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Resumo

Com cada vez mais destaque no meio academico. Nesta via a utilizacdo de hidroxiapatita
particulada (HAp) como um suporte para semicondutores e compostos naturais para a
aplicacdo em sistemas biolégico tornam-se de extremo interesse pela sua acgéo
antimicrobiana conhecida.Para obter tal material e avaliar suas propriedades estruturais e
guimicasv, foram sintetizadas 8 amostras as quais foram variadas a proporgéo de a-Ag2WO04
e a presenca de curcumina, esperando que 0s materiais obtidos tenham atividade
antimicrobiana. Para viabilizar tal composto, a hidroxiapatita foi sintetizada por meio de uma
cooprecipatacao em refluxo com rigidos controles de temperatura e pH, em seguida por uma
sintese in situ, tivemos a obtencao da prata suportada em hidroxiapatita por meio do método
sonoquimico e por ultimo foi realizada a ancoragem da curcumina, obtendo, portanto, o
material final e realizando a caracterizacdo das amostras em DRX, FT-IR e MEV. Os
resultados obtidos foram promissores, visto que pelo difratograma foi observado a obtencao
de uma fase relacionada ao a-Ag2WO04, bem como na espectroscopia de infravermelho foram
observadas bandas relacionadas a curcumina, além do mais, 0 material se mostrou eficiente
contra o fungo C. Albicans, especialmente as amostras HAp-AWO-30%-Cur que em pequenas
concentracdes teve 99,0% de eficiéncia contra especies fungicas sendo potencialmente
aplicado contra demais patégenos para a utilizacdo em implantes 6sseos e odontologicos.

Palavras-chave: material; hidroxiapatita; curcumina; compdsito



ABSTRACT

The development of materials that have antimicrobial properties are increasingly
highlighted in the academic environment. In this way, the use of hydroxyapatite (HAp)
as a support for semiconductors and natural compounds for application in biological
systems becomes of extreme interest due to its known antimicrobial action. the
proportion of a-Ag2WO0O4 and the presence of curcumin were varied, hoping that the
materials obtained would have antimicrobial activity. To make this compound viable,
the hydroxyapatite was synthesized by means of a co-precipitation in reflux with strict
temperature and pH controls, then by an in situ synthesis, we had to obtain the silver
supported on hydroxyapatite by means of the sonochemical method and finally it was
performed the anchoring of curcumin, obtaining, therefore, the final material and
carrying out the characterization of the samples in XRD, FT-IR and SEM. The results
obtained were promising, since by the diffractogram it was observed that a phase
related to a-Ag2WO4 was obtained, as well as in the infrared spectroscopy bands
related to curcumin were observed, in addition, the material proved to be efficient
against the fungus C. albicans, especially the HAp-AWO-30%-Cur samples, which in
small concentrations had 99.0% efficiency against fungal species. Against another
types of vitruses and bacterials , this material can be effective and usable in bone and
odontological implants

Keywords: materials; hydroxyapatite; curcumin; composite
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1 Introducéo

1.1 Biomateriais: Importancia Historica, Cientifica e Econbmica

Na sociedade moderna os chamados biomateriais tém grande destaque para a
evolucao técnico-cientifica da humanidade para a aplicagdo em nanotecnologia. A
area da saude é o setor com a maior parcela de utilizacdo destes materiais, dentre
elas temos a area de biossensores, dispositivos para a liberacdo de medicamentos,
curativos e em materiais implantaveis. Uma das definicdes para um biomaterial é este
ser um conjunto de materiais que irdo entrar contato com sistemas bioldgicos,
independente da sua origem ser natural ou sintética, podendo estar nos mais variados
modelos (solidos, liquidos, pastas, géis, etc.).Sua aplicacdo pode ser realizada pela
composic¢ao de um sistema , como a adicdo em um pino de tinanio visando a melhor
aceitacao do implante pleo organismo (Ratner et al., 2004).

A utilizacdo de biomateriais € datada desde os primérdios da humanidade. ,
como exemplos, temos o0 uso de implantes dentarios compostos a partir de metais
Franca em 200 ,bem como na América em 600 A.C foramencontrados implantes
dentarios de calcario provenientes de conchas, que posteriormente foram
desenvolvidos na forma das popularmente denominadas dentaduras como explicitado
na Figura 1 (Pires et al.,, 2015).Estes casos evidenciamcomo a humanidade se
reinventa no setor de materiais para solucionar alguns problemas e melhorar a

gualidade de vida.

Figura 1: Protese dentaria utilizada pelo povo Maia.

Fonte: megacurioso.com.br
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Na metade do século XX, a procura por materiais para aplicagdes tiveram
um novo enfoque, a busca por materiais inertes, esta caracteristica exige que o
material ndo intervenha (ou atrapalhe) a atividade biologica. Todavia a evolugao na
aplicagdodestes materiais acabou deixando os materiais inertes em segundo plano,
a nova tendéncia consistia na aplicacdo de materiais bioativos para otimizar a
recuperacdo de tecidos, com um certo enfoque em tecidos 6sseos (Ratner et al.,
2004). Como proxima etapa destes desenvolvimentos ocorreu a elaboracdo de
materiais biodegradaveis os quais séo implantados, incorporados e bioabsorviveis.
A Ultima etapa do processo de desenvolvimento foi a elaboracdo de materiais
biomiméticos estes atuam de modo distinto a acdo destes consiste em uma
recuperacdo ativa do tecido, como por exemplo estimular a producdo celular
(Holzapfel et al., 2013).

A Figura 2, mostra as etapas de desenvolvimento de um biomaterial (Pires et
al., 2015b).

Figura 2: Relacédo entre potencial regenerativo e evolucao do tempo dos

materiais aplicados em sistemas bioldgicos.
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Fonte: Pires et al., 2015b.

Para a elaboracdo de um biomaterial € inicialmente necessario identificar um
potencial de aplicagédo visando solucionar algum problema recorrente. Em seguida ao
definir o material, ele sera analisado para que sua aplicacdo em sistemas biolégicos
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seja possivel, dentre esses testes temos a biocompatibilidade, a toxicidade a
biodegradabilidade e a bioabsor¢éo(ou biodegradagéao.

A biocompatibilidade consiste na aceitacdo do organismo em relacdo ao
material ,outro fator impactante para a aplicacdo do material € sua toxicidade em
sistemas bioldgicos. Apds estes ensaios também se faz necessaria a aplicacao de
testes regulatorios, estudos, triagem clinica e acompanhamento a longo prazo. Entre
0s testes mais importantes sdo os de toxicologia e os de biointeracdo que sao
realizados in vitro e in vivo, para confirmar as caracteristicas desejadas do material
(Pires et al., 2015b).

Porém, diversos fatores influenciam a aplicacdo do material no organismo,
alguns deles sao: a proliferacdo celular, citotoxicidade, hemocompatibilidade,
estimulacdo de adesao e alergenicidade. Estes fatores séo relevantes para avaliar a
capacidade do material e consequentemente para sua classificacéo e possibilidades
de aplicacdo no organismo para os testes in vitro e in vivo, bem como para a
elaboracdo de um produto final; Além destes fatores, as caracteristicas fisicas dos
materiais também podem afetar a biocompatibilidade (Hubbell et al., 1995). Na Tabela
1, esta explicitado a classificacdo dos biomateriais de acordo com a reacdo com as
células no sistema biologico o qual o material sera inserido.

Estes fatores sédo relevantes para avaliar a capacidade do material e
consequentemente para sua classificacéo e possibilidades de aplicacado no organismo
para os testes in vitro e in vivo, bem como para a elaboracdo de um produto final,
Além destes fatores, as caracteristicas fisicas dos materiais também podem afetar a
biocompatibilidade (Hubbell et al., 1995)

Na Tabela 1, esta explicitado a classificacdo dos biomateriais de acordo

com a reacao com as células no sistema bioldgico o qual o material sera inserido.

