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RESUMO

Nesta tese investigou-se as interacdoes quimicas dos antimicrobianos tinidazol,
metronidazol, aztreonam, rifampicina e tetraciclina (TC) adsorvidos sobre superficies
metalicas de nanoparticulas de ouro (AuNP) ou prata (AgNP) através das técnicas
espectroscopicas de espalhamento Raman intensificado por superficie (SERS), de
espalhamento Raman ressonante intensificado por superficie (SERRS) e de absorcao
no ultravioleta, visivel e infravermelho proximo (UV-VIS-NIR). Também foram
investigadas, a citotoxidade das AgNP, quitosana (QUIT), TC e das combinagdes
AgNP com quitosana (AgNP+QUIT), e AgNP com QUIT e TC (AgNP+QUIT+TC)
frente a células de fibroblastos bovinos. Foram obtidas as imagens de microscopia
eletronica de transmissao (TEM) das bactérias K.pneumoniae e S. aureus na auséncia e
presenca das AgNP.

Diferentes rotas sintéticas de AuNP e AgNP foram propostas, com o objetivo de se
aprimorar as possiveis aplicagdes dessas sinteses. As AgNP devem ser pequenas para
aplicacdes em experimentos bioldgicos e devem estar em ressondncia com as
radiacoes excitantes de comprimento de onda em 532, 633 ou 1064 nm quando forem
utilizadas nos experimentos SERS.

Os espectros SERS dos adsorbatos estudados foram obtidos na auséncia e na presenga
dos modificadores de superficie 2-mercaptoetanol, polivinil alcool (PVA) ou ions
cloreto. A presenga destes modificadores superficiais permitiu monitorar 0s
mecanismos de adsor¢do, que levaram a padrdes espectrais SERS distintos. A analise
dos espectros SERS da rifampicina foi baseada nas modificagdes observadas na
estrutura eletronica do grupo croméforo, enquanto que para o tinidazol, metronidazol e
aztreonam as diferencas nos padrdes espectrais foram devidas a proximidade do sitio
de adsorc¢do do analito em relagdo a superficie metalica. A atribuicdo vibracional dos
espectros Raman e SERS foi baseada em célculos tedricos obtidos da teoria do
funcional de densidade (DFT) das moléculas isoladas ou interagindo com atomos de
metal. Este trabalho foi realizado em parceria com o Prof. Dr. Diego Paschoal da
Universidade Federal do Rio de Janeiro e com o Prof. Dr. Hélio Ferreira dos Santos da
Universidade Federal de Juiz de Fora.

As imagens TEM das bactérias K. pneumoniae ¢ S.aureus obtidas na auséncia e

presenca das AgNP+QUIT foram realizadas em colaboracdo com o Dr. Celso



Sant’Ana e o aluno Mateus Eugénio do Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e
Tecnologia.

Os ensaios de citotoxicidade das diferentes combinacdes de AgNP frente as células de
fibroblastos bovinos foram realizados através do ensaio colorimétrico com brometo de
3, (-4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazolium (MTT). Este trabalho foi realizado
em colabora¢do com a Profa. Dra. Michele Munk da Universidade Federal de Juiz de

Fora.

Palavras-chave: Espectroscopia de Espalhamento Raman Intensificado por Superficie.

Nanoparticulas. Citotoxicidade. Fibroblasto Bovino.



ABSTRACT

In this thesis were investigated the chemical interaction of the antimicrobians
tinidazole, metronidazole, aztreonam, rifampicin and tetracycline adsorbed on metallic
surfaces of gold (AuNP) or silver nanoparticles (AgNP) by using the spectroscopic
techniques surface enhanced Raman scattering (SERS), surface enhanced resonance
Raman scattering (SERRS) and absorption in ultraviolet, visible and near infrared
regions (UV-VIS-NIR). The cytotoxic effects of silver nanoparticles, chitosan (QUIT),
tetracycline (TC) and its combinations AgNP with chitosan (AgNP+QUIT), and AgNP
with QUIT and TC (AgNP+QUIT+TC) against bovine fibroblast cells were also
investigated. The images using transmission electron microscopy (TEM) were
obtained from the bacteria K.pneumoniae and S. aureus in the absence and presence of
AgNP +QUIT.

Different AuNP and AgNP were synthesized, with the aim of improving the possible
applications of these syntheses. These have to be small in the biological experiments
and should be in resonance with laser lines at 532, 633 or 1064 nm when used in the
SERS experiments.

The SERS spectra of the studied adsorbates were obtained in the absence and presence
of the surfaces modifiers 2-mercaptoethanol, chloride ions or polyvinyl alcohol
(PVA). The presence of these surfaces modifiers allowed monitoring adsorption
mechanisms, which led to distinct SERS spectral patterns. The analyses of the SERS
spectra of rifampicin were based on the observed changes in the electronic structure of
the chromophore group, while for the tinidazole, metronidazole and aztreonam the
differences in the spectral patterns were due to the proximity of anchor site of the
analyte in relation to the metallic surface. The vibrational assignments of the Raman
and SERS spectra were based on theoretical calculations obtained from density
functional theory (DFT) of the isolated molecules or in interaction with metallic
atoms. The DFT studies were made in collaboration with the Prof.Dr.Diego Paschoal
from Universidade Federal do Rio de Janeiro and Prof.Dr Hélio Ferreira dos Santos
from Universidade Federal de Juiz de Fora.

The TEM images of K. pneumoniae and S.aureus bacteria obtained in the absence and

in the presence of AgNP+QUIT were made in collaboration with the researcher Celso



Sant’Ana and its student Mateus Eugénio from Instituto Nacional de Metrologia,
Qualidade e Tecnologia.

The cytotoxicity assays of the different combination of AgNP and chitosan and
tetracycline against bovine fibroblast cells were made though colorimetric assay using

MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide. The biological

assay were made in collaboration with the Prof.Dr. Michele Munk and its students

Leonara Fayer and Rafaella Zanetti from Universidade Federal de Juiz de Fora.

Keywords: Surface Enhanced Raman Scattering. Nanoparticles. Cytotoxicity. Bovine

Fibroblasts.
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1. INTRODUCAO

1.1.0 USO DE NANOPARTICULAS DE OURO OU PRATA:
CONTEXTO HISTORICO

Nanoparticulas de ouro (AuNP) e nanoparticulas de prata (AgNP) sao
conhecidas e amplamente estudadas em diversas areas por apresentarem propriedades
caracteristicas tais como comportamento espectroscopico varidvel (MOSKOVITS,
2005), maior area superficial (COBLEY et al., 2011) e oscilagdo coletiva dos elétrons
livres na interface metal dielétrico (PELTON; AIZPURUA; BRYANT, 2008). O que
faz com que a frequéncia da luz incidente coincida com a frequéncia de oscilagao dos
elétrons, originando a ressonancia do plasmon de superficie localizado (LSPR —
localized surface plasmon ressonance) (WILLETS; VAN DUYNE, 2007).

Essas nanoparticulas foram utilizadas desde o império Romano, para decorar
vitrais de igreja, e em especial a taga de Lycurgo (FREESTONE et al., 2007). A taca
de Lycurgo apresenta uma tonalidade verde quando reflete a luz do sol, devido a
presenca de AgNP, e vermelha quando transmite a luz, devido a presenga das AuNP
(FREESTONE et al., 2007). Apesar das mesmas terem sido utilizadas desde os tempos
antigos, o trabalho pioneiro que descreve o comportamento 6tico de AuNP foi
realizado por Faraday no século XIX (FARADAY, 1857). Posteriormente dois
trabalhos independentes Turkevich et al. (TURKEVICH; STEVENSON; HILLIER,
1951) aprimoraram a sintese dessas nanoparticulas, utilizando citrato como agente
redutor e Frens variando a propor¢ao de agente redutor verificou a formacao de AuNP
de diversos tamanhos (FRENS, 1973). Para a sintese de AgNP destacam-se os
trabalhos de Lee e Meisel (LEE, P. C.; MEISEL, 1982) e o trabalho de Creighton ef al.
(CREIGHTON, J. A.; BLATCHFORD, C. G.; ALBRECHT, M. G., 1979) que
abordavam sinteses de diferentes formatos e tamanhos quando reduzidas na presenca
do citrato ou borohidreto de sodio, respectivamente. Atualmente, o desenvolvimento
dessas sinteses leva ao desenvolvimento de novas tecnologias e aplicagdes
(ORENDOREFF et al., 2005). Essas possuem capacidade de localizar campo elétrico, o
que permite o uso da técnica de espectroscopia Raman intensificada por superficie

(SERS).
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Dentre as aplicagdes biomédicas, estas se destacam devido a sua facil
modificagdo com anticorpos e outras biomoléculas que permitem uma maior
biocompatibilidade dos sistemas estudados. As AgNP s3o conhecidas por suas
propriedades antibacterianas, enquanto que as AuNP s3o mais empregadas em
sistemas de carreamento de farmacos, diagnostico de doencas, terapia fototérmica e
teragnosis que envolve o diagnéstico e tratamento de uma determinada doenga
simultaneamente.

A prata em suas diversas formas quimicas ¢ conhecida por suas propriedades
antibacterianas, ¢ seu poder como agente antimicrobiano foi utilizado desde as
civilizagdes gregas e romanas antigas com a finalidade de desinfetar 4gua e comidas.
(KONOP et al., 2016). Em 1520 Paracelsus utilizou a prata e o nitrato de prata para o
tratamento de feridas (CASTELLANO et al., 2007). Entre 1700 e 1800 nitrato de prata
foi utilizado para tratar varias infec¢des, como ulcera e acne (ALEXANDER, 2009).
Em 1920, foi aprovada pela agéncia de protecdo ambiental dos Estados Unidos (EPA)
a primeira formulacdo baseada em prata idnica para usos medicinais, enquanto que
para AgNP o primeiro registro nesta organizacdo ¢ datado de 1954 (NOWACK;
KRUG; HEIGHT, 2011). Em 2011, 53 % dos produtos que tinham em sua composi¢ao
prata eram constituidos de nanoparticulas (NOWACK et al., 2011). Atualmente, a
introducdo de novos materiais compostos de nanoparticulas incorporadas com
antibioticos se tornou relevante, devido ao desenvolvimento de resisténcia a diversos
antibidticos o que passou a representar importancia consideravel em satde publica
(SHAHVERDI, AHMAD R. et al., 2007).

O ouro por sua vez, foi utilizado desde a idade média nos laboratérios dos
alquimistas. Paracelsus escreveu sobre as propriedades terapéuticas do ouro, o qual foi
utilizado para o tratamento de doencas mentais e sifilis. O primeiro livro sobre o ouro
coloidal foi publicado em 1618 pelo filésofo e doutor de medicina Francisco Antonii,
o qual abordava a sintese das nanoparticulas de ouro e suas aplicagdes na medicina.
(DYKMAN; KHLEBTSOV, 2011) A revolucao na “imunoquimica” associada com o
uso de AuNP em estudos bioldgicos ocorreu em 1971, quando Faulk e colaboradores
descreveram um método para a bioconjugacao de anticorpos adsorvidos sobre AuNP
(PAGE FAULK; MALCOLM TAYLOR, 1971).

Nos dia de hoje, muitos estudos sdo direcionados, na aplicagdo dessas
nanoparticulas conjugadas com biomacromoléculas de reconhecimento (anticorpos,

lectinas, enzimas, apatameros, etc.). Nesse sentido, a espectroscopia SERS ¢ uma
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ferramenta que permite estudar as interacdes dessas biomoléculas com superficies de

prata ou ouro.

1.2. MECANISMOS DE ACAO E RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

O descobrimento dos antibidticos foi um grande avango para a aplicacao
terapéutica tanto na medicina humana quanto na veterinaria. Eles sdo importantes na
reducdo da mortalidade por doencas infecciosas. Os antibidticos podem ser
classificados como bacteriostaticos, quando agem inibindo o crescimento e a
duplicagdo dos microorganismos, podendo estes voltar a crescer com a suspensao do
antibidtico; ou ainda, como bactericidas, quando agem com efeito letal sobre os
microorganismos (DAVIES; DAVIES, 2010).

Dentre os mecanismos de acdo destes destacam-se a inibi¢do da sintese da
parede celular, a inibicdo da sintese de proteinas, a alteragdo da membrana
citoplasmatica, por inibidores da sintese dos acidos nucléicos e a alteragdo do
metabolismo do &cido folico (PABA) (NEU, 1992). A Figura 1 mostra os mecanismos
de acdo de diversas classes de antibioticos.

Figura 1: Mecanismo de acdo de diversas classes de antibioticos na célula bacteriana
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Fonte: adaptado NEU, 1992
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O uso excessivo e improprio dos antibioticos levou a selecdo de bactérias
resistentes que se disseminaram por todo o planeta. Esta resisténcia ¢ adquirida devido
ao fato dos microorganismos conseguirem se adaptar, por mecanismos de aquisi¢cdo e
transferéncia de genes (COHEN; CHANG; HSU, 1972) (DATSENKO; WANNER,
2000).

As infecg¢des causadas por microorganismos resistentes tendem a responder cada
vez menos a terapéutica, resultando em tratamentos mais longos, com custos mais
elevados e risco de morte.

O desenvolvimento de resisténcia adquirida pela bactéria Staphylococcus aureus
frente a penicilina G ocorreu em 1944. A penicilina G ¢ um antibidtico B-lactamico
que age por inibicdo da sintese da parede celular de bactérias, impedindo ligagcdes
cruzadas entre as fitas de peptideoglicano se formem. As bactérias se tornavam
resistentes devido ao desenvolvimento da sintese da enzima B-lactamase que ¢ capaz
de destruir as penicilinas (POOLE, 2004).

Atualmente, a resisténcia bacteriana a antibidticos ¢ descrita em, praticamente
todas as espécies de bactérias, conhecendo-se detalhes dos mecanismos de aquisi¢ao
de resisténcia e dos mecanismos moleculares de manifestacao da resisténcia. Esta pode
ocorrer por inativagdo do antibidtico, prevengdo de acesso ao sitio ativo e também
através da alteragdo do sitio ativo do antibiotico (LEVY; MARSHALL, 2004).

Logo, o fendmeno de resisténcia impde limitacdes ao tratamento de diversas
infecgdes, o que torna imprescindivel a descoberta de novos agentes antibacterianos.
Nesse sentido, varias pesquisas sdo direcionadas na descoberta de novos antibidticos
(TATARKIEWICZ; STANISZEWSKA; BUJALSKA-ZADRONY, 2016). As AgNP
tém seu potencial uso como agente antisséptico, sendo portanto uma alternativa
propicia para o combate a resisténcia adquirida pelos microorganismos (KHAN;
MUSARRAT; AL-KHEDHAIRY, 2016). A proxima secdo serda dedicada a

compreensao dos mecanismos de agdo antibacterianos das AgNP.

1.3. ACAO ANTIMICROBIANA DO ION AG+ E DAS AGNP
A prata possui um amplo espectro de agao contra linhagens de bactérias Gram
positivas ¢ Gram negativas (DUNN; EDWARDS-JONES, 2004). O mecanismo exato
de acdo da prata em meio bioldgico ndo ¢ conhecido. Porém os possiveis mecanismos
da prata, da prata i6nica e das AgNP nas células bacterianas ¢ estabelecido de acordo

com as mudangas na morfologia e estrutura dessas células.
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A prata em forma de volume metalico (bulk) ¢ considerada quimicamente
inativa, uma vez que esta ndo adsorve facilmente sobre as células bacterianas
(RUSSELL; HUGO, 1994). A ionizagdo da espécie bulk permite que esta adquira
propriedades antibacterianas. No interior da célula os ions prata (I) interagem com
proteinas estruturais e proteinas das enzimas. Os ions prata (I) interagem rapidamente
com os grupos tiol, amino, imidazol, fosfato e carbonila presentes na membrana
celular ou nas enzimas dos microorganismos (IP et al., 2006). Durante a interagdo os
atomos de hidrogénio presentes nestes grupos funcionais sdo substituidos pelo ion
prata (I), criando ligagdes Ag-S, Ag-N ou Ag-O (FENG et al., 2000). O ion prata (I) ¢
capaz ainda de formar complexos com os acidos nucléicos bloqueando a transcri¢ao
do DNA e RNA. A ligacdo aos componentes da membrana celular interrompe a
respiracdo bacteriana e a sintese da adenosina trifosfato (MADHUMATHI et al.,
2010).

As AgNP, por sua vez apresentam uma acdo antibacteriana melhorada sendo isto
devido ao facil monitoramento do tamanho e forma das mesmas. Na literatura, existem
varios estudos que sdo direcionados para a intensificacdo do efeito antibacteriano e os
possiveis mecanismos de acdo destas nanoparticulas. Dentre esses, destacam-se a
otimiza¢do do tamanho e forma das nanoparticulas, a estabilizacdo dessas em meio
bioldgico e a modificagdo das sinteses das mesmas de forma a diminuir os efeitos
toxicos associados a elas (MARAMBIO-JONES; HOEK, 2010).

A maximizacao do efeito antibacteriano através do aumento da area superficial
da AgNP sintetizada foi reportada por Morones et al. Os autores mostraram através da
técnica de microscopia eletronica de varredura que AgNP com tamanhos de 1-10 nm
se acumulam mais na célula bacteriana, ou seja apresentam o efeito antibacteriano
melhorado, em comparacdo com AgNP com tamanhos da ordem de 100 nm
(MORONES et al., 2005).

O efeito da forma das AgNP na a¢do antibacteriana foi reportado por Pal et al..
Os autores mostraram que nanoparticulas de tamanhos triangulares apresentam facetas
(1,1,1) altamente reativas, e devido a isto o efeito antibacteriano ¢ maximizado quando
comparado com nanoesferas e nanobastdes (PAL; TAK; SONG, 2007).

Atualmente, muitas AgNP sdo sintetizadas na presenca de polimeros, que sdo
considerados bons materiais para o preparo das AgNP, e também excelentes agentes
estabilizadores quando comparadas com citrato ou outros solventes organicos

(SHARMA; YNGARD; LIN, 2009). He et al. obtiveram AgNP através da reducao
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AgNO3; com o polimero polivinil pirolidona (PVP) utilizando radiagdo microondas,
produzindo AgNP com uma distribuicao estreita de tamanhos (HE, R. et al., 2002).
Vérios métodos utilizam polivinil dlcool (PVA), devido ao fato deste polimero ser
biocompativel e apresentar baixa citotoxicidade, permitindo uma ampla aplicagdo na
area biomédica (BADR; MAHMOUD, 2006). E relevante ainda, o uso de outros
polimeros que aumentam a biocompatilidade dessas AgNP, em particular a quitosana
(QUIT) (SHI et al., 2006). A QUIT ¢ um biopolimero que também apresenta acdo
antibacteriana. E conhecido que a combinagdo de AgNP com este polimero pode
promover um efeito de sinergia na agdo antibacteriana, de forma que o efeito da
combinagdo ¢ maior que a soma dos efeitos de cada um dos agentes aplicados
isoladamente. Uma breve discussdo sobre a QUIT e o mecanismo de agdo frente as
células bacterianas esta apresentado na segao 1.5.

Quando tratamos dos mecanismos de acdo dessas AgNP ¢ relatado na literatura
que essas interagem com a membrana celular das bactérias formando agregados e
causando danos na sua estrutura, o que facilita a entrada das AgNP dentro da célula
(MORONES et al., 2005). Outros autores citam que estas sdo capazes de liberar ions
Ag’, apresentando dessa forma, um efeito muito similar ao ion, no qual a membrana
celular das bactérias contém proteinas, o que faz com que as AgNP interajam com
essas proteinas, bem como com estruturas que contém atomos de fosforo, como DNA.
Outros trabalhos abordam a geracao de espécies de oxigénio reativas (ROS — reactive
oxygen species) que danificam a estrutura celular, desde os lipidios da membrana até o
DNA. Varios estudos, relatam a observagdo dessas ROS nas células tratadas com
AgNP, e nessas condigdes, as células ndo suportam um alto stress oxidativo o que leva
a inativagao celular (LE OUAY; STELLACCI, 2015).

Além do conhecimento dos mecanismos de acdo das AgNP e como controlar
suas propriedades para intensificar os efeitos antibacterianos, muitas outras pesquisas
sdo direcionadas no sentido de se combinar essas AgNP com agentes que também
possuem agdo antibacteriana, promovendo assim efeitos de sinergia na agdo
antibacteriana.

Morones- Ramires et al., citam em seu trabalho que a combinagao do ion prata e
antibidticos restaura a susceptibilidade antibidtica contra linhagens de bactérias
resistentes. Os autores mostraram que tanto para os testes realizados in vitro, quanto

para os realizados in vivo em camundongos que a habilidade da prata em produzir
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stress oxidativo pode ser aproveitada para potencializar a atividade antibiotica
(MORONES-RAMIREZ et al., 2013).

O trabalho pioneiro utilizando a combinacdo de AgNP e antibioticos foi relatado
por Shahverdi et al.. Os autores mostraram um processo de reducdo do fon Ag' com
cultura da bactéria Klebsiella pneumoniae e a avaliagdo das propriedades
antibacterianas das AgNPs obtidas contra as bactérias Staphylococcus aureus e
Escherichia coli. A formagao das AgNP foi avaliada pela técnica espectroscopica UV-
VIS, microscopia eletronica de transmissdao (TEM) e espectroscopia de raio X por
dispersdao de energia (EDS). A atividade antibacteriana da penicilina G, amoxilina,
eritromicina, clidamicina e vancomicina foi intensificada na presenga das AgNP
(SHAHVERDIL A. R. et al., 2007).

Singh et al. sintetizaram AgNP baseando-se em métodos nao toxicos através da
redu¢do do ion utilizando um extrato de célula de Acinetobactéria. O potencial
sinérgico das combinagdes das AgNP e 14 antibioticos foi testado contra 7 patogenos
e determinado por difusdo em disco e concentrag@o inibitéria minima (CIM) (SINGH
etal., 2013).

Kora et al. sintetizaram AgNP utilizando borohidreto de sédio, estabilizadas
com citrato de sédio, dodecilsulfato de sdédio e PVP. Os autores avaliaram a agdo
antibacteriana dessas AgNP quando combinadas com os antibidticos estreptomicina,
ampicilina e tetraciclina. A atividade dos trés antibiodticos testados foi intensificada
quando houve combinagdo com as AgNP estabilizadas, sendo que os melhores
resultados foram obtidos para as AgNP recobertas com PVP quando comparada com

as AgNP recobertas com dodecilsulfato de sodio e citrato (KORA; RASTOGI, 2013).

