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RESUMO

No Brasil, o cancer da pele responde por 33% de todos os diagnosticos, e segundo o
Instituto Nacional do Céncer, cerca de 180 mil novos casos sdo registados no Brasil. Uma
alternativa promissora para solucdo deste problema é desenvolver uma plataforma
multifuncional de gel a partir do biopolimero, alginato de sédio, associado com nanoparticulas
metélicas de prata e nanobastdes de ouro, conjugado com a Protoporfirina IX aplicada a terapia
fotodindmica e fototérmica para cancer de pele. Os materiais obtidos foram avaliados por
técnicas experimentais: Analise reoldgica, Espectroscopia de absor¢do no infravermelho
préximo (UV-Vis-NIR), Espectroscopia por absor¢do na regido do infravermelho com
transformada de Fourier (FT-IR), Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN-H?),
Microscopia eletronica de varredura (MEV) e transmissao (MET), Analises térmicas (TGA e
DSC), Atividade antimicrobiana, Efeito da terapia fotodindmica (TFD), fototérmico (TFT) e
quimiofototérmico. E realizar testes in vitro frente as linhagens de macréfagos murinos RAW
264.7 e a linhagem celular B16-F10 aplicada para céncer de pele. De acordo com 0s
experimentos reoldgicos, os hidrogéis avaliados indicaram comportamento de fluido ndo-
newtoniano. Ao incorporar os NBsAu, os hidrogéis exibiram ressonancia plasménica de 510 e
850 nm, com as NPsAg em torno de 420 nm, caracteristicas das nanoparticula de prata. As
imagens de MEV indicaram a formacdo de nanoparticulas com tamanhos entre 20-40 nm. A
razao de aspecto obtida por imagens de TEM para NBsAu, foi 4,4+0,116. Os hidrogéis tiveram
sensibilidade para os microrganismos testados, através das CIM/CBM e técnica de difusdo de
poco. O gel de alginato foi reticulado com agentes quimicos (EDC/NHS), associadas aos
NBsAu, NPsAg e conjugado com a Protoporfirina-1X (PplX). Os resultados de reologia
indicaram que os géis hibridos conjugados apresentaram comportamento ndo-newtoniano e
caracteristicas de um material pseudo-plasticos e classificados como sélido-viscoelasticos. Os
resultados do UV-vis-NIR, indicaram bandas caracteristicas da PplX, NBsAu e NPsAg. As
imagens por MEV revelaram para o gel de Alg@(EDC/NHS), morfologia superficial e
transversal com tamanho dos poros em torno de 50 a 100 um. As imagens obtidas por MET
confirmaram a presenca das NPsAg no gel hibrido PpIX@(NPsAg@AIlg) e (NPSAg+NBsAu)
no gel de PpIX@(NBsAu+NPsAg)@Alg, conforme morfologias de forma esféricas para NPsAg
e bastBes para NBsAu. O efeito fotodinadmico indicou que NPsAg ajudaram na producdo de
ROS. O gel de PpIX@(NPsAg@Alg), obteve maior rendimento quantico de 47,10%, apos
irradiacdo, com Laser 1 (660 nm, poténcia 30 mW). A propriedade fototérmica do gel hibrido
PpIX@(NBsAu+NPsAg)@Alg, apresentou uma boa eficiéncia de conversdo fototérmica de
n=54,3%, indicando como potencial fototérmico, apds irradiacdo Laser 2 (785 nm, poténcia
1000mW). Os resultados in vitro dos géis hibridos conjugados foram promissores,
principalmente para o gel PpIX@(NBsAu+NPsAg)@AIg, que apos irradiagdo com os Lasers 1
(PDT) e Laser 2 (PTT), simultaneamente, tornou-se eficaz para o tratamento de melanoma,
atribuida a seletividade para as mesmas, comparando com a linhagem de RAW 264,7, indicando
um maior efeito sinérgico entre as terapia fotodindmica + quimiofototermal. A viabilidade das
células B16-F10 diminuiu significativamente para 9,83%, apos irradiagdo dos lasers,
considerando os géis como uma plataforma promissora, no tratamento de cancer de pele.

Palavras-chave: Alginato de Sddio. Nanoparticulas de Prata. Nanobastbes de Ouro. Atividade
Antimicrobiana. Protoporfirina IX. Teste in vitro.



ABSTRACT

In Brazil, skin cancer accounts for 33% of all diagnoses, and according to the National
Cancer Institute, about 180 thousand new cases registered in Brazil. A promising alternative to
solve this problem is to develop a multifunctional gel platform from the biopolymer, sodium
alginate, associated with silver metallic nanoparticles and gold nanorods, in conjugation with
Protoporphyrin IX applied to photodynamic and photothermal cancer therapy skin. The
materials used were tested by experimental techniques: Rheological analysis, Near Infrared
Absorption Spectroscopy (UV-Vis-NIR), Fourier Transform Infrared Absorption Spectroscopy
(FT-IR), Hydrogen Nuclear Magnetic Resonance (*H-NMR), Scanning Electron Microscopy
(SEM) and Transmission (TEM), Thermal Analysis (TGA and DSC), Antimicrobial Activity,
Effect of Photodynamic (TFD), Photothermal (TFT), and Chemophotothermal Therapy.
Perform in vitro tests against RAW 264.7 murine macrophage strains and a B16-F10 cell line
applied to skin cancer. According to rheological experiments, hydrogens reduce the behavior of
non-Newtonian fluid. By incorporating AuNRs, the hydrogens exhibit plasma resonance 510
and 850 nm, as AgNPs around 420 nm, characteristic of silver nanoparticles. SEM images
indicated a formation of nanoparticles between 20-40 nm in size. The aspect ratio of TEM to
AuUNRs images was 4.4 + 0.116. The hydrogels were susceptible to the microorganisms tested
by CIM / CBM and well diffusion technique. The alginate gel was cross-linked with chemical
agents (EDC/NHS), associated with AuNRs, AgNPs and Protoporphyrin-1X (PpIX) conjugated.
The rheology results indicated that the conjugated hybrid gels showed non-Newtonian behavior
and characteristics of a pseudo-plastic material and gels are classified as solid viscoelastic. The
UV-vis-NIR results indicated characteristic bands of PpIX, NBsAu and NPsAg. SEM images
revealed for Alg gel (EDC/NHS) surface and transverse morphology with pore size around 50
to 100 um. The images obtained by MET confirmed the presence of AgNPs in the hybrid,
PpIX@AgNPs@AIlg and (AgNPs + AuNRs) gel in the PpIX@(AuNRs+AgNPs)@AIg, as
spherical morphologies for AgNPs and rods for AuNRs. The photodynamic effect indicated that
AgNPs helped in the production of ROS. PpIX@AgNPs@Alg gel obtained the highest quantum
yield of 47.10% after irradiation with Laser 1 (660 nm, power 30 mW). The photothermal
property of the hybrid PpIX@(AuNRs + AgNPs)@AIlg gel showed a good photothermal
conversion efficiency of n = 54.3%, indicating gel as photothermal potential after laser
irradiation 2 (785 nm, power 1000mW). The in vitro results of the conjugated hybrid gels were
promising, mainly for the PpIX@(AuNRs + AgNPs)@AIg gel, which after irradiation with
Lasers 1 (PDT) and Laser 2 (PTT) simultaneously became effective for the melanoma
treatment, attributed to its selectivity, compared with the RAW 264.7 line, indicating a greater
synergistic effect between photodynamic + chemophotothermal therapy. The viability of B16-
F10 cells decreased significantly to 9.83% after laser irradiation, thus considering the
conjugated gels, a very platform in the treatment of skin cancer.

Keywords: Sodium Alginate. Silver Nanoparticles. Gold Nanorods. Antimicrobian Activity.
Protoporphyrin IX. in vitro Test.
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1 INTRODUCAO
1.1 APRESENTACAO GERAL

A ciéncia de biomateriais tem proporcionado uma interessante interconex@o
entre a quimica, ciéncia dos materiais, engenharia mecanica, biologia e medicina
(SHANMUGAPRIYA; KIM; KANG, 2019; RATNER et al.,2013). Essa
multidisciplinaridade tem levado a um considerdvel aprimoramento técnico-cientifico,
sobretudo no que consiste na introdugdo de novos biomateriais que contribuam para
longevidade e padrdes de vida superiores de seres humanos, tendo como exemplo, na
liberacdo controlada de farmacos, aplicacdo biomédica, agentes antimicrobianos,
engenharia de tecidos e na terapia cancer (BANORIYA; PUROHIT; WIVEDI, 2017;
KIM et al., 2019; MA et al., 2019; CAPLIN; GARCIA, 2019).

O cancer se tornou uma grande ameaca a saude humana no mundo, por ser
considerada uma das doengas com maior risco de vida (GREENLEE et al., 2000; CHEN
et al., 2017). Os tratamentos convencionais de cancer, como quimioterapia, radioterapia,
e cirurgia, tém sido incapazes de satisfazer a demanda da terapia cancer devido a sua
resisténcia (PEER et al., 2007), o desafio mais critico nesses tratamentos esta
associada aos efeitos colaterais toxicos indesejaveis dos agentes anticancer que sao
entregues em maneira inespecifica nos tecidos de células normais e baixa eficiéncia
terapéutica (ZENG et al., 2018; PEER et al., 2007). Dentre os diversos tipos de cancer
destaca-se 0 melanoma, pois é considerado resistente em alguns tratamento como
quimioterapia e/ou radioterapia. E importante ressaltar o desenvolvimento de
biomateriais promissores para tratamento de cancer assim como para cicatrizacdo de
feridas em terapia de melanoma (JUNG et al., 2014; JIANG et al.,2017). Em vista
disso, um esforco consideravel foi dedicado durante varias décadas ao desenvolvimento
de novas tecnologias para diagnéstico e terapia do cancer (CHU; DUPUY, 2014).
Dentre essas terapias que vem se destacando nos ultimos anos encontram-se a
fotodinamica (TFD) que leva a destruicdo seletiva de células cancerosas, induzida por
reacOes fotoquimicas, pois espécies reativas de oxigénio citotoxica sdo geradas atraves
da ativacdo de luz NIR (KEMPA et al., 2015; JING et al., 2016), Este tratamento
envolve também agentes fotossensibilizadores que incluem a classe de macrociclos
como por exemplo, a porfirina e a protoporfirina IX (HAEDICKE et al., 2015, PENON
et al., 2016), existe também a terapia fototérmica (TFT) que € considerada como

tratamento por hipertemia minimamente invasivo. Estes agentes fototérmicos podem ser
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obtidos utilizando as nanoparticulas metalicas e também os biopolimeros naturais nas
quais possuem algumas vantagens, como biocompatibilidade satisfatoria e
biodegradabilidade (WANG et al., 2016; YANG et al., 2016; TIAN et al., 2011; XU et
al.,2018). O tratamento através dessas terapias sdo consideradas bastantes favoraveéis e
podem ser indicadas como alternativa para varios tipos de cancer gastrico, eséfago,
pulmdo, bexiga (KEMPA et al., 2015; JING et al., 2016), incluindo cancer pele
(SIDOROFF e THALER, 2010).

Sabe-se que os hidrogéis, consistem em redes reticuladas de polimeros
hidrofilicos, cercada por uma grande quantidade de dgua (KIRSCHNER & ANSETH,
2013). Eles geralmente tém propriedades semelhantes aos tecidos o corpo humano e séo
considerados uma das classes mais importantes dos biomateriais, por serem ultizados a
uma variedade de aplicagdo, como por exemplo: tecido artificial, cicatrizacdo de feridas,
administracdo de medicamentos, implantes médicos, além disso, eles podem promover
regeneracao e angiogénese no local da ferida da pele (ZHOU et al., 2018; SUN et al.,
2018; VAN VLIERBERGHE; DUBRUEL; SCHACHT, 2011; HOFFMAN, 2012;
WEISS et al.,2010).

Nos ultimos anos, a aplicacdo de nanoparticulas metalicas (NPs) em varios
campos expandiu consideravelmente. Nanoparticulas de ouro (NPsAu) e de prata
(NPsAg), por exemplo, foram aplicadas com sucesso nos ambitos médicos e
farmacéuticos para a distribuicdo de agentes terapéuticos, no diagndstico de doencas
crénicas e em sensores biomédicos (ZHANG et al., 2008). Além disso, as NPsAg foram
examinadas quanto a sua capacidade de reduzir infeccbes microbianas na pele
(PADDLE et al., 2006) e para prevenir colonizacao de bactérias em varios dispositivos

de superficie, como cateteres e proteses (MAKI, 2010).

Contudo, um fator importante a ter em consideracdo quando pretende-se usar
nanoparticulas é a forma como elas serdo transportadas para o local de acdo. Para isso,
varios métodos, como filmes, nanocépsulas, espumas e géis tém sido usados. A
combinacdo de nanoparticulas metalicas e polimeros tem atraido muita atencdo devido
as suas possiveis aplicacdes (SAMANO-VALENCIA et al., 2014). Muitos trabalhos
relataram a estabilizacdo eficiente de nanoparticulas de ouro esféricas em alginato,
mostrando melhorias no desempenho da administracdo de drogas (XU et al., 2014) e
cicatrizacdo de feridas (BALAKRISHNAN et al., 2005).
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Diante do exposto e levando em consideracdo as propriedades do alginato de
sodio e sua aplicacdo como biomaterial, somado com a possibilidade de ampliar sua
funcdo bioldgica mediante a introducdo de nanoparticulas metalicas, esta tese tem como
tema o desenvolvimento de novos materiais hibridos a partir de hidrogéis a base de
alginato de sddio com nanobastGes de ouro e nanoparticulas de prata, com intuito de
obter um promissor hidrogel com propriedades antimicrobianas e ampla aplicabilidade
na area biomédica. Nesta tese, foi abordado também como alvo de investigacdo, o uso
dos geis hibridos conjugado ao farmaco fotossensibilizador protoporfirina IX, com
finalidade de investigar a terapia fotodindmica, fototérmica e quimiofototérmica e
realizar testes in vitro frente a linhagem tumoral melanoma (B16-F10).

1.2 FUNDAMENTAGAO TEORICA

1.2.1 Polimeros

Um polimero é uma macromolécula composta por muitas unidades de repeticdo
(meros) ligadas por uma ligacdo covalente. A matéria-prima para a formacdo de um
polimero é um mon6émero, ou seja, uma molécula com uma unidade de repeticdo. Para a
sintese de polimeros € necessario que pequenas moléculas (monémeros) se liguem entre
si, formando a cadeia polimérica (CANEVAROLO, 2010).

Em relacdo a origem, os polimeros podem ser sintéticos ou naturais. Os
polimeros sintéticos incluem, por exemplo: polietileno glicol (PEG), poli-caprolactona
(PCL), acido polilactico (PLA) e polivinilpirrolidona (PVP). Estes polimeros possuem
boas propriedades mecéanicas e estabilidade térmica, uma vez que sdo de natureza
hidrofobica e quimicamente mais forte em comparacdo com os polimeros naturais
(TABATA, 2009). Eles séo classificados de acordo com o processo de sintese utilizado,
podendo entdo ser divididos em dois grupos diferentes: polimero de adi¢cdo e polimero
de condensacdo. O primeiro é produzido pela juncdo simples de pequenas moléculas
que possuem ligacdo dupla. Estas ligacGes duplas quebram-se, possibilitando uma
arrumacao que possibilita a unido destas unidades sem a formacdo de subprodutos.
Enguanto que os polimeros de condensacdo sdo formados a partir de reacdo de
condensacdo com a eliminacdo de pequenas moléculas tais como, dgua, acido cloridrico
e metanol (CAROTHERS, 1929).
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Os polimeros naturais por sua vez, sdo compostos por mondmeros hidrofilicos e
dentre os mais conhecidos destacam-se: amido, quitosana, celulose, glicogénio e
alginato de sodio. Estes polimeros geralmente sdo: atdxicos, biocompativeis e
biodegradaveis (SUH e MATTHEW, 2000). Tais caracteristicas tornam o polimero
natural um vantajoso material com potencial utilizacdo em sistemas regenerativos e

sistemas de liberacdo controlada de medicamentos (NATESAN et al., 2012).

1.2.2 Géis e Hidrogéis Poliméricos

O termo "gel", segundo uma definicdo mais classica, (Flory,1978), € utilizado
para designar um material formado por uma rede polimérica unida por ligacbes
covalentes e intumescida devido a presenca de um solvente. Outra definicdo
(Ferry,1980), afirma que um gel é um sistema substancialmente diluido, que néo
apresenta fluxo quando em repouso. Uma defini¢do ainda mais recente para os geis foi
(Almdal e colaboradores, 1993), baseada em caracteristicas fenomenologicas,
comportamento e aspecto similar aos solidos ou quase solido no qual consiste de dois

ou mais componentes, onde um é liquido, presente em quantidade substancial.

Os géis poliméricos sdo constituidos de um solvente e pelo menos um polimero
que esteja estruturado em forma de rede. Os pontos de juncdo da rede podem ser
formados permanentemente por ligacdes covalentes (TAGER, 1978; RUSSO, 1987,
HIKMET, CALLISTER, e KELLER, 1988). Nesse contexto, os hidrogéis sdo redes
poliméricas tridimensionais, reticulados e absorventes de agua. S&o0 em grande parte
hidrofilicos e altamente flexiveis, geralmente sdo preparados a partir de moléculas
poliméricas hidrofilicas, que sdo reticuladas devido a presenca de grupos como: -NHp, -
COOH, -OH, -CONH,, -CONH- e -SO3H, através das ligacOes covalentes, ligacdes de
hidrogénio e interacdes de van der Waals (PEPPAS et al., 2000). De acordo com 0s seus
constituintes quimicos, eles podem ser divididos em hidrogéis de polimeros sintético,
hidrogéis de polimeros naturais e a combinacdo entre as duas classes. Os hidrogéis a
partir de polimeros sintéticos incluem a poliacrilamida (PAM), poli (vinil alcool)
(PVA), polietilenoglicol (PEG), poli (acido latico-co-acido glicélico) (PLGA)
(AKHTAR, HANIF e RANJHA, 2016). Os hidrogéis baseados em polimeros naturais,
incluindo macromoléculas extraidas de colageno animal, plantas e algas marinhas, sdo
tipicamente polissacarideos e proteinas constituidos por glicosideos e unidades de
repeticdo de aminoacidos (TALAAT, 2008).
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Do ponto de vista sintético, eles podem ser obtidos por polimerizagdo de
enxerto, polimerizacdo de reticulacdo e formagao de rede polimérica solivel em &gua e
dividida em grupos de acordo com sua estrutura, podendo ser amorfa, semicristalina,

agregados cristalinos ou hidro coloides (AHMED et al., 2013).

Esses hidrégeis podem ainda ser classificados em funcdo do tipo de interacdo
observada na reticulacdo. Se houverinteragdes fisicas, emaranhados, interacdes
eletrostaticas ou ligagdo de hidrogénio, sdo reversiveis devido as mudangas
conformacionais. Se as interacbes forem quimicas, a reticulacdo covalente quimica
(simultaneamente ou pos-polimerizacao) é utilizada para preparar um hidrogel em que
sdo permanentes e irreversiveis devido a mudancas na configuracdo (HACKER e
MIKOS, 2011). Segundo Hoffman (2012), outras técnicas para obtencdo de hidrogéis,
podem ser citadas, como, por exemplo, aquecimento/resfriamento de uma solucdo
polimérica para formar um gel, reticulacdo em solucdo aquosa, abaixamento do pH em
solugdo aquosa, solucdo de mistura para formar um gel de coacervacao, gelificacdo de

uma solugéo polieletrélitica com um ion multivalente de carga oposta.

Os hidrogeis podem ser aplicados na agricultura (AMULYA, 2010), sistemas de
entrega de drogas (MEHRDAD, AMIR e PEDRAM, 2009), aditivos alimentares
(CHEN et al., 1995), produtos farmacéuticos (KASHYAP, KUMAR e KUMAR, 2005),
aplicacGes biomedicas (STAMATIALIS et al., 2008), medicamentos regenerativos e

engenharia de tecidos (LING et al., 2011), conforme esta ilustrado na Figura 1.

Os hidrogéis tambem podem ser responsaveis pela obtencdo de biomateriais
estruturados, chamados de: scaffolds, que por sua vez, podem ser aplicados a engenharia
de tecidos com a finalidade de serem usados como adesivos entre tecido e superficie de
materiais (DRURY e MOONEY, 2003). Dentre os diversos tipos de polimeros naturais,
estdo os primeiros materiais scaffolds biodegradaveis a serem usados clinicamente,
principalmente devido a suas melhores interacbes com varios tipos de células. Na
literatura pode ser observada uma grande quantidade de polimeros naturais que podem
ser usados na forma de hidrogéis e scaffolds, os quais podem citar: hidroxiapatita (HA),
coladgeno, gelatina, fibrina, alginato de soédio e agarose (SHELKE et al.,, 2016;
JAISWAL et al., 2015), bem como a partir dos polimeros sintéticos, os quais também
podem ser usados como hidrogéis incluindo: poli (&cido acrilico) (PAA), poli (6xido de
etileno) (PEO), acetato de polivinila (PVA) (LEE e MOONEY, 2001).
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Figura 1- Esquema mostrando diferentes tecnologias aplicadas a partir dos hidrogéis. Fonte: Adaptagdes
segundo ULLAH et al. (2015).
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1.2.3 Alginato de sodio

Dentre os polimeros possiveis de serem utilizados como hidrogéis, destaca-se

o alginato de sddio, o qual consiste em um polissacarideo solivel em agua encontrado

na matriz intercelular das algas marrons (GEORGE;ABRAHAM, 2006). E constituido

por ligagdes tipo (1- 4) entre o B-D- acido manurénico (M) e a-L- acido glurdnico (G)
(BRESOLIN et al., 2003; DRAGET; SKJAK-BRAEK; SMIDSROD, 1997) (Figura 2).

O alginato de soédio possui propriedades importantes, tais como

biodegradabilidade, biocompatibilidade e baixa toxicidade. Ele também é considerado
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de baixo custo e facil combinacdo com cétions divalentes como, por exemplo, o célcio
(Ca*?), estroncio (Sr*?) e bario (Ba*®) que tornam adequados para muitas aplicacdes
biomédicas (LI et al., 2005).

Figura 2- Composi¢do do alginato: cadeia de residuos de acido manurénicos; (b) cadeia de residuo de

acido gulurdnicos (c) cadeia de residuo de acido manurénicos e &cido gulurénicos alternados
(KAWAGUTI e SATO, 2008).
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O alginato de sodio pode ser facilmente reticulado com glutaraldeido, 1,6-
hexano-diamina e outros compostos organicos bi-funcionais (MO et al.,2011). Devido a
sua compatibilidade, vem sendo amplamente utilizado no campo da engenharia de
tecidos, incluindo regeneracdo da pele (KONG et al., 2009), cartilagem (LI e ZHANG,
2005), osso (DIVYARANI et al., 2011) e figado (GINZBERG et al., 2003), no
tratamento de feridas como curativos e no reforco do processo de cicatrizacdo (PAUL e
SHARMA, 2004).

O alginato de sddio tem capacidade de absorcdo da agua muito elevada,
absorvendo entre 200 e 300 vezes 0 seu proprio peso e pode ser fabricado com formas
variadas, tais como, hidrogéis, filmes, fibras ou microesferas (SOWJANYA et al., 2013;

SUN e TAN, 2013). Outra caracteristica do gel de alginato ¢ a moldabilidade, isto €, a
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morfologia do gel pode ser controlada por método de preparacdo. O gel com uma
morfologia regulada pode ser aplicado para sistemas de entrega de drogas, displays de
cristal liquido e sintese de biomateriais (LEE e MOONEY, 2012). Sua estrutura de anel
é de seis membros, portanto é dificil aumentar a rigidez ou compactar. Esta estrutura
cria volumes vazios maiores e permite a absor¢do de moléculas de dgua (LISTIARINI
et al., 2009).

E muito importante ter um equilibrio entre a permeabilidade da membrana e a
seletividade de agua ou gas (LISTIARINI et al., 2009). Neste contexto, a absorcao de
agua excessiva provoca inchaco da membrana e assim, diminui a seletividade do
alginato de sodio. Li e colaboradores (2012), afirmaram que para suprir esta deficiéncia,
o alginato precisa ser modificado utilizando diferentes métodos, os quais podem ser
categorizados como reticulagdo covalente, ionica e interagdes ndo ligadas. Na
reticulagdo covalente de polimeros com grupos polares, por exemplo, ocorre um
aumento da estabilidade estrutural da membrana devido aos grupos polares do polimero
reduzindo a natureza hidrofilica do mesmo. Ja a reticulagcdo i6nica fornece ainda
melhores resultados, porque o complexo eletrdlito produzido é mais robusto e

hidrofilico.

Tendo em vista que essa classe de géis normalmente apresenta comportamento
viscoelastico. O termo viscoelasticidade € justamente atribuido a sistemas que
apresentam elasticidade (propriedade dos sélidos) e viscosidade (propriedade dos
liquidos) (RAO, 1999), torna-se de grande necessidade o estudo reolégico desse grupo

de materiais.
1.2.4 Fundamentos da reologia

A reologia é o estudo do escoamento da matéria. Neste contexto, a forma mais
completa de defini-la seria como a ciéncia que estuda a deformacéo e o fluxo da matéria
(BARNES; HUTTON; WALTERS, 1989). A reologia € uma area da fisica que analisa
as deformac6es ou as tensGes de um material provocadas pela aplicacdo de uma tensao
ou deformacdo. O material pode estar no estado solido, liquido ou gasoso. A
deformacdo de um solido pode ser caracterizada por leis que descrevem a alteracdo do
volume, tamanho ou forma, enquanto que o escoamento de um fluido que pode estar no

estado liquido ou gasoso é caracterizado por leis que descrevem a variacdo continua da
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taxa ou grau de deformacdo em funcdo da tensdo aplicada (VINOGRADOV e
MALKIN, 1980).

De acordo com o que é mostrado na Figura 3, em um fluido contido entre duas
placas paralelas de area A, separadas por uma distancia y, uma forca F é aplicada de
modo a movimentar a placa com uma velocidade (u) constante em relagcdo a placa
inferior que é mantida fixa (BENNET;MEYERS,1982). Esta forca F d& origem a uma
forca de mesma intensidade, porém no sentido contrario denominada forca de
cisalhnamento 1z, ela existe devido as for¢as de coesdo do fluido com as paredes da placa

e entre as camadas de fluido.

A resisténcia ao escoamento (forca por unidade de area cisalhante) pode ser

expressa pela equacéo:

= E ®
A

onde: 7 = Forga /Area : tensdo de cisalhamento.

Figura 3- Forca de cisalhamento aplicada sobre um fluido para determinacdo da viscosidade de fluidos,
segundo experimentos de Newton. Fonte: (Adaptado por NAVARRO, 1997).

P Area (A) N
Forca aplicada (F) '] < Forca de cisalhamento (-F)
|
A
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A forca de cisalhamento da origem a um gradiente de velocidade Ou,/0y entre
as placas sendo chamada de taxa de deformacdo, descrita pela equacdo (2). Esse

gradiente de velocidade também é chamado de taxa de deformacéo:

y =du 2)
dy
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onde: y: taxa de deformacéo, s*

De acordo com esta equagéo e segundo descrito na literatura, por MA et al.,
(2014), ZLOPASA, et al., (2016), a tensdo de cisalhamento e a taxa de deformacéo
contribuem diretamente no comportamento de um fluido, com a finalidade de ser

newtoniano ou ndo newtoniano.