Tabela 1: Classificacéo dos biomateriais e as rea¢cdes ocasionadas por eles

no organismo.

Classificacéo Reacdo no Organismo

Toxicos Sao téxicos os materiais que ocasionam
morte celular ao redor do material implantado
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Nao Toxicos/Inertes S&o inertes os materiais que ocasionam a
formagé&o de um tecido fibroso no entorno do

implante.

Nao Toxicos/Bioativos S&o bioativos os materiais que sdo
biologicamente reconhecidos e geram o

aparecimento de fatores de adeséo.

Nao Téxicos/biodegradaveis S&0 os materiais que ocasionam o
crescimento celular de maneira saudavel e
substituindo a matriz que constitui o material, o qual

sera absorvido pelo organismo.

Fonte: Prépria adaptado de Pires et al., 2015

O interesse crescente na area de biomateriais tem reflexos diretos na economia
brasileira, no ano de 2020 a parcela de impacto na economia representada foi de US$
3,78 bilhdes e o valor previsto no periodo até 2028 é de US$ 8,66 bilhdes, isto em
relacdo a CAGR (Taxa de crescimento anual composta), a qual gira em torno de
10,7%. Um fator que auxiliou um crescimento na area da saude deve-se a ocorréncia
de diversas doencas e a mudanca na configuracao da piramide etaria do brasil devido
a melhora na qualidade de vida nos dltimos anos, hoje temos o cenario com um
envelhecimento da populacdo e um aumento na longevidade sendo visivel na

piramide etaria brasileira presente na Figura 3.

Figura 3: Piramide etéria brasileira.

Populagiic residente, segundo o sexo e o3 grupes de idade (%)

e — —
e — ——— 0
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Fonte: IBGE-2020

Em relagdo ao mercado global, o cenario é bem semelhante ao que foi relatado

no mercado nacional, 0 aumento de doencas crbénicas e cardiovasculares geram uma
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demanda por novas tecnologias para o tratamento dessas doencas, influenciando no
aumento de pesquisas na area da medicina regenerativa, consequentemente a
procura por locais que valorizem pesquisas neste setor tornam-se atrativos para

investimentos, como pode ser visualizado na Figura 4.

Figura 4: Relacao do mercado global de biomateriais.

Perspectiva do Mercado de Biomateriais no Mundo no periodo

2020-2028.

USD:35,5 Bilhdes

USD:47,5 Bilhdes

Fonte: zionmarketresearch.com

Porém, com a reabertura do mercado nacional e Internacional somado ao
destaque que os materiais hanométricos tiveram no controle da pandemia geram um
otimismo no setor pela demanda crescente e o potencial notavel do setor. Na Figura
55 é dada a tendéncia do setor no periodo atual até 2028. Bem como é msotrada a

parcela de mercado referente a cada biomaterial.

Figura 5: Perspectiva do Mercado de Biomateriais no Brasil no periodo
2020-2028

Mercado Brasileiro de Biomateriais
(Bilhdes de U$D)

101
800 4

® Ceramicos
600
00 378 * Metalicos

253
200 4 b (oS
=0 l l I I = Poliméricos
016 2007 2018 2018 020 2001 202 202 2020 2025 2026 00 208

Ano

Divisao do Mercado Brasileiro de Biomateriais,

por classificagao de material 2020(%)

8

Revenda (Bilhdes de USD)

Fonte: marketsandmarkets.com
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Vale ressaltar que as relagbes de investimentos por pais na area de
biomateriais, desta maneira, biomateriais a base de hidroxiapatita podem auxiliar no
desenvolvimento cientifico do pais por intermédio da inovacdo, portanto as
propriedades j& conhecidas do material, sendo a mais caracteristica 0 aumento na
propriedade de crescimento 6sseo por intermédio da hidroxiapatita, aliando este
biomaterial a outros materiais e compostos com propriedades que colaborem e
otimizem a osteoinducao (Ripamonti et al., 2012), bem como a unido da hidroxiapatita
com um semicondutor sejam capazes de eliminar patégenos e evitar inflamacdes,
sera obtido um material com uma excelente capacidade de regeneracao 6éssea e com

propriedades antimicrobianas

1.2 Fosfato de Calcio-Hidroxiapatita

Os animais vertebrados tem sua matriz 6ssea constituida por fosfato de calcio
e colageno, sendo estes dois um de origem organica e o outro de origem inorganica.
O fosfato de calcio é a forma quimica de uma familia de minerais compostos pelo
cation (Ca?") e o anion ortofosfato (PO4*), anion metafosfato (PO%*) e o anion
pirofosfato (P20.4") (Elliott et al., 2002) os compostos constituidos pelos ions
anteriormente citados correspondem a praticamente 60% em massa dos 0ssos. Os
minerais com os ions em proporcado de 1,5 de Ca:1,67 de P foram denominados como
apatitas, com o significado de “enganar”, nomenclatura criada por Abraham Gottlob
Werner (Eliaz & Metoki, 2017). As primeiras pesquisas em relacdo a composicao
0ssea surgiram no século XVII, no ano de 1769 Johan Gottlieb Gahn pela primeira vez
descobriu a presenca dos elementos CaP nos ossos (Hench & Thompson, 2010) e no
ano de 1777 o Carl Wilhelm Scheele foi capaz de produzir fésforo a partir de cinzas
de ossos (Dorozhkin, 2013). Neste mesmo século os franceses Antoine Francois
Comte de Fourcroy e Nicolas Louis Vauquelin encontraram a forma acida CaP a
chamada (MCPM)-fosfato monocalcico monohidratado, (MCPA)-fosfato monocalcico
anidro, (DCPA, monetita) - fosfato de calcio anidro e (DCPD, brushite) - dicalcio fosfato
dihidratado (Dorozhkin, 2013). No periodo de 1805-1814, foram desenvolvidos
métodos para identificar como ocorre a composi¢cao 6ssea (Dorozhkin, 2013) e 1827
0 quimico alemédo Gustav Rose definiu a composi¢céo das apatitas com o termo fosfato
tribasico de calcio, sendo este grupo de compostos dados por: a-fosfato tricalcico
(TCP) e B-TCP (Dorozhkin, 2013).
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A aplicacdo destes compostos em sistemas bioldgicos iniciou-se no final do
século XVII, mais especificamente no ano de 1797, com o objetivo de tratar a doenca
do raquitismo, esta condigado consiste em um enfraquecimento dos 0ssos o0s deixando
propensos a envergar (Dorozhkin, 2010). No Século XIX, os estudos para aplicacdo
destes fosfatos sdo registrados para aplicacdo em enxertos 6sseos; o médico alemao
Philip Franz von Walther iniciou o processo de aplicagdo de enxertos 06sseos
substituindo pedacos de créanio (Eliaz & Metoki, 2017). Neste mesmo século, 60 anos
mais tarde, foi relatada a reconstru¢do de um imero com a utilizacao de uma tibia de
uma crianga com raquitismo com resultados promissores (Dorozhkin, 2010). A partir
desses resultados tivemos a elaboracdo do que seria o primeiro compdésito artificial
denominado de lacto fosfato de cal, sendo basicamente constituido por p6 de CaP
com &cido latico (Eliaz & Metoki, 2017).

Em 1920, o cirurgido Fred Houdlette Albee realizou a primeira tentativa de
implantar um CaP artificial para recuperar fraturas em ossos de coelho, utilizando o
TCP, uma das formas do CaP, os quais foram capazes de otimizar o crescimento e
regeneracao do tecido, bem como, deixando-os mais unidos (Dorozhkin, 2013), apos
a vasta compreensao das propriedades deste material, tivemos um avango nas areas
de ciéncia e tecnologia que no inicio do século XX permitiram estudar a forma
estrutural das apatitas (Eliaz & Metoki, 2017). Na década de 30, acontecem as
primeiras descricbes das estruturas cristalinas das CaP (Eliaz & Metoki, 2017),
diferenciando as formas naturais a-TCP e B-TCP (Eliaz & Metoki, 2017). Na década
seguinte, o equilibrio entre sistemas de calcio e fosfato, como por exemplo o CaO—
P>0s—H-0, foram estudados.

