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RESUMO

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

This work investigated the synthesis, characterization, and photodynamic action of nanoparticles (NPs)
of the conjugated polymers (PCs) poly-(2,5-di-hexyloxy-cyanoterephthalylidene) (Cn-PPV), poly[2,6-
(4,4-bis-(2-ethylhexyl)-4H-cyclopenta[2,1-b;3,4-b"]dithiophene)-alt-4,7(2,1,3-benzothiadiazole)]
(PCPDTBT), and the new blend, resulting from the mixture of Cn-PPV and PCPDTBT, named Cn-
TBT, whose nanostructures were called Cn-TBT-NPs, aiming at bacterial photoinactivation. The
effectiveness of these NPs was evaluated against Staphylococcus aureus (Gram-positive) and
Escherichia coli (Gram-negative) using irradiation with visible light. The NPs demonstrated efficiency
in generating reactive oxygen species (ROS) and 'O-, in addition to inducing photothermal effects
when irradiated with infrared laser (806 nm), resulting in bacterial inviability. Among the synthesized
NPs, Cn-TBT-NPs stood out for combining the photodynamic and photothermal properties of the
original polymers, resulting in greater effectiveness in inactivating S. aureus when subjected to a
concentration of 8§ pug mL™". This greater efficiency can be attributed to the greater permeability of the
S. aureus cell wall, facilitating penetration. Cn-TBT-NPs also showed a higher yield in generating 'Os-.
In contrast, E. coli, a Gram-negative bacterium with a more complex cell wall structure, required a
concentration higher than 16 pg mL™" to achieve similar inactivation. The results suggest that Cn-TBT-
NPs have great potential as photosensitizers, especially in combating Gram-positive bacteria. The
synergy between photodynamic and photothermal effects, combined with the ability to absorb visible
light, offers a promising approach for antimicrobial photodynamic inactivation. This study reinforces
the importance of developing new nanostructures in combating antimicrobial resistance, providing an
effective and safe alternative to conventional treatments.

Keywords: Photoinduced Processes. Applied Nanotechnology. Materials Engineering and
Inactivation Mechanisms.

RESUMEN

Este trabajo investigo la sintesis, caracterizacion y accion fotodinamica de nanoparticulas (NPs) de los
polimeros conjugados (PCs) poli-(2,5-di-hexiloxi-cianotereftalilideno) (Cn-PPV), poli[2,6-(4,4-bis-
(2-etilhexil)-4H-ciclopenta[2,1-b;3,4-b"]ditiofeno)-alt-4,7(2,1,3-benzotiadiazol)] (PCPDTBT), y la
nueva mezcla, resultante de la mezcla de Cn-PPV y PCPDTBT, denominada Cn-TBT, cuyas
nanoestructuras fueron denominadas Cn-TBT-NPs, con el objetivo de la fotoinactivacion bacteriana.
La efectividad de estas NPs fue evaluada contra Staphylococcus aureus (Gram-positiva) y Escherichia
coli (Gram-negativa) usando irradiaciéon con luz visible. Las NPs demostraron eficiencia en la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y 'Oz, ademas de inducir efectos fototérmicos al
ser irradiadas con laser infrarrojo (806 nm), resultando en inviabilidad bacteriana. Entre las NPs
sintetizadas, las Cn-TBT-NPs destacaron por combinar las propiedades fotodindmicas y fototérmicas
de los polimeros originales, resultando en una mayor efectividad en la inactivacion de S. aureus al ser
sometidas a una concentracion de 8 pg mL™'. Esta mayor eficiencia puede atribuirse a la mayor
permeabilidad de la pared celular de S. aureus, facilitando su penetracién. Las Cn-TBT-NPs también
mostraron un mayor rendimiento en la generacion de 'O2. Por el contrario, E. coli, una bacteria Gram-
negativa con una estructura de pared celular mas compleja, requiridé una concentracion superior a 16
ug mL" para lograr una inactivacion similar. Los resultados sugieren que las Cn-TBT-NPs tienen un
gran potencial como fotosensibilizadores, especialmente en el combate contra bacterias Gram-
positivas. La sinergia entre los efectos fotodindmicos y fototérmicos, combinada con la capacidad de
absorber luz visible, ofrece un enfoque prometedor para la inactivacion fotodinamica de
antimicrobianos. Este estudio refuerza la importancia del desarrollo de nuevas nanoestructuras para
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combatir la resistencia a los antimicrobianos, ofreciendo una alternativa eficaz y segura a los
tratamientos convencionales.

Palabras clave: Procesos Fotoinducidos. Nanotecnologia Aplicada. Ingenieria de Materiales y
Mecanismos de Inactivacion.
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 ESPALHAMENTO DINAMICO DA LUZ E POTENCIAL ZETA
Os diametros hidrodinamicos médios (DHM) de 238, 157 e 163 nm; os Potenciais Zetas com

os valores médios de -6, -8 ¢ -6 mV foram obtidos para as PCPDTBT-NPs, Cn-PPV-NPs ¢ Cn-TBT-

NPs, respectivamente. A Figura 11 apresenta a distribui¢do de didmetros de cada nano particula.

Figura 1: Distribui¢do de didmetro hidrodindmico médio das NPs de (A) PCPDTBT, (B) Cn-PPV e (C) Cn-TBT, com os
dois picos de cada distribui¢ao de diametros (D1 e D2). As medidas foram realizadas com as NPs diluidas em agua

destila filtrada e todas as NPs foram empregadas com a concentragdo de 1,6 pg mL-1.
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Na Figura 11 temos que PCPDTBT-NPs e Cn-TBT-NPs apresentam respectivamente somente

1,7 e 3,6% de aglomerado com didmetros na ordem de 4 um, ja as Cn-PPV-NPs apresentam 18,1% de

aglomerados com tamanhos na ordem de 2 um. As NPs de menores diametros sdao as Cn-PPV-NPs e

Cn-TBT-NPs, assim, podemos verificar que as NPs resultantes da mistura dos polimeros carregam o

menor diametro médio e o segundo menor percentil de aglomerado. Dessa forma, ¢ possivel afirmar

que a junc¢do dos polimeros acarreta uma configuracdo de NPs com diametros menores e melhor

aproveitamento, isto é, menor porcentagem de aglomerado.
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Na Tabela 1 estao dispostos os resultados referentes ao DHM e os valores de Potencial Zeta ({)
tanto para a formulagdo principal quanto para as formulagdes controles, assim como alguns exemplos
contidos na literatura utilizando nanoprecipitagdo, os mesmos polimeros conjugados e a proporcao de

fase organica para fase aquosa de 1:5.

Tabela 1: Resultados do didmetro hidrodindmico médio (DHM), potencial Zeta e PdI de algumas NPs produzidas por
nanoprecipitagdo com proporcdo de faze organica aquosa de 1:5. Fonte: Autor.
Potencial

Polimero Matriz Pdl  DHM (nm) Zeta (mV) pH Fonte
PCPDTBT PEG5k -PLGA 55k 0,13 142 -7 6 (Abelha et al., 2019)
PCPDTBT PEG2k -PLGA 15k 0,17 131 -12 6 (Abelha et al., 2019)

Cn-PPV PLGA-PEG N.E 110 -55 N.E (Kemal et al., 2017)

Cn-PPV Tween 20 0,1 120 -8 N.E (Caires et al., 2023)
PCPDTBT Tween 20 0,7 209 -6 3,87 Presente trabalho

Cn-PPV Tween 20 0,31 125 -8 4 Presente trabalho

Cn-TBT Tween 20 0,31 120 -6 6 Presente trabalho

Legenda: PdI: indice de polidispersividade; DHM: didmetro hidrodinamico médio; N.E: ndo especificado.
Fonte: Autor.