1.2.4.1 Parametros e Caracteristicas reoldgicas

Umas das principais propriedades reoldgicas de interesse, que se encontram
vinculadas ao desempenho do fluido sdo: indice de fluxo (comportamento), indice de
consisténcia, viscosidade aparente, viscosidade plastica, limite de escoamento e forca
gel, e a partir da anélise da relagdo entre a taxa de deformagdo e a tensdo de
cisalhamento, os fluidos podem ser classificados em newtonianos e ndo newtonianos. A
relacdo entre a tensdo de cisalhamento (z) e a taxa de deformacéo, chamada também de
taxa de escoamento (y) no caso de um fluido newtoniano, pode ser expressa pela
equacdo (3), para a situacdo ilustrada na Figura 4. A constante de proporcionalidade 7
desta equacdo € denominada viscosidade (THOMAS et al., 2001).

T=ny 3)

Figura 4- Comportamento da curva de fluxo e curva de viscosidade. Fonte: (SHELLAND, 1967).
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Portanto os fluidos newtonianos estdo relacionados com o comportamento de

escoamento que independem da taxa de deformacdo a que o fluido estd submetido e
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mostram um Unico valor de viscosidade a uma dada temperatura, conforme a Lei de
Newton da viscosidade. Os fluidos newtonianos podem abranger todos os gases, além
de liquidos ndo poliméricos e homogéneos, tais como: agua, leite, solucdes de sacarose
e Oleos vegetais. Ja nos fluidos chamados ndo newtonianos, a viscosidade do sistema,
definido como viscosidade aparente, varia com a magnitude da taxa de deformagéo y.
Neste caso, U, depende da taxa de deformacéo aplicada. Sendo assim, a relacdo entre a
tensdo de cisalhamento T e taxa de deformacdo y ndo € constante, mesmo em
escoamento laminar a temperatura e pressao constantes. Geralmente, este tipo de fluido
tem um comportamento que é verificado em sistemas coloidais. Sendo assim, a

definicdo para qualquer fluido ndo newtoniano pode ser expresso pela relagéo:

Ha= 4)

z
14

sendo M, chamada de viscosidade aparente, valida para uma determinada taxa de
deformacéo.

Segundo relatos da literatura, estudo do comportamento reoldgico de géis a
partir de desoxicolato de sédio a 50 mmol L*, brometo de sédio a 200 mmol L™ e o
aminoacido L-Lys, nas concentracdes 0, 10, 20 e 30 mmol L™, apresentou um
comportamento ndo newtoniano dos géis devido a viscosidade aparente (Ma) que
diminui a medida que aumenta a taxa de cisalhamento. Este comportamento foi
atribuido a destruicdo na estrutura de rede do gel (SUN, et al., 2014). Além disso, é
possivel analisar este comportamento e determinar cada tipo de fluido como é mostrado
na curva de fluxo (Figura 4), apresentando uma relacédo entre a tensdo de cisalhamento,
a taxa de deformacdo e a curva de viscosidade em funcdo da taxa de deformacdo. O
fluido que possui um ponto de escoamento entra em fluxo apenas quando as forcas
externas do material superam as forcas estruturais internas das amostras, 0 que ocorre

transicdo entre as fases elastica e plastica (CALLISTER, 2013).

Existe também o fluido chamado de pseudoplastico ou ‘shear-thinning”
(cisalhamento fino), no qual é um fenbmeno independente do tempo e neste caso, ocorre
quando ha um decréscimo na viscosidade com aumento da taxa de cisalhamento (Figura
4). Conforme é descrito por Brydson (1988), a pseudoplasticidade ocorrera com maior

frequéncia em polimeros no estado fundido ou borrachoso, em petroleo, espalhamento
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rapido de tintas e espumas em escoamento descontrolado de pastas. Este
comportamento pseudoplastico pode ser explicado em particulas assimétricas, que
repouso que estdo orientadas de forma aleatéria e bem préximas uma das outras.
Quando se aplica uma forca nestas particulas elas come¢am a fluir em uma direcéo,
assumindo uma orientacdo preferencial na direcdo do escoamento, reduzindo assim, sua
resisténcia ao escoamento. Em sistemas poliméricos no estado fundido passam de uma
estrutura altamente emaranhada no repouso, para uma altamente orientada e

desemaranhada na dire¢do do escoamento e de uma forma linear (BRYDSON, 1988).

Outro comportamento que se observa em um fluido ndo newtoniano é chamado
de dilatante ou “Shear-Thickening” (Cisalhamento Espesso). Neste caso, hd um
aumento na viscosidade com aumento da taxa de cisalhamento, conforme foi mostrado
na Figura 4. De acordo com o trabalho descrito por Lessa (2008), as principais causas
desse comportamento é a formacgédo de uma estrutura organizada do sistema e através da
orientacdo de particulas assimétricas na direcdo do escoamento provocadas pelo

gradiente de velocidade.

Existem outras caracteristicas que sdo bastante importantes no comportamento
de um fluido ndo newtoniano, uma vez que a estabilidade do material e o quanto ele
pode ser recuperado em relacdo as propriedades tixotropicas, dependentes do tempo,

conforme ilustrada na Figura 5.

Figura 5- Curva de escoamento de fluido ndo-newtonianos de propriedades dependentes do tempo de
cisalhnamento. Fonte: (SKELLAND,1967).

T (dynas/cm?)
Tixotropico

: :
e Reopéctico
&
m
1]
-
1]

Reopético E
2

Tixotrdpico
-
Y (s -1 ) Tempo mantido 4 taxa de cisalhamento constante

Um fluido é considerado tixotrépico, quando possui um comportamento
temporario (Figura 5), ou seja, quando ocorre um decréscimo da viscosidade aparente

com o tempo, sob a taxa de cisalhamento ou a tensédo de cisalhamento constante,
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seguido de uma gradual recuperacdo quando um deles é removido (BARNES,1989).
Um fenbmeno que ocorre em um fluido é a criagdo de uma estrutura em rede
tridimensional, suportada por ligacGes idnicas e ligagdes de hidrogénio, denominada de
gel, que é a responsavel pela elevacéo da viscosidade do fluido tixotrépico, em repouso
ou a baixas taxas de cisalhamento, ocorrendo devido a uma complexa interacdo entre as
particulas/moléculas, pois esta estrutura pode ser facilmente rompida, quando a
dispersdo é cisalhada por um longo periodo de tempo, uma vez que essas ligacdes
atrativas sdo fracas. Apesar disso, elas podem recuperar sua fluidez, retornando ao
estado chamado sol, neste caso, a viscosidade cai assintoticamente, alcangando o mais
baixo valor para uma taxa de cisalhamento constante, quando submetidas a condi¢coes
dindmicas, caracterizando a tixotropia como um fendmeno isotérmico e reversivel
(MACHADO, 2002).

Outro comportamento que o fluido pode apresentar é a reopexia, chamada
também de anti-tixotropico ou tixotropia negativa. Neste caso, ha um acréscimo na
viscosidade aparente com o0 tempo sobre a taxa de cisalhamento ou a tensdo de
cisalhamento constante, seguido de uma recuperacdo gradual quando a taxa ou a tensao
é removida (BARNES; HUTTON; WALTERS, 1989) (Figura 5).

Dando continuidade sobre a classificacdo reologica de um material, pode-se
mencionar o comportamento de um sélido com caracteristicas elasticas, neste caso, 0
material volta a sua forma original ao retirar uma forca aplicada. Em 1678, Robert
Hooke, a partir da teoria verdadeira da elasticidade, descreveu o comportamento
mecanico ideal utilizando equacdo constitutiva na qual sua hipotese pode ser definida

através da constante de proporcionalidade entre a tensdo e a deformacéo expressa por:
E= o (5)
&

Onde: E= Modulo elastico; 6= tensdo; € = deformacao.

Ainda neste contexto, de acordo com a equacdo que descreve a Lei de Hooke e
considerando as forcas suficientemente pequenas, quando se aplica um esforco de
cisalhamento, pode-se relacionar a tensdo de cisalhamento com uma forca aplicada

paralelamente a uma superficie, com o objetivo de causar o deslizamento de planos
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paralelos uns em relagdo aos outros, podendo ser chamado de modulo de cisalhamento
(Figura 6).

Figura 6- Deformac&o sob cisalhamento num sélido cubico. Fonte: (NAVARRO, 1997).

Neste caso, a deformacdo de cisalhamento, y, pode ser calculada pela tangente
do angulo 6, como ¢ apresentado na Figura 6 e mostrado na equacao 6 (NAVARRO,

1997).

(6)

2

Onde: G= Modulo de cisalhamento ou rigidez; z: tensdo de cisalhamento e y:
deformacdo elastica de cisalhamento do corpo de prova (adimensional) pode ser a tg 6=
x/h.

Os fluidos ndo newtonianos ainda podem ser classificados em viscoelasticos. A
viscoelasticidade é um fendmeno dependente do tempo e sO ocorre em sistemas
poliméricos no estado solido, fundidos ou em solucdo, estes materiais viscoelasticos
(VE) apresentam comportamento viscoso e elastico simultaneamente. Considera-se a
parte viscosa ou irreversivel em sistema que se comporta de acordo com a Lei de
Newton, a parte elastica ou reversivel séo sistemas que se aplica a Lei de Hooke.

Os fluidos que possuem caracteristicas de liquidos viscosos com propriedades
elasticas (Modelo de Maxwell) ou so6lidos com propriedades viscosas (Modelo de
Kelvin-Voigt) sdo materiais que possuem propriedades elasticas e viscosas ligadas

como é apresentado no Esquema 1 abaixo.
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Esquema 1- Comportamento de liquidos e solidos viscoelasticos.

Viscoso <€ Viscoelastico 2 Elastico
Fluido Fluido viscoelastico/Solido viscoelastico Solido

Lei de Newton Lei de Maxwell’s Lei de Kelvin/Voigt’s Lei de Hooke’s
n= G=1

<-I9
~<

Curva de Fluxo Teste de relaxamento do estresse
Curva de Viscosidade Teste de deformacao
Oscilacdo (G'.G”.tand)

Algumas caracteristicas dos materiais polimericos podem ser encontradas
atraves da sua massa, pois pode ser vista no seu estado ndo deformado, constituida de
cadeias enoveladas ou emaranhadas, quando esta estrutura € sujeita a uma tensao
constante, as moléculas exercem uma resposta retrativa a esta tensdo para manter sua
conformagdo mais estavel emaranhada. Quando existe uma influéncia continua da
tensdo aplicada com o tempo, as cadeias da estrutura deslizam umas em relacdo as
outras. Portanto, a estrutura emaranhada é deformada, passando para uma conformacao
alongada e desemaranhada (CALLISTER, 2013; NAVARRO, 1997).

1.2.5 Nanotecnologia e nanomateriais

A nanotecnologia é a ciéncia que visa a aplicacdo do conhecimento cientifico
para manipular e controlar os materiais, essencialmente em nanoescala e fazer uso de
propriedades dependentes do tamanho, estrutura e fenbmenos distintos associados a
atomos, moléculas individuais e macromoléculas. De acordo com ISO/TR 10993-22, o
termo nanoescala é definido como o comprimento das estruturas com medidas variando

aproximadamente entre 1 e 100 nm, conforme apresentado na Figura 7 e 8.

Figura 7- Escala nanometrica de diversos tipos de materiais. Fonte: (LAURA, 2016).
http://elfaronanotec.blogspot.com.br/2016/10/que-es-la-nanotecnologia-el-tamano-si.html
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No entanto, de acordo com a definicdo para European Union (EU), o0 nome
nanomaterial, significa um material natural, incidental ou fabricado que contém
particulas, em um estado ndo ligado, como agregado ou como aglomerado e para 50%
ou mais das dimens@es externas inserida no tamanho de medida entre 1 e 100 nm (ISO,
2016).

As nanoparticulas s&0 nanomaterias com toda a dimensdo externa em escala
nonometrica. E um material discreto com uma, duas ou trés dimensdes. Existem
também as nanofibras, que sdo nanomateriais, com duas dimensdes externas em
nanoescala e a terceira dimenséo significativamente maior e 0s nanobastdes que sdo

considerados nanofibras solidas (ISO, 2016).

A funcionalidade € uma das caracteristicas mais importantes dos hanomateriais,
devido a sua capacidade de executar funcdes especificas como, por exemplo, funcdes
quimico-biologicas de forma controlada e pré-determinada (TOMA, 2004). Esses
nanomaterias funcionalizados possuem grande importancia na aplicacdo em sintese de
coloides, processos fotoquimicos, desenvolvimento de sensores e dispositivos
eletronicos, aplicacbes médicas, obtencdo de novos farmacos e no controle ambiental
(TANSIL, 2006).

A partir das particulas Unicas de tamanho nanométrico podem ser formados 0s
clusters, que sdo definidos por uma colecdo de particulas reativas. Neste caso, eles
podem ser subdivididos em agregados e aglomerados. Os agregados sdo particulas nas
quais as forcas que as mantém em conjunto sdo forcas fortes, através das ligacdes
covalentes ou resultantes de sinterizacdo. Nos aglomerados, nas particulas, forcas fracas

sdo aplicadas, como as de van der Waals, ou simples emaranhados fisicos e desta forma,
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tanto para os agregados quanto para os aglomerados sdo chamados de “particulas
secundérias” e as particulas originais sdo denominadas “particulas primarias” (ISO,

2016; RAUSCHER et al., 2015).

Para a obtencdo de diversos nanomateriais a partir das nanoparticulas séo
necessarias diferentes sinteses e podem ser obtidas a partir de duas abordagens. Uma
abordagem chamada descendente que trata da reducdo do tamanho do material, forma,
propriedades fisico-quimicas gerais das particulas e estrutura de superficie, através do
processo fisico e quimico para produzir nanoparticulas e técnica como a de deposicao
fisica de vapor (MEYERS, MISHRA, BENSON, 2006; IRAVANI, 2011). Como
exemplo, para a abordagem descendente, temos o trabalho de Priyadarshana e
colaboradores (2015), que revelou a sintese esférica de NP de magnetita a partir de
minério natural de 6xido de ferro (Fe,O3) por método destrutivo levando a um tamanho

de particula em torno de 20 e 50 nm na presenca de &cido oleico.

Na abordagem ascendente as NPs sdo formadas a partir de substancias
relativamente mais simples, chamada também de abordagem de construcéo, pois temos
a sedimentacdo, técnicas de reducdo, sol-gel, sintese verde, fiacdo e sintese bioquimica
(IRAVANI, 2011).

Um exemplo bem recente é reportado por Needham et al., (2016), que apresenta
uma técnica de troca de solventes usado para obtencdo de NPs de lipoproteina de baixa
densidade de tamanho reduzido (LDL). Neste metodo, inicialmente a nucleacdo é
seguida pelo crescimento. Estas NPs LDL foram obtidas sem usar fosfolipidios e
possuem alta hidrofobicidade, com a finalidade essencial nas aplicacdes de entrega de
drogas, para o tratamento de cancer. Com isso, 0s nanomateriais, vem ganhado grande
importancia no desenvolvimento cientifico atual devido ao fato de encontrar e obter
Otimas propriedades: quimicas, bioldgicas, magnéticas, eletrdnicas, Opticas, térmicas,
mecanicas e cataliticas e diversas areas de aplicacbes como: engenharia de tecido,
dentistica, nanomedicina, biomédica, cosmética, alimenticias, conversdo de energia

solar, engenharia civil e ciéncias ambientais (Figura 8).

Figura 8- a) Nanoparticula de ouro no tratamento contra o cancer; b) Folha plana de grafeno. Fonte:
http://pt.chinananomaterial.com/info/the-biological-mechanisms-of-gold-nanoparticle Guangdong Nanhai
ETEB Technology Co., Ltd. (2017). https://megaarquivo.wordpress.com,/grafeno-o-material-do-futuro.



http://pt.chinananomaterial.com/info/the-biological-mechanisms-of-gold-nanoparticle
http://pt.chinananomaterial.com/
http://pt.chinananomaterial.com/
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1.2.6 Nanobastdes de ouro

As propriedades quimicas e fisicas das nanoparticulas de ouro (NPsAu) estéo
diretamente relacionadas com fatores como o tamanho, composicdo e forma. Quanto as
suas propriedades dpticas, as NPsAu apresentam o fendmeno de ressonancia plasmonica
de superficie (SPR) (Figura 9a), que e explicada pela oscilacdo de elétrons livres ao
longo de uma superficie metalica. Quando a luz interage com a sua superficie, a
oscilagdo do componente eléetrico da radiacdo promove uma oscilacdo simultanea dos
elétrons. Uma vez que a radiacdo eletromagnética € incidida na frequéncia do plasmon
ressonante de forma continuada, as nanoparticulas absorvem energia e geram calor.
Entre as diferentes nanoparticulas de ouro ndo esféricas, 0s nanobastdes de ouro
(NBsAu) tém atraido uma grande atencdo em virtude do grande namero disponivel de
métodos de sintese, da alta monodispersidade e o controle racional sobre a relacdo de
aspecto, que € principalmente responsavel pela mudanca em suas propriedades Opticas
(JAQUE et al., 2014).

Recentemente, alguns pesquisadores vém demonstrando interesse por
nanobastbes de ouro (NBsAu), devido a sua forte banda SPR na regido visivel, IR e
oscilacdes de elétrons em duas direcBes (dependente da polarizacdo da luz incidente:
eixos curto e longo), sendo uma banda em torno de 520 nm (x 10 nm) atribuida a
ressonancia de plasma de superficie transversal (TSPR) e a outra ressonancia de plasma
de superficie longitudinal (LSPR), na qual a banda em torno de (650-1300 nm) de
absorcdo na superficie longitudinal é maior quando comparada com a transversal
(Figura 9.b) (HUANG, NERETINA, EL-SAYED, 2009; KOZEK et al., 2013).
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Figura 9- (a) Esquema ilustrativo do fendbmeno de ressonancia plasmdnica de superficie. Fonte:
(BAYAZITOGLU et al., 2013) (b) Espectros de absorcéo dptica de nanobastes de ouro com diferentes
dimensdes (JAQUE et al., 2014).
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Por causa das propriedades unicas, a capacidade de sintese em alta qualidade
usando solucdo de forma de cristalizacdo semeada, ajustabilidade de ressonancia de
plasma variando a razdo de aspecto (AR, relacdo do comprimento a largura do
nanobastdo de ouro) e da sua excelente biocompatibilidade, os NBsAu sdo fortes
candidatos para aplicacbes bioldgicas, biomédicas, terapias fototérmicas e
fotodinamicas (HUANG, NERETINA, EL-SAYED, 2009). Contudo, a escolha por
agentes estabilizadores adequados é de extrema importancia na obtencdo de NBsAu,
que sejam estaveis em diferentes condicdes ambientais (pH e forca idnica) e que

apresentem baixa toxicidade.

O meétodo mediado por sementes na presenca do surfactante brometo
cetiltrimetilaménio (CTAB) (como mostra na Figura 10) é o procedimento mais
utilizado para obter NBsAu (CHEN et al., 2013). Os rendimentos desta sintese


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0017931013006790?via%3Dihub#!
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normalmente atingem 99%, quando utiliza o surfactante CTAB, além disso, a forma e 0
tamanho dos nanobastdes de ouro podem ser adaptados de acordo com a quantidades
dos reagentes e temperatura de crescimento. Devido ao processo de sintese, a razéo de
aspecto dos nanobastdes de ouro pode variar de 2,4 a 8,5 (GOLE; MURPHY, 2004;
NIKOOBAKHT; EL-SAYED, 2003; CARBO -ARGIBAY, et al., 2007).

Figura 10- llustracdo esquematica do método mediado por sementes para o crescimento de nanobastéo de
ouro. Fonte: (CHEN et al., 2013).
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1.2.7 Atividade antimicrobiana de nanobastdes de ouro em matrizes poliméricas

Infeccdo bacteriana patogénica esta se tornando um grande problema para os
seres humanos por causar graves doencas infecciosas e devido a resisténcia dos micro-
organismos aos medicamentos emergentes. Pesquisadores vém buscando alternativas
viaveis para encontrar novos agentes antimicrobianos mais eficientes. Um exemplo séo
as nanoparticulas metalicas (NPs), especialmente, as nanoparticulas de ouro (NPsAu),
pois apresentam excelentes propriedade bioldgicas, exploradas nos organismos devido a
sua biocompatibilidade (BHATTACHARYA; MUKHERJEE, 2008). Ultimamente
pesquisadores centraram-se na sua funcionalizacdo, atuando como agentes fototérmicos
para matar patdgenos hipertermicamente (NORMAN, 2008), desta forma a eficacia da
atividade antibacteriana das NPsAu pode ser aprimorada pela adicdo de antibidticos
(BURYGIN, 2009).

As nanoparticulas de prata e ouro (tamanho médio de 20 e 27 nm) podem ser

incorporadas em diversos polimeros sinteticos, como por exemplo: PU (poliuretano),
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PCL (Policaprolactona), PC (Policarbonato), PMMA (Polimetilmetacrilato) e um dos
métodos utilizado ¢ o de “casting” (que consiste em espalhar a solucdo formadora do
filme em uma superficie lisa e deixar secar). Aplicando-se as bactérias na superficie do
filme pode ocorrer ou ndo a formacdo das mesmas. A inclusdo das nanoparticulas de
prata e de ouro na matriz polimérica apresentou uma reducdo no crescimento de
organismos, como as proteinas e carboidratos, indicando que os nanocompositos de
prata estabeleceram boas propriedades de antibiofilme, em relacéo ao de ouro e surgem
como forte candidato para as aplica¢des de implantes médicos (SAWANT et al., 2013).

Sabe-se que as NPsAu geram furos na parede celular, resultando na morte das
bactérias, isto é possivel quando NPsAu se ligam ao DNA das bactérias e inibem o
desenrolamento e transcricdo do DNA (RAI et al., 2010).

Os nanobastdes de ouro (NBsAu) sdo 20 vezes mais eficientes na absorgédo
Optica do que as NPsAu do mesmo volume (COPLAND et al., 2004) e possuem uma
forte afinidade de ligacdo, permitindo que eles sejam conjugados com varias
biomoléculas (LIAO e HAFNER, 2005). Lanh e pesquisadores (2015) reportaram que
de acordo com diferentes condigdes de sintese dos nanobastastdes de ouro, assim como
as morfologias podem mudar significativamente, os NBsAu apresentaram boa atividade
antibacteriana frente as bactérias Gram positivas, sendo que os melhores resultados
foram obtidos frente as bactérias: L. monocytogenes (MIC: 0,0002 pg / mL), S. aureus
(MIC: 0,0008 pg/mL), E. coli (MIC: 0,05 pg/mL), S. typhimurium (MIC: 0,2 pg/mL), o
efeito antibacteriano foi justificado devido atracdo eletrostatica da carga positiva do
ouro e a superficie celular do microorganismo ser carregada negativamente (BINDHU
& UMADEVI, 2014).

Pissuwan e colaboradores (2009), sugeriram que 0os NBsAu conjugados com foto
sensibilizadores podem matar o Staphylococcus aureus através da radiacao fototérmica—
NIR. Neste contexto, ainda mais recentemente, alguns dos estudos vém sendo explorado
para investigar as toxicidades de NBsAu usando diferentes células humanas, com a
finalidade de observar a citotoxicidade in vitro induzida por NBsAu (HARIKIRAN;
NARSIMHAREDDY, 2016; YING et al., 2015).
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1.2.8 Nanoparticulas de prata

Assim como as nanoparticulas de ouro, as de prata (NPsAg) exibem
propriedades Opticas e eletrénicas interessantes e tém um amplo escopo em ciéncias
biologicas, médicas e biomédicas por suas cores brilhantes, propriedades fisico-
quimicas e atividade antimicrobiana (DAS; VELUSAMY, 2014; VELUSAMY et al.,
2015; YANG; PAN, 2012; ESCOSURA-MUNIZ, et al., 2009).

Em principio, a sintese de (NPsAg), envolve a reducdo de um sal de prata com
um agente redutor na presenca de um estabilizador que previne a agregacdo de NPs.
Geralmente sdo usados redutores quimicos, como por exemplo, citrato de s6dio ou
borohidreto de sddio (MULFINGER et al., 2007; e um dos agentes estabilizadores que
podem inserir durante o processo de sintese de nanoparticula coloidal de prata é o
polimero polivinilpirrolidona (PVP), considerado bom agente eletroestéricos, e também
evita a aglomeracdo das NPsAg (ZHANG; ZHAO; HU, 1996; KOMARNENI et al.,
2004) (Figura 11a-b).

Para controlar e estabilizar as estruturas de nanoparticulas, recentemente vem
utilizando muitos materiais, como 0s polimeros naturais, incluindo os polissacarideos,
surfactantes, dendrimeros, e modelos biolégicos (VIMALA et al.,, 2009). Segundo
levantamento feito da literatura, existe uma crescente em sintese de NPsAg, através do
desenvolvimento de processos ecologicamente "verdes” usando biopolimeros como
modelos para a sintese, bem como, visando uma boa estabilizacdo ganhando impulso
devido a sua excelente biocompatibilidade e (BOZANIC et al, 2011)
biodegradabilidade (MADHUSUDANA, et al., 2014; SIRAJ et al., 2013).

Figura 11- a) Reacdo entre Poli vinil pirrolidona (PVP) e Ag; b) Mecanismo de obtengdo das NPsAg,
através dos ions citrato. Fonte adaptada de: MIRZAEI et al.,2017; HO et al.,2016.
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1.2.9 Atividade antimicrobiana das nanoparticula de prata com matrizes
poliméricas

Das diversas nanoparticulas metélicas, as nanoparticulas de prata (NPsAg),
mostram excelentes propriedades antimicrobianas contra uma ampla variedade de
bactérias Gram positivas (Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermides), Gram
negativas (como exemplos, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa) e fungos como
(Candida albicans). Os ions de prata realizam diminui¢fes notaveis no crescimento
microbiano em concentragdes muito baixas e pelo fato de que 0 mecanismo que causa
este impacto ainda ndo foi totalmente elucidado. Os trés mecanismos mais comuns de
toxicidade proposta até 0 momento sdo: (1) absor¢do de ions de prata livre, seguidas de
perturbacdo da producdo de ATP e replicacdo de DNA, (2) nanoparticulas de prata e
fons prata atuam na geracao de ROS, e (3) nanoparticulas de prata causam danos diretos
as membranas celulares de bactérias, conforme ilustrada na (Figura 12) (MARANBIO-
JONES; HOEK; 2010). Pesquisadores afirmam também que a citotoxicidade das
nanoparticulas de prata esta relacionada aos mecanismos devido a producdo de muitos
radicais livres que afetam o alto estresse oxidativo, distdrbios da integridade da
membrana celular, ligacao de proteina ou DNA e danos ao material genético (SIRAJ et
al., 2013).