Nos anos 50, as denominadas apatitas foram distinguidas dos demais fosfatos
de célcio, pela sua capacidade osteoindutiva (Eliaz & Metoki, 2017; Dorozhkin, 2012).
Nesta mesma década tivemos o termo osteoinducdo definido, sendo determinado
como a capacidade de um material induzir o processo de génese deste material,
sendo reportado por processos de cicatrizacao 6ssea., 0 material é inserido no tecido
0sseo e estimula o crescimento de osteoblatomeros. A hidroxiapatita fornece os
principais minerais constituintes da matriz 6ssea pela troca de carbonatos presentos
no organismo pelos fosfatos presentes na esturtura, tornando o0 compostos mais
so6luvel e facilitando a reconstrucdo 6ssea. O outro fendmeno definido neste periodo
foi o de osteointegracdo, que € uma pequena pelicula formada pela construcdo ou

reconstrucdo do tecido 6sseo. O outro fenbmeno definido neste periodo foi o de
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osteointegracao (Brinemark, 1983). que consiste na criacdo de uma interface entre o
material implantado e o tecido danificado, criando uma regido na qual a atividade de
cicatrizagao ocorre junto de uma regido ativa do material.

Na década seguinte foi descrita a forma amorfa do fosfato de célcio, sendo a
parte minoritaria das estruturas denominadas como “apatitas”, a descricdo desta
estrutura, permitiu que modelos fossem desenvolvidos para implantes 6sseos bem
definidos, seguindo o processo de desenvolvimento de biomateriais anteriormente
citados (Eliaz & Metoki, 2017). A estrutura com maior nivel de utilizagao foi o 3-TCP,
como por exemplo no estudo de defeitos periodontais (Eliaz & Metoki, 2017), nas
demais aplicacbes o HAp (Hidroxiapatita nanoparticulada) foi utilizado em uma forma
cilindrica em raizes dentarias para favorecer a osteinducédo em situacdes de rapida
reposicao (Denissen & de Croot, 1979).

Nos anos 80, com a utilizacdo em implantes dentarios sendo difundida, a forma
HAp tornou-se fundamental nos estudos e aplicagbes saindo do nicho ortodéntico e
atingindo a area ortopédica pela sua 6tima capacidade osteogénica (Eliaz & Metoki,
2017). Até a década de 90, a forma HAp dominou o setor de biomateriais, todavia a
descoberta das possiveis aplicacdes da forma nanométrica desta estrutura no ano de
1994 alteraram a tendéncia vista até entdo. Seguindo a linha cronoldgica,nos dias
atuais a HAp-nano tem destaque na area de biomateriais com uma gama de aplicacéo
desde a area de implantes, drug-delivery e bioimageamento, etc (Ledén & Jansen,
2009; Machado et al., 2018).

A forma selecionada para a elaboracdo do compdsito deste estudo € a HAp-
nano, a homenclatura deste material determinada pela IUPAC é Hidroxido de Penta
Célcio Trifosfato, a forma mais estavel dos CaP. Pode ser obtido por vias sintéticas
ou naturais por alguns métodos de sintese, a forma desta estrutura nanométrica é
bem préxima do mineral que compde a matriz 6ssea dos seres humanos, o que lhe
confere uma capacidade bioativa e osteocondutora (Dorozhkin, 2010).

A estrutura cristalina deste material estd em uma estrutura monoclinica com a
presenca de um grupo espacial P21/b.Ao elevar a temperatura, temos uma mudanca
da estrutura monoclinica para a hexagonal na faixa de 250 °C, o grupo espacial desta
fase é definido como P63/m, a estrutura se ordena quando a faixa de temperatura
retorna a 25 °C. Com esta estrutura hexagonal estabilizada é obtida a forma mais
amplamente utilizada na area de biomateriais (Machado et al.,, 2016). Para uma

melhor representacao, a Figura 8 ilustra a estrutura cristalina da HAp Hexagonal.
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Figura 8: Estrutura tridimensional dos cluster que formar hidroxiapatita

hexagonal

Hidroxiapatita Ca,,(PO,)s(OH), Simetria: Hexagonal (P6,/m)

Fonte: Machado et al., 2016

Na estrutura estéo representadas as menores partes constituintes da HAp, dois
jons calcio ocupando dois sitios em um eixo trigonal, nas posicdes: 1/4, 3/4, 1/2 e 3/4,
1/4,1/2. Os demais ions calcio posicionam-se em formato de triangulos no eixo 63 da
estrutura nas posigbes: z = 1/4 e z = ¥%., sendo estes formas monovalentes da
estrutura, 0s quais sdo meios mais estreitos enquanto na posicao z=1/2, temos uma
regido mais espacgada, as quais os ions PO3z" sdo localizados formando uma estrutura
na forma de um hexagono distorcido (Gomes et al., 2019).

Para justificar a caracteristica osteocondutora e as demais propriedades, o
HAp-nano é capaz de trocar os anions PO4*> por CO3s?, esta alteracéo de fosfato por
carbonatos alteram a solubilidade do material influindo diretamente na capacidade
bioativa no material, sendo mais solUvel e mais propenso a reagir (Gomes et al., 2019;
Machado et al.,, 2016). A estequiometria dos elementos € ponto chave para a
estabilidade e atividade do material, dado anteriormente a propor¢édo entre Ca e P
deve ser de (~1,67), caso seja diferente desta proporcdo, os parametros de rede
podem variar e outra estrutura ser obtida (Dorozhkin, 2012; Eliaz & Metoki, 2017; J.C
Elliot, 1994).
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A forma natural da HAp estd num estado nano cristalino enquanto as HAp
nanoparticulas, sdo a forma nanométrica das HAp, as quais tém ao menos uma das
dimensbes menores que 100nm. Este nanomaterial foi estudado e demonstrou ser
excelente em aplicacdes de integracdo 0ssea, indicando que a formacdo de um
coating ou um compdésito pode de extremo interesse para essa area (Akindoyo et al.,
2018; Haider et al., 2014).

A atividade biolégica deste nanomaterial é superior se comparada as demais
formas, podendo ser justificada pela relacdo entre o volume da particula e area
superficial, bem como, auniformidade das nanoparticulas também podem ser um fator
diferencial que confere uma atividade mecanica otimizada (Machado et al., 2016).
Outro fator determinante para a utilizacdo é a reatividade otimizada que auxilia a
proliferacdo de osteoblastos e facilita a deposicdo dos minerais necessarios. (Ferraz
& Monteiro., 2004).

Vale ressaltar que as propriedades anteriormente citadas também sdao
observadas para a forma micro-HAp, todavia ocorrem em escala menor e de modo
mais lento (Ferraz & Monteiro., 2004). Uma propriedade que vem sendo explorada
recentemente sdo as propriedades fluorescentes da forma nanoparticulada de HAp,
as quais podem ser amplificadas com a dopagem por lantanideos, essa possibilidade
permite aplicacbes que ndo se restringem a regeneracdo 6ssea, mas também a
obtencdo de bioimagens celulares (Machado et al., 2018). A versatilidade deste
material é enorme, podendo atuar em sistemas de entrega de medicamentos por sua
nao toxicidade (Lara-Ochoa et al., 2021).

Diante do descrito aneteriormente, a hidroxiapatita em sua forma
nanoparticulada se mostra como um material extremamente versatil para a aplicacéo
em sistemas biolégicos, podendo atuar como coating em implantes, ser injetado
favorecendo a osteogénese e até na obtencéo de bioimagens tornam este um material
de interesse para a pesquisa e elaboracdo de um compasito inovador e eficiente com

outros materiais ceramicos que possam otimizar tais propriedades.

