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RESUMO

A periodontite € uma patologia de carater inflamatorio que ocorre nos tecidos de suporte
dental, decorrente de uma infeccdo induzida pelo biofilme periodonto patogénico.
Respostas inflamatério-imunoldgicas do hospedeiro aos microrganismos periodontais
sdo responsaveis pela maior parte dos danos teciduais observados nessa patologia, tais
como a perda da insercdo periodontal e a perda de tecido dsseo. A inexisténcia de
farmacos com capacidade de estimular a neoformacdo dssea e a efetividade na acéo
antimicrobiana torna as terapias periodontias um grande desafio na area odontolégica.
Este trabalho descreve o desenvolvimento de um compdsito Metal-Organic
Frameworks (MOF) de galio decorado com nanoparticulas de prata. Assim, objetiva-se
a preparacdo e a caracterizacdo da MOF e compdsito da MOF, respectivamente, Ga-
MIL-116 e NPsAg@Ga-MIL-116. Este mecanismo foi avaliado via caracterizagao por:
difragdo de raios-x (DRX); espectroscopia na regido do infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR); espectroscopia eletrdnica na regido do ultravioleta
(UV-Vis); andlise termogravimétrica (TGA); microscopia eletrénica de varredura
(MEV); espalhamento dindmico de luz (Dynamic Light Scattering — DLS) e potencial
zeta. Essas caracterizacfes demonstraram a evidencia da presenca da nanoparticula de
prata no Ga-MIL-116. Utilizou-se ainda de testes biolégicos com células osteoblastos
do tipo MG-63 para viabilidade celular, nos quais se confirmou a diminuicdo da
viabilidade celular devido ao composito da NPsAg@Ga-MIL-116, com concentracdo de
12,5 e 50 pg/ml. Os resultados de forma geral apontam que o composito NPSAg@Ga-
MIL-116, desenvolvido nesta pesquisa, apresentam viabilidades para estudos futuros
para a neoformacdo Ossea, podendo contribuir significativamente para utilizagdo em

terapias periodontais.

Palavras-chave: Metal-organic Framework. Gaélio. Nanoparticulas de Prata.
Periodontite. Célula MG-63.



ABSTRACT

Periodontitis is an inflammatory pathology that occurs in dental support tissues,
resulting from an infection induced by periodontopathogenic biofilm. Inflammatory and
immunological host responses to periodontal microorganisms are responsible for most
of the tissue damage observed in this pathology, such as loss of periodontal insertion
and loss of bone tissue. The inexistence of drugs with capacity to stimulate bone
neoformation and the effectiveness in the antimicrobial action makes periodontal
therapies a great challenge in the dental area. This work describes the development of a
Metal-Organic Frameworks (MOF) composite of gallium decorated with silver
nanoparticles. Thus, it aims the preparation and characterization of MOF and MOF
composite, respectively, Ga-MIL-116 and NPsAg@Ga-MIL-116. This mechanism was
evaluated via: X-ray diffraction (XRD); Fourier-transform infrared spectroscopy
(FTIR); Ultraviolet Photoelectron Spectroscopy (UPS); Thermogravimetric Analysis
(TGA); Scanning electron microscope (SEM); Dynamic light scattering (DLS) and Zeta
potential. These characterizations demonstrated the evidence of the presence of silver
nanoparticle in the decorated MOF. It was also used biological tests with osteoblasts
type MG-63 for cell viability, in which it was confirmed the decrease of cell viability
due to the NPsAg@Ga-MIL-116 composite, with concentration of 12.5 and 50 pg/ml.
The results show that the NPsAg@Ga-MIL-116 composite, developed in this research,
presents viability for future studies for bone neoformation, being able to contribute

significantly for use in periodontal therapies.

Keywords: Metal-organic Framework. Gallium. Silver nanoparticles. Peridontitis. MG-
63 Cell.
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1 INTRODUCAO

Ao longo dos anos, surgiram varios estudos com énfase em métodos auxiliares
para realcar a resposta em meios bioldgicos, no que diz respeito ao processo de
neoformacédo 0ssea. Neste sentido, pesquisas envolvendo materiais para preenchimento
de defeitos 0sseos passaram a ser empregadas para estabelecer a continuidade entre as
extremidades dsseas e fornecer estimulos a osteogénese (TEIXEIRA, 2012). Neste caso,
a neoformacdo é inerente a reconstituicdo de uma parte perdida ou lesada, de tal forma
que a arquitetura e a funcdo dos tecidos dessas areas sejam completamente recuperadas
(LIMA; SEABRA, 2010).

Especialmente, em tratamentos periodontais regenerativos, existe uma busca por
procedimentos que restaurarem partes dos tecidos de sustentacdo dos dentes que foram
perdidos devido a periodontite, infeccdo bacteriana dos tecidos, ligamentos e 0ss0s
especificos que envolvem e sustentam seus dentes, coletivamente conhecidos como
periodonto (LIMA; SEABRA, 2010). Assim, corroborando com a necessidade de
estudos e pesquisas que possam contribuir para o enfrentamento desses desafios e para a
producdo de farmacos que sejam capazes de sanar tais problemas, especificamente, na
area de odontologia, se faz necessario o desenvolvimento e aprimoramento de materiais
que permitam produzir resultados satisfatérios de estimulo a neoformacdo 6ssea e de
efetiva agdo antimicrobiana torna as terapias periodontias.

Dentre esses materiais, incluem-se os materiais baseados em galio (Ga) que ha
alguns anos sdo utlizados pela medicina. Além de ser efetivo na inibicdo de reabsorcdes
Osseas pela sua acdo nos osteoclastos, o galio também se destaca por possuir uma acéo
estimulante de osteoblastos, favorecendo a neoformacédo 6ssea (STRAZIC, 2015).

Outros materiais que merecem destaque sdo os Metal-Organic Frameworks
(MOFs) e as nanoparticulas de prata (NpsAg). As MOFs consistem em uma classe de
materiais porosos, com elevada area superficial (LI et al., 1999). Desta forma, o campo
de pesquisas em MOFs cresce acirradamente devido as suas inimeras propriedades e
aplicacBes, principalmente nas éareas de adsorcdo, catalise, baterias, células de
combustivel, supercapacitores, entrega de farmaco (drug delivery), agentes de contraste
para imageamento, marcadores bioldgicos e marcadores e/ou sensores luminescentes.
Por sua dimensdo entre um e cem nandmetros (RARTNER, 2002), a nanoparticula de
prata (NPsAgQ) é essencial em processos que exijam penetracdo da membrana celular,
sem prejudicar seu funcionamento (MORONES, 2005; SHARMA, 2008) e que possam
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impedir o crescimento e a infectividade de microorganismos no interior celular.

Desta forma, propbe-se nesse trabalho utilizar a juncdo das propriedades de
MOF de gélio e nanoparticulas de prata no desenvolvimento da sintese e caracterizacdo
de um composito para aplicacdo em processos que necessitem neoformacdo Ossea e

acao antimicrobiana.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo central desenvolver um novo composito de
MOF de géalio decorado com nanoparticulas de prata (NPSsAg@Ga-MIL-116) que
possua significativa capacidade de promover ou acelerar a neoformacdo dGssea em

terapias periondontais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Desenvolver uma sintese de Ga-MIL-116 pelo método hidro/solvotermal;
v’ Sintetizar nanoparticulas de prata (NPsAQ);

v' Desenvolver uma sintese do comp6sito de MOF de galio com
nanoparticulas de prata (NPSAg@Ga-MIL-116);

v Determinar as propriedades estruturais do material sintetizado através da
técnica de difracdo de raios-X e espectroscopia de infravermelho com

transformada de Fourier;

v' Determinar morfologia do material sintetizado através da técnica de

microscopia eletronica de varredura;

v" Determinar a viabilidade celular do material sintetizado.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 METAL-ORGANIC FRAMEWORKS (MOF)

Metal-Organic Framewoks (MOF) sdo polimeros de coordenacdo, ou seja,
formados pela conexdo de ions metalicos e ligantes organicos, de estrutura aberta com a
presenca de cavidades potencialmente vazias (BATTEN; CHAMPNESS, 2012). O
interesse em polimeros de coordenagdo porosos e MOFs comegou apenas em 1990. Em
1989 e 1990, o trabalho de Hoskins e Robson estabeleceu a base para o futuro das
MOFs. Em seu artigo, 0s pesquisadores ja mencionavam o que foi mostrado
posteriormente por muitos cientistas, como a formacdo de uma ampla gama de produtos
cristalinos, microporosos, sélidos estaveis, com permuta ibnica, sor¢cdo de gas ou
propriedades cataliticas e que permitem a introducdo de grupos funcionais por
modificacdo pos-sintese. No final da década de 1990, o trabalho seminal do Prof. Omar
Yaghi, da Universidada da California em Berkeley, que tinha como objetivo a “sintese
de uma estrutura metal-organica excepcionalmente estdvel e altamente porosa”,
contribuiu de forma significativa para o crescimento e interesse de pesquisas com
MOFs (EDDAOUDI; MOLER et al.,2001).

As MOFs possuem unidades que formam suas estruturas, chamadas de
subunidades de construcdo. Estas subunidades sdo compostas de ions metalicos
conectados por ligantes organicos via ligagcdes covalentes coordenadas. Na figura 1,
observa-se blocos de construcdo e a estrura de MOFs, no qual os nds inorganicos sdo
clusters metalicos ou ions metalicos, enquanto que os ligantes organicos sao geralmente
carboxilatos (RCOO—) (FURUKAWA et al.,2013).

Figura 1 - llustracdo dos blocos de construcao e estrutura de MOF

lons
Metalicos

Ligante Organico

Metal Organic Frameworks (MOF)
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Fonte:Adaptado de Dhakshinamoorthy e Garcia (2014).

Cada MOF possui unidades de construgdo secundaria (Secondary Building Units
- SBUs), termo herdado das zeolitas, para descri¢ao estrutural dos mais diversos tipos
de nds inorganicos e suas possiveis formas de conexdo com o liganes organico. As
SBUs séo fragmentos baseados em complexos moleculares e clusters, os quais exibem
espacos geometricamente favoraveis para a coordenacdo de possiveis linkers
(EDDAOUDI e MOLER et al.,2001).

Geralmente consistem em redes de trés dimensdes formadas por jungfes com um
metal (por exemplo, AI*3, Cr*3, Cu™?, ou Zn*?) e pontes com grupos de ligantes
organicos (por exemplo, o carboxilato). Estruturas metal-organicas podem ser
projetadas de forma sistematica, baseadas na mudanca de natureza do ligante organico
e/ou alterando a fracdo inorganica, bem como, na forma de ligacdo das estruturas para
produzir uma rede. Esta adaptabilidade notavel das MOFs € a caracteristica fundamental
que as distingue dos demais tradicionais materiais porosos, como por exemplo, as
zeolitas (SABOUNI; KAZEMIAN; SOHRAB, 2014).

A primeira estrutura metal-organica em trés dimencdes relatada na literatura, foi
a MOF-5 e sintetizada a partir da abordagem SBU. A combinacéo entre um sal de zinco
e a molécula organica &cida benzeno-1,4-dicarboxilico (H2BDC) origina clusters
metéalicos interconectados por moléculas organicas (LI et al., 1999). Abaixo na figura 2,

verifica-se a estrutura da MOF-5.

Figura 2 - MOF-5 baseada em SBUSs, contendo ion metalico de ZnsO(CO,)¢ € ligante
orgénico H2BDC.

BDC Zn,0(CO,),

Ligante Orgénico lons Metdlico MOF-5
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Fonte: Adaptado de LI et al. (1999).

Em geral, a sintese da MOF ¢é obtida através de automontagem em solucdo ou
em estado solido, realizada sob condi¢cdes moderadas, envolvendo a reacdo de um metal
de transicdo, o qual atua como uma juncdo com um ligante organico, que atua como
uma ponte linear, para formar uma estrutura dimensional infinita (PAPAEFSTATHIOU;
MACGILLIVRAY, 2003). Tecnicas convencionais tém fornecido resultados
satisfatérios. Do ponto de vista da pesquisa béasica, esforcos tém sido empregados no
desenvolvimento de rotas sintéticas e técnicas que permitam a diminui¢do do tempo de
sintese, producdo de cristais pequenos, com distribuicdo de tamanho uniforme e alto
rendimento (STOCK; BISWAS, 2012; LEE; KIM; AHN, 2013).

Dentre as mais utilizadas técnicas, podemos mencionar a Hidro/Solvotérmica
que refere-se as vias Hidrotérmica e a Solvotérmica. Na técnica Hidrotérmica, a MOF €
sintetizada por aquecimento elétrico, no qual, os precursores sdo tipicamente
dissolvidos e/ou suspensos em solventes polares (agua, alcoois, acetona,
dimetilformamida, acetonitrilo, etc.), formando solugdes diluidas, acomodadas em
recipientes selados (reator de teflon revestido com capa metalica ou tubos de vidro) e
entdo submetidos a aquecimento. Dominantemente, esses métodos acontecem em
intervalos de 120°C e 260°C, com autogeracdo da pressédo, ocasionando, quase sempre,
na obtencdo dos cristais (ZUBIETA, 2003). A Figura 3 demonstra os itens empregados
neste processo.

Figura 3- Instrumentacdo necessaria para Sinteses Hidro/Solvotérmicas: a) O reator de
teflon, com sua perspectiva interna e b) Estufa.

(a) (b)
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Fonte: O autor (2020).

A técnica Sonoquimica, além de induzir o aumento na taxa de nucleacdo e
reducdo no tempo de sintese, também viabiliza a diminuicdo e a uniformizacdo do
tamanho das particulas, em relacdo a técnica Solvotérmica convencional (fazem uso de
resisténcia elétrica para geracdo de calor). Esta técnica consiste em introduzir no meio
reacional uma sonda de ultrassom com amplitude de poténcia ajustavel. Durante a
sonicacdo, ha a formacdo e colapso de pequenas bolhas na superficie da sonda,
produzindo temperaturas locais da ordem de 5000 K e press6es da ordem de 1000 bar.
(LEE; KIM; AHN, 2013).

Na sintese de compostos metal-orgéanicos pela rota eletroquimica, empregando
eletrodos ativos, os ions metélicos sdo fornecidos continuamente através da dissolucao
anodica e reagem com os ligantes dissolvidos em um meio eletrolitico. A deposi¢édo do
metal no catodo é evitada utilizando-se solventes proticos, resultando na geracdo de
hidrogénio. Esta técnica permite um processo continuo e possibilita o processamento de
uma quantidade maior de material (LEE; KIM; AHN, 2013)

Diante dos avangos com pesquisas na sintese de MOFs, muitos campos de
aplicacdes estdo sendo desenvolvidos, sendo empregados como precursores exclusivos
para a construcdo de materiais inorganicos funcionais com possibilidades de projeto
inigual&veis, como carbonos, compostos & base de metais e seus compdsitos. A Figura 4

representa esquematicamente as aplicacdes voltadas em MOFs.

Figura 4 - Representacdo geral das potenciais aplicacOes apresentadas pelos MOFs.

Fonte: O autor (2020).
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Na medicina, estes materiais baseados em MOFs vém sendo utilizado como
veiculos de distribuicio de medicamentos altamente desejaveis, devido a
biodegradabilidade. De acordo com Féreyet e colaboradores (2011), as MOFs tém
potencial de entrega de medicamentos, devido as suas capacidades de carga
consideraveis e comportamento de liberagdo controlada. Esses materiais inteligentes
despertaram interesse, especialmente no campo de bioaplicativos. Contudo, pesquisas
tém sido desenvolvidos para o emprego no carregamento e liberacdo controlada dos
mais diferentes farmacos (LU et al., 2016).

Importante destacar que sistemas de carregamento e liberacdo controlada de
farmacos apresentam suas vantagens sobre 0s métodos convencionais que liberam o
agente ativo em um curto periodo de tempo (AGOSTONI et al., 2013). Entre essas
vantagens, podemos citar: a manutencao de niveis constantes de farmaco no organismo,
aplicacdo do agente diretamente no sitio de acdo, levando a altas concentragdes
localizadas e minimizando efeitos colaterais sisttmicos e possivelmente uma menor
frequéncia de administracdo, o que pode aumentar o conforto do paciente e a eficacia do
tratamento (OGAWA; PLEPIS, 2002).

Dentre as vantagens que as MOFs podem oferecer a esses sistemas, se destaca o
ajuste da estrutura e o tamanho de poro, através da mudanga dos centros metalicos e/ou
ligantes organicos, devido ao elevado volume de poro, porosidade regular, presenca de
sitios de ligacdo ativos dentro da estrutura que permite uma facil adsorcdo de moléculas
hospedes e oferece uma oportunidade sem precedentes para seu uso em areas como
medicina e biomedicina (LU et al., 2014; BAG et al., 2016).

3.1.1 MOF de galio (Ga-mil-116)

Em 2005, a MOF Ga-MIL-61 (significado da sigla MIL: Materials of Institut
Lavoisier) foi a primeiro a ser descoberta com o metal galio pelo grupo de LOISEAU
(LOISEAU et al., 2005). A sua férmula quimica é [Ga (OH) (Hzbtec)] - 0,5H20,
determinada a partir de dados de difracdo de raios X em po.

Anos depois, foi relatado por Schrdder e colaboradores (2016), uma nova MOF
de gélio. Este material denotado MFM-300 (Gay), ([Ga2 (OH) > (bptec)]), foi obtido

hidrotermicamente usando bifenil-3,3 ', 5,5'- &cido tetracarboxilico (Hsbptec) como



22

ligante (KRAP et al., 2016). A cristalizacdo € no grupo espacial tetragonal 14122 e esse
material ¢ isoestrutural com um analogo AlI** (YANG et al., 2012).

H& um interesse continuo em investigar a MOF-Ga, que mostram diferencas e
propriedades interessantes, tornando-as adequadas para diferentes aplicagcdes (LEE et
al., 2011). Em muitos casos, as unidades de construcao inorganicas das MOFs de Ga
sdo equivalentes as dos In- e Al-MOFs, e as SBUs de haste sdo as mais comumente
observadas. As poucas MOFs de Ga estruturalmente desenvolvidos até o momento

estdo apresentados na tabela 1.

Tabela 1 - Resumo das MOFs de Ga relatadas

Ano Nome Formula

2005 Ga-MIL-61 [Ga(OH)(H2btec)].0.5H.0

2007 Ga-MIL-96 [Ga120(OH)12({OH}4,{O2H}s(btc)e].24H20
2008 Ga-MIL-53 [Ga(OH,F)(1,4-bdc)].xA

2008 Ga-MIL-68 [Ga(OH)1,4-bdc)].0.9DMF.zH,0

2009 - [Ga(OH)(OAC)z]

2009 Ga-MIL-122 [Ga2(OH)2(1,4,5,8-ntc)]

2010 - [Ga(Im)s(imH)]

2011 GaMOF-1 [Gas(1,3,5-btc)s].6DMA.3DM[Ga(OH)(H:2btec)].xH20
2011 Ga-MIL-124 [Ga(OH)4(1,2,4-Hbtc)]

2011 Ga-MIL-120 [Gas(OH)g(btc)3].5.6H20

2012 - [Ga(OH)(2,4-bpda)]

2012 CAUMOF-11  [TPA][Gas(1,3,5-btc)s]

2013 COMOC-4 [Ga(OH)(bpydc)]

2013 Ga-MIL-116 [Gaz(OH)2(H2bhc)].2H20

2014 - [Ga(ptc)(H20)2]

2014 - [Ga(2,2'-dpa)(1,4-bdc)o.5(1,10-phen)]-0.5H.0
2014 Ga-CAU-13lp [Ga(OH)(chdc)].0.5DMF

2014 Ga-CAU-13np [Ga(OH)(chdc)].H20

2015 - [CeH11N2][Ga(1,4-bdc),]

2015 - [C7H13N2][Ga(1,4-bdc):]

2015 GaPF-1 [Ga(OH)(hfipbb)]

2015 Ga-CFA-6 [Ga(OH)(bpz)]




2015
2015
2015

2016

2016
2018
2020

MFM-
300(Gay)

Ga-PMOF
SNNU-65
SNNU-63

[GaCls(4,4-bipy)]

[GaBr2(4,4-bipy)2] [GaBra]
[GaClz(4,4-bipy).]*[GaCla] -2(4,4'-bipy)
[Gaz2(OH)2(bptec)]

[Gaz(OH)