1.4. CITOTOXICIDADE DAS AGNP

As AgNP apresentam elevada acdo antibacteriana, e sdo potenciais candidatas
para o controle da resisténcia adquirida pelas bactérias frentes aos antibidticos. No
entanto, ¢ necessario o conhecimento dos riscos potenciais desses nanomaterias para a
satide humana e animal. A nanotoxicologia estuda a citotoxicidade dos nanomateriais
a medida que a sua utilizacdo pode causar riscos para o meio ambiente e para saude
humana e animal (NAHA; CHHOUR; CORMODE, 2015). Os testes de citotoxicidade
podem ser realizados em culturas de células (in vitro) ou com organismos vivos (in

Vivo).
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O exemplo mais comum de citotoxicidade das AgNP ¢ devido ao fato dessas
causarem argiria. A argiria ¢ uma doenca que ¢ devida a absor¢do dos ions prata pela
via digestiva ou respiratoria, sendo estes capazes de precipitar proteinas na coloracao
azul / acinzentada (MERCHANT; CARPENTER, 2011).

A citotoxicidade das AgNP varia de acordo com sua composi¢do, concentragao,
forma e tamanho (ARORA; RAJWADE; PAKNIKAR, 2012). Dependendo destes
fatores, as AgNP podem promover danos as células, através da producdo de espécies
de oxigénio reativas (ROS) e, consequentemente, stress oxidativo. A geracdo de stress

oxidativo pelas células pode causar danos aos lipideos e DNA das células, gerando

assim uma resposta inflamatoria (GIUSTARINI et al., 2009).

Nesse sentido, varias pesquisas sdao direcionadas na observacdo de efeitos

citotoxicos das AgNPs. No quadro 1 encontram-se alguns trabalhos que citam os

efeitos citotoxicos das AgNP.

Quadro 1: Estudos sobre os efeitos citotoxicos das AgNP

Células Dose / pg.mL" | Tamanho | Tempo de Efeito Referéncia
/nm exposi¢do / h
Fibroblastos <25 5-20 24 Nio apresentou | (GALANDAKOVA
de pele efeito citotdxico etal., 2016)
humana nestas
concentragoes
Queratindcitos 1-108 27 24 Danos ao DNA/ | (JIRAVOVA etal.,
/ fibroblastos apoptose ¢ 2016)
de necrose
camundongo
Mondcitos 50-100 34435 1-24 Citocina pro (MURPHY et al.,
humanos inflamatoéria 2016)
interleucina 1,
interleuleucina 6 e
necrose tumoral
Macrofagos | Citotoxicidade | 20,2+0,5 24 Citocina pro (NGUYEN et al.,
de dose inflamatoria / 2016)
camundongos | independente ROS e apoptose
/ epiteliais 1-250 celular
humanas
Fibroblastos 3,5-56 5-20 48 Nao apresentou (DAl et al., 2016)
humanos citotoxicidade em
concentracoes
inferiores a
56ug.mL’

Dessa forma, ¢ imprescindivel o conhecimento da citotoxicidade das AgNP para

posterior aplicagdo dessas in vivo. E conhecido que sob baixas concentragdes essas
AgNP apresentam baixa citotoxicidade (GALANDAKOVA et al., 2016). Em nosso

trabalho prévio, verificamos que a interacao de AgNP, QUIT e antibidticos promovia
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um efeito de sinergia na agdo antibacteriana (FILGUEIRAS A.L., 2013). Os valores de
concentracio inibitéria minima para as combinagdes variaram 0,06 - 8 pg.mL™. Além
disso, ndo existem trabalhos publicados na literatura que mostram o efeito de
citotoxicidade quando ha a combinagdo de AgNP, QUIT e antibidticos. Neste trabalho,
foi estudado o efeito de citotoxicidade dessa combinacdao através do ensaio
colorimétrico utilizando o MTT brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil

tetrazolium] para avaliar a viabilidade celular.

1.5. QUITOSANA (QUIT)

A QUIT ¢ um polimero natural obtido da desacetilagdo alcalina parcial da
quitina, constituida por unidades 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose unidas por
ligagdes glicosidicas B(1—4). Ela ¢ uma base de Lewis forte devido a presenga de
grupos amino primdrio apresentando valor de pK, = 6,3, o que a torna solivel em
acidos organicos diluidos e insoltvel em agua (USMAN et al., 2016).

A QUIT ¢é um polimero muito versatil com aplicagdes nas industrias cosmética,
alimenticia, agente de floculagdo no tratamento de agua e potencial uso como agente
antibacteriano. A presenca de grupos amino e hidroxila em sua estrutura permite a
interacao desta com ions metalicos, o que a torna eficaz como agente estabilizante de
suspensoes coloidais metalicas. Além disso, exibe alta atividade antibacteriana sendo
também atdxica, biodegradavel e biocompativel (JAYAKUMAR et al., 2010).

O mecanismo de agdo mais aceito na literatura ¢ associado a presenca dos
grupos amino pertencentes a sua estrutura, que quando solubilizadas em meio acido
conferem as moléculas de QUIT uma carga positiva, que interagem facilmente com a
carga negativa da membrana celular das bactérias. Esta interacdo altera a
permeabilidade celular, o que permite o vazamento dos constituintes intracelulares
(RABEA et al., 2003).

Devido a essas propriedades, neste trabalho a QUIT foi escolhida como
polimero utilizado ndo s6 como agente estabilizante das suspensdes de AgNP, mas

também por suas propriedades antibacterianas e por ser um polimero biocompativel.

1.6. ESPECTROSCOPIA SERS

O efeito do espalhamento de luz inelastico apos uma radiagdo monocromatica

atingir uma amostra foi descoberto em 1928 por Chandrasekhara Venkata Raman e ¢
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denominado de espectroscopia Raman. Os aspectos tedricos da espectroscopia Raman
estdo apresentados no anexo 1 (RAMAN; KRISHNAN, 1998).

O espalhamento Raman intensificado por superficie foi descoberto em 1974 por
Fleischman et al. através do estudo de piridina adsorvida em eletrodo de prata.
Durante estes experimentos, os autores observaram que o0s espectros obtidos
apresentavam uma relagdo sinal ruido significativamente melhor quando comparado
ao espectro Raman normal da piridina. Inicialmente esta intensificac¢do foi atribuida ao
aumento da area superficial do eletrodo, que promovia um aumento do nimero de
moléculas adsorvidas sobre a superficie metalica (FLEISCHMANN; HENDRA;
MCQUILLAN, 1974). No entanto, dois trabalhos posteriores mostraram que a
intensificacio devida ao aumento da area superficial do eletrodo era da ordem de 10°
vezes, enquanto que a intensificacio observada pelo experimento era da ordem de 10°
vezes (ALBRECHT; CREIGHTON, 1977; JEANMAIRE; VANDUYNE, 1977).

Caracterizado um novo efeito, inimeros trabalhos foram publicados tentando
explicar os processos envolvidos na intensificacdo do espectro. Dentre os diversos
modelos propostos, os mais aceitos para explicar tal fendmeno sdao o modelo
eletromagnético e o modelo quimico (MOSKOVITS, 1985). O modelo
eletromagnético ¢ o responsavel pela intensificagdo do campo eletromagnético
proximo a superficie metalica através da ressonancia com o plasmon de superficie.
Enquanto, que o modelo quimico envolve a interagdo do adsorbato com a superficie
metalica através da formagdo de um complexo de superficie. Ha varias revisdes na
literatura apresentando os diferentes modelos que explicam a intensificagdo dos sinais
Raman de moléculas adsorvidas sobre os metais prata, ouro e cobre, e todas aceitam
que os dois modelos estao envolvidos na explicacdo de tal intensificagdo (DE FARIA;
TEMPERINI; SALA, 1999; HAO,; SCHATZ, 2004; ITOH et al., 2011; OTTO, A.,
2005).

O modelo Eletromagnético

A compreensdo do efeito SERS segundo este modelo envolve a intensificacao do
campo eletromagnético sem que haja necessidade de sobreposi¢do eletronica entre o
metal e o adsorbato. Para entendermos tal modelo ¢ necessario conhecermos a
ressonancia com o plasmon de superficie (ANDRADE; BROLO; TEMPERINI, 2008).

A excitagdo dos elétrons de superficie de uma nanoparticula metalica através da

incidéncia de radiagdo eletromagnética com comprimento de onda ressonante ¢
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conhecida como ressonancia do plasmon de superficie localizado (LSPR — localized
surface plasmon resonance) (HUTTER; FENDLER, 2004).

Em metais as bandas de energia eletronica, originam-se do arranjo cristalino dos
atomos. A separacdo entre as bandas de energia eletronica depende da quantidade de
atomos presente no sistema estudado. Se tomarmos atomos isolados ou moléculas,
seus estados eletronicos serdo discretos. Porém, o aumento do numero de atomos,
promove uma combinagdo adicional dos orbitais atdmicos do metal, ocorrendo a
formacao de bandas de energia. Se aumentarmos ainda mais, o nimero de 4tomos, os
niveis de energia se aproximam ainda mais se tornando cada vez mais continuos. A
partir do momento que temos um volume metélico (bulk), as bandas de energia se
tornam continuas. A Figura 2 mostra esta abordagem, conforme se aumenta o niimero
de atomos a diferenca entre os niveis de energia diminui, até que as bandas de energia
se tornem continuas (MORTON; SILVERSTEIN; JENSEN, 2011).

Figura 2: Evolucao dos niveis de energia eletronicos em materiais metélicos.
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Fonte: adaptado de MORTON et al. 2011
A mudanca de um estado volumétrico (bulk) para um estado nanométrico ira
interferir nos estados eletronicos do metal, modificando assim, as propriedades Oticas
da nanoparticula. Tal mudanca permite a transi¢@o eletronica entre a banda de valéncia

de maior energia ocupada para a banda de condugdo de menor energia desocupada,
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caracterizando o efeito LSPR. Logo, para estudar os efeitos plasmonicos ¢ SERS de
um determinado metal ¢ de extrema importancia conhecer a resposta oOtica desses
metais (LERU; ETCHEGOIN, 2009).

O modelo de Drude ¢ o mais simples para explicar a dinamica dos elétrons em
materiais metalicos. Segundo este modelo a funcao dielétrica dos elétrons livres de um
metal pode ser escrita de acordo com a seguinte equagao:

c(w) =¢ (1 9 ) (1)
*® w2+iyyw

Nesta equagdo yo € o fator de amortecimento, &, ¢ uma resposta otica de fundo

da parte real da fungdo dielétrica associada aos ions positivos e ®, € a frequéncia do

plasma dada pela seguinte equacgao:

ne?

a)p:

(2)

Nesta equacdo n ¢ o nimero de elétrons livres por unidade de volume e m ¢ a

MmepEco

massa do elétron. A equacdo 1 pode ser escrita em funcao de uma parte real ¢ uma

parte imagindria. Dessa forma:

Re(e(0)) = &, (1 - mjf"yg) 3)

Im(e(e)) = 22200 (4)

o @?+v§)

Nas equacdes de 1, 3 e 4, o fator de amortecimento Y, ¢ pequeno quando
comparado com ®, € o valor de ® se aproxima ao valor wp, 0 que leva a valores de
Re(e(w))=0. Em frequéncias na regido onde ®w<w, a parte real adquire valores
negativos, ou seja, Re(e(®))<0. A parte imaginaria da fungdo dielétrica corresponde a
absorcdo da luz e, quando o se aproxima de ®,, ® adquire valores ndo muito pequenos
o que leva a um valor da parte imaginaria pequeno (LERU; ETCHEGOIN, 2009).

A interagdo da radiagdo eletromagnética com a superficie metalica pode ser
resolvida se a particula metéalica for muito menor que o comprimento de onda da
radiagdo incidente (LERU; ETCHEGOIN, 2009). Neste caso, o campo elétrico dentro

da particula (Ey,) fica:
3em

Em = Ey ()

e(w)+2ey
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Nesta equacdo gy € a constante dielétrica do meio, g(®) ¢ a funcdo dielétrica do
metal que ¢ descrita como a soma de uma parte real e outra imaginaria e Ey € o campo
da radiagdo incidente.

O campo elétrico no interior da particula sera tdo maior quanto mais proximo de
zero for o denominador da equacdo (5), o que ¢ alcancado quando &(®) =-2gy que ¢
conhecida como condi¢do de ressonancia. Em um bom substrato SERS, essa condi¢do
¢ atingida quando a parte real da funcao dielétrica for negativa, enquanto que a parte
imaginaria deve apresentar o menor valor possivel. A partir desse modelo, foi possivel
elaborar um fator de qualidade SERS que relaciona o metal e o comprimento de onda
da radiagdo excitante. O fator de qualidade SERS ¢ definido pela seguinte equagao:

0= a)(d[Re(g(a)))]/da) (6)
2[mm(e(e)]”

Onde Re(e(w)) e Im(e(w)) sdo a parte real e imaginaria da fun¢do dielétrica.

A andlise do fator de qualidade determina se um substrato ¢ ou ndo adequado
para obtencao de um espectro SERS, sendo esta condi¢do atingida quando o valor de
tal fator for igual ou superior a 2. Sendo assim, entre 200 ¢ 400 nm destaca-se o
aluminio, o litio poderia ser utilizado até 900 nm, a prata a partir de 300 nm, o ouro a
partir de 500 nm e o cobre a partir de 600 nm. A Figura 3 mostra o valor deste fator de
qualidade para diferentes metais na regido entre 200 e 1200 nm (LERU;
ETCHEGOIN, 2009).
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Figura 3: Fator de qualidade de diferentes metais
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Fonte: adaptado de LE RU e ETCHEGOIN, 2009
A andlise da Figura 3 mostra o porqué do uso de nanoparticulas de prata, ouro e
cobre como substratos SERS para a regido do visivel. A excitagdo do plasmon de
superficie promove intensificagdo do campo eletromagnético local tanto da radiacao
incidente, quanto da radiagdo espalhada, o que leva ao aumento da intensidade Raman.
Esse mecanismo foi chamado de mecanismo eletromagnético e responde pela maior
parte do fator de intensificacdo do espalhamento Raman. Em determinadas condigdes,
o campo elétrico local E pode ser intensificado em uma escala de até E* vezes. Esta
relagdo, pode ser explicada de acordo com a equagdo 7, onde Isgrs(s) € a intensidade
do sinal SERS; N ¢ o nimero de moléculas envolvidas no espalhamento SERS, I, €
a intensidade da radiagdo excitante, E,1) ¢ o campo elétrico da radiacdo incidente,
Ews) € o campo elétrico da radia¢do espalhada, GRadS ¢ a se¢dao de choque Raman da

molécula adsorvida (KNEIPP et al., 1999).
Isgps = N(IUL)|E(UL)|2-|E(Us)|2-0§ds (7)

Dessa forma, este mecanismo de ressonancia do plasmon ¢ fundamental para a
observagdo do efeito SERS, ou seja, na auséncia de tal ressonancia o efeito ndo ¢
observado. Uma conseqiiéncia importante do mecanismo eletromagnético ¢ a forte
dependéncia da intensificagdo SERS com o tamanho e a forma das nanoparticulas.

O modelo de Drude para explicar a ressonancia de plasmon para particulas

esféricas isoladas ¢ um modelo bastante simplificado do que ¢ realmente observado
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nos experimentos SERS. Na pratica, a proximidade entre duas particulas metélicas
(hot spots), pode ser responsavel pelo o aumento do campo elétrico entre essas duas
particulas. Desta maneira, uma molécula localizada entre estas duas particulas sofre
uma intensificagdo muito maior do campo, em relacao a uma molécula localizada em
uma particula isolada. Esta intensificacdo depende ainda, que a polarizacao da
radiagdo incidente seja adequada (LEE, A. et al., 2011). A existéncia dos “hot spots”
permite ainda, a deteccdo de uma tUnica molécula. Esta descoberta levou a um
crescimento significativo no numero de artigos cientificos publicadas na literatura, o
que levou a espectroscopia SERS ao patamar de ferramenta analitica (NIE; EMERY,
1997).

O modelo quimico

O modelo eletromagnético nao prevé a dependéncia da intensificagdo com a
estrutura molecular, sendo influenciado apenas pelas propriedades dos substratos
metalicos.

A intensifica¢do do sinal SERS, segundo o modelo quimico, ¢ devida a interacao
da molécula com o substrato metalico. Esta interacdo resulta na forma¢dao de um
complexo de superficie, promovendo transi¢des por transferéncia de carga entre os
estados do metal e os estados proprios da molécula (RUBIM et al., 1995). Neste caso,
assume-se que a adsor¢do das moléculas sobre a superficie metalica provoca uma
perturbacdo nos estados eletronicos do adsorbato, alargando-se a distribuigdo
energética dos niveis eletronicos (OTTO, ANDREAS, 2005).

Apo6s o processo de interacdo entre o adsorbato e a superficie metalica, o nivel
de Fermi do metal se encontra entre o orbital HOMO (orbital molecular de mais alta
energia ocupado) e o orbital LUMO (orbital molecular de menor energia desocupado)
do adsorbato. A excitacdo com comprimento de onda ressonante leva a transicao de
transferéncia de carga entre o orbital HOMO do adsorbato e o nivel de Fermi do metal,
ou entre o nivel de Fermi do metal e o orbital LUMO do adsorbato, caracterizando
assim o modelo de intensificacdo quimica do efeito SERS (AROCA, 2006). Isto
significa que a transferéncia de carga entre o nivel de Fermi do metal e os orbitais
moleculares s6 acontece na presenca de fotons em ressonancia. Esta transferéncia de
carga pode levar a coordenacdo da molécula com a superficie metalica, e a espécie
formada ¢ denominada de complexo de superficie. A Figura 4 ilustra o diagrama de

energia envolvido no efeito quimico. Logo, o efeito quimico pode ser explicado de
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forma similar ao efeito Raman ressonante (RR) e as mesmas equagdes podem ser
utilizadas. (AROCA, 2006).
Figura 4: Diagrama de energia ilustrando a banda de energia de nanoestruturas

metalicas e os orbitais HOMO e LUMO da molécula adsorvida
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Fonte: adaptado de AROCA, 2006

Uma conseqiiéncia da intensificagdo quimica ¢ a mudanga na polarizabilidade da
molécula, podendo ocasionar variagdes nos espectros Raman da espécie adsorvida
quando comparado com o espectro Raman normal da molécula em solugdo aquosa.
Essa modificagdo observada no espectro SERS ¢ devida a geometria de adsor¢ao, que
pode provocar deslocamentos nas bandas, bem como modificagdes nas intensidades
relativas de algumas bandas no espectro.

A geometria de adsor¢do de uma molécula em relagdo a um substrato metalico
foi estudada por Moskovits em seu relevante trabalho sobre regra de selecdo de
superficie (MOSKOVITS, 1982). A partir dessas regras, sabe-se que o espalhamento
da luz polarizada por uma superficie metalica ¢ maximo quando a polariza¢do ¢
perpendicular a superficie ¢ minimo quando ¢ paralelo. Dessa forma, os modos
vibracionais que possuem componentes perpendiculares a superficie serdo
intensificados, o que permite inferir a orientagdo da molécula adsorvida.

Foram relatados até aqui dois mecanismos separados para se compreender a
intensificagdo dos sinais Raman de moléculas adsorvidas sobre nanoparticulas
principalmente de ouro, prata e cobre. No entanto, em 2012, Lombardi e Birke

obtiveram uma expressao unica que associava os termos do plasmon e a transferéncia
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de carga. As regras de selecdo propostas neste modelo sdo similares as anteriores e
prevéem corretamente as intensidades relativas do espectro SERS de algumas

moléculas (LOMBARDI; BIRKE, 2012).

1.7. APLICACOES DA ESPECTROSCOPIA SERS EM SISTEMAS
BIOLOGICOS

Atualmente, o uso das nanoparticulas em dispositivos bioldgicos envolve a
modificacdo das suas superficies por biomoléculas. O conhecimento das interagdes de
biomoléculas adsorvidas sobre AgNP e AuNP ¢ fundamental para a compreensao do
comportamento dessas nanoparticulas nos sistemas biologicos. Neste contexto, a
espectroscopia de espalhamento Raman intensificado por superficie (SERS — Surface
enhanced Raman Scattering) tem-se mostrado uma técnica versatil e de alta
sensibilidade, permitindo a deteccdo de monocamadas adsorvidas, chegando ao nivel
de detecgao de uma unica molécula.

Na literatura existem inimeros trabalhos que utilizam a espectroscopia SERS
para a compreensao dos sitios envolvidos na adsor¢do dessas biomoléculas, bem como
o uso da espectroscopia SERS para a detec¢do e aplicagdo em sistemas de diagnostico
ou sistemas carreadores.

O espectro SERS do antibidtico benzilpenicilina foi reportado por Illescu et al.
A partir dos calculos DFT foi possivel estudar o sitio de adsor¢do da benzilpenicilina
sobre AgNP. Os autores mostraram que a intera¢ao ocorria através do carboxilato, e
que os anéis benzeno, B-lactdmico e tiazolidino estavam longe da superficie metalica
da prata (ILIESCU; BAIA; PAVEL, 2006).

Dendrimeros de prata nanoestruturados possibilitaram a obtencao dos espectros
SERS dos antibidticos enrofloxacino, ciprofloxacino e cloramfenicol utilizando
radiacdo excitante de comprimento de onda em 785 nm. O fator de intensificacdo
SERS analitico calculado foi de 10* ¢ o limite de detecgdo e quantificagdo alcangou o
nivel de 20 ppb (HE, L. L. et al., 2010).

A sintese de nanoparticulas de prata recobertas com QUIT com formato
triangular foi reportada por Potara ef al. Foi demonstrado uma excelente estabilidade
da suspensdao, o que permitiu a utilizacdo destas nanoparticulas como sensor
plasmodnico para a detec¢do do p-aminotiofenol. Foram obtidos ainda, os espectros

SERS do p-aminotiofenol nas concentragdes de 107-10° mol.L"' ¢ da adenina que é
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uma das bases nitrogenadas que formam o DNA (POTARA; GABUDEAN;
ASTILEAN, 2011).

A sintese de nanoparticulas de prata sintetizada por Potara et al., e acima citada
foi modificada por p-aminotiofenol que ¢ uma molécula SERS marcadora e acido
folico. A modificacdo com acido folico permitiu que estas nanoparticulas fossem
reconhecidas pela célula de cancer de ovario humano através dos receptores folato
presente em tais células. A confirmac¢do da modificacdo da superficie das AgNP e o
reconhecimento através dos receptores folato pelas células cancer foi realizado através
das espectroscopias LSPR e SERS, monitorando-se os sinais SERS da molécula SERS
marcadora (BOCA-FARCAU et al., 2014).