1.3 Tungstato de Prata
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O Tungstato de prata Ag2W0O4 tem recebido atencao consideravel nos ultimos
anos devido as suas caracteristicas atrativas, apliciveis em uma ampla gama desde
a area de sensores, fotocatalisadores e com uma efetiva atividade antimicrobiana de
cenarios praticos. O Ag2W04 é um material semicondutor multifuncional de banda
larga que apresenta polimorfismo estrutural e pode cristalizar em trés estruturas
diferentes. Dentre elas, a fase a &, termodinamicamente, a mais estavel (Lin et al.,
2015; van der Berg et al., 1979). Além do a, com estrutura ortorrdbmbica e grupo
espacial (Pn2n), existem as fases - e y- metaestaveis, com estrutura hexagonal e
grupo espacial (P63/m) e estrutura cuibica e grupo espacial (Fd3m), respectivamente.
O a-Ag2WO04 apresenta propriedades estruturais Unicas com uma ampla gama de
propriedades elétricas e opticas que podem oferecer amplas aplicagdes, incluindo
fotocatalise, sensores de gas, agentes antibacterianos e antifungicos e emissao de
fotoluminescéncia, entre outros. (Cavalcante et al., 2012; Silva et al., 2014; Dai et al.,
2010a; Chavez et al., 2018; Lin et al., 2015; Roca et al., 2015; Suthanthirara & S.;
Tang & Ye, 2005).

Os polimorfos de Ag.WO4 foram sintetizados por coprecipitagcdo (Gupta et al.,
2016; Ng & Fan., 2016) método hidrotermal convencional (Liu et al., 2015) ,método
sonoquimico (Nobre et al., 2019; Zinatloo-Ajabshir et al., 2020), e troca idnica simples
(Wang et al.,, 2019). Recentemente, a coprecipitacdo controlada foi relatada na
preparagdo de B-Ag.WO4 metaestavel, onde a adicédo de fons Eu3* foi utilizada como
agente estabilizador da fase p metaestavel. (Gupta et al., 2016)

Da mesma forma, por meio de um processo de coprecipitacdo simples na
presenca de tensoativos atuando como estabilizador de fase, outros autores também
relataram a obtencéo desse polimorfo (Dai et al., 2010b; X. Y. Zhang et al., 2015). A
preparacao de B-Ag2WOs por via convencional de precipitacdo, sem qualquer
procedimento, também foi relatado (Roca et al., 2016; Gupta et al., 2016b; Lemos et
al., 2016). No entanto, até o momento, a preparacao de y-Ag.WO. metaestavel foi
pouco relatada. Por exemplo, este polimorfo foi obtido através de um método simples
de precipitacdo controlada a temperatura ambiente e com auxilio de surfactante
(Andrade Neto et al., 2020; Roca et al., 2017). No entanto, esses processos de sintese
séo frequentemente ndo seletivos porque envolvem a producdo de uma mistura dos
diferentes polimorfos e também afetam suas dimens@es, morfologia, microestrutura e

funcionalidade subsequente significativamente. Diferentes condi¢des de sintese



21

produzem diferentes polimorfos e destacam a complexidade da paisagem de energia
durante o processo de formacgao do cristal.

Do ponto de vista cientifico, o interesse é fornecer rotas novas e seletivas para
sintetizar polimorfos a-, B- e y-Ag2WO4 separadamente. Assim, alguns estudos
apresentam uma investigacdo experimental e tedrica dos polimorfos Ag2WOa4, que
foram sintetizados seletivamente a partir de dois precursores comuns gracas ao
controle cuidadoso das condi¢des de sintese, o que revelou uma forma alternativa de
controlar 0 polimorfismo do Ag2WOq4 (Roca et al., 2021).

Estabelecer a estrutura em escala atbmica das superficies € um passo
fundamental para a modelagem desse tipo de material. Guiados pelos achados da
teoria funcional da densidade (DFT), a morfologia, o controle de defeitos de seus
mecanismos antibacterianos e fotocataliticos para compreender, podem prever e
explicar como eles surgem(Alvarez-Roca, 2016). O papel da coordenacéo local dos
cations Ag e W nos trés polimorfos, juntamente com o processo de cristalizagcdo em
funcdo da quimica da solucéo, foram definidos, permitindo se propor um mecanismo
para a nucleacdo e processos de crescimento usando o conceito de clusters, [AgOy]
e [WOy], como blocos de construgdo das diferentes fases a-, B- e y. E valido lembrar,
que por ser um semicondutor, o Ag>WOs pode amplificar suas propriedades
antimicrobianas, cataliticas e sensoras com a iluminacéo, visto que a limitacdo da
acao deste semicondutor é a recombinacao e/h*, que apesar de ocorrer em menor

intensidade no escuro, é extremamente amplificada sob radiacao.

1.4 Atividade Antimicrobiana

Os estudos sobre materiais nanoestruturados estao cada vez com um destaque
maior, pois as propriedades destes séo diferentes e, frequentemente, melhores do
gue aquelas referentes aos materiais convencionais, que apresentam estruturas em
uma escala micrométrica (Baruah & Dutta, 2009). Estas propriedades incluem
confinamento quantico em semicondutores, ressonancia de plasmons de superficie
em metais, e superparamagnetismo em materiais magnéticos, devido a um aumento
substancial da fracdo de 4tomos ativados na superficie e a otimizagdo dos efeitos
superficiais. Nanoparticulas podem servir de alicerce para construir materiais sélidos
estruturados, desde que haja controle da forma, tamanho e aglomeragcdo das

nanoparticulas (Subedi, 2014) Desta forma, solidos nanoestruturados podem ser
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sintetizados com um alto controle de morfologia, partindo-se de nanoparticulas
individuais em disperséo e coloides estabilizados em liquidos (Ichikawa et al., 2003).
Dispersdes de nanoparticulas de éxidos, em particular, podem ser utilizadas para a
obtencao sensores (Koh & Josephson, 2009),membranas inorganicas (Shchukin &
Caruso, 2003), eletrélitos para células combustiveis (Vidal-Iglesias et al., 2012),
conversao de energia solar (Chen et al., 2018), water spliting (Fominykh et al., 2014),
catalisadores (Prieto et al., 2013) e materiais antimicrobianos.

Por se tratar de uma aplicacdo nova, estudos dos métodos de sintese e
aplicacbes dos materiais nanométricos sdo necessarios, visto que as propriedades
destes materiais sdo diferentes. A regido de contorno entre as nanoparticulas
desempenha papel tdo importante quanto a estrutura, tamanho e natureza quimica.
Tal efeito € ocasionado, pois se acumula energia em excesso nas interfaces, que sao
regides com alta densidade de defeitos. Isto permite a preparacdo de uma grande
variedade de materiais com diferentes propriedades (Cilek & Karaca, 2015) . No
entanto, se estes fatores nao forem bem controlados, nenhuma aplicacao tecnologica
€ possivel, pois a sua reprodutibilidade fica totalmente comprometida. Para o
desenvolvimento da nanociéncia e nanotecnologia, os estudos sobre crescimento de
cristal, evolucdo do processo da morfologia e os correspondentes mecanismos séo
de extrema importancia. Assim, novas estratégias de controle morfolégico e tamanho
de particula tem se tornado alvo de grande interesse de pesquisas (Assis et al., 2021).

Dentre suas aplicacfes, materiais nanoestruturados surgem como potenciais
agentes antimicrobianos devido as suas propriedades quimicas e fisicas Unicas
(Ghaffari et al.,, 2021). Por meio destes, torna-se possivel a modificacdo e a
maximizacdo das suas propriedades, controlando seu tamanho, area de superficie e
forma (Xu et al., 2006).