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

submetida a um campo eletromagnético) demonstrado na Equagao 2.

U _ 2e0F(Ka) 2]

‘u_E 37

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

O método de Smoluchowski € mais vantajoso que o de Hiickel-Onsager para sistemas coloidais
e suspensoes, onde a espessura da dupla camada elétrica é pequena em relacio ao tamanho das
particulas. O método Smoluchowski ¢ mais simples e eficiente para descrever a mobilidade
eletroforética em solucdes de baixa concentragdo de particulas, enquanto o método de Hiickel-Onsager
¢ mais complexo e adequado para solugdes diluidas de ions simples. Assim, o método de
Smoluchowski ¢ preferido para anélises de particulas maiores e sistemas coloidais onde as interagdes
hidrodinamicas detalhadas sao menos relevantes (Klaseboer e Chan, 2020).

Outro importante fator a ser considerado, durante as comparagdes entre os resultados obtidos

para o Potencial Zeta e a literatura, ¢ o de preparo das amostras. Variagdes de pH, temperatura,
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concentracdo salina e at¢ mesmo o sal utilizado interferem no valor e no sinal do Potencial Zeta ({)
(Hinze, Ripperger e Stintz, 1999; Liu et al., 2018; Nikhil e Arnepalli, 2019). Por conta dessas
influéncias e na auséncia da mencao destas varidveis, a comparagao entre diferentes matrizes ou entre
amostras com diferentes preparacgdes ¢ limitada. Um dos principais significados fisicos do Potencial
Zeta ({) ¢ a definigdo da estabilidade das solucdes coloidais de NPs. Desse modo, ja € bem estabelecido
na literatura que as NPs com valores em intervalo de +£30 mV sdo consideradas estaveis (Mayoral et
al., 2014).

Dessa forma, a sintese de NPs de PCPDTBT utilizando 7ween 20 como matriz (presente
trabalho) apresenta caracteristicas de potencial Zeta (-6 mV) que nao se distanciam significativamente
das sinteses de NPs similares reportadas na literatura, como aquelas utilizando matrizes de PEGsk-
PLGA 55k e PEG2«-PLGA 15k (-7 mV e -12 mV, respectivamente). O Potencial Zeta das PCPDTBT-
NPs com matriz de Tween 20 em meio acido indica uma carga superficial ligeiramente negativa,
compardvel aos Potenciais Zeta observados para as NPs sintetizadas com PEGs-PLGA 55k e PEGok-
PLGA 15k, respectivamente (Abelha ef al., 2019; Imberti et al., 2020).

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

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

J4 o potencial Zeta das NPs de Cn-PPV ¢ idéntico ao relatado por Caires, 2023b, o que era
esperado tratando-se da mesma técnica, polimero e com a mesma matriz. A comparagao entre as NPs
de PCPDTBT e Cn-PPV, ambas sintetizadas utilizando 7ween 20 como matriz, revela diferencas
importantes nos Potenciais Zeta ({) € no pH do meio que influenciam diretamente as propriedades de
superficie de cada tipo de nanoparticula. As PCPDTBT-NPs apresentaram um Potencial Zeta de -6
mV em meio aquoso com pH de 3,87, enquanto as Cn-PPV-NPs, também sintetizadas com Tween 20,
exibiram um Potencial Zeta de -8 mV em meio aquoso com pH de 4.

Essas diferengas nos Potenciais Zeta e no pH sugerem que, embora ambas as formulagdes
utilizem a mesma matriz de estabilizag¢do esférica fornecida pelo Tween 20, a natureza dos polimeros
(PCPDTBT versus Cn-PPV) e as condicdes de pH influenciam significativamente a carga superficial

resultante das NPs (Mayoral et al., 2014).
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A observacao do Potencial Zeta das Cn-PPV-NPs sugere que, neste ambiente ligeiramente
menos acido, hd uma maior exposicao de grupos funcionais carregados negativamente ou uma menor
protonagdo dos mesmos, contribuindo para uma carga superficial mais negativa. O Cn-PPV ¢ um
polimero conjugado que pode possuir grupos ciano e outros grupos eletronegativos que mantém sua
carga negativa mesmo em pH acido, aumentando o Potencial Zeta negativo (Kemal et al., 2017;
Fedatto et al., 2021).

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

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

A sintese de NPs a partir da mescla dos polimeros PCPDTBT e Cn-PPV, resultando na
formulacdo denominada Cn-TBT-NPs, com Potencial Zeta de -6 mV e pH de 6, oferece um perfil
distinto em comparag¢do com as NPs formadas a partir dos polimeros individuais. A comparagao das
Cn-TBT-NPs com as PCPDTBT-NPs e Cn-PPV-NPs revela varias consideragdes importantes sobre a
interagdo das NPs com o meio aquoso e suas implicagdes praticas.

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

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

A semelhanca no Potencial Zeta das Cn-TBT-NPs em relacao as PCPDTBT-NPs, porem com
um pH mais neutro, sugere que a mescla dos polimeros pode se dar com os mondmeros da superficie
sendo majoritariamente de PCPDTBT e, portanto, ndo afeta a carga superficial, mas pode oferecer
beneficios adicionais em termos de compatibilidade com sistemas biologicos e potencialmente uma

melhor aceitagdo em aplicacdes terapéuticas (Zhang et al., 2020).

INATIVACAO FOTODINAMICA E FOTOTERMICA DE ESCHERICHIA COLI E STAPHYLOCOCCUS AUREUS VIA
NANOPARTICULAS DE POLIMEROS CONJUGADOS, PARTE 2

_._—



Para os resultados do DHM demonstrado na Tabela 1 nota-se que, apesar de terem matrizes
diferentes, os DHM sdo semelhantes para a PCPDTBT-NPs sintetizadas a partir do método
nanoprecipita¢do. Entretanto, as flutuacdes entre os resultados podem ser explicadas primeiramente
pelo fato de serem polimeros diferentes, mas também pelo fato de terem PdI distintas umas das outras,
tendo em vista que o DHM depende da PdI (Zhang et al., 2020; Pinto et al., 2022). E importante ressalta
que ap6s a sintese as NPs ndo foram filtradas, ou seja, as solugdes empregadas na obtencao dos valores
dos DHM incluem agregados, o que ndo apenas aumenta a dispersdo de tamanho (alto PdI), mas
também aumenta o DHM. E possivel verificar a formagao de agregados pela formagdo de um segundo
pico na distribuicao de tamanhos ilustrado na Figura 11.

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

No entanto, as Cn-PPV-NPs tém um didmetro menor do que as PCPDTBT-NPs, o que pode
limitar o volume de carga que elas podem transportar ou entregar. Além disso, a diferenca no potencial
Zeta das NPs, onde as Cn-PPV-NPs podem apresentar uma menor estabilidade coloidal em
compara¢do com as PCPDTBT-NPs, pode impactar a eficicia e a durabilidade das NPs em solu¢des
complexas. Embora as Cn-PPV-NPs se beneficiem de um tamanho menor e uma distribuicdo mais
uniforme, elas podem ndo oferecer as mesmas vantagens em termos de estabilidade e capacidade de
carga proporcionadas pelas PCPDTBT-NPs.