Figura 12- Diagrama resumindo a interacdo das Nanoparticulas de prata com células bacterianas. Fonte:
(DAMM; MUNSTEDT; ROSCH, 2008; Neal, 2008).
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Recentemente, as propriedades encontradas para as (NPsAg), sdo atualizadas

através da tecnologia por diferentes métodos, permitindo que a extensdo das
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nanoparticulas fosse reproduzida de forma modular e precisa, tendo em mente o
objetivo final para melhorar a estabilidade das emulsdes coloidais. Além disso, uma
liberacdo controlada das NPsAg, adquirindo uma atividade antimicrobiana, com a
capacidade de inibir o desenvolvimento de micro-organismos a longo prazo, reduzindo
impactos ndo satisfatorio (VELUSAMY et al., 2016).

Alguns polissacarideos possuem atividade antimicrobiana, incluindo o
biopolimero natural, a quitosana. A quitosana pode ser processada de formas e
tamanhos diferentes, tais como em: filmes, microesferas, nanoparticulas, membranas
porosas e scaffolds, além disso a quitosana também tem sido usada em campos médicos,
como cicatrizacdo de feridas, engenharia de tecidos e entrega de drogas ( KUMAR,
2000).

Estudos a respeito de um metodo ‘verde' para sintetizar NPsAg utilizando a
quitosana, como um agente redutor e estabilizador, obtiveram resultados satisfatorios na
sua aplicacdo como agente antibacteriano (SANPUI et al., 2008; TRAVAN et al., 2009).

Stojkovska e colaboradores (2014) propuseram em seu estudo que a partir de
microesferas de alginato de calcio contendo com NPsAg podem atuar na aplicacfes

biomédicas, com a finalidade de tratamentos de feridas.

Estudo recente, descrito por Su e colaboradores (2017), avaliaram a eficacia da
atividade antibacteriana de tecidos de algoddo tratados com nanoparticulas de prata e
alginato de sddio contra diferentes patdgenos (Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococcus aureus), com a ideia de aplicacdo em diferentes campos

como na area de téxteis e médicas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Obtencdo de hidrogéis a partir de alginato de sodio associados as
nanoparticulas de prata e nanobastdes de ouro com propriedades antimicrobianas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obter hidrogéis de alginato de sddio puro, Alg nas concentragdes de massa
4%,6% e 8%;

Obter hidrogéis de alginato de sodio contendo nanobastdes de ouro
(NBsAu@Alg), nanoparticula de prata (NPSAg@AIlg) e nanobastdes de ouro mais
nanoparticula de prata ( NBsAu+NPsAg)@AIg, nas concentragdes de massa do alginato
de: 4%,6% e 8%;

Anélise Reoldgica dos hidrogeéis;

Caracterizar os hidrogeis por: UV-Vis-NIR, DRX, FT-IR, TGA, DSC, MEV e
TEM;

Avaliar a atividade antimicrobiana dos hidroggéis.
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3 EXPERIMENTAL

Os experimentos foram realizados nos laboratoérios BSTR — Malta/Giba do
Departamento de Quimica Fundamental, Laboratdrio de Bacteriologia do Departamento
de Medicina Veterinaria da UFRPE e Laboratério de Pesquisa em Materiais Hibridos
(LPMH), Departamento de Quimica da UFS. Laboratorio de Genética e Biotecnologia

Vegetal, Departamento de Genética UFPE.

3.1 REAGENTES
Todos os procedimentos foram realizados usando reagentes de grau analitico

adquiridos comercialmente sem purificacdo prévia listados na Tabela 1.

Tabela 1- Reagentes e solventes utilizados nos procedimentos experimentais.

Composicao Procedéncia Pureza
Acido ascorbico CsHgOs Sigma-Aldrich 99%
Acido cloroaurico HAuUCI,4 Sigma-Aldrich 99,999%
Alginato de sodio® CeH;O¢Na Sigma-Aldrich -
Acido sulfurico H,SO, Micro-Quimica 98%
Boroidreto de sddio NaBH,4 Sigma-Aldrich 98%
Citrato de sodio NazCsHsO7 Sigma-Aldrich 99%
CTAB ((C16H33)N(CH3))3Br  Sigma-Aldrich 99%
Nitrato de prata AgNO; Sigma-Aldrich 99%
Polivinilpirrolidona (CsHgNO)n Sigma-Aldrich -

(PVP)

#massa molar (MW) = 100.000 g/mol e aproximadamente 61% de acido manurénico e
39% de acido gulurdnico, com uma relacdo M/G de 1,56).

3.2 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
3.2.1 Preparacao dos nanobastdes de ouro
12 etapa: Crescimento da semente

Inicilamente, com auxilio de um pipetador automatico, 250 pL de uma solucdo a
10 mM de HAuCl, foram adicionadas a 7,5 mL da solu¢cdo 0,1M de CTAB em um
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béquer de 100 mL, mantida sob agitagdo magnética por cinco minutos. Apés este
tempo, com auxilio de uma pipeta automatica adicionou-se 600 pL de uma solucdo a
0,01M de NaBHy, e deixou sob agitacdo continua por um minuto (LANH et al., 2015).

22 etapa: Crescimento dos nanobastdes de ouro

Inicialmente, utilizando pipeta automatica 5mL da solucdo do HAuUCI,, 2mL da
solugéo a 0,5M de H,SO,4, 1ml da solucdo de AgNO3 a 10mM e 0,8mL da solucéo a
0,1M de &cido ascorbico, foram adicionadas em 100 mL de CTAB em um béquer de
200mL e mantidas sob agitacdo, até mudar a coloracdo para incolor. Em seguida,
pipetou 240 pL da solugcdo semente realizada na 1?2 etapa e adicionou na 22 etapa
(crescimento dos nanobastfes de ouro) deixando em repouso por 12 horas, onde a
suspensdo final foi lavada duas vez com agua destilada através de uma centrifuga
(LANH et al., 2015).

3.2.2 Preparagéo das nanoparticulas coloidais de prata

Inicialmente, foram aquecidos 125 mL da solugdo de nitrato de prata (AgNO3)
de ImM (mol.L™") em um erlenmeyer até ocorrer a ebulicdo. Em seguida, utilizando
pipeta de pasteur, adicionou-se 5 mL do agente redutor, citrato de sodio (NasCsHsO-),
solugcdo a 1% na velocidade de uma gota por segundo. A solucdo foi mantida em
ebulicdo até ocorrer a transicdo de cor para amarelo palido. Esta coloracéo € indicio da
formacdo das nanoparticulas. O erlenmeyer foi mantido sob a chapa de aguecimento
apos seu desligamento por cerca de um minuto até a solucdo atinjir a coloracdo amarelo.
Em seguida, a mesma foi arrefecida lentamente sob agitacdo em um banho a
temperatura de 20°C até que a solucdo atinja temperatura ambiente igual a 25°C, (LEE
& MEISEL, 1982; TURKEVICH et al.,1951).

3.2.3 Preparacao para o fluido coloidal e os hidrogéis a base do alginato de sédio

Inicialmente o fluido de alginato foi produzido a partir da hidratacdo do p6 de
alginato de sédio, em um béquer, a uma propor¢cdo de 2% (m/v). Para facilitar a
hidratacdo do po, ele foi misturado ao equivalente, em massa, de alcool etilico absoluto.
Em seguida, esta mistura foi adicionada a agua ultrapura estéril, sob agitacdo vigorosa,
com o auxilio de um agitador magnético (Fisatom 752A), com aquecimento a 40°C e
com as seguintes modificacbes seguindo metodologia descrita por Rassu e
colaboradores (2016).



49

Para preparar o hidrogéis de alginato de s6dio nas concentracoes de 4%, 6%, 8%
na relacdo (massa/volume), seguiu a mesma metodologia citada anteriormente com
adaptacdes. Inicialmente uma quantidade do p6 (0,49, 0,69 e 0,8g) em 10 mL de agua
deionizada, em seguida esta mistura ficou, sob agitacdo vigorosa, com o auxilio de um
agitador magnético (Fisatom 752A) com aquecimento a temperatura a 40°C (RASSU et
al., 2016)

3.2.4 Preparacdo para os hidrogéis de alginato de sédio com os nanobastao de ouro

Foram realizados experimentos com alginato com os nanobastdes de ouro nas
concentracdes de 4%, 6%, 8% na relacdo (massa/volume) sendo 0,4, 0,6 e 0,8g de
alginato em 10 mL de nanobastdes de ouro.

3.2.5 Preparagdo para o fluido coloidal e hidrogéis de alginato de sodio com
nanoparticulas de prata

Inicialmente para obter um fluido coloidal formado do alginato com
nanoparticulas de prata na concetracdo a 2% (massa/volume), foi realizada a partir da
hidratacdo de 2g do po6 de alginato em 80 mL de &gua ultrapura estéril, com 20 mL da

solucgéo de nanoparticulas.

Para os hidrogéis, foram realizados experimentos com alginato de sodio e com
nanoparticula de prata na concentracdo de 4,6 e 8%, na relacdo (massa/volume) e 0,4,

0,6 e 0,89 de alginato em 10 mL de nanoparticula de prata.

3.2.6 Preparacdo para os hidrogéis de alginato de sédio com nanobastdo de ouro e

nanoparticula de prata

Foram realizados experimentos com alginato de sddio, nanobastdo de ouro e
nanoparticula de prata numa concentragdo de alginato de sddio em 4, 6 e 8%, para uma
relacdo de 0,4, 0,6 e 0,8g de Alg e 10 mL sendo o volume total (5 mL de nanobastéo de

ouro + 5 mL de nanoparticula de prata).
3.3 CARACTERIZACAO
3.3.1 Reologia

As medidas reologicas foram realizadas a temperatura de 25°C em um Redmetro

de tensdo controlada, modelo DHR da TA Instruments, com geometria placa-placa,
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sendo a placa de aco inoxidavel, com didmetro de 40 mm e espacamento de 100 pm
entre as placas. As amostras foram cuidadosamente aplicadas na placa inferior do
redmetro, assegurando 0 minimo de perturbacdo do sistema e tempo de estabilizacdo de
2 minutos antes da analise. Todas as analises foram realizadas em triplicata para cada
amostra. O ensaio de escoamento foi realizado variando a velocidade de cisalhamento
de 0 a 200 s™. As medidas reoldgicas dinamicas oscilatéria foi realizado no modo de
varredura de frequéncia, em que a tensdo (z) aplicada era constante 0,4 Pa no dominio
da regido viscoelastica linear e a frequéncia de oscilacdo (w) variou de 0,1 a 100 Hz.
Para ajuste das curvas e determinacdo dos modelos, o software grafico Origin foi
utilizado. As medidas foram realizadas na Universidade Federal de Sergipe (UFS) no
Campus Professor Alberto Carvalho em Itabaiana-SE, no Laboratério de Pesquisa em
Materiais Hibridos (LPMH).

3.3.2 Difragéo de raios-x (DRX)

Os géis foram congelados e liofilizados por 24 horas para obtencdo do material
seco. Os difratogramas foram obtidos em um difratdmetro de raios X (Bruker, modelo
D8 Advance), com passo de 0,02° e tempo de aquisicdo de 1 segundo e janela angular
de 0°-90°.

3.3.3 Espectrofotometria uv-visivel (UV-VIS)- (NIR)

O equipamento utilizado para obtencéo dos espectros de absorcao na regido do
ultravioleta-visivel (UV-Vis) e infravermelho proximo (NIR), foi o espectrofotdmetro
UV-Visivel do modelo UV-2600 da empresa Shimadzu, operando na faixa de (1400-
185 nm), com lampada de deutério (D) e halogénio tungsténio (WI). O software UV
Probe 2.5 foi utilizado para fornecer os comandos operacionais do equipamento e
projecdo dos resultados. As medidas, para as amostras liofilizadas dos géis foram
realizadas utilizando a esfera integradora ISR-2600 Plus, como acessorio pelo qual foi
possivel fazer absorbancia e reflectdncia das amostras utilizando dois detectores. Como
as amostras foram sélidas foi utilizado o método de reflectancia difusa e logo em
seguida utilizou o método Kubelka-Munk para transformar a percentagem de
reflectanca em absorbancia [F(R)=(1-R)*/2R].
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3.3.4 Espectroscopia no infravermelho por transformada de fourier (FT-IR)

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho dos hidrogeéis secos foram
obtidos através do método FT-IR com acessdrio de UATR (Acessorio Universal de
Amostragem com o0 braco de pressdo). O equipamento utilizado foi um
espectrofotometro com transformada de Fourrier da Perkin Elmer (modelo: Spectrum
400, N° de série: 82287) na regido entre 4000 e 400 cm™. A resolucéo espectral foi de 2
cm™ e 64 acumulacBes. Estas analises foram realizadas no Laboratério de Combustiveis
(LAC) do Departamento de Engenharia Quimica da UFPE.

3.3.5 Andlise termogravimétrica (TGA)

As medidas de avaliacdo da estabilidade térmica foi determinada via analise
termogravimétrica em um analisador termogravimétrico da Shimadzu, modelo TGA
60/60H utilizando porta amostra de alumina, fluxo de 50 mL/min de N, com taxa de
aquecimento de 50 °C/min até 500°C. As medidas foram realizadas no Laboratério de
Terras Raras (BRTR-Giba) do Departamento de Quimica Fundamental da UFPE.

3.3.6 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

Curvas de fluxo de calor foram obtidas em um calorimetro diferencial de

varredura, modelo 1 Star ¥sm

(Mettler Toledo) sob atmosfera de nitrogénio. Com
aquecimento de 0°C a 300°C, com taxa de 10°C/min e fluxo de gas 50 milimetros por

minutos (50 mL/min).
3.3.7 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A morfologia das amostras de NPsAg coloidais foi analisada por microscopia
eletronica de varredura (MEV). As amostras foram previamente fixadas a um pedaco de
fita adesiva dupla face de carbono apoiada sobre um suporte metalico. As imagens de
MEV para as amostras de NPsAg foram obtidas no Departamento de Fisica da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), usando um microscopio da Tescan,

modelo Mira 3, com voltagem de 10 kV.

3.3.8 Microscopia eletrénica de transmissédo (TEM)

A morfologia das amostras dos NBsAu foi analisada por microscopia eletrénica

de transmissdo (TEM). A imagem de TEM para as amostras de NBsAu foram obtidas
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no departamento de Quimica da Universidade Federal de Goids (UFG), usando um

microscopio eletrénico da marca Jeol, modelo JEM-2100, com voltagem de 200 kV.

3.3.9 Atividade antimicrobiana

3.3.9.1 Preparo do in6culo

Foram utilizadas cepas bacterianas provenientes das bateriotecas da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e cepas de referéncia como as ATCCs
cedidas pela Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). Para tanto,
procedeu-se a reativacdo das bactérias por cultivo em &gar sangue de carneiro a 8% e
incubacdo a 37°C por 24 horas. Em seguida, procedeu-se o preparo dos indculos,
suspendendo uma coldnia bacteriana de cada cepa em tubos de ensaio separados,
contendo caldo BHI (Brain Heart Infusion), padronizando as solucdes para 0,5 na escala
de McFarland (1x10® UFC/mL).

3.3.9.2 Protocolo para Concentragéo Inibitoria Minima (C1M)

Inicialmente, foram preparadas solu¢cbes mae dos hidrogéis (Alg, NBSAu@Alg;
NPsAg@Alg, (NBsAu+NPsAg@AIg), de modo que todos estivessem na concentracao
de 2%. Para 0s NBsAu e NPsAg as concentragdes foram (2,1 e 3,9%, respectivamente).
Em seguida, procedeu-se a distribuicdo de 100 pl de caldo Mueller Hinton (MH) em
todos os pocos da placa de microdiluicdo. Posteriormente, aplicaram-se 100 ul das
solugcdes mée no primeiro poco da placa, realizando diluicdes seriadas, de modo a se
obter 6 concentragdes diferentes dos hidrogéis (1 a 0.0313%). 100 pl da solucdo
equivalente a ultima diluicdo foram descartados para padroniza¢do dos volumes. Um
dos pocos foi mantido apenas com o caldo Muller Hinton para verificar esterilidade do
meio e das placas e um outro po¢o sem a adicdo dos hidrogéis foi inoculado com a
bactéria para verificar viabilidade do micro-organismo. Na sequéncia, 0s demais po¢os
foram inoculados com 5 pl da solugdo de bactérias preparada previamente, conforme

ilustrado na Figura 13.

Apos esses procedimentos, as placas foram incubadas fechadas, a 37°C por 24
horas, realizando-se a leitura de densidade 6ptica com comprimento de onda de 620 nm,
sendo considerada como concentracdo inibitéria minima (CIM) a menor concentracao

dos hidrogéis capaz de inibir o crescimento bacteriano quando comparados aos pocos
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controle, onde ndo foi adicionado hidrogéis. Todos estes testes foram realizados em
triplicata.

Figura 13- llustracdo do procedimento da microdiluigdo seriada e placa Elisa, para realizacdo do
experimento para CIM (Concentracao Inibitéria Minima). Fonte: Autor

1 — Preparacdo suspensao direta;

2 — Padronizacdo da suspencdo para a escala de McFarland 0,5;
3 — Adicdo do meio de cultura;

4 — Adicdo da substancia teste aos pocos;

5 — Realizacao da microdiluicdo seriada;

6 — Preparar controle positivo;

7 — Preparar controle do solvente;

8 - Adicionar a suspencdo de microrganismos em todos 0s pocos;
9 — Realizacdo da leitura da placa.

3.3.9.3 Protocolo para Concentracdo Bactericida Minima (CBM)

Ap6s a leitura optica, 10 pl de cada pogo foram repicados para placas contendo
Agar Muller Hinton com a finalidade de observar o crescimento bacteriano,
determinando como concentracdo bactericida minima (CBM) a menor concentracao dos

géis onde ndo houve nenhum crescimento bacteriano visivel.

3.3.9.4 Protocolo da técnica difusdo em poco

Foi utilizada uma técnica de disco-difusdo adaptado de Kirby-Bauer, 1966. Onde
inicialmente, partindo das concentraces de (4 e 8%) para os hidrogéis (Alg,
NBsAu@Alg; NPsAg@Alg, (NBsAu+NPsAg)@AIg. E para os NBsAu e NPsAg as

concentracdes foram (2,1 e 3,9%, respectivamente).

Inicialmente, meio de cultura Muller Hintor agar sdo distribuidos em placas de

petri, depois solugbes bacterianas foram espalhadas uniformemente. Em seguida,
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procedeu-se a distribui¢do de aproximadamente 30 pl de todos os hidrogéis e solugdes
dos nanobastdes de ouro e nanoparticulas de prata, em todos 0s pogos feitos na placa de
petri, conforme apresentada na Figura 14. Apés esses procedimentos, as placas foram
incubadas, fechadas a 37°C por 24 horas. As zonas de inibigdo em torno das amostras
foram medidas para comprovar a atividade antimicrobiana. Observagdo: Utilizou a

gentamicina como padréo comparativo.

Figura 14- llustracdo do procedimento para o experimento da técnica difusdo em poco. Fonte: Autor.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PROPRIEDADES REOLOGICAS DOS HIDROGEIS A BASE DE ALGINATO
DE SODIO

4.1.1 Propriedades reoldgicas de acordo com teste rotacional

Os hidrogéis a base de alginato de sddio nas concentracdes de 4%, 6% e 8%,
mostraram diferentes comportamentos. Inicialmente, realizaram-se 0s experimentos
através do método rotacional (método de escoamento), para as matrizes de alginato de
sodio, com nanobastdo de ouro, nanoparticula de prata e nanobastdes de ouro mais
nanoparticula de prata. Os resultados obtidos sdo expostos na Figura 15, para 0s
hidrogéis de Alg, NBsAu@Alg, NPsAg@Alg e (NBsAu+NPsAg)@Alg, nas
concentracdes (4, 6 e 8% de alginato). Houve um aumento da tensdo de cisalhamento
em funcdo da taxa de deformacdo, assim que aumentou a concentracdo em todas as
andlises, pelo fato do alginato de sodio ser considerado amorfo vai existir um maior

aumento da rede polimérica.

O comportamento de fluxo encontrado é classificado como ndo newtoniano
pseudo-plastico, o que corrobora com estudos anteriores descrito por Ma et., al (2014),
Fernandez-Farrés e colaboradores (2013), para amostra de alginato de sddio puro e
contendo fons de Ca™. As amostras apresentaram propriedades mais tixotropicas
conforme aumenta a concentracdo, sugerindo um maior desemaranhamento com o
aumento da taxa de cisalhamento. A justificativa para este processo de
desemaranhamento-emaranhamento ¢ atribuida ao alinhamento da cadeia polimeérica em
funcéo da direcdo do cisalhamento. (BENCHABANE & BEKKOUR (2008).
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Figura 15- Curva da tensao de cisalhamento em funcdo da taxa de cisalhamento, dos hidrogéis de Alg,
NBsAu@Alg, NPsAg@Alg e (NBsAu+NPsAg)@AIlg em diferentes concentracdes de (4%, 6% e 8%).
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Outros resultados importantes para as medidas de escoamento é a variacdo da
viscosidade dos hidrogéis, em funcéo da taxa de cisalhamento numa faixa de (0-200s™).
Neste caso, observa-se que a viscosidade dos hidrogeis diminuiram, quando a taxa de
deformacdo aumentou. Estes resultados confirmam que os hidrogéis a base de alginato
possuem propriedades com comportamento reolégico ndo-newtoniano pseudoplasticos,
0s hidrogéis a 8%, apresentaram uma maior viscosidade inicial, conforme mostra na
Figura 16. Desta forma, pode-se justificar uma maior quantidade da massa do alginato,
NBsAu quanto NPsAg utilizados no processo de obtencdo dos mesmos, acarreta como

consequéncia uma maior intera¢do na rede polimérica.
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Figura 16- Dependéncia da viscosidade em funcdo da taxa de cisalhamento, dos hidrogéis de Alg,
NBsAu@Alg, NPsAg@AIg e (NBsAu+NPsAg)@AIlg em diferentes concentracdes (4%, 6% e 8%).
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4.1.2 Propriedades reoldgicas de acordo com o teste oscilatorio

Quanto ao resultado referente ao método oscilatério, onde o mddulo de
armazenamento (G') e médulo de perda (G") varia em funcdo da frequéncia angular em
uma faixa de (0,4-700) em escala logaritmica de basel0 a uma temperatura constante de
25°C, pode-se afirmar que no inicio do experimento, 0 médulo de perda (G") foi
predominante em todos os hidrogéis (Alginato sodico, NBsAuU@AIg; NPsAg@Alg e
(NBsAu+NPsAg@AIg) em diferentes concentracbes de massa do alginato (4%, 6% e
8%), consequentemente, G">G' o que indica um liquido viscoelastico. A medida que a
frequéncia angular aumentou a taxa de crescimento do modulo G' foi maior que G",
passando pelo ponto dos mddulos G'= G", chamado de ponto de gel, indicando o ponto
de gelificacdo dos materiais. Seguindo esta linha de raciocinio, ao longo da frequéncia,

0 mddulo de G' ficou maior que G" até o final das analises, no qual classificou os
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materiais dessa regido como sdélidos viscoelastico, conforme apresentado na Figura 17a.
Analisando as amostras em funcdo das concentra¢cdes dos hidrogéis, observou que a
concentracdo de 8%, o ponto de gel (G'=G") ocorre numa menor frequéncia angular,
isto significa que a concentracdo maior, favorece uma maior interacdo da rede

polimérica de alginato.

Analisando a Figura 17a, das amostras em funcdo das concentracGes dos
hidrogéis, indicaram que as concentracdes de 8%, o ponto de gel (G'=G") ocorreram
numa menor frequéncia angular e indica que, a concentragcdo maior, favorece uma maior
interacdo da rede polimérica de alginato. Este efeito pode ser explicado o melhor
empacotamento molecular, aumentando o emaranhamento quando aumentamos a
concentracdo dos constituintes do hidrogéis. Desda forma, o aumento da [ ] solidos
contribue positivamente para 0 aumento da caracteristica elastica do sistema. Segundo
descrito por Ma e pesquisadores (2014), que realizaram experimentos com solucdes de
alginato de sodio nas concentracGes de 1 a 3% (m/v), os valores dos G' foi crescente
com o aumento da frequéncia e da concentracdo de alginato, o que corrobora aos
resultados da Figura 17a.

Figura 17. a) Curva do teste de varredura da frequéncia oscilatoria dindmica, para o mdédulo de
armazenamento (G'), médulo de perda (G") em funcdo da frequéncia angular () para os hidrogéis de:
alginato de sodio puro, NBsAu@Alg; NPsAg@Alg e (NBsAu+NPAg)@Alg em diferentes concentracdes
(4%, 6% e 8%). b) Curva do teste de varredura da frequéncia oscilatéria dindmica, para o médulo de

armazenamento (G'), médulo de perda (G") em funcdo da frequéncia angular () para os hidrogéis de:
alginato de sodio puro, NBsAu@Alg; NPsAg@Alg e (NBsAu+NPsAg)@Alg na concentracdo de 8%.
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De acordo com a Figura 17b. pode-se analisar que nos diferentes hidrogéis a 8%

de massa do alginato, observou que o hidrogel de NPsAg@AIlg apresentou um ponto de
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gelificacdo (G'=G") em uma menor frequéncia (48rad/s), quando comparado aos demais
hidrogéis que indicaram gelificacdo acima de (56,7rad/s). 1sso ocorre, devido a
interacdo da rede de alginato com os estabilizantes da nanoparticulas de prata,
favorecendo um aumento no modulo de armazenamento (G'). Neste contexto, esta
justificativa estd de acordo com Zlopasa et al., (2016), uma vez que indicam grandes
mudancas no comportamento reoldégico do gel de alginato, adicionado pequenas
quantidades de montmorilonita, devido as interacdes entre a carga positiva do (Na-
MMT) com a carga negativa do ions carboxila (HCOQO) do alginato.

Seguindo esta linha de raciocinio, Gonzalez-Sanchez et al., (2015), propuseram
em seu trabalho sobre comportamento reoldgicos de hidrogéis a base de metacrilatos
encapsulado com nanoparticulas de prata, que o0 médulo elastico ndo mudou com a
frequéncia observada em todos os géis e independentemente das concentracdo das
nanoparticulas de prata. Por outro lado, 0 modulo viscoso mostrou um comportamento
decrescente com o aumento da frequéncia, logo, quando comparou os hidrogéis com
nanoparticulas presente na solucdo de polimerizacdo, ambos o G' e G" foram menores

que os correspondentes hidrogéis sem nanoparticulas.

