia da manose.® A manose é um
acucar redutor também com propriedades antimicrobianas que servira como coadjuvante
no processo de reducdo das NPs, além de funcionalizar a superficie das NPs as deixando
mais hidrofilicas.

b) Caracterizacéo fisico-quimica dos hanomateriais

Serdo feitas as caracterizacfes quimicas, Oticas, coloidais, morfolégicas e
estruturais das NPs. A espectroscopia na regido do infravermelho (V) seré utilizada para
averiguar a composicdo quimica da superficie das nanoparticulas. A técnica de
espalhamento de luz dinamico (DLS) e potencial zeta (PZ) serdo empregadas para avaliar
o tamanho e a carga de superficie das nanoparticulas em meio aquoso. As estruturas
cristalinas dos nanossistemas serédo avaliadas pelo equipamento de difracdo de raios-X
da Panalitycal modelo Empyrean, localizado no Laboratério de Raios X do CBPF. A
morfologia e tamanho das nanoparticulas serdo avaliados com o uso do microscopio
eletrénico de transmisséo (Jeol 2100F) de alta resolucdo localizado no LABNANO no
CBPF. Serao feitos ainda mapeamento elementar por espectroscopia de raios X por
energia dispersiva (EDS) para verificar a composi¢cao quimica das AgNPs.

c) Desempenho das NPs na producéo das Espécies Reativas de Oxigénio

Para avaliar o desempenho das NPs na de producdo de EROs frente a aplicacao
de luz, serd utilizado a espectroscopia de ressonancia paramagnética eletrénica (do
Inglés- electron paramagnetic resonance, EPR). A espectroscopia EPR baseia-se na
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absorcdo de radiacdo eletromagnética (normalmente micro-ondas) por uma amostra
paramagnética (ou seja, uma espécie com elétrons desemparelhados) quando colocado
na presenca de campo magnético. Para esta etapa do projeto pretende-se utilizar o
equipamento Bruker ESP 300e em colaboracdo com o Laboratério de Ressonancia
Paramagnética Eletronica do CBPF. O oxigénio singleto apresenta tempo de vida muito
curto, abaixo do limite de deteccdo do espectrobmetro EPR, fazendo-se necessario a
utiizacdo de sondas redox, como a 2,2,6,6-tetrametilpiperidina (TEMP). TEMP,
entretanto, ndo € paramagnético; apos interacdo com o oxigénio singleto é transformado
no aduto paramagnético radical 2,2,6,6-tetrametilpiperidina-n-oxil (TEMPO), de tempo de
vida mais longo e detectavel via EPR.

d) Terapia Fotodinamica in vitro
Avaliar a atividade antimicrobiana do nanocarreador em culturas de bactérias gram-
negativas e gram-positivas quando expostas e nao expostas a luz.

4- Plano de atividades

Bimestre
Atividade Descricao 1 > 312 |5 6
1-Levantamento Revisdo bibliografica sobre PDT. Escolha dos| X
bibliografico extratos vegetais que serdo utilizados nal
sintese das AgNPs.
2-Sintese de materiais Sintese das AgNPs ja& modificadas com | X X
manose e azul de metileno. Obter ao menos
duas amostras reprodutiveis de AgNPs com
dois extratos de planta.
3- Caracterizagéo fisico- Caracterizagéo dos nanomateriais X | x
quimica das AgNPs desenvolvidos na atividade #2.
4-Desempenho das NPs na | Quantificar oxigénio singleto e outras EROs X | X
producdo das EROs. utilizando o EPR.
5-Terapia fotodinamica Avaliar a atividade antimicrobiana do X | X | X
L nanocarreador em culturas de bactérias gram-
in vitro negativas e gram-positivas
6-Apresentacio em Produgéo da escrita/relatério cientifica e X
apresentacao do trabalho na Jornada de
evento Iniciagdo Cientifica do CBPF
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