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RESUMO

Neste trabalho foram comparadas a a¢do antifingica de nanoparticulas de prata
(AgNP) sintetizadas com e sem quitosana de baixo peso molecular (QBPM) como
modificador de superficie, e sua associacdo aos medicamentos antifiingicos, Anfotericina B
(AMB), Fluconazol (FZL) e Caspofungina (CFG), com o objetivo de avaliar as propriedades
fungicidas e fungistaticas destas associagdes através de ensaios in vitro contra Candida
albicans e Candida tropicalis. As interagdes quimicas dos adsorbatos na superficie das AgNP
foram estudadas através das técnicas de espectroscopia no Ultravioleta-visivel e
Infravermelho Proximo (UV-VIS-NIR) e de Espalhamento Raman Intensificada por
Superficie (SERS), enquanto o tamanho e potencial zeta foram analisados pelo método de
Espalhamento Dinamico da Luz (DLS). As concentragdes dos agentes antifingicos foram
testadas separadamente e em combinacdo para a obten¢do dos valores de Concentragao
Inibitéria Minima (MIC), Concentragio Inibitoria Fracionaria (FIC), indice de Concentracio
Inibitoria Fraciondria (FICI) e Concentragdo Fungicida Minima (MFC). A associacdo AgNP +
QBPM demonstrou ac¢do fungicida superior as AgNP sem modificador de superficie. Nos
resultados para MIC, FIC e FICI C. albicans e C. tropicalis apresentaram valores de sinergia
para AMB associada as AgNP + QBPM, enquanto C. tropicalis apresentou adicdo e C.
albicans sinergia para FZL associado a AgNP + QBPM, levando a observa¢ao de um efeito
fungicida, confirmado pelos resultados para MFC. Esses resultados demonstram a eficiéncia
do uso de AgNP + QBPM como agentes sinérgicos da acdo antifingica, quando associados as

drogas e como agente de entrega controlada de farmacos.

Palavras-chave: Nanoparticulas. Candida spp. Antifungico. Quitosana. Sinergia. SERS.



ABSTRACT

In this work, the antifungal action of silver nanoparticles (AgNP) synthesized with and
without low molecular weight Chitosan (QBPM), as a surface modifier, and its association
with the antifungal drugs, Amphotericin B (AMB), Fluconazole (FZL) and Caspofungin
(CFG) was compared with the objective of evaluating the fungicidal and fungistatic properties
of these associations through in vitro assays against Candida albicans and Candida tropicalis.
The chemical interactions of adsorbates on the surface of AgNP were studied using
Ultraviolet-visible Near Infrared (UV-VIS-NIR) spectroscopy and Surface-Enhanced Raman
Scattering (SERS) Spectroscopy, while the size and zeta potential was studies using Dynamic
Light Scattering (DLS) method. The concentrations of antifungal agents were tested
separately and in combination to obtain Minimum Inhibitory Concentration (MIC), Fractional
Inhibitory Concentration (FIC), Fractional Inhibitory Concentration Index (FICI) and
Minimum Fungicide Concentration (MFC) values. The association AgNP + QBPM
demonstrated superior fungicidal action than AgNP without surface modifier. In the results
for MIC, FIC and FICI, C. albicans and C. tropicalis showed synergy values for AMB
associated with AgNP + QBPM, while C. tropicalis presented addition and C. albicans
synergy for FZL associated with AgNP + QBPM, leading to the observation of a fungicidal
effect, confirmed by the results for MFC. These results demonstrate the efficiency of using
AgNP + QBPM as synergistic agents of antifungal action when associated with drugs and as

an agent for controlled drug delivery.

Keywords: Nanoparticles. Candida spp. Antifungal. Chitosan. Synergy. SERS.
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1 INTRODUCAO

Dentre os varios fungos pertinentes a saide humana, o género Candida, fungo
saprofita pertencente a classe Ascomycetes e a familia Saccharomycetaceae, se destaca devido
a facilidade com que coloniza e infecta hospedeiros humanos (COLOMBO et al., 2013).

As espécies de Candida sdo encontradas no trato gastrintestinal em 20 a 80% dos
adultos saudaveis, e ¢ estimado que entre 70-75% das mulheres em idade reprodutiva terao,
pelo menos, um episoddio de candidiase vaginal durante a vida, e 50% terdo um episodio
recorrente (ZENG et al., 2018).

Ainda que ndo causem grandes transtornos ao bem-estar em hospedeiros
imunocompetententes, para os individuos que se apresentam imunocomprometidos — como
aqueles que sofreram procedimentos clinicos invasivos, os doentes de cancer, 0os que passam
por longas estadias em unidades de terapia intensiva, os transplantados e os portadores de
HIV/AIDS - uma infec¢do por Candida ¢ um grande risco, e a morbidade e mortalidade
nesses pacientes ¢ alta, devido, inclusive, ao diagndstico tardio e tratamento demorado
(VOLTAN, 2016, P. 3715).

A Candida ¢ um fungo oportunista, assim, ¢ necessario que o organismo sofra alguma
alteracdo, como uma ruptura no balango normal da microbiota ou o comprometimento do
sistema imune do hospedeiro, que permita a acdo patogénica. O uso indiscriminado de
antimicrobianos ¢ um fator importante para o desenvolvimento da candidiase, pois além do
desequilibrio ecoldgico da microbiota do individuo, a falta de outros microrganismos para
competicdo com o fungo ¢ considerada como um mecanismo que facilitam a agressdo por
Candida (CARVALHAES, 2014).

Devido a crescente resisténcia das espécies do género Candida, devem ser buscadas
outras op¢des para o tratamento antifungico eficaz, além de contornar os efeitos adversos

comuns a estes tratamentos.
1.1 CANDIDIASE
As infec¢des pelo género Candida sdao chamadas de candidiases, e podem ser

superficiais, atingindo mucosas e pele, ou invasivas, em 6rgaos e tecidos profundos como

intestinos, pulmodes e sangue, chamadas de candidemias (ROCHA et al., 2021).
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Quadro 1 - Classifica¢des das candidiases e alguns exemplos

— -Bucal
-Digestiva

Localizada _ | -Vaginites

-Intertrigo

+ Cutdneo-mucosa

|_ -Onicomiscose
— -Candidose mucocutinea
Qual.lto as . Disseminada —  crénica
manifestagbes —
clinicas ' — _Granuloma candidiasico
—— -Candidemia
s -Endocardite
*  Sistémica
-Nefrite
—— -Meningite
——-Candidides
— +  Alérgica Eczema
Quanto a «  Priméria
natureza da —|: L
infecgdo *  Secundiria
Quanto 4 *  Endégena
origem do _|:
patégeno + Exogena

Quanto a *  Aguda
duracio «  Crénica

Fonte: Adaptado de ARENAS GUZMAN, 2014; ROCHA et al., 2021.

As candidemias sdo conhecidas como uma das maiores causas de morbidade (taxa de
portadores de determinada doenca em relacdo a populagdo total estudada, em determinado
local e em determinado momento) e mortalidade (risco ou probabilidade que qualquer pessoa
na populagdo apresenta de poder vir a morrer ou de morrer em decorréncia de uma
determinada doenga) nos ambientes de saude (PAPPAS et al., 2015; SAUDE, 1997), e sdo
amplamente associadas a longos periodos de internacdo hospitalar (CAPPELLETTY;
EISELSTEIN-MCKITRICK, 2007).

Ainda que candidiases locais, como na pele, unhas e regides genitais sejam bastante
comuns, a probabilidade de infec¢des invasivas em pacientes imunocompetentes € baixa.
Pacientes imunossuprimidos apresentam maior risco de desenvolverem infec¢des invasivas.
Por exemplo, foi estimado que 25% dos pacientes com sintomas severos de Covid-19 também
contrairam infec¢des flngicas invasivas, particularmente aqueles tratados com antibidticos de
amplo espectro e corticosteroides, e os que foram submetidos a nutri¢ao parenteral, intubagao

endotraqueal e uso de cateteres intravenosos (ARASTEHFAR et al., 2020).
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Pacientes com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) ou sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS), receptores de transplantes, pacientes oncoldgicos e
aqueles tratados com agentes imunossupressores, especialmente pacientes pediatricos,
constituem a populagdo mais susceptivel as candidiases, sendo ranqueada entre as quatro
principais causas de morte entre esses pacientes (MONDELLI et al., 2012; MOTTA et al.,
2017). As causas de obito por complicagdes decorrentes da candidemia incluem endocardite
(infeccdo do revestimento interno e valvulas do coragdo), meningite (inflamagdo das
membranas do cérebro e medula espinhal), osteomielite (infeccdo dos 0ssos), peritonite
(infeccdo da membrana que reveste a cavidade e os 6rgdos abdominais), neutropenia (redugao
da contagem dos gldbulos brancos no sangue), pneumonia (infec¢do pulmonar), infec¢des do
pancreas e hepatoesplénicas (figado e bago) (BARBEDO; SGARBI, 2010).

Alguns fatores predisponentes da candidiase sdo apresentados no quadro 2.

Quadro 2 - Fatores predisponentes da candidiase

Estados fisiologicos
Extremos etarios

Enfermidades debilitantes
Neoplasias

Gravidez Infeccoes
Fatores locais Inanicao

Umidade Infecgdo por HIV

Exposi¢do ocupacional AIDS

Oclusdo cutanea Medicamentos e tratamentos

Proteses Contraceptivos

Feridas e queimaduras Antibidticos de amplo espectro
Endocrinopatias e enfermidades Glicocorticoides
metabdlicas Imunossupressores

Diabetes Radioterapia

Obesidade Intervencdes cirurgicas

Hiperuricemia Transplantes

Sindrome de Cushing Alimentacdo parenteral

Hipotireoidismo Cateterismo

Deficiéncia de ferro Traqueostomia

Poliendocrinopatia Uso de entorpecentes

Heroina IV

Fonte: Adaptado de ARENAS GUZMAN, 2014.

Os fungos possuem varios mecanismos que permitem o sucesso da colonizacdo e
sobrevivéncia nos hospedeiros quando causando infec¢des. Este aparato, conhecido como
fatores de viruléncia, confere vantagens ao microrganismo que envolvem mudanca

morfologica, formagdo de biofilmes e expressao de adesinas.
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A plasticidade morfoldgica do género ¢ um determinante de sua viruléncia. A Candida
pode existir como levedura unicelular em forma oval com brotamento, bem como em
diferentes formas filamentosas denominadas hifas e pseudo-hifas, dependendo de diversas
condi¢des. A hifa tem papel fundamental no processo infeccioso, pois ¢ uma forma resistente
a fagocitose (SOUZA, 2017).

Outra forma importante sdo biofilmes de Candida spp. Constituidos de uma estrutura
tridimensional complexa e organizada de leveduras e pseudo-hifas, dependendo da espécie,
onde as células fungicas estdo aderidas a uma superficie so6lida, viva ou inerte, e envolvidas
por uma matriz polissacaridica extracelular, composta por carboidratos, proteinas e glicose,
entre outros nutrientes. A aderéncia do biofilme pode ser influenciada por fatores como
temperatura, pH e estado nutricional do hospedeiro (BARBEDO; SGARBI, 2010).

A formacdo de biofilme confere uma série de vantagens aos micro-organismos como,
protecdo contra o sistema imunologico do hospedeiro, viruléncia acentuada além de tolerancia
aos agentes antimicrobianos, ja que a matriz extracelular pode agir como uma barreira,
impedindo a penetragdo dessas substancias. Uma vez estabelecido, o biofilme pode tolerar
agentes antimicrobianos em concentragdes de 10 al000 vezes maiores que as necessarias para
eliminar os micro-organismos desorganizados (CARDOSO, 2017; COLOMBO et al., 2013).

Por muitos anos a espécie Candida albicans foi a principal responsavel por casos de
candidiases e candidemias. Atualmente, entretanto, outras espécies vém tomando lugar de
destaque e sendo objeto de pesquisas. Sdo elas: Candida parapsilosis, Candida krusei,
Candida glabrata e Candida tropicalis, que juntamente com a espécie albicans constituem
mais de 90% das candidemias e infec¢des invasivas do género (PAPPAS et al., 2015).