Narayanan e Han (2017), reportaram em seu trabalho as propriedades reolégicas
de nanocompdsitos esféricos a base de PVA/SA/NPsAg, em cinco diferentes
concentracdes (90/10/5; 70/30/5; 50/50/5; 30/70/5 e 10/90/5), o comportamento do
mddulo de armazenamento e modulo de perda, ndo mudou seu perfil durante o fluxo da
frequéncia, entretanto houve um aumento nos valores dos médulos de G' e G" quando
comparou apenas com as concentracbes do alginato de sdédio. Este efeito deve ser
atribuido a0 movimento de cadeias do polimero ser restringida pelas NPsSAg e ocorrer
uma interacdo da matriz polimérica com NPsAg atuando como reforcos, estruturas de
rede, poros e interacBes polimero/polimero. Alem disso, as nanoparticulas contribuiram

para as propriedades reoldgicas dos polimeros/nanocompasito de prata.
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4.2 ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO NO INFRAVERMELHO PROXIMO (UV-
VIS)-(NIR)

A medida de absorcdo na regido do UV-vis-NIR foi utilizada para verificar as
mudancas e alteracfes nas bandas SPR, que pode ser atribuida como consequéncia das
interages dos nanobastdes de ouro com o alginato, bem como verificar o efeito da
interacdo do alginato com as nanoparticulas de prata, conforme indicou a Figura 18. De
acordo com os espectros de absorcdo dos hidrogéis de Alginato de Sddio (4%) de
massa, observou-se que ndo apresentam absorbancia nos espectros de UV-vis-NIR.
Quando se analisou o hidrogel contendo nanobastfes de ouro, na concentragéo de 4%
do alginato de sodio, podemos encontrar absor¢do na regido do UV-vis-NIR, duas
bandas em 510 nm e 850 nm, conforme apresentada na Figura 18. Este espectro é
caracteristico dos nanobastdes de ouro, sendo uma banda atribuida a ressonancia de
plasma de superficie transversal (TSPR) e a outra ressonancia de plasma de superficie
longitudinal (LSPR), na qual a banda de absor¢do na superficie longitudinal é maior
quando comparada com a transversal. Os resultados obtidos dos hidrogéis de Alginato
com 0s nanobastbes de ouro corroboram os resultados de Shajari e colaboradores
(2017), que também atribui uma banda em torno de 800-910 nm a absor¢do maxima da

banda plasmdnica do modo longitudinal (SPR).

Navaei et al (2016), realizaram um estudo sobre hidrogéis condutores a base
de gelatina metacrilada incorporados com nanobastfes de ouro e observaram também
que o espectro de absor¢do UV-vis uma maior banda de absorcdo é encontrada na
superficie longitudinal (810 nm) e a ressonancia de plasmdnica de superficie transversal
em torno de (530 nm) caracteristicos dos NBsAu.

As nanoparticulas de prata, NPAg, também foram investigadas no UV-vis-
NIR e na mesma concentracdo de 4% do hidrogel. Observa-se uma Unica banda de
absorcdo maxima, o que confirma a caracteristica das nanoparticulas esféricas por volta
de 400-440 nm, como apresenta no UV-vis-NIR, da Figura 18. Fafal e colaboradores
(2017), reportaram o espectro de UV-Vis e exibiu uma banda de absor¢do em torno de
440 nm, que é uma banda caracteristica do fon Ag", resultante da vibracdo das NPsAg

na solucéo.
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Jovanovic et al. (2012) relataram em seu trabalho uma sintese eletroquimica
de solucBes coloidais de Ag/Alginato de sodio. Os autores sugeriram que
independentemente dos parametros de sintese das AgNO3 (concentracdo na solucdo do
alginato e densidade de corrente), a analise no UV-Vis das solucbes fluidas das
nanoparticulas de prata com alginato de sodio, indicaram a faixa de absorcdo
plasmdnica de superficie no intervalo de comprimento de onda entre (405-440nm),
porém, o espectro de UV-vis de solucdo de alginato puro ndo exibiu banda de absor¢éo
na faixa examinada no mesmo comprimento de onda.

Mais recente, Rao e colaboradores (2016) relataram um trabalho sobre
hidrogéis polieletrélitos (PEHs), que podem ser obtidos a partir de biopolimeros
naturais, dos polissacarideos goma de xantana (GX) e quitosana (QUI). Neste estudo 0s
géis foram estabilizados com nanoparticulas de prata. As NPsAg nas redes poliméricas,
mostrara uma banda plasmonica de superficie, caracteristicas na faixa entre (398-409
nm) (RAO et al., 2016). Portanto, 0 nosso resultado esta de acordo resultados prévios da
literatura. Tanto o hidrogel de alginato estabilizados por nanobastdo de ouro e
nanoparticula de prata, mostraram a absorbancia maxima tipica da nanopaticula de prata

e do nanobastdo de ouro e confirmou a presenca de ambos no mesmo hidrogel.

Figura 18- Espectro de UV-VIS-NIR normalizado a partir dos hidrogéis: (a) Alginato puro; (b)
NBsAu@Alg (4%); (c) NPsAg@Alg (4%) e (d) (NBsAu+NPsAg)@AIg (4%).
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4.3 DIFRACAO DE RAIO-X

Os resultados do difratograma para todos os hidrogéis liofilizados preparados na
concentracdo a 4% de Alginato de sddio estdo expostos conforme apresentados na
Figura 19. O resultado do Alg puro apresenta a intensidade das bandas largas de
difracdo em 26 = 13° e 21,4°, atribuida de um material amorfo. Este resultado esta de
acordo conforme descrito por (LI et al., 2012;LI et al., 2013; ISLAM; KARIM, 2010)
que também encontra seus picos maiores em 26 = 13,5° e 21,6°. O difratograma obtido
para 0s nanobastfes de ouro é semelhante quando comparado com os padrées de DRX
reportados por Shajari et al., (2017). Devido aos quatro picos caracteristicos, uma vez
que planos cristalograficos sdo especificados por trés indices de Miller na forma
denominada (hkl). No presente trabalho, todas essas reflexdes correspondem aos planos
cristalograficos (111), (200), (220) e (311) e uma estrutura cristalina cubica de face
centrada (CFC), de acordo com a natureza e estrutura do ouro metalico. Estes dados
obtidos foram confirmados para o hidrogel de NBsAu@Alg onde encontra-se 0s bandas
largas referente ao alginato em 26 = 13,23° e 21,45° e picos correspondentes ao

nanobastdes de ouro em 20 = 38,25° e 44,51°.

Os resultados para os hidrogeéis de NPsAg@AIlg apresenta um perfil semelhante
ao hidrogel de NBsAu@Alg, pois obteve os maiores picos em 26 = 38,6° e 44,2° que
sdo caracteristicos de nanoparticula de prata e corrobora com Su e colaboradores (2017)
onde afirma em seu trabalho os picos em 26 =38,1°, 44,3°, 64,5° e 77,4°, representando
os planos cristalograficos (111), (200), (220) e (311), confirmando a estrutura cubica de
face centrada (CFC) encontrada para a NPsAg citada em outros trabalhos caracteristicos
de nanocristais de prata (XIHUI et al., 2014).
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Figura 19- Difratograma das seguintes amostras: (a) NBsSAu@Alg (4%), (b) NBAu, (c) NPsAg@Alg
(4%) e (d) Alginato de sodio puro.
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4.4 ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO (FT-IR)

A espectroscopia de FT-IR foi escolhida para avaliar a natureza das interacdes
das nanoparticulas metalicas e o alginato de sodio. Esta interacdo foi caracteriza pelo
deslocamento, aparecimento ou desaparecimento de bandas conforme é apresentado na
Figura 20. Os espectros de FT-IR mostram para o hidrogel de alginato puro nas
concentracdes de (4, 6 e 8%), foi utilizada para elucidar os grupos funcionais presentes
na molécula do Alg. Foram observadas frequéncias especificas de vibracdo da banda em
3351 cm™, caracteristicas de grupo —OH de ligac&o de hidrogénio, 1595 cm™ e 1414 cm
! pico de estiramento —COO- e de deformacao angular de OH, 1029 cm™ referente ao -
COO- simétrico, mostrados na Figura 20. Estes resultados sdo semelhantes aos de
Zhao e colaboradores (2015), pois o espectro de FT-IR, apresenta bandas carateristicas
em 3466 cm™, em 1670 cm™ e 1415 cm™, correspondendo a banda assimétrica e
simétrica dos grupos —COO-, respectivamente. Este trabalho também corrobora com
Sibaja e colaboradores (2015), pois apresentaram bandas distintas de um sal carboxilico
do alginato com absorc&o m torno de 1591 cm™ e 1405 cm™, referente as vibragdes de

estiramento assimétrico e simétrico.
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Figura 20- Espectro de FT-IR para os hidrogéis de alginato de sédio puro para as concentragdes:
Alg.(4%); Alg. (6%) e Alg.(8%).
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Outros trabalhos com FT-IR do alginato, reportados por Jovanovi'c e
colaboradores (2012), mostraram uma banda de absorcéo larga por volta de 3257 cm™,
indicando a fraca ligacao de hidrogénio dos grupos hidroxilas. O espectro de alginato
também apresentou bandas de absorcdo em 1712 cm™, 1593 cm™ e 1406 cm’
lcorrespondentes as vibrages de estiramento H-O-C=0O assimétricos e simétricos e
alongamento vibracionais do sal carboxilato, respectivamente. Outras bandas relevantes
sd0 apresentadas proximos de 887 cm™ (vibracéo de deformacdo C1-H de residuos do
acido p-D-manurdnico) e 814 cm™(deformagdo C1-H) vibracdo dos residuos de 4cido o-
L-gulurénico. Neste sentido, apresentam no nosso resultado, valores proximos que sdo
encontrados no espectro, pois existem também bandas correspondentes as vibracGes de
deformacdes entre C1-H do acido B-D-manurbnico em 895 e 816,31cm™, o que

representa a deformagdo C1-H e vibragao dos residuos de acido a-L-gulurdnico.

Quanto aos hidrogéis de NBsAu@Alg, os resultados de FT-IR apresentaram que
a principio houve uma pequena variacdo bandas caracteristicas referentes aos NBsAu,

encontrando bandas caracteristicas em relacdo as vibragdes de estiramento de -CH,- do
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CTAB em torno de (2929 cm™) (TANG, HUANG, & MAN, 2013). Segundo reportado
em outros relatos mais recentes, como o de Barros e colaboradores (2016), estudos com
0 biopolimero natural quitosana ligado ao grupo sulfato sugeriu uma interagdo com
NBsAu, conforme apresentou no espectro de FT-IR da QuiS@NBsAu, bandas
vibracionais (2918 e 2850 cm™) referente ao grupo (-CH,-). Rayavarapu et al., 2010,
propuseram que, devido ao grupo catiénico nas extremidades da estrutura do aménio
quaternario de CTAB pressente nos nanobastdes de ouro, possuem também uma carga
superficial positiva. Desta forma, sugeriram que o uso do polissacarideo carregado
negativamente auxilia as interagcdes entre os NBsAu e o alginato de sddio, através da
atracdo eletrostatica. A espectroscopia FT-IR foi escolhida para avaliar a natureza das
interacdes do NBsAu@Alg, justificando assim o deslocamento, aparecimento ou
desaparecimento de bandas nos espectros FT-IR pode ser atribuido as interagcbes que

ocorrem entre eles conforme é apresentado na Figura 21.

Figura 21- Espectro de FT-IR para os hidrogéis: NBsAu@Alg(4%); NBsAu@Alg (6%); NBsAu@Alg
(8%).
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Ao analisar o FT-IR do hidrogel de NPsAg@Alg, indicam que ndo houve
diferencas nas posic6es das bandas, em comparacdo com o espectro apenas do hidrogel
de alginato. Sendo assim, as moléculas de alginato e nanoparticulas de prata interagiram

a partir da atracdo entre a carga negativa do alginato (-COQ") e positiva dos ions de
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prata (Ag’), no qual apresentado no espectro da Figura 22, predominando assim
interacdo atraves das forcas atrativas de van der Waals (NARAYANAN & HAN, 2017).

Figura 22- Espectro de FT-IR para os hidrogéis: NPSAg@AIlg (4%); NPsAg@Alg (6%);
NPsAg@AIg (8%).
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Su e colaboradores (2017), propuseram em seu trabalho uma mudanga em 1400
cm™ para 1386 cm™, o que confirma o envolvimento do grupo CO na formacdo do
revestimento na superficie das NPsAg. A mudanca da banda de 1113 cm™ para 1090
cm™ o confirma a contribuicdo do grupo CO na formacéo do biopolimero complexo
(YANG, et al., 2015). Ainda neste contexto, quando comparou com outros trabalhos da
literatura a banda caracteristica do grupo C=C (em 1450 cm™), foi ausente para NPsAg,
neste caso devido a reducdo do AgNOs para Ag, também foi encontrada outra banda
intensa em 1384 cm™ no espectro de FT-IR da NPAg, atribuida devido a deformagdes
de -OH (COATES, 2000).

Quanto aos resultados do (NBsAu+NPsAg) @Alg apresentados na Figura 23, as
bandas caracteristicas em relacdes as vibracbes de estiramento de -CH,- do CTAB,

foram encontradas em torno de (2936 cm™). O espectro de alginato, também apresentou
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bandas de absorcdo em 1712 cm™, 1593 cm™ e 1406 cm™ correspondente as vibracdes
de estiramento H-O-C=0 assimétricos e simétricos, alongamento vibracionais do sal
carboxilato, correspondendo ao alginato de sddio, corrobora com mesmo resultado
encontrado para o alginato puro, justificado pelo mesmo raciocinio citado
anteriormente, devido atraves das leves interacfes eletrostaticas predominarem quando

as solugdes dos (NBsAu+NPsAg) interagem com o biopolimero alginato.

Figura 23- Espectro de FT-IR para os hidrogéis de: (NBsAu+NPsAg)@Alg (4%);
(NBsAu+NPsAQ)@AIg (6%); (NBsAu+NPsAQ)@Alg (8%).
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4.5 ANALISE TERMOGRAVIMETRICA (TGA)

O perfil termogravimétrico dos hidrogéis de alginato de sdédio nas
concentracdes de (4, 6 e 8%) foram analisadas por termogravimetria. A Figura 24
apresenta as curvas de perda de massa em funcdo da temperatura. O primeiro evento
identificado esta relacionado com uma pequena perda de massa abaixo de 110°C,
atribuida a perda de agua devido a desidratacdo, ja o segundo evento é referente a perda
de massa atribuida a degradacdo do biopolimero. Um terceiro evento também foi obtido

referente & decomposicdo do Na,COs, em torno de 470°C. Diante das curvas de TGA
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dos hidrogéis de alginato, ndo houve variacdo significativa das temperaturas (LI et
al.,2013; DE MORAES et al., 2014). A Tabela 2 mostra, com relagdo ao segundo

evento de perda de massa, a temperatura inicial de degradacéo e a final dos hidrogéis.

Figura 24- Curvas de TGA para os hidrogéis de alginato puro nas concentragdes: 4%; 6%; 8%.
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Quando analisa-se o perfil termogravimétrico dos hidrogéis NBsAu@Alg,
NPsAg@AIlg e (NBsAu+NPsAQ)@AIlg e compara-se com o hidrogel de Alg nas
mesmas concentracdo em massa, conforme sdo apresentadas nas Figuras 25, 26 e 27
bem como na Tabela 2, pode-se afirmar que na primeira curva de TGA, ocorreu uma
pequena perda de massa abaixo de 110°C, devido a desidratacdo, atribuida a perda de
agua. A segunda curva é referente a perda de massa, atribuida a degradacéo térmica do
biopolimero, visto que ndo houve diferenca significativa quando comparamos o0s
eventos de todos os hidrogéis, exceto para o NPSAg@AIg, que ocorreu uma maior
estabilidade térmica, devido a uma temperatura de degradacdo final maior quando
comparadas com as demais. Esta justificativa pode ser atribuida a uma maior interacdo
das nanoparticulas de prata na rede polimérica, pois interferiu na mobilidade dos
mesmos, bem como na estabilidade térmica no segundo estagio referente a degradacao
térmica do hidrogel de alginato, um terceiro estdgio foi observado referente a

decomposicao do Na,COg3.
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Estudos mais recentes citados por Narayanan e Han (2017), afirmaram que ao

adicionar NPsAg como um reforco a blenda polimérica de PVA/Alg, ocorreu um

aumento na estabilidade térmica do nanocomposito, analisada durante a degradacao

polimérica.

Perda de Massa (%)

Perda de Massa (%)

Figura 25. Curvas de TGA para hidrogéis de: Alg 8%; NBsAu@Alg 8%.
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Figura 26- Curvas de TGA para hidrogéis de: Alg 4%; NPsAg@Alg 4%.
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Figura 27- Curvas de TGA para hidrogéis de: Alg 4%; Alg 6%; Alg 8% (NBsAu+NPsAg)@Alg 4%;
(NBsAu+NPsAg)@AIg 6% ; (NBsAu+NPsAg)@Alg 8%.
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Tabela 2- Resultados do segundo estagio referente a temperatura inicial e final de degradacdo de todos os
hidrogeéis.

Hidrogéis Temperatura inicial Temperatura final de
de degradacéo degradacéo

Alg 4% 229°C 265°C

Alg 6% 230°C 266°C

Alg 8% 229°C 265°C
NBsAu@Alg 8% 228°C 264°C
NPsAg@Alg 4% 224°C 282°C
(NBsAu+NPsAg) @Alg 4% 224°C 264°C
(NBsAu+NPsAg) @Alg 6% 229°C 264°C
(NBsAu+NPsAg) @Alg 8% 229°C 264°C




72

4.6 CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE VARREDURA (DSC)

A transicdo térmica dos hidrogéis de alginato de sddio puro nas concentracdes
de (4 e 6%) foram determinadas por Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC).
Conforme apresentado na Figura 28, a curva de DSC dos hidrogéis de Alg apresentou
inicialmente um pico endotérmico em torno de 73°C e 80°C, atribuido a desidratagdo a
saida de agua (MARTINEZ-GOMEZ et al., 2017). Um pico exotérmico atribuido por
volta de 252°C também foi encontrado em todos os hidrogéis de alginato, indicando
uma degradacdo do biopolimero e formacdo de carbonatos, que ao comparar com outra
curva DSC, encontrou-se a temperatura de degradacdo do alginato de sédio em torno de
220°C (KARRI et al., 2016).

A mesma interpretacdo foi atribuida ao evento térmico para os hidrogéis de
NPsAg@AIlg, NBsAu@Alg e (NBsAu+NPsAg)@AIg nas concentragdes de (4 e 6%).
Conforme apresentada na Figura 28, a caracteristica observada inicialmente através um
pico endotérmico, devido a remocdo de agua, correspondente a temperatura de
desidratacdo para os hidrogeis a 4% Tp = (66°C, 72°C e 73°C) e para o hidrogel a 6%
uma Tp = (74°C, 85°C e 85°C). O pico exotérmico foi atribuido a degradacdo maxima
em 252°C, indicando a degradacéo biopolimerica, esta de acordo com o TGA e citados
por outros colaboradores (SOARES et al.,2004).

Figura 28- Curvas de DSC para os hidrogéis de: Alg 4%; NBsAu@Alg 4%; (NBsAu+NPsAQ)@Alg 4%;
NPsAg@Alg 4%; Alg 6%; NBsAU@AIlg 6% (NBsAu+NPsAg)@Alg 6%; NPsAg@Alg 6%.
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4.7 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

A morfologia das nanoparticulas coloidais de prata foi analisada por microscopia
eletronica de varredura (MEV). As imagens superficial de MEV para as NPsAg (Figura
29), apresentaram as particulas foram obtidas de forma esféricas com tamanho
caracteristico predominante entre 20- 40 nm de didmetro (Figura 29a), com tamanho
médio de 28+0,294, encontrada através do histograma das NPsAg (Figura 29
b)(SOLOMON et al.,2007; JOVANOVI'C et al. 2012). No entanto, alguns estudos
relatam que as NPsSAg podem obter tamanho diametro menores entre 8-20 nm,
didmetros maiores de 30-60 nm, e também formas diferentes como por exemplo,
triangular e hexagonal (BALAKUMARAN et al.,2016; ELBESHEHY et al., 2015;
BOCA et al., 2011; SU et al.,, 2017), este comportamento normalmente ¢ atribuido ao
método sintetico de reducdo quimica para obtecdo das nanoparticulas de prata
(SOLOMON et al.,2007).

Figura 29- a) Imagens do MEV das NPsAg; b) Histograma dos tamanhos de particulas obtidos a partir
da imagem de MEV, das nanoparticulas de prata (Barra de escala: 500 nm).
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4.8 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (TEM)

As imagens dos nanobastbes de ouro que possuem tamanho caracteristico
exibindo duas ressonancias plasmaticas de superficie localizada (transversal em 510 nm
e longitudinal em 850 nm) foram adquiridas pelo microscépio eletrdnico de
transmissdo. A caracterizacdo através do TEM foi utilizada para obter a forma e
tamanho (ou RA) de nanoestruturas, determinando a média e ajustando o (RA). Em
cada caso consideramos cerca de 100 nanoestruturas, onde medimos seus comprimentos
e largura para estimar RAs em forma de bastdes, conforme apresentada na Figura 30a.
Neste contexto, ao analisar a distribuicdo do tamanho, a partir da LSPR ajustado através
da relacdo do comprimento com a largura do nanobastdo de ouro, no qual indicou o
tamanho médio de (4,4+0,116), conforme ¢é apresentado na Figura 30b desta forma este
resultado corrobora com estudo realizado por Shajari e colaboradores (2017).

Figura 30- a) Imagens do TEM do NBsAu; b) Histograma da razo de aspectos dos nanobastfes de ouro.
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4.9 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Inicialmente, os valores de CIM para os hidrogéis de Alg, NBsAu@Alg,
NPsAg@Alg, (NBsAu+NPsAg)@Alg, NBsAu e NPsAg foram testados, contra sete
bactérias Gram positiva (Staphylococcus epidermides-UFPE, Staphylococcus aureus-
UFPE, Staphylococcus epidermidis-ATCC, MRSA, Staphylococcus Aereus- ATCC) e
Gram negativas (E.Coli-UFPE, Pseudomonas Aeruginosas-UFPE). A principio, ao
iniciar as microdilui¢bes, foram analisados os hidrogéis a partir de 2%, o hidrogel de

alginato de sddio puro, ndo apresentou inibicdo em nenhuma cepa testada (LEE;

—— Gausian Fit
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MOONEY, 2012) e 0 mesmo ocorreu com a solucdo dos NBsAu, pois ndo apresentou
inibicdo quando testado individualmente. A Tabela 3 apresenta os resultados da CIM
para os demais hidrogeis testados e neste contexto obtiveram melhores inibi¢fes contra
as duas bactérias Gram negativas e para duas Gram positivas, desta forma, os melhores
resultados foram atribuidos para os hidrogéis de: NPsSAg@Alg e
(NBsAu+NPsAg) @Alg.

Tabela 3- Concentragdo Inibitéria Mimina (CIM) para NPsAg, NBsAu@Alg, NPsAg@Alg e
(NBsAu+NPsAg)@Alg contra patdgenos.

Bactérias NPsAg | NBsSAu@AI | NPsAg@AIlg | (NBsAu+NPsAQ)@
g Alg
1-E. Coli- UFPE | 0,27% - 0,25% 1%
2- Staphylococcus | 0,54% 1% 1% 1%
epidermides-UFPE
3- Staphylococcus | 0,54% 1% 1% 0,25%
aureus - UFPE
4- Staphylococcus | 0,54% 1% 1% 0,25%
epidermidis-ATCC
5- MRSA 1,08% 1% 1% 1%
6 Staphylococcus 0,54% 1% 1% 1%

Aereus- ATCC

7- Pseudomonas 0,54% 1% 0,5% 0,25%
Aeruginosas-UFPE

Os resultados para os hidrogéis de NPsAg@AIg, foram promissores devido a
presenca do fon prata contribuir positivamente para o aumento inibitério contra
bactérias Gram negativas como, por exemplo: E. coli e P.aeruginos, esta justificativa é
devido as paredes celulares destas bactérias serem compostas por uma fina camada de
peptidoglicano quando comparamos com as bactérias Gram-positivas que consistem em
cadeias de polissacarideos lineares reticuladas por peptideos curtos, formando assim
uma estrutura mais rigida, consequentemente mais dificil para as nanoparticulas de prata
penetrar (SU et al., 2017; XIHUI et al., 2014; VENKATPURWAR; POKHARKAR,
2011). Quanto aos resultados apresentados para o hidrogel de NBsAu@Alg, indicaram
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que apenas frente a bactéria Gram negativa E. coli ndo obteve resultado satisfatério.
Porém, as demais bactérias testadas obtevem a CIM em 1% do hidrogel, sugere um
efeito sinérgico entre o alginato e 0s nanobastbes frente as bactérias. Este resultado
corrobora aos estudos da atividade antimicrobiana com apenas nanobastfes de ouro
frente as bactérias Gram positivas e Gram negativas, as quais obtiveram boas
propriedades antimicrobianas de acordo com os valores de MIC das bactérias L.
Monocytogenes (MIC: 0,0002 pg/ mL), S. aureus (MIC: 0,0008 pg / mL), E. coli (MIC:
0,05 pg /mL) e S. typhimurium (MIC: 0,2 pug /mL) (LANH et al., 2015).

A sensibilidade das bactérias Gram positivas e Gram negativas com
nanoparticulas de ouro depende da interacdo quando carregadas e também da estrutura
celular, fisiologia, e metabolismo de cada bactéria. O efeito antibacteriano das
nanoparticulas de ouro em micro-organismos pode ser realizado através da atracdo
eletrostatica pelo fato do ouro ser carregado positivamente e a superficie celular do
microorganismo carregada negativamente, esta interagcdo causou mudancas estruturais
na superficie bacteriana e danos a membranas, levando a morte celular e (BINDHU;
UMADEVI, 2014; MORONES et al., 2005).

Baker e Satish (2015) justificaram em seu estudo sobre a atividade
antimicrobiana de nanoparticulas de ouro, quando interagindo com diversos micro-
organismos € bastante explorado devido a superficie-propor¢édo de volume, tamanho ou
forma das nanoparticulas, pois muda a permeabilidade da membrana celular das
bactérias criando lacunas ou pocos, inibindo assim a atividade enzimatica da respiracéo

levando a apoptose das células.

Os resultados para (NBsAu+NPsAg)@AIlg mostraram-se eficientes, devido a
presenca tanto dos nanobastdes de ouro quanto de nanoparticula de prata no hidrogel,
associado possivelmente a um efeito sinérgico dos (NBsAu+NPsAQ), frente as bactérias
testadas, consequentemente um efeito inibitorio bastante satisfatorio.

Além desses resultados, dos quatros hidrogéis testados, trés sistemas obtiveram a
CBM (Concentracdo Bactericida Minima) e apresentaram este comportamento
bactericida em concentracGes diferentes, na qual resultaram as melhores CBM para 0s
sistemas de: NBsAu@Alg, NPsAg@AIg, e (NBsAu+NPsAg)@AIlg, nas concentracdes

minimas de: 1%, 0,5% e 1%, respectivamente.
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Os resultados através da tecnica adaptada desenvolvida por difusdo em poco
mostraram inicialmente que os hidrogéis apenas com Alg ndo obteve atividade
antimicrobiana frente a nenhuma bactéria. No entanto, os hidrogéis testados nas
concentracdes de 4 e 8% a partir dos sistemas e solucdes testadas: NBsAu@Alg,
NPsAg@Alg e (NBsAu+NPsAg)@AIlg, NBsAu e NPsAg apresentaram uma crescente
inibicdo contra as bactérias Gram negativa e Gram positiva, estes resultado indicam ser
bastante promissores. Para a concentracdo dos hidrogéis a 4%, os melhores resultados
foram frente as bactérias Gram positivas Staphylococus epidermides ~ATCC e MRSA,
pois apresentaram uma crescente nos halos de inibicdo. Destacando os hidrogéis de
(NBsAu+NPsAg)@AIlg e NPsAg@Alg, a fim de que, estes indicaram melhores
propriedades antibacteriana, conforme apresenta Tabela 4. Quanto & concentracdo dos
hidrogéis a 8%, conforme apresenta na Tabela 5, os melhores resultados foram frente as
bactérias Gram positivas Staphylococus aureus-UFPE e Staphylococus epidermides —
ATCC, pois indicaram uma crescente nos halos de inibicdo, conforme apresentada na
Figura 31a-h.