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

Os resultados demonstram que enquanto as PCPDTBT-NPs com Tween 20 oferecem vantagens
significativas em termos de estabilidade e funcionalidade, sua maior polidispersividade e didmetro
podem limitar sua aplicabilidade em contextos que exigem tamanhos mais uniformes. As Cn-PPV-
NPs, embora menores e com uma distribui¢cao de tamanho mais uniforme, podem apresentar limitagdes
em termos de capacidade de carga e estabilidade coloidal. Por outro lado, as Cn-TBT-NPs demonstram
superioridade com seu tamanho menor, polidispersividade controlada e estabilidade coloidal,
posicionando-as como uma escolha ideal para aplicagdes que requerem NPs consistentes e eficazes. A
combinac¢do dos dois polimeros, PCPDTBT e Cn-PPV, na micela Cn-TBT-NPs, oferece um perfil

equilibrado que potencializa os pontos fortes de cada material, resultando em um desempenho superior
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comparado as NPs individuais. Entretanto, para jugarmos as Cn-TBT-NPs como potenciais FS™ =

precisamos compreender o seu perfil dptico.

3.2 ESPECTROSCOPIA UV-VIS, FLUORESCENCIA E TEMPO-DE-VIDA

Na Figura 12 sdo apresentadas as curvas de absorbancia normalizadas das amostras de
polimeros em THF (A), das NPs e do Tiveen 20 em meio aquoso (B). Tanto os polimeros quanto as
NPs foram empregados na concentragio de 16 pg mL™!, enquanto o Tiveen apresentava concentragio

de 0,48 mg mL™".
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Figura 2: (A) Perfis de absor¢do dos polimeros (linhas tracejadas) em THF; (B) espectros das nanoparticulas (linhas
solidas) e Tween 20 em meio aquoso; (C—E) comparagao dos perfis dos polimeros em THF com suas formas

Absorgao

Absorgdo

Absorgao

espectros deslocados para comprimentos de onda maiores (efeito de red shift), como pode ser
observado na Figura 12B. Esse deslocamento € um indicativo significativo do encapsulamento dos
mondmeros em estruturas nanomeétricas (Wang et al., 2016; Martins, 2017; Rabadan, 2020b). Os

desvios podem ser verificados com mais facilidade na Figura 12C que faz a comparacao direta do

nanoparticuladas.
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polimero PCDTBT com sua forma nanoparticulada, na Figura 12D que faz a comparacao direta do™ *
polimero Cn-PPV com sua forma nanoparticulada e na Figura 12E que faz a comparagdo direta da
mistura Cn-TBT com sua forma micelar nanoparticulada.

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

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

A literatura reforca essa observagdo, destacando que o red shift em espectros de absorcdo €
frequentemente associado a formagao de NPs e ao aumento da conjugacido eletronica nos polimeros
(Wang et al., 2016; Martins, 2017; Rabadan, 2020b). Por exemplo, estudos de Zhou et al. (2002)
demonstraram que a modificagdo da estrutura nanométrica de polimeros pode levar a mudancas
significativas nas propriedades Opticas, incluindo o deslocamento do espectro de absor¢do para
comprimentos de onda mais longos. Além disso, investigacdes realizadas por Leventis et al. (2018)
demonstraram que o encapsulamento de polimeros a base de dicetopirrolopirrol resultou em altos
rendimentos quanticos de fluorescéncia em solugdo e filmes finos.

Uma discussao sobre as vantagens das novas micelas da solu¢do Cn-TBT (Cn-TBT-NPs), em
relacdo as NPS de seus polimeros constituintes (PCPDTBT e Cn-PPV), destaca aspectos importantes
relacionados a sua capacidade de absorcdo de luz e potencial de aplicagdo em processos de
fotoinativagdo. Analisando os espectros de absor¢do dos polimeros e da micela (Figura 12A), ¢
evidente que o Cn-TBT oferece uma faixa de absor¢ao mais ampla e equilibrada, representando um
diferencial significativo em comparagdo com os polimeros isolados.

De acordo com estudos como o de Soci et al. (2007) o PCPDTBT exibe uma banda de absor¢ao
caracteristica em torno de 700 nm, enquanto o Cn-PPV mostra uma banda proeminente em
aproximadamente 400 nm quando dissolvido em solventes como THF, esses resultados sao

consistentes com o comportamento observado no presente estudo. Essa concordancia sugere que as

INATIVACAO FOTODINAMICA E FOTOTERMICA DE ESCHERICHIA COLI E STAPHYLOCOCCUS AUREUS VIA
NANOPARTICULAS DE POLIMEROS CONJUGADOS, PARTE 2

__.—



propriedades Opticas fundamentais dos polimeros constituintes sdo mantidas quando em solugao
isolada (Etzold et al., 2012).

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

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

As Cn-TBT-NPs, em particular, mostram duas bandas distintas em 415 ¢ 670 nm, evidenciando
uma absor¢do de luz mais ampla em comparagdo com as PCPDTBT-NPs e Cn-PPV-NPs. As
PCPDTBT-NPs apresentam bandas em 410 e 685 nm, enquanto as Cn-PPV-NPs possuem uma banda
unica em 460 nm. O espectro de absor¢cao mais abrangente das Cn-TBT-NPs mostra que conseguem
absorver luz em uma faixa mais ampla de comprimentos de onda, mantendo uma intensidade de
absor¢ao intermedidria entre as NPs dos polimeros isolados.

Essa caracteristica € crucial para aplicagdes de fotoinativag@o, onde a eficiéncia de absor¢do de
luz em vérias regides do espectro visivel e proximo do infravermelho pode influenciar diretamente na
eficacia do processo. Estudos como os de Kashef et al. (2017) mostram que NPs com espectros de
absor¢cdo mais amplos e equilibrados podendo gerar EROs de forma mais eficaz, aumentando a
eficiéncia da fotoinativagao.

Por fim, analisando os espectros de fluorescéncia das NPs (representados na Figura 13), ¢
possivel confirmar a versatilidade e a eficdcia das Cn-TBT-NPs para aplicagdes avangadas em

fotoinativagdo de microrganismos.
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Figura 3: Perfis de fluorescéncia dos polimeros em THF (linhas tracejadas), das NPs em agua (linhas solidas) e do Tween

20 (linha preta). Os compostos foram excitados em 460 nm (A), 380 nm (B), 550 nm (C) e 700 nm (D). Todas as

solugdes foram empregadas em concentragdes de 16 pg mL-1 com excegdo do Tween 20 que foi empregada a 0,48 mg

mL-1.
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Fonte: Autor.

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

Quando o Cn-PPV em solu¢ao de THF ¢ excitado a 380 nm ou a 460 nm (préximo ao seu pico
de absor¢do maxima (450 nm) resultando em uma intensidade maior do que com 380 nm), ocorre uma
transicao eletronica do estado fundamental (So) para um estado excitado de maior energia (S2 ou

superior), seguida de uma rapida relaxacdo ndo radiativa - relaxacdo ndo radiativa € o processo onde
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um elétron excitado retorna ao estado de energia mais baixo sem a emissdo de luz, convertendo
geralmente a energia em calor - para o primeiro estado excitado singleto (S:) (Soos et al., 1993). A
fluorescéncia observada ¢ resultado da emissao de luz quando os elétrons retornam do estado excitado
S1 para o estado fundamental So (Rauscher et al., 1990). O pico de fluorescéncia centrado em 550 nm,
com uma largura de banda de 500 a 650 nm e intensidade de 32.500, indica uma transicao tipica w-m*,
onde os elétrons do orbital n (ligante) sdo excitados para o orbital * (antiligante) (Rauscher et al.,
1990). A excitacao a 550 nm ndo gera fluorescéncia no Cn-PPV, como demonstrado na Figura 12, sua
absor¢ao a partir desse comprimento de onda ¢ nula.