Diariamente, a nanotecnologia se solidifica em muitos dominios distintos da
sociedade e setores industriais, tais como: saude, alimentos, tecnologias da
informacédo, eletronica, energia e meio ambiente. Novos produtos derivados dos
avancos da nanotecnologia exigem novos materiais, especificamente nanoparticulas
funcionais. Nanomateriais baseados em metais e 6xidos semicondutores sdo de
particular interesse industrial devido as suas propriedades e aplicacbes exclusivas,
tanto em tecnologia quanto em biomedicina.

Uma vez definida a melhor morfologia e método de sintese, é necesséria a

formacéo da interface metal/semicondutor, para potencializar a atividade biocida do
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material. O desenvolvimento e o uso de heterojunc¢des, compostos por um metal e
semicondutor, neste caso, NPs (Nanoparticulas) metalicas depositadas na superficie
de um semicondutor, levam a caracteristicas vantajosas relacionadas aos efeitos de
ressonancia plasmonica superficial e ao contato Schottky que cria sitios ativos locais
adicionais juntamente com a presenca de armadilhas eletrGnicas, (Zhang et al., 2018)
gue sdo usadas para aprimorar a geracdo dos pares elétron/buraco (e/h*) no
semicondutor. Este efeito resulta no aumento da producdo de espécies reativas de
oxigénio através da interface metal/semicondutor, que sdo as responsaveis pelo
stress oxidativo dos microrganismos.

Recentemente foi observado que o a-AgWOs modificado com laser em
femtossegundo e feixe de elétrons, aumenta em 32 vezes da sua atividade bactericida
contra Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), que é uma das
bactérias responsaveis pelas infec¢cdes hospitalares mais comuns (Assis et al., 2018)
Aléem disso, em outro trabalho do grupo de pesquisa, foi constatao que estas
modifica¢cdes maximizam a atividade fungicida contra Candida albicans e aumentam
a seletividade deste material contra carcinomas de bexiga, utilizando células de
camundongos (Assis et al., 2019). Estes estudos iniciais provam que compaositos que
utilizam este material podem ser exploradas em diversos campos biotecnoldgicos
distintos, devido a suas propriedades fisico-quimicas Unicas.

Devido a pandemia do virus COVID-19, nosso grupo de pesquisa estabeleceu
uma linha de trabalho utilizando nossas tecnologias antimicrobianas incorporadas em
diversas matrizes poliméricas para a eliminacdo deste virus. Primeiramente,
incorporamos, de forma eficaz, Ag NPs em polycotton (Tremiliosi, 2020). Observamos
gue em apenas 2 minutos, foi possivel reduzir 99.60% das cOpias virais, quando em
contato com este tecido. Além disso, foi observado que ele é eficaz contra outras
bactérias e fungos, e ndo causa nenhum tipo de dermatite ao seu usuario. Em outro
trabalho, fomos capazes de imobilizar particulas de SiO2-Ag em EVA (Assis, et al.,
2021) Com isto, conseguimos projetar uma mascara deformavel e reutilizavel

No caso deste trabalho a hidroxiapatita atua como um suporte com alta
biocompatibildiade, visando a obtencdo de um outro nanomaterial em sua superficie

com elevada atividade antimicrobiana.
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1.5 Curcumina

A curcumina € um composto natural proveniente da curcuma longa (Figura 9),
a estrutura deste tem como nomenclatura (1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-
heptadieno-3,5-diona), também chamado de diferuloilmetano, é o principal polifenol
natural e ja se demonstrou eficaz em condic¢des inflamatorias, sindrome metabdlica,
dores e no controle de doencas degenerativas (Hewlings & Kalman, 2017,
Noorafshan & Ashkani-Esfahani, 2013)
Figura 9: Acafrao da terra.

s N

Fonte:medium.com.

As acdes antioxidantes estdo relatadas em alguns artigos (Menon & Sudheer,
2007), dentre elas temos a acéo na superoxido dismutase (SOD), além de descri¢des
sobre curcumindides purificados utilizados em suplementacdo em situacbes de
estresse oxidativo o, incluindo atividades plasmaticas de SOD (Li et al., 2018),
atuando também em concentracdes séricas de glutationa peroxidase (GSH) e
peroxidos lipidicos (Ghasemi et al., 2021) distintos de oxigénio (ROS) e nitrogénio
(RNS) (Hewling&Kalman, 2017). Os curcumindides inibem enzimas geradoras de
ROS como lipoxigenase/ciclooxigenase e xantina hydrogenase/oxidase e atuando
como compostos com carater lipofilico, ou seja, um sequestrador de peroxilas,
tornando os curcumondides um antioxidante que quebra a cadeia (Ghasemi et al.,
2021).

As propriedades anti-inflamatérias da curcumina estdo relacionadas com a
capacidade de inibir a producéo de proteinas que ocasionam o processo inflamatorio

no organismo (Akram et al.,2010). A propriedade anti-inflamatdria atua no organismo
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por intermédio da sua intervengcdo na via do &cido araquidbnico e interrupcdo da
atividade do fator nuclear k B (NF)-kB a qual esta intimamente envolvida na regulacéo
das enzimas pré-inflamatérias, sendo elas as: COX-2, mieloperoxidase (MP70),
isoforma indutivel da sintase do monoéxido de azoto (iINOS) e 5-lipoxigenase (LOX).
Na doenca inflamatoria intestinal (DIl) a inibicdo de (NF)-kB tornando-se alvo principal
para o tratamento da patologia. Logo, a cdrcuma demonstra-se um composto
promissor no tratamento de algumas doencas (Menon & Sudheer, 2007).

A curcumina mostra-se um composto promissor no tratamento terapéutico de
diversos tipos de cancer, devido a suas diversas aplicabilidades, modulando alguns
fatores desta doenca, dentre elas temos de direcionar diferentes vias de sinalizacéo
celular, incluindo fatores de crescimento, citocinas, transcricdo fatores e genes
moduladores da proliferacdo e apoptose celular (Noorafshan & Ashkani-Esfahani,
2013) Alguns impedimentos da ampla utilizacdo deste composto devem-se a sua
baixissima absor¢cdo no organismo, ocasionando sua rapida eliminacdo sendo,
portanto, um fator limitante na sua utilizacéo direta no organismo.

A curcumina € um composto praticamente insolivel em agua e com uma
configuracdo endlica em sua estrutura, tornando-a um grupo altamente cromoforo,
desta maneira, temos uma alta fotoatividade visto sua configuracéo eletrénica com um
sistema de elétrons-pi, permitindo que esta molécula seja oxidada na presenca de luz,

gerando radicais (Chignell et al., 1994).

1.6 Compositos de HAp com atividade Antimicrobiana

Na literatura ja foram reportados alguns compésitos de HAp com materiais
ceramicos visando uma atividade antimicrobiana otimizada, nesta via, temos o HA/a-
AgVO3 um composito que mostrou boa atividade antifungica Fusarium guttiforme e
Colletotrichum horii, esta atividade deve-se a capacidade deste material em gerar h*,
02" e °OH, levando os micro-organismo a sofrerem um estresse oxidativo,
ocasionando a inibicao na proliferacdo das espécies supracitadas (Silva et al., 2020).
O a-AgVOs decorado com hidroxiapatita, mostrou uma atividade antibactericida em
diferentes concentracdes e com boa biocompatibilidade, atuando em testes contra S.
aureus. O material mostrou-se altamente eficiente pelas espécies de ROS geradas

pelo material, de modo semelhante ao explicado acima (Silva et al., 2019).
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Saindo um pouco dos sistemas de HAp com vanadatos de prata, temos a HAp
substituida na sua estrutura com metais (Zn, Au e Ag) foram misturadas com
nanoparticulas de prata. Estas estruturas com variadas propor¢des entre 0s metais
mostraram atividades eficientes contra culturas de S. aureus e E. coli, a variagdo no
tamanho de particula, bem como a atividade antimicrobiana variavam de acordo com
a presenca das NP de prata, os quais foram altamente combatentes e efetivos nos
meios de cultura (Mocanu et al., 2014).