No presente trabalho, as espécies Candida albicans e Candida tropicalis foram

escolhidas como objetos de estudo.

1.1.1 Candida albicans

C. albicans ¢ a espécie mais comum do género Candida a causar infecgdes em
humanos, tanto superficiais quanto invasivas, em diversas partes do mundo, e certamente a
espécie com maior conhecimento patogénico (BARBEDO; SGARBI, 2010). Esta espécie ¢
naturalmente sensivel a todas as drogas antifingicas de uso sistémico, mas casos de
resisténcia adquirida a azdis, equinocandinas e polienos s3o conhecidos em pacientes

expostos prolongadamente a estes medicamentos (SANTOS; VIEIRA, 2017).
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1.1.2 Candida tropicalis

C. tropicalis vem sendo amplamente considerada a segunda espécie mais virulenta de
Candida, precedida apenas por C. albicans como causa mais frequente de candidemia e
candidiase invasiva, sendo muitas vezes relacionada a uma maior mortalidade que C.
albicans, sobretudo em paises da América Latina e Asia (TAN et al.,, 2015). Além de
compartilhar varios fatores de viruléncia com C. albicans, como adesdo ao epitélio bucal e
secrecdo de enzimas liticas, C. tropicalis supera C. albicans na producdao de biofilme na
maioria dos estudos.

As infecgdes por C. tropicalis sdo comumente tratadas com agentes azolicos,
principalmente pelo alto custo das equinocandinas. Entretanto, um numero crescente de
estudos vem demonstrando um aumento significante de casos de C. tropicalis resistentes a
azodlicos, polienos e equinocandinas (ARASTEHFAR et al., 2020a; FAVARELLO et al.,,
2021).

1.2 AGENTES ANTIFUNGICOS
A célula fangica ¢ constituida por uma membrana plasmatica, organelas dispersas no
citoplasma, além de uma camada protetora externa denominada parede celular. Cada um dos

agentes discutidos neste trabalho age sobre um alvo celular diferente, descrito na figura 1.

Figura 1 - Alvos celulares dos agentes antifungicos discutidos neste trabalho

Célula fungica
?

Parede celular

Membrana
celular

Polienos

Membrana
celular

MitocOndrias
Nucleo
Ribossomos
Parede celular

Azdis

Reticulo
endoplasmatico

Fonte: Desenvolvido pela autora (2022).
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As células fungicas sdo eucaridticas, assim como as humanas; logo os dois tipos de
células sdo alvos para os compostos antifingicos, o que resulta em efeitos colaterais
consideraveis para os pacientes ¢ menos alvos celulares seletivos disponiveis para a agdo das
drogas antiflingicas. Além disso, um aumento constante na resisténcia aos antifingicos
tradicionais resultou na necessidade de desenvolvimento de novas terapias e a busca pela
identificagdo de novas substancias com potencial efeito antifingico em baixas concentragdes
ou em combinagdo com os antifingicos tradicionais (SANTOS et al., 2018; WILLE et al.,
2013).

Como citado anteriormente, infec¢des flingicas sistémicas sdo associadas com altas
taxas de mortalidade, mesmo com tratamento adequado. Além disso, um aumento na
resisténcia adquirida aos antifingicos dificulta ainda mais o manejo terapéutico. Uma
estratégia para vencer a resisténcia a antifungicos ¢ usar esses agentes combinados. No
momento, existem poucos antifingicos no mercado, pertencentes a um limitado niimero de
classes com diferentes mecanismos de agdo, os quais podem ndo ser efetivos no tratamento
devido ao aumento da resisténcia antimicrobiana. Apesar da necessidade urgente de novos
antifingicos e novas classes terapéuticas, uma estratégia terapéutica promissora pode ser
utilizar antifungicos combinados. De fato, uma das maiores vantagens em combinar
antifingicos € superar a resisténcia (BIDAUD et al., 2021).

A combinagdo de agentes antifungicos pode, em alguns casos, melhorar a eficacia,
aumentar o espectro de acdo, e reduzir a duragdo do tratamento. Para o projeto racional de
combinagdes de drogas antifingicas como tratamento potencial de micoses invasivas, ¢
necessario o estudo através de uma metodologia in vitro confidvel que seja preditiva do
resultado in vivo (BELLIO et al., 2021).

Os farmacos antifingicos podem ser divididos em: fArmacos sistémicos (orais ou
parenterais) para infec¢des sistémicas, farmacos orais para infec¢des mucocutaneas e

farmacos topicos para infec¢des mucocutaneas (KATZUNG, 2017).

1.2.1 Anfotericina B (AMB)

A AMB ¢ um macrolideo poliénico, formado por um anel macrolideo, com uma
cadeia com 7 ligacdes duplas conjugadas (cadeia poliénica) e uma cadeia com 7 hidroxilas
livres (cadeia poli-hidroxilada) que lhe conferem comportamento anfipatico. A molécula de

AMB ¢ mostrada na figura 2.
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As regides hidrofobica poliénica e hidrofilica poli-hidroxilada de AMB estao dispostas
ao longo do eixo longitudinal da molécula, enquanto uma cabega polar contendo uma unidade
de acucar, comumente chamada de unidade de micosamina, ¢ fixada em uma das
extremidades. Tanto a amina da micosamina quanto o acido carboxilico encontram-se
ionizados em pH fisioldgico, com pKa de 10 e 5.5, respectivamente (BRANCO FILIPPIN;
CANES SOUZA, 2006).

O comportamento anfotérico que d4 nome ao farmaco provém da presenca de um
grupo carboxila no anel principal e o grupo amino primario da unidade de micosamina, que
conferem hidrossolubilidade em valores extremos de pH (BRUNTON; CHABNER;
KNOLLMANN, 2012).

A AMB ¢ fungistatica (reduz a taxa de crescimento de fungos) ou fungicida (mata
fungos) dependendo de sua concentragcdo nos fluidos corporais e da suscetibilidade do fungo
ao medicamento, e possui atividade clinica util contra Candida spp.

Extensas pesquisas foram realizadas para determina¢cdo do mecanismo de agdo da
AMB, droga utilizada no tratamento das infec¢des fungicas desde a década de 1950. A
atividade da AMB envolve sua ligagdo irreversivel ao ergosterol (principal esterol
componente da membrana plasmatica das células fungicas), onde 4 a 12 moléculas de AMB
se organizam formando um poro transmembrana, que altera a permeabilidade da membrana e
permite o extravasamento de componentes celulares, com subsequente morte celular (DONG

etal., 2021; PASQUALOTTO, 2010; VOLMER; SZPILMAN; CARREIRA, 2010).

Figura 2 — Molécula de AMB
OH

Fonte: sigmaaldrich.com



23

A seletividade da AMB para o ergosterol quando comparado ao colesterol da
membrana plasmatica dos mamiferos ¢ explicada em parte pela maior afinidade do ergosterol
em formar ligacdes do tipo van der Waals com a cadeia heptaénica rigida da molécula de
AMB. Entretanto, a AMB retém alguma afinidade pelo colesterol — uma propriedade que
desempenha um papel importante na toxicidade e efeitos adversos da AMB (BRAJTBURG;
BOLARD, 1996; ZIELINSKA et al., 2016).

A resisténcia 8 AMB ¢ pouco relatada na literatura, pois as mutacdes que levam a esse
tipo de resisténcia trazem consequéncias a sobrevivéncia da levedura, diminuindo
drasticamente sua tolerancia a estresses externos e gerando defeitos na filamentagao e invasao
tecidual (SANTOS; VIEIRA, 2017). Entretanto, estudos (MARTEL et al., 2010; SHARMA et
al., 2014) com Candida albicans sugerem que mutagdes na via de biossintese do ergosterol
podem levar a formacao de esterdis alternativos na membrana plasmatica das células fungicas,
que ndo tém afinidade pela AMB. Além disso, um tratamento anterior com medicamentos
antifungicos azodlicos pode levar a diminuicdo da producdo de ergosterol, gerando uma
resisténcia secundaria a AMB devido a menor oferta de sitio de ligagao.

A AMB, entretanto, apresenta efeitos adversos que podem impedir seu uso mesmo na
presenga de infec¢do flngica sistémica grave. A nefrotoxicidade € o principal efeito colateral
do uso cronico de mais de 35 mg/dia de AMB, um limite facilmente atingido em pacientes
adultos, ja que, em infecgdes disseminadas e/ou graves por Candida, as doses usuais de AMB

variam de 0,4 a 0,6 mg/kg/dia por 4 semanas ou mais (MORALES-ALVAREZ, 2020).

1.2.2 Caspofungina (CFG)

A procura de produtos naturais de fermentacdo fingica na década de 1970 levou a
descoberta das equinocandinas, que constituem a classe mais nova de agentes antifingicos
aprovados para uso. Trata-se de grandes peptideos ciclicos ligados a um acido graxo de cadeia
longa (KATZUNG, 2017), como mostra a figura 3.

A CFG e demais equinocandinas atuam na parede celular do fungo ao inibir a sintese
de B-1,3-D-glucano. Mais especificamente, elas se ligam a [-1,3-D-glucano-sintetase,
bloqueando a sintese de [-1,3-D-glucano, o qual, juntamente com a quitina, fornece
integridade e forma a parede celular. Essa inibicdo resulta em ruptura da parede celular e

morte do fungo, resultando, portanto, na atividade antifingica da CFG contra Candida spp

(VAN DAELE et al., 2019).
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A CFG forma quatro ligagdes de hidrogénio com residuos de aminoéacidos no sitio
ativo Pro642, Arg643, Leu644, e Asn64 (FARHADI; FARHADI; HASHEMIAN, 2020).

A B-1,3-D-glucano-sintetase ndo ¢ encontrada em células de mamiferos, por isso a
CFG apresenta baixa toxicidade para humanos (HOANG, 2001).

A CFG ¢ considerada fungicida para espécies de Candida, exceto para C.
guilliermondii, menos sensivel e algumas amostras desta espécie sofrem agdo apenas
fungistatica pela CFG (MARTINEZ, 2006).

Apesar de raros, ha relatos de diminuicdo da susceptibilidade de C. albicans e C.
tropicalis a CFG, relacionada principalmente a mutagdo no gene FKS/ que codifica a enzima
b-1,3-D-glucano-sintase (KHAN et al., 2018). Estas muta¢des aumentam o risco de falha
terapéutica, e elevacdes nas concentracdes inibitdrias minimas dos antifungicos (SANTOS;

VIEIRA, 2017).

Figura 3 — Molécula de CFG

CH; CHs

HO

Fonte: sigmaaldrich.com

O uso prolongado de CFG em pacientes com candidiase refratdria (casos em que o
paciente nao responde satisfatoriamente a diferentes esquemas de tratamento, em
doses adequadas e por tempo suficiente) ou recorrente, também pode resultar no

desenvolvimento de resisténcia (CAPPELLETTY; EISELSTEIN-MCKITRICK, 2007).
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1.2.3 Fluconazol (FZL)

A atividade antifungica dos azois, incluido o FZL, consiste na inibicdo de uma enzima
microssomica do citocromo P450 (CYP), a 14 a —esterol desmetilase (CYP51) (BRUNTON;
CHABNER; KNOLLMANN, 2012). A CYP51 ¢ responsavel por promover a conversdao do
lanosterol em ergosterol. Com a inibi¢do da enzima, o precursor lanosterol ¢ acumulado,
sofrendo posteriormente a agdo enzimatica, gerando um esteroide toxico para a célula, pois
sua incorpora¢do na membrana celular culmina com a desorganizacdo da mesma, levando a
alteracdes em sua fluidez, permeabilidade e integridade (SUETH-SANTIAGO et al., 2015).

O FZL apresenta modo de agdo fungistatico, predominantemente inibindo o

crescimento ao invés de levar a morte fungica (HOPE et al., 2019).