No caso das Cn-PPV-NPs, excitadas na mesma condi¢do a 380 nm ¢ 460 nm (com intensidade
aumentada), observam-se duas bandas de fluorescéncia sobrepostas com picos em 625 nm e 660 nm,
formando um padrdo em 'M' com uma largura de banda de 550 a 750 nm. Essa mudanca no perfil de
emissdo, incluindo o deslocamento para comprimentos de onda mais longos (red shift), sugere a
presenga de transigdes adicionais devido a formacao das NPs e ao ambiente diferente (meio aquoso vs.
THF) (Rauscher et al., 1990; Soos et al., 1993; Rabadan, 2020b). Nas Cn-PPV-NPs, ocorre um efeito
de confinamento quéantico - confinamento quantico refere-se quando as dimensdes de um material se
tornam comparaveis ao comprimento de onda dos elétrons que ele contém, alterando suas propriedades
eletronicas e Opticas - que altera a distribuicao de niveis de energia dos orbitais © e ©*, influenciando
as transicoes eletronicas (Rauscher et al., 1990). Além disso, a interacdo entre as cadeias poliméricas
na matriz de Tween 20 pode induzir transi¢des intercadeias, onde elétrons excitados de uma cadeia
podem transferir energia para outra cadeia adjacente, resultando em emissao em comprimentos de onda
mais longos (Soos et al., 1990; Soos et al., 1993; Martins, 2017).

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

Na Figura 12 foi apresentado que o polimero Cn-PPV nao absorvia a partir de 550 nm, enquanto
as suas NPs absorvem até proximo a 700 nm, logo, quando as Cn-PPV-NPs foram excitadas com 550
nm (Figura 13C) as Cn-PPV-NPs apresentam duas bandas de fluorescéncia, agora com picos em 630
nm e 680 nm, uma largura de banda de 600 a 750 nm e intensidade menor. A emissdao em 630 nm, que
difere dos picos observados anteriormente, sugere a presenca de transi¢oes eletronicas adicionais ou o

envolvimento de estados excitados localizados que sdo acessiveis apenas nas NPs (Rauscher et al.,
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1990; Soos et al., 1993). Além disto, ¢ evidente na Figura 13C que a eficiéncia quantica de
fluorescéncia das Cn-PPV-NPs é muito superior aos demais polimeros e NPs.

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

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

As Cn-PPV-NPs apresentam um espectro de emissdo mais amplo e deslocado em dire¢do ao
infravermelho, o que ¢ vantajoso para aplicagdes de alFD, ao permite maior penetragdo da luz por
meio de tecidos biologicos (Abelha et al., 2019; Imberti et al., 2020). A capacidade das NPs de absorver
e emitir luz em uma faixa de comprimentos de onda mais ampla também sugere uma maior eficiéncia
na geracdo de EROs, essenciais para a fotoinativagdo de microrganismos (Meng, 1998). A presencga de
transicdes intercadeias e a possivel formacdo de estados tripletos aumentam a probabilidade de
formagao de oxigénio singleto, o qual ¢ altamente reativo e eficaz na inativagdo de bactérias (Colaneri
et al., 1990).

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

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

Por outro lado, a auséncia de fluorescéncia nas PCPDTBT-NPs em todos os comprimentos de

onda testados sugere que o encapsulamento quantico tem um papel crucial na modificagao dos estados
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de energia eletronica do material (Rauscher et al., 1990; Soos et al., 1993). No regime de confinamento
quantico ocorre uma alteracao na distribuicao dos niveis de energia dos orbitais m e n* (Rauscher et
al., 1990). Essa alteracdo pode restringir as transi¢des radiativas resultando em emissdo de luz,
favorecendo, em vez disso, processos de relaxamento ndo radiativo ou transi¢des intersistema para
estados tripletos (T1), que ndo emitem luz (Meng, 1998; Feng et al., 2013).

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

O comportamento da mistura Cn-TBT e de suas NPs (Cn-TBT-NPs) reflete a combinagdo das
propriedades dos polimeros constituintes, Cn-PPV ¢ PCPDTBT, tanto em suas formas livres quanto
nanoparticuladas. Quando o Cn-TBT ¢ excitado a 380 nm, ele apresenta um pico de fluorescéncia a
550 nm, similar ao Cn-PPV, indicando que as unidades Cn-PPV mantém suas caracteristicas de
emissdo em solucdo. Esse comportamento sugere que, nesse comprimento de onda, as transi¢des
eletronicas n-n* do Cn-PPV predominam na micela (Colaneri et al., 1990; Meng, 1998; Sherwood et
al., 2010). No entanto, as Cn-TBT-NPs nao mostram fluorescéncia quando irradiadas a 380 nm,
comportando-se de maneira semelhante ao PCPDTBT-NPs. Isso sugere que o encapsulamento em NPs
altera o ambiente eletronico da micela, suprimindo possivelmente a fluorescéncia devido ao aumento
das interacdes intercadeia ou a um efeito de confinamento quantico que impede a emissao radiativa
(Colaneri et al., 1990; Rauscher et al., 1990; Soos et al., 1993; Meng, 1998; Sherwood et al., 2010;
Wang et al., 2016; Martins, 2017; Rabadan, 2020b).

Quando excitado a 460 nm, o Cn-TBT apresenta novamente um pico de fluorescéncia a 550
nm, mas com intensidade aumentada em comparagao a excitacdo a 380 nm. Isso reforca a influéncia
do componente Cn-PPV, cuja absor¢do ¢ mais eficiente nesse comprimento de onda. A intensidade
aumentada sugere que a excitagdo proxima ao pico de absor¢cdo maxima do Cn-PPV favorece as
transi¢oes eletronicas, resultando em uma emissao mais forte. Novamente, as Cn-TBT-NPs ndo exibem
fluorescéncia, refor¢ando a hipotese de que o encapsulamento em NPs suprime as transi¢des radiativas
do PCPDTBT(Meng, 1998).

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

Em resumo, o comportamento da mistura Cn-TBT e de suas NPs reflete a combinacao das
caracteristicas de seus polimeros constituintes, com a forma livre da mistura exibindo fluorescéncia
conforme esperado com base nas propriedades dos componentes Cn-PPV e PCPDTBT. No entanto, a
forma nanoparticulada Cn-TBT-NPs parece adotar um comportamento que suprime a fluorescéncia,
semelhante ao observado em ambos os polimeros constituintes quando nanoparticulados. Isso sugere
que o confinamento na matriz de NPs exerce um efeito significativo na modulag¢ao das transi¢des
eletronicas, favorecendo caminhos de relaxamento nao radiativo ¢ minimizando a emissao de luz. Esse
comportamento pode ser relevante para aplicagdes onde a supressao de fluorescéncia ou a modulacao
de propriedades opticas ¢ desejada, como em sensores e dispositivos de fotoinativag¢do bacteriana.

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

A supressdao de bandas de fluorescéncia também tem implicagdes para a geragdo de EROs,
como o 'O.. Em sistemas fotossensibilizadores, a eficiéncia da geracdo de 'O. é dependente das
transi¢des para estados tripletos (T1), que podem transferir energia para o oxigénio molecular, gerando
'0.. A supressao de fluorescéncia e a promogao de estados tripletos podem aumentar a producao de
'02, desde que esses estados tripletos sejam efetivamente acoplados ao oxigénio molecular. Além disso,
o aumento na dissipa¢do de calor devido a supressao de fluorescéncia pode ser benéfico para aplicagdes
que envolvem fototermia, como a destrui¢ao térmica de células bacterianas ou cancerigenas, mas pode
reduzir a eficiéncia da fotoinativagdo (geragao de EROs). A modulagdo das propriedades Opticas por
nanoparticulagdo, portanto, pode ser vantajosa para aplicagdes especificas que dependem da geragao

de EROs e do controle da fluorescéncia, por exemplo NPs de conversdo ascendente dopadas com
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lantanideos podem converter a radiagdo infravermelha proxima em emissdes de energia mais altas,
tornando-as promissoras para bioimagem e sensoriamento (Ge et al., 2017).