A dopagem com prata na HAp também se demonstra como uma opc¢ao para a
elaboracdo de materiais com uma boa atividade contra bactérias gram positivas e
gram negativas, todavia, estes compostos mostraram-se toxicos para células de
mamiferos (J. Wang et al., 2018). A utilizacao de cobre substituido em HAp, mostrou-
se eficientes em relacdo a atividade de S. aureus, C. albicans e E. coli, com uma
atividade 98% eficiente, contra a primeira citada, e com possibilidade de aplicagédo em
sistemas bioldgicos (Shanmugam & Gopal, 2014). Dadas tais propriedades, a
versatilidade da hidroxiapatita evidencia o objetivo deste trabalho em desenvolver um
novo material com a utlizacdo do a-Ag:WOs, que apresenta propriedades
semelhantes ao supracitado e aliado a HAp e curcumina, podendo elevar ainda a

gualidade dos resultados.
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2 Objetivo

2.1 Objetivo Geral

A compreensdo de como elaborar novos materiais com caracteristicas
antimicrobianas em sistemas bioldgicos tem grande destaque na histéria recente dado
contexto da pandemia do COVID-19, atraindo o interesse do meio académico para a
elaboracdo de semicondutores que contribuam no combate a patégenos, nesta via, 0
desenvolvimento de matérias com propriedades bioativas e com compatibilidade em
organismo sdo de extrema relevancia. Desta forma, o objetivo geral deste trabalho é
sintetizar um compésito de a-Ag2W0O4 suportado em hidroxiapatita e realizar a
ancoragem de curcumina, um composto natural com propriedades antibioticas,
antinflamatorias e antioxidantes, e, estudar as propriedades estruturais e
antimicrobrianas, com o intuito de obter um material com capacidade de aplicacdo em

sistemas biolégicos com atividade antimicrobiana.

2.2  Objetivo Especifico

v Sintetizar o material de HAp-nano;

v Sintetizar os compdésitos de HAp-nano com a-AgoWOg;

v Ancorar a curcumina na superficie do composito de HAp-nano com a-
Ag2WOy;

v Caracterizar estes materiais por difracdo de raios X (DRX), infravermelho
com transformada de Fourier (FT-IR) e microscopia eletrénica de varredura (MEV);

v Realizar os testes antimicrobianos com e sem irradiacdo de luz visivel,

utilizando o fungo C. albicans.
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3.1 Reagentes utilizados
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Na Tabela 2 temos os reagentes de partida utilizados para as sinteses

relatadas nos tépicos a seguir, com um detalhamento em relacao a formula molecular,

pureza e fornecedor.

Tabela 2: Reagentes utilizados na realizagdo do trabalho.

Reagente Foérmula Molecular Pureza Fornecedor
Nitrato de Caclio (Ca(NOs)2:4H20 99,9% ALDRICH
Tetrahidratado
Fosfato de Amonio ((NH4)2HPOu; 99,0% NEON
Tungstato de Sodio Na:W04-2H20 99,0% ALDRICH
DiHidratado
Nitrato de Prata AgNOs 98,0% ALDRICH
Curcumina C21H2006 99,0% ALDRICH
Polietileno Glicol HO(C2H4+O)nC2H4+OH 99,0% SYNTH
Acetona CsHeO 99,0% SYNTH
Hidréxido de NH,OH 99,0% SYNTH
Amonio

Fonte: Préprio Autor, 2022.

3.2 Sintese da HAp

O método utilizado foi o de coprecipitacdo quimica com auxilio de bomba

peristéltica. A Primeira etapa consiste na pesagem do material em uma balanca, os

guais devem ser pesados nas proporcdes presentes na Tabela 3:

Tabela 3: Proporcéo dos sais precursores da sintese de HA

Solucao Molaridade Volume
Caélcio 10 mmol 50 mL
Fosfato 6 mmol 100 mL

Fonte: Préprio Autor, 2022.
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As massas foram coletadas e entdo adiciona-se os volumes de agua miliQ
necessarios. As solucoes foram preparadas em béqueres e ap6s sua dissolugcéo
foram transferidos para dois baldes de fundo achatado com volume igual a 250 mL.
Em seguida o pH da solugéo foi controlado, dessa forma, adiciona-se 1 gota de
NH4OH na solucéo de célcio e 3 mL na solucao do fosfato. Na préxima etapa os baldes
foram aquecidos até a faixa de temperatura entre 90-95°C. Apés atingir estes
adiciona-se a solucdo de fosfato na solucéo de calcio a uma taxa de 7 mL/min com
auxilio de vidrarias adaptadas (Figura 10).

Figura 10: Esquema de montagem da sintese de HAp por coprecipitagcdo em

refluxo.

borrba
poratakca

Sistema de resfriamento

Fonte: Préprio Autor, 2022.

3.3 Sintese in situ do a-Ag2WO4

Apés a secagem das amostras iremos realizar a sintese in situ do a-Ag2WOa4
utilizando a HAp como suporte, para isso iremos utilizar o método sonoquimico. Deste
modo, foram definidas as proporgdes de 10, 20 e 30% (mol) de a-Ag-WO4 na HAp.
Em um béquer foi colocado a HAp com o formador de rede, nesse caso o tungstato

de sddio, com 50 mL de agua e em seguida foi colocado em um ultrassom de ponta



30

(Figura 11) até que sua temperatura atingiu 40 °C. Em outro béquer, teremos o
precursor de nitrato de prata, juntamente do acido do citrico e repete-se o
procedimento anterior de aquecimento até 40 °C.

Ao atingir as temperaturas as solugcdes s&o misturadas e levadas a um
ultrassom de ponta, por 3 h a 75% de poténcia. No término deste tempo, temos o
material obtido, sendo possivel observar uma mudangca na coloracdo sendo
inicialmente branca e alterando-se para um tom acinzentado. Em seguida o material
foi transferido para tubos Falcon e foi lavado com agua destilada 5 vezes em uma
centrifuga por 5 minutos a 8000 rpm. ApGs as lavagens, tubos foram inseridos no
suporte adequado e levados a estufa por 24 h a 60 °C. Por fim, as solu¢des foram

maceradas em almofariz.

Figura 11: Representacdo de um ultrassom de ponta.

Conversor

Controlador \

Fonte: biovera.com.br

3.4 Ancoragem da Curcumina

Os materiais obtidos foram incorporados com curcumina, segundo testes
prévios antes deste trabalho, foi definido que a concentracéo ideal de curcumina de
em 10% massa/massa com o material a ser ancorado. Deste modo, utilizou-se 100
mg de cada uma das amostras obtidas.Para isso cada uma delas teve que utilizar 30%
em relacdo massa/massa de PEG 6000. Em outro béquer, foram colocadas as

massas correspondentes de HAp pura ou HAp+a-Ag>WOs4, e adicionar 10 mL de
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acetona. Em seguida foi inserido no ultrassom de ponta para que ocorra uma
dispersao do material. Posteriormente, a mistura entre as solugdes de curcumina e
HAp-a-Ag2WO4, foram levados a um agitador magnético e deixados sob agitacdo por
1 h. Apés a agitacdo, a solucéo final serd transferida para um tubo Falcon e foi
realizada as lavagens, 5 vezes com acetona. Apés as lavagens, tubos foram inseridos
no suporte adequado e levados a estufa por 24 h a 60 °C. Por fim, as solu¢des foram
maceradas. As amostras sintetizadas foram nomeadas de acordo com a Tabela 4.

Tabela 4: Nomenclatura e siglas das amostras estudadas.