Figura 4 — Molécula de FZL
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Fonte: sigmaaldrich.com

O FZL atua na CYP451 principalmente através de uma ligacdo de coordenacdo de um
dos atomos de nitrogénio dos anéis triazdlicos com o atomo de ferro do grupo heme. Os
outros atomos de nitrogénio contribuem através de uma ligacdo de hidrogénio com residuos

de aminoécidos (Phel26, Argl38 ou Gly307). O grupo difluorofenil pode formar uma
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interagcdo hidrofobica com os residuos Thr122 e Phel52 e, em outra conformacao possivel, o
grupo hidroxil faz uma ligagdo de hidrogénio com His310 (IMAN; DAVOOD, 2014).

A resisténcia aos antifungicos az6is ocorre através de multiplos mecanismos, inclusive
resisténcia cruzada (resisténcia simultdnea aos antiflingicos pertencentes a mesma classe
devido ao mesmo evento de mutacdo génica) (FORASTIERO et al., 2013).

O mecanismo primario de resisténcia em C. albicans, entretanto, consiste no acimulo
de mutacdes no ERGI11, o gene que codifica a 14-a-esterol desmetilase. Essas mutacdes
protegem o grupo heme da ligacdo ao azol, porém permitem o acesso do substrato natural da
enzima, o lanosterol (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012). Estao sendo relatados
numeros crescentes de linhagens resistentes, que até alguns anos atrds eram raras, sugerindo
que o maior uso desses agentes para profilaxia e terapia pode estar selecionando linhagens

resistentes aos farmacos (KATZUNG, 2017).

1.2.4 Prata

Desde a antiguidade, sdo atribuidas a prata e seus compostos diversas propriedades
antimicrobianas, incluindo propriedades bactericidas, fungicidas e antissépticas (DE SOUZA
et al, 2013). Nos anos 1940, a prata foi substituida com a introducdo clinica dos
antimicrobianos. Com o abuso destes ao longo dos anos e o subsequente desenvolvimento de
resisténcia, a prata voltou a ser considerada, especialmente com o desenvolvimento da
nanotecnologia.

Devido a maior facilidade de controle da toxicidade e menor custo de produgdo, se
comparado ao metal bruto, as nanoparticulas de prata (AgNP) vém recebendo especial
atencdo por seu potencial inibitorio frente a uma ampla variedade de microrganismos (LI et
al., 2018), podendo efetivamente eliminar uma variedade de patdégenos, mesmo em baixas
concentragcdes, incluindo bactérias, como Escherichia coli, Klebsiella pneumonia,
Staphylococcus aureus (FILGUEIRAS, 2013); fungos, como Aspergillus niger e diversas
espécies de Candida (MALLMANN et al., 2015); e virus, como o da Hepatite B (LU et al.,
2008) e o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (LARA et al., 2010).

Além disso, alguns estudos mostram que AgNP apresentam atividade nematicida e
anti-helmintica (TOMAR; PREET, 2017), e mais recentemente, um estudo demonstrou que
AgNP possuem alta eficiéncia in vitro contra SARS-CoV-2 (JEREMIAH et al., 2020).

Outras atividades biologicas das AgNP também vém sendo exploradas, incluindo

reparagao de ferimentos e fraturas dsseas (LI et al., 2021b; MARSICH et al., 2013), aumento
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de imunogenicidade de vacinas (XU et al., 2013) e efeitos antidiabéticos (SENGOTTAIYAN
et al., 2016).

Enquanto a eficiéncia e eficdcia da prata como agente antimicrobiano estejam bem
estabelecidas, os multiplos mecanismos de a¢do simultaneos permanecem sendo discutidos. E
proposto que as AgNP se liguem a superficie da membrana celular e perturbem drasticamente
funcdes como permeabilidade e respiracdo. Posteriormente penetram na célula e causam dano,
possivelmente, ao interagir com os compostos de enxofre e fosforo presentes no DNA,
também liberando ions prata dentro da célula, gerando estresse oxidativo, contribuindo para o
efeito fungicida (DURAN et al., 2019; MORONES et al., 2005).

Adicionalmente, particulas metalicas com dimensdes nanométricas (1-100 nm)
apresentam propriedades fisico-quimicas diferentes de seus ions metélicos e metal bruto, o

que leva a propriedades caracteristicas importantes, como serd discutido adiante.

1.2.5 Quitosana

A quitosana ¢ um polissacarideo cationico produzido através da desacetilagdo da
quitina (figura 5), um polissacarideo polimérico encontrado no exoesqueleto de crustaceos e
insetos, e na parede celular de alguns fungos. Mais comumente conhecida como suplemento
alimentar com efeito hipocolesterémico, a quitosana ¢ um material biopolimérico amplamente
utilizado por ser atoxica, exibir alta biocompatibilidade, biodegradabilidade, baixo custo e
excelente atividade bioldgica, inclusive atividades fungicidas e fungistaticas (LI et al., 2021%).
As aplicagdes de quitosana sdo geralmente dependentes do grau de desacetilagdo e peso
molecular do polissacarideo. Estudos sobre o assunto indicam que a quitosana de baixo peso
molecular (QBPM) tem uma melhor atividade biologica e efeitos antimicrobianos e
antifingicos mais pronunciados quando comparadas aos polimeros de alto peso molecular
(CZECHOWSKA-BISKUP et al., 2018; MATICA et al., 2019).

De acordo com a literatura, é proposto que sua natureza catidnica colabore para a
atuagdo sobre a superficie da célula dos fungos, uma vez que suas cargas positivas podem
interagir com os residuos carregados negativamente das macromoléculas como
lipopolissacarideos e proteinas presentes na superficie das células fungicas, causando
alteragdo na permeabilidade da membrana celular e subsequente comprometimento de
importantes vias metabolicas e atividade de enzimas promotoras de crescimento
(COQUEIRO; DI PIERO, 2011). Como a quitosana apresenta carga positiva em valores de

pH < 6.0, seu mecanismo antimicrobiano ¢ pH-dependente.
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Figura 5 — Processo de obten¢@o da quitosana a partir da desacetilacdo da quitina

H20H

Quitina Quitosana

Fonte: Desenvolvido pela autora (2022).

Além disso, a quitosana pode facilmente ser incorporada como estabilizante as
suspensdes coloidais de AgNP, gerando uma intensificagdo do efeito antimicrobiano por
sinergia (FILGUEIRAS, 2013); além de ser util como estratégia para prevenir o
desenvolvimento de mecanismos de resisténcia, porque a probabilidade de desenvolvimento

de varias mutacdes genéticas na mesma célula ¢ baixa (SOUSA et al., 2020).

1.3 ESPECTROSCOPIAS RAMAN E SERS

O processo de espalhamento da luz pela matéria pode ser classificado em duas

categorias:

a) Espalhamento eldstico, ou Rayleigh (figura 6), onde os fotons incidentes e
espalhados tém a mesma energia (ainda que tipicamente tenham uma direg¢do e/ou polarizagao
diferentes). Esse processo permite que a molécula ocupe o mesmo nivel de energia apos o
espalhamento (ndo ocorre transferéncia de energia entre a molécula e o féton), e, portanto,
ndo ¢ capaz de fornecer informagdes sobre a estrutura interna molecular;

b) Espalhamento inelastico (figura 6b), onde o féton espalhado (As) tem energia
diferente do foton incidente (Ao). A diferenca de energia (hvy) corresponde a transi¢do entre
dois estados. No espalhamento ineldstico Stokes da radiagdo monocromatica, um pequeno
nimero de fotons ¢ espalhado com energia menor que a dos fotons incidentes. Uma das mais
importantes formas de espalhamento ineldstico em moléculas ¢ o efeito Raman, ou

espalhamento Raman, que envolve transi¢des entre niveis vibracionais e/ou rotacionais.
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Figura 6 — Diagrama de Jablonski simplificado representando esquematicamente os : a)
Rayleigh (elastico) e b) Stokes (inelastico)

a) Rayleigh b) Stokes
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v=0 fundamental v=0 ; fundamental

Fonte: Adaptado de (LE RU; ETCHEGOIN, 2009).

A espectroscopia Raman ¢ baseada no efeito Raman, ambos nomeados em
homenagem a Sir Chandrasekhara Venkata Raman (1888-1970), fisico indiano conhecido por
seu trabalho sobre o espalhamento da luz, que lhe conferiu, em 1930 o Prémio Nobel em
Fisica, tornando-se o primeiro asitico a receber tal premia¢do, em qualquer ramo da ciéncia.

Esse processo pode ser interpretado em termos de transferéncia de energia entre os
fotons envolvidos no espalhamento inelastico e a molécula. Em outras palavras, um modo
normal de vibragdo molecular ¢ excitado quando a molécula absorve um quantum de energia.
Cada modo normal vibracional envolve determinados movimentos onde variam as distancias
e angulos de ligagdo entre os atomos e quando excitado leva a varia¢do da polarizabilidade
molecular. A intensidade do fendmeno varia com a frequéncia da radiagdo elevada a quarta
poténcia. Assim, as propriedades estruturais de cada molécula podem ser identificadas ao
detectar a mudanca da energia do foton, isto ¢, a frequéncia do modo vibracional que sofreu a
transi¢do, porque cada molécula tem o seu proprio espectro Raman particular (BAKER, 2012;
HOU, 2014).

A espectroscopia Raman intensificada por superficie (SERS- do inglés Surface-
Enhanced Raman Scattering) foi descoberta em um estudo que utilizou eletrodo de prata
quimicamente ativado por ciclos de oxidacdo e redu¢do do metal, que gerou uma superficie
rugosa capaz de amplificar o sinal Raman da piridina em diversas ordens de grandeza quando
em contato com este analito (FLEISCHMANN; HENDRA; MCQUILLAN, 1974).
Posteriormente, descobriu-se que o uso de AgNP leva a uma diferenga dramatica de
intensificagdes extremas no sinal Raman, da ordem de 10° a 10% podendo chegar a 10'4,

quando da deteccdo de uma unica molécula (NIE; EMORY, 1997). Essas intensificagoes,
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entretanto, ndo sdo decorrentes do aumento da area superficial do metal, e sim caracterizadas
como consequéncia de um novo efeito, denominado SERS, que pode ser descrito pelo produto
de dois mecanismos: o efeito quimico, que ndo serd abordado neste trabalho, e o efeito
eletromagnético.

A teoria do efeito eletromagnético em SERS prevé que quando a radiagdo
eletromagnética incide em metais (principalmente os de cunhagem, como ouro, prata e cobre),
induz uma oscilagcdo coletiva dos elétrons de conducdo da superficie, quando estes fotons
estdo em ressonancia com essa transicdo eletronica. Quando os estados de energia dos
plasmons de superficie estdo confinados em uma nanoestrutura muito menor que o
comprimento de onda da luz incidente, como em uma AgNP, campos elétricos gigantes
localizados ao redor da nanoestrutura sdo gerados pela transi¢do ressonante do pldsmon de
superficie localizado (LSPR- do inglés Localized Surface Plasmon Ressonance). O espago
intersticial entre duas nanoparticulas, quando corretamente alinhado com o dipolo elétrico da
radiagdo excitante, gera uma regido de intensificacdo do campo elétrico ainda maior, chamada
de hot spot (KOSUDA et al., 2019).

Além de ser atribuido ao efeito eletromagnético a maior contribui¢do para o efeito
SERS, a transicdo LSPR também pode fornecer informag¢des importantes sobre propriedades
do sistema de nanoparticulas através da espectroscopia UV-VIS-NIR, como arranjos,
ambiente quimico, dimensdes e distdncia entre as nanoparticulas metalicas. Nestes espectros
de extingdo, o desvio para a regido do vermelho pode ser associado a substratos SERS-ativos
com elevado desempenho, pela formacao de /ot spots (SANT’ANA; CORIO; TEMPERINI,
2006).

Cada vez mais amplamente utilizada na area de pesquisa bioldgica (ZONG et al.,
2018), a espectroscopia SERS ¢ uma técnica de andlise de superficies que mantém as
informagdes ricas e Unicas da espectroscopia Raman e que ganha relevancia, neste estudo, ao
permitir determinar a identidade e orientagdo dos sitios de interagdo dos antifingicos com

AgNP.