Para compreender o impacto da fluorescéncia e sua supressao na geracao de EROs, ¢ essencial
analisar o tempo vida dos estados excitados das NPs. A Figura 14 ilustra o tempo de relaxacdo e o
tempo médio de vida das NPs, fornecendo informagdes cruciais sobre a dinamica de emissao e a

eficiéncia na geracdo de ERO:s.

Figura 4: Normalizag@o da contagem de elétrons excitados em fungdo do tempo de excitagdo das NPs de polimeros.
Todas as solug¢des foram empregadas em concentragdes de 16 pg mL-1 com excegdo do Tween 20 que foi empregada a

0,48 mg mL-1.
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Fonte: Autor.

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

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

As PCPDTBT-NPs apresentam um tempo de vida relativamente curto de 3,823 ns. Esse valor

indica que os estados excitados das PCPDTBT-NPs se relaxam rapidamente, possivelmente devido a
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processos de relaxamento nao radiativo predominantes ou a uma maior eficiéncia em dissipar energia
na forma de calor, em vez de fluorescéncia (Baneriji et al., 2010). Isso pode limitar a geragdo de 'O
pois menos energia é convertida em estados tripletos que poderiam gerar 'O..

J& as Cn-PPV-NPs t€ém um tempo de vida mais longo, de 5,333 ns, sugerindo que as transi¢oes
radiativas sdo mais favoraveis, com menos dissipa¢do de energia na forma de calor comparado ao
PCPDTBT (Banerji et al., 2010). Isso pode permitir uma maior eficiéncia na geragdo de EROs e 'O,
pois uma maior quantidade de energia dos estados excitados ¢ convertida em estados tripletos dessa
forma as NPs permanecem em um estado, metaestavel, mais favoravel aos processos Tipo I e I1.

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

Em suma, os resultados apresentados destacam a importincia da micela Cn-TBT-NPs em
comparagdo com PCPDTBT-NPs e Cn-PPV-NPs, em termos de propriedades Opticas e potencial de
aplicagdo na fotoinativagdo de microrganismos. As analises dos espectros de absor¢do e fluorescéncia
indicam que o micela Cn-TBT, tanto na forma isolada quanto nanoparticulada, demonstra uma faixa
de absorcdo mais ampla e equilibrada, além de uma modulagdo eficaz das transi¢cdes eletronicas,
caracteristicas fundamentais para aplicagdes que requerem eficiéncia em uma ampla gama de
comprimentos de onda.

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

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

confinamento quantico e a interagdes intercadeias (Rauscher et al., 1990; Baneriji et al., 2010). Tais
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fendmenos nao apenas alteram as propriedades Opticas dos materiais, mas também influenciam =
diretamente a eficiéncia das NPs em aplicagdes fotodinamicas, potencializando sua capacidade de
inativar microrganismos.

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

para aplicacdes biomédicas e tecnoldgicas.

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

os aglomerados teriam geometrias proximas ao de geoides.
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Figura 5: Imagens de microscopia eletronica de varredura das PCPDTBT-NPs (A-C), Cn-PPV-NPs (D-F) e Cn-TBT-NPs —
(G-I). Todas as solugdes que foram posteriormente secas para obtengdo das imagem estavam inicialmente com

concentragdes de 16 ug mL-1.
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Fonte: Autor.

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

A analise detalhada das imagens permite confirmar a morfologia esférica predominante nas
NPs, com a presenga de alguns aglomerados de forma irregular que se assemelham a geoides. Essa
caracteristica ¢ comumente observada em sistemas de NPs sintetizadas por métodos de auto-
organiza¢do, como a nanoprecipitacdo. Nas imagens A-C, as PCPDTBT-NPs apresentam tamanhos
significativamente maiores em comparagdo com as Cn-PPV-NPs (D-F). Isso pode ser atribuido a
menor densidade de interagdes intermoleculares no polimero PCPDTBT, resultando em uma formagao
de particulas com maior volume, mesmo apo6s a desidratagao (Garcia, 2020).

As Cn-PPV-NPs, mostradas em D-F, exibem particulas bem definidas e uniformes, indicando

uma maior estabilidade do sistema coloidal durante o processo de formacao. Essa estabilidade ¢ uma

INATIVACAO FOTODINAMICA E FOTOTERMICA DE ESCHERICHIA COLI E STAPHYLOCOCCUS AUREUS VIA
NANOPARTICULAS DE POLIMEROS CONJUGADOS, PARTE 2

—



caracteristica importante, ao afetar diretamente as propriedades Opticas e a eficiéncia fotodinamica, =
como demonstrado por estudos prévios de Lazzari et al. (2012) e Zhao et al. (2023).

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

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

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

Klein et al., 2020)

3.4 GERACAO DE EROS, FOTOINATIVACAO E IMAGENS DE MEV DAS BACTERIAS
A Figura 16 demostra a curva de degradagdo do DHE em fungdo do tempo, em especial o
quadro B demostra a regido onde a solu¢ao de DHE e NPs estiveram sob irradiagdo e a curva de ajuste

da cinética de degradacdo da banda em 359 nm.
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Figura 6: Cinética de degradagdo do DHE, monitoragdo da banda de absorbancia em 359 nm de 0-37 min (A) e na fase =
irradiada de 10-37 min — totalizando 27 min sob irradiag@o - (B). A lampada indica onde a irradiag@o iniciou. O DHE foi
empregado na concentragdo de 100 pM, as NPs a 16 pg mL-1 ¢ o Tween 20 a 0,48 mg mL-1.
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Fonte: Autor.

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

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

Tabela 2: Constante de geragdo de espécies reativas de oxigénio (KEROs) em milimols por min (mM min-1) de cada

nanoparticula.
Nanoparticula KEROs (mM min-1)
Cn-PPV-NPs 0,014 + 0,001
PCPDTBT-NPs 0,0067 = 0,0006
Cn-TBT-NPs 0,0083 =+ 0,0006

Fonte: Autor.

A Figura 16 demonstra, claramente, o comportamento das diferentes NPs em relacdo a
degradacao do DHE, destacando a necessidade de luz para a geragdo de EROs. A auséncia de alteracdes
na absorbancia em 359 nm nos primeiros 10 minutos (fase no escuro) confirma que o DHE nao ¢
oxidado na presenca das NPs sem a fotoestimulagdo. Esse comportamento ressalta a estabilidade do
DHE no escuro e evidéncia que a geragdo de EROs depende diretamente da irradiagdo, concordando
com resultados prévios na literatura sobre fotossensibilizadores (Hamblin, 2002; Oba, 2007; Rengifo-
Herrera et al., 2007; Castro et al., 2012; Etzold et al., 2012; Wang et al., 2016; Wu et al., 2017; Caires
et al., 2020; Rychtowski et al., 2022; Sheng et al., 2022)

No periodo de irradiagdo a variacdo de absor¢cdo com a presenga do Tween 20 pode ser

explicada por variagdo de temperatura, onde a presenga dos LEDs ligados podem aquecer a amostra
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fazendo assim com que o volume da amostra aumentasse (devido agitacdo térmica) e o sistema
demostrasse a redu¢do indicada, € importante ressaltar que a redug¢do com a presenca de Tween 20 ¢
insignificante comparado a redu¢do com a presenca das NPs além de apresentar um comportamento
irregular proximo ao de uma reta.