Amostra Sigla
Hidroxiapatita pura HAp
Hidroxiapatita ancorada com Curcumina HAp-C
Hidroxiapatita com a-Ag2W0410% em HAp-AWO-10
massa
Hidroxiapatita com a-Ag2WO420% em HAp-AWO-20
massa
Hidroxiapatita com a-Ag2W0O430% em HAp-AWO-30
massa
Hidroxiapatita com a-Ag2WO4 10% em HAp-AWO-10-C
massa e ancorada com curcumina
Hidroxiapatita com a-Ag2WO4 20% em HAp-AWO-20-C
massa e ancorada com curcumina
Hidroxiapatita com a-Ag2WO4 30% em HAp-AWO-30-C
massa e ancorada com curcumina

Fonte: Préprio Autor, 2022.

3.5 Caracterizacdes

3.5.1 Difratometria de Raio-X (DRX)

As anadlises de DRX das amostras foram realizadas em um difratdmetro de
raios-X da marca Rigaku, modelo DMax2500PC. Para essas analises, 0 equipamento
operou a 40 kV e 150 mA usando radiagdo a Cu-K (A = 1.5406 A). Utilizou-se de uma
taxa de varredura de 2° /min no intervalo de 10 a 80°. Os difratogramas de pé foram

comparados com os padres de difracdo de acordo com as folhas cristalogréficas
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JCPDS (Joint Committee on Powder Diffraction Standards) e ICSD (Inorganic Crystal

Structure Database).

3.5.2 Espectroscopia Infravermelha com Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros FTIR foram obtidos fazendo uso do espectrofotbmetro Jasco
FT/IR-6200 (Japado) operando no modo de absorbancia realizado em temperatura

ambiente.

3.5.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As imagens MEV foram coletadas em um microscopio eletrénico de varredura
por emissdo de campo frio (FE-SEM; JEOL modelo 7500F) com as seguintes
condi¢des operacionais: tensdo de aceleragéo de 5 kV, corrente de emissao de 10

MA, modo de imagem de elétrons secundarios (SE) e ampliacdo de até 150.000 X.

3.6 Avaliacéo da Atividade Antimicrobiana

A atividade antimicrobiana contra C. albicans (ATCC 90028) foi determinada
através da minima concentracao inibitoria (MIC) utilizando o método de microdiluicédo
em caldo com placa de 96 pocos, conforme aos protocolos padrdo. As amostras foram
dispersas em Mueller Hinton (MH) Broth (Oxoid) para bactérias e RPMI 1640 para
fungos com concentracao inicial de 2000 pg/mL, seguido da adicdo de cada cepa
bacteriana em seus respectivos pocos a 5x10° UFC/mL. Cada placa foi suplementada
com veiculo (DMSO a 1%), controles positivos e negativos. A MIC foi determinada
apos incubacédo por 24 h a 37°C através da concentracdo mais baixa do composto
gue inibe o crescimento bacteriano. Os resultados foram realizados em triplicata. Apos
a determinacédo da MIC, aliquotas de 50 ul de todos os pogos que nao apresentaram
crescimento bacteriano visivel foram semeadas em placas de agar MH e incubadas
por 24h a 37°C. Quando 99,9% da populacdo bacteriana € morta na concentracao
mais baixa de um agente antimicrobiano, é denominado como ponto final de minima
concentracgao inibitoria bacteriana (MBC). Isso foi feito observando placas de agar pré

e pés-incubadas quanto a presenca ou auséncia de bactérias. Para os testes com luz,
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foi realizada a fotoativagdo do material em contato com as bactérias por 2h utilizando

3 lampadas visiveis com potencia de 8W.

4 Resultados e Discussao

4.1 Difragdo de Raios X (XRD)

A Figura 12 mostra a difracéo de raios X das amostras de HAp, HAp-AWO e
HAp-AWO-C. O resultado indica que o as amostras de HAp foram obtidos com
sucesso pelo método de coprecipitagcdo em fluxo de acordo com o padrdao ICSD N°
26204, com uma provavel fase secundaria na regido de 30° paras as amostras de
HAp-AWO e HAp-AWO-C. Esta fase relacionada ao padrao ICSD N° 26204 cristaliza
em um sistema cristalino hexagonal com aglomerados tetraédricos [PO4], e com
aglomerados de Ca em dois sitios diferentes, um com aglomerados [CaOs] que
formam colunas nos eixos ternarios da estrutura, e outro com aglomerados [CaO-7H]
formando canais hexagonais na estrutura. Deste modo, a fase hexagonal da HAp,
determinada pelo grupo pontual P63/m €& comprovada (Jagannathan &
Kottasaimy,1995).

Figura 12: Difratogramas das amostras de HAp, HAp-AWO e HAp-AWO-C (A).

Ampliacéo do difratogramas na regido de 25 °a 31 ° (B).

Intensity(arb. units)

Intensity(arb. units)

20 40 60 80 1(I)0 22 24 26 28 30 32

Fonte: Préprio Autor, 2022.
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Em relacdo a fase do a-Ag>WO4, ele tem grupo Pn2n, (ICSD n° 4156) reportado
em Assis et al., correspondente a fase alpha do material com pico mais intenso em
torno de 30 °. De acordo com os difratogramas, podemos sugerir que a fase de a-
Ag-WO4 foi formada, sendo um indicativo que o produto desejado tenha sido obtido
(Roca et al., 2021). A medida que a proporcdo de a-Ag,WOQ, foi aumentada, temos
um aumento correspondente na intensidade do pico o que indica a presenca do
material na estrutura da HAp. Os difratogramas nao revelam informagdes exatas sobre
a incorporacdo da curcumina na estrutura, uma vez que esta quantidade é muito
pequena, porém, observa-se a mudanca da coloracdo das amostras de brancas para

amarelas intensas quando o material é funcionalizado.

4.2 Espectroscopia Infravermelha com Transformada de Fourier

Os espectros FT-IR foram obtidos com o uso do espectrofotdmetro Jasco
FT/IR-6200 (Japdo) operando no modo de absorbancia realizado em temperatura
ambiente. Em relac&o aos espectros de FT-IR, na Tabela 5 temos a presenca para as
bandas esperadas da hidroxiapatita, que s@o as seguintes: as bandas em 472, 563,
605, 962, 1033, 1062 e 1098 cm™ estéo relacionadas a modos de clusters [PO4] na
estrutura HAp (MACHADO 2018, SOARES 2020); a banda em 3570 cm™ esta
relacionada aos grupos OH na estrutura HAp. ApGs a ancoragem da curcumina,
observam-se trechos entre 1100 e 1600 cm, que estdo relacionados aos trechos
C=0 e C=C na estrutura da curcumina, presente na Figura 13, estas pequenas
distor¢cdes indicam que o material foi ancorado com sucesso.

Tabela 5: Estiramentos modos de clusters [PO4] na HAp.

Modo Vibracional Estiramento (cm™)
02 PO4 472
04 POy 563,605
01 PO4 962
03 PO4 1033,1062,1098

Fonte: Préprio Autor, 2022.

Figura 13: Espectro de Infravermelho das amostras de HAp, HAp-AWO e HAp-
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AWO-C (A). Imagem aproximada da regido de interesse do espectro de

infravermelho (B).
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Fonte: Préprio Autor, 2022.

4.3 Imagens de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As imagens MEV, todas as amostras foram colocadas diretamente em fita
condutora de carbono e depois revestidas com ouro antes da analise MEV.