1.4 PROPRIEDADES OPTICAS DE NANOPARTICULAS METALICAS
PLASMONICAS

Quando uma nanoparticula metalica plasmonica quase esférica ¢ irradiada pela luz, o

campo elétrico oscilante leva os elétrons de condugdo a oscilarem coerentemente. A



31

frequéncia desta oscilacdo ¢ determinada por quatro fatores: a densidade eletronica, a massa

eletronica efetiva, a forma e o tamanho da distribuicdo da carga (KELLY et al., 2003).

Figura 7 — Esquema de oscilacdo plasmonica para uma esfera, mostrando o deslocamento da
nuvem dos elétrons de conducdo em relacdo aos nucleos

Campo elétrico externo
(radiagdo incidente)

Nuvem

eletrénica Campo elétrico
induzido

Nanoparticula
metilica

Fonte: Desenvolvido pela autora (2022).

Plasmons de superficie sdo oscilagdes eletronicas coletivas que ocorrem na superficie
dos metais. Eles sdo significativamente menores em frequéncia e energia que os plasmons do
bulk, e podem interagir, sob circunstancias especificas, com a luz visivel, em um fendmeno
chamado Ressonancia de Plasmon de Superficie (SPR — do inglés Surface Plasmon
Ressonance).

Os plasmons de superficie localizada (LSP — do inglés Localized Surface Plasmon)
sdo oscilagdes eletronicas coletivas em pequenos volumes, como nas superficies de
nanoparticulas metalicas. Para a ocorréncia do fendmeno da transi¢do ressonante de plasmons
de superficie localizada (LSPR — do inglés Localized Surface Plasmon Ressonance), a
particula deve ser muito menor que o comprimento de onda da luz incidente, e entdo o campo
elétrico da luz incidente € capaz de induzir um dipolo elétrico na particula do metal.

A energia necessaria para produzir LSPR depende de uma série de fatores como:
tamanho, formato e composi¢do das nanoparticulas, bem como a composi¢do do meio
circundante. A interagdo da luz com as nanoparticulas de metal esféricas pode ser descrita
pela Teoria de Mie, que prediz, a partir do eletromagnetismo cléssico qual fracdo da luz seré
absorvida ou espalhada ao colidir com nanoparticulas coloidais de metal.

A soma da absor¢ao e do espalhamento ¢ a extingdo da luz pelas nanoparticulas. Isso ¢

o fenomeno que de fato ¢ medido em uma suspensao coloidal de metal em um espectrometro



32

UV-VIS-NIR. De forma generalizada, a medida que o tamanho da nanoparticula aumenta, a
frequéncia do plasma ressonante diminui, ou seja, a banda de transicdo LSPR ¢ deslocada
para comprimentos de onda maiores. Nanoparticulas pequenas exibem extin¢des basicamente
apenas devidas a absorcdo, enquanto nanoparticulas maiores tendem a exibir espalhamentos

muito mais significativos (CAMPBELL; XIA; BELBRUNO, 2007).

1.5 APLICACOES BIOLOGICAS

Nas formas de administracdo convencionais (como comprimidos ou injecdes) apds
uma dose, a concentra¢do da droga na corrente sanguinea aumenta, atinge um pico maximo e
entdo declina, como pode ser visto na figura 8.

Cada droga possui uma faixa de concentracdo plasmatica para a agdo terapéutica,
acima da qual ha toxicidade e abaixo da qual a dose ¢ ineficaz. Para muitas substancias, a
dose efetiva esta proxima a dose toxica, levando a um estreitamento da janela terapéutica que
aumenta o risco de efeitos colaterais e indesejados (BRUNTON; CHABNER;
KNOLLMANN, 2012). O objetivo de formas de liberagdo controlada ¢ manter a concentragao
do farmaco entre estes dois niveis por um tempo prolongado, utilizando-se menos doses,

levando a uma menor toxicidade.

Figura 8 — Perfil de variagdes nas concentragdes plasmaticas de drogas administradas por
diferentes métodos, em funcao do tempo
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\ / \/ Ineficaz
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Fonte: Desenvolvido pela autora (2022).
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Um Sistema de Entrega de Medicamentos (DDS — Drug Delivery System) ¢ definido
como uma formulacdo ou um dispositivo que permite a introdu¢do de uma substincia
terapéutica no corpo e melhora sua eficécia e segurancga, controlando a taxa, o tempo e o local
de liberagdao dos medicamentos no corpo (BEGINES et al., 2020).

As AgNP tém sido empregadas em DDS devido a sua capacidade de alterar e melhorar
as propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas dos farmacos. Isso se deve a sua
capacidade de aumentar a solubilidade e estabilidade dos farmacos, permitir uma liberagao
controlada, a possibilidade de serem produzidas com tamanhos e formatos ajustaveis a
necessidade e apresentar biocompatibilidade com tecidos e células, o que se reflete em uma
melhora geral na eficiéncia terapéutica. Além disso, seu tamanho subcelular ¢ compativel com
uma injecdo intravascular e sua alta area superficial ¢ passivel de modificagdo para que o
farmaco seja liberado em um alvo especifico, reduzindo os efeitos adversos sistémicos e
aumentando a adesdo terapéutica, por meio da diminui¢do da dose usual e a frequéncia de
administracao (SOUSA et al., 2020).

Para que as AgNP sejam usadas em DDS, seu potencial citotoxico deve ser estudado
de forma a garantir que ndo haja efeitos adversos ou toxicidade para o organismo do paciente
em concentragdes terapeuticamente aplicaveis (ION et al., 2019).

No caso de administragdo de AgNP em altas concentracdes e sem qualquer tipo de
modificador de superficie, as propriedades toxicas de AgNP para o organismo do paciente
frequentemente observadas envolvem a interagdo eletrostatica com proteinas contendo tiol,
incluindo glutationa, e enzimas essenciais a0 mecanismo de defesa antioxidante da célula, o
que leva ao aumento das espécies reativas de oxigénio, gerando dano oxidativo e apoptose,
um processo conhecido como “morte celular programada” (IVANOVA et al., 2019).

Os mecanismos para melhorar a biocompatibilidade e diminuir tal mecanismo
citotoxico incluem a funcionalizagio das nanoparticulas metalicas com grupos
polietilenoglicol, lipidios, e polimeros, como a quitosana (QURESHI, 2013).

A nanotecnologia tem se mostrado uma estratégia interessante para aumentar a
poténcia e eficiéncia dos antifungicos convencionais, possibilitar a diminui¢do da toxicidade e
do custo, evitar uma degradacdo antecipada, melhorar a distribuicdo do fAirmaco, aumentando
o tempo de circulagio e melhorando a farmacocinética, e também para melhorar o

direcionamento de drogas, com resultados promissores in vitro e in vivo (ASGHARI et al.,

2016).
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2 OBJETIVOS

Neste capitulo serdo discriminadas a hipotese central a ser investigada neste trabalho,
seguida das motivagdes e resultados que se pretendem alcangar através da pesquisa, bem

como as etapas a serem cumpridas, de forma mais detalhada.

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Promover a associag@o dos antifungicos FZL, CFG e AMB as AgNP modificadas com
QBPM, e investigar o efeito dessa associagdo em espécies de fungos do género Candida spp.

por ensaios de susceptibilidade in vitro e espectroscopia SERS.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar AgNP, modificadas com QBPM, em solugdes aquosas e caracteriza-las por
espectroscopia UV-VIS-NIR, espalhamento de luz dindmico (DLS - do inglés,
Dynamic Light Scattering) e potencial zeta (C);

e [Estudar a adsor¢ao dos farmacos na superficie da prata por espectroscopia SERS;

e Modificar as AgNP com os antifingicos, modificadores de superficie e o marcador
SERS cristal violeta (CV), para interagdo in vitro com os fungos e verificacdo dos
possiveis efeitos sinérgicos através de ensaios de susceptibilidade, utilizando as

leveduras C. albicans e C. tropicalis.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

Este capitulo descreve o roteiro para a realiza¢do das analises, bem como a descri¢ao
dos materiais, equipamentos, reagentes e técnicas de caracterizacgdo utilizadas para realizar o

experimento com suas devidas especificagdes.

3.1 REAGENTES

AMB, CFG e FZL (Sigma-Aldrich), CV (Sigma-Aldrich), Borohidreto de sddio
(Fluka), Nitrato de prata (Sigma-Aldrich), Citrato trissédico (Sigma-Aldrich), QBPM (Sigma-
Aldrich), Acido acético glacial (Synth), Rodamina 6G (R6G) (Synth), Hidréxido de potéssio
(Synth), alcool isopropilico (Synth), 2-propanol (Synth), Agar Sabouraud dextrose (Neogen),
RPMI-1640 (Sigma-Aldrich), cloreto de sédio (Proquimios), Tween 80 (Sigma-Aldrich).

A 4gua deionizada Milli-Q esterilizada em autoclave a 121°C por 15 minutos foi
utilizada em todos os preparos e sinteses.

Toda a vidraria utilizada foi limpa em solugdo de 4gua régia (3 HCI : 1 HNO3) e

enxaguada abundantemente com dgua deionizada.

3.2 SINTESE DAS NANOPARTICULAS DE PRATA

Foram sintetizadas AgNP sem e com quitosana como modificador de superficie. As
AgNP sintetizadas sem quitosana foram obtidas através do método de Creighton
(CREIGHTON; BLATCHFORD; ALBRECHT, 1979), com modificacdes nas propor¢des
molares, nas concentragdes das solugdes dos reagentes, bem como nas condi¢des de
temperatura, como descrito na tabela 1, a fim de buscar-se caracteristicas 6timas de tamanho e

LSPR.
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Tabela 1 - Diferentes métodos utilizados para obtenc¢ao das AgNP

Método Proporcao Concentracao Condicoes de
volumétrica
temperatura
NaBH4: AgNO3 NaBH.4: AgNO3 (mol L)
AgNP1 3:1 2,0.103:1,0.10°3 Banho de gelo
AgNPII 3:1 2,0.10°:1,0.10° Ambiente
AgNP 111 6:1 2,0.103:1,0.10°3 Banho de gelo
AgNP IV 3:1 4,0.103:1,0.10°3 Banho de gelo

Fonte: Desenvolvido pela autora (2022).
Nota: A temperatura das solu¢des em condi¢cdes ambientes, no dia da sintese, era de 24 °C, e no
banho de gelo era de 8§ °C.

As AgNP sintetizadas com quitosana (AgNP + QBPM) foram obtidas através do
método descrito por Filgueiras (FILGUEIRAS, 2013), como se segue: Em um erlenmeyer
com o exterior revestido com papel aluminio, 50 mL de AgNOs 2,1.10° mol. L' sio
acrescidos de 1,0 mL de NasCit 1,6.10" mol. L'! e em seguida, a prata ¢ reduzida pelo
gotejamento de 0,5 mL de NaBH4 2,1.102 mol. L-!. Apos isso, foram adicionados 5 ml de
QBPM 0,2 g. L'!. Todo o procedimento supracitado foi realizado em temperatura ambiente
(23°C).

Como o pKa da QBPM ¢ de 6,3; logo, um ajuste no pH do coloide ¢ necessario para
evitar a coagulacdo do polimero. Esse ajuste foi feito com a adi¢do de 0,5 mL de 4acido acético
glacial 0,1 mol. L'! (SAINI et al., 2011).

Para os ensaios bioldgicos, 100 uL de CV 1,0.10 mol. L' foram adicionados a cada
mL de coloide. O CV ¢ um corante também muito utilizado na espectroscopia SERS como
molécula prova, por apresentar sinal SERS intenso e ja conhecido. O CV apresenta também

excelente capacidade fungicida in vitro contra Candida (MALEY; ARBISER, 2013).