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

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

Outro aspecto relevante para a eficacia das NPs na geragdo de EROs ¢ a sua interagdo com as
bactérias-alvo. Embora as Cn-TBT-NPs tenham apresentado eficiéncia mediana na geragao de EROs,
fatores como capacidade de adesdo as superficies bacterianas e penetracdo em biofilmes também
influenciam significativamente a eficacia global da fotoinativacdo (Li et al., 2011; Gao et al., 2023).
Conforme apontado por Gao et al. (2023), NPs menores e com superficies mais reativas tendem a
apresentar maior eficdcia em interagir com células bacterianas, o que pode ser um diferencial para as
Cn-PPV-NPs.

Assim, enquanto as taxas de geracdo de EROs indicam potencial semelhante entre as NPs sob
luz vermelha, a combinagdo de propriedades espectrais, morfoldgicas e interagdes especificas com o
alvo bacteriano determinard a eficacia final de cada nanoparticula em aplicacdes fotodinamicas. A
analise da Figura 17, que demostra a cinética de degradacdo do DPBF, sera crucial para corroborar
esses resultados, particularmente no que diz respeito a producdo de 'O», uma espécie reativa chave na

fototerapia antimicrobiana.
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Figura 7: Cinética de degradacdo do DPBF, em (A) monitoramento da absor¢do em 415 nm normalizada e (B) periodo de =
10 — 30 min da parte (A) com suas regressdes lineares. A lampada indica o momento em que a irradiagdo iniciou. O
DPBEF foi empregado na concentragdo de 48 uM, as NPs a 16 ug mL-1 e o Tween 20 a 0,48 mg mL-1.
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Fonte: Autor.

Os pontos presentes na Figura 17A mostram que nos primeiros 10 min, no escuro, ndo houve
queda na absor¢do em 415 nm, demonstrando entdo que a presenca das NPs e do Twween 20 por si s6
nio geram 'Os. A partir de 2 min sob irradiagdo (12 min no tempo total), todas as NPs (representada
pelas retas crescentes na Figura 17B) e o Tween 20 apresentaram diminui¢do na absor¢do, indicando
assim que a degradagdo s6 ocorre sob irradiagdo. A Tabela 3 mostra a constante de geragdo de 'O

(Ki02) de cada NP com base na regressao sob os pontos da Figura 17B.

Tabela 3: Constante de geracdo de oxigénio singleto (K102) em milimols por minuto (mM min-1) de cada nanoparticula.

Nanoparticula K102 (mM min-1)
Cn-PPV-NPs 0,0165 + 0,0004

PCPDTBT-NPs 0,0279 + 0,0002
Cn-TBT-NPs 0,0393 + 0,0001

Fonte: Autor.

O processo de geragio de !0, ocorre devido a excitaco fotoinduzida das NPs (NPs), que, pelo
mecanismo tipo II, transferem energia para o oxigénio molecular do meio em seu estado tripleto (02).
Esse oxigénio, ao receber energia, ¢ convertido para o estado singleto excitado, capaz de degradar o
DPBEF (Farhat et al., 2023). Esse processo depende diretamente da capacidade das NPs de absorverem
a radiagdo incidente. No experimento, a radiagdo utilizada foi emitida por LEDs que produzem luz
vermelha. Como as NPs dos polimeros Cn-PPV NPs (cujo ajuste linear foi A(t) = 1+ 0,0165 £+ 0,0004
com R?=0,999) , PCPDTBT NPs (cujo ajuste linear foi A(t) =1 + 0,0279 = 0,0002 com R*= 0,999)
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e da mistura (Cn-TBT-NPs NPs - cujo ajuste linear foi A(t) = 1 + 0,0396 = 0,0001 com R?= 0,999)" =
apresentam absor¢ao para comprimentos de ondas menores (azul e verde) (Figura 12), € possivel inferir

que suas eficiéncias na geracdo de 'O, seria maior sob irradiacdo de luz branca, como a proveniente

de um sistema de LEDs RGB (Sheng et al., 2022). Note que, com a presenca de Tiveen 20 existe uma
variacao na absorc¢ao, porem uma variagao insignificante frente com a presenca de NPs, essa diferenca
pode ser devido ao aquecimento da solugdo (resultante dos LEDs) levando ao aumento do volume e
consequentemente a reducao de concentragado, toda via, esse fendmeno, como mostrado na Figura 17B

¢ irrelevante.

A Tabela 4 revela que as Cn-TBT-NPs apresentaram o maior rendimento na geragio de 'Oa,
superando as PCPDTBT-NPs, que apresentaram o menor rendimento, mesmo que estas tltimas tenham
maior absor¢do no pico centrado em 700 nm. Isso sugere que o confinamento de dois mondémeros
distintos na estrutura das Cn-TBT-NPs possibilita transi¢cdes eletronicas indisponiveis em estruturas
contendo apenas mondmeros de PCPDTBT. Essas novas transi¢des suprimiram vias radiativas
(demostrado pela supressiao de fluorescéncia na Figura 17) e, consequentemente, favorecer
cruzamentos intersistema mediados por interacdes intercadeias poliméricas, resultando na
transferéncia eficiente de energia para o >0, via mecanismo Tipo II (Eroy-Reveles e Mascharak, 2009;
Castro et al., 2012; Sheng et al., 2022).

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

foi irradiado por 60 min e as E. coli foram irradiadas por 90 min.
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Figura 8: Plaqueamento das bactérias E. coli e S. aureus de seus grupos escuros (Esc) e irradiados (Irr) de todas as
concentragdes estudadas.
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Fonte: Autor.

Como apresentado na Figura 18, os grupos irradiados e tratados com 16 pg mL™' de Cn-TBT-
NPs apresentaram redugdo superior a 3 logs. A partir da Figura 18, foi possivel construir a Figura 19

com a contagem de UFC por mililitro (UFC mL™).

Figura 9: Contagem de unidades formadoras de colonias (UFC mL-1) das bactérias S. aureus (A) e E. coli (B). # redugdo
>99,99% ¢ * redugido de 99,94%.
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A Figura 19 mostra que nenhuma NP apresentou citotoxicidade contra as bactérias testadas,
isto € verificavel, pois todos os grupos escuros de ambas as bactérias ndo apresentam reducdo de UFC.
Abactéria S. aureus apresenta redugdo de crescimento de cerca de 1,5Log do grupo negativo irradiado,
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por apresenta grupos cromoforos sensiveis ao componente azul do sistema RGB. Os grupos de S." *
aureus com Cn-PPV-NPs (8 CnP e 16 CnP) apresentam redug¢ao significativa em relagao aos controles,
sendo que o grupo com concentracdo de 16 pg mL™! apresenta reducdo de 0,5Log em relacio ao
controle irradiado. Nos grupos com PCPDTBT-NPs notamos que o grupo com concentracao de 16 ug
mL! apresenta reducdo de 99,99%. Os grupos de S. aureus com Cn-TBT-NPs a 8 ug mL™! (8 CnT)
apresentam redugdo > 99,99%, sendo esse grupo com 4 pg mL™' de cada polimero. E notavel o efeito
sinergético da nova micela.