Tabela 4- Valores dos halos de inibicdo em (mm) para os hidrogéis a (8%), NBsAu e NPsAg que
apresentaram atividade antimicrobiana contra os patégenos.

Bactérias Genta | NBsAu@Alg | NPsAg@Alg | (NBsAu+NPs | NBsAu | NPsAg
. Ag)@Alg
micina
Concentracéo 4% 4% 4% 3,9% 2,1%
1-E. Coli - UFPE 21 mm 6 mm 10 mm 10 mm 6 mm 12 mm
2- Staphylococcus 23 mm 7 mm 12 mm 10 mm - 14 mm
epidermides-UFPE
3- Staphylococcus 23 mm 8 mm 11 mm 11 mm 9mm 14 mm
aureus — UFPE
4- Staphylococcus 24 mm 8 mm 11 mm 13 mm 9 mm 15 mm
epidermidis-ATCC
5- MRSA 23 mm 8 mm 12 mm 12 mm 8 mm 14 mm
6- Staphylococcus 23 mm 7 mm 8 mm 7 mm 6 mm 8 mm
Aereus- ATCC
7- Pseudomonas 20 mm 9 mm 12 mm 10 mm 6 mm 10 mm

Aeruginosas-UFPE
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Tabela 5- Valores dos halos de inibigdo em (mm) para os hidrogéis a (8%), NBsAu e NPsAg que
apresentaram atividade antimicrobiana contra os patdgenos.

Bactérias Gentamici NBsA NPsAg (NBsAu+NPs NBsAu NPsAg
na u@ @ Ag)@Alg
Alg Alg
8% 8% 8% 3,9% 2,1%
1-E. Coli - UFPE 21mm - 11 mm 11 mm 6 mm 12 mm
2- Staphylococcus 23mm - 12 mm 12 mm - 14 mm
epidermides-UFPE
3- Staphylococcus aureus - 23 mm 11mm 15 mm 13 mm 9 mm 14 mm
UFPE
4- Staphylococcus 24 mm 16 mm 16 mm 15 mm 9 mm 15 mm
epidermidis-ATCC
5- MRSA 23 mm 10mm 11 mm 10 mm 8 mm 14 mm
6- Staphylococcus Aereus- 23 mm 8 mm 8 mm 11 mm 6 mm 8 mm
ATCC
7- Pseudomonas 20 mm 10mm 11 mm 12 mm 6 mm 10 mm

Aeruginosas-UFPE

Figura 31- Atividade antimicrobiana obtida pela zona de inibicdo dos hidrogéis de: Alg, NBsAu@Alg,
NPsAg@AIg e (NBsAu+NPsAg)@AIlg na concentracdo de 8% do Alginato, e das solu¢es de NBsAu e
NPsAg, frente as bactérias (a): Staphylococcus Aereus-UFPE e (b): Staphylococcus Epidermides-ATCC,
através do método de difusdo em poco adaptado por Kirby-Bauer, 1966.

(a) Staphylococcus Aereus-UFPE (b) Staphylococcus Epidermides-ATCC

Os hidrogéis de: NBsSAu@Alg, NPsAg@AIlg e (NBsAu+NPsAg)@Alg,
indicaram melhores propriedades antibacteriana, atribuido a uma boa interacdo entre o
biopolimero alginato e as soluces de NBsAu e NPsAg, consequentemente um

excelente efeito sinérgico no qual favoreceram as propriedades diante das bactérias
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testadas. Pois, segundo relato descrito por Eghbalifam e colaboradores (2015),
apresentaram em seu trabalho, filmes compdsito de PVA/AS/Ag frente as duas bactérias
Gram positiva e Gram negativa, S. aureus com halo de 2,1 mm e E. coli com halo de 3,2
mm, indicando menores halos quando comparado aos resultados deste trabalho,
atrabuida a uma maior zona de inibi¢do dos hidrogéis nas concentracdes testadas.

De acordo com Bindhu e Umadevi (2014), demonstraram em seu trabalho, um
método de sintese verde para obtencdo das nanoparticulas de prata e realizaram teste
antibacteriano, frente a bactéria Gram negativa, E. coli e uma Gram positiva,
Streptococcus aureus. Os resultados apresentaram tamanhos diferentes no diametro de
inibicdo, devido a sensibilidade diferencial de bactérias Gram negativas e Gram
positivas com as nanoparticulas de prata, pois possivelmente depende da sua estrutura
celular, fisiologia, metabolismo e sua interacdo com as nanoparticulas de prata
carregadas positivamente (BINDHU;UMADEVI, 2014).
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4.10 CONCLUSOES PARCIAIS

Hidrogéis a partir de alginato de sodio nas diferentes concentracdes (4%, 6% e
8%) foram obtidos através de um método facil e de baixo custo. Assim como, a
obtencdo dos hidrogeéis incorporando NBsAu, NPsAg e (NBsAu+NPsAg) também
foram obtidos com sucesso.

De acordo com os testes reoldgicos, através do método rotacional, os resultados
obtidos indicaram que houve um aumento da tensdo de cisalhamento em fungéo da taxa
de deformacédo, conforme aumentou a concentragdo do alginato em todos os hidrogéis.

A viscosidade de todos os hidrogéis diminuiu a medida que a taxa de
deformacdo aumentou. Desta forma, os hidrogéis exibiram um comportamento de fluxo
classificando como ndo newtoniano, com caracteristicas de um material pseudo-
plasticos. O hidrogel a 8% de massa do alginato de sddio foi o que obteve o melhor
resultado, para todos os sistemas: NPsAg@Alg, NBSAu@Alg e
(NBsAu+NPsAg)@Alg. De acordo com o método oscilatério, o moédulo de
armazenamento foi maior que o médulo de perda, a medida que a frequéncia angular
aumentou, classificando os hidrogeéis dessa regido como soélidos viscoelastico. Os
hidrogéis de NPsAg@Alg, apresentou melhor comportamento atribuido devido ao
estabilizante PVP, assim como as interacdes de van deer Walls. As caracterizacdes
mecanicas e térmicas dos hidrogéis confirmaram também que estes tipos de interacéo
foram predominantes.

A atividade antimicrobiana de todos os hidrogéis: NBsAu@Alg, NPSAg@Alg e
NBsAu+NPsAg)@AIlg em todas concentracdes foram promissores frente as bactérias
Gram positivas e Gram negativas, testadas por dois métodos diferentes, no método para
CIM e CBM, os melhores resultados foram obtidos para o0s hidrogéis
(NBsAu+NPsAg)@Alg e NBsAu@Alg, pois quando estabilizados com alginato de
sodio, obtiveram efeito sinérgico. Para a técnica de difusdo em poco o hidrogel de
NPsAg@Alg obteve maior halo de inibicdo, o que resultou maior efeito antibacteriano
frente as bactérias Gram positivas.

Diante dos resultados apresentados, os hidrogéis de alginato de sodio, com
nanobastbes de ouro e nanoparticula de prata sdo eficientes devido as propriedades
apresentadas, com a proposta da utilizacdo deste hidrogéis, um novo biomaterial como

propriedades antimicrobianas com potencial aplicacdo na area biomédica.
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4.11 PERSPECTIVAS

+ Realizar atividade antimicrobiana para os hidrogéis frente a bactéria
Streptococcus mutans;

+ Desenvolver biomateriais estruturados (scaffolds) a partir dos hidrogéis;
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5 SINTESES DE GEIS HIBRIDOS A BASE DO ALGINATO DE SODIO
RETICULADO COM EDC/NHS, ASSOCIADAS AS NANOPARTICULAS
METALICAS (NPSAG E NBSAU) E CONJUGADO COM A
PROTOPORFIRINA IX, VISANDO APLICACAO DA TERAPIA
FOTODINAMICA E FOTOTERMICA EM CANCER DE PELE

5.1 FUNDAMENTACAO TEORICA E OBJETIVOS

O céancer de pele é o mais comum em humanos, particularmente na populacdo
branca, com mais de um milhdo de casos detectados a cada ano (D’ORAZIO et
al.,2013; ROGERS et al., 2010). Ele é nomeado de acordo com a célula de origem e o
comportamento clinico, ele possui trés tipos comuns: os carcinomas basocelulares
(CBC:s) e os carcinomas epidermdides (CECs) (ambos também denominados cancer de
pele ndo melanocitico - CPNM) e os melanomas malignos cutaneos (CMs) (também
indicado como melanoma maligno da pele ou melanoma) (D’ORAZIO et al., 2013;
NARAYANAN;SALADI; FOX, 2010). O cancer de pele ndo melanoma € o mais
frequente no Brasil e corresponde a cerca de 30% de todos os tumores malignos
registrados no pais e apresenta altos percentuais de cura, se for detectado e tratado
precocemente. Entre os tumores de pele, € o mais frequente e de menor mortalidade,
porém, se ndo tratado adequadamente pode deixar mutilacGes bastante expressivas.
Mais comum em pessoas com mais de 40 anos, o cancer de pele é raro em criancas e
negros, com excecdo daqueles ja portadores de doencas cutaneas. O cancer de pele nao
melanoma apresenta tumores de diferentes tipos. O cancer de pele melanoma tem
origem nos melandcitos (células produtoras de melanina, substancia que determina a cor
da pele) e é mais frequente em adultos brancos. O melanoma pode aparecer em qualquer
parte do corpo, na pele ou mucosas, na forma de manchas, pintas ou sinais. O melanoma
representa apenas 3% das neoplasias malignas do 6rgdo (Figura 32). E o tipo mais
grave, devido a sua alta possibilidade de provocar metastase (disseminacdo do cancer
para outros 6rgdos). O prognostico desse tipo de cancer pode ser considerado bom se
detectado em sua fase inicial. Nos ultimos anos, houve grande melhora na sobrevida dos
pacientes com melanoma, principalmente devido a deteccdo precoce do tumor e a

introducdo dos novos medicamentos imunoterapicos (INCA, 2018).
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Figura 32- Estrutura do melanoma. Fonte adptada por (DHINAGAR; CELENK; AKINLAR, 2011; WU
et al., 2014).
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5.2 TERAPIA FOTODINAMICA

A terapia fotodinamica (TFD) é um tratamento alternativo para cancer e lesdes
ndo cancerigenas. Células malignas e anormais sdo destruidas pela presenca de drogas
fotossensiveis (fotossensibilizador) (FS), gerando espécies de oxigénio singleto e
oxigénio reativo quando a luz no comprimento de onda apropriado € aplicada
(KUBLER, 2005). A PDT exibe vérias vantagens sobre as modalidades padrdo de
tratamento tumoral como: cirurgia, quimioterapia e radioterapia devido a ser
minimamente invasivo desprovido de efeitos colaterais graves, o que acarreta um bom
resultado estético e muitas vezes melhora a qualidade de vida do paciente (KUBLER,
2005).

Alguns estudos relatam que a terapia fotodinamica pode ser combinada a outras
técnicas que surge como alternativa de apresentar grande potencial a enfrentar os
desafios complexos inerentes ao tratamento de cancer (JIA et al., 2016; ZHANG et al.,
2016). A fototeranostica que se refere ao diagnostico através da aplicacdo de luz, com o
tratamento terapéutico simultdneo da doenca é uma técnica promissora e interdisciplinar
para tumor guiado a tratamento por imagem, devido a melhoria na geracao de luz e ndo
ser invasivo (GU et al.,, 2013; NG; ZHENG, 2015). Estes agentes multifuncionais

fototeranosticos estdo sendo cada vez mais usados no diagndstico e tratamento de varios
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tipos de cancer (FERNANDEZ-FERNANDEZ; MANCHANDA; MCGORON, 2011;
BHAUMIK et al., 2015; LI et al., 2018; CHENG et al., 2019). Sabe-se que na terapia
fotodinamica, o fotossensibilizador (FS), atua como um componente-chave, ao
transferir energia de luz para o oxigénio circundante (ETHIRAJAN, et al., 2011;
LIANG et al., 2011;GUO et al., 2014), produzindo espécies reativas de oxigénio (ROS)
e induzir dano irreversivel de células cancerigenas, e conseguindo uma eficaz ablagéo
do tumor (GE et al., 2014).

A definicdo comum de FS é descrita como uma substancia sensivel a luz capaz
de absorver um comprimento de onda especifico e transforma-lo em uma forma util de
energia, a eficiéncia depende do comprimento de onda da luz, da profundidade de
penetracdo da luz no tecido, da escala de absorcdo do FS e da producdo de ROS
(ROBERTSON; EVANS; ABRAHAMSE, 2009). Algumas restricdes dependem do tipo
do (FS), na qual incluem fotossensibilidade prolongada da pele, limitada seletividade,
eficiéncia muito baixa ou muito alta (BROWN; BROWN; WALKER, 2004; VAN
DUIINHOVEN, 2003). Existem quatro principais classes de fotossensibilizadores
como: derivados porfirinicos, clorinas, ftalocianinas e porficenos, uma vez que eles
exibem propriedades fotoquimicas e fotofisicas diferentes em termos de mecanismos de
acao e ativacdo da luz (ROBERTSON; EVANS; ABRAHAMSE, 2009). Normalmente,
a droga fotossensibilizante é administrada a um paciente, ela pode acumular-se ativa ou
passivamente em um local especifico do tumor, absorvida e excitada pela luz de
irradiacdo a laser com comprimento de onda adequado (VAROL, 2015). A atividade
fotodinamica dos fotossensibilizadores (FSs) é baseada em mecanismos foto-oxidativos,
pois causam varios efeitos bioquimicos e ocorrem reac6es morfoldgicas que induzem a
citotoxicidade do tumor conforme ilustrado na (Figura 33) (BAPTISTA et al., 2017).
Inicialmente, um FS no estado fundamental absorve foton sendo ativado para um estado
excitado singleto apos irradiacdo de luz (HONG; CHOI; SHIMN, 2016). O estado
singleto excitado do FS pode ser convertido um estado tripleto por uma mudanga no
spin de elétrons conhecido como cruzamento intersistema (BAPTISTA et al., 2017). O
estado tripleto do FS, por sua vez, pode interagir com moléculas de oxigénio
circundantes e assim produzir ROS atravées de duas vias diferentes. Na primeira via as
reacdes englobam a transferéncia de qualquer atomo hidrogénio ou um elétron, entre o
FS excitado e os substratos, levando a geracdo de radicais livres (HONG; CHOI;
SHIMN, 2016; BAPTISTA et al., 2017). Estes radicais livres reagem com oxigénio,
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resultando na producdo de ROS, como superdxido, reagdes redox e radicais hidroxilas
(HONG;CHOI;SHIMN, 2016). Na segunda via, as reac6es envolvem a transferéncia de
energia entre o FS excitado e o oxigénio molecular no estado fundamental (*0,),
resultando na formacdo de um estado altamente reativo como o oxigénio singleto (*O5)
(BAPTISTA et al., 2017). O ROS resultante, por sua vez causa danos irreversiveis aos
tecidos/células tumorais (OLIVEIRA et al., 2011). As espécies de oxigénio singleto tém
uma alta reatividade e meia-vida curta, e durante aplicacdes da PDT, somente aqueles
substratos bioldgicos que estdo perto da regido do tumor séo afetados, no entanto, os
tecidos saudaveis circundantes geralmente permaneciam ilesos (MROZ et al., 2011).

Figura 33- As vias seguem o mecanismo (tipo I) fotofisico e (tipo I1) fotoquimico para a terapia

fotodinamica, através de irradiacdo de luz laser para excitacdo do fotossensibilizador obtendo a geragdo

de espécies reativas de oxigénio e oxigénio singleto. Adaptado de MOKWENA et al., (2018).
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As Protoporfirinas (PplX) sdo conhecidas como, nanoagente fototeranostico e
também consideradas como bom agente fotossensibilizante, usado clinicamente na
terapia fotodindmica (TFD) e tratamento de tumores (KANTONIS;TRIKERIOTIS;
GHANOTAKIS, 2007; DING et al., 2011), dentre eles o cancer de pele melanoma e
ndo-melanoma (BRAATHEN et al., 2007; SIDOROFF & THALER, 2010) a PpIX foi
considerada como o0 primeiro agente fotodindmico tdpico a receber aprovacgdo
regulatoria através da administracdo de alimentos e medicamentos dos EUA (FDA),
desde 1999, como também no tratamento dermatol6gico de queratose, carcinomas (por
exemplo, doenca de Bowen e Paget), assim como para psoriase (CASAS et al., 2001).
Ela pertence as classes das porfirinas endégenas e sdo aceitaveis devido a citotoxicidade
ser mediada pela formacédo de espécies de oxigénio altamente reativas, como 0 oxigénio
singleto, 'O,,(YANO et al., 2011). A estrutura da PplX é substutuida por grupos metila,
vinila e (CH2)2COOH, a nomenclatura oficial para a PplX é &acido 1,3,5,8- tetrametil-
2,4-divinilporfirina-6,7-divinilpropiénico (KRAMMER & UBERRIEGLER, 1996)
(Figura 34).

Figura 34- Estrutura Quimica da Protoporfirina IX. Fonte: O autor adaptada de (KRAMMER,;
UBERRIEGLER, 1996).
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H& um grande interesse, no desenvolvimento de diferentes biomateriais aplicado
na area da TFD, pois a incorporagdo do fotossensiblizador na estrutura de rede 3D do
hidrogel acarreta estes materiais obter bons sistemas fotodindmicos, devido a
reticulacdo quimica, atribuido também ao alto potencial do fotossensibilizador que se
acumula seletivamente em células cancerigenas (KARIMI, KHODADADI e
HADIZADEH, 2016; KURUPPUARACHCHI etal., 2011; WANG et al., 2013; DAI et
al., 2014). Assim, os hidrogéis oferecem boas caracteristicas de como ser injetavel,
solivel em &gua, bons portadores para 0os FSs ndo agragados, com intuito de uma alta
producdo de oxigénio singleto (BELALI et al.,2018). Estudo da literatura descrito por
Belali e colaboradores (BELALI; KARIMI; HADIZADEH, 2017), reportaram que
compostos porfirinicos podem ser modificadas através de funcionalizac&o e reticulagéo
covalentes, com o intuito de obter hidrogéis mais fortes e bem conjugados ao introduzir
em diversos polimeros visando aplicagdes especificas, uma vez que, hidrogéis
poliméricos s@o recomendados como sistemas de transportadores bastante promissores
para a entrega controlada de fotossensibilizadores hidrofobico (SWIERCZEWSKA et
al., 2016, GAWARE et al., 2013). Ha um grande interesse no desenvolvimento de
sistemas hibridos e moléculas multifuncionais com a incorporagdo de
fotossensibilizadores na estrutura de hidrogéis e de nanoparticulas metalicas para
obtencdo de sistemas fotodindmicos (KARIMI;KHODADADI; HADIZADEH,
2016;KURUPPUARACHCHI et al., 2011;WANG et al., 2013;DAI et al., 2014).

5.3 TERAPIA FOTOTERMICA

Outra terapia amplamente explorada como alternativa promissora para muitos
tumores malignos € a terapia fototémica (TFT), ela consiste em um tipo de tratamento
por hipertermia que utiliza agentes fototérmicos para produzir calor local sob irradiacéo
na regido infravermelho préoximo (NIR), levando posteriormente a termoablacdo de
células tumorigénicas (CHEN et al., 2017%). Uma das variedades de materiais nano-
estruturados que pode ser utilizados como agentes fototérmicos sdo as nanoparticulas de
ouro (NpsAu) e nanobastdes de ouro (NbsAu) (HUANG et al., 2008; ALKILANY et
al., 2009). Estas nanoparticulas plasménicas podem atuar como excelentes eficientes
transdutores fototérmicos convertendo a luz absorvida pela superficie de ressonancia
plasmbnica em calor, causando hipertermia localizada (ZHAROV; GALITOVSKY;
VIEGAS, 2003). Particularmente, os nanobastfes de ouro (NBsAu) estdo sendo

bastante estudados em TFT, devido as suas Otimas propriedades do efeito de
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ressonancia plasménica de superficie localizada (LSPR), que varia numa larga faixa
espectral da regido visivel a infravermelho proximo (NIR) (ZHAO et al., 2017;LUO et
al., 2016). Novas sinteses com excelentes funcionalizacdo séo encontradas nos NbsAu e
vérias aplicagdes tanto industriais quanto comerciais vem sendo eficientes, pois sdo
materiais Uteis em terapia fototérmica, entrega de drogas e imagem na area biomédica
(MA et al., 2013).

5.4 OBTENCAO DE BIOMATERIAIS ESTRUTURADOS A PARTIR DE
HIDROGEIS POLIMERICOS, REALIZANDO TESTES IN VITRO E IN VIVO EM
LINHAGENS CELULARES

Varios relatos demonstram o interesse de obter novas plataformas incluindo os
hidrogéis, géis, nanocarreadores, nanohibridos e nanocompdsito com intuito de adquirir
potencial através de ensaios biolégicos in vitro e in vivo, Ma e colaboradores (2019),
apresentaram em seu trabalho biomateriais com intuito de obter scaffolds a partir de
hidrogéis, com extrato de semente de uva, rico em flavanoides, nanofios de silicatos de
calcio e alginato de sodio utilizados como promissores agentes fototérmicos, visando a
aplicacdo dos testes in vitro e in vivo com a linhagem celular B16-F10, na qual
apresentaram excelentes biocompatibilidade, bioatividade, proporcionando uma
possibilidade terapia de melanoma assim como em cicratizacdo de feridas (Figura 35)
(MA et al., 2019).

Figura 35- Scaffods a partir de hidrogel envolvendo agente fototérmico natural a partir do extrato da
semente de uva, aplicada em terapia melanona e cicatrizacéo de feridas (MA et al., 2019).
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Ainda neste contexto, novos nanocompositos foram fabricados a partir de uma
resina hibrida biopoliméricas, incorporando diferentes concentra¢des de nanoparticulas
de ouro estabilizadas com PVP, que resultou um efeito consideravel sobre o
comportamento dos scaffolds hibridos, pois melhoraram suas propriedades, como
aumento da rigidez, boa estabilidade térmica, atividade catalitica e propriedades Opticas.
Os scaffolds foram obtidos para a entrega localizada durante regeneragdo de tecidos,
bem como tratamento de cancer através de testes in vitro e in vivo, sua aplicacdo visa
testar o efeito fototérmico apds incorporar as NpsAu, com a finalidade de obter novos
scaffolds biopoliméricos (ABDELRASOUL et al., 2015).

Ziv e colaboradores (2014) apresentaram em seu trabalho novo scaffolds obtidos
a partir de um hidrogel hibrido a base de seda e alginato, suas caracteristicas
promissoras foram atribuidas a uma gelificacdo rapida, hidrogel fisicamente estéavel,
bem como a finalidade de encontrar boas propriedades mecéanicas dos scaffods (ZIV et
al., 2014). Este estudo indicou através dos testes in vivo, grande potencial para ser
utilizado na aplicacdo em regeneracao de tecido com células-tronco e 6rgdos impressos
a partir de redes poliméricas em 3D (LEONG et al., 2013).

Outra abordagem sobre redes 3D de hidrogel reticulado covalentemente com
macromoléculas oferece a capacidade de encapsular esta classe através de ligacdes
cruzadas na estrutura do hidrogel. A reticulacdo do biopolimero natural da quitosana
ocorre via ligacdo a base de Schiff, esta é considerada uma abordagem interessante para
a sintese de um novo hidrogel atribuidas as caracteristicas importantes (KARIMI;
KHODADADI, 2016),(SHI et al., 2014). Uma vez que, devido ao maior efeito de
permeabilidade e retencdo dos polimeros naturais, os hidrogéis podem ser acumulados
preferencialmente no tecido tumoral, particularmente nas invasdes tumorais (QIN;
ZONG; KOPELMAN, 2014). Algumas vantagens de sistemas entre hidrogel reticulado
com porfirinas consiste na distribuicdo homogénea dos PSs e a capacidade de reformar
um hidrogel integral apos a injecdo no local de destino. (DING et al., 2010),(YANG et
al., 2012),(KARIMI; KHODADADI, 2016)

Sabe-se que os hidrogéis sdo polimeros 3-D hidrofilicos que surgiram como
ferramentas Uteis e podem ser aplicados em sistemas de entrega de drogas (HAMIDI,
AZADI; RAFIEI, 2008). A reticulacdo covalente de alginatos produz matrizes com boas
propriedades mecanicas, este tipo de reticulacdo € uma estratégia atraente, criando redes

mais estaveis e robustas na estrutura de géis reticulados covalentemente, alguns agentes
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quimicos de acoplamento como o EDC/NHS podem ser utilizados em sintese de
alginatos, através da ativacdo do grupo acido carboxilico presente no biopolimero, o que
favorece a obtencdo de ligacéo cruzada dos geis (YANG et al.,2012; PAWAR; EDGAR
2013; CHOLEWINSKI et al., 2017). Desta forma, géis reticulados covalentemente
obtidos a partir de polissacarideos naturais como o alginato e quitosana, surgem como
fortes candidatos em diversas aplicacdes biologicas, biomédicas, engenharia de tecido,
sistema de entrega de drogas e terapias fotodinamicas (CHEN et al., 2017; BELALLI,
KARIMI; HADIZADEH, 2017; BELALI et al., 2018).

Matrizes poliméricas a partir do alginato de sddio (SA) e alcool polivinilico
(PVA), podem reticular ionicamente com as nanoparticulas de prata (NpsAg), que
devido a uma reticulacdo fisica influenciar a estabilizacdo das NpsAg no nanocompdsito
polimérico (NARAYANAN; HAN, 2017). Os polissacarideos naturais também podem
interagir com as nanoparticulas de ouro e nanobastdes de ouro, pois a presenca de uma
variedade de grupos funcionais em sua estrutura auxilia as interacdes favoraveis entre
eles, na qual é responsavel pela estabilizacdo das NbsAu e NpsAu, bem como locais
para futuras modificacbes quimicas (ERATHODIYIL; YING, 2011; LIU et al., 2013).
As NPs metalicas sdo exploradas nos organismos devido a sua biocompatibilidade
(BHATTACHARYA;MUKHERJEE, 2008). Os nanobastbes de ouro (NbsAu) estdo
tendo 20 vezes mais eficiéncia na absor¢édo oOptica do que as NpsAu do mesmo volume
(COPLAND et al., 2004) e possuem uma forte afinidade de ligacdo, permitindo que eles
sejam conjugados com varias biomoléculas (LIAO; HAFNER, 2005). As nanoparticulas
de ouro (NpsAu), nanobastdes de ouro (NbsAu) e nanoparticulas de prata (NpsAQ)
devido a apresentarem excelentes propriedade podem ser conjugadas a varios polimeros
com intuito de obter novas plataformas multifuncionais visando alternativas para
aplicacBes bioldgicas, biomédicas, terapias fototérmicas e fotodindmicas (HUANG;
NERETINA; EL-SAYED, 2009).

Recentemente, diversos ensaios in vitro e in vivo sdo sobre hidrogéis a base de
alginato, quitosana e outros polimeros, sdo bastante explorados devidos as boas
propriedades, conforme apresentaram Liu e colaboradores (2017) em seu trabalho,
hidrogéis termorresistentes a base de alginato e copolimero poli (N- isopropilacrilamifa)
com intuito de produzir micelas encapsuladas e carreando a droga anticancer DOX, este
hidrogel, foi atribuido como grande potencial para liberacdo e entrega eficaz e surge

como grande potencial no tratamento contra o cancer (LIU et al., 2017). Testes in vitro e
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in vivo a partir do hidrogel de alginato de sddio oxidado, reticulado com dopamina e
poliacrilamida, surge como candidato para curativos devido a abundancia de grupos
catecol nas cadeias do biopolimero e possuir boas propriedades, como flexibilidade,
elasticidade, biocompatibilidade, foi desenvolvido para obter uma boa adesividade
tecidular, beneficiando a aplicagdo em curativos, promover a regeneracdo tecidual e
acelerar o processo de cicratizagdo em feridas, indicando o hidrogel como um
biomaterial muito adequado e promissor para curativo em feridas. (CHEN et al., 2018).

As nanoparticulas metélicas incluindo os nanobastbes de ouro, sdo bastante
discutido devido a sua aplicabilidade bioldgica, biomédica e por apresentar uma certa
toxicidade aparente em linhagens celulares cultivadas através dos testes in vitro e in
vivo, uma vez que estudo celulares in vitro fornece uma compreensdo inicial e interagdo
biologica dos nanomateriais (LEWINSKI; COLVIN; DREZEK, 2008). Estudo descrito
por Freitas e colaboradores (2017) sobre obtencdo de um complexo com nanobastGes de
ouro coberto a ftaalocianinas, para testes in vitro frente a linhagem celular de melanonas
(linhagem celular B16-F10), obteveram bons resultados e efeito eficazes da terapia
fotodinamica e fototérmica, este trabalho indica que os plasmons de superficie dos
nanobastbes de ouro, contribuiram de alguma forma atraves da transferéncia da energia
térmica e/ou dos elétrons para o fotossensibilizador o que pode ter levado a eficiéncia da
geracdo das espécies reativas, especialmente geracao de oxigénio singleto (FREITAS et
al., 2017; KAH et al., 2008). Alguns relatos afirmam que a hipertemia apds a terapia
fotodindmica aumenta a eficacia de ambos os tratamentos, devido a um efeito sinérgico
uma vez que a TFD induz danos mitocondrias, enquanto a hipertemia induz danos em
outra organela, como ndcleo e membrana plasmética que ndo sdo oxidados pelo
oxigénio singleto produzidos na mitocrondrias (YANASE et al., 2009). Recentemente,
Hao e colaboradores (2019), afirmaram que as nanoparticulas de prata e de ouro
surgiram como uma nova modalidade terapéutica devido a sua alta estabilidade, alta
eficiencia de conversdo fototérmica. Nanoparticulas ramificadas de Au-Ag revestida
com polidopamina (Au-Ag@PDA), apresentaram efeito fototérmicos in vitro e in vivo
nas linhagens celulares de cancer colorretal HCT-116 e os resultados sugeriram que 0
conjugado inibiu a proliferacdo celular e induziu a apoptose em células cancerigenas
(HAO et al., 2019).
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Varios estudos sobre testes in vitro envolvendo fotossensibilizadores também
foram explorados e relatados com alguns tipos de macrociclos, como a porfirina e
protoporfirina IX, estes farmacos apresentam boa citotoxidade apenas na presenca de
luz. Estudo sobre nanohibridos biocompativeis entre &cido linoléico (PLLA) conjugado
com a protoporfirina-1X e PpIX-POSS, apresentaram boa fotoxicidade ap6s a irradiagdo
com laser, os resultados sugeriram que ao incorporar a PplX nas moléculas do
nanohibrido conjugado, melhoram a eficacia da terapia fotodindmica em células
cancerigenas. Esses materiais nanoestruturados aumentaram a absorcéo intracelular de
fotossensibilizador devido a melhor solubilidade em 4&gua, indicando que os
nanohibridos podem contribuir para o desenvolvimento de uma nova geracdo de
portadores de fotossensibilizadores, para o tratamento do céncer via TFD e contra
cancer gastrico (LEE & KIM, 2016).

Belali e colaboradores (2017) propuseram em seu trabalho, hidrogéis
nanoestruturados de poli (N-isopropilacrilamida) conjugado com a porfirna, um sistema
promissor aplicado para terapia fotodinamica e testes in vitro, na qual sugere atividade
celular frente as células A453. Os hidrogéis exibiram viabilidade celular acima de 97%,
e ndo apresentaram citotdxicicade na auséncia de luz, sugerindo boa biocompatibilidade
nas células testada. Ainda neste trabalho, os resultados sobre a porfirina pura exibiu
uma atividade citotoxica relativamente pequena, entretanto os hidrogéis quando
irradiados a 660 nm por 25 min, melhoraram muito a fotocitotoxicidade e induziram
40% de morte celular. A toxicidade do hidrogel foi significativamente maior quando
comparado com a porfirina livre e sugere que as células cancerosas foram mortas pelas
espécies reativas de oxigénio produzidas no ndcleo da porfirina na estrutura de hidrogel
sob irradiacéo de luz (BELALI; KARIMI; HADIZADEH, 2017).

Outro trabalho com mesmo grupo de pesquisa foi realizado com a ideia de
obter um hidrogel a base de quitosana conjugado com duas classes de porfirina via
ligacdo base Schiff e funcionalizado com folato, este novo conjugado foi testado como
um sistema para entrega de fotossensibilizante em alta eficiéncia aplicada na terapia
fotodinamica, com intuito de realizar testes in vitro em dois tipos de linhagem de células
cancerigenas, de figado (HepG 2) e mama (MCF-7). Células HepG 2 tratadas com o
hidrogéis de quitosana reticulada com Tetrakis (4-aminofenil) porfirina, e também um
outro hidrogel com grupo folato presente, QUI/NH2-TPP e QUI/NH,-TPP/FA

mostraram viabilidade celular de 94%, indicando a natureza biocompativel e ndo-tdxica
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dos hidrogéis na auséncia de luz, no entanto, quando irradiado no laser de 660 nm por
20 min, induziram 55% de morte celular, o que demonstra capacidade de matar
seleletivamente as células cancerigenas. Uma observacdo interessante ainda nesse
estudo foi em relacdo & viabilidade celular cair acentuadamente para o hidrogel
QUI/NH,-TPP/FA em comparacdo com 0 QUI/NH,-TPP apds a irradiacdo, atribuida a
receptores superexpressos de folato em células MCF-7, na qual leva uma maior
captacdo celular desses hidrogéis em MCF-7 e resulta em maior citotoxicidade
((BELALI; KARIMI; HADIZADEH, 2018).

Desta forma, o objetivo geral deste capitulo, propde explorar a obtencdo de
géis como novo sistema multifuncional a partir do alginato de sédio reticulado com
agentes quimicos (EDC/NHS), associados com nanoparticulas de prata (NpsAg),
nanobastbes de ouro (NbsAu) conjugado com o fotossensibilizador protoporfirina
(PplX), através do efeito fotodindmico e fototérmico, aplicada na terapia cancer de pele.

Com isso pretendeu-se:

+* Obter géis hibridos a base de alginato de sodio reticulado com o EDC/NHS,
através de uma sintese em duas etapas com preparacdo simples, associados a
nanoparticulas de prata e nanobastGes de ouro conjugado com a Protoporfirina
IX;

+* Realizar Analise Reologica dos géis;

+* Caracterizar os géis através das técnicas de: FT-IR, RMN-H!, TGA, DSC, UV-
Vis-NIR, MEV e TEM;

+* Verificar as propriedades fotodindmica e fototérmica dos geis hibridos

conjugados;

+* Avaliar efeitos da terapia fotodinamica e quimiofototérmal in vitro de géis

hibridos conjugados;

+* Realizar testes in vitro com a linhagem celular de macr6fago murinho, RAW

264,7 e melanoma (B16-F10) para o tratamento de cancer de pele.
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6 MATERIAIS E METODOS
6.1 MATERIAIS

Todos os reagentes usados sdo analiticamente puros. Os reagentes Alginato de
sodio (CgH;O¢Na) MW = 100.000 g/mol, &cido manurdnico (61%), acido gulurénico
(39%) (relacio M/G = 1,56), Acido ascorbico (C¢HgOs), Acido cloroaurico (HauCly),
boro hidreto de sédio (NaBH,), citrato de sédio (NasCsHs07), CTAB (CieHssN),
Polivinilpirrolidona [(CeHgNO)Nn)], N- (3-dimetilaminopropil) —N’-etilcarbodiimide
hidrocloride (CgH17N3.HCI), N-hidroxisuccinimida (C4HsNOs3), foi adquirido da Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA). Acido sulfurico (H,SO4) que foi adquirido da Micro-
Chemistry. Todos os reagentes foram utilizados sem mais purificacgao.

6.2 PREPARACAO DE SINTESE DOS NANOBASTOES DE OURO
12 etapa: Crescimento da semente

Inicilamente, com auxilio de um pipetador automatico, 250uL de uma solucéo a
10 mM de HauCl, foram adicionadas a 7,5 mL da solu¢do 0,1M de CTAB em um
béquer de 100 mL, mantida sob agitacdo magnética por cinco minutos. Apds este
tempo, com auxilio de uma pipeta automatica adicionou 600 pL de uma solucéo a 0,01

M de NaBHj, e deixou sob agitacdo continua por um minuto (LANH et al., 2015).
2% etapa: Crescimento dos nanobastBes de ouro

Inicialmente, através da pipeta automatica 5 mL da solucdo do HauCls a 10 mM,
2 mL da solucéo a 0,5 M de H,SO4, 1 mL da solugdo de AgNOza 10 mM e 0,8 mL da
solucdo a 0,1 M de acido ascérbico, foram adicionadas em 100 mL da solucdo de CTAB
em um béquer de 200 mL e mantidas sob agitacdo, até mudar a coloracdo para incolor.
Em seguida, pipetou-se 240 pL da solucdo semente realizada na 12 etapa e adicionou na
2% etapa (crescimento dos nanobast6es de ouro) deixando em repouso por 12 horas, onde
a suspensdo final foi lavada duas vez com agua destilada através de uma centrifuga
(LANH et al., 2015).
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6.3 PREPARACAO DE SINTESE DAS NANOPARTICULAS COLOIDAIS DE
PRATA

Inicialmente, foi aquecido 125 mL da solugéo de nitrato de prata (AgNO3) com
concentracdo de 1mM em um erlenmeyer até que ocorra ebulicdo em seguida,
utilizando pipeta de pasteur, adicionou 5 mL do citrato de s6dio (Na;CsHs0-), solugdo
a 1% na proporc¢do de uma gota por segundo, a solugdo foi mantida em ebulicdo até que
ocorra a transicao de cor para (amarelo palido), esta coloracdo é indicio da formacao das
nanoparticulas, o erlenmeyer foi mantido sobre a chapa de aquecimento, depois foi feito
o0 desligamento e a solucdo chega coloracdo amarelo, a mesma foi arrefecida lentamente
sob agitagdo em um banho em baixas  temperatura (LEE & MEISEL, 1982;
TURKEVICH et al.,1951).

6.4 PREPARAGCAO DA SINTESE DO GEL HiBRIDO CONJUGADO PpIX@Alg

Inicialmente, 12 mg de PplX foram adicionadas em 4,2 mL de DMSO. Em
seguida introduziu 6 mg de N-(3-Dimetil amino propil) —-N’ etil carbodiimida (EDC) e 3
mg de N-hidroxisuccinimida (NHS) para ativacdo dos grupos carboxilicos da PplX
(LEE; KIM, 2016). Logo apo6s, 4 mL de EDTA foram adicionados para funcionalizacao
e deixou-se por 24 h sob agitacdo constantea T =60 °C (FAN et al., 2016). O produto
foi lavado com agua ultra pura e centrifugado (6000 rpm/30 min) por trés vezes. O
precipitado obtido foi liofilizado durante 24 h. Para obtencdo do gel PpIX@Alg, 200
mg de SA, 100 mg de EDC e 30 mg de NHS foram misturadas em 4 mL de &gua ultra
pura por 3 h em agitacdo constante e T = 40°C (FAN et al.,2016). Para obtencédo do
gel de Alg conjugado com EDC/NHS, adicionou 1 mL da PplX ativada e
funcionalizada, a reacéo foi mantida por 4-6 h para produzir o gel de SA conjugado com

EDC/NHS incorporando solucdo da PplX ativado.
6.5 SINTESE DA PpIX@(NPsAg@Alg) E PpIX@(NBsAu+ NpsAg) @Alg

Para obtencao do gel de Alg conjugado as NpsAg (sol. 1) e NbsAu+NpsAg (sol.
2), partiu inicialmente de 200 mg de AS, 100 mg de EDC e 30 mg de NHS e
adicionou-se 4 mL da (solucdo 1) sob agitacdo constante (3h) e TA FAN et al., (2016),
e adaptacdes. Para o0 gel de Alg@(NBsAu+NPsAQ), utilizou-se 4 mL da (sol. 2) e
seguiu a mesma metodologia citada acima. Em seguida, adicionou 1 mL da PplX

ativada, a reacdo foi mantida por 4-6 h para obtencao dos géis hibridos conjugados.
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7 CARACTERIZACOES
7.1 ESPECTROFOTOMETRIA UV-VISIVEL (UV-VIS)- (NIR).

O equipamento utilizado para obtencdo dos espectros de absorcéo na regido do
ultravioleta-visivel (UV-Vis) e infravermelho proximo (NIR), foi o espectrofotémetro
UV-Visivel do modelo UV-2600 da empresa Shimadzu, operando na faixa de (1400-
185nm), com lampada de deutério (D) e halogénio tungsténio (WI). O software UV
Probe 2.5 foi utilizado para fornecer os comandos operacionais do equipamento e
projecdo dos resultados. As medidas, para as amostras liofilizadas dos géis foram
realizadas utilizando a esfera integradora ISR-2600Plus, como acessorio pelo qual foi
possivel fazer absorbancia e reflectancia das amostras utilizando dois detectores. Como
as amostras foram solidas foi utilizado o método de reflectancia difusa e logo em
seguida utilizou o método Kubelka-Munk para transformar a percentagem de
reflectinca em absorbancia [F®=(1-R)%/2R]. Estas analises foram realizadas no
Laboratorio de Polimeros Nao-Convencionais do Departamento de Fisica da UFPE.

7.2 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE
FOURIER (FT-IR)

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho dos geis secos foram
obtidos através do metodo FT-IR com acessorio de UATR (Acessorio Universal de
Amostragem com o braco de pressdo). O equipamento utilizado foi um
espectrofotobmetro com transformada de Fourrier da Perkin Elmer (modelo: Spectrum
400, N° de série: 82287) na regido entre 4000 e 400 cm™. A resolucéo espectral foi de 2
cm™ e 64 acumulacdes. Estas anlises foram realizadas no Laboratério de Combustiveis
(LAC) do Departamento de Engenharia Quimica da UFPE.

7.3 ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

Todos os espectros de RMN dos geis foram obtidos utilizando um espectrémetro
de ressonancia magnética nuclear, modelo VARIAN Unity Plus, operando a 300 MHZ,
os ndcleos de *H e °C, as amostras foram solubizada em agua deuterada (H:D) e
DMSO-dg. Estas analises foram realizadas na Central Analitica do departamento de
Quimica Fundamental da UFPE.
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7.4 ANALISE TERMOGRAVIMETRICA (TGA)

As medidas de avaliacdo da estabilidade térmica foi determinada via anélise
termogravimétrica em um analisador termogravimétrico da Shimadzu, modelo TGA
60/60H utilizando porta amostra de alumina, fluxo de 50 mL/min de N, com taxa de
aquecimento de 50 °C/min até 500°C. As medidas foram realizadas no Laborat6rio de
Terras Raras (BRTR-Giba) do Departamento de Quimica Fundamental da UFPE.

7.5 CALORIMETRIA DIFERENCIAL POR VARREDURA (DSC)

Curvas de fluxo de calor foram obtidas em um calorimetro diferencial de

*system

varredura, modelo 1 Star (Mettler Toledo) sob atmosfera de nitrogénio. Com
aquecimento de 0°C a 300°C, com taxa de 10°C/min e fluxo de gas 50 milimetros por
minutos. As medidas foram realizadas no Laboratério de cromatografia Instrumental no

Departamento de Engenharia Quimica da da UFPE.
7.6 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

A morfologia das amostras dos géis hibridos foram analisadas por microscopia
eletronica de varredura (MEV). As amostras foram previamente fixadas a um pedaco de
fita adesiva dupla face de carbono apoiada sobre um suporte metalico. As imagens de
MEV foram obtidas no Departamento de Fisica da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE), usando um microscopio da Tescan, modelo Mira 3, com voltagem
de 10 kV.

7.7 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (TEM)

A morfologia das amostras das NpsAg e dos géis hibridos conjugados, foram
analisadas por microscopia eletrdnica de transmissdo (TEM). A imagem de TEM para
as amostras foram obtidas no Departamento de Quimica da Universidade Federal de
Goiads (UFG), usando um microscépio eletrénico da marca Jeol, modelo JEM-2100,

com voltagem de 200 kV.

7.8 COMPORTAMENTO REOLOGICO
As medidas reoldgicas foram realizadas em um Redmetro de tensdo controlada (model
DHR da TA Instruments, T = 25 °C e software no Redmetro MCR 301 da Anton Paar

Physica), com geometria placa-placa, (50 mm didmetro) em um gap de 100 pm, as


https://www.labmic.ufg.br/pages/45687
https://www.labmic.ufg.br/pages/45687
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amostras foram realizadas em triplicata. O ensaio de escoamento foi realizado variando
a velocidade de cisalhamento de 0 a 200 s*. As medidas reoldgicas dinamicas
oscilatérias foram realizado no modo de varredura de frequéncia, em que a tensao (1)
aplicada era constante 0,4 Pa e 5 Pa no dominio da regido viscoelastica linear e a
frequéncia de oscilagdo (w) variou de 0,1 a 100 Hz. As medidas foram realizadas no
CETENE-PE e na Universidade Federal de Sergipe- UFS.

7.9 DETECCAO E PRODUCAO DE OXIGENIO SINGLETO (%,) (ROS)

Durante o experimento tipico, PpIX@(NBsAu + NpsAg)@Alg (12 mg, 800 pL)
foi misturado com 1,3-difenilisobenzofurano (DPBF) em DMSO (0,7 mM, 2 mL),
respectivamente. Irradiou-se com laser NIR, CW de 660 nm laser (30 mW) em
intervalos de 5 mim de irradiacdo até 35 mim com uma dose total de luz de 9,2 J/cm?.
Os rendimentos quanticos para geracdo de oxigénio singleto (7), foram determinados
monitorando a foto-oxidacdo sensibilizada utilizando como sonda o DPBF com UV-
Vis. O mesmo experimento foi repetido para os demais geis hibridos (TADA, 2007).

7.10 EFEITO FOTOTERMAL DE PpIX@(NBsAu+NPsAg)@Alg E EFICIENCIA DE
CONVERSAO FOTOTERMICA (i)

As propriedades fototérmicas foram investigadas através da variagdo de
temperatura dos géis sob irradiagdo com um laser NIR CW (A = 785 nm).
Aproximadamente 150 miligramas de cada gel, foram irradiados (0,5 a 1W) por 5 min
continuos e 3 min de resfriamento. Os registros foram feitos com um termovisor (FLIR
E4) a cada 10 s para aquecimento e 5 s nos primeiros 30 s de resfriamento e demais a
cada 10 s. As caracterizacBes fototérmicas do gel PpIX@(NBsAu + NpsAg)@Alg
foram avaliadas a partir do valor da eficiéncia de converséo fototérmica (7), utilizando a
equacdo 3: (ROPER; AHN; HOEPFNER, 2007;CHEN et al., 2017b):

_ hS(Tmax_ Tyis )‘QO
1(1-1.10~4785)

equacao 3

onde h é o coeficiente de transferéncia de calor, S é a idv de superficie do recipiente,
Tmax € a temperatura de equilibrio do gel PpIX@(NBsAu + NpsAg)@Alg, Ts € a
temperatura ambiente, Qo esta associado ao calor gerado apenas pela cubeta de quartzo

e o solvente (agua) sob irradiacdo do laser (1W), Args € a intensidade de absorcao de



99

PpIX@(NBsAu + NpsAg)@Alg (Ass5=0.2), e | é a poténcia do laser incidente 1W. O
valor do hS foi calculado a partir da equacéo 4 (CHEN et al., 2017b),

_ > i-miCp,i

" equacao 4

Ts

onde 15 € a constante de tempo do sistema representada por slope da linha de

resfriamento da amostra.

7.11 LINHAS CELULARES E CONDIC}()ES DE CULTURA PARA ENSAIOS IN
VITRO

Neste estudo foram utilizadas duas linhas celulares, uma linhagem imortalizada
de macrdfagos de murinos (RAW 264.7) e linhagens de células tumorais de melanoma
de murinos (B16-F10), para verificar se o0s geis hibridos de: PpIX@Alg,
PpIX@(NPsAg@AIg) e PpIX@(NBsAu+NPsAg)@Alg apresentavam seletividade para
células cancerosas. Células RAW 264.7 foram cultivadas em células DMEM e B16-F10
em meio RPMI 1640, ambos continham 10% de FBS e as células incubadas sob uma
atmosfera humidificada durante 24 h (37,5% de CO,).

7.12 TERAPIA FOTODINAMICA E FOTOTERMICA DOS GEIS HIBRIDOS IN
VITRO

Para estudar o efeito dos Lasers na viabilidade celular, as células foram
semeadas em placas de 96 pocos (2 x 10* células por poco) e irradiadas por 5 min com
Laser 1 NIR (660 nm, 30 mW.cm™) apenas, Laser 2 NIR (785 nm, 800 mW, 900 mW e
1000 mW. Cm™), nas diferentes densidades de poténcia, e Laser 1 mais Laser 2
simultaneamente (fixando em Unica potencia para o Laser 1 e variando o Laser 2).
Ap0s 24 h, todos os sobrenadantes foram removidos e as células na placa acima de 96
pocos foram posteriormente tratadas com 20 mL MTT (0,5 mg. mL™) e 180 mL de
meio de cultura por 3 h. Subsequentemente, o meio MTT foi cuidadosamente removido
e 100 puL de DMSO foram adicionados a cada poc¢o, medido a 578 nm num leitor de
microplacas de deteccdo multipla. Os resultados foram expressos como a porcentagem
de células viaveis comparadas com aquelas de células controle ndo tratadas (100%)
Silva et al. (2018).
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7.13 CITOTOXICIDADE IN VITRO

A citotoxicidade da PplX livre e dos géis hibridos conjugados PpIX@Alg,
PpIX@(NPsAg@AIg) e PpIX@(NBsAu+ NpsAg)@Alg, foram avaliadas em células
RAW 264.7 e B16-F10 usando um ensaio MTT. As células foram cultivadas sob
condicbes ja mencionadas. As células foram tratadas com PplX, PplIX@Alg,
PpIX@(NPsAg@AIQ) e PpIX@(NBsAu+NPsAg)@Alg, nas concentracdes de 2.0625,
4.125, 8.25, 16.5 e 33 mg/mL por 48 h. Depois, 0 ensaio de MTT foi realizado como

descrito na terapia fotodinamica e fototermal in vitro.

7.14 EFEITO DA TERAPIA FOTODINAMICA E QUIMIOFOTOTERMAL IN
VITRO DE GEIS HIBRIDOS CONJUGADOQOS

Para avaliar a propriedade fotodindmica e efeito quimiofototermal dos géis
hibridos conjugados, foram selecionados dois materiais: PpIX@(NPsSAg@AIg) e
PpIX@(NBsAu + NpsAg)@Alg nas concentraces de 8.25 e 16.5 mg.mL™. Células
B16-F10 foram semeadas em placas de 96 pocos, na concentracdo de 2x10*
células/poco, em seguida, foram tratadas com as amostras mencionadas por 24 h.
Posteriormente, as amostras foram divididas em trés grupos: PpIX@(NPsAg@Alg) e
PpIX@(NBsAu + NpsAg) @Alg irradiadas com o Laser 1(L1); PpIX@(NPsAg@AIg) e
PpIX@(NBsAu + NpsAg)@Alg irradiadas com o Laser 2, na densidade de 1000 mW
cm? (L2); e PpIX@(NPsAg@Alg) e PpIX@(NBsAu + NpsAg)@Alg irradiadas
simultaneamente com o Laser 1 e Laser 2 (L1+L2), todas as irradiacbes foram de 5
minutos cada, conforme ilustra na (Figura 36%-c). As células foram incubadas
novamente por mais 24 h, entdo foram adicionados 20 pL de MTT (0.5 mg mL ™) em
cada poco, e as celulas incubadas por 3 h para mensurar a viabilidade celular.
Figura 36- a) Esquema de irradiacdo laser 1: NIR 660 nm, poténcia 30 mW, 5 minutos cada pogo. B)

Laser 2: NIR 785 nm, poténcia de 1000mW, 5 minutos cada poco. C) Esquema ilustrativo dos lasers
(1+2) irradiados simultameamente.

a)
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b)

c)

7.15 ANALISE ESTATISTICA

A citotoxicidade foi expressa como a percentagem de células iaveis contra as
das células de controle ndo tratadas. Os dados foram expressos como meédia £ DP
(desvio padrdo). A analise estatistica foi realizada utilizando STATISTICA 8 pelo teste

t de Student, onde * p <0,05 foi considerado significativo.
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8 RESULTADOS E DISCUSSOES

8.1 SINTESES DOS GEIS HIBRIDOS A PARTIR DO ALGINATO DE SODIO
RETICULADO EDC/NHS CONJUGADO COM A PROTOPORFIRINA IX
FUNCIONALIZADA

A ativacdo dos grupos carboxilicos da PplX e do alginato de sédio foram obtidas
em duas etapas através da reacdo com o agente de acoplamento (EDC/NHS). Os grupos
aminos foram introduzidos por meio da funcionalizacdo com etilenodiamina na etapa |I.
A conjugacéo covalente do gel hibrido foi obtida conforme sugerimos o mecanismo de
reacao proposto abaixo (Figura 37) e com base nos dados de FT-IR (Figura 40).

Fjg_ura 37- Mecanismo de reagdo e funcionalizacdo da PplX e a reticulagdo do gel a partir do alginato de
sSoalo.

1°) Etapa:
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8.2 COMPORTAMENTO REOLOGICO DE ACORDO COM METODO
ROTACIONAL E OSCILATORIO

Os géis a base de AS na concentracdo de 4% de massa e EDC/NHS (0,1g e 0,03g)
apresentaram comportamento semelhante quando comparados entre si, em virtude dos
meétodos rotacional e oscilatorio e conforme mostrado na Figura 38, a formagéo do gel
hibrido a partir da reticulacdo quimica a partir do alginato de sodio gel incolor com
agentes quimicos, conjugado com a PplX, bem como os géis hibridos resultantes
indicando cor vermelho escuro devido a presenca do fotossenssibilizador e as solucdes
das nanoparticulas de prata e 0 nanobastdes de ouro.

Figura 38- Fotografias dos géis de AIg@(EDC/NHS), PpIX@Alg, PpIX@(NPsAg@Alg) e
PpIX@(NBsAu+NPsAQ)@Alg.

Alg@(EDC/NHS) PpIX@Alg PpIX@(NPsAg@Alg) PpIX@(NBsAu+NPsAg)@Alg

As analises reologicas das matrizes de Alg conjugado com EDC/NHS,
associadas com NPsAg, NBsAu e PplX estdo dispostas na Figura 39 a-c. A variacao da
viscosidade aparente (77,) dos geis hibridos em fungdo da taxa de cisalhamento numa
faixa de (0-100 s™) foi de alta viscosidade para todos os conjugados, em baixas taxas de
cisalhamento até aproximadamente 20 s, fato relacionado a reticulacdo quimica
durante o processo de sintese (Figura 39 a) (MA et al., 2014; LI et al., 2017).

A alta viscosidade ¢é devido as fortes interacdes entre polimeros-polimeros,
polimeros-nanoparticulas metalicas, conjugacdes e interacbes intermoleculares,
incluindo tamanho, estrutura de rede, forma e flexibilidade do polimero (PERES et al.,
2015; NARAYANAN et al., 2017). Bem como, ao processo de desemaranhamento-
emaranhamento no que diz respeito ao alinhamento da cadeia polimérica em funcéo da
direcdo do cisalhamento (BENCHABANE; BEKKOUR, 2008).

A formacdo do gel foi confirmada através de teste reol6gico utilizando o
método oscilatorio de varredura de frequéncia dindmica na regido viscoelastica linear
(LVE) (Figura 39 b e 39 ¢). Na Figura 39 b, os valores do modulo (G") para todos os
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géis hibridos sdo superiores ao modulo (G"), indicando uma reticulagdo covalente,
caracteristica de um gel verdadeiro com a rede polimérica bem reticulada 3D. N&o ha
dependéncia do médulo de armazenamento em relacdo a faixa de frequéncia empregada,
indicando a formacdo bem sucedida da rede polimérica e comportamento viscoelastico

semelhante a um gel (LIU et al., 2017).

As propriedades viscoleasticas também foram analisadas com base na tan () em
funcdo de ® (1-16 rads/s a 25°C) (Figura 39 c¢), onde tan (8) = (G"/G') de todos o0s
resultados indicaram tan (8) < 1 para os géis, caracteristicas de um material solido
elastico, para frequéncia proposta. Os resultados indicaram menores tan (3) em torno de
0,22 para o AIg@(EDC/NHS) e um aumento para o0s g@éis hibridos de
PpIX@(NBsAu+NPsAg)@Alg, PpIX@(NPsAg@Alg) e PpIX@AIlg com valores no
intervalo de (0,23-0,31), confirmando um comportamento mais de gel-like que liquido,
devidos tan 6<1 (MARKSTEDT et al., 2015). Uma vez a proximidade da tan () ~ 1, ha
melhor eficiéncia para as blendas polimeéricas com nanoparticulas metalicas, devido a
melhor absorcdo e dispersdo de energia (NARAYANAN& HAN; 2017; SHIN et
al.,2014).



Viscosidade (Pa.s)

105

Figura 39- Anélise reoldgica dos géis hibridos de Alg@(EDC/NHS), PpIX@Alg, PpIX@(NPsAg@Alg)
e PpIX@(NBsAu+NPsAg)@Alg medindo (a) viscosidade em funcdo da taxa de cisalhamento, (b)

grafico do modulo de armazenamento (G') e médulo de perda (G") versus frequéncia angular, (c) tan (3)

(G"/G") versus frequéncia angular, em temperatura da placa de 25°C.
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8.3 ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO (FT-IR) E
RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN HY) DOS GEIS HIBRIDOS A
PARTIR DO CONJUGADO DA PpIX-ALGINATO

O espectro dos géis hibrido a base de SA conjugado a NPsAg, NBsAu e PplX é
mostrado na Figura 40. Alteraces dos picos caracteristicos do hidrogel de Alg puro sdo
observadas, quando comparado com os géis hibrido para frequéncias especificas de
vibracio da banda em 3310 cm™ (grupo —OH), pico de estiramento —~COO" (1595 cm™ e
1414 cm™) e de deformagéo angular de OH em 1029 cm™, referente ao -COQ™ simétrico
Figura 40 a (ZHAO et al., 2015; SIBAJA et al.;2015). Um novo pico de absorcdo foi
observado em torno de 1710 cm™ referente & deformacdo axial da carbonila (C=0),
relacionado a ativacdo dos grupos carboxilico por meio da introducdo do grupo
funcional éster na obtencéo da reticulagdo Figura 40 b para o Alg em (EDC/NHS) (LIU
et al., 2016; Fan et al., 2016).

Figura 40- Espectro de infravermelho por Transformada- Fourier (FTIR) de: (a) Alg, (b)
Alg@(EDC/NHS), (c) gel hibrido de PpIX@(NPsAg@Alg), (d) gel hibrido de PpIX@Alg, (e) gel
hibrido de PpIX@(NBsAu+NPsAg@Alg) e (f) PplX.
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Ao introduzir a PplX ativada nos geis hibridos (Figura 40 c-e), o pico
vibracional da carbonila em 1710 cm™ ndo foi mais observado (FAN et al., 2016),
entretanto, um alongamento vibracional da ligagdo da (C-O), em 1610 cm™ aumentou
sua intensidade atribuida a reticulagcdo, assim como um novo pico de absor¢do em
~1560 cm™ referente & amida 11, correspondendo a formacio da reticulacio covalente
entre o géis de Alg com a PpIX (KIM et al., 2012; PAWAR ; EDGAR, 2013; CHEN et
al., 2017). Nos géis hibrido ~1260 cm™ observou-se pico atribuido a amida Il e vibragéo
de alongamento do C-O/C-N presente na PpIX (LV; MAO; LIU, 2014). O espectro de
FT-IR da PpIX ( Figura 40 f), exibe bandas caracteristicas de tetrafenilporfirina (POP et
al., 2013), em ~3313 cm™ (deformacdo axial N-H de amina ou O-H); em 2915 cm™,
2858 cm™, 1695 cm™ e 1625 cm™ (vibracdes de alongamento assimétrico da C=0) e em
1405 cm ' estiramento simétrico do grupo carboxilico (C=0) (ELIM et al., 2006;
SARDAR et al., 2015).

O espectro de 'HNMR das amostras dos sdo apresentadas na Figura 41. A
(Figura 41 a) apresenta o sinal a 5,08 ppm para o hidrogénio anomérico das unidades
gulurdnicas. Outros picos do biopolimero foram observados na regido em 4,95 ppm,
4,59 ppm, 4,50 ppm o que corrobora com Ahn e colaboraroes, (2014). Ainda foi
observado quatro protons do anel de Alg na regido entre 3.8~4.1 ppm (LIU et al., 2017).
O sinal em torno de 4,6-4,9 ppm é atribuido ao D,0. Para PplX (Figura 41 b), picos em
9,73 ppm, 9,74 ppm, 9,83 ppm e 9,92 ppm atribuido aos protons na posicdo meso da
PpIX e picos em 8.1~8.3 e 6,08~6,32 ppm sdo atribuidos aos protons dos anéis do grupo
pirrol da PplX foram identificados (XU et al., 2017). Picos distintos dos géis hibridos
obtido a partir da conjugacao entre Alg com NPsAg, NBsAu e PplX foram identificados
nos espectros (Figura 41 c-e), a reticulacdo dos geis foram confirmadas por picos
adicionais em torno de 0,9-1,2 ppm atribuidos aos prétons do grupo CHgs, devido a
ativacdo dos grupo carboxilico do alginato na presenca de (EDC/NHS) (WAN et al.,
2015; NAGHIZADEH et al., 2018). Estes picos ndo foram observados no espectro do
Alg puro. Foi encontrado ainda, um novo pico~2,7 ppm (grupo metileno da
etilenodiamina), utilizado como ligante na conjugacdo covalente (AN et al., 2018; (PEI
et al., 2018).

Alguns sinais do Alg (Figura 41 a) foram sobrepostos e novos picos surgiram
entre 3,2- 4,1 ppm. Os sinais que aparecem nos géis hibridos em torno de 5,8-6,1 ppm

sdo atribuidos a PplX uma vez que se inclui a classe das porfirinas (BELALI; KARIMI;



108

HADIZADEH, 2017). Desta forma estes resultados indicaram que a conjugagéo
covalente dos géis hibridos foi realizada com sucesso

Figura 41- Espectro de RMN *H 300 MHz do (a) Alginato em D,0, (b) PplX, (c) gel hibrido conjugado
de PpIX@Alg, (d) PpIX@(NPsAg@AIg) e (e) PpIX@(NBsAu+NPsAg)@Alg em DMSO- dg.
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8.4 ANALISE TERMOGRAVIMETRICA (TGA)

A analise termogravimétrica (TGA) dos géis estdo inseridas na Figura 42. A
curva para Alg@(EDC/NHS) apresenta trés eventos: o primeiro (43°C a 100°C) para
perda de &gua; um segundo (204 a 270 °C) devido a degradacdo do biopolimero em
Na,COj3 e um terceiro a partir de 495°C devido a decomposicao do Na,COj3 e formacao
de residuos e material carbonizado (SOARES et al., 2004; NARAYANAM et al., 2017).
A PplX apresentou dois eventos de perda de massa foram verificados: 0 primeiro
evento devido a perda de peso ocorreu até 272°C, atribuido a quebra e decomposicédo de
alguns grupos reativos e ligacdes duplas fora do macrociclico (C=C) e (C=0)
(TOSTADO-PLASCENCIA et al., 2016). A segunda curva do TGA entre (279°C a
663°C) ¢ atribuida a decomposicao térmica do anel macrociclico (POP et al.,2013).

Figura 42- TGA do Alginato em EDC/NHS, PpIX@(NPsAg@Alg), PpIX@(NBsAu+NPsAg@Alg),
PpIX@Alg e PplX.
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Os valores para Tsp do AIlg@EDC/NHS, PplX e géis hibridos de
PpIX@(NPsAg@AIg), PpIX@(NBsAu+NPsAg@AIg) e PpIX@Alg foram 252.50,
460.61, 267.19, 264.77 e 260.99°C respectivamente. O Alg@EDC/NHS apresentou
uma menor Tsp, quando comparada com os géis hibridos e a PplX, que obtiveram um
aumento da temperatura quando a perda de peso da massa foi de 50%. Estes resultados

indicaram uma melhor estabilidade térmica dos géis hibridos, atribuido a reticulagdo
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quimica com a PplX, assim como relacionada a estrutura do macrociclico e das
nanoparticulas na rede polimérica. Esses conjugados podem atuar como uma barreira
térmica o que leva o aumento da estabilidade térmica do gel, devido as propriedades dos
polimeros, como crosslinking, tamanho do anel e forma do enchimento (nanoparticulas
de metais) (VODNIK et al. 2013; NARAYANAN & HAN 2017).

8.5 CALORIMETRIA DIFERENCIAL POR VARREDURA (DSC)

Amostras de géis hibridos também foram testadas pelo DSC. Os resultados
mostraram que (Figura 43) a curva de DSC do Alginato de s6dio em EDC/NHS
apresentou inicialmente um pico endotérmico em torno de 85°C, atribuido tanto a
desidratacdo associado a perda de agua referente aos grupos de natureza hidrofilica (O-
H; -COO"), bem como a estabilizacdo devido a reticulagdo com EDC/NHS (KARRI et
al., 2016; NARAYANAN & HAN 2017; SOARES et al., 2004). Em conjunto o0s
resultados de TGA e DSC, indicaram que o gel de Alg reticulado quimicamente
apresentou boa influéncia na estabilidade térmica. A curva de DSC para o0s géis hibridos
de PpIX@Alg, PpIX@(NPsAg@AIg) e PpIX@(NBsAu+NPsAg)@Alg, apresentaram
picos endotérmicos em 90°C, 92°C e 89°C respectivamente. Um aumento na
estabilidade do gel hibrido que contém NPsAg é atribuido também por ocorrer mudanca
no arranjo estrutural na matriz do biopolimero durante a reticulagdo (GHASEMZADEH
& GHANAAT, 2014). Aléem disso, foi observado também uma menor estabilidade para
0 gel que contém (NBsAu+NPsAQ), devido possivelmente a um efeito sinérgicos entre
as NPs e os nanobastdes, relacionada a um aumento de carga negativa na matriz do gel,
no qual provocou uma leve mudancas no arranjo das cadeias (MARTINS et al., 2015).
Um segundo pico exotérmico por volta de 252°C foi encontrado em todos os geéis
hibridos, atribuido a degradacdo do biopolimero e formacdo de carbonatos (KARRI et
al., 2016). A PplX apresenta um Unico evento indicado por pico exotérmico por volta
de 290°C, atribuido a decomposicdo do anel. Esta molécula mostrou boa estabilidade
térmica devido aos grupos metilas e carboxilicos serem ligados ao anel macrociclico
(TOSTADO-PLASCENCIA et al., 2016).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861716310311?via%3Dihub#bib0205
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Figura 43- Curva dos géis de: Alg@EDC/NHS, PpIX@(NPsAg@AIg), PpIX@(NBsAu+NPsAg@Alg),
PpIX@Alg and PplX.
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8.6 ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO NO INFRAVERMELHO PROXIMO (UV-
VIS-NIR) DA PplX E DOS GEIS HIBRIDOS

O espectro de UV-vis-NIR (Figura 44) apresentou bandas caracteristicas desta
familia de compostos, em boa concordancia com outros derivados de compostos da
porfirina previamente reportados, assim como série de bandas caracteristicas dos grupos
inseridos como (Alg, NBsAu e NPsAgQ). As bandas SPR (518 nm e 870 nm) sdo
atribuidas para os NBsAu, elas correspondem a ressonancia de plasma de superficie
transversal (TSPR) e a ressonancia de plasma de superficie longitudinal (LSPR)
respectivamente. O pequeno deslocamento hipsocrémico e batocrémico para o0s géis,
ocorre devido a interacdo entre NBsAu e Alg (SHAJAR et al., 2017; NAVAEI et al
2016). Para NPsAg esféricas uma Unica banda (400-440 nm) (FAFAL et al., 2017). Para
0 PplX conjugado com os géis, bandas Q adicionais em torno de (530-700 nm) estdo
presentes, e sdo caracteristicas dos macrociclos nas classes das porfirinas (KANTONIS;
TRIKERIOTIS; GHANOTAKIS, 2007; LEE & KIM 2016).
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Figura 44- Espectro de Uv-vis-NIR dos géis hibridos da PplX@(NPsAg@Alg),
PpIX@(NBsAu+NPsAg@Alg), PpIX@Alg, PplX e Alginato. O NBsAu e NPsAg foram feito em

solugdo.

—— PpIX@(AuNRs+AgNPs)@Alg
— PpIX@(AgNPs@AIlg)

—— PpIX@Alg

— PplX

AuNRs na solugéo

= AgNPs na solugéo

— Alginato

Intensidade Normalizada (a.u.)

| . | ! | ! | ! I ! I ! I ! | : | !
300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200
Comprimento de onda (nm)

8.7 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA DO GEL DE ALGINATO
RETICULADO COM AGENTES QUIMICOS E DOS GEIS HIBRIDOS
CONJUGADOS COM A PROTOPORFIRINA-IX

O estudo morfoldgico superficial e transversal do gel com biopolimero alginato
reticulado com agentes quimicos (EDC/NHS) foi realizado através do MEV, conforme
apresenta na Figura 45. Na Fig. 45 a, o gel de Alg@(EDC/NHYS) liofilizado apresentou
a morfologia superficial porosa, indicando estruturas continuas semelhantes em
tamanho e forma para hidrogéis a base de alginato (LI et al., 2017; WAN et al., 2015).
Ao analisar a vista em corte transversal do gel de Alg@(EDC/NHS), a imagem de MEV
(Figura 45 b e c), revela uma estrutura continua e porosa do gel de alginato reticulado
covalentemente, na qual indica o tamanho dos poros interconectados em uma faixa de
20 a 50 um. Normalmente estruturas porosas de hidrogéis macromoleculares estdo
atribuidas ao grau de reticulacdo covalente durante o processo sintético, na qual podem
apresentar menores tamanho de poros (KHORSHIDI; KARKHANEH, 2016;WANG et
al., 2018).



113

Figura 45- Imagens do MEV de uma vista superficial do gel de Alg@EDC/NHS, com magnificacdo de
a) 338x e vista transversal com magnificacdo de b) 3.39 kx e c) 1.40kx.

a)

AIg@(EDC/NHS)

O estudo morfologico superficial dos géis hibrido conjugado, PpIX@Alg e
PpIX@(NPsAg@Alg) foi realizado através do MEV, conforme apresentado na Figura
46. Os geis hibridos, indicam nas estruturas morfoldgicas superficiais a presenca do
macrociclico PplX, bem como as nanoparticulas de prata esférica na faixa de tamanho
de 15-40 nm (Figura 46 a-b). As NPsAg esféricas formadas nas redes interligadas sdo
dispersa e distribuida na rede polimérica do gel hibrido ((MURTHY et al., 2008).

Wang e colaboradores (2018) apresentaram em seu trabalho um sistema de

hidrogel a base de poli (2-hidroxietil metacrilato) (P HEMA) reticulado covalentemente
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com hidrogel de alginato, com o objetivo de obter um material de revestimento utilizado
para aplicacdes biomédicas. Neste novo sistema incorporou também as nanoparticulas
de prata, que através da imagem de MEV superficial, apresentou tamanho em torno de
20-40 nm das NPsAg presente na superficie dos hidrogéis, desda forma estes hidrogéis
podem ser considerado bons agentes antimicrobianos utilzados como curativos em
feridas.

Figura 46- Imagens do MEV de uma vista superficial do gel hibrido de a) PpIX@Alg e b)
PpIX@(NPsAg@AIlg) com magnificacdo de 180 kx.
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8.8 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO DAS NANOPARTICULAS
DE PRATA E DOS GEIS HIBRIDOS CONJUGADOS COM A PROTOPORFIRINA-
IX

As imagens obtidas por microscopia eletronica de transmissdo (MET) para as
nanoparticulas de prata e o gel hibrido associado as nanoparticulas de prata,
confirmaram as imagens do MEV e revelaram uma distribuicdo das NPsAg esféricas
dispersas na matriz do gel hibrido com tamanho de didmetro entre 15-60 nm e também
de acordo o histograma apresentando o calculo de distribuicdo de tamanho médio de
particulas conforme apresenta na (Figura 47a-b). Os resultados de UV-vis-NIR para o
gel hibrido contendo NPsAg, revelaram a presenca da banda de absorcdo registrada

entre 400-440 nm caracteristicas das nanoparticulas de prata, o que confirma a formacao
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de nanoparticulas de prata, assim como através do padrdo de SAED da insercdo na
(Figura 47a-b), (GICHEVA; YORDANOV, 2013; ELBESHEHY et al., 2015). Pode-se
observar que a partir da area selecionada da imagem TEM, o padrdo de difracdo de
elétrons (SAED) de nanoparticulas de prata foi visivel, o que sugere estar de acordo
com anéis de difracdo, atribuida a estrutura cristalina cubica de face centrada (CFC)
caracteristicas das nanoparticulas de prata (BINDHU; UMADEVI, 2015;
BALAKUMARAN et al.,2016).

Murtht e pesquisadores, afirmaram ao observar o (SAED) das nanoparticulas
de prata em seu trabalho, que um anel mais brilhante e um mais proximo do centro €
uma combinacdo de reflexdo de difracdo (111) e (200), o segundo anel pertence a
reflexdo (222) e o terceiro anel mais fraco é devido a reflexdes (420) ou (422)
(MURTHY et al., 2008).

Recentemente, estudo sobre uma nova plataforma a partir de um gel a base de
gelatina metacrilada incorporando nanoparticulas metalicas de prata (NPsAg), com o
objetivo de desenvolver scaffolds com propriedade antibacteriana e cicratizacbes em
feridas de lesdes dérmicas profundas, apresentaram nos resultados de caracterizacdo das
NPsAg, banda acentuada no espectro UV-vis-NIR na regido de 400 nm, com forma
esférica e de acordo com MET indicou tamanho menores das nanoparticulas na faixa de
6—14 nm (JAHAN et al., 2019). Este processo esta relacionado ao método sintético para
obtencdo das NPsAg e atraves dos agentes redutores como por exemplo, boridreto de
sodio e citrato de sodio podem influenciar no tamanho das nanoparticulas de prata
(SOLOMON et al.,2007; GICHEVA; YORDANOV, 2013; JAHAN et al., 2019).

Figura 47- Imagem do TEM para a) NPsAg e b) gel hibrido de PpIX@(NPsAg@AIg. Insert: Indica o
padrdo SAED.

a) b)
J it
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O histograma para a anélise de distribuicdo de tamanho de particula tanto para
apenas as nanoparticulas de prata e gel hibrido de PpIX@(NPsAg@Alg) revelou valor
do tamanho médio de diametro de 31,61+ 0,46 e 29,16+1,66 respectivamente,
calculando com uso de 160 e 200 particulas selecionadas aleatoriamente conforme
apresenta na (Figura 48 a-b). (JOVANOVI'C, Z. et al.,2012; YANG et al., 2015;
ELBESHEHY et al., 2015).

Figura 48- Histograma de distribuicdo de tamanho de particulas para a) NPsAg, n=160 e b)
PpIX@(NPsAg@Alg), n=200.
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A Figura 49 apresentam as imagens de MET para o gel hibrido associados as
nanoparticulas de prata (NPsAg) e os nanobastdes de ouro (NBsAu), as imagens
confirmam a presenca das nanoparticulas de prata esféricas, quanto os nanobastfes de
ouro, distribuidas uniforme e dispersa no gel hibrido. As nanoparticulas e nanobastbes
apresentaram tamanho de comprimento para as esferas de prata em torno de 18-45 nm e
0s nanobastdes de ouro com tamanho de comprimento referente a banda longitudinal em
torno de 35-75 nm e de largura em torno de 7-20 nm referente a banda transversal. Estes
resultados estdo de acordo com os de Uv-Vis-NIR que apresentam para 0s nanobastfes
de ouro regides plasmbnicas com bandas transversais e longitudinais com comprimento
de onda em torno de (517 nmz10 e 870+£10 nm), indicando que as bandas da de
ressonancia plasmonica de superficie (SPR) mantevem presente no gel hibrido atribuido
a uma boa estabilidade dos NBsAu, assim como a preservacdo da morfologia dos
nanobastes. Pode-se observar também que a partir de uma area selecionada da imagem

TEM, o padréo de difracdo de elétrons (SAED) dos nanobast6es de ouro foram obtidos

= (ausian Fit

60
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com mostra no insert da Figura 49, de acordo com o anéis de difracdo (111), atribuido
ao sentido longitudinal dos NBsAu, de uma estrutura (CFC) caracteristicas de metais
nobre como o ouro (WANG et al., 2006; GAI; HARMER; 2002; TIAN et al., 2003).

Figura 49- Imagem do TEM para o gel hibrido de PpIX@(NBsAu+NPsAg)@Alg; Insert: Indica o padrdo
SAED.
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A caracterizacdo através do TEM também foi utilizada para obter a forma e
tamanho, e também a razao de aspectos (RA) das nanoestruturas, determinando assim a
média e ajustando a (RA), conforme indica o histograma para a analise de distribuicéo
de tamanho de particula dos NBsAu apresentada na Figura 50. Consideramos cerca de
280 nanoestruturas selecionadas aleatoriamente, onde medimos seu comprimento
referente a banda longitudinal e largura atribuida a banda transversal para estimar RAs
em forma de bastdes. Ao analisar a distribuicdo do tamanho médio, indicou o valor para
razdo de aspecto de (4,65+0,06). Os valores de tamanhos médios para comprimento e
largura também foram calculados e apresentaram tamanho médio de 54,69+0,58 nm e
11,73+0,18 nm respectivamente, corroborando com o que foi observado através do UV-
vis-NIR. Ainda neste contexto, observou-se que a forma e tamanho dos nanobastdes de
ouro foram preservada na matriz do conjugado, ndo alterando sua morfologia
significativamente ap0ds adicdo da PplX, nesse caso, sugerimos que o gel hibrido de
PpIX@(NBsAu+NPsAg)@AIlg, podem ser considerados como grande potencial e
excelente agente fototérmico plasménico.

Recentemente Im & Kim (2018), desenvolveram um criogel macroporoso a
partir de hidrogel do alginato reticulado covalentente com nanobastbes de ouro

(NBsAu), incorporando o farmaco mitoxantrona (MX) como potencial antineoplasico
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aplicada na terapia de cancer. Neste estudo, observou que 0s nanobastbes foram
modificados com polietilenoglicol (PEG) e através das caracteriza¢des por MET e Uv-
vis-NIR, as imagens dos NBsAu foram bem dispersas e apresentou pico de absorgéo
longitudinal em torno de 808 nm, sugerindo que esta plataforma pode maximizar um
efeito fototérmico devido a presenca dos NBsAu no criogel, através de um laser na
regido do infravermelho préximo de 808 nm (IM; KIM, 2018).

Figura 50- Histograma de distribuicio de tamanho de particulas para o gel de
PpIX@(NBsAu+NPsAQ)@Alg.
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Estudos relacionados sobre o0s nanobastdes de ouro incorporados em
polissacarideos naturais a partir da quitosana sulfatada e goma arabica, foram realizados
com intuito de observar a interacdo eletrostatica entre a superficie dos NBsAu com 0s
polissacarideos e de acordo com as imagens de microscopia eletronica de transmissao,
observou-se que 0s NBsAu, NBsAu-GA e NBsAuU-QuiS, indicaram tamanho médio de
45 nm x 15 nm, (razdo de aspecto = 3), 47 nm x15 nm e 43 nm x 14 nm,
respectivamente, indicando que a forma e tamanho dos nanobastfes foram preservada
na estrutura formada (BARROS et al., 2016).

Mahumoud e colaboradores 2019 demonstraram em seu trabalho sobre uma
promissora plataforma com propriedades antimicrobianas, teste in-vitro e in-vivo, a
partir de hidrogel de polietilenoglicol (PEG), polialilamina (PAA) e hidrocloreto de
polialilamina (PAH) com naobastdes de ouro. Os resultados obtidos através das
imagens de MET para NBsAu e ap0s diferentes modificacbes de superficie dos
hidrogéis associados aos nanobastdes de ouro indicaram comprimento e largura médios
em torno de 492 £ 18 nm e ~129 + 0,7 nm, respectivamente e RA de
aproximadamente ~3,9 (MAHMOUD et al., 2019).
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8.9 GERACAO DE OXIGENIO SINGLETO DOS GEIS HIBRIDOS CONJUGADO
COM PpIX

A geracdo de oxigénio singleto foi determinada através do método quimico
(Figura 51), usando o 1,3-difelnilisobenzofurano (DPBF) como um sensor de oxigénio
singleto por monitoramento fotooxidagdo sensibilizado de sua banda de absor¢do em ~
400-410 nm (TADA et al, 2007). Na Fig. 51 a, observamos uma diminuicéo
significativa na absorcdo maxima de DPBF de 46%, 41% e 55% na presenca de géis
PpIX, PpIX@Alg, PpIX@(NPsAg@AIlg) e PplX@(NBsAu+NPsAg)@AIlg
respectivamente para banda méaxima DPBF no intervalo de 30 min (Insert Fig 51 a). Ha
um decréscimo continuo e uniforme de todos os géis, monitorando a banda de absorcao
de DPBF (414 nm) em funcdo do tempo de irradiagdo com a maior reducdo para o gel
de PpIX@(NPsAg@AIg) na degradacdo de DPBF, indicando que as nanoparticulas de
prata ajudaram na producdo de ROS e neste sentido, podem ser consideradas uma
ferramenta promissora para TFD. A estimacdo do rendimento quénticos de oxigénio

singleto foi calculado por meio da Equacéo 5:

Ks _ 0D
¢, = = x =&
Kr © 0Ds

®p Eq. 5

onde k € slope para cada composto obtido apds o ajuste com uma funcgéo linear (Tabela
1), OD, ¢ a densidade dptica no comprimento de onda de irradiacdo do laser (660 nm), S
e R representam amostra e referéncia respectivamente. Depois que os dados foram
plotados como Ln versus tempo de irradiacdo, linhas retas foram obtidas para os
sensibilizadores, e o slope para cada composto foi obtida ap6s o ajuste com uma fungéo
linear (Figura 51 b). O rendimento quantico do oxigénio singleto (&) foi calculado
para todas as amostras a partir do valor referéncia em etanol (&, = 0.49) (CHENG et
al., 2008; LEE et al., 2009; FAKAYODE et al., 2017; GUALDESIA et al., 2016). O
perfil de reducdo da intensidade de absorcdo do DPBF foi similar para todos os géis
(Figura 52).
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Figura 51- a) Variacdo da absorbancia da banda em 414 nm da solugcdo de DPBF na presenga de géis
hibridos PpIX@(NBsAu+NPsAg)@AIlg: Insert: variagdo da absorbancia méxima na faixa DPBF para
todos os géis. b) Fotooxidacdo de DPBF através da producdo de oxigénio singleto irradiado com um laser
de 660 nm CW.
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Figura 52- Variagdo da absorbancia da banda maxima em 414 nm da solugdo de DPBF nos géis
hibridos de : a) PpIX@(NPsAg@AIg) e b) PpIX@Alg.
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Tabela 6- Rendimento quantico e oxigénio singleto de alguns fotosenssibilizador relatados.

Fotossensibilizador Meétodo o, Referéncias
Rendimento
(@)
Poli (N-isopropilacrilamida)- Quimico 43% (BELALI et al., 2017)
Porfirina

PpIX@Alg Quimico 12,9% Este trabalho
PpIX@(NPsAg@AIg) Quimico 26,4% Este trabalho
PpIX@(NBsAu+NPsAg@AIQ) Quimico 17,5% Este trabalho

A incorporacdo de prata no gel aumenta consideravelmente o &, quando
comparado com o gel PpIX@AIlg, indicando que as nanoparticulas de prata grande
potencial a formacdo de oxigénio singleto. Depois a incorporagdo de nanobastdo de
ouro, houve uma reducdo consideravel de ®@(s) em relacdo a PpIX@(NPsAg@Alg),
devido a absorbéancia dos nanobastdes de ouro estar proxima da banda de absor¢do do
fotossensibilizador PplX. A interecdo entre PplX e 0 nanobastdo de ouro favorece um
rendimento quantico mais baixo para o gel hibrido, devido a contribuicdo dos picos
menos intenso do macrociclo PplX regido de absorcdo da banda Q (FERREIRA et al.,
2017). A PplX atua como fotossensibilizador, absorvendo fotons através da interecao
da radiacdo laser (660 nm), levando ao estado excitado. No ambiente molecular, a
interecdo entre o excesso energético emitido pelo fotossensibilizador é suficiente para
ativar a regido do estado tripleto. Através da intersecdo em intersistema, 0 oxigénio
molecular é ativado, levando a geracdo do estado singleto com alta reatividade
(CHIAVIELLO et al., 2011).

8.10 TERAPIA FOTOTERMICA DOS GEIS HIBRIDOS CONJUGADOS- PpIX

Afim de verificar as propriedades fototérmicas dos diferentes géis hibridos, um
estudo do perfil fototérmico foi realizado para todos os géis (Figura 53). Um gréfico

tipico de temperatura versus tempo foi obtido da irradiacdo das amostras de géis com
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laser 785 nm CW na poténcia de excitacdo 1000 mW (Fig. 53 a). H& variacgdo total foi
de Tamp = 27 °C a temperatura maxima Tmax = 44,5 °C, ap06s 300 s de irradia¢do para o
gel PpIX@(NBsAu +NPsAg)@AIg. O perfil de aquecimento mostra que a temperatura
subiu rapidamente com o aumento do tempo de irradiacdo, bem como em relagéo a
poténcia de excitacdo (Figura 53 b), mostrando boa eficiéncia de conversdo da energia
da radiacdo de excitacdo em energia térmica e viabilidade de aplicacdo para sistemas de
tratamento de células cancerigenas a T>42 °C (JAQUE et al, 2014; CHEN et al., 2017).
Né&o hé variacdo significativa de T em relacdo ao controle e demais géis em estudo.

Figura 53- a) Efeito fototérmico da irradiacdo dos géis durante 5 min de irradiacéo (laser ON) NIR (785

nm) e 3 min de resfriamento (laser OFF). b) Variacdo da temperatura em funcdo da poténcia de irradiagéo
500 a 1000 mW, laser CW 785 nm.
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Apos ajuste dos dados e com base na equacdo 3, avaliamos a eficiéncia de
conversao fototérmica () para determinar a eficiéncia da luz de transducdo para
aquecimento do gel em funcdo da presenca de NBsAu. No plote do periodo de
resfriamento (180 s) versus o logaritmo natural negativo da temperatura da forca motriz
(©), resultou no slope = 62,75 s (Figura 54). A eficiéncia de conversao fototérmica foi
estimada em n = 54,3%, indicou que o gel PpIX@(NBsAu + NPsAg)@Alg apresenta
um alto potencial para ser usado como agente fototérmico na terapia fototérmica, sendo
mais eficiente quando foi comparado com Wu e colaboradores et al., 2016, que
apresentou em seu trabalho um novo nanocomposito fototérmico a partir de nanobastées
de ouro e indicou uma eficiéncia fototérmica em torno de 25,6% (WU et al., 2016).
Outro trabalho mais recente para obtencdo de um hidrogel injetavel multifuncional a

base de alginato de sodio reticulado covalentemente com dissulfeto de molibdénio
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(MoSy,), sulfeto de bismuto (111) (Bi»Ss3) e polietileno glicol (PEG), indicou um alto
valor da eficiéncia de conversdo fototérmica em torno de 42,7%, o que resultou em boas
propriedades fototérmicas para o hidrogel (AS/MBP) (ZHAO et al., 2018).

Figura 54- Fit linear do periodo de resfriamento (180 s) versus o logaritmo natural negativo da
temperatura da forga motriz (©).
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8.11 TESTES IN VITRO DOS GEIS HIBRIDOS CONJUGADO COM PPIX,
APLICADA A TERAPIA FOTODINAMICA (TFD), FOTOTERMICA (TFT) E
QUIMIOFOTOTERMAL

Nossa proposta foi desenvolver um gel hibrido conjugado, que a partir do uso de
terapia Fotodindmica (PDT), Fototérmica (PTT) e Quimiofototermal, fossem eficazes
para o tratamento de cancer de pele. Contudo, € interessante que 0s materiais
desenvolvidos apresentem baixa citotoxicidade para as células ndo tumorais, evitando

assim possiveis efeitos adversos para o individuo que fara uso dessas terapias.

Para verificar a seguranca do uso dos efeitos fotodinamico e fototérmico, as
células foram irradiadas com o Laser 1 (NIR CW 660 nm e 30 mW) e Laser 2 (NIR
CW 785 nm, em diferentes densidades, variando de 800 a 1000 mW) como apresentada

na Figura 55.
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Figura 55- O efeito dos lasers usados para realizar efeito fotodindmico e eficiéncia de conversdo
fototémica: Laser 1 (NIR CW 660 nm e 30 mW) e Laser 2 (NIR CW 785 nm, sob diferentes densidade
de poténcia, variando de (800 a 1000 mW) na viabilidade celular de célula Raw 264.7 e B16-F10. Os
valores s&o mostrados com medias + DP; *P < 0.05.

[ Raw
[C1B16-F10]
100 - ~
[
80 - T
* *
<
S 60 -]
2
B
&
> 40
o]
o
20 4
0 - "_|
Control L1 L2(800) L2(900) L2 (1000) L1+L2 (800) L1+L2 (900)L1+L2 (1000)

Power density (mW cm’z)

A partir da Figura 55, verificou-se que o Laser 1 (L1), ndo reduziu
significativamente a viabilidade celular nas linhagens Raw 264.7 e B16-F10,
apresentando percentual de viabilidade de 93,79 e 93,77%, respectivamente. Com
relacdo ao Laser 2 (L2), testado em diferentes poténcias, observou-se que este ndo
apresentou efeito significativo na reducdo da viabilidade na linhagem de macrofagos
Raw 264.7 em nenhuma das poténcias testadas (acima de 87%), porém para a linhagem
de melanoma B16-F10, houve reducdo significativa da viabilidade celular na poténcia
de 1000 mW, com porcentagem de 67,02% (SILVA et al., 2018). Quando se aplicou os
dois lasers (L1+L2) simultaneamente, o padrdo de resposta foi semelhante ao observado
ao uso do laser 2 (L2), com reducdo de 68% de viabilidade na potencia de 1000 mW
para L1+L2.0s resultados dos ensaios de citotoxicidade dos géis hibridos bem como da
PplIX livre sem irradiacdo podem ser observados nas Figures 56 a-b, para as linhagens
celulares RAW 264.7 e B16-F10, respectivamente.
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Figura 56- Citotoxicidade de PplX livre, PpIX@Alg, PpIX(NPsAg@AIlg) e PpIX@( NBsAu +
NPsAg)@AIlg em diferentes concentragdes frente a) as linhagens de macréfagos Raw 264.7. b) de
melanoma B16-F10, ap6s 48 horas de exposicdo. Os valores estdo apresentados em média + desvio
padrdo; *P < 0.05.
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A protoporfirina (PplX), utilizada na forma livre, reduziu significativamente a
viabilidade celular tanto em células ndo tumorais (Raw 264.7) quanto para as células de
melanoma (B16-F10), apresentando considerada citotoxicidade (LEE et al., 2011).
Contudo, ao analisar os géis hibridos PpIX@AIlg, PpIX(NPsAg@AIlg) e
PpIX@(NBsAu+NPsAg)@Alg, verificamos que concentracfes variando entre 2,0625 a
16,5 mg.mL™ apresentou citotoxicidade significativa apenas para a linhagem de
melanoma B16-F10. Apenas na concentragdo de 33 mg.mL™ os géis hibridos
conjugados PpIX(NPsAg@AIg) e PpIX@( NBsAu + NPsAg)@Alg reduziram de forma
significativa, para aproximadamente 44% de viabilidade celular, na linhagem néo
tumoral Raw 264.7. Estes resultados sugerem que os géis hibridos conjugados
apresentam seletividade para linhagem de melanona, o que € interessante, pois reduz os

efeitos adversos para células ndo tumorais.

Segundo Baffy (2015), a maioria dos tratamentos utilizados no tratamento de
cancer produzem efeitos colaterais muito prejudiciais ao paciente, principalmente aos
mais debilitados, em virtude da citotoxicidade das drogas nas células ndo-tumorais,

promovendo muitos efeitos colaterais graves. Atualmente, tém-se desenvolvido
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diferentes tipos de carreadores visando a entrega controlada de uma grande variedade de
farmacos. Esses nanocarreadores tem demonstrado grande potencial para transportar
substancias no organismo vivo com reduzida toxicidade, como verificado nos hidrogéis
hibridos conjugados desenvolvidos neste trabalho. Além de trazer varios beneficios
terapéuticos, estes podem também superar casos de resisténcia a multiplas drogas pelas
células cancerosas (JABIR et al., 2012). Para verificar se os géis hibridos conjugados
apresentavam efeito satisfatorio e sinérgico das terapias fotodindmica e
quimiofototermal, foram selecionados: PpIX@(NPsAg@AIlg) e PpIX@(NBsAu +
NPsAg)@Alg, nas concentracdes intermediérias de 8,25 e 16,5 mg.mL™ (Figura 57).

Figura 57- Terapia fotodindmica e Quimiofototermal dos géis hibridos conjugados de
PpIX(NPsAg@AIg) e PpIX@(NBsAu + NPsAg)@AIg, irradiados por: Laser 1 (NIR CW 660 nm e 30

mW), Laser 2 (NIR CW 785 nm, na poténcia 1000 mW) e os Lasers 1 e 2, simultaneamente em células
tumorais B16-F10. Valores mostrados em média + DP; *P < 0.05.
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Na Figura 57, o uso do Laser 1 indicou uma reducdo da viabilidade das células
tumorais B16-F10 entre 25 a 35%, essa reducédo da viabilidade celular, ocasionada pelos
géis hibridos de PpIX@(NPsAg@AIlg) e PpIX@(NBsAu +NPsAg)@AIlg irradiados
apenas com laser 1, ocorreu devido ao efeito fotodindmico em decorréncia do aumento
da geracdo de oxigénio singleto. Pode-se sugerir que os plasmons de superficie das
nanoparticulas metéalicas, presente no gel conjugado com a PplX, contribuiu doando

energia ou elétrons para o fotossensibilizador, originando um aumento da eficiéncia na



127

geracdo de oxigénio singleto (ROS) destes materiais e em decorréncia disso houve
reducdo da viabilidade das células tumorais (FREITAS et al., 2017; KAH et al., 2008).

Com relagdo a essas amostras irradiadas com laser 2, a viabilidade € reduzida
ainda mais, principalmente para o gel PpIX@(NBsAu +NPsAg) @Alg, cuja o percentual
de viabilidade é cerca de 20% na concentragdo de 16,5 mg.mL™. Esse resultado foi
atribuido ao gel que contém (NBsAu +NPsAg), pois devido a presenca dos nanobastdes
de ouro, a eficiéncia de conversdo fototérmica foi significativa quando utilizou apenas o
laser 2(NIR CW= 785 nm, poténcia de 1000 mW), indicando alto potencial fototérmico.
Os NBsAu geram calor apenas quando irradiagdo do Laser 2, entdo sugere-se que uma
elevagdo da temperatura com laser NIR em 785 nm favoreceu a uma boa citotoxicidade
(THIRUNAVUKKARASU et al., 2019).

Apos a irradiagdo com os dois Lasers simultaneamente, verificamos que o gel
PpIX@(NBsAu + NPsAg)@Alg, nas concentracBes testadas (8,25 e 16,5 mg.mL™)
reduziram de forma significativa a viabilidade das células tumorais para 13,13 e 9,83%,
respectivamente, confirmando assim a eficacia do uso da terapia fotodinamica e
quimiofototermal desse gel hibrido conjugado, o que sugere como uma plataforma com

alto potencial gerando assim novas alternativas para o tratamento de cancer de pele.

Quando analisou a terapia fotodinamicas e quimiofototermal combinadas,
utilizando os dois lasers simultaneamente (Laser 1+Laser 2), observamos um resultado
bastante promissor para 0s @éis PpIX@(NPsAg@AIlg) e PplX@(NBsAu+
NPsAg)@AIlg, pois apresentaram um efeito sinérgico das duas terapias e uma reducao
significativa uma vez que as células tumorais foram mais suscetiveis. Este sinergismo
podem ser atribuido tanto a geracdo de oxigénio singleto na presenca do NIR laser 1,
devido a presenca das nanoparticulas metalicas e do fotossensibilizador PpIX conjugado
nos géis (BELALI et al., 2018), o que provocou uma aceitavel fotocitotoxicidade,
quanto ao efeito fototérmico dos NBsAu na presenca de NIR laser 2, assim como a
classe dos fotossensibilizadores exibirem propriedades fototérmicas (BHANA et al.,
2016; CHAMBRE, et al.,2018; XU et al., 2019). Desta forma, as terapias fotodinamica
e fototérmica sdo indicadas como grande potencial para serem aplicadas contra o cancer
(ROZANOVA; ZHANG; 2009). Muitos estudos demonstram que a hipertermia
imediatamente ap6s a TFD, aumenta a eficacia de ambos os tratamentos. I1sso acontece

provavelmente por causa de uma inibicdo do reparo celular sistema causado pela TFD,
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ou porque a hipertermia também inibe a resposta de reparo contra a TFD. Existe
também um efeito sinérgico, uma vez que a PDT induz danos mitocondriais enquanto a
hipertermia induz danos em outras organelas, como nucleo e membrana plasmatica que
ndo séo oxidados pelo oxigénio singleto produzido nas mitocondrias (MANG, 1990;
YANASE et al., 2009).
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9 CONCLUSOES PARCIAIS

Hidrogéis a partir de alginato de sddio na concentracdo de 4% foi bem reticulado
através do uso dos agentes quimicos EDC/NHS, eles foram obtidos através de um
método facil e em uma Unica etapa de reacdo. Para a obtencdo dos geéis hibridos
incorporando NBAu, NPAg e (NBAu+NPAg) conjugado com a PplX, realizou um
outra etapa e foram obtidos com sucesso.

De acordo com os testes reoldgicos, através do método rotacional, a viscosidade
de todos os géis hibridos diminuiram a medida que a taxa de deformacdo aumentou,
desta forma, os géis obtiveram um comportamento de fluxo classificando como néo
newtoniano com caracteristicas de um material pseudo-plasticos. Os resultados para o
método oscilatorio indicam que o comportamento de todos os géis hibrido reticulado e
conjugado covalentemente a PplX e indicou maior modulo de armazenamento em
relacio ao modulo de perda, em toda regido da frequéncia angular estudada,
classificando os géis como solidos viscoelastico. As propriedades viscoleasticas
também foram analisadas com base na tan (6) < 1 para os géis, caracteristicas de um
material solido elastico, no intervalo de frequéncia estudada. Os espectros de FT-IR, dos
géis hibrido a base de SA conjugado a NPsAg, NBsAuU e PplX apresentaram mudancas
a aparecimento de picos caracteristicos do alginato devido a reticulagdo com os agentes
quimicos EDC/NHS. Ao introduzir a PplX ativada nos geis hibridos observou a
formacdo da reticulacdo covalente entre o géis de Alg com a PplX, sugerindo uma boa
conjugacéo.

Através dos espectros de *HNMR os resultados indicaram que a conjugacéo
covalente dos géis hibridos foi confirmada através dos picos do biopolimero observados
na regido do alginato e foram identificados nos espectros picos distintos dos géis
hibridos a partir da conjugacdo entre Alg com NPsAg, NBsAu e PplX. Alguns sinais do
Alg foram sobrepostos e novos picos surgiram entre 3,2- 4,1 ppm. Os sinais que
aparecem nos géis hibridos em torno de 5,8-6,1 ppm sdo atribuidos a PpIX. A
reticulacdo dos geis foram confirmadas também por picos adicionais em torno de 0,9-
1,2 ppm atribuidos aos protons do grupo CHsj, por conta da ativacdo dos grupo
carboxilico do alginato na presenca de (EDC/NHS). As caracterizacdes térmicas de
TGA e DSC se complementaram e confirmara boa estabilidades para os géis hibridos
conjugados com a PplX. A insercdo das nanoparticula de prata contribuiram para um

aumento da estabilidade, entretanto, o efeito sinérgico entre a NPsAg e NBsAu,
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indicaram uma menor estabilidade para este gel hibrido, conforme o resultado
encontrado no DSC. A absorcdo do espectro de UV-vis-NIR, apresentou banda
caracteristica, desta familia de compostos macrociclicos, em boa concordancia com
outros derivados de compostos da porfirina previamente reportados, assim como série
de bandas caracteristicas dos grupos inseridos como as das nanoparticulas de prata e
nanobastbes de ouro).

As imagens obtidas por MEV revelaram que os géis de Alg@(EDC/NHS),
apresentou a morfologia superficial e transversal com tamanho dos poros em torno de
50 a 100 um e indicou estruturas continuas de formas semelhantes. Os géis hibridos
conjugados, apresentaram em suas estruturas morfoldgicas superficial a presenca da
PplX, bem como das NPsAg esférica dispersa na faixa de tamanho caracteristicas da
nanoparticula de prata. As imagens obtidas por MET confirmaram a presenga das
NPsAg no gel hibrido PpIX@(NPsAg@AIg), assim como das (NPsAg+NBsAu) no gel
de PpIX@(NBsAu+NPsAg)@AIlg, conforme suas morfologias de forma esféricas para
NPsAg e nanobastdes para NBsAu, atraves do calculo de tamanho de particula, ndo
houve mudanca significativa, predominando assim as caracteristicas de forma e
tamanho nos géis conjugado das nanoparticulas de prata de (29,16+1,66). O tamanho
médio dos nanobastdes no gel de PpIX@(NBsAu+NPsAg)@AIlg, indicou valor para
razdo de aspecto de (4,65+0,06).

O efeito fotodindmico apresentado indicou que as nanoparticulas de prata
ajudaram na producdo de ROS, como uma ferramenta promissora para PDT. A
incorporacdo de prata no gel aumentou o rendimento quantico de 47,10%, indicando as
nanoparticulas de prata como grande potencial a formagdo de oxigénio singleto. A
incorporacdo de nanobastdo de ouro, indicou também uma reducdo consideravel do
rendimento de 29,88%, devido a absorbancia dos nanobastfes de ouro estar proxima da
banda de absorcdo do fotossensibilizador PplX. A propriedade fototérmica do gel
hibrido PpIX@(NBsAu+NPsAg)@Alg, apresentou uma boa eficiéncia de conversao
fototérmica estimada em torno de #=54,3%, e indicou o gel PpIX@(NBsAu +

NPsAg)@Alg como alto potencial e bom agente fototérmico.

Em virtude dos resultados in vitro obtidos, conclui-se que os géis hibridos
conjugados desenvolvidos sdo promissores no tratamento de céancer de pele,

apresentando seletividade para as mesmas. Com destaque para o gel PpIX@(NBsAu +
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NPsAg)@Alg, que quando irradiados com os Lasers 1 (PDT) e Laser 2 (PTT),
simultaneamente, torna-se eficaz para o tratamento de melanoma, devido ao excelente
efeito fotodindmico + quimiofototérmico, pois a viabilidade celular das células B16-F10
diminuiu significativamente para 9,83%, ap6s a acdo dos NIR Lasers 1+2 (660 nm,
poténcia de 30 mW) + (785 nm, poténcia de 1000 mW), cinco minutos para cada laser.
Assim, recomenda-se a realizagdo de ensaios in vivo para verificar a segurancga de uso

desses materiais na terapia antitumoral.
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10 CONSIDERACOES FINAIS

A partir do biopolimero alginato de sodio, sintese de fluidos e hidrogéis reticulado
fisicamente, foram realizadas com sucesso. Sendo corroborada com os resultados dos
testes reoldgicos rotacionais e ocilatério, FT-IR, TGA e DSC. A incorporacdo das
solucBes de nanoparticulas de prata e os nanobastbes de ouro também foram bem
realizadas conforme indicaram os resultados do Uv-vis-NIR. A imagens de MEV e
MET confirmaram a obtencdo das NPsAg e dos NBsAu respectivamente. Os hidrogéis
de Alg@(NBsAu+NPsAg), reticulado fisicamente também indicaram resultados
satisfatdrio diantes dos testes bioldgicos utilizando os método por CMI, CMB e halos de
inibicdo frente a bactérias grans positivas e negativa.

Os hidrogéis a base de alginato foram também reticulado quimicamente utilizando
agentes quimico de acoplamento (EDC/NHS), durante processo de sintese, este novo
gel foi obtido de forma satisfatoria, confirmando através das caracterizacbes por
reologia, FT-IR, RMN!, TGA e DSC. Ao associar as nanoparticulas de prata e
nanobastBes de ouro e conjugar com o farmaco fotossensibilizador PplX, foram obtidos
0os geéis hibridos conjugados de PpIX@AIlg, PpIX@(NPsAg@AIlg) e
PpIX@(NBsAu+NPsAg)@AIlg, na qual confirmaram suas sintese através de
aparecimento das bandas caracteristicas das NPSAg e a ressonancia de plasma de
superficie transversal (TSPR) e a ressonancia de plasma de superficie longitudinal
(LSPR) caractériscticos dos NBsAu, assim como bandas do macrociclo derivados dos
grupo das porfirinas foram presentes nos espectros de UV-vis-NIR. Apds reticulacdo
com agentes quimicos e conjugacdo os géis hibridos apresentaram mudancas espectral
na regido do infravermelho e também aparecimento de novos picos conforme indicaram
0 FT-IR e RMN! respectivamente. Os géis conjugados resultaram em melhores
estabilidades térmicas de acordo com TGA e DSC. As imagens de MEV superficial e
transversal corroboram a esses resultados, pois apresentaram a formacdo dos poros
caracteristico do gel de Alg@EDC/NHS. As imagens por MEV superficial para o gel
conjugado contendo nanoparticulas de prata apresentaram uma boa dispesdo com
tamanho caracteristico das NPsAg. As imagens por transmissao confirmaram a presenca
das NPsAg e dos (NBsAu+NPsAg) nos géis hibridos conjugado. Os tamanhos e forma
das nanoparticulas e dos nanobastBes ndo obtiveram mudancas siginifactiva nos géis
conforme a realizacdo do célculo da distribuicdo de tamanho de particulas e corroboram

aos espectros de UV-vis-NIR dos géis hibridos conjugados.
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Estudo de terapia fotodindmicas e propriedades fototérmicas foram evidenciados
nos geéis de PpIX@(NPsAg@AIlg) e PpIX@(NBsAu+NPsAg)@AIlg, indicando estes
géis promissores para geracdo de oxigénio singleto (ROS) e bons agentes fototérmico,

respectivamente.

Baseando nos resultados in vitro obtidos, os géis hibridos conjugados de
PpIX@(NPsAg@Alg) e PpIX@(NBsAu+NPsAg)@Alg foram considerados uma
plataforma bastante promissora, no tratamento de céancer de pele, atribuida a
seletividade para as mesmas, assim como um efeito sinérgico apresentado quando
irradiados com os Laser 1 (PDT) e Laser 2 (PTT), simultaneamente, devido apresentar
excelente efeito fotodinamico + quimiofototérmico. Uma énfase maior foi para o gel de
PpIX@(NBsAu + NPsAg)@Alg, pois a viabilidade das células B16-F10 diminuiu
drastricamente, apos irradiacdo com os dois lasers. Estes resultados recomenda-se a
realizacdo de ensaios in vivo para avaliar a eficiéncia antitumoral e seguranga e eficacia
de uso desses geis hibridos conjugados, através das terapias fotodindmica, fototérmica e
quimiofototermal.
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11 PERSPECTIVAS

+* Determinar as concentragdes dos metais presentes nas solucdes coloidais das
nanoparticulas de prata e nanobastes de ouro presente nos géis hibridos através
da técnica de ICP-OES;

+* Realizar analise por microscopia confocal dos géis conjugados;

+* Realizar testes in vivo dos géis hibridos conjugado na linhagem celular B16-F10,

e aplicar terapia fotodinamica, fototérmica e quimiofototérmal.
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