O espectro SERS do farmaco parientin adsorvido sobre AgNP foi reportado por
Fabriciova et al. O farmaco parientin foi escolhido por apresentar acao antibacteriana
e antiflingica conhecida, e também por induzir e inibir a proliferagdo celular de varias
células de cancer humano. Os autores demonstraram que o sitio de interacdo do
parientin sobre a superficie metélica da prata ¢ através das hidroxilas e da carbonila da
cadeia lateral. Obteve-se ainda, a isoterma de adsor¢ao com um alto valor da constante
de adsorc¢do, o que indica uma alta afinidade de tal farmaco pela superficie metalica da
prata (FABRICIOVA et al., 2012).

O espectro SERS do antibidtico cloranfenicol adsorvido sobre AuNP e a
atribui¢do vibracional baseado em calculos DFT foi reportado por Ji e Yao. A partir da
variacdo da concentragdo do antibidtico foi possivel plotar a variacdo da intensidade
Raman da banda em 1344 cm™ em funcfo da concentracdo obtendo-se uma correlacdo
linear, ¢ um limite de deteccdo de 0,1 pg.mL’ para tal farmaco. Com tal curva
analitica, foi possivel quantificar a quantidade de cloranfenicol presente em amostras
de comida (JI; YAO, 2015).

O espectro SERS do antibiotico levofloxacina adsorvido sobre AgNP foi
reportado por Hidi et al. A partir da andlise dos espectros SERS os autores
demonstraram que o sitio de interagdo da levofloxacina nas AgNP ¢ através do grupo
carboxilato, adotando uma conforma¢do em angulo em relacdo a superficie metélica.
Os autores demonstraram ainda, uma correlagdo linear quando foi plotado a
intensidade da banda SERS em 1395 c¢cm™ variando-se a concentragio de 1-15
umol.L”, permitindo calcular o limite de detec¢io da levofloxacina que foi de 0,8

umol. L' (HIDI et al., 2015).
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A sintese de nanoparticulas de ouro modificadas com polietileno glicol tiolado
(tiol-PEG) foi reportada por Qian et al. A conjugacdo destas nanoparticulas com o
anticorpo ScFv permitiu que estas fossem alvos para tumores através do
reconhecimento do receptor de crescimento epidermal que ¢ expressado por muitos
tipos de tumores humanos malignos. A modificagao das nanoparticulas com marcador
Raman permitiu verificar a acumula¢do das nanoparticulas no tecido tumoral através
do monitoramento dos espectros SERS da molécula Raman marcadora (QIAN et al.,
2008).

A sintese de vesiculas construidas utilizando nanoparticulas de ouro e os bio-
polimeros polimetilmetacrilato (PMMA) e polietileno glicol (PEG) com a finalidade
de carrear o farmaco doxorrubicina para células alvo de cancer foi reportada por Song
et al.. Os autores utilizaram a técnica de espectroscopia SERS para verificar se a
vesicula foi entregue ou nao a célula alvo, e se ocorreu ou ndo a endocitose da mesma
pela célula alvo. Quando a vesicula estava no exterior da célula, esta apresentava
intensificacdo dos sinais Raman do marcador SERS, atribuida a ressonancia da
vesicula plasmonica e a radiagdo excitante de comprimento de onda em 633 nm
utilizada nos experimentos SERS. Quando a vesicula estava no interior da célula, a
vesicula era desfeita devido a uma mudanga no pH na parte interior da célula, ou seja
uma mudanga de ambiente hidrofobico para ambiente hidrofilico, o que ocasionava a
liberacdo do farmaco doxorrubicina preso na vesicula e consequentemente uma
diminui¢do da intensificagdo SERS da molécula marcadora (SONG; ZHOU; DUAN,
2012).

O estudo dos mecanismos de sinergia observados na acdo antibacteriana
utilizando a espectroscopia SERS foi reportado por Deng et al. Os autores observaram
sinergia para os antibidticos enoxacina, kanamicina, neomicina ¢ TC, enquanto que
para os antibioticos ampicilina e penicilina ndo foi observado sinergia na agdo
antibacteriana frente a bactéria Salmonella typhimurium. A andlise dos espectros
SERS e UV-VIS mostrou que para os quatro antibioticos que interagiram de forma
sinérgica houve a formacdo do complexo de superficie, enquanto que para a
ampicilina e penicilina que nao apresentavam sinergia na acao, nao houve a formacao
do complexo de superficie (DENG et al., 2016).

Nanoestrelas de ouro recobertas com o farmaco mitoxantrona, foram utilizadas
para o tratamento e diagnoéstico (teragnosis) de cancer de pulmdo em camundongos.

Através da técnica SERS foi possivel observar a intensificagdo dos sinais Raman do
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farmaco mitoxantrona que estavam localizados no interior do tecido tumoral, uma vez
que ocorria formagdo de “hot spots” no interior da célula do tumor. O mapeamento
SERS deste farmaco permitiu observar que apds 5 minutos de inje¢do as nanoestrelas
estavam acumuladas no coragdo sendo isto devido a organizagdo vascular deste tecido,
e apos 4 h de administracdo deste farmaco, estas foram direcionadas para o tecido
tumoral. Os autores confirmaram a existéncia do sinal SERS in vivo, o acimulo das
nanoestrelas recobertas com mitoxantrona no tecido tumoral e a especificidade das
nanoestrelas recobertas com mitoxantrona (TTAN et al., 2016).

Diante da wvasta literatura, importancia e vantagens apresentada pela
espectroscopia SERS como ferramenta emergente na compreensdo dos sitios de
interacdo de biomoléculas adsorvidas sobre nanoestruturas metalicas de prata, ouro e
cobre, neste trabalho sdo apresentados o uso de AgNPs e AuNPs para a compreensao
da adsor¢dao dos antibidticos tinidazol, metronidazol, aztreonam, rifampicina ¢ TC

sobre essas nanoparticulas.

1.8. MODIFICACAO DE SUPERFICIES METALICAS POR MOLECULAS
ORGANICAS E INORGANICAS

A modificagdo da superficie de AgNP e de AuNP permitem que estas sejam
utilizadas em diversas areas tais como na constru¢cdo de biossensores, sistemas de
entrega controlada de farmacos e controle das propriedades fisico-quimicas desses
biodispositivos (CHAKI; VIJAYAMOHANAN, 2002; STELZLE; WEISSMULLER;
SACKMANN, 1993; XU et al., 2014). Esta modificacao muitas vezes ¢ realizada pela
modificacdo da superficie por mercaptanas e ions cloreto.

A modificacdo das nanoparticulas metalicas por mercaptanas permite que estas
adquiram boa estabilidade, obteng¢ao de espectros SERS de forma controlada e um
excelente controle da hidrofobicidade das superficies metalicas. De forma particular, a
modificacdo da superficie metalica de prata por 2-mercaptoetanol permitiu monitorar a
adsor¢do de ciclohexanol e do acido benzodico através da espectroscopia SERS
(HONG; LI, 2013). Esta modificagdo permitiu ainda a imobilizacdo ¢ o controle da
adsorcdo de B-caroteno sobre AgNP (TARABARA; NABIEV; FEOFANOV, 1998).
Além desses, muitos outros trabalhos sdao direcionados em investigar a adsor¢do das
mercaptanas, os quais tentam compreender algumas questdes basicas que envolvem
quimissor¢do ou fisissor¢do, cisdo ou ndao da ligagdo SH e o sitio de adsor¢do e

orientacao dessas sobre as superficies metalicas (FONSECA, 2016).
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Além da modificacdo por mercaptanas destaca-se ainda a modificacao das AgNP
e AuNP por ions inorganicos, em particular ions cloreto. Estes sdo altamente utilizados
em experimentos SERS para promover a formagdo de agregados de AgNP, permitindo
assim a formagdo de “hot spots”(PERGOLESE; MUNIZ-MIRANDA; BIGOTTO,
2005). Os ions cloreto, muitas vezes permitem a formacao de par i6nico, o qual facilita
a adsorcdo da molécula de interesse sobre a superficie metalica (HOWES et al., 2007).
Devido ao crescente apelo para a modificacdo das superficies metélicas de ouro e prata
de forma a se controlar a adsor¢ao de biomoléculas, neste trabalho foram utilizados os
modificadores superficiais 2-mercaptoetanol e ions cloreto para se obter os espectros

SERS do tinidazol, metronidazol, aztreonam e rifampicina.

1.9. TINIDAZOL (TI)
O TI, [1-[2-(etilsulfonil)etil]-2-metil-5-nitroimidazol, pertence a classe dos
nitroimidazoéis, e apresenta atividade amebicida, giardicida, tricomonicida e em
infecgdes causadas por bactérias anaerdbicas. A estrutura molecular do TI estd

representada na Figura 5.

Figura 5: Estrutura molecular do TI
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor

O mecanismo de acdo do TI esta associado a facilidade deste atravessar a
membrana celular de microorganismos aerobios, anaerdbios e protozoarios. Além
disso, a ativacao do grupo nitro através da formacao de espécies radicalares ¢ essencial
para a atividade biologica. Os radicais livres e os intermediarios formados no processo

de reducdo deste composto induzem a liberagdo da fosfato timidina, que promove a
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desestabilizacdo e ruptura da dupla hélice de DNA e sua subseqiiente degradacao
(VOOGD; VANDERSTEL; JACOBS, 1977).

O espectro FTIR e FT-Raman do TI foi reportado por Gunazekaram et al..
Através dessas técnicas espectroscopicas os autores conseguiram estudar a
estabilidade deste farmaco sobre diferentes condi¢des de armazenagem e interagdes
com outros elementos. A atribui¢do vibracional foi feita pela comparagdo com outras
estruturas semelhantes disponiveis na literatura (GUNASEKARAM; ANITTA, 2009).

O espectro SERS do TI ndo foi publicado na literatura. No entanto, varios
trabalhos discutem a atribuicao vibracional do anel imidazolico presente na estrutura
do TIL.

Carter e Pemberton obtiveram o espectro SERS do imidazol em pH 9 e pH 2
adsorvido em eletrodo de prata junto com a comparagdo com o espectro Raman
normal. Os autores relataram que as mudancgas acontecidas no espectro SERS quando
comparadas com o espectro Raman normal foram devidas a adsor¢do do imidazol que
ocorria através do nitrogénio 3 do imidazol. Foi demonstrado ainda, a influéncia do
potencial na adsor¢do, onde para potenciais mais positivos o anel se posicionava em
angulo, enquanto que para potenciais mais negativos o anel ficava perpendicular em
relagdo a superficie metalica da prata (CARTER; PEMBERTON, 1992)

O espectro SERS do imidazol também foi reportado por outros autores (XUE;
DATI; JIANG, 1988), (LOO et al., 2006), (BISWAS et al., 2009). Todos estes trabalhos
relataram a adsor¢cdo do imidazol através do nitrogénio 3, com modificagdes da

orientacao devidas ao potencial aplicado e modifica¢des do pH do meio.

1.10. METRONIDAZOL (MT)

O MT [1-(2-hidroxil) 2 metil 5 nitroimidazol] também ¢ um nitroimidazol e
apresenta agao bactericida principalmente contra a bactéria Helicobacter pyrolli
(GRAHAM et al., 1992). Da mesma forma como no TI, a agdo bactericida do MT
depende da ativacdo do grupo nitro (PAULA; SERRANO; TAVARES, 2009). Este
apresenta os mesmos radicais gerados na reducdo dos dois farmacos, e por serem
derivados do 5-nitroimidazol possuem potenciais eletronicos e agdo antibacteriana
similares (PAULA et al., 2009). O MT age através da ligacdo de produtos
intermediarios, originados de sua redugdo intracelular com o DNA, formando
complexos que inibem a replicacdo e inativam o DNA, impedindo desta forma as

sinteses enzimaticas e causando a morte celular. Sua agdo seletiva ¢ devida a presenga
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da atividade de um sistema de baixo potencial de oxirreducao, como a ferrodoxina,
que reduz o grupo nitro do MT gerando produtos intermedidrios que t€ém ag¢do toxica e
sdo responsaveis pela agcdo antibacteriana (MIYACHI, 2001).

A estrutura molecular do MT esté representada na Figura 6.

Figura 6: Estrutura molecular do MT
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor

O espectro SERS do MT adsorvido sobre nanobastdes de prata foi reportado por
Han et al.. Foi realizado a deteccdo SERS deste farmaco em amostras padrao e em
amostras reais de solo, agua, lago e pantano. O limite de deteccdo para as amostras

padrio foi de 1 ug.mL™" e para as amostras reais o limite de detecgio variou de 10-50

pg.mL”! (HAN, C. Q. et al., 2014).

I.11. AZTREONAM (AZ)

AZ acido [2S-[20,3B(Z)]]-2-[[[1-(2-amino-4-tiazolil)-2-[2-metil-4-0x0-1-sulfo-
3-azetidinil)amino]-2-oxoetildieno]amino]oxil]-2-metilpropandico ¢ um antibidtico
sintético, pertencente a classe dos monobactamicos, € possui atividade contra uma
grande variedade de bactérias Gram-negativas, mas pouco afinidade contra anaerdbios
ou aerobios Gram-positivos (PLOSKER, 2010).

O mecanismo de ac¢do desse antibidtico ¢ devido a grande afinidade de ligagao
com proteinas fixadoras de penicilina, ocasionando o efeito bactericida.

O AZ ¢ bastante resistente as -lactamases que sdo sintetizadas por diferentes
espécies Gram-negativas (PATERSON; BONOMO, 2005). A estrutura molecular do

AZ esta representada na Figura 7.
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Figura 7: Estrutura molecular do AZ

) Q
%, \ _OH

S o . S
N\
N N
| H o)
N\O

OH

O

Fonte: Elaborado pelo proprio autor

Nao ha relatos na literatura sobre o espectro Raman e/ou SERS desta molécula.

1.12.  RIFAMPICINA (RP)

A RP ¢ um antibiotico derivado semi-sintético da rifamicina, utilizada
principalmente no tratamento da tuberculose. O tratamento da tuberculose ¢ longo, e
além da RP utiliza-se concomitantemente a isoniazida, a pirazinamida e o etambutol.
Também tem sido reportado o uso deste farmaco no tratamento da brucelose em
humanos, ictericia e prurido.

Seu mecanismo de agdo ¢ através da inibicdo da RNA-polimerase dependente de
DNA de micobactérias e de outros microorganismos, através da formacdo de um
complexo fairmaco-enzima estavel, resultando em supressao do inicio da formagdo da

cadeia na sintese de RNA. A estrutura molecular da RP est4 representada na Figura 8.
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Figura 8: Estrutura molecular da RP
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Os espectros Raman e SERS da RP adsorvida sobre AgNP foram reportados por
Howes et al. A atribuigdo vibracional foi realizada por comparagdo com outras
estruturas presentes na literatura (HOWES et al., 2006).

A influéncia do pH e os mecanismos de adsor¢ao da RP adsorvida em AgNP
também foi reportado por Howes et al. Os autores mostraram uma forte dependéncia
do espectro SERS com o pH, as propriedades do adsorbato e a presenga de anions (em
particular ions cloreto). A presenga dos ions cloreto permitiu a formac¢do de um par
i0nico entre o cloreto e o nitrogénio quaternario protonado quando o pH era préoximo

de 6 (HOWES et al., 2007).

1.13.  TETRACICLINA (TC)

A TC ¢ um antibiodtico de largo espectro de agdo e baixo custo, e atua contra
bactérias Gram positivas e Gram negativas Clamidias, Riquétsias e até sobre alguns
protozodrios. Por estas razdes a TC ¢ amplamente utilizada em medicina veterinaria
para prevenir e tratar diversas doencas bem como promover o crescimento de rebanhos
(CHOPRA; ROBERTS, 2001).

O mecanismo de agdo da TC ¢ através da inibicdo da sintese protéica, onde o
farmaco se liga preferencialmente as subunidades ribossomais 30 S dos
microorganismos, impedindo que os RNA transportadores (RNAt) se fixem aos

ribossomas. Desta forma, ndo ocorre a incorporagdo dos aminodcidos na cadeia
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polipeptidica (FROST, 1969). A estrutura molecular da TC estd representada na
Figura 9.
Figura 9: Estrutura molecular da TC
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor

O espectro Raman e Infravermelho da TC e de alguns derivados da TC foi
reportado por Leypold et al.. Os autores obtiveram os espectros Raman da molécula
no estado so6lido e em solugdo variando-se o pH e o solvente utilizado. A atribuicao
vibracional foi baseada em calculos DFT, onde se demonstrou uma excelente
correlagdo entre os dados experimentais e os tedricos (LEYPOLD et al., 2003).

O espectro SERS da TC foi reportado por varios autores (JIN et al., 2015; LI et
al., 2011; ZHAO et al., 2016). Em nosso trabalho prévio, foram demonstrados os
espectros SERS dos antibidticos TC, benzilpenicilina e levofloxacina utilizando
radiacdo excitante em 1064 nm. Através de calculos DFT foi possivel inferir o sitio de
interacao em relagdo a superficie metalica da prata (FILGUEIRAS, A. L. et al., 2015).
Em outro trabalho, foi demonstrado que a combinacdo de AgNP e o antibidtico TC
promovia um efeito de sinergia na a¢do antibacteriana (FILGUEIRAS, A.L. et al.,
2017, submetido). Além disso, a TC € muito utilizada na medicina veterinaria, devido
ao seu amplo espectro de acao e seu baixo custo.

Devido ao fato do antibiotico TC ser muito utilizado na medicina animal e
apresentar um efeito de sinergia quando combinado com AgNP, escolhemos este
antibidtico para avaliarmos a citotoxicidade das AgNP combinadas com QUIT e TC

frente células de fibroblastos bovinos.
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2. OBJETIVOS

2.1.OBJETIVOS GERAIS
Estudar a adsor¢ao dos antibioticos TI, MT, AZ, TC e RP em superficies de
AgNP ou AuNP, por espectroscopias SERS e UV-VIS.
Realizar estudos in vitro da citotoxicidade de AgNPs em células de fibroblastos

bovinos e da mistura AgNP-QUIT-antibidtico com bactérias.

2.2.OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estes foram divididos em 3 classes A, B e¢ C, a partir de 3 tipos de
nanoparticulas metélicas sintetizadas.

A.1. Sinteses de AgNPs em suspensdes aquosas, com controle sobre a dispersao
de tamanhos, para a obtencdo de AgNPs com transicdes LSPR em ressonancia com as
radiagdes excitantes em 532 ou 633 nm;

A.2. Obtencao dos espectros SERS dos antibidticos TI, MT, AZ, RP e TC
utilizando AgNPs , e as radiagdes excitantes de comprimento de onda 532 ou 633 nm;

A.3. Obtencdo dos espectros SERS dos antimicrobianos adsorvidos em
suspensoes de AgNP quimicamente modificadas por mercaptoetanol, polivinil alcool e
ions cloreto;

A.4. Obtengdo dos espectros UV-VIS das suspensdes de AgNPs na presenga
destes antibiodticos;

A.5. Obtengao das imagens de microscopia eletronica de varredura (SEM) das
nanoparticulas em suspensdes aquosas;

B.1. Sinteses de AgNPs anisotropicas, recobertas com QUIT e TC com controle
sobre a dispersdo de tamanhos para maximizar a acdo antibacteriana;

B.2. Obteng¢ado das imagens de microscopia eletronica de transmissao (TEM) de
bactérias Gram positivas € Gram negativas na auséncia e na presenga das AgNPs;

B.3. Estudo do efeito de toxicidade de AgNPs frente a células de fibroblastos
bovinos;

C.1. Sintese de AuNP em suspensdes aquosas, com controle sobre a dispersao de

tamanhos, para a obtengao dos espectros UV-VIS e SERS da RP
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 MATERIAIS

Todos os reagentes utilizados borohidreto de sdédio (NaBH,), citrato de sodio,
nitrato de prata (AgNOs), QUIT, polivinilacool (PVA), acido acético, TI, MT, TC e
AZ foram obtidos da Sigma Aldrich. A agua utilizada no preparo das solugdes foi
agua deionizada Milli-Q, 18,2MQcm. Toda a vidraria foi limpa em solucdo de dgua

régia (3:1; HCI:HNOs) e enxaguada abundantemente com agua deionizada.

3.2. SINTESE DAS AGNP ANISOTROPICAS

Neste trabalho diferentes rotas de sinteses foram utilizadas com a finalidade de
se obter AgNP que tenham transicdes LSPR em ressonancia com as radiagdes
excitantes em 532 e 633 nm utilizadas nos experimentos SERS (método A1, A2eC)e

pequenas o suficiente para maximizar o efeito antibacteriano (método B).

3.2.1. Método Al: coloides Al1.1, A1.2, A1.3, Al.4 e A1.5

Os coloides preparados de acordo com o método Al, foram obtidos de acordo
com a modificacdio da sintese original do artigo descrito por Creighton et
al. (CREIGHTON, J. ALAN; BLATCHFORD, CHRISTOPHER G.; ALBRECHT, M.
GRANT, 1979). Para tanto, em 60,0 mL de uma solugdo de NaBHy 1,6.10”mol.L"" foi
adicionado gota a gota 20,0 mL de uma solugio de AgNO; 16,0.10° mol.L'. A
mistura foi deixada em banho de gelo. Para a estabilizacdo e melhor cobertura das
AgNPs ao final da sintese foi adicionado 0,6 mL de citrato de sédio 1%. Cinco
coloides distintos foram obtidos mantendo-se a concentracdo dos reagentes
precursores, no qual dois coloides foram preparados utilizando-se micropipeta, dois
coloides foram preparados utilizando bomba de seringa com taxa de inje¢do fixa de

0,5 mL / min, e um coloide foi preparado utilizando bomba de seringa com taxa fixa

de 3,0 mL / min.