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

Nas bactérias E. coli tratadas apenas com luz, com Cn-PPV-NPs (ambas as concentragdes),
com 8 pg mL-1 de Cn-TBT-NPs e PCPDTBT-NPs (8 PCP) apresentaram reducao de <llog, sendo que
os grupos tratados com 16 pg mL' de PCPDTBT-NPs (16 PCP) ¢ de Cn-TBT-NPs (16 CnT)
apresentam reducdo >99,99% e de 99,61% respectivamente. Dessa forma, um tratamento com uma
dose superior devera levar a inativagdo superior a 99,99% de E. coli utilizando a concentragdo de 16

ug mL! de Cn-TBT-NPs.
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Figura 10: Imagens de microscopia eletronica de varredura da morfologia antes e apos bioensaios de inativagao —
fotodindmica. S. aureus antes da irradiacdo (escuro): (A) grupo controle negativo, (B) PCPDTBT-NPs, (C) Cn-PPV-NPs
¢ (D) Cn-TBT-NPs, todos sem alteragdes morfoldgicas. S. aureus apo6s a irradiagdo: (E) controle irradiado apresentando
leves danos por croméforos endogenos, (D) PCPDTBT-NPs exibindo parede rugosa, (E) Cn-PPV-NPs com rugosidade e
vazamento de fluido, e (F) Cn-TBT-NPs com rugosidade intensa e vazamento de fluido. E. coli antes da irradiagdo
(escuro): (I) grupo controle negativo, (J) PCPDTBT-NPs, (K) Cn-PPV-NPs e (L) Cn-TBT-NPs, todos sem danos. E. coli
apos a irradiacdo: (M) controle irradiado apresentando danos leves, (N) PCPDTBT-NPs com formagao de bolhas na
parede bacteriana, (O) Cn-PPV-NPs com parede rompida e vazamento de fluido, e (P) Cn-TBT-NPs com rugosidade e
ruptura da parede. Em todos os grupos tratados (B-D, F-H, J-L e N-P) ¢ possivel observar corptisculos esféricos,
atribuidos as NPs. A concentragdo utilizada de NPs nos ensaios das imagens foi de16 pg mL-1, ja os inoculos de baterias
inicialmente em 0,5 da escala Mcfarland.
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Fonte: Autor.

As imagens de MEV destacam alteragdes morfoldgicas caracteristicas em S. aureus e E. coli,
antes e apds a irradiacdo, com diferentes grupos de tratamento. Nos painéis (A-D) e (I-L),
correspondentes aos grupos controle negativo escuro e aos tratamentos escuros (PCPDTBT-NPs, Cn-
PPV-NPs e Cn-TBT-NPs), as bactérias mantém sua morfologia tipica (Bachir e Abouni, 2015; Oliveira
et al., 2019). Essa preservacdo estrutural confirma a auséncia de citotoxidade significativa em
condi¢des sem irradiagdo, em concordancia com estudos que demonstram a seguran¢a das NPs
fotossensibilizadoras quando nao ativadas (Méndez-Pfeiffer et al., 2019).

Apos a irradiagdo, nos painéis (E-H) para S. aureus, as alteracdes sdo marcantes. O controle
irradiado (E) exibe danos leves, provavelmente causados pela geracdo limitada de EROs a partir de

cromoéforos enddgenos. No entanto, os grupos tratados com PCPDTBT-NPs (F), Cn-PPV-NPs (G) e
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Cn-TBT-NPs (H) mostram danos mais intensos. A rugosidade observada em (F) sugere desorganizagao
da membrana celular, enquanto os painéis (G) e (H) apresentam sinais de ruptura da membrana e
vazamento de fluidos intracelulares. Essas alteragcdes indicam uma interagdo eficiente das EROs
geradas pelas NPs com os componentes lipidicos e proteicos da membrana bacteriana (Cui et al., 2012;
Slavin et al., 2017; Metryka et al., 2023).

No caso de E. coli, observada nos painéis (M—P), as alteragdes morfologicas apos irradiagao
também sdo notaveis. O controle irradiado (M) ndo apresenta danos, consistentes com o efeito limitado
dos cromoéforos enddgenos nessas bactérias (Messner e Imlay, 1999). Em contraste, o painel (N),
correspondente as PCPDTBT-NPs irradiadas, mostra formagao de bolhas na superficie bacteriana,
atribuida a interacao das EROs com a membrana, causando desestabilizacao local (Garcez et al., 2020).
Os tratamentos com Cn-PPV-NPs (O) e Cn-TBT-NPs (P) revelam rupturas severas da parede
bacteriana e perda de contetdo intracelular, sugerindo uma eficiéncia superior na inativagao
fotodinamica.

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

Os resultados ilustram que a alFD mediada por NPs conjugadas ¢ eficaz na desestabilizacao da
integridade estrutural bacteriana, com diferengas nos danos causados em S. aureus e E. coli. Esses
achados reforgam o potencial dessas NPs como agentes antimicrobianos avangados, capazes de superar
as limitag¢des de terapias convencionais, especialmente frente a crescente resisténcia antimicrobiana.
Como as PCPDTBT-NPs apresentam aplicagdes fototérmicas, uma segunda via de inativacdo pode

ainda ser alcancada usando fonte luz no infravermelho.

3.5 GRADIENTE DE TEMPERATURA, TERMOINATIVACAO E IMAGENS DE MEV DAS
BACTERIAS

Como apresentado anteriormente, a geragio de EROs e de 'Oz sdo cruciais em cenarios que
visam a inativagao fotodinamica, porem ao explorarmos uma via de efeitos térmicos, como a inativacao
fototérmica, o que dita a eficacia das NPs € a sua capacidade de gerar calor quando irradiadas por uma
fonte de luz fora do espectro visivel, mais precisamente no infravermelho. Assim, a Figura 21 apresenta
o gradiente de temperatura que as NPs irradiadas com laser em 806 nm com concentracdes de 16 pug
mL! e das PCPDTBT-NPs com concentragio de 7,5 pg mL™! (concentragio tedrica presente no Cn-

TBT) alcangaram ao longo de 20 min.
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Figura 11: Gradiente de temperaturas do PBS, da NPs de PCPDTBT, Cn-PPV e Cn-TBT, irradiadas com laser. Com
excecdo da concentragdo de 7,5 pg.
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Fonte: Autor.

A Figura 21 demostra que as Cn-PPV-NPs e o PBS nao aquecem sob irradia¢ao do laser em
806 nm, o que ja era esperado devido a transparéncia do PBS e da absor¢do das Cn-PPV-NPs findar
em 550 nm (conforme Figura 12). Ja4 as PCPDTBT-NPs (16 ug mL™') apresenta um gradiente de até
25 °C, esse gradiente refletiu em uma temperatura final de 58 °C, ¢ notavel que a partir de 5 min essas
NPS ja atingem um gradiente de 20 °C que advém de uma temperatura de cerca de 53 °C, temperatura
ja suficiente para causar danos nas bactéria.

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

Dessa forma, foi realizado o ensaio bioldgico com os grupos contendo PBS (para verificar se o
laser ndo poderia matar as bactérias por si s6), Cn-PPV-NPs, PCPDTBT-NP ¢ Cn-TBT-NPs a 16 ug
mL!. A Figura 22 mostra o plaqueamento dos grupos trados antes e apos 20 min sob irradiacio do

laser.
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Figura 12: Plaqueamento dos grupos estudados de ambas as bactérias antes e com 20 min de irradia¢@o sob laser apos Ll
24h de incubagdo e com dilui¢do de 1:32 antes de serem semeadas.
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Na figura 22, j4 ¢ evidente que as PCPDTBT-NPs foram letais para ambos os microrganismos,
e que as Cn-TBT-NPs foram mais eficientes contra E. coli, causando assim uma maior reducdo com
20 min de irradiagdo. Com as placas ilustradas na Figura 22, foi possivel construir a Figura 23, que
mostra a contagem de UFC mL™! de todos os grupos nos tempos de 0, 5, 15 e 20 min, recebendo doses

de 125, 1.260, e 1.680 j cm™ respectivamente.