3.3 ENSAIOS BIOLOGICOS

Em microbiologia, a esterilizacdo de componentes sensiveis ao calor ¢ frequentemente
realizada por filtragdo. De acordo com a literatura (RAMAGE; WICKES, 2001), a filtracao
das solu¢des de FZL e CFG, bem como do meio de cultura RPMI 1640, deve ser feita com

filtros de seringa com poros de 0.22pm. Ja as solucdes de AMB devem ser filtradas com
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filtros de seringa com poros de 0.45um. No presente estudo, a AMB j& foi adquirida
solubilizada e filtrada pelo fabricante.

A acdo antifingica foi avaliada contra as linhagens padrdo da American Type Culture
Collection (ATCC) de Candida albicans (ATCC 18804) e Candida tropicalis (ATCC 750)
pertencentes a cole¢do do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFJF.

A escolha das concentragdes utilizadas foi baseada no documento padronizado do

CLSI (Clinical Laboratory Standars Institute) (CLSI, 2017).

Tabela 2 - Concentragdes dos antifingicos utilizadas nos testes biologicos

Antifungico Concentragoes testadas (ug.mL")
AMB 16 8 4 2r I* 0,5 025 0,125 0,062 0,031
CFG 8 4 2 I 0,5 0,25¢ 0,125 0,062 0,031 0,015
FZL 64 32 16 8" 4 28 1 0,5 025 0,125

Fonte: Desenvolvido pela autora (2022).

Nota: °=sensivel- se concentra¢des iguais ou menores do antifungico forem necessarias para obter-
se o MIC, o fungo ¢ considerado sensivel ou suscetivel ao antifiungico em questao, ' =
resistente- a partir do breakpoint indicado pelo CLSI, se concentragdes iguais ou maiores do
antifingico forem necessarias para obter-se o0 MIC, o fungo ¢ considerado resistente ao
antifingico em questdo (ORASCH et al., 2014).

Para o preparo do indculo (suspensdo de células), as leveduras foram subcultivadas em
Agar Sabouraud Dextrose por 24 horas a temperatura de 35°C. O indculo foi preparado
dissolvendo-se uma aliquota desta cultura em 5,0 mL de solucdo salina 0,85% esterilizada,
contendo 0,1% (vol./vol.) de Tween 80 (um surfactante ndo idnico, usado para tornar as
preparacdes mais resistentes ao fluxo e retardar a sedimentacdo das particulas nas
suspensdes); até atingir a turbidez correspondente ao nivel 0,5 da escala McFarland (padrao
de turvacdo mais frequentemente utilizado nos laboratorios de microbiologia, para determinar
a intensidade da multiplicagdo em meios de cultivo liquidos).

A suspensdo foi entdo diluida em meio liquido RPMI 1640 na propor¢ao de 1:50,
obtendo-se uma suspensdo com 5,0 x 102 a 2,5 x 10° células mL!, a ser utilizada nos ensaios
biologicos. Os controles de esterilidade foram feitos utilizando-se o meio RPMI 1640 puro, e
os controles de crescimento utilizando-se o in6culo com o meio RPMI 1640.

Os ensaios biologicos foram realizados em capela de fluxo laminar, e todos os
materiais utilizados foram esterilizados em autoclave por 15 minutos a 121°C, exceto aqueles
descartaveis que foram adquiridos ja esterilizados pelo fabricante. A incubagao ¢ feita a 35°C,

por 48 horas.
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3.3.1 Ensaios para Determinacio da Concentracao Inibitoria Minima (MIC)

A Concentracdo Inibitéria Minima (MIC - do inglés Minimum Inhibitory
Concentration) ¢ a menor concentracdo de um agente antimicrobiano que causa uma reducdo
especifica no crescimento visivel de um microrganismo em um teste de suscetibilidade (CLSI,
2017). A magnitude da reducdo no crescimento visivel é avaliada de acordo com a seguinte
escala numérica: 0, opticamente limpido; 1, levemente turvo; 2, consideravel (= 50%) queda
no crescimento visivel; 3, leve reducdo no crescimento visivel, e 4, sem reducdo no
crescimento visivel (Norma M38-A, 2002).

Para testes de susceptibilidade a antifingicos, o ponto final, no caso, o MIC, usado
para medir a atividade in vitro é dependente tanto do organismo em questdo quanto do
antifungico usado. Para AMB contra leveduras, a MIC ¢ lida como a menor concentragdo que
resulta na inibicdo completa do crescimento (escore 0) em testes de microdiluicdo em caldo.
Para CFG e FZL contra leveduras, a MIC ¢ lida na menor concentracdo que resulta em uma
inibicdo de 50% (escore 2) no crescimento, comparada com o controle de crescimento (CLSI,
2017; WIEDERHOLD, 2021).

No presente estudo, os testes MIC foram realizados em placas de microdilui¢do de 96
pogos, com volume de trabalho de 200 pL. Nos pogos de 1 a 10 foram distribuidas as
dilui¢des de coloide de AgNP, AgNP + QBPM, AMB, CFG e FZL, e nos pocos 11 e 12 foram
feitos os controles de crescimento (positivo) e esterilidade (negativo), respectivamente, como

mostra a figura 9.

Figura 9 - Representagdo da placa de microdilui¢do em meio liquido e esquema de
distribui¢do de componentes para os testes MIC
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Fonte: Desenvolvido pela autora (2022).
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Em cada poco foram adicionados 100 puL do agente antifungico, e 100 pL de indculo
em RPMI 1640, exceto nos pocos dedicados aos controles, onde foram usados 100 pL de
RPMI 1640 e adicionados 100 puL de dgua para o controle negativo, e 100 pL de inoculo para

o controle positivo.

3.3.2 Ensaio para Determinac¢io da Concentracio Inibitoria Fracionaria (FIC)

Quando duas ou mais drogas sdo combinadas e testadas simultaneamente, podem
ocorrer diferentes efeitos: sinergia (quando um medicamento intensifica os efeitos de outro),
adicdo (quando o efeito final de dois ou mais agentes ¢ quantitativamente igual a soma dos
efeitos produzidos individualmente), antagonismo (quando um medicamento diminui os
efeitos de outro) ou indiferenca (quando o mecanismo de acdo de um medicamento ndo
interfere no mecanismo de acdo do outro)(GRAHAME-SMITH, 1992). Para avaliar o efeito
das combinacgdes, existem diversos métodos disponiveis.

O teste de sinergia antimicrobiana, ou ensaio checkerboard ¢ um método experimental
usado para avaliar a interacdo entre dois agentes antimicrobianos.

O indice de concentragdo inibitdria fracionaria (FICI — do inglés Fractional Inhibitory
Concentration index) pode ser usado para determinar o efeito das combinacdes testadas. Para
determinar o FICI, a concentragdo inibitoria fracionada (FIC - do inglés Fractional Inhibitory
Concentration) das duas drogas sdo somadas. Ja a FIC ¢ calculada pela divisdo da MIC da

droga sozinha e em combinagdo, de acordo com a seguinte equacao:

FICI=FIC A +FICB

__ MIC do agente A em combina¢io , MIC do agente B em combinac¢io
MIC do agente A sozinho MIC do agente B sozinho

Onde o denominador sdo os valores de MIC dos antifingicos A e B quando testados
sozinhos, e 0 numerador sdo os valores de MIC dos antifungicos A e B em combinacao.

A recomendagdo para interpretar o FICI ¢é: interagdo sinérgica quando FICI <0.5,
adi¢do se 0.5< FICI <1.0, indiferente se 4> FICI >1.0 e antagonista se FICI > 4 (BIDAUD et
al., 2021; MENESES, 2022).

No presente estudo, os testes FIC foram realizados em placas de microdilui¢do de 96
pogos, com volume de trabalho de 200 pL. Nestes testes, cada AF foi testado contra cada

linhagem em uma placa exclusiva. Nas colunas de 1 a 10 foram distribuidas as dilui¢des de
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coloide de AgNP e das solucdes de AMB, CFG e FZL. A linha H foi reservada para o
controle de AF, e a coluna 11 para o controle de AgNP. A linha 12 foi reservada para os

controles positivo e negativo, como mostra a figura 10.

Figura 10 - Representacdo da placa de microdilui¢do em meio liquido e esquema de
distribuicdo de componentes para os testes FIC
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Fonte: Desenvolvido pela autora (2022).

Em cada poco foram adicionados 50 pL de coloide, 50 pL de AF, e 100 puL de indculo
em RPMI 1640. Nos pogos de controle de AF e controle de AgNP foram usados 100 pL de
cada. Nos pogos dedicados aos controles positivo e negativo foram usados 100 L de RPMI
1640 e adicionados 100 pL de 4gua para o controle negativo, e 100 pL de indculo para o

controle positivo.

3.3.3 Ensaios para Determina¢do da Concentra¢io Fungicida Minima (MFC)

De acordo com o CLSI, a concentra¢do fungicida minima (MFC — do inglés Minimal
Fungicidal Concentration) ¢ considerada a menor concentracdo da substancia em que ndo ha
crescimento visivel dos fungos em subcultura, ou ainda, a menor concentragdo capaz de
produzir uma reducdo de crescimento de 99.9% comparado ao controle de crescimento. Além
disso, o MFC também ¢ capaz de fornecer informagdes sobre a atividade fungicida ou
fungistatica do agente: se MIC e MFC forem iguais, ¢ considerado fungicida, mas se o MFC

for maior que o MIC, logo o agente ¢ fungistatico (CLSI, 2008).
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No presente estudo, os testes MFC foram realizados retirando-se uma aliquota de 100
uL dos pogos correspondentes aos testes supracitados.
Em seguida, cada aliquota foi subcultivada em dgar Sabouraud dextrose e incubada a 35

°C por 48h.

3.4 FILME DE ALUMINIO TRATADO

Os espectros SERS da CFG e AMB apresentam dificuldade em serem obtidos em
funcdo das estruturas moleculares desses antiflingicos possuirem grandes proporc¢des de
cadeias alifaticas, que possuem baixa polarizabilidade molecular.

A fim de contornar esse empecilho, buscou-se na literatura solugdes suficientemente
eficientes e de baixa complexidade, para a otimizagao dos espectros SERS, condizentes com a
infraestrutura do laboratdrio e tempo hébil disponivel para o estudo. Com esse objetivo, foi
encontrado um estudo (JU et al., 2017) que utilizava um pequeno anel com didmetro de 5 mm
revestido com filme de aluminio como suporte para as amostras, maximizar a rugosidade na
construcdo dos filmes utilizados na obten¢do dos espectros.

Estudos posteriores (BASU, 2017; HOU et al., 2018), mostraram que esses filmes de
aluminio tratado foram adequados para obter-se essas nanoestruturas requeridas para a
observagdo do efeito SERS. Comumente, outros métodos sdo utilizados para isso, como
agregacdes induzidas e controladas das nanoparticulas, deposi¢do eletromagnética, deposi¢ao
induzida por feixe de elétrons (EBID) litografia por nano impressdo (NIL) e feixe de ions
focalizado (FIB), entre tantas técnicas eficientes, porém muitas vezes de execu¢do complexa e
de alto custo (HOU et al., 2018).

O filme de aluminio de uso doméstico possui uma pureza de 98,5% a 99,9% (BASU,
2017), e baixo custo. Além disso, ¢ um material de facil acesso e que pode facilmente sofrer
abrasdo quimica. Com esse processo ¢ gerada sobre o aluminio uma superficie dspera (em
escalas micro e manométrica) aumentando também a superficie de contato do aluminio.
Adicionalmente, os defeitos na rugosidade podem induzir a agregacdo controlada das AgNP
formando hot spots, o que ajudaria a intensificar o sinal SERS (BASU, 2017). Apos o
tratamento, a parte fosca do filme de aluminio se torna mais aspera que a parte brilhante
(HOU et al., 2018).

Os filmes de aluminio foram submetidos a abrasdo quimica da seguinte forma:
pedacos de aproximadamente 5x5 cm de papel aluminio foram limpos com acetona, a fim de

retirar residuos organicos; depois limpos com &lcool isopropilico, para retirar residuos de
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gordura (HOU, 2014). Depois foram limpos com agua deionizada e secos na estufa. Em
seguida, foram tratados, com agita¢cdo, em solucdo aquosa de KOH, por 60 segundos, lavados
com agua deionizada e secos em estufa novamente.