Para a amostra de HAp (Figura 4(A)), observa-se adensamento e aglomeracéo
de particulas, além de sua espessura equivalente a aproximadamente 30 nm, esse
resultado corrobora com os tamanhos estudados por Machado et al. As amostras de
HAp possuem morfologia semelhante ao formato de pequenos bastonetes. Ao
adicionar-se curcumina, ndo se observa diferencas morfologicas entre as amostras
(Figura 4(B)). Ao formar os compodsitos HAp-AWO, observa-se a formacdo de
estruturas maiores, provavelmente provenientes das particulas de a-Ag2WO4, a
ocorréncia destas particulas aumenta conforme adiciona-se mais a-Ag2WO4 (Figura
4(C-E)). Desta maneira a ocorréncia para as amostras HAp-AWO0-30% e HAp-AWO-
30%-Cur € maior. Estes resultados corroboram diretamente com os observados por
DRX. Para uma maior precisdo do resultado é necessario que sejam realizadas
analises de mapeamento de espectroscopia de energia dispersiva (EDX), para que se
confirme se de fato estas particulas maiores sao de a-AgWO.. Como observado
anteriormente, ao adiciona-se curcumina, nado sdo observadas mudangas

morfolégicas na amostra (Figura 4(F-H)).
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Figura 14: Imagens de microscopio eletrénico de varredura das amostras de HAp
(A), HAp-Cur (B), HAp-AWO-10% (C), HAp-AWO-20% (D), HAp-AWO-30% (E),
HAp-AWO-10%-Cur (F), HAp-AWO-20%-Cur (G) e HAp-AWO-30%-Cur (H).

Fonte: Préprio Autor, 2022.

4.4 Atividade antimicrobiana

Foram realizados os testes de minima concentracgdo inibitoria (MIC) para todos
0s materiais sem luz, e fotoativados por 2h, utilizando o fungo C. albicans. A Figura
15(A) mostra os testes antimicrobianos sem a fotoativacdo dos materiais. Observa-se

gue a HAp nao possui nenhuma atividade antimicrobiana, tdo pouco a HAp-Cur. Ao
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se formar os compositos utilizando a-Ag2WOs, observa-se um aumento da morte dos
microorganismos, e que a efetividade do material esta diretamente relacionada com a
guantidade de a-Ag-WOa. As amostras sintetizadas com 10 e 20% de a-Ag2WO4 néo
apresentaram valores de MIC, uma vez que nao ocorreu a eliminacéo total do fungo
em nenhuma concentracdo. JA as amostras sintetizadas com 30% apresentaram
valores de MIC de 1000 pg/mL. N&o se observou diferengas significativas no teste no

escuro, entre as amostras com e sem curcumina.

Figura 15: Atividade antimicrobiana das amostras contra C. albicans sem luz (A), e

com luz (B).
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Os testes com luz sdo mostrados na Figura 15 (B). Observa-se que a HAp,
mesmo fotoativada, ndo possui atividade antimicrobiana. Para a amostra HAp-Cur,
observa-se uma eliminacdo de ~20%, relacionada a sua funcionalizacdo com a
curcumina. Este efeito ocorre, pois, ao ser fotoativada, a curcumina pode produzir
espécies reativas de oxigénio, que sdo altamente tOxicas para microrganismos
patogénicos, como bactérias, e fungos (Dias et al., 2020). As amostras sintetizadas
com 10% de a-Ag2WOs ainda ndo apresentaram eliminagbes microbianas totais,
porém observa-se que em relacdo aos testes no escuro, elas foram muito mais
efetivas. Além disso, a amostra funcionalizada com curcumina foi mais efetiva do que
a sem curcumina. Para as amostras com 20% de a-Ag.WOa, os valores de MIC
encontrados foram de 2000 e 1000 pug/mL, para as amostras HAp-AWO-20% e HAp-
AWO-20%-Cur, respectivamente. Para as amostras com 30% de a-Ag>WOs, 0s
valores de MIC encontrados foram ainda menores, sendo de 500 e 250 pg/mL, para
as amostras HAp-AWO-30% e HAp-AWO-30%-Cur, respectivamente. Desta maneira,
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contata-se que a acdo bacteriana vem principalmente do a-Ag-WOs, e pode ser
potencializada sob a acao da luz e funcionalizagdo com curcumina.

Espécies reativas de oxigénio (EROs), como radicais hidroxila (*OH),
hidroperoxila (*OOH) e superéxido (*O2’) podem ser geradas por semicondutores
através dos processos de excitacdo de eletrdonica e geracdo dos pares elétron-buraco.
Estes processos podem ocorrer espontaneamente no escuro e ainda ser amplificados
pela luz, devido ao aumento da concentracdo dos pares elétron-buraco(Assis et al.,
2022). Quando EROs é produzido por semicondutores, a molécula de H>O perde um
elétron para formar um «OH e um préton (He). Simultaneamente, um e~ é transferido
para a molécula de O, formando um <O2. Por sua vez, para manter o equilibrio de
carga e massa, esse ion interage com o He, formando um radical hidroperoxila (+*OOH)
(de Oliveira et al., 2017).

Os EROs podem entédo entrar nas membranas do microrganismo e reagir com
os grupos fosfato e sulfato existentes, levando a morte celular ou impedindo sua
replicacéo, interrompendo a producdo de proteinas essenciais (Assis, Simoes, et al.,
2021). Em quantidades limitadas, os EROs s&o necessario para a homeostase celular
e sinalizacéo redox. O ataque sustentado de EROs enddgenos e exdgenos resulta em
mudancas conformacionais e oxidativas em biomoléculas-chave, peroxidacao lipidica,
carbonilacdo de proteinas, formacdo de adutos de carbonila (aldeido/cetona),
nitracao, sulfoxidacéo, dano ao DNA e oxidacdo de nucleobasesDevido ao seu curto
tempo de vida.

A maior parte dos danos causados pelas EROs ocorre na parede celular,
interrompendo 0os componentes da cadeia respiratéria e o potencial eletroquimico
celular, impossibilitando a célula de gerar energia e levando a morte (Alsamhary,
2020).0 destino das células, principalmente sua sobrevivéncia ou morte, é
determinado pelas respostas celulares as condi¢des fisiologicas. Se a concentracao
de EROs for grande o suficiente para gerar danos irreparaveis aos microrganismos,
ele é levado a morte. Em nosso caso, foi observado que além da luz amplificar a acéao
antimicrobiana do a-Ag>WOys, ela também fotoativa a curcumina, que funciona como

um amplificados de geracdo de EROs (Dias et al., 2020).

5 Consideracgbes Finais
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O objetivo deste trabalho consistiu em obter um novo material baseado em um
material ndo toxico conhecido, a HAp atuando como suporte para a-Ag-WO4 e
realizando uma ancoragem com curcumina, obtendo-se um compdésito com
(foto)atividade antimicrobiana podendo ser aplicado em sistemas bioldgicos. A sintese
escolhida para a HAp mostrou-se um sucesso, confirmando sua estrutura cristalina
pelas técnicas de DRX e FT-IR e a sua morfologia nano pelo MEV. A incorporacao de
a-Ag>WO4 pelo método sonoquimico, foi efetiva, sendo evidenciado pela técnica de
DRX. Além disso, observou-se modificacdes no tamanho de particula por MEV,
mostrando indicios de modificacdo nos compdsitos. A ancoragem da curcumina foi
dificil de se verificar, porém a técnica de FT-IR nos mostrou pequenas bandas de
vibracéo entre 1100 e 1600 cm-1, possivelmente referente a curcumina. Além disso a
incorporacdo da curcumina pode ser constatada visualmente devido a alteracdo da
cor das amostras, de brancas e amarelas intensas.

A atividade antimicrobiana das amostras foi testada frente ao fungo C. albicans,
utilizando testes de MIC. Quando realizados no escuro, os testes mostram que a
curcumina néo afeta a eficiéncia antimicrobiana, sendo esta totalmente relacionada a
qguantidade de a-Ag-WO4 presente na amostra. Porém, quando os testes foram
realizados com o material fotoativado por 2h, observou-se que as propriedades
antimicrobianas foram amplificadas, principalmente nas amostras com curcumina,
conseguindo-se um MIC de 250 pg/mL para a amostra HAp-AWO-30%-Cur. A
atividade antimicrobiana esta diretamente a capacidade do semicondutor gerar EROs
a partir dos pares eletron/buraco gerados que sdo amplificados com luz, e a
fotoativacdo da curcumina que pode gerar EROs. Desta maneira observou-se que o

composito sintetizado pode ser utilizado como agente antimicrobiano fotoativado.
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