Figura 13: Contagem de unidades formadoras de coldnias por mililitro (UFC mL-1) de S. aureus (A) e E. coli (B) dos
grupos tratados entre 0 e 20 min. Redugao de # 99,84 % e * 99, 83%.
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Fonte: Autor.
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Os controles negativos (concentragdo 0) e o grupo tratado com Cn-PPV-NPs ndo apresentara -
reducdes ao longo dos 20 min em nenhuma das bactérias, o que ja era esperado devido ao conjunto
(bactéria, PBS e Cn-PPV-NPs) ndo absorver na regido do infravermelho. Na Figura 23, ¢ mostrado
que, a partir de 15 min, ambas as bactérias sofrem danos com as NPs de PCPDTBT (16 ug mL™') e
com 20 min, se quer, apresentou alguma UFC. As Cn-TBT-NPs atingem reducdo superior a 99,8 %
para ambas as bactérias com 20 min de irradiacdo, indicando que um tratamento com cerca de 10 min
a mais poderia ser suficiente para atingir a reducdo de 3 log. As imagens MEV (Figura 24) mostram

os danos causados nos grupos tratados com PCPDTBT-NPs e Cn-TBT-NPs de ambas as bactérias.

Figura 14: Imagens de microscopia eletrdnica de varredura apds inativagdo termodinamica com laser de 806 nm, dose de
radiagdo de 1680 J/cm? e concentragdes de 16 pg mL-1. Em (A) e (B) S. aureus tratado com PCPDTBT-NPs
(completamente destruida) e Cn-TBT-NPs (superficie danificada, exibindo desintegragdo da membrana),
respectivamente. Em (C) e (D) de E. coli tratada com PCPDTBT-NPs (superficie rugosa e formagéo de poros) e Cn-TBT-
NPs (rugosidade superficial, sem evidéncia de porosidade), respectivamente. A concentragdo utilizada de NPs nos ensaios
das imagens foi de16 ug mL-1, ja os inoculos de baterias estavam inicialmente em 0,5 da escala Mcfarland.
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Fonte: Autor.

A Figura 24 ilustra os danos causados por hipertermia viabilizada pelas PCPDTBT-NPs e Cn-
TBT-NPs em S. aureus e E. coli apds inativacdo fototérmica com laser de 806 nm e dose de radiagdo
de 1680 J/cm?, com concentracdo das NPs de 16 pg mL™!. As imagens de MEV mostram os efeitos

distintos nas duas bactérias. Para S. aureus, as PCPDTBT-NPs possibilitaram destrui¢ao celular
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completa (Figura 24A), enquanto as Cn-TBT-NPs viabilizaram danos na superficie, com desintegragdo =
da membrana (Figura 24B). J4 em E. coli, as PCPDTBT-NPs induziram rugosidade superficial e
formagao de poros (Figura 24C), enquanto as Cn-TBT-NPs geraram uma superficie rugosa sem
evidéncia de porosidade (Figura 24D).

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

Assim, as imagens de microscopia eletronica de varredura da Figura 24 reforcam a observagao
de que as PCPDTBT-NPs provocaram danos mais severos as células bacterianas, enquanto as Cn-TBT-
NPs causaram danos mais sutis, mas ainda suficientes para uma redu¢ao consideravel na viabilidade
bacteriana. Com base nesses dados, conclui-se que a inativagdo fototérmica, especialmente utilizando
PCPDTBT-NPs, ¢ uma abordagem promissora para a erradicagdo bacteriana, com a possibilidade de
otimizagdo do tratamento com NPs compostas, como as Cn-TBT-NPs, para alcangar a eficiéncia

desejada em tempos mais curtos (Zharov et al., 2006; Al-Sharqi et al., 2019).

3.6 MECANISMO DE INATIVACAO

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

As NPs de Cn-PPV demonstraram capacidade de geragdo de EROs, especialmente pelo
mecanismo Tipo I. Sob irradiagdo com luz visivel, as Cn-PPV-NPs excitam elétrons, levando a
formagdo de radicais livres altamente reativos, como o anion superdxido (O2"), que danifica as
estruturas celulares bacterianas. No entanto, essas NPs necessitaram de uma concentra¢do maior (16
ng mL!) para reduzir significativamente as contagens de S. aureus e E. coli, possivelmente devido a
menor capacidade de absor¢do em um espectro mais limitado de luz branca.

Por outro lado, as PCPDTBT-NPs sdao conhecidas pela combinagdo de efeitos fotodindmicos e
fototérmicos, gerando tanto EROs quanto calor sob irradiagdo. O mecanismo fotodinamico dessas NPs
envolve majoritariamente a geracdo EROs pelo mecanismo Tipo I, no qual a energia transferida do
fotossensibilizador excitado para o oxigénio molecular produz essa espécie reativa altamente
citotoxica. A producdo de 'O: contribui para a oxidagdo de componentes celulares essenciais, como

lipidios e proteinas, resultando em danos irreversiveis nas membranas celulares bacterianas,
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especialmente de E. coli, que requer uma concentragio de 16 pg mL™' para uma inativagio
significativa. Adicionalmente, o efeito fototérmico causado pelo aquecimento local das PCPDTBT-
NPs amplifica o dano as bactérias. As PCPDTBT-NPs apresentaram a mesma capacidade de gerar
EROs que as Cn-PPV-NPs, porém com um ganho na geracio de 'Oz, necessitando assim de menores
concentracoes para efeitos fotodinamicos.

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

Assim, a maior producio de 'O pelas Cn-TBT-NPs, em conjunto com sua capacidade de gerar
calor, seu menor DHM e menor PdI as tornam mais eficazes na inativagao bacteriana, exigindo assim

concentragdes mais baixas para atingir a MIC, refor¢cando o potencial dessas nanoestruturas na alFD.

4 CONCLUSOES

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

As Cn-TBT-NPs, formadas pela combinagdao de Cn-PPV e PCPDTBT, mostraram-se as mais
promissoras, devido ao espectro de absor¢cdo mais amplo e maior eficiéncia na geragdo de EROs,
incluindo o '0», e de calor sob irradiagido luminosa. Essa sinergia resultou em uma fotoinativagdo mais
eficiente, especialmente contra S. aureus, que foi completamente inativada com concentragdes
menores (8 pg mL™), enquanto E. coli exigiu concentragdes mais altas (16 pg mL '), em funcdo de sua

parede celular gram-negativa, sendo mais resistente a penetragao de NPs.
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O presente estudo destaca a importancia do desenvolvimento de novas estrutura misturando” =
polimeros cujas NPs apresentem caracteristicas como agentes fotodindmicos e fototérmicos
avancados, especialmente no contexto da crescente resisténcia antimicrobiana. As Cn-TBT-NPs
emergem como uma ferramenta poderosa na alFD, com potencial de aplicagdo clinica devido a sua
eficacia na inativacdo de microrganismos patogénicos, o que pode oferecer alternativas seguras e
eficazes no tratamento de infecgdes bacterianas bem como aplicagdes contra cancer e na desinfec¢ao
de superficies/utensilios.

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

cancer e para aplicacdes tecnologias de diagnostico.
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