O tratamento descrito acima ¢ regido pela seguinte reagao:

2 Al (s) + 2 KOH (aq) + 6 H»0 (I) > 2 KAI(OH)4 (aq) + 3 Hz (g)

O filme de aluminio tratado (FAT) foi entdo usado para revestir o porta-amostras de
plastico, que foi usado como suporte para as amostras liquidas de coloide de AgNPs
associadas aos antifingicos.

Para os testes preliminares com FAT, foram utilizados Rodamina 6G (R6G) e Cristal

Violeta (CV).

3.5 TECNICAS ESPECTROSCOPICAS

As técnicas espectroscopicas envolvidas aqui sdo a Espectroscopia UV-VIS-NIR), a
técnica do Espalhamento Dindmico de Luz e a Espectroscopia Raman. Tais técnicas foram
escolhidas no intuito de caracterizar as amostras de AgNP, modificadas com QBPM, em
solugdes aquosas.

Nesse sentido a escolha pela técnica espectroscopica se torna crucial para que se possa
entender que tipo de interagdo ocorre entre a radia¢do e a matéria, e que tipo de informagao
pode ser obtida.

Na sequéncia estdo descritas, detalhadamente, as técnicas espectroscopicas que se

fizeram pertinentes a realizagdo deste trabalho.

3.5.1 Espectroscopia UV-VIS-NIR

As suspensoes coloidais de AgNP e as solucdes de antifingicos, bem como as
associacdes dessas, foram analisadas utilizando um espectrometro Ocean-Optics USB2000
operando na regidao de 200 a 1100 nm, com fontes de tungsténio e deutério. Utilizaram-se

cubetas de quartzo de caminho 6ptico 5 mm, e 4gua deionizada para o branco.
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3.5.2. Espalhamento Dindmico de Luz

A técnica de espalhamento dindmico de luz (DLS — do inglés Dynamic Light
Scattering) mede as flutuacdes dependentes do tempo, que surgem de particulas em solugao
sob movimento browniano. O coeficiente de difusdo (facilidade com que um soluto em
particular se move em um determinado solvente) e as informagdes sobre o tamanho das
particulas podem ser obtidos a partir da anélise dessas flutuacdes (KASZUBA et al., 2008).

O DLS ¢ uma técnica para caracterizagdo de tamanho de particulas ou moléculas em
dispersdes coloidais sob movimento browniano. O movimento aleatorio das particulas faz
com que o espalhamento varie com o tempo. O coeficiente de difusdo (facilidade com que um
soluto em particular se move em um determinado solvente) e as informagdes sobre o tamanho
das particulas podem ser obtidos a partir da analise dessas flutuagdes. Dispersoes de NP sao
frequentemente polidispersas, isto €, as particulas existem como uma distribuicdo de
tamanhos e formatos ao invés de um Unico tamanho e forma.

O mesmo equipamento usado para caracterizagdo do tamanho em dispersdes coloidais
também permite medir o potencial zeta (), pratica comum para determinar a carga superficial
de particulas coloidais. O potencial { ¢ a magnitude da repulsdo ou da atragdo eletrostatica
entre as cargas das particulas, um dos pardmetros fundamentais que afetam a estabilidade da
amostra (KASZUBA et al., 2008).

As medidas foram obtidas utilizando-se o equipamento Zetasizer Nano e cubeta de
quartzo para as medidas de tamanho e cubeta de poliestireno para as medidas de potencial C.

AgNP em suspensdo sdo estabilizadas contra agregacdo por repulsdo eletrostatica,
impedimento estérico, ou uma combina¢do de ambos. A repulsdo eletrostatica advém da carga
superficial da AgNP. O valor de { para AgNP ¢ influenciado pela quimica de superficie,
concentracdo, tamanho, pH do meio, temperatura, solvente e forca idnica. As AgNP
normalmente estdo estaveis em solucdo quando os valores do potencial { sdo maiores, em
modulo, que 25 mV.

O indice de polidispersibilidade (Pdl — Polydispersity index) ¢ a medida de
heterogeneidade de uma amostra, baseada no tamanho. A polidispersibilidade pode ocorrer
devido a distribuicdo de tamanho em uma amostra, ou devido a agregacdo ou aglomeracao da
amostra durante a andlise (MUDALIGE et al., 2018). De acordo com o Organiza¢do
Internacional de Normalizagdo (ISO - International Organization for Standardization), para

valores de Pdl < 0.4 a amostra ¢ considerada homogénea, enquanto para valores > 0.4 a
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amostra ¢ considerada menos homogénea. Amostras heterogéneas apresentam PdI > 1.0 (ISO

22412:2017,2017).

3.5.3 Espectroscopia Raman

Os espectros Raman foram obtidos utilizando um espectrometro Raman Bruker-
Senterra dispersivo, equipado com um detector CCD refrigerado termoeletricamente,
acoplado a um microscopio Olympus com lentes objetivas de magnificacdo de curto alcance
de 50 e 100 vezes, com linha de excitacdo do laser com comprimentos de onda de 632,8 e 785
nm, poténcia variando de 10 mW a 20 mW, e tempo de integracdo de 90 a 500 segundos; e
um espectrometro FT-Raman Bruker-RFS-100, equipado com um detector de germanio
refrigerado por nitrogénio liquido, acoplado a um microscépio Olympus com lente objetiva de
magnificacdo de longo alcance de 40 vezes com linha de excitacdo do laser Nd-YAG com
comprimento de onda de 1064 nm e poténcia de 1000 mW. Os dados espectrais e figuras de

mapeamento foram obtidos através do software Origin 2018.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo serdo apresentados os resultados coletados durante o procedimento
experimental, bem como as discussdes levantadas. Para tanto, foram elaborados tabelas,
ilustragcdes e espectros a fim de facilitar a compreensdo dos dados, bem como a rapida

interacdo e interpretacao dos resultados.

4.1 ENSAIOS DE SUSCEPTIBILIDADE

Os ensaios de susceptibilidade foram realizados para os agentes antifungicos isolados,

e também em combinacao, como indicado na tabela 3.

Tabela 3 - Resultados para os ensaios de susceptibilidade MIC, FIC e FICI

C. albicans C. tropicalis C. albicans C. tropicalis
MIC MIC FIC FIC
(ng-mL™) (ng-mL™) (ng-mL™) (ng-mL™)
AMB 0,25 0,125
CFG <0,016 <0,016
FZL 4 1
AgNP 56 28
AgNP + QBPM 3,5 3,5
QBPM 275 550
CvV 3,07 6,14
AMB / 0,03/0,87 0,12/0,87 0,12/0,25 0,24/0,25
AgNP + QBPM FICI=0,37 FICI = 0,49
CFG/ <0,016/0,87 <0,016/0,87 <1,0/0,25 <1,0/0,25
AgNP + QBPM FICI<1,25 FICI<1,25
FZL / 0,25/0,87 0,5/0,87 0,06/0,25 0,5/0,25
AgNP + QBPM FICI=0,31 FICI =0,75

Fonte: Desenvolvido pela autora (2022).

Para a AMB, os valores de MIC obtidos foram 0,25 pg.mL"! para C. albicans e 0,12
ug.mL ! para C. tropicalis.
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Para CFG, os valores de MIC para C. albicans e C. tropicalis ndo puderam ser obtido,
por estar abaixo dos valores sugeridos pelo CLSI. Valores abaixo de 0,016 pg.mL! devem ser
testados, a fim de obter-se o MIC.

Para FZL, os valores de MIC obtidos foram 4 pg.mL"! para C. albicans ¢ 1 pg.mL™!
para C. tropicalis. Lembrando que, para FZL, os valores de MIC sdo referentes a
concentragdo que inibe em 50% o crescimento da levedura, comparado com o controle de
crescimento, por ser uma droga antifingica fungistatica.

De acordo com o CLSI, ambas as linhagens sdo susceptiveis aos antifingicos testados,
ja que o MIC para AMB foi menor que 1,0 pg.mL!, para CFG o MIC foi menor que 0,25
ug.mL! e para FZL o MIC foi menor que 2,0 pg.mL"!. Ja C. albicans apresenta sensibilidade
intermediaria, ou dose-dependente, para FZL, ja que o MIC foi estabelecido em 4 ug.mL™".

O MIC para AgNP foi 56 ug.mL! para C. albicans e 28 ng.mL"! para e C. tropicalis.

O MIC para a QBPM foi estabelecida em 275 pg.mL! para C. albicans e 550 pg.mL"!
para C. tropicalis. No coloide utilizado neste estudo, a concentragdo de QBPM ¢ de 20
ug.mL 1. O MIC para a QBPM foi prevalentemente estabelecido entre 120 ¢ 250 ug.mL™! para
as espécies albicans e tropicalis em outros estudos (ALBURQUENQUE et al., 2010; TAYEL
et al., 2010).

Ja AgNP + QBPM apresentou melhor atividade antifingica, com MIC de 3,5 pg.mL"!
para ambas as leveduras, o que permite inferir um resultado de sinergia entre os dois agentes,
que pode ser explicado em termos de a¢do simultdnea em multiplos alvos na célula fungica,
devido a atividade antifingica intrinseca da QBPM, e também pelo aumento da estabilidade,
evitando a agregacdo das AgNP, levando a melhor performance (JIA; SUN, 2021; KVITEK et
al., 2011).

Além disso, também foi feito um ensaio de susceptibilidade para determinar o MIC do
CV que, além das funcionalidades como marcador SERS, também possui atividade
antifingica.

Para o CV, o MIC foi estabelecido em 3,07 pg.mL! para C. albicans e 6,14 pg.mL"!
para C. tropicalis.

Nos ensaios realizados nesse trabalho, uma concentragio de 0,025 pg.mL! de CV foi
adicionada ao coloide de AgNP + QBPM. Dessa maneira, pode-se afirmar que a concentragao
de CV era subinibitéria e ndo contribuiu para o efeito antifingico observado. Entretanto, em
estudos futuros, podem ser usadas concentracdes maiores de CV a fim de buscar-se um efeito

de sinergia entre os agentes.
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Também puderam ser realizados os ensaios de susceptibilidade FIC, e obter o valor de
FICL

Para AMB + (AgNP + QBPM) contra C. albicans, o FIC foi estabelecido em
0,12/0,25 pg.mL"!, e o FICI calculado em 0,37, o que caracteriza a associagdo como sinérgica.

Para AMB + (AgNP + QBPM) contra C. tropicalis, o FIC foi estabelecido em
0,24/0,25 pg.mL"!, e o FICI calculado em 0,49, o que caracteriza a associagdo como sinérgica.

Como dito anteriormente, para CFG, os valores de MIC para C. albicans e C.
tropicalis ndo puderam ser obtidos e, portanto os valores de FIC e FICI também ndo puderam
ser obtidos. Entretanto, pode-se fazer uma estimativa destes valores.

Para FZL + (AgNP + QBPM) contra C. albicans, o FIC foi estabelecido em 0,06/0,25
ug.mL!, e o FICI calculado em 0.31, o que caracteriza a associagdo como sinérgica.

Para FZL + (AgNP + QBPM) contra C. tropicalis, o FIC foi estabelecido em 0,5/0,25
ug.mL!, e o FICI calculado em 0,75, 0 que caracteriza a associagdo como promotora de um
efeito de adicao.

Este efeito observado nas associagdes com FZL merece destaque especial, pois em
associagdo, o FZL passa a ter efeito fungicida, ao invés do efeito fungistatico convencional do
FZL isolado.

Um trabalho recente (ABED-ALWAHED; AL-BAQI, 2020) demonstrou que AgNP
sdo capazes de diminuir a expressdo do gene ERG11, responsavel pela resisténcia ao FZL e
demais antifingicos azélicos. Dessa forma, AgNP podem ser usadas em linhagens resistentes
ao FZL.

A tabela 4 apresenta os resultados MFC para as duas linhagens e os agentes

antifingicos testados.
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Tabela 4 - Resultados dos testes MFC

Agente antifiingico MFC (pg.mL™1)

C. albicans C. tropicalis
AgNP* >56 >56
AgNP + QBPM? 28 14
AMB 4 2
CFG 1 1
FZL> 16 32
AMB / AgNP + QBPM 0,06/0,87 0,03/0,87
CFG / AgNP + QBPM >0,016/0,87 >0,016/0,87
FZL / AgNP + QBPM 0,25/0,87 0,5/0,87

Fonte: Desenvolvido pela autora (2022).
Nota: a) concentragdes relativas a massa de prata; b) concentragdo minima ativa.

Para AgNP, ndo foi possivel determinar o MFC, ja que todas as concentragdes testadas
falharam em inibir o crescimentos de ambas as linhagens fungicas, e o MFC se manteve
maior que 56 pg.mL! para ambas as leveduras.

Para AgNP + QBPM O MFC foi estabelecido em 28 pug.mL! para C. albicans ¢ 14
ug.mL ! para C. tropicalis, confirmando melhor atividade antifungica pelo efeito sinérgico da
associacao.

Para as associacoes de AMB/AgNP + QBPM, o MFC foi estabelecido em 0,06/0,87
ug.mL! para C. albicans, e 0,03/0,87 pg.mL! para C. tropicalis.

Para as associacdes de CFG/AgNP + QBPM, o MFC foi estabelecido em >0,016/0,87
ug.mL! para C. albicans ¢ C. tropicalis.

Para as associacdes de FZL/AgNP + QBPM, o MFC foi estabelecido em 0,25/0,87
ug.mL! para C. albicans, e 0,5/0,87 pg.mL! para C. tropicalis, demonstrando que houve, de
fato, efeito fungicida.

Convém esclarecer que, devido a falta de padronizacdo do método de obtencdo de
AgNP e a grande dependéncia da a¢do antimicrobiana com a distribuicdo de tamanhos, ainda
ndo existem breakpoints satisfatorios em seus valores de MFC para espécies de Candida

(MENESES, 2022).
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4.2 ESPECTROSCOPIA UV-VIS-NIR

A figura 11 apresenta os espectros de extingdo das suspensdes aquosas das AgNP
sintetizadas.

Os cinco métodos de sintese testados apresentaram maximo na banda LSPR
semelhantes, com variagoes entre 375 € 393 nm.

Nas sinteses AgNP I, AgNP II e AgNP III, entretanto, ¢ possivel notar uma
distribuicdo de tamanhos mais larga devida as agregacdes nas nanoparticulas, caracterizada
pelo alargamento da banda e ndo foram, portanto, utilizadas nos demais testes desse trabalho.

A AgNP IV apresentou distribuigdes de tamanhos mais estreitas, com maximo de
absor¢ao em 390 nm e pequena absor¢do na regido do vermelho do espectro de extingdo,
padrdo espectral esse caracteristico de AgNP pequenas e adequadas para a realizacdo dos

testes biologicos (FILGUEIRAS, 2013).

Figura 11- Espectro de extin¢do dos coloides de AgNP preparados sob diferentes métodos, e
com QBPM. Caminho dptico Smm

—— AgNP |

—— AgNP I

—— AgNP Il

—— AgNP IV

—— AgNP + QBPM

Extingao

VAN

T T T T T T 1
400 600 800 1000
Comprimento de onda/ nm

Fonte: Desenvolvido pela autora (2022).

A suspensdao das AgNP + QBPM apresentou extingdo na regido do vermelho e do
infravermelho proximo, que permitiu a ressonancia com as radiagdes excitantes com

comprimento de onda A= 632,8 nm utilizadas nos experimentos SERS. A figura 12 apresenta

os espectros de extingdo das solugdes de AgNP + QBPM, AMB, CFG, FZL, CV e RPML
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Figura 12 - Espectros de extingdo das solugdes de AgNP + QBPM (56 pg. mL'), AMB* (250
pg. mL1), CFG* (28 ug. mL1), FZL (128 pg. mL!), CV (0,4 g.L!) e RPMI 1640 (10,4 g.L!).
Caminho 6ptico 5 mm
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Fonte: Desenvolvido pela autora (2022).

Nota: *Resultados de extingdo multiplicados por trés, para melhor visualizagao.

Nas figuras 13, 14 e 15 sdo apresentados os espectros de extingdo das suspensoes

utilizadas nos testes bioldgicos com diferentes concentragdes de antifingicos.

Figura 13 - Espectro de extin¢do coloide AgNP + QBPM, adicionado de CV, RPMI 1640 e

AMB em diferentes concentra¢des
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Fonte: Desenvolvido pela autora (2022).
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Figura 14 - Espectro de extin¢do coloide AgNP + QBPM, adicionado de CV, RPMI 1640 e
CFG em diferentes concentragdes
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Fonte: Desenvolvido pela autora (2022).

Figura 15 - Espectro de extin¢do coloide AgNP + QBPM, adicionado de CV, RPMI 1640 e
FZL em diferentes concentracoes

1,5

1,0 4

Extingao

0,5 1

0,0

RPMI + CV

— 0,125 pg/mL

+ AgNP + QBPM + FZL| |—— 0,250 jig/mL

— 0,500 pg/mL
— 1,0 pg/mL
— 2,0 pg/mL
— 4,0 pg/mL
8,0 ng/mL
16,0 ng/mL
—— 32,0 ng/mL
—— 64,0 ug/mL

T T T
400 600

T T 1
800 1000

Comprimento de onda/ nm

Fonte: Desenvolvido pela autora (2022).

Através dos espectros de extingdo apresentados nas figuras 12 a 15 pode-se concluir

que a adicdo dos farmacos as suspensdes aquosas de AgNP, em todas as concentragdes
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utilizadas nos experimentos bioldgicos e em meio RPMI 1640, contendo QBPM e CV, nao
levou a mudanga significativa nos padrdes espectrais, preservando as distribuicdes de
tamanho.

Nestes espectros foram utilizadas as mesmas concentragdes € a mesma suspensdo de

AgNP + QBPM que foram preparadas para as medi¢des SERS.

4.3 MEDIDAS DE TAMANHO E POTENCIAL { POR DLS

Os valores obtidos para as medidas de tamanho e potencial { sdo mostrados nas figuras

16 a 19, e na tabela 5.

Figura 16 - Histograma da distribui¢do de tamanhos por intensidade para o coloide AgNP
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Fonte: Desenvolvido pela autora (2022).

Figura 17- Histograma da distribui¢do de tamanhos por intensidade para o coléide AgNP +
QBPM
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Fonte: Desenvolvido pela autora (2022).
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Figura 18 - Distribui¢ao de potencial { para o coléide AgNP, em triplicata
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Fonte: Desenvolvido pela autora (2022).

Figura 19 - Distribui¢ao de potencial £ para o coléide AgNP + QBPM, em triplicata
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Fonte: Desenvolvido pela autora (2022)

Tabela 5 - Valores obtidos através da técnica de DLS para os coloides

AgNP e AgNP + QBPM
Amostra Tamanho (d.nm) PdI Potencial { (mW)
AgNP 35,35 0,123 -8,01
AgNP + QBPM 121,9 0,501 -22

Fonte: Desenvolvido pela autora (2022).

A AgNP apresentou potencial zeta de -8,01 mW, ja associada a QBPM o potencial

aumentou (em modulo) para -22mW, demonstrando o aumento da estabilidade da AgNP ao
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ser associada com a QBPM. Ambos os coloides utilizados nas medidas apresentavam pH
igual a 5,0.

A AgNP apresentou tamanho médio de 35,3 d.nm, com PdI de 0,123, tamanho que se
adapta ao intervalo entre 25 e 40 nm, considerado ideal para uso em ensaios envolvendo a
atividade antifungica das AgNP (KVITEK et al., 2011).

A suspensao de AgNP + QBPM apresentou tamanho médio de 121,9 d.nm com PdI de
0,501, resultado que € esperado devido as dimensdes desse polimero.

O histograma obtido para os resultados de distribuicdo de tamanho de AgNP tem trés
maximos, indicando trés distribuicdes com tamanhos médios de 2,5 nm, 10,5 nm e 60 nm.
Para AgNP + QBPM existem apenas duas distribui¢des, com méaximos em 40 e 200 nm,

demonstrando uma distribui¢do mais uniforme de tamanhos.

4.4 RAMAN E SERS

Para uma analise espectral em superficie metalica as espectroscopias Raman e SERS
destacam-se como técnica crucial e, portanto, foram aqui utilizadas para obter as informagdes

estruturais das analises necessarias a pesquisa.

4.4.1. Espectros SERS da R6G

A R6G ¢ um corante amplamente utilizado em experimentos SERS, por ser

quimicamente estavel e de facil detecgdo. Sua formula molecular é C,H,,N,O,Cl.

A R6G foi utilizada como molécula de prova da eficiéncia da utilizagdo do FAT na
intensificagdo do sinal SERS. Na figura 9 pode-se observar melhora na defini¢do e na
intensidade dos picos da R6G com o uso de FAT, comparado com o uso de papel aluminio
sem tratamento. Também pode ser visto que o FAT ndo produz sinal na regido do espectro,
garantindo que ndo haja interferéncia deste no sinal da amostra. Adicionalmente, o FAT

evitou que o sinal do porta-amostras interferisse na analise dos espectros.
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Figura 20 - Espectros SERS da R6G obtidos em suspensdo AgNP (A=785 nm, 10 mW, 5
coadigdes de 10 segundos) depositada sobre porta-amostra de plastico revestido com papel
aluminio tratado, sobre papel aluminio sem tratamento, e espectro Raman do papel aluminio
tratado puro e limpo

—— AgNP + R6G - FAT
—— AgNP + R6G - filme de aluminio
—— FAT - puro

S\
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Fonte: Desenvolvido pela autora (2022).

4.4.2. Espectros SERS do CV

Quando uma espécie molecular interagindo com a AgNP possui transi¢do eletronica
com energia em ressonancia com a radiacdo excitante utilizada, além do efeito SERS, ocorre
intensificagdo por Raman ressonante, denominado efeito SERRS (Surface-Enhanced
Resonance Raman Scattering) (SANT’ANA; CORIO; TEMPERINI, 2006), como no caso da
AgNP + CV quando excitado em 632,8 nm.

A partir dos resultados obtidos na figura 10, pode-se observar que a associagdo da
solugdo de CV com a suspensdo de AgNP permitiu o registro do espectro SERS do CV
também quando excitado em 785 nm e que a QBPM ndo agregou as AgNP de maneira que

impedisse a observagao do sinal SERRS do CV com excitagao em 632,8 nm.
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Figura 21 - Espectros SERS do CV associado a AgNP (A=785 nm) e SERRS do CV
associado a AgNP, com e sem QBPM (A0=632,8 nm) depositada sobre porta-amostras
revestido com FAT

—— AgNP + CV - 785 nm
—— AgNP + CV - 633 nm
—— AgNP + CV + QBPM - 633 nm
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Fonte: Desenvolvido pela autora (2022).

4.4.3 Espectros SERS da AMB

A figura 22 apresenta a molécula de AMB com seus atomos numerados. As
informacgdes mais importantes sobre a interacdo da AMB com AgNP estdo na regido
observada entre 1500 e 1800 cm™!, que contempla as principais vibragdes dos grupos -NH3*, -

COO, C=C e C=0.
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Figura 22 - Estrutura conformacional calculada no vacuo para a molécula de AMB
(software: Drawmol)

. Carbono o
. Nitrogénio

Fonte: Desenvolvido pela autora (2022).
Nota: Cadeia poliénica: C'”a C¥’; A: residuo de micosamina; por¢do carboxilica: C**0**0°;
cadeia de poliodis: C**C*,

Pelo que pode ser observado no espectro SERS, e pela atribuicdo proposta na tabela 4,
pode-se inferir que as moléculas da AMB se encontram adsorvidas na superficie metalica pela
cabeca polar que abrange o residuo A e a porc¢ao carboxilica. Isso significa que a superficie
metalica ¢ coberta por uma monocamada de moléculas de AMB. A pequena banda observada
em 1007 cm™! demonstra que a possibilidade de ancoragem feita por hidroxilas localizadas ao
longo da cadeia de polidis ndo pode ser excluida.

Um ponto importante observado ¢ que a cadeia poliénica ndo interage
significativamente com a AgNP, como pode ser visto pela pequena contribuicdo em 1638 cm”
I, pois essa por¢do da molécula participa da ligagdo com o ergosterol da membrana celular

fungica que leva a formacdo do canal transmembrana responsavel pela a¢do antifingica de

AMB.
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Figura 23 - I) Espectro SERS da AMB (250 ug. mL™!) adsorvida na superficie das AgNP (Ao
=632,8 nm, 10 mW, 500 segundos) e II) Espectro Raman da AMB em solu¢do aquosa (Ao
=1064 nm, 1000 mW, 512 scans)
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Fonte: Desenvolvido pela autora (2022).
Tabela 6 - atribuicdes de bandas de AMB
Numero de onda (cm™) Atribuicio
1638 L C=C na cadeia poliénica + vas CP¥0O»
1560 Vas C53065054- +39 N48+
1159 Uas CZO1 + Vas C807C2
1007 d CCH, y CH e v COH na cadeia de poliois

Fonte: Desenvolvido pela autora (2022).

Nota: 6= deformagdo angular no plano, y= deformag¢ao angular fora do plano, v= estiramento,
as= vibracao assimétrica (GAGOS; ARCZEWSKA, 2011; TUTAI et al., 2016).

Estes canais de moléculas de AMB sdo formados em células cuja membrana

plasmatica contém colesterol apenas em concentragdes em que ha a auto associagao de 8 a 12
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moléculas, enquanto em células contendo ergosterol, como as fungicas, os canais sao
formados com a AMB ainda em formas oligoméricas (BRAJTBURG; BOLARD, 1996).
Dessa forma, ¢ postulado que a habilidade natural que a AMB possui para se arranjar
espontaneamente governe sua toxicidade para humanos, logo, a imobilizagdo de monomeros
ou dimeros de AMB em um substrato metalico pode prevenir a formacdo de formas
automontadas toxicas de AMB e deslocar sua atividade na direcdo de se ligar ao ergosterol,

enquanto sua toxicidade pode ser diminuida. (TUTAJ et al., 2016).

4.4.4 Espectros SERS da CFG

A molécula de CFG com seus 4&tomos numerados ¢ vista na figura 24.

A maior parte das bandas que possivelmente seriam observadas na CFG anidra tem
sua visualizagdo dificultada pelas bandas da dgua ao obtermos o espectro Raman de sua
solugdo aquosa, como observado na Figura 25, principalmente na regido acima de 1600 cm™,
onde os estiramentos O-H dos alcoois, do fenol e da agua se sobrepdem, dificultando a

interpretagdo do espectro.

Figura 24 - Estrutura conformacional calculada no vacuo para a molécula de CFG
(software: Drawmol)

. Carbono
. Nitrogénio
. Oxigénio

Fonte: Desenvolvido pela autora (2022).
Nota: A: anel aromatico fenolico; B: anel pirrolidinico.

Assim, outras regides foram estudadas a fim de se contornar, dentro das limitacdes, o
efeito da agua no espectro da CFG, e estudar o efeito da conjugacdo desta com as AgNP

através do espectro SERS.
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Sabe-se que os oxigénios 9, 10, 15 e 12 interagem com a B-1,3-D-glucano-sintetase,
no mecanismo responsavel pela atividade antifingica da CFG (FARHADI; FARHADI;
HASHEMIAN, 2020). Os oxigénios 8 e 10 tém as atribui¢des ao estiramento C=0 em 1727
cml,

As bandas em 1750 e 1657 c¢cm™!, referente aos estiramentos C=O para os oxigénios
numerados 1, 3, 4, 5, 6, 15 ¢ 12, juntamente com a banda em 1578 cm’!, referente aos
estiramentos C-N-H para os nitrogénios numerados 16, 17, 18, 19, 20, 23 e 21, indicam que

alguns desses grupos participam da interagdo da molécula de CFG com AgNP.

Figura 25 - T) Espectro SERS de CFG (28 pg. mL!), adsorvida na superficie das AgNP (Ao
=632,8 nm, 20 mW, 750 segundos) e II) Espectro Raman de CFG em solucao aquosa (Ao
=1064 nm, 1000 mW, 512 scans)
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Fonte: Desenvolvido pela autora (2022).
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Tabela 7 - atribuig¢des de bandas de CFG

Numero de onda (cm™) Atribuicio
1750 v C=0
1657 v C=0
1578 v CNH
1466 (6 O"H + v C*0'%) no anel A + d nos anéis B
1052 vs C°0'“H
778 vy OH + § cadeia carbonica
660 vy NH;

Fonte: Desenvolvido pela autora (2022).

Nota: 6= deformagao angular no plano, y= deformagao angular fora do plano, v= estiramento, as=
assimétrico, s= simétrico (LARKIN, 2011; SOCRATES, 1994).

Como sao varios os atomos de oxigénio responsaveis por estas bandas, e pela baixa
intensidade observada, ¢ seguro considerar que a associacdo com AgNP nao prejudica a
ligagcdo da CFG com os sitios alvo na parede celular fungica.

As deformacOes nas cadeias carbonicas e nas hidroxilas, atribuidas a banda em 778
cm’!, e nas aminas, em 660 cm’!, também contribuem com a teoria de que varias partes da
molécula de CFG contribuam para a interagdo com AgNP.

O espectro SERS indica, entretanto, que a maior contribuicdo ¢ devida ao anel
fendlico A, e aos anéis pirrolidinicos B, pelo que pode ser observado nas intensas bandas em

1466 ¢ 1052 cm™.

4.4.5 Espectros SERS do FZL

A figura 26 apresenta a molécula de FZL com seus atomos numerados.
Foi proposto na literatura (EL-BATAL; MOSALLAM; EL-SAYYAD, 2018) que a
hidroxila O3H?’, o flior F' do anel B e os nitrogénios N3, N7 ¢ N° dos anéis A sdo

responsaveis pelo processo de associagdo da molécula de FZL as AgNP.
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Essa teoria pode ser confirmada na figura 27, e através das atribui¢des para as bandas
em 1014, 1078 e 1187 cm’!. Uma contribui¢do dos grupos metil, observada em 1363 c¢cm™!
também deve ser considerada.

Como comentado anteriormente, a parte fundamental do mecanismo de acdo do FZL ¢
devida a formagdo de uma ligagdo de coordenacdo covalente entre N° € um grupo heme na
CYP51. Entretanto, a especificidade dessa ligacdo depende de outras interagdes entre a

molécula de FZL e residuos de aminoacidos no sitio ativo alvo.

Figura 26 - Estrutura conformacional calculada no vacuo para a molécula de FZL
(software: Drawmol)

Hidrogénio
Carbono

Nitrogénio
Oxigénio

Flaor

0000

Fonte: Desenvolvido pela autora.
Nota: A: Anéis triazolicos; B: 2,4-difluorobenzil.

A partir dos espectros da figura 22, foi possivel concluir que a principal banda
relacionada aos modos de vibragdo de N° (1137 cm’!, referente a vibragdes H>*C' N°)
apresentam menos relevancia em I, o que leva a conclusdo de que o mecanismo antifingico
nao foi prejudicado pela interacdo com AgNP.

Outra parte importante da molécula de FZL, envolvida na especificidade da ligacao
com CYP51 e com a diminui¢do da toxicidade para humanos ¢ a interagio entre F? ¢ Phel52
(HONORATO-SIQUEIRA; MARTINEZ, 2020).

Também através da andlise dos espectros da figura 22, pode-se observar que F? ndo
interage significativamente com AgNP, ji que suas principais bandas, em 588 cm™ e 1253 cm-
!, atribuidas a deformagdo angular no plano e ao estiramento C?°F?, respectivamente, ndo sio

observadas em [.
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Figura 27: I) Espectro SERS de FZL (128 pg.mL""), adsorvida na superficie das AgNP
(Ao =633nm, 10 mW, 90 segundos) e II) Espectro Raman de FZL s6lido (Ao =1064, 1000

mW, 512scans)
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Fonte: Desenvolvido pela autora.

Tabela 8 - atribui¢des de bandas de FZL

Nimero de onda (cm™) Atribuicio

1363 o HXC2H2 ¢ H¥C!'H
1187 L N°-N7 + § H3*C?*N7 e H3C?'IN8®
1137 5 HCV'C!S + y HRCINC
1078 v CHF! + v CI°0* + § H>°C'oC!4
1014 & NOC2IN® + § C1°O*H?
249 Y H29cl6cl4cl3

20017115
713 6 CCY'C
519 Y Cléc20c17

Fonte: Desenvolvido pela autora.

Nota: 6= deformagdo angular no plano, y= deformagao angular fora do plano, v= estiramento,
o = wagging. (CHANDRASEKARAN; THILAK-KUMAR, 2015; CYR et al., 1996).
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5 CONCLUSOES

Através da espectroscopia UV-VIS-NIR foi possivel monitorar as mudangas da banda
LSPR na presenca dos antifingicos em diferentes concentragdes, RPMI 1640 e CV,
componentes usados nos testes bioldgicos, onde se observou que a estabilidade do coloide de
AgNP + QBPM foi mantida.

O espectro SERS da AMB permitiu inferir que a adsor¢do na superficie da AgNP
ocorreu principalmente através da regido polar, que abrange o residuo de micosamina, € em
menor propor¢ao pela porcdo carboxila e pela cadeia polihidroxilada. Os resultados dos testes
MIC, FIC e FICI demonstraram o efeito de sinergia da associagdo de AMB/ AgNP + QBPM
para ambas as linhagens.

O espectro SERS da CFG permitiu inferir que a adsor¢d@o ocorreu principalmente na
superficie da AgNP através do anel aromatico fenolico e pelos anéis pirrolidinicos. Os
resultados dos testes MIC, FIC e FICI para a associagdo de CFG/ AgNP + QBPM para ambas
as linhagens nao pdde ser obtido, mas estimativas baseadas na atividade observada permitiram
uma estimativa do efeito.

O espectro SERS do FZL permitiu inferir que a adsor¢do ocorreu na superficie da
AgNP através de um anel triazélico, pelo anel 2,4-difluorobenzil e pela por¢ao propandlica.
Os resultados dos testes MIC, FIC e FICI demonstraram o efeito de adi¢do para C. tropicalis e
sinergia para C. albicans. Como o FZL isolado ¢ categorizado como um medicamento
fungistatico, o efeito observado merece destaque especial, pois em associagdo, o FZL passa a
ter efeito fungicida, resultado inédito que foi confirmado pelos testes MFC.

A espectroscopia SERS mostrou-se uma ferramenta importante para o estudo da
interacdo dos medicamentos antifungicos com a superficie de AgNP, sendo util na avaliagao
da disponibilidade dos sitios ativos para a interagdo de ambos com a célula fingica.

Dentre as perspectivas futuras deve-se destacar que os ensaios para determinacdo de
MIC, FIC, FICI e MFC para CFG e CFG/ AgNP + QBPM devem ser repetidos.

A ag¢do antifungica da associacdo de AgNP + QBPM aos medicamentos estudados até
o momento € motivadora para a realizagao testes in vivo.

Para isso, devem ser testados diferentes métodos de sintese de AgNP + QBPM a fim
de avaliar a concentracdo 6tima do modificador de superficie tanto para a performance das

AgNP para a espectroscopia SERS quanto para a atividade antifiingica.
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A microscopia eletronica de varredura pode fornecer informagdes complementares
valiosas acerca da estrutura da associacdo de AgNP + QBPM bem como sua interagdo com as
células fungicas.

Testar diferentes métodos de sintese de coloides e outros modificadores de superficie,
como acido mercaptobenzoico e polivinilpirrolidona.

Fazer a atribui¢do de bandas através de modelagem computacional, a fim de obter-se
melhores informagdes sobre a interagdo dos medicamentos com a superficie de AgNP e

resultados mais preditivos da a¢do das associagdes com as células fungicas.
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