3.2.2. Método A2

Para a sintese preparada de acordo com o método A2 foram realizadas 3 etapas
de crescimento, constituidas nas seguintes sinteses:

Sintese das particulas precursoras (“seed”” ou nucleadoras):coloide A2.1

Esta sintese foi realizada de acordo com metodologia proposta inicialmente por

Power et al. (POWER; BETTS; CASSIDY, 2011) Para tanto, em 2,00 mL de uma
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solucao de AgNO; 1,0.10” mol.L™" foi adicionada 2,00 mL de uma solucdo PVA 1%
(m/v). Sob agita¢do constante, foi adicionado gota a gota, 2,00 mL de uma solucdo de
NaBH, 1,0.10° mol.L™"

1* Etapa de crescimento: coloide A2.2

Em 21,5 mL de AgNO; 1,0.10” mol.L" foi pipetado 1,00 mL do coloide A2.1 ¢
3,00 mL de uma solugdo de citrato de sédio 1 % e mantida sob agitagdo constante
durante 1 min. Apos isso, foi adicionado 1,00 mL de uma solucdo de NaBH4 1,0. 10
mol.L™" utilizando-se bomba de seringa com taxa de injecdo 33,33 pL/min, seguida da
adicdo de 5,00 mL de uma solu¢do de NaBH, 1,0.10 mol.L" utilizando-se bomba de
seringa e taxa de inje¢ao de 66,66 pL/min.

2% Etapa de crescimento: coloide A2.3

Em 21,5 mL de AgNO; 1,0.10° mol.L"' foi pipetado 2,68 mL do coloide A2.2,
de forma que fosse mantido a mesma quantidade de nticleos de Ag, e 3,00 mL de uma
solu¢do de citrato de sodio 1 % e mantida sob agitagdo constante durante 1 min. Apos
isso, foi adicionado 1,00 mL de uma solu¢ao de NaBH, 1,0. 10 mol.L™" utilizando-se
bomba de seringa com taxa de inje¢@o 33,33 uL/min, seguida da adi¢do de 1,00 mL de
uma solucdo de NaBHy 1,0.10'3 mol.L"!' utilizando-se bomba de seringa ¢ taxa de
injecao de 33,33uL/min e outros 4,00 mL dessa solucdo com taxa de injecdo 66,66

pL/min .

3.2.3. Método B: coloides B1, B2, B3 ¢ B4

A sintese preparada de acordo com o método B foi previamente descrita em
nosso trabalho (FILGUEIRAS A.L., 2013). Para tanto, em 50,0mL de uma solugdo de
AgNO; 1,9.10'3 mol.L"! foi adicionadol,0 mL de solu¢do de citrato de sodio 1,6.10'1
mol.L"! e gotejada & temperatura ambiente 0,5 mL de uma solu¢io de NaBHy4 2.107
mol.L"'. Apos este procedimento, foi adicionado gota a gota 5,00 mL de uma solugéo
de QUIT 2,0 g.L'1 previamente solubilizada em solucdo de acido acético 1% (v/v). O

pH dessa sintese foi ajustado para pH = 6,0.
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3.2.4. Método C

Os coloides preparados de acordo com o método C foram obtidos de acordo com
a metodologia descrita por Frens et al.(FRENS, 1973) Para tanto, 50,0 mL de uma
solucdo de HAuCl4 2,94.10"mol.L"! foi levada a ebulicdo em um sistema de refluxo, e
posteriormente foi adicionado gota a gota 500 ou 1000uL de uma solugdo de citrato de
sodio 3,8.107 mol.L™". O indicativo do final da sintese foi quando a coloragio do

coloide mudou de azul para vermelho.

3.3. INSTRUMENTACAO

Espectroscopia Raman e espectroscopia SERS

As medidas SERS e Raman dos adsorbatos TI, MT, AZ, TC ¢ RP foram feitas
utilizando espectrometro Raman dispersivo da Bruker, modelo Senterra, com radiacao
excitante em 532, 633 e 785 nm e detector CCD (charge-coupled device).

Os espectros SERS foram obtidos misturando-se 100 pL do coloide (Al ou A2)
com 100uL de solugdo dos adsorbatos estudados na concentragdo 2,5.10> mol.L"! para
oT, MT e AZ e 2,0);10'3 mol.L! para o antibiotico TC, obtendo a concentracao final
de 1,25x10 mol.L"! para o T, MT e AZ ¢ 1,0x10” mol.L"' para a TC. Os espectros
SERS do TI, MT e AZ foram obtidos na presenca dos modificadores de superficie 2-
mercaptoetanol, PVA e 4&cido cloridrico (HCl). A concentracdo final de 2-
mercaptoetanol foi 1,0x107 mol.L™', a de PVA 1% (m/v) e HCI foi 1,0x10 mol.L"".
Os espectros Raman do TI, MT e AZ isolados foram obtidos utilizando-se radiacao
excitante de comprimento de onda em 633 nm, 2mW de poténcia do laser e 5
acumulagdes de 50 segundos cada. Os espectros SERS desses adsorbatos foram
obtidos utilizando-se radiagdo excitante de comprimento de onda em 633 nm, 2 mW
de poténcia do laser e 3 acumulagdes de 30 segundos cada, com excegao para o TI no
qual foram obtidos os espectros SERS com poténcia de 2, 5 e 20 mW. O espectro
SERS da TC foi obtido utilizando-se radiacdo excitante de comprimento de onda em
532 nm, 0,2 mW de poténcia do laser e 3 acumulagoes de 30 segundos cada.

Os espectros Raman ¢ SERS da RP adsorvida sobre AuNP (método C) foram
obtidos utilizando espectrometro FT-Raman da Bruker, modelo RFS-100, equipado
com detector de germanio, resfriado com nitrogénio liquido e linha de excitacdo em
1064 nm.O espectro Raman da RP isolada foi obtido utilizando-se 35 mW de poténcia
do laser e 500 scans. Os espectros SERS foram obtidos utilizando-se 200 mW de

poténcia do laser e 500 scans.
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Os espectros Raman e SERS da RP adsorvida sobre AgNP (método A1) foram
obtidos utilizando espectrometro Raman dispersivo da Bruker, modelo Senterra, com
radiagdo excitante em 532 e 633 nm e detector CCD. O espectro Raman ressonante da
solucdo de RP na concentracdo 2,2 x 10~ mol L foi obtido utilizando-se radiagdo
excitante de comprimento de onda em 532 nm, 2mW de poténcia do laser e 3
acumulagdes de 30 segundos. O espectro Raman pré ressonante da RP foi obtido
utilizando-se radiagdo excitante de comprimento de onda em 633 nm, 2mW de
poténcia do laser e 3 acumulacdes de 30 segundos. Os espectros SERS da RP foram
obtidos utilizando-se linhas lasers de comprimento de onda em 532 e 633 nm, 2 mW
de poténcia do laser e 2 acumulacdes de 30 segundos.

Os espectros SERS da RP adsorvida sobre as AgNP ¢ AuNP foram obtidos
utilizando-se as concentra¢des finais de RP numa faixa de 1,0-2,2);10'4 mol.L'. A
concentracdo final de 2-mercaptoetanol utilizada variou de O,5-2,0xlO'6 mol.L'l, ea
concentragdo final de KCI utilizada foi de 4,0x10 mol.L". Na Figura 54 o espectro
SERS da RP na presengca de ME adsorvida em AuNP foi obtido pela mestranda
Dhieniffer Ferreira de Carvalho e na Figura 55 o espectro SERS da RP adsorvida em

AuNP foi obtido pela aluna Marcela Arantes Meirelles.

Espectroscopia UV-VIS

Os espectros UV-VIS das AgNP e dos adsorbatos TI, MT, AZ ¢ RP foram
obtidos em um espectrofotometro Shimadzu, modelo UV-PC 1800, com lampada de
tungsténio (infravermelho préoximo e visivel) e de deutério (ultravioleta), utilizando
cubeta de quartzo com caminho 6ptico de 0,1 cm e 0,5 cm. Todos os espectros foram
obtidos apo6s dilui¢ao do coloide em H,O utilizando a proporgao 1:10.

A concentragdo final dos adsorbatos estudados foi de 1,0x10~° molL' ¢ a
concentragdo final de 2-mercaptoetanol foi de 1,0x10”7 mol.L™,

Para os espectros UV-VIS das AgNP na presenga dos adsorbatos TI, MT e AZ
foi utilizado cubeta de quartzo de caminho optico de 0,1 cm. Entre os diferentes
espectros foi realizada a lavagem da cubeta com solugdo de dgua régia, uma vez que a
suspensao de AgNP impregnava-se sobre o quartzo.

Microscopia eletronica de varredura

As imagens de microscopia eletronica de varredura (SEM) foram obtidas

utilizando-se microscopio eletronico de varredura, Field Emission Gun, da FEI,

modelo: Magellan operando em 15kV. Este aparelho pertence a Divisdo de Metrologia
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de Materiais, Instituto Nacional de Metrologia, Normalizagdao e Qualidade Industrial
(INMETRO). As amostras foram preparadas gotejando a suspensao coloidal sobre
silicio e secando utilizando-se bomba de secagem a vacuo.
Microscopia eletronica de transmissao

As imagens de microscopia eletronica de transmissao (TEM) das bactérias
tratadas ou ndo com as AgNPs foram obtidas em um instrumento FEI Tecnai Spirit 12
operando em 80 kV. Este aparelho pertence a Diretoria de Metrologia Aplicada as
Ciéncias da Vida, Instituto Nacional de metrologia, Normalizacdo e Qualidade
Industrial (INMETRO). As amostras de bactérias Staphylococcus aureus e Klebsiella
pneumoniae tratadas e ndo tratadas com suspensdao AgNPs, foram preparadas em PBS,
fixadas em solucdo 2,5% de glutaraldeido e 4% de paraformaldeido com pH ajustado
para 7,2, e pos fixadas em solucdo 1% de tetroxido de dsmio, 0,8 % ferrocianeto de
potassio, 5,0x10~ mol.L" de cloreto de célcio, com pH ajustado para 7,2. Apos este
procedimento as bactérias foram incorporadas em uma resina Epon e se¢des ultrafinas

foram obtidas com acetato de uranil.

3.4. ESPALHAMENTO DINAMICO DE LUZ E POTENCIAL ZETA
As medidas de espalhamento dindmico de luz (DLS) e potencial Zeta foram
realizadas na Embrapa Gado de Leite no laboratorio do pesquisador Humberto

Brandio utilizando o instrumento Malvern modelo DLS Zeta sizer Nano ZS.

3.5. CENTRIFUGACAO DAS AGNP+QUIT
A centrifugacdo das AgNP na presenca de QUIT foi realizada na Embrapa Gado
de Leite utilizando ultra centrifuga modelo Sorvall RC5B, velocidade de rotacdo de

19 000 e 21 000 rpm por 30 minutos e forca G 4043 e 4939, respectivamente.

3.6. CALCULOS TEORICOS DOS ANTIBIOTICOS

Os calculos das frequéncias vibracionais dos antibidticos foram executados em
parceria com o Prof. Dr Diego Paschoal da Universidade Federal do Rio de Janeiro.
Para a simulagao dos espectros vibracionais dos antibidticos as geometrias foram
otimizadas em fase gasosa no nivel DFT com o funcional PBE1PBE e com o conjunto
de fungdes de base 6-31+G(2d) (STEPHENS et al., 1994) para todos os atomos,
exceto para os atomos de prata no qual foi utilizado o potencial LANL2DZ (HAY;
WADT, 1985). Os espectros Raman foram calculados no mesmo nivel de teoria e as

frequéncias e atividades foram usadas como entrada para ajustar a fun¢do Lorentziana
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de forma a se representar as bandas do espectro. As principais bandas foram atribuidas
por meio de andlise visual dos modos normais. Todos os célculos foram realizados

usando o programa Gaussian (FRISCH et al, 2009).

3.7. ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE DAS AGNPS FRENTE AS
CELULAS DE FIBROBLASTOS BOVINOS

Os ensaios de citoxicidade das AgNPs, das AgNPs combinadas com QUIT
(AgNP+QUIT), da tetraciclina (TC) e das AgNPs combinadas com QUIT e
tetraciclina (AgNP+QUIT+TC) foram realizados no laboratorio de Genética e
Biotecnologia do Departamento de Biologia (UFJF) sob supervisao da Profa. Michele
Munk.

Para a avaliacdo do potencial citotoxico das AgNPs frente as células de
fibroblastos bovinos foi utilizado o ensaio colorimétrico de MTT brometo de 3, (-4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium o qual se baseia na interacdo do sal
tetrazolium com mitocondrias ativas, produzindo o composto formazam.A avaliacdo
da citotoxicidade in vitro foi baseada na norma ISO 10993-5 (2009) e em trabalhos
anteriores (PEREIRA et al. 2013).

3.7.1 Dispersao da NPs e drogas

As solugdes de NPs e drogas (AgNP+QUIT+TC, AgNP+QUIT, AgNP ¢ TC)
foram esterilizadas em filtro de 0,22 um. Logo em seguida, preparou-se as solugdes de
drogas nas concentragdes de 80, 40, 20, 2, 0,2 ¢ 0,1 ug.mL'l.O pH das AgNP+QUIT e

da solugdo de tetraciclina (TC) foi ajustado para 6,0.

3.7.2 Cultura e exposicao dos fibroblastos

Inicialmente as células foram semeadas em placas de 96 pocos utilizando uma
densidade de 3 x 10’ células/pogo em 200 uL de meio de cultura Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (DMEM), acrescido de 10% de SFB e 1% antibidticos (10.000 units
ml™ penicilina e 10.000 pg ml" estreptomicina).O cultivo foi realizado em estufa
incubadora (Thermo Scientific Forma, USA) a 37° C, 5% de CO, em ar atmosférico ¢
95% de umidade por 24 h. Retirou-se o meio de cultura do dia anterior e foi
adicionado 200 pL de meio de cultura e as solu¢des de NPs e drogas de acordo com
cada tratamento. As amostras foram incubadas por 24 e 48 h. Foram utilizadas 9

repeticdes para cada tratamento.
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Ap0s os periodos de incubacao, foi realizada a verificagdo da atividade bioldgica
utilizando a técnica colorimétrica de MTT, De acordo com a técnica foram
adicionados 20 uL de MTT na concentracdo de 5 mg.mL™" em 180 puL de meio, com
incubagdo a 37°C, por 4 h. Apos esse periodo, foi adicionado 200 pL de isopropanol
acido e 1 h depois realizada a leitura da microplaca em espectrofotdometro Thermo
Scientific Varioskan Flash com leitura utilizando multiplos comprimentos de onda em
570, 650 e 690 nm.

3.7.3 Avaliacao da morfologia celular por microscopia otica

O acompanhamento do crescimento e morfologia celular dos fibroblastos dos
diferentes grupos experimentais foram feitos por microscopia 6tica (Nikon TS100F,
Nikon Instruments Inc., Melville,NY, USA) para avaliar o possivel impacto da

exposicao das células as NPs e drogas.

Analise estatistica
Os resultados obtidos dos ensaios de citotoxicidade foram analisados através da
analise de wvariancia (ANOVA) utilizando o programa estatistico BIOESTAT,

utilizando-se o teste de Tukey para a comparagdo das médias.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. ESPECTROS UV-VIS DOS COLOIDES SINTETIZADOS DE
ACORDO COM O METODO Al

A Figura 10 mostra os espectros UV-VIS para a sintese do coloide do tipo Al
modificada, obtidos em diferentes condicdes de sintese. Os espectros Al.1 e Al.2
foram obtidos para sinteses realizadas com micropipeta e os espectros Al.3, Al.4 ¢
Al1.5 foram obtidos para sinteses realizadas com bomba de seringa e taxa de injegao
fixa. As sinteses Al.1 e Al.2 mostraram maximo de extingdo devido a absorgdo e
espalhamento das AgNP em 401 e 389 nm, respectivamente. A sintese Al.1 mostrou,
uma distribuicdo de tamanhos mais estreita que a sintese Al.2, sendo isto devido a
heterogeneidade da adi¢do gota a gota com a micropipeta. As sinteses A1.3 e Al.4 se
mostraram bem mais reprodutiveis e com distribui¢do de tamanhos mais estreita que
as sinteses Al.1 e Al.2, sendo isto devido a taxa de injecdo fixa de 3,0 mL/min.
Observa-se que para taxas de adi¢ao mais rapidas ha predominancia de formagdo de
particulas precursoras (nucleadoras) com maximo de extingdo em 390 nm e pouca
absorcdo na regido do vermelho e do infravermelho proximo do espectro
eletromagnético. Ja para taxas mais lentas (A1.5; 0,5 mL/min), observa-se a formacao
de novas particulas precursoras, que podem evoluir para nanoparticulas de maiores
tamanhos, o que ¢ devido a lenta cinética de reacdo, que pode ser catalisada pela
superficie metélica. Isto provoca o alargamento da banda LSPR para a regido do
vermelho e do infravermelho proximo do espectro eletromagnético.

Os coloides preparados de acordo com a metodologia Al sdo amplamente
utilizados em espectroscopia SERS, uma vez que estes possuem AgNPs com uma
larga distribuicdo de tamanhos, com tamanhos que variam 10-100 nm, o que permite
que diferentes linhas lasers sejam utilizadas em diferentes experimentos. Além disso, a
preparagao das AgNPs, utilizando-se o citrato de sédio, ao final da sintese como
modificagdo do método previamente descrito, permite que estas sejam estaveis por 12
meses dentro da geladeira. Isto se deve ao recobrimento do citrato de sodio, que por
repulsdo de cargas elétricas dos anions adsorvidos na superficie das AgNPs permite a

estabilizacao das AgNPs em longos prazos.
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Figura 10: Espectros UV-VIS das sinteses Al.1 e A1.2 preparadas com micropipeta; A1.3
e Al.4 preparadas com bomba de seringa e taxa de inje¢do 3,0 mL/min; A1.5 preparada
com bomba de seringa e taxa de injecao 0,5 mL/min.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor

Os coloides preparados com micropipeta foram os escolhidos para obter os
espectros SERS, uma vez que estes apresentaram uma larga distribui¢do de tamanhos.
A presenca de agregados de AgNP permitiu a obten¢do dos espectros SERS dos
antimicrobianos TI, MT e AZ utilizando radia¢do excitante de comprimento de onda
em 633 nm. Os coloides preparados com a bomba de seringa apresentaram
contaminacao do plastico utilizado para injetar a solugdo de nitrato de prata, e devido a
isto ndo foram adequados para obter os espectros SERS.

A Figura 11 mostra a imagem SEM para a sintese Al.2. H4 a presenca de
AgNPs com dimensdes que variam 30-100 nm. Esta larga distribuicdo de tamanhos

também ¢ observada pela presenca de uma banda larga LSPR para este coloide

1000
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apresentado na Figura 10. As imagens SEM obtidas reforcam que o controle de
injecdo ¢ um fator determinante na distribuicdo de tamanhos das AgNPs, onde
observamos que para sinteses preparadas com micropipeta hd uma heterogeneidade da

adicao do sal precursor, o que pode levar a uma larga distribui¢ao de tamanhos.

Figura 11: Imagem SEM do coloide A1.2.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor
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O espalhamento dindmico de luz (DLS) ¢ uma técnica bastante util que visa a
obtencdo da distribui¢do de tamanhos das nanoparticulas na suspensdo coloidal. A
Figura 12 mostra as distribuicdes de tamanhos para o coloide Al.l obtidas por

medidas de DLS.

Figura 12: Distribuicao de tamanhos do coloide Al.1
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor

Observa-se da Figura 12 que o coloide Al.1 apresenta dois tamanhos médios de
nanoparticulas, 11 e 70 nm. As particulas de 11 nm sdo as precursoras enquanto que as
70 nm sdo devidas a formagdo dos agregados das nanoparticulas precursoras. A
medida de potencial Zeta mostrou que as AgNP sintetizadas de acordo com o método
A1l.1 apresentam uma carga superficial de c.a. -39,5 mV, em pH proximo de 6,0, que ¢
devida a cobertura com a camada de citrato que ¢ o responsavel pela estabilizagdo das
AgNP.

Mikac et al. estudaram a influéncia do substrato na intensificagdo do espectro
SERS. Foi verificado o potencial Zeta de AgNP sintetizadas na presenca de diferentes
redutores e distintos valores de pH. Para AgNP sintetizadas na presenga do citrato e
pH 7,0 o potencial Zeta foi c.a. -33,4 mV, o que esta de acordo com o potencial Zeta

obtido em nossos experimentos (MIKAC et al., 2014)
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42. ESPECTROS UV-VIS DOS COLOIDES SINTETIZADOS DE
ACORDO COM O METODO A2

Para obtermos os espectros SERS dos antibioticos pensou-se em uma sintese
inédita na qual utilizamos, o polivinil dlcool como agente estabilizador. A Figura 13
mostra os espectros UV-VIS do “seed” (A2.1) juntamente com as etapas de
crescimento A2.2 e A2.3. Para estas sinteses foi utilizada a bomba de seringa com
adi¢do lenta do redutor NaBHy, utilizando-se taxas de 33,33 puL/min e 66,66 pL/min, o
que permitiu que as AgNPs preparadas por este método evoluissem para AgNPs de
maiores tamanhos. O crescimento da suspensdo coloidal nao ¢ verificado quando
utiliza-se inje¢do rapida com a micropipeta.

O coloide A2.1 mostra um maximo de extingdo centrado em 405 nm
caracteristico da formagao de particulas pequenas ou precursoras. O coloide A2.2 foi
feito utilizando-se 1,00 ml do coloide A2.1, no qual observamos um alargamento da
banda LSPR com deslocamento do maximo de extingdo para 415 nm. O coloide A2.3
foi feito utilizando-se 2,68 mL do coloide A2.2, no qual observamos um alargamento
da banda LSPR deste coloide em relagao a do coloide A2.2, com maximo em 420 nm
e formacdo de um ombro em 570 nm estendendo-se para a regido do vermelho. Por
apresentar extingdo na regido do vermelho este coloide permite ressonancia com a
radiacdo excitante de Ay = 633 nm e foi escolhido para obtermos os espectros SERS

dos adsorbatos estudados neste trabalho.
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Figura 13: Espectros UV-VIS das sinteses A2.1 “seed”’; A2.2 preparado com 1 mL de
A2.1; A2.3 preparado com 2,68 mL de A2.2.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor

A Figura 14 mostra a imagem SEM para o coloide A2.3, onde podemos observar
uma distribui¢do de tamanhos de 20-50 nm. As particulas pequenas de 20 nm sdo
responsaveis pelo maximo de extingdo em c.a.420 nm e os agregados sdo responsaveis

pelo ombro em c.a. 570 nm observado no espectro de extingao.
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Figura 14: Imagem SEM do coloide A2.3

Fonte: Elaborado pelo proprio autor

A Figura 15 mostra as distribui¢cdes de tamanhos para o coloide A2.3 obtidas por
medidas de DLS.

Figura 15: Distribui¢do de tamanhos do coloide A2.3
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor
Observa-se da Figura 15 que o coloide A2.3 apresenta tamanhos médio de
nanoparticulas em c.a. 35 nm. A medida de potencial Zeta mostrou que as AgNP
sintetizadas de acordo com o método A2.3 apresentam uma carga superficial de c.a. -

30 mV. O pH das AgNP sintetizadas de acordo com método A2 também ¢ 6,0, logo a
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carga superficial negativa ¢ devida a cobertura com a camada de citrato e PVA que sao
os agentes estabilizadores das AgNP. Quando se compara a carga superficial das
AgNP sintetizadas de acordo com o método Al com a carga superficial das AgNP
sintetizadas de acordo com o método A2 com valores de -39 e -30 mV,
respectivamente, ¢ possivel observar que para as AgNP sintetizadas de acordo com o

método A2 ha uma remog¢ao da camada estabilizadora de citrato devido a presenca do

PVA.

4.3. ESPECTROS UV-VIS DOS COLOIDES SINTETIZADOS DE
ACORDO COM O METODO B

As AgNP sintetizadas de acordo com o método B, foram utilizadas nos ensaios
de citotoxicidade, na obtencdo das imagens TEM das bactérias K. pneumoniae ¢ S.
aureus na presenca dessas AgNP e na tentativa de se construir uma curva analitica
para entender a liberacdo do antibiotico TC no meio bioldgico. Esses ensaios sdo
importantes para se compreender a acdo dessas AgNP in vitro e viabilizar possiveis
aplicacdes futuras in vivo.

Estudos prévios foram realizados em colaboragdo com o Prof. Dr. Claudio
Galuppo Diniz do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Juiz de
Fora, a fim de se verificar efeitos de sinergia da combinacdao de AgNPs, QUIT e
antibidticos in vitro, onde observou-se que para a combinacdo AgNPs, QUIT e os
antibidticos amicacina, gentamicina, meropenem, TC e levofloxacina frente as
bactérias S. aureus, E. coli e E. faecalis o efeito antibacteriano foi sinérgico.

A Figura 16 mostra o espectro UV-VIS de diferentes sinteses de AgNPs
recobertas com QUIT, onde observa-se um maximo de extingdo em ca. 390 nm,
caracteristico de AgNPs de 5-15 nm e um ombro em ca. 530 nm caracteristico do
acoplamento do plasmon de superficie das AgNPs precursoras (5-15 nm) induzidas
pela presenca da QUIT, com formagdo de particulas (15-30 nm). Como podemos
observar na Figura 16 diferentes sinteses de AgNPs apresentaram a mesma forma de
linha com a mesma distribuicdo de tamanhos, onde podemos concluir que estas
sinteses foram reprodutiveis na distribuicdo de tamanhos e apresentaram tamanhos

pequenos o suficiente para maximizar a agdo antibacteriana.
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Figura 16: Espectros UV-VIS das AgNP preparadas de acordo com o método B.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
A Figura 17 mostra as imagens SEM do coloide B1, onde observamos AgNPs

com tamanhos que variam de 5-30 nm, com predominancia de AgNPs de diametros de

5-10 nm.

Figura 17: Imagens SEM do coloide B1

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
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4.4. ESPECTROS UV-VIS DO COLOIDE SINTETIZADO DE
ACORDO COM O METODO C.

As AuNP sintetizadas de acordo com o método C seguiram a metodologia
descrita por Frens (FRENS, 1973). A Figura 18 mostra o espectro UV-VIS das AuNP
obtidas de acordo com este método utilizando-se 500 e 1000 pL de citrato. Ha
formagao de AuNP com maximo de extingdo em c.a. 520 nm caracteristico das AuNP.

De acordo com o artigo da sintese original, a quantidade de citrato utilizada
interfere no tamanho das AuNP obtidas. Foi observado que para maiores quantidades
de citrato ha predominancia de AuNP com tamanhos pequenos, ¢ que a diminuicao da
quantidade de citrato utilizada na sintese, provoca o deslocamento do maximo de
extingdo do coloide para regido do vermelho. Devido a isto, os coloides sintetizados
com 500 uL de citrato foram escolhidos para se obter os espectros SERS da RP
(FRENS, 1973).

Figura 18: Espectro UV-VIS das AuNP obtidas de acordo com o método C.

1,0

—— 500 pL de citrato
0,841\ —— 500 pL de citrato
| ——1000 pL de citrato
—— 1000 pL de citrato

Extingao

L ) L ) L ] L |
200 400 600 800 1000
Comprimento de onda / nm
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4.5. ESPECTROSCOPIA SERS E UV-VIS

Neste trabalho foram escolhidos os antibidticos metronidazol (MT), aztreonam
(AZ) e rifampicina (RP) e o antifiingico tinidazol (T1) para o estudo da adsor¢do sobre
superficie de prata através das técnicas de espectroscopia SERS e LSPR. Para isso
foram utilizados os coloides do tipo Al e A2. Essa escolha foi baseada, no fato dessas
moléculas ndo apresentarem espectros SERS publicados na literatura com excegdo da
RP e do MT que apresentam espectros SERS reportados por Howes et al. e por Han et
al., respectivamente (HAN, C. et al., 2014; HOWES et al., 2007, HOWES et al.,
2006). No entanto, o primeiro faz a atribuicdo vibracional da RP baseado em
moléculas similares presentes na literatura, ndo realizando célculos tedricos para
inferir o sitio de interacdo da RP sobre a superficie metélica da prata; enquanto que no
segundo os autores ndo discutem o sitio molecular que esta envolvido na adsor¢ao do
MT sobre a superficie metalica da prata.

Para a obtenc¢do dos espectros SERS dos adsorbatos ¢ ideal que o espectro SERS
do branco das AgNP ndo apresente sinal. Na Figura 19 esta representado o espectro
SERS do branco do coloide A1l obtido utilizando radiacdo excitante de comprimento
de onda em 633 nm. Como podemos observar o coloide sintetizado na presenga de
borohidreto e citrato ndo apresenta sinal SERS, o que torna essa sintese ideal para a

obten¢ao dos espectros SERS destes adsorbatos.
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Figura 19: Espectro SERS do branco do coloide Al
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A seguir serdo discutidos os espectros SERS dos adsorbatos estudados e os
possiveis sitios de interagdo dessas moléculas em relacdo as superficies metélicas de

prata ou ouro.

4.5.1. Mercaptoetanol (ME)

Neste trabalho, o ME foi uma das moléculas utilizadas para a modificacdo
quimica da superficie das AgNP. Esta permite a interacdo com o adsorbato através de
ligacao de hidrogénio e com o substrato metalico através do atomo de enxofre. Além
disso, a escolha de um modificador superficial adequado ¢ de extrema importancia
para o emprego dessas nanoparticulas em sistemas biomédicos (FONSECA, 2016). A
Figura 20 mostra a agregacdo das AgNP na presenga do 2-mercaptoetanol em
diferentes concentracdes. Como podemos observar na Figura 20 a presenca de ME na
concentracio de 1,0x10” mol.L"' que corresponde a concentracio de submonocamada

ndo provoca agregacdo das AgNP, enquanto a adicdo de ME sobre a superficie
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metalica das AgNP na concentracdo 1,0x10” mol.L"' provoca um deslocamento do
maximo de extingdo c.a. 420 nm com um alargamento da banda LSPR, bem como a
formagdo de um ombro em c.a. 647 nm devido ao acoplamento do plasmon dos

agregados de nanoparticulas.

Figura 20: Espectros UV-VIS das AgNP na presenca e auséncia do ME. Caminho 6tico:

Imm.
0,6
\
\
I —— AgNP
—— AgNP+ME 1,0x10 " molL"
0,44 —— AgNP+ME 1.0x10"molL"
@]
1]
On -
£
x
W 0,24
0,04
I v I v L) b
400 600 800 1000

Comprimento de onda / nm

Fonte: Elaborado pelo proprio autor

O efeito da concentragdo do 2-mercaptoetanol também influencia o espectro
SERS dessa molécula (FONSECA, 2016). A Figura 21 mostra o espectro Raman e
SERS do ME obtido em diferentes concentragdes. As bandas Raman em 665 ¢ 761
cm™' sdo atribuidas ao estiramento CS caracteristico para as conformacdes gauche e
trans, respectivamente (KUDELSKI, 2003). Nos espectros SERS, observa-se o
deslocamento dessas bandas para 630 ¢ 720 cm™', além da mudanca na intensidade
relativa entre essas duas bandas devido ao uso de diferentes concentracdes de ME. A
concentragdo de 1,0x10° mol.L" apresenta maior intensidade da banda SERS em 720

cm’ quando comparada com a banda SERS em 630 cm™. Neste caso, ha
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predominancia da conformagao trans, que se torna mais favoravel devido a interagdes
entre moléculas do ME adsorvido. Em condi¢do de submonocamada (concentragoes
menores que 107 mol.L™), esta intensidade relativa ¢ invertida. Isto nos faz supor que
a conformag¢do gauche se mostra mais favoravel em concentra¢des de submonocamada

por nao haver interagdo lateral com outras moléculas de ME (FONSECA, 2016)

Figura 21: Espectros Raman e SERS do ME em diferentes concentragdes
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor

4.5.2. Polivinil alcool PVA
O PVA foi escolhido como modificador de superficie para obtermos o espectro
SERS do MT. A presenga do PVA como modificador de superficie promove a
estabilizacdo da suspensao coloidal, e também permite o ancoramento do MT via
ligacdo de hidrogénio com a superficie metalica da prata No entanto, no espectro do
branco do coloide observamos as bandas SERS caracteristicas do PVA adsorvido

sobre as AgNP. Devido ao fato dessas bandas interferirem na analise da adsor¢ao do
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MT sobre estas AgNP foi realizado a subtracdo do espectro SERS do branco do
coloide. A Figura 22 mostra o espectro SERS do coloide de prata A2.3 sintetizado na
presenca do PVA.

O PVA ¢ um agente estabilizante muito utilizado na sintese de AgNP e na
obtencdo de espectros SERS de moléculas marcadoras que apresentam uma alta
relagdo sinal/ ruido (LIU et al., 2013; SI; KANG; ZHANG, 2009; VOLKAN;
STOKES; VO-DINH, 2000). Nestes, o espectro SERS do branco do coloide apresenta
o mesmo conjunto de bandas apresentados na Figura 22. No entanto, devido ao fato
das moléculas estudadas apresentarem uma alta relagdo sinal/ruido, o sinal SERS
dessas moléculas encobre o sinal SERS do branco, ndo sendo necessaria a subtracdo
do sinal SERS do branco do coloide. Neste trabalho, foi necessario realizar a subtragao
do sinal SERS do branco do coloide, uma vez que o espectro SERS do MT apresentou
interferéncia das bandas do branco do coloide. Tal subtragdo ¢ apresentada na secao
4.5.4

Figura 22: Espectro SERS do branco do coloide A2.3.
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4.5.3. Tinidazol (TT)

4.5.3.1. Espectros de extingdo das AgNP na presenca e auséncia do TI

A Figura 23 mostra os espectros UV-VIS da solugdo de TI e da suspensdo de
AgNP na auséncia e presenca do TI. A solugcdo de TI apresenta um maximo de
absorcdo em 317 nm atribuido a transicao eletronica n — n* (GUNASEKARAM,;
ANITTA, 2009). A adigdo do TI sobre as AgNP, imediatamente preparadas, nao
provoca deslocamentos do maximo de extingdo da suspensao de AgNP, preservando o
formato da banda de extin¢do das AgNP e a banda de absor¢do do TI.

Figura 23: Anélise da adsor¢ao do TT em AgNP por espectroscopia UV-VIS

TI 1,010 mol L
AgNP

AgNP+TI 1,0x1072 mol L™

Extingcao

200 400 600 800
Comprimento de onda / nm
Fonte: Elaborado pelo proprio autor
O mesmo comportamento foi observado quando foram obtidos os espectros do
TI na presenca das AgNP modificadas com mercaptoetanol na concentragio 1,0x10”
mol.L" que corresponde a concentragio de submonocamada. A Figura 24 mostra os

espectros UV-VIS da solucio de TI e da suspensao de AgNP modificadas

quimicamente ou nao com 2-mercaptoetanol na auséncia e presenga do TI.
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Figura 24: Analise da adsor¢do do TI em AgNP modificadas ou ndo por 2-
mercaptoetanol por espectroscopia UV-VIS
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor

No entanto, ap6s 3 h de adsor¢ao do TI sobre a superficie das AgNP ocorreu um
deslocamento do méximo de extin¢do do coloide de 390 nm para 409 nm, o que indica
um processo de agregaciao das AgNP devido a presenca do T1. A Figura 25 mostra este

processo de agregacao.
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Figura 25: Agregacao das AgNP na presenca do TI imediatamente preparadas e apds 3 h
de adsor¢do
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

4.5.3.2 Espectro Raman e SERS do TI
A Figura 26 mostra a geometria otimizada do TI através de célculos DFT. O pK,
do TI ¢ 2,30 e envolve a protonag¢do do nitrogénio 3 do anel imidazodlico. Portanto,
tanto no estado solido, quanto em solucdo em pH=6 a espécie predominante ¢ a
espécie neutra (SANL1 et al., 2013). As cores do atomos utilizados na Figura 26

também foram consideradas nas demais Figuras desta tese.
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Figura 26: Geometria otimizada do TI junto com os 4&tomos rotulados

‘ carbono
J enxofre
. oxigénio
. nitrogénio
J J hidrogénio

Fonte: Elaborado pelo proprio autor

A Figura 27 mostra o espectro Raman do TI junto com o espectro Raman
calculado. Observa-se que os espectros Raman experimental e tedrico apresentam
divergéncia nos valores dos nimeros de onda, também presente na Tabela 1. Isto ¢
uma consequéncia da anarmonicidade ndo considerada nos célculos DFT. Por isso,
para realizar-se as atribui¢des vibracionais os valores de nimero de onda foram

corrigidos por um fator de 0,9 na regido entre 1700-1000 cm™.



Figura 27: Espectros Raman do TI experimental e tedrico
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Tabela 1: Atribuigdes vibracionais do espectro Raman do TI obtidas a partir de
calculos teoricos da molécula isolada.

Raman TI Atribuicdo
(Calc.)
1525 1638 V(NO3)ant
1479 1541 V(CC,CN);, + V(CC)y
1388 1485 L(C-NO,)+8(CHjs)
1380 1468 S(CH,)si
1365 1448 V(NOy)simt V(C-NO,) +0(CN);,,+6(CHj)
1262 1337 L (CC,CN)ipt V(NOy)gim
1254 n) 1307 L(SO,)+6(CH,),
1183 1248 L(NC)+6(CC,CN);p,
831 859 8(NO,) +6(CC,CN);y,

- - S(CC,CN)oopTO(CNO2)g0p
8(CcaCI\I)skl—i_S(CCaCI\I)im,oop

ant — estiramento antissimétrico; im — anel imidazolico; cl — cadeia lateral; sci —
tesoura; sim — estiramento simétrico; T - twiste; oop — fora do plano; skl — esqueleto.
Fonte: Elaborado pelo proprio autor

As bandas Raman em 1525, 1365 ¢ 831 cm™ séo atribuidas principalmente aos
estiramentos antissimétrico e simétrico ¢ a deformacdo angular do grupo nitro,
respectivamente. As bandas Raman em 1479 ¢ 1183 cm™ possuem contribuicdo dos
estiramentos CC,CN do anel imidazélico, junto com contribui¢des de estiramento CC
ou CN da cadeia lateral.

A Figura 28 mostra o modelo tedrico do TI interagindo com 2 atomos de prata,

otimizado através de calculos DFT, e utilizado na atribui¢ao do espectro SERS.



77

Figura 28: Geometria otimizada do TI interagindo com 2 atomos de prata.

J J

Fonte: Elaborado pelo proprio autor
A Figura 29 mostra os espectros SERS do TI obtidos na auséncia, na presenca de
2-mercaptoetanol e na presenga de HCI, junto com o espectro Raman calculado para o
TI interagindo com 2 4tomos de prata. A atribuicdo vibracional do espectro SERS esta

apresentada na Tabela 2.



Intensidade Raman
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Figura 29: Espectros SERS do TI na auséncia e presenca dos modificadores de
superficie ME e HCI junto com o espectro Raman calculado para o modelo do
complexo de superficie
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor
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Tabela 2: Atribuigdo vibracional dos espectros SERS do TI adsorvido sobre
AgNP na auséncia, na presenga de 2-mercaptoetanol e acido cloridrico obtidas a partir
de célculos tedricos do TI interagindo com 2 atomos de prata.

SERS SERS SERS TI- Ag Atribui¢ao
AgNP AgNP + AgNP + (Calc.)
ME HCl
1620 795+832
1602 1610 - - 2x795
1548 1549 1547 1613 V(NO2)ant
1492 1495 1490 1541 L(CC,CN)im + V(CC)g
1390 1388 1388 1484 L(C-NO,)+3(CHj3)
} i - - S(CH2)sci
1369 1368 1368 1449 L(NO»)simt+ V(C-NOy)
+U(CN)in+6(CH3)
1268 1268 1268 1332 L (CC,CN)im* V(NO2)sim
1242 1241 - 1308 L(SO,)+8(CH,),
1192 1191 1191 1242 L(NC)+3(CC,CN)im
832 831 832 856 d(NO;) +3(CC,CN)im
795 796 - 783 S(CC,CN)oopt0(CNO2)oop
572 584 S(CC,CN) i +8(CC,CN)im,o0p

ant — estiramento antissimétrico; im — anel imidazolico; cl — cadeia lateral; sci —
tesoura; sim — estiramento simétrico; T - twiste; oop — fora do plano; skl — esqueleto.
Fonte: Elaborado pelo proprio autor

As intensas bandas SERS em 1548, 1369 ¢ 830 cm’ atribuidas aos estiramentos
antissimétrico, simétrico ¢ a deformagdo angular do grupo nitro, respectivamente,
mostraram-se intensificadas e alargadas quando comparadas com as bandas em 1525,
1365 ¢ 831 cm™ presentes no espectro Raman normal do TI. Tais diferengas permitem
sugerir que o grupo nitro ¢ o sitio molecular comprometido com interacdo com a
superficie metalica da prata. A intensificacio da banda SERS em 795 cm™, atribuida a
deformacdao angular do anel imidazolico fora do plano junto com a deformacao
angular do grupo nitro sugerem que o anel imidazolico estd em angulo em relagdo a

superficie metalica da prata.
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As bandas SERS na regido espectral entre 1600-1650 cm™, caracteristicas do
anel imidazolico foram discutidas na literatura por varios autores (BUKOWSKA;
KUDELSKI; JACKOWSKA, 1991; CARTER; PEMBERTON, 1992; LOO et al.,
2006; XUE et al., 1988). Carter ¢ Pemberton obtiveram o espectro SERS de diferentes
espécies do imidazol em pH 9 e pH 2 adsorvida em eletrodo de prata. A banda SERS
em 1600 cm™ foi atribuida a decomposigio do anel imidazolico devido a processos de
fotolise (CARTER; PEMBERTON, 1992). Bukowska et al. sugeriram que as bandas
infravermelho do anion imidazolato sdo observadas nesta regido e também podem ser
observadas no espectro SERS desta espécie (BUKOWSKA et al., 1991). A evidéncia
de que o anel imidazolico estd ou ndo envolvido em um processo de fotdlise pode ser
monitorada através da variagdo da poténcia do laser incidido sobre a amostra. Neste
caso, se a banda SERS em 1600 cm™ ¢ devida a contaminagdo pela decomposicio
parcial do anel imidazoélico, esta deveria ser intensificada com o aumento da poténcia
do laser. No entanto, isto ndo é observado para poténcias acima de 20 mW. Além
disso, as bandas SERS em 1492, 1268, 1192 ¢ 832 cm’! atribuidas a modos normais
que envolvem as vibragdes do anel imidazolico estdo intensificadas nos espectros
SERS, sendo esta também uma evidéncia de que o imidazol ndo estd envolvido em
processos de fotodecomposi¢ao.

A Figura 30 mostra o espectro SERS do TI obtidos na presenca de 2-

mercaptoetanol variando-se a poténcia do laser
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Figura 30: Efeito da poténcia do laser nos espectros SERS do TI adsorvido sobre AgNP
modificadas quimicamente com 2-mercaptoetanol
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Arjunan et al. no estudo do espectro infravermelho do S5-cloro-1-metil-4-
nitroimidazol atribuiu bandas harmonicas e de combinacdo envolvendo modos de
deformacdo angular do grupo nitro na regido espectral 1600-1650 cm” (ARJUNAN et
al., 2014). E possivel a observagio de bandas harménicas e de combinagio no espectro
SERS (AROCA, 2006). Baseados, nessa discussdo as bandas SERS do TI observadas
em 1620 ¢ 1602 cm™, podem ser atribuidas como harméonica e banda de combinacio
das bandas SERS em 795 e 835 cm™, respectivamente.

Na presenga do 2-mercaptoetanol, o espectro SERS do TI mostra uma
diminuico na intensidade relativa das bandas SERS em 1268 e 795 cm’', atribuidas as
vibragdes do imidazol. A ultima, atribuida a modos fora do plano do anel, permitem
inferir que o anel imidazodlico estd mais perpendicular em relagdo a superficie metalica
da prata e que o 2-mercaptoetanol opera como um espacador. Esta tendéncia ¢
reforgada pelo espectro SERS do TI na presenca de HCI, que apresenta um padrdo
espectral SERS bem préximo do padrao espectral Raman no estado sélido com perdas

nas intensidades relativas das bandas SERS em 1602, 1548, 1268 ¢ 795 cm’!. Este
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comportamento diferente pode ser explicado supondo que a adsor¢do ocorra atraveés
par idnico, envolvendo o nitrogénio 3 protonado e o ion cloreto adsorvido sobre a
superficie metalica da prata. A auséncia da banda SERS em 795 cm’, atribuida a
modos fora do plano esta diretamente relacionada com decréscimo das bandas SERS
na regido entre 1600-1650 cm™, reforcando a presenca de bandas harmonicas e de
combinagdo nesta regido.

Foi realizado ainda, o estudo da reprodutibilidade dos espectros SERS do TI em
diferentes dias, utilizando-se um intervalo de 1 semana entre os espectros. A Figura 31
mostra os espectros SERS do TI para diferentes repeti¢des. Ha certa reprodutibilidade
dos espectros obtidos. O estudo da reprodutibilidade nos experimentos SERS ¢
importante, uma vez que ¢ conhecida a forte dependéncia com o substrato metalico
que deve estar em ressonancia com a radiagdo excitante utilizada nos experimentos
SERS, a estabilidade do substrato metélico e o tempo de preparo das sinteses, o qual

promove a deposi¢do de carbono que pode interferir nos espectros SERS.



Figura 31: Estudo da reprodutibilidade dos espectros SERS do TI.
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4.5.4. Metronidazol (MT)

4.5.4.1. Espectros de extingao das AgNP na presenca e auséncia do MT

O MT, assim como o TI, pertence a classe do nitroimidazol, apresentando o
mesmo grupo cromoéforo com maximo de absor¢do em 317 nm, e devido a isso o
espectro UV-VIS do MT ¢ muito parecido com o espectro UV-VIS do TI
(GUNASEKARAM; ANITTA, 2009). A Figura 32 mostra os espectros UV-VIS da
solucao de MT e da suspensdao de AgNP na auséncia e presenga do MT. Assim como
observado para o TI, a adi¢do do MT sobre as AgNP, imediatamente preparadas, ndo
provoca deslocamentos do maximo de extingdo da suspensdo de AgNP, preservando o

formato da banda de extingdo das AgNP e a banda de absor¢ao do MT.

Figura 32: Analise da adsor¢do do MT em AgNP por espectroscopia UV-VIS

MT 1.0x10™ mol L
AgNP

AgNP+MT 1,0x10™ mol L™

200 400 600 800

Comprimento de onda / nm

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
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Assim como no TI, a presenca do 2-mercaptoetanol na concentragdo de
submonocamada (1,0x10” mol.L™") ndo provocou agregacio das AgNP e néo alterou a
banda de absor¢ao do MT.

A Figura 33 mostra os espectros UV-VIS da solucao de MT e da suspensao de
AgNP modificadas quimicamente ou nao com 2-mercaptoetanol obtidos na auséncia e

presenca do MT.

Figura 33: Anélise da adsor¢cao do MT em AgNP modificadas ou nio por 2-
mercaptoetanol por espectroscopia UV-VIS
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Do mesmo modo que o observado para o TI, apés 3 h de adsor¢do do MT sobre
a superficie das AgNP ocorreu um deslocamento do maximo de extin¢ao do coloide de
390 para 409 nm, o que indica um processo de agregacao das AgNP devido a presenca

do MT. A Figura 34 mostra este processo de agregacao.
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Figura 34: Agregacao das AgNP na presenca do MT imediatamente preparadas e
apos 3 h de adsorcao
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

4.5.4.2 Espectro Raman e SERS do MT
A Figura 35 mostra a geometria otimizada do MT através de calculos DFT. O
pKa do MT ¢ 2,49 e, assim como no TI, envolve a protonagdo do nitrogénio 3 do anel
imidazoélico. Portanto, tanto no estado so6lido, quanto em solu¢do em pH=6 a espécie

predominante ¢ a espécie neutra (SHALAEVA et al., 2008).
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Figura 35: Geometria otimizada do MT

Fonte: Elaborado pelo proprio autor
A Figura 36 mostra o espectro Raman do MT junto com o espectro Raman

calculado. A Tabela 3 mostra a atribui¢do vibracional do espectro Raman do MT.



Figura 36: Espectros Raman experimental e tedrico do MT
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Tabela 3: Atribuicdes vibracionais do espectro Raman do MT obtidas a partir de
calculos teodricos da molécula isolada.

Raman Teorico Atribui¢ao
1533 1630 V(NO2)ant
1486 1540 V(CC,CN)imt v(CC)
1468 1531 V(CC,CN)im™+
O(CH,,CHs)
1434 1488 8(CH,,CHj3)+u(C-NOy)
1384 1480 L(C-NO,)+3(CH3)
1377 1453 L(C-NO,) +v(CC)q +
V(NO2)sim
1355 1447 V(NO2)sim* L(C-NO2) +
V(CC,CN)im+0(CHa)sci
1269 1335 V(CC,CN)im* V(NO2)sim
1183 1247 V(N-C)¢ + 8(CC,CN)im
1076 1190 V(C-NO,) + V(NO2)simt
3(CH)
829 854 O(NO2)sci + 8(CC,CN)im

Legenda: ant — estiramento antissimétrico; im — anel imidazolico; cl — cadeia

lateral; sci — tesoura; sim — estiramento simétrico;

As bandas Raman em 1533, 1355 ¢ 829 cm’ sdo atribuidas principalmente aos

estiramentos antissimétrico, simétrico e deformacdo angular do grupo nitro,

respectivamente. As bandas Raman em 1486, 1468 e 1183 cm’ tem em sua

composi¢ao modos que sdo atribuidos aos estiramentos e deformacao angular CC,CN

do anel imidazolico.

A Figura 37 mostra o modelo teérico do MT interagindo com 2 4dtomos de prata,

otimizado através de calculos DFT, e utilizado na atribuicao do espectro SERS.
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Figura 37: Geometria otimizada do MT interagindo com 2 dtomos de prata.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor

A Figura 38 mostra os espectros SERS do MT adsorvido em AgNP, na auséncia
e na presenca dos modificadores de superficie 2-mercaptoetanol e PVA, junto com o
espectro Raman calculado para o MT interagindo com 2 atomos de prata. A atribui¢ao

vibracional dos espectros SERS ¢ apresentada na Tabela 4.
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Figura 38: Espectros SERS do MT na auséncia e presenca dos modificadores de
superficie ME e PVA junto com o espectro Raman calculado para o modelo do
complexo de superficie
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92

Tabela 4: Atribuigdo vibracional dos espectros SERS do MT adsorvido sobre
AgNP na auséncia, na presenga de 2-mercaptoetanol e PVA obtidas a partir de
calculos teoricos do MT interagindo com 2 atomos de prata.

SERS SERS SERS MT - Ag Atribui¢ao
AgNP AgNP + AgNP + Calc.
ME PVA
1620 795+830
1600sh) 2x795
1544 1541 1544 1611 V(NO2)ass
1491 1490 1491 1545 L(CC,CN)jm+ V(CC)y
1457 1457 1525 L(CC,CN)i,+ 8(CH,,CH3)
1421 1420 1490 3(CH,,CH3)+u(C-NO,)
1384 1387 1388 1483 L(C-NO,)+8(CHj3)
1366 1367 1367 1453 LV(NO2)simt V(C-NO) +
L(CC,CN)im+6(CH>)s¢i
1267 1269 1267 1330 L(CC,CN)im*+ V(NO2)sim
1187 1188 1187 1244 L(N-C)1 + 3(CC,CN)ip
1100 1106 1192 L(C-NO3) + V(NO)sim* 6(CH)
1019 1026 1086 3(CC) + O(CC,CN)im +
V(NO2)sim
999 1004 1018 8(CC,CN);, + 8(CH,, CH3)
830 830 830 856 O(NOy)sci + O(CC,CN)im
800(sn) 795 782 S(CC,CN)oopt0(CNO2)oop

ant — estiramento antissimétrico; im — anel imidazolico; cl — cadeia lateral; sci —
tesoura; sim — estiramento simétrico; oop — fora do plano.
Fonte: Elaborado pelo proprio autor
Na auséncia de modificadores de superficie as intensas bandas SERS em 1544,
1366, 1100 e 830 cm "', atribuidas a modos normais envolvendo as vibrag¢des do grupo
nitro permitem sugerir que o grupo nitro estd envolvido na interagdo do MT com a
superficie metalica da prata. A presenca de um ombro em 795 cm™, atribuida a
deformacao angular fora do plano do anel imidazolico, sugerem que o plano do anel
imidazolico no MT esta perpendicular a superficie da prata, enquanto que no TI este

anel estd em angulo. Esta hipotese ¢ reforgada pela intensificagdo das bandas SERS
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em 1457, 1267 e 1187 cm™ atribuidas a modos normais que envolvem as vibragdes do
anel imidazolico. Como observado para o TI, as bandas SERS em 1620 ¢ 1600 cm™
podem ser atribuidas como bandas harménicas e de combinagdo das bandas SERS em
795 ¢ 830 cm’.

Na presenca de 2-mercaptoetanol, o espectro SERS do MT, mostra uma
diminui¢do na intensidade relativa das bandas em 1600, 1544, 1100 ¢ 830 cm'l,
atribuidas as vibra¢des do imidazol e do grupo nitro. Tais evidéncias sugerem que o 2-
mercaptoetanol opera como um espacador, interferindo na interacdo do anel
imidazoélico com a superficie metalica da prata.

Para o espectro SERS do MT obtido na presenga do PVA foi necessario realizar
a subtracdo do espectro do PVA sozinho. Isto foi devido ao fato das bandas SERS do
PVA interferirem no espectro SERS do MT adsorvido sobre AgNP A2.3 que sdo
modificadas com PVA. Na Figura 39 esta representado o espectro SERS do PVA, o
espectro SERS do MT adsorvido nas AgNP A2.3 e a subtracdo dos espectros. Esta
subtracdo foi eficiente, uma vez que as bandas SERS atribuidas ao PVA mostraram
uma baixa intensidade relativa.

Na presenga do PVA, a diminuigdo na intensidade relativa das bandas em 1620,
1600, 1100 e 830 cm™, atribuidas as vibragdes do grupo nitro e a intensificagdo da
banda SERS em 795 cm™, atribuida as vibragdes do anel imidazolico fora do plano,
sao mais pronunciadas. Quando o PVA atua como modificador de superficie, a
molécula esta mais distante da superficie da prata e seu padrao espectral se aproxima

do espectro Raman do MT no estado sdlido.
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Figura 39:Espectros SERS do PVA 1%, do MT adsorvido sobre AgNP
modificadas com PVA e subtragdo dos espectros.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor
A Figura 40 mostra os mesmos espectros das Figuras 37 e 38, incluindo a faixa
de numeros de onda 100-2000 cm™. Como se pode observar ha um fundo SERS, o
qual ¢ devido a ressonancia da banda LSPR em c.a. 600 nm do coloide A2.3 e a
radiacdo excitante utilizada. A banda SERS em c.a. 220 cm™, atribuida ao estiramento

Ag-Ag ¢ também uma caracteristica do espectro SERS.
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Figura 40: Espectros SERS do MT adsorvido em AgNP modificadas quimicamente com
PVA e ME na faixa de 100-2000 cm”

SERS MT 1,25x10™ mol L™ + PVA 1%

SERS MT 1 ,25x10'3 mol L'1 +ME 1,0x10‘7mo| |_'1

Intensidade Raman

. ] d ) . ] d L} . ] d L} ¥ ] d L} ¥ L}
2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400 200
Nimero de onda / c:m'1

Fonte: Elaborado pelo proprio autor

Da mesma forma como no TI foi realizado o estudo da reprodutibilidade dos
espectros SERS do MT em diferentes dias. A Figura 41 mostra os espectros SERS do

MT obtidos em diferentes com intervalo de 1 semana.



Figura 41: Estudo da reprodutibilidade dos espectros SERS do MT.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor
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4.5.5. Aztreonam (AZ)

4.5.5.1.  Espectros de extingdo das AgNP na presengca e

auséncia do AZ
A Figura 42 mostra os espectros UV-VIS da solucdo de AZ e da suspensdo de
AgNP na auséncia e presenca do AZ. A adi¢ao do AZ sobre as AgNP, imediatamente
preparadas, ndo provoca deslocamentos do maximo de extingdo da suspensdao de
AgNP, preservando o formato da banda de extingdo das AgNP, o que indica que nao

hé agregacao da suspensao de AgNP na presenga do AZ.

Figura 42: Analise da adsor¢do do AZ em AgNP por espectroscopia UV-VIS

" 3 1
. AZ 1.0x10™ mol L~
1,2+ AgNP
10- AgNP+AZ 1.0x10°% mol L’

Extingdo

' : v : . T
200 400 600 800
Comprimento de onda/ nm

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
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submonocamada (1,0x10”7 mol.L™") néio provocou agregagdo das AgNP.
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A Figura 43 mostra os espectros UV-VIS da solucdo de AZ e da suspensdo de

AgNP modificadas quimicamente ou nao com 2-mercaptoetanol obtidos na auséncia e

na presenga do AZ.

Figura 43: Analise da adsor¢do do AZ em AgNP modificadas ou nao por 2-

1,8

mercaptoetanol por espectroscopia UV-VIS

Extincao

AgNP
AgNP+ME 1,0x10” molL"
AgNP+AZ 1,0x10™ molL”
AgNP+ME 1,0x10” molL"'+AZ 1,0x10° molL™
L AZ1,0x10° moIL™

] ] L]
400 500 600

Comprimeto de onda / nm

L J
300

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

700

Apo6s 3 h de adsorcao do AZ sobre a superficie das AgNP ocorreu um pequeno

deslocamento do maximo de extingdo de 390 para 393 nm, o que indica que o

processo de agregacao das AgNP na presenca do AZ ¢ bem mais lento que o

observado para o Tl e o MT. A Figura 44 mostra os espectros de extingdo das AgNP e

das AgNP na presenga do AZ ap6s 3 h de interacao.
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Figura 44: Agregacdo das AgNP na presenca do AZ imediatamente preparadas e apds 3
h de adsor¢ao

1,2-

AgNP+AZ 1,0x107 mol L™
AgNP+AZ 1.0x10™ mol L' - 3h

1,0 -

0,84

0,6

Extincao

0,4+

0,24

0,0

) v I I I d | ’ L) d
300 400 300 600 700 800 900
Comprimento de onda/ nm

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
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4.5.5.2 Espectro Raman e SERS do AZ
A Figura 45 mostra a geometria otimizada do AZ através de célculos DFT. O
AZ possui 3 valores de pK, -0,7, 2,75 e 3,91, os quais envolvem a protonagdo dos
grupos sulfonil, carboxil e a amina primaria. Portanto, em solu¢dao aquosa em pH

neutro, a espécie predominante é o didnion AZ”".

Figura 45: Geometria otimizada do AZ

Fonte: Elaborado pelo proprio autor
A Figura 46 mostra o espectro Raman do AZ junto com o espectro Raman

calculado. A Tabela 5 mostra a atribui¢cdo vibracional do espectro Raman do AZ.
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Figura 46: Espectros Raman experimental e tedrico do AZ

Raman

W

Intensidade Raman

Calculado
P f‘--_/"h""\...__,..---..._.,_

v J o LJ d ) v J o LJ d )
1800 1600 1400 1200 1000 800 600

NiUmero de onda / cm'1

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
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Tabela 5: Atribui¢des vibracionais do espectro Raman do AZ obtidas a partir de
calculos teoricos da molécula isolada.

Raman Teorico Atribuicdo
1785 1874 v(CO)g
1763 1853 V(CO)carp
1653 1757 V(CO)ym
1603 1663 V(CN),x H(CC)q
1585 1616 V(CN)g; +0(CN),mt3(NH,)
1572 1577 V(CC)i+ V(CN)ap
1548 1562 V(CC)i+ V(CN)a
1475 1505 d(CH,)
1459 1490 S(CHs;)
1372 1423 UV(CN);i+ v(CC),m +V(CC)p
1350 1393 &(CH3) +8(CH)
1047 1089 L(NO),x TU(CN);
729 S(CNS);i.00p T 8(CC,CN)
711 718 S(CNS)4i00p

v: estiramento; o: deformagdo angular; ti:anel tiazélico; am: amida; B: anel B-lactamico;

sim: estiramento simétrico; ant: estiramento antissimétrico; carb: acido carboxilico; oop:

fora do plano; ox: oxima protegida; sh: ombro.

Fonte: Elaborado pelo proprio autou

O espectro Raman do AZ mostra uma banda em 1763 cm™, atribuida ao

estiramento da carbonila do 4cido carboxilico, 0 que nos permite inferir que este sitio

esta protonado no estado solido.

A Figura 47 mostra o modelo teérico do AZ* interagindo com 2 atomos de

prata, otimizado através de calculos DFT, e utilizado na atribui¢cdo do espectro SERS.



103

Figura 47: Geometria otimizada do AZ* interagindo com 2 atomos de prata.

Os atomos de hidrogénio foram omitidos para melhor visualizagdo da geometria

Fonte: Elaborada pelo proprio autor

A Figura 48 mostra os espectros SERS do AZ”* adsorvido em AgNP, na
auséncia e na presenca do modificador de superficie 2-mercaptoetanol, junto com o
espectro Raman calculado para o AZ> interagindo com 2 4tomos de prata. A

atribuicao vibracional dos espectros SERS ¢ apresentada na Tabela 6
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Figura 48: Espectros SERS do AZ* na auséncia e presenga do modificador de
superficie ME junto com o espectro Raman calculado para o modelo do complexo de
superficie

2

SERS AZ" 1,25;(10'3

mol L'1

SERS AZ> 1,25x10'3 mol L + ME 1,0x10'7mo| L

Intensidade Raman

Calculado Ag, - AZ

L] LJ 1 L] | | LJ ] LJ | | L] | ]
1400 1200 1000 800 600

Numero de onda/cm’

I 1
1800 1600

1

Fonte: Elaborado pelo proprio autor
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Tabela 6: Atribuigio vibracional dos espectros SERS do AZ* adsorvido sobre AgNP na
auséncia e na presenca de 2-mercaptoetanol obtidas a partir de calculos tedricos do AZ>
interagindo com 2 atomos de prata.

SERS SERS AZ"-Ag Atribuicio
AgNPs AgNPs + ME (Calc.)
1648 qn) 1649 1738 V(CO)am + V(COO )y
161 2(sh) 1 609(sh) 1720 U(COO-)am + U(CO)am
1 600(sh) 1 600(sh) 1673 U(CN)OX +(CC)ti
1585 1585 1642 L(CN);; TU(CN), FO(NH,)
1565 1565 1637 V(CC)t+ V(CN)am
1538 1539 1564 V(CC)t+ V(CN)am
1512 1512 1521 8(CH3) + v(CO0)
1465 1465 1521 O(CHs3)
- - 1498 O(CHs3)
1397 1396 1425 V(CN);+ v(CC),p, +V(CC)g
1359 1360 1414 V(COOsim
1196 1197 1212 L(CS,CN)i+ V(CN)apt V(CN)g
1114 1163 L(CC,CN);
1045 1044 1093 L(NO)yx TU(CN)y
730 733 761 S(CNS)yi00p T 8(CC,CN),
718 718 734 S(CNS)si00p
691 701 O(CNC)si.00p
675 676 S(CNS)si00p

v: estiramento; o: deformagdo angular; ti:anel tiazélico; am: amida; B: anel B-lactamico;
sim: estiramento simétrico; ant: estiramento antissimétrico; carb: acido carboxilico; oop:

fora do plano; ox: oxima protegida; sh: ombro.

Nos espectros SERS, a observacio de um ombro em 1648 cm™, atribuida ao
estiramento CO da amida e as vibracdes do carboxilato, sugerem que a espécie
desprotonada AZ* ¢ a predominante na superficie das AgNP, sendo esta também a
espécie predominante em solugdo. Esta hipdtese ¢ reforgcada pela presenca das bandas
SERS em 1512 ¢ 1359 cm™, que também possuem contribuigdo dos estiramentos do
carboxilato, e sdo ausentes no espectro Raman do AZ no estado sdélido.

As intensificagdes dessas bandas que sdo caracteristicas de vibragdes do
carboxilato permitem concluir que o carboxilato ¢ um possivel sitio de adsor¢ao do
AZ sobre a superficie metalica da prata. As intensas bandas SERS em 1588, 1565 (sh),
1538 e 1397 cm” que sdo atribuidas a modos normais que envolvem
preferencialmente os estiramentos CC,CN do anel tiazélico, sugerem que este anel
também estd envolvido na interagdo com a superficie metalica da prata.

Na presenga do 2-mercaptoetanol, o espectro SERS do AZ mostra uma

diminui¢do na intensidade relativa da banda em 1585 cm™ e uma intensificagio da
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banda em 1114 cm'l, atribuida ao estiramento CC, CN do anel tiazolico, e também
uma intensificagdo das bandas em 733, 718, 691 ¢ 675 cm™, atribuidas principalmente
as deformagdes angulares do anel tiazdlico fora do plano. Tais diferencas espectrais
permitem sugerir que as ligacdes de hidrogénio entre AZ> e o 2-mercaptoetanol leva a
uma geometria de adsor¢do do anel tiazdlico mais planar em relacdo a superficie
metalica da prata. No entanto, a alta intensidade das bandas atribuidas as vibrag¢des do
carboxilato permitem inferir que este grupo € preservado como sitio de adsorgao.

Foi realizado, ainda o estudo da reprodutibilidade dos espectros SERS do AZ na
presenca de 2-mercaptoetanol em diferentes dias. A Figura 49 mostra os espectros

SERS do AZ obtidos em diferentes dias.



Figura 49: Estudo da reprodutibilidade dos espectros SERS do AZ.
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4.5.6. Rifampicina (RP)

4.5.6.1 Espectros de extingdo das AgNP na presenca e auséncia da RP

A Figura 50 mostra os espectros UV-VIS da solu¢do de RP e da suspensdo de
AgNP na auséncia e presenga da RP. Como podemos observar, a banda LSPR das
AgNP apresenta um maximo de extingdo centrado em 390 nm e um alargamento da
banda que se estende desde a regido do vermelho até o infravermelho proximo que
pode ser atribuida a larga distribui¢ao de tamanhos das AgNP. A adsor¢ao da RP sobre
a superficie das AgNP levou a um aumento da extingao entre 500 e 650 nm, que pode
ser atribuida a formacao de pequenos agregados de AgNP formados pela mudanga no
equilibrio de carga da superficie metélica. Tais agregados apresentam propriedades
plasmonicas adequadas para se obter os espectros SERS com excitagdo na regido do

visivel.
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Figura 50: Analise da adsor¢dao da RP em AgNP por espectroscopia UV-VIS

RP 1,0x10™ mol L™
AgNP
AgNP+RP1,0x10™ mol L™

Extingcao

| hd I hd | hd | b ¥ b |
400 500 600 700 800 2900 1000
Comprimento de onda / nm

|
300
Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

A Figura 51 apresenta o espectro UV-VIS da solugdo de RP e os espectros de
extingdo das AgNP na presenca do 2-mercaptoetanol e na auséncia e presenca da RP.
A adsorcdo do 2-mercaptoetanol na superficie das AgNP, em concentracdo de
submonocamada ndo provoca alteracdes significativas na banda LSPR do coloide de
prata. No entanto, a interacdo com a RP apds 90 min de adsor¢do promoveu a

agregacao das AgNP com o surgimento de uma nova banda em ca. 570 nm.
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Figura 51: Anélise da adsorcao da RP em AgNP modificadas por 2-mercaptoetanol por
espectroscopia UV-VIS

RP 1,0x10™ mol L™

7 4
AgNP+ ME 1,0x10 mol L
7 A1
AgNP+ME1,0x10 mol L +RP1,0x10™ mol L™ - 30 min

AgNP+ME1,0x10” mol L"'+RP1,0x10"* mol L™ - 90 min

Extincao

]
900 1000

360 460 560 660 760 860
Comprimento de onda/ nm
Fonte: Elaborado pelo proprio autor

A Figura 52 apresenta os espectros UV-VIS da solugdo de RP e da suspensdo de
AuNP na auséncia e na presenca da RP. O espectro de extingdo das AuNP apresentam
um maximo da banda LSPR em 530 nm, com um ombro largo que se estende para a
regido do infravermelho proximo, a qual pode ser atribuida a larga distribuicao de
tamanhos das AuNP. A adsor¢do da RP sobre as AuNP promove um deslocamento
para o vermelho da banda LSPR que ¢ responsavel pela obtengdo dos espectros SERS

utilizando radiacao excitante em 633 e 1064 nm.
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Figura 52: Analise da adsor¢do da RP em AuNP por espectroscopia UV-VIS

RP 1.0x10™ mol L™
AuNP

AuNP+RP1.0x10“mol L

Extincao

] h ] hd ] hd ] hd ] hd ] v ] i
300 400 500 600 700 800 900 1000
Comprimento de onda/ nm

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

4.5.6.2. Espectro Raman e SERS da RP
A Figura 53 mostra a geometria otimizada da RP através de calculos DFT, junto
com os rotulos dos atomos que foram utilizados para a atribuicdo dos espectros Raman
e SERS. A RP possui 2 valores de pK, 1,7 € 7,9, os quais envolvem a protonaciao dos
grupos hidroxila (O®H) e do nitrogénio da piperazina (N°H). Portanto, em solucio

aquosa em pH neutro, a espécie predominante ¢ a zwiteridnica.
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Figura 53: Geometria otimizada da RP, e férmula estrutural com os rotulos dos 4&tomos

44

La

winnlll &

46

2O

Fonte: Elaborado pelo proprio autor

A Figura 54 mostra os espectros Raman ressonante ¢ SERRS da RP adsorvida

em superficie de prata obtida na auséncia e presenga do modificador de superficie 2-
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mercaptoetanol, utilizando radiagdo excitante de comprimento de onda em 532 nm. A
atribuicao vibracional dos espectros SERRS e SERS da RP obtidos na presenca dos
modificadores de superficie 2-mercaptoetanol e 4acido cloridrico ¢ apresentada na
Tabela 7.

Figura 54: Espectros Raman ressoante ¢ SERRS da RP adsorvida em AgNP na auséncia
e presenga do ME A¢=532 nm

SERRS RP 2,2x1 0¥mor L +mE 1,|Jx1u'7mu| Lt
c
©
6
% SERRS RP 2,2x1l]4mnl L1
E:
o
7]
c
)
]
£ -3 i
RR da solugiao RP 2,2x10 mel L
T 1 T 1 T 1 T 1 T 1 T 1 T 1
1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400

Namero de onda / cm”™

Fonte: Elaborado pelo proprio autor
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Tabela 7: Atribuigdo vibracional dos espectros SERS da RP na presenca dos
modificadores de superficie 2-mercaptoetanol ou cloreto de potassio

SERS SERS SERS SERS SERRS Atribuicio
AuNPs+ AuNPs+ AgNPs+ AgNPs+ AgNPs+
ME ME ME KCl ME
(1064 nm)  (632.8 (632.8 (632.8  (532nm)
nm) nm) nm)
1635 - 1645 - - v(C*0™)
1612 1620 1605 V(CPC*?)+u(CHCH
1584 1582 1590(?) 1589 1584 V(CC)apc + V(C'N®) + v(C*0Y)
1557 1540 1554 1548 1523 V(CC)apc
1456 1450 (sh) - - 1454 V(CC)apc +V(C?0")
1440 - 1435 1429 - V(CN®) + V(CC)p.c
1384 1391 - 1382 1387 V(CC,CN)p + V(CC)apc
1360 - 1362 - 1368(sh) L(CC,CN)p +u(N*NP)
1340 1331 1332 1341 1346 V(CC)apc
1312 - 1310 - 1312 V(N’N®) + §(CH,,CH;)
1287 - - - 1304 V(CC)ppc + V(CPCY)
1264 (sh) - 1265 1270 1262 V(CC)a s + L(C0P) + v(C*CP)
- - - - - v(C*'C*?) + §(CH)
1233 1210 1209 1195 1200 L(N’N®) + v(C*N'®)

- - 1170 1170 - v(CP0Y)+ v(C*CP0™)

- - - - 1107 V(N*NPC’C'?) + v(CC)c
1009 - 1010 1012 1018 L(CC,CO,CN)x5.cp + LV(CPOY)
765 758 - - - 3(CC)p c.oop+ V(CC,CO,CN) A p
628 - - - 631 8(CC)p c.o0p + S(CC,CN)p +

6(C31C30C32)
490 - - - - 8(CC).c.00p + 3(CC)ga

- - 475 464 480 V(CC)c +8(CC)yq

- - - - - 8(CC,CN)p + §(C*0')

- 458 - - 458 8(CC)p..00p TO(CC)ga
402 - 400 - - 8(CC)c.00p+ S(CC)yiq
355 - 355 359 344 8(CC)p.c.00p + SIN’N®)

0 - deformagdo angular; v - estiramento; oop — fora do plano; skl — esqueleto; sh —

ombro;

As intensidades relativas das bandas SERS nas regides espectrais em 1400-1300

cm™ e 1630-1500 cm™ sdo diferentes nos espectros SERS na auséncia e presenca do 2-

mercaptoetanol. Quando comparamos com o espectro Raman ressonante estas

mudangas s3o mais relevantes na presenca do 2-mercaptoetanol. As bandas SERRS

em 1523, 1584 ¢ 1605 cm’! sdo atribuidas aos estiramentos CC dos anéis ABeCe

aos estiramentos C*°C*? e C*N®. Estas mudancas podem ser explicadas pelo fato do 2-

mercaptoetanol promover uma maior interagdo da RP com a superficie metélica,

levando a mudangas significativas na estrutura eletronica do sistema m conjugado

(grupo cromoforo). Logo, o 2-mercaptoetanol, modifica a interagdo da RP com a



115

superficie metalica da prata de forma a se diminuir a importancia do efeito Raman
ressonante. As bandas SERRS em 344, 458 ¢ 631 cm’’, atribuidas aos modos normais
que tem contribui¢do de deformacdo angular CC dos anéis A, B e C fora do plano
estdo intensificadas. Esta intensificacdo ¢ devida ao fato destes anéis nao estarem
perpendiculares em relacdo a superficie metalica da prata, o que esta de acordo com as
regras de sele¢do de superficie (MOSKOVITS, 1982; MOSKOVITS; SUH, 1984).

A Figura 55 mostra os espectros Raman e SERS da RP adsorvida em superficie
de ouro e prata obtidos na auséncia e presenca do modificador de superficie ME,

utilizando radiagdo excitante de comprimento de onda em 633 nm.
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Figura 55: Espectro Raman pré ressonante ¢ SERS da RP adsorvida em AgNP ou AuNP
modificadas ou nao por ME e HCI. Ap= 633 nm
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor
A Figura 56 mostra os espectros Raman e SERS da RP adsorvida em superficie
de ouro obtido na auséncia e presenca do modificador de superficie ME, utilizando
radiagdo excitante de comprimento de onda em 1064 nm. A Figura 57 mostra o
espectro Raman da RP obtido utilizando radia¢do excitante de comprimento de onda
em 1064 nm junto com o espectro Raman calculado da RP que foi utilizado para a
atribui¢do vibracional dos espectros Raman e SERS. A atribuicdo vibracional das

bandas Raman da RP esta representada na Tabela 8.
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Figura 56: Espectros Raman e SERS da RP adsorvida em AuNP na auséncia e presenca
do ME 2A,=1064 nm

SERS RP 1,3x1 0" mol L1 + ME 1,ux10'7mo| L
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor



Figura 57: Espectros Raman experimental e tedrico da RP. A,=1064 nm.
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Tabela 8: Atribui¢des vibracionais do espectro Raman da RP obtidas a partir de calculos
teoricos da molécula isolada.

Raman Raman RP (Tedrico) Atribuigdo
1064 nm 632.8 nm
1648 (sh) 1650(sh) 1746 v(CHC)
1633 1633 1711 v(C*°0Y)
1623(sh) 1623 1702 v(C¥CP)+u(C*C*)
1585(sh) 1584(sh) 1670 V(CC)asc + V(C'N®) + v(C**0)
1574 1574 1643, 1646 V(C'N®) + V(CC)apc
1554(sh) 1555 1594 V(CO)apc
1476 1480(?) 1516 8(CH,,CH;) + 8(NH) + 8(OH)
1468 1470(?) 1484 V(CC)apc + V(CO)pc
1454 1455(?) 1465 V(CC)apc + L(C?0")
1383 1383 1423 V(CC,CN)p + V(CC)ap.c
- 1374 1390 v(CC,CN)p +u(N°N¥)
1346(sh) 1342(sh) 1385 v(CC)c +8(CH)p + v(C’0'")
1335 1333 1363 V(CO)apc
1312 1311 1336 L(N°N®) + §(CH,,CH;)
1287 1287 1302 V(CC)apc + V(CECY)
1254 1263 1275 V(CO)ap + L(C0%) + V(C*CP)
- 1239 1270 v(C*'C*?) + §(CH)
1216 1216 1213 L(N’N®) + v(CHN'®)
- 1177 1188 v(CP0O° )+ v(CPCP0™)
- 1154 1170 3(C'N%)
1103 1102 1138 V(N’NBCC') + v(CC)¢
- 1015 997 L(CC,CO,CN)x5.cp + LV(CPOY)
- 976(?) ? v(C*C*) +u(C'C)+ V(CO)p
- 927 934 v(C*0”) + V(CY'C?)+ V(CC)A. cop
- 760 771 8(CC)p.c.00p + V(CC,CO,CN)A b
626 624 634 8(CC)g.c.00p T S(CC,CN)p +
6(C31C30C32)
- 518 517 3(CC,CN)p + 3(N°N®)
- 491(sh) 494 8(CC)p.c.o0p + 8(CC)gu
482 478 485 V(CC)c +8(CC)yq
- 470 476 8(CC,CN)p, + §(C°0'%)
- 455 459 8(CC)p.c.o0p +8(CC)ga
412 410 419 8(CC)c.o0p+ 8(CC)gua
- 356 365 8(CC)p.c.00p + S(N’N)

Fonte: Elaborado pelo proprio autor
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No espectro Raman da RP obtido utilizando radiagdo excitante 633 nm, as
bandas Raman na regido entre 1300-1400 cm’' sdo mais intensa do que na regido entre
1500-1650 ¢m™ (Figura 55). As bandas Raman nessas duas regides espectrais
apresentaram intensidades similares quando os espectros foram obtidos utilizando-se
radiacdo excitante em 1064 nm (Figura 56). As intensidades relativas obtidas
utilizando-se radiacdo excitante em 633 nm sdo intermedidrias quando comparadas
com o observado no espectro Raman ressonante obtido utilizando-se radiagao
excitante em 532 nm, indicando que embora exista uma baixa influéncia, a presenca
de efeito Raman pré — ressonante nao pode ser desconsiderado quando utiliza-se
excitacdo na regido do vermelho.

O espectro SERS da RP adsorvida em AuNP obtido utilizando-se excitagdo em
633 nm (Figura 55), mostra uma intensificagdo das bandas em ca. 1280, 1450 e 1540
cm'l, todas atribuidas aos estiramentos CC dos anéis A, B e C, que sdo mais
intensificadas na presenga do 2-mercaptoetanol. Portanto, a presenca do 2-
mercaptoetanol mostra um padrdo espectral mais proximo do espectro SERS obtido
utilizando-se excitagdo em 1064 nm. Novamente, a presenca do 2-mercaptoetanol
levou a um padrao espectral que ¢ menos influenciado pelo o efeito Raman ressonante.
Este comportamento pode ser explicado supondo que para a RP adsorvida sobre a
superficie metalica do ouro, ha comprometimento do sistema © conjugado, quando o
2-mercaptoetanol estd coadsorvido, levando a mudangas na estrutura do grupo
cromoforo através do mecanismo de transferéncia de carga.

O espectro SERS da RP adsorvida em AuNP obtido utilizando-se excitagdo em
1064 nm nao apresentou mudangas significativas na presenca ¢ na auséncia do 2-
mercaptoetanol (Figura 56), o que permite sugerir que embora o 2-mercaptoetanol
modifique a interagdo com a superficie metalica, esta modificacdo ndo ¢ forte o
suficiente para modificar o sitio molecular envolvido na interacdo com a superficie
metalica do ouro. As bandas mais intensas em 1340, 1384, 1584 e 1635 cm'l,
atribuidas aos modos normais que apresentam contribuigdes dos estiramentos CC, CN
e CO do sistema m-conjugado, tem intensidades relativas proximas do espectro Raman
da RP no estado solido. Além disso, as intensas bandas SERS em 1557, 1287 e¢ 1009
cm'l, atribuidas aos estiramentos CC dos anéis A, B e C e as bandas em 1360, 1312 ¢
1233 cm™ que apresentam contribuicdes dos estiramentos N°N® permitem inferir que o

sistema 7m-conjugado estd envolvido na interagdo com a superficie metalica do ouro.
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Tal hipotese ¢é reforcada pela intensificacdo das bandas SERS em 765, 628, 490 e 355
cm’, que sdo atribuidas aos modos normais que apresentam contribuicdes de
deformacao angular CC fora do plano dos anéis A,B e C.

No espectro SERS da RP adsorvida em AgNP obtido utilizando-se excitagao em
633 nm (Figura 55), o padrao espectral na presenca e auséncia do 2-mercaptoetanol
sdo similares. As bandas intensificadas sdo observadas em 1645, 1435 e 1265 cm'l,
que sdo atribuidas aos modos normais que envolvem os estiramentos CC,CO dos anéis
A,B e C. Na presenga do cloreto o espectro SERS mostrou claras mudangas com a
intensificacdo das bandas em 1589, 1382 ¢ 1341 cm™ que sdo 0 mesmo conjunto de
bandas observadas no espectro Raman da RP no estado so6lido. Este comportamento
diferente pode ser explicado supondo que a adsor¢do ocorra através da formagdo de
par idnico, envolvendo a interacdo com o atomo N°® do cation aménio com o 4nion
cloreto presente na superficie da prata. Dessa forma, o sistema n-conjugado pode estar
menos envolvido na interacdo com a superficie metalica da prata, preservando a
contribuicao do efeito Raman pré ressonante. A intensificacdo das bandas SERS em
1382 e 464 cm’', atribuidas aos modos normais envolvendo os estiramentos CC,CN do
anel D refor¢am esta hipotese.

As diferencas observadas nos espectros SERS da RP em ambos os metais
mostram que a interagdo com a prata apresenta uma maior interferéncia na estrutura

eletronica do grupo cromoforo que o ouro.
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4.5.7. Tetraciclina (TC)

4.5.7.1 Espectroscopia Raman e SERS da TC

Para o estudo da citotoxicidade da composicao de AgNPs, QUIT e antibidticos
em células de fibroblastos bovinos foi escolhido o antibidtico TC. Para tanto,
inicialmente realizamos o estudo da adsor¢do da TC sobre a superficie metalica das
AgNPs por espectroscopia SERS, uma vez que esta técnica permite compreender se
este antibiotico estd ou nao fortemente adsorvido na superficie das AgNPs.

A estrutura otimizada da TC juntamente com os atomos rotulados que foram

utilizados para a atribuicao vibracional ¢ apresentada na Figura 58.

Figura 58: Estrutura otimizada da TC.

Os atomos de hidrogénio foram omitidos para melhor visualizagcdo da estrutura. Os
rétulos foram utilizados para a atribui¢do vibracional dos espectros SERS.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor

O espectro Raman SERS da TC obtidos utilizando o coloide B1 (A¢ = 532 nm) e
o coloide Al (Ay = 1064 nm) sdo apresentados na Figura 59. A atribui¢@o vibracional

tentativa para a TC estd apresentada na Tabela 9. A atribuicao foi baseada em nosso

trabalho prévio. (FILGUEIRAS, A. L. et al., 2015).
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Figura 59: Espectros Raman e SERS da TC adsorvida sobre os coloides B1 e Al
utilizando diferentes radiagdes excitantes
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor



124

Tabela 9: Atribuigdo vibracional do espectro Raman e dos espectros SERS da TC
obtidos a partir dos dados experimentais.

Raman SERS SERS Atribuicdo
1064 532

1625 1610 1613 v(C'C%) + v(C*0™)
1581 1583 1591 v(CC)p + V(C*0™?)
1561 1562(sh) 1563 v(C*0™) + v(CCO)p
1356 1350 1335 v(C*0*") +8(CC)pc
1313 1330 1310 v(C3CH) + v(CP0™)
1252 1267 1248 V(CC)cp
669 662 - 8(CC)p.cp
484 502 - s(C'C’c™)
442 432 - 8(C’0M) + §(C*0%)

v - estiramento; 0 - deformagdo angular; anéis A,B,C,D sao rotulados na Figura 55;

As bandas SERS em 1610, 1583, 1562 e 432 cm’! que sao atribuidas aos
estiramentos ¢ a deformagdo angular da carbonila C**O°* e aos estiramentos e a
deformacdo angular CC do anel D, sdo as bandas mais intensificadas do espectro
SERS da TC adsorvida sobre o coloide de prata preparado com QUIT. O mesmo
conjunto de bandas também sdo intensificadas no espectro SERS da TC adsorvida
sobre o coloide A1, com exce¢do das SERS em 502 e 432 cm™ que ndo aparecem no
espectro da TC adsorvida sobre o coloide Al. A intensificagdo desse conjunto de
bandas ¢ devida a interacido da TC com a superficie metdlica que ¢ através da
carbonila C**O* com o anel D préximo a superficie metalica. Além disso, as
diferencas significativas quando comparamos o espectro Raman normal com os
espectros SERS da TC sdo devidas a forte interagdo da TC com a superficie metalica
da prata, e devido a isso esse antibiotico foi escolhido para o estudo da citotoxidade da
composi¢ao de AgNPs, QUIT e TC em células de fibroblastos e o estudo da adsorcao
da TC sobre essas AgNPs.
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4.5.7.2. Estudo da adsor¢do da TC por espectroscopia UV-VIS

O estudo da adsorcao da TC sobre a superficie das AgNPs ¢ importante para
quantificar a quantidade de TC que estd adsorvida sobre a superficie das AgNPs, e
assim verificarmos o quanto de TC sera liberado no sistema bioldgico. Este
procedimento ¢ importante para viabilizar este sistema para futuras aplicacoes in vivo.

Para o estudo da quantidade de TC adsorvida na superficie do coloide B1 foi
feito inicialmente uma curva de calibragdo por espectroscopia UV-VIS na qual variou-
se a concentracao de TC de l,OXIO'6 mol.L" a l,OxlO'3 mol.L"!. Posteriormente foi
realizada a centrifugacdo do coloide B1 ap6s a mistura com a TC adsorvida nas
concentracoes 1,0x10™* mol.L" e 1,0x10° mol.L" com rotacao de 19.000 ¢ 21.000
rpm, respectivamente.

A Figura 60 mostra os espectros UV-VIS de diferentes solugdes de TC,
variando-se a concentragio de 1,0x10° molL' a 1,0x10° mol.L'. Quando
comparamos os espectros UV-VIS para diferentes concentragdes de TC verificamos
que hd mudancas no padrdo espectral, que sdo atribuidas aos mondmeros de TC para
menores concentracoes ¢ a formagdo de dimeros de TC em maiores concentragdes

Devido a isto, o ajuste para estas concentragdes nao ficou linear.
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Figura 60: Espectros UV-VIS das solu¢des de TC em diferentes concentragdes
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor

L

A Figura 61 mostra os mesmos espectros da Figura 59 normalizados pela banda
em c.a. 350 nm. A presenca dos mondmeros de TC em baixas concentragdes e dimeros

de TC em concentragdes maiores fica evidenciada através desta normalizagao.
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Figura 61: Espectros UV-VIS das solu¢des de TC normalizados.

TC 5,0x10°M
TC 1,0x10°M
TC 5,0x10°M
Ko
e 3
@ TC 1,0x10°M
2
=]
w
0
<
— |
T T T T T T !
200 300 400 500 600

Comprimento de onda / nm
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A Figura 62 mostra os espectros UV-VIS da suspensao aquosa B1, da solugdo de
TC 1,0x10* mol.L"' e da suspensdo aquosa Bl na presenca de TC 1,0x10™ mol.L"
centrifugadas a 19000 rpm. Como podemos observar na Figura 61 a centrifuga¢do nao

foi suficiente para separarmos as AgNPs da solucao de TC.
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Figura 62: Espectros UV-VIS da solucdo de TC, da suspensao de AgNP e da suspensao
de AgNP na presenga de TC centrifugadas a 19 000 rpm
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor

Esse comportamento foi verificado ainda, quando utilizou-se TC 1,0x10® mol.L’
!adsorvida no coloide B1 e centrifugadas a 21000 rpm (Figura 63), concentracio que
corresponde a formacdo de monocamada de TC adsorvida na superficie das AgNPs,

onde observa-se ainda um maximo de extingdo das AgNPs em 390 nm.
Para conseguirmos quantificar a quantidade de TC que esta adsorvida na
superficie das AgNPs ¢ necessario o uso de uma ultracentrifuga que consiga separar as

AgNPs da solugdo.
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Figura 63: Espectros UV-VIS da suspensdo coloidal B1 na auséncia e presenca de TC e
da solugdo de TC
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4.6. EXPERIMENTOS BIOLOGICOS

4.6.1. Citotoxicidade das AgNP frente células de fibroblastos
bovinos

Os ensaios de toxicidade para AgNP, AgNP+QUIT, TC e AgNP+QUIT+TC
foram realizados utilizando fibroblastos bovinos cultivados in vitro. Para tanto, foram
realizados 3 experimentos para a avaliacdo da viabilidade celular. O experimento I foi
realizado com concentragdes altas de droga, enquanto que os experimentos II e III
foram realizados para concentragdes proximas das concentragdes inbitdrias minima
(CIM) obtidas em nosso trabalho prévio (FILGUEIRAS A.L., 2013). O experimento |
foi realizado para avaliar a toxicidade das diferentes combinagdes de AgNP, da TC e
da QUIT nas concentra¢des de 80, 40 e 20 ug.mL™" frente os fibroblastos nos tempos
de 24 e 48 h, respectivamente (Figuras 64 e 65). De acordo com os resultados, a
solu¢do de QUIT nao foi toxica para os fibroblastos bovinos. Comportamento similar
foi observado para o antibiotico TC nos tempos de 24 e 48 horas. No entanto, para as
AgNP, a viabilidade celular foi alterada nas concentragdes de 80 (35%), 40 (28%) e 20
ug.mL'1(33 %) apoOs 24 horas com diferencga significativa entre os tratamentos e a
amostra controle. Foi observada ainda, diferenca significativa entre a amostra controle
e os tratamentos de AgNP + QUIT + TC nas concentragdes de 40 (65%) e 20 pg.mL"
(46 %)e para o tratamento de AgNP+QUIT na concentragdo de 20 ug.mL'1(48 %).
Para o tempo de 48 h a viabilidade celular nas concentracdes de 80(52%), 40(36%) e
20 pg.mL™" (41%) também diferiram significativamente da amostra controle. Tanto
para a combinagdo AgNP+QUIT+TC quanto para a combinacdo AgNP+QUIT foi
observado maior viabilidade para as maiores concentracdes de droga 142 e 134%,
respectivamente apds 24 h de interagdo e 68 e 84%, respectivamente apds 48 h de
interacdo. Isto ocorreu devido a agregacdao das AgNP na presenca de QUIT, que
coagulou no pH do meio DMEM que ¢ o meio biologico para o crescimento das
células de fibroblastos, tal agregacdo estd mostrada na Figura 65. Esta agrega¢do pode
ter influenciado nos valores de absorvancia. Para contornar este problema, nos
experimentos II e III foram feitas avaliagdes utilizando amostras contendo apenas
meio DMEM com AgNP+QUIT (controle relativo). Os valores dessas amostras foram
utilizadas para correcdo das leituras de absorvancia, para posterior calculo da
viabilidade celular. Além disso, as concentragdes utilizadas neste primeiro teste

estavam muito altas em relagdo aos valores de concentracdo inibitéria minima que
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foram obtidas no teste que avaliou a sinergia das interagdes das
AgNP+QUIT+antibidtico frente bactérias Gram-positivas e Gram-negativas

(FILGUEIRAS A.L., 2013). Logo, foram escolhidas as concentragdes 2, 0,2 e 0,1

-1 , . . . , .
pg.mL™ que estavam proximas dos valores obtidos nos experimentos contra bactérias.

Figura 64: Viabilidade celular das células de fibroblastos bovinos frente as diferentes

combinacdes de AgNP nas concentracdes de 80,40 ¢ 20 pg.mL™ e 24 h de interacio
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* - diferenca estatistica entre a amostra controle € o tratamento.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor
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Figura 65: Viabilidade celular das células de fibroblastos bovinos frente as
diferentes combinacdes de AgNP nas concentragdes de 80,40 ¢ 20 pg.mL™ e 48 h de
interagao
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor

Figura 66:Agregagao das AgNP com a variagdo da concentragao

Fonte: Elaborado pelo proprio autor
A Figura 67 mostra os dados de citotoxicidade do experimento II realizado para
as diferentes combinacdes de AgNP e da TC nas concentracdes de 2, 0,2 ¢ 0,1 ug.mL™
frente a células de fibroblastos bovinos realizado no tempo de 48 horas. As Figuras 68
e 69 mostram a repeticdo do experimento II nos tempos de 24 e 48 horas,

respectivamente, o qual foi denominado de experimento III.
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Como a TC apresentou baixa citotoxicidade na faixa de concentragao 80-20
pg.mL', foram escolhidas somente a concentragdo de 2 pg.mL' para os experimentos
IT e II1, e como pode-se observar esta se mostrou pouco toxica.

A partir da figura 69 observamos que os tratamentos de AgNP+QUIT+TC
(27%), AgNP+QUIT (11%) ¢ AgNP (23%) na concentragdo de 2 ug.mL™ afetaram a
viabilidade celular. Os experimentos II e III mostraram o mesmo comportamento de
viabilidade celular, o que torna os dados apresentados confiaveis.

Figura 67: Viabilidade celular das células de fibroblastos bovinos frente as
diferentes combinacdes de AgNP nas concentragdes de 2, 0,2 ¢ 0,1 pug.mL™" ¢ 48 h de
interagao
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Para o experimento III a analise estatistica mostrou que as células tratadas com
AgNP na concentragio de 2 pg.mL™ apresentaram viabilidade de 37% e diferiu
estatisticamente do controle para o tempo de interagdo de 24 h. Para o tempo de 48 h
os tratamentos de AgNP e AgNP+QUIT na concentragdo de 2 pg.mL™ apresentaram

viabilidade de 36 e 32 % e diferiram estatisticamente do controle.

Figura 68: Viabilidade celular das células de fibroblastos bovinos frente as diferentes
combinacdes de AgNP nas concentracdes de 2, 0,2 ¢ 0,1 pg.mL™ e 24 h de interacio

120
00
o . .
=
= -
= 10 -
o
o]
E 60 T
2
Z *
i 40
&
=
20
0 = T
& & & e & & & & & & &
52 o A ¥ A A A & ¥ N &
o oS <& R R & & o o ] <
I S T
& & & A3 . R o =4 & b
= o IS < N e 4 v v
B < 3 <
< =L & ¥ v k
= 3
‘.ba had <

*- diferenca estatistica entre a amostra controle e o tratamento.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor



120

100

% Viabilidade Celular

20

135

Figura 69: Viabilidade celular das células de fibroblastos bovinos frente as
diferentes combinacdes de AgNP nas concentragdes de 2, 0,2 ¢ 0,1 pg.mL" ¢ 48 h de

interagao
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Foram obtidos ainda, as fotomicrografias das células de fibroblastos bovinos na
presenca dos tratamentos. As Figuras 70, 71 e 72 mostram os fibroblastos bovinos na
presenca dos diferentes tratamentos com as AgNP com tempo de interacao de 24 h.

Como pode-se observar os tratamentos das AgNP+QUIT+TC, AgNP+QUIT e
AgNP nas 3 concentragdes utilizadas promovem modificagdes na morfologia das
células de fibroblastos bovinos, indicando que hd um processo de citotoxicidade destes
tratamentos. No entanto, esse unico parametro ndo ¢ determinante da morte celular, o
que pode ser observado pelos valores de viabilidade nos ensaios de MTT que sao
comparaveis com a amostra do controle, demonstrando que grande parte das células

permaneceram viaveis.
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Figura 70: Fotomicrografias das células de fibroblastos bovino na auséncia e presenca
do tratamento ternario AgNP+QUIT+TC
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Figura 71: Fotomicrografias das células de fibroblastos bovino na presenca do
tratamento binario AgNP+QUIT
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Figura 72: Fotomicrografias das células de fibroblastos bovino na presenca dos
tratamentos AgNP e TC
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor

O efeito citotoxico de AgNP ¢ conhecido e descrito na literatura por varios
autores (AHMED et al., 2017; GALANDAKOVA et al., 2016; HUANG et al., 2017;
JIRAVOVA et al., 2016; NGUYEN et al., 2016). Dentre essas pesquisas varias sao
direcionadas na compreensao dos mecanismos de citotoxidade das AgNP tanto em
ensaios in vitro quanto em ensaios in vivo. O mecanismo mais aceito para a
citotoxicidade das AgNP ¢ devido a sua elevada capacidade de promover a geragao de
espécies reativas de oxigénio (ROS), o que produz processos inflamatdrios mediados
pelos fatores de transcricdo NFkB e AP1 o que leva a morte celular por apoptose(DAI
et al., 2016).

E conhecido ainda, que os efeitos citotoxicos sdo influenciados por varios

parametros, com destaque para o tamanho e forma das nanoestruturas, o agente
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estabilizante, a concentragao utilizada, pH, carga superficial e estado de agregagao das
AgNP(AHMED et al., 2017).

O efeito citotoxico de AgNP combinadas com QUIT foi reportado por Freire et
al. Foram propostas sinteses de diferentes tamanhos e formas utilizando-se os
redutores borohidreto de sodio e acido ascorbico. Os autores mostraram através dos
ensaios de artemia salina e MTT que as AgNP recobertas com QUIT foram pouco
toxicas frente as células de macrofagos de camundongos (FREIRE et al., 2016).

Por outro lado, o efeito de citotoxicidade para a combinacdo de AgNP, QUIT e
antibidtico ainda ndo foi reportado na literatura, o que torna o conhecimento dos
efeitos de citotoxidade das AgNP+QUIT+TC de extrema relevancia para futuras
aplicagdes dessas AgNP.

Assim como o observado na literatura foi encontrado uma forte relacao de dose-
dependéncia na ocorréncia de citotoxicidade das AgNP. No presente estudo, foi
observado que altas concentragdes de AgNP afetam de forma significativa a
viabilidade celular das células de fibroblastos bovinos o que esta de acordo com os
trabalhos anteriores utilizando outros tipos celulares(DAI et al., 2016;
GALANDAKOVA et al., 2016)

Foi observado que a utilizagdo da QUIT como agente estabilizante aumentou a
biocompatibilidade para as células de fibroblastos bovinos quando comparadas com as
AgNP recobertas com citrato, o que estd de acordo com o trabalho publicado por
Ahmed et al.(AHMED et al., 2017).

Foram observadas ainda que as combinagdes de AgNP+QUIT apresentam uma
baixa citotoxidade para as concentragdes de 0,2 ¢ 0,1 pg.mL™ o que também foi obtido

por Freire ef al.(FREIRE et al., 2016).
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4.6.2. Estudo das interacoes das AgNPs em células bacterianas

A interagdo das AgNP frente as bactérias K. pneumoniae e S. aureus foi avaliada
por microscopia eletronica de transmissdo (TEM). Para este estudo foram utilizadas as
sinteses do coloide B. As imagens TEM das bactérias K. pneumoniae e S. aureus sao
apresentadas na Figura 73. Essas micrografias mostram que as AgNP interagem com a
parede e / ou membrana celular tanto da bactéria Gram-positiva (S.aureus) quanto da
bactéria Gram-negativa (K.pneumoniae), o que promove mudangas na morfologia da
parede celular induzidas pela presenga das AgNP.

Figura 73: Imagens de microscopia eletronica de transmissdo da bactéria K.
pneumoniae na auséncia (A) e na presenga (B) e (C) das AgNPs; e da bactéria S.
aureus na auséncia (D) e na presenga (E) e (F) das AgNPs

VAT

Fonte: Elaborado pelo proprio autor
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5.CONCLUSOES

A adsor¢ao do TI sobre a superficie metalica da prata preservou a estabilidade
do coloide de prata quando os espectros UV-VIS foram obtidos imediatamente apos
mistura. Ap6s 3 horas de adsor¢ao ocorreu agregagao da suspensao com deslocamento
da banda LSPR para a regido do vermelho. Os espectros SERS mostraram que o
antimicrobiano TT adsorveu sobre a superficie metdlica da prata através do grupo nitro.
Na presenca do 2-mercaptoetanol o anel imidazolico ficou em angulo em relacdo a
superficie metalica da prata, enquanto que na presenca do HCl o par i6nico
envolvendo o nitrogénio N3 protonado e o ion cloreto coadsorvido, levou a uma
geometria perpendicular do anel imidazdlico em relag@o a superficie metalica da prata.

Os espectros UV-VIS do MT mostraram comportamento muito similar que o
observado para o TI, sendo isto devido a estes dois antimicrobianos serem da classe do
nitroimidazol, ou seja, apresentam o mesmo grupo cromoéforo. Os espectros SERS
mostraram que o antibidtico MT adsorveu sobre a superficie metalica da prata através
do grupo nitro com o anel imidazélico perpendicular em relagio a superficie metalica
da prata. O modificador de superficie 2-mercaptoetanol perturbou a interacdo com a
superficie da prata e a presenca do PVA levou a um distanciamento ainda maior do
MT em relagdo a superficie metalica.

A adsor¢@o do AZ sobre a superficie metalica da prata ocorreu sem a perda da
estabilidade do coloide de prata. Os espectros SERS mostraram que o antibiotico AZ
adsorveu na forma anidnica (AZ>) sobre a superficie metéalica da prata através do
carboxilato com o anel tiazdlico proximo da superficie. Na presenca do 2-
mercaptoetanol, o anel tiazolico ficou em angulo em relag@o a superficie metalica da
prata, devido a formacio de ligagdes de hidrogénio entre AZ> e o 2-mercaptoetanol.

Os espectros SERRS e RR do antibidtico RP, obtidos utilizando linha laser de
comprimento de onda em 532 nm,apresentaram algumas similaridades na auséncia do
2-mercaptoetanol, mas a modificagdo da superficie da prata com esta mercaptana
promoveu mudancas significativas no padrao espectral, que foram atribuidas a alta
influéncia da superficie metalica sobre a estrutura eletronica do sistema m-conjugado.

O espectro SERS da RP adsorvida em AgNP, obtido utilizando radiagdo
excitante de comprimento de onda em 633 nm, mostrou que o efeito Raman pré-

ressonante teve uma pequena influéncia no padrdo espectral SERS na auséncia e
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presenca do 2-mercaptoetanol. No entanto, tal efeito foi relevante quando ion cloreto
foi utilizado como modificador de superficie, devido a adsor¢do da RP ocorrer via
mecanismo de par idnico através do grupo amonio protonado. Quando o espectro
SERS foi obtido utilizando-se AuNP e excitacdo em 633 nm, o espectro SERS da RP
mostrou mais influéncia de efeito Raman pré-ressonante, a qual foi minimizada na
presenca do 2-mercaptoetanol coadsorvido.

O espectro SERS da RP adsorvida sobre AuNP obtido utilizando-se linha laser
de comprimento de onda em 1064 nm, ndo mostrou mudangas significativas no padrao
espectral SERS na auséncia e presenga do 2-mercaptoetanol, pois este nao modifica o
sitio molecular envolvido na interacdo com a superficie metalica, agindo simplesmente
como um espacador , que mostra-se relevante na alteracdo dos padrdes espectrais
SERS apenas quando o efeito RR esta presente.

A espectroscopia SERS permitiu estudar os sitios de interacdo dos
antimicrobianos TI, MT, AZ, RP e TC adsorvidos sobre superficies metélicas de ouro
ou prata. O conhecimento do sitio que estd envolvido na adsor¢do ¢ importante para
viabilizar futuras aplicagdes em sistemas de carreamento de farmacos.

Os ensaios de citotoxicidade das AgNP+QUIT+TC, AgNP+QUIT, AgNP, TC e
QUIT mostraram que a QUIT e a TC s3o pouco toxicas frente as células de
fibroblastos bovinos. O uso das concentracdes finais 2, 0,2 ¢ 0,1 ug.mL™" para os
tratamentos utilizados mostraram viabilidade celular das células de fibroblastos
quando foi utilizado o ensaio de MTT. Diferenca significativa entre a amostra controle
e os tratamento AgNP na concentragdo 2 pg.mL" foi observado para o tempo de
interacdo de 24 h, enquanto que para o tempo de 48 h observou-se diferenca
significativa para os tratamentos de AgNP+QUIT e AgNP na concentracdo de 2
ng.mL™. As imagens de microscopia 6tica dos tratamentos utilizados mostraram que
as AgNP+QUIT+TC, AgNP+QUIT, AgNP modificam de forma significativa a
morfologia das células de fibroblastos bovinos. No entanto, essa modificagdo ndo esta
diretamente relacionada a processo de morte celular mostrando valores de viabilidade

altos nos ensaios de MTT.
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ANEXO 1

Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman assim como a espectroscopia no infravermelho permite
o estudo das transi¢des vibracionais de uma determinada molécula. O efeito Raman foi
descoberto em 1928 por Chandrasekhara Venkata Raman, e consiste na observagao do
espalhamento inelastico de luz apo6s uma radiagdo monocromadtica atingir uma
determinada amostra (RAMAN; KRISHNAN, 1998). O fendmeno do espalhamento ¢
gerado a partir de uma fonte de excitagdo monocromatica, com energia hvy, que ao
atingir uma molécula leva esta para um estado de energia intermediéria (virtual) que
ndo ¢ um estado estacionario da molécula. Esta pode voltar para o mesmo nivel de
energia inicial, com o foton espalhado com mesma energia do foton incidente, o que
caracteriza o espalhamento elastico, conhecido como espalhamento Rayleigh, ou
decair para um estado vibracional excitado de energia e,, com o féton com energia
hvg-e,, menor que a energia do foton incidente, conhecido como espalhamento Stokes.
No espalhamento Raman anti-stokes o foton encontra a molécula ja num estado
excitado e apos interacao a molécula decai para o estado fundamental, e neste caso o
foton ¢ espalhado com energia hvgte,. Os mecanismos do espalhamento podem ser

representados pelo seguinte esquema (SALA, 2008):
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Figura 74: Mecanismos do espalhamento Raman
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Fonte: ADAPTADO DE SALA, 2008

Tanto a espectroscopia Raman quanto a espectroscopia no infravermelho
fornecem informagdes sobre a estrutura, a conformacao e o ambiente quimico de uma
determinada espécie molecular. No entanto, os fendmenos envolvidos sdo distintos, a
espectroscopia no infravermelho envolve a absor¢do de fétons em ressonancia com as
transi¢des vibracionais, enquanto que a espectroscopia Raman envolve o espalhamento
de fotons de forma ineldstica, o que leva a regras de selecdo distintas
(MCCREERY,2000).

O campo elétrico induzido por um momento de dipolo, P, pode ser decomposto
em componentes que oscilam com a mesma frequéncia do campo elétrico incidente E,
além de outras componentes cujas frequéncias sdo moduladas pelas frequéncias
vibracionais da molécula, dado pela seguinte equacao:

P = aFE (8)

A polarizabilidade pode ser entendida como a facilidade da molécula deformar a
nuvem eletronica na presenga de um campo elétrico (SALA, 2008).

A polarizabilidade, o pode ser desenvolvida em série de Taylor em func¢do da

coordenada interna q:

@ = a0+(a)oq+---. 9)
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Os termos de ordem mais alta podem ser desprezados, sendo isto devido a
pequena variagdo da coordenada q.
A coordenada q e o campo elétrico E sdo descritos por:
q = qocos(2mu,t) e E = Eycos (2mu,t) (10)
Onde vy e vy sdo as frequéncias vibracional e da radiagdo incidente. Se
substituirmos as equacdes 10 e 11 na equacdo (9), o momento de dipolo induzido

ficara:

P = ayE, cos(2muyt) + (Z—:) qoEocos(2muyt)cos(2mo,t)  (11)
0

Como cos(a) cos(b) = =[cos(a + b) + cos(a — b)]

N

P = ayE, cos(2mu,t)
1 /da
+ §<E>o qoEo{cos [2m(vy + vg)]t

+ cos[2m(vy — vg)|t}  (12)

O primeiro termo ¢é relativo ao espalhamento Rayleigh por conter somente a
frequéncia da radiacdo excitante. No segundo termo a frequéncia da radiacdo
espalhada (v, — vg) € relativa ao espalhamento Raman Stokes e (v, + vg) € relativo
ao espalhamento Raman anti-Stokes. Para que ocorra atividade Raman deve ocorrer
variagdo da polarizabilidade com a coordenada q, ou seja, (da/dq), # 0 (SALA,
2008).

Classicamente a intensidade das bandas Raman Stokes e anti Stokes deveriam
ter a mesma intensidade. No entanto, observa-se que as bandas Raman na regido
Stokes sdo mais intensas que as bandas Raman na regido anti-Stokes. Para explicar
este comportamento precisamos recorrer ao modelo quantico (SALA, 2008).

O momento de transicdo induzido pode ser escrito de acordo com a seguinte
equacao:

Bon = E(aij)mn (13)
Onde o sdo as componentes do tensor de polarizabilidade

A relacdo entre os componentes do momento de dipolo induzido e os

componentes do campo elétrico sao dadas pelas seguintes equagoes:
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P = ayyEx + ayy By + ay, E,
P, = ay Ex + ayE, + a,,E, (14)
P, =a,kE, + aZyEy +a,,E,

A integral do momento de transi¢ao € escrita como:

(@ij)mn = f wo iy, dt (15)

Na transicdlo Raman entre os estados m e n devem ser considerados os
componentes (0Lj)mn, Onde 1 € J sdo X,y ou z. Para haver atividade no Raman pelo

menos um dos componentes da integral do momento de transi¢cao deve ser diferente de
zero (SALA, 2008).

Considerando o desenvolvimento em série de Taylor

da;j
@ = o [ vindet (G2) [wavde o)
0

Se os estados vibracionais m e n forem diferentes a primeira integral do segundo
membro ¢ igual a zero pela ortogonalidade entre y,, € . Se os estados vibracionais m
e n forem iguais o primeiro termo corresponde ao espalhamento Rayleigh. Para o

segundo termo ser diferente de zero, ¢ necessario que sejam satisfeitas as condigdes:

1) (da” ) #0 uma das componentes do tensor de polarizabilidade deve variar

com a vibragao

2) [ v, qy,dtque rege a regra de selegdo, ou seja Av==1

A intensidade Raman de acordo com essas equacdes ira depender da
probabilidade de transi¢do, ou seja, do quadrado do tensor de polarizabilidade e da

quarta frequéncia da radiag¢do espalhada dada pela seguinte equagao:

I = (196;> \v ZZK%) (17)

Sendo I, a intensidade da radiacdo excitante e v a frequéncia da radiagdo

espalhada (SALA, 2008).

Dentre todos os fendomenos que podem ocorrer em uma molécula, o fendmeno

do espalhamento Raman apresenta uma baixa secdo de choque, 107°°-107%
2 , -1 . , . A e ,

cm”.molécula™, ou seja hd uma ineficiéncia intrinseca do processo, o que leva a

limitacdes da técnica, ocorrendo a necessidade de se utilizar altas concentragdes da
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amostra para a obtencdo de um espectro em solucdo (KNEIPP et al., 1999). Em
virtude dessa baixa secdo de choque a técnica de espalhamento Raman intensificado
por superficie (SERS) surge como uma alternativa para o estudo de monocamadas

adsorvidas em superficies metalicas de Ag, Au e Cu (DE FARIA et al., 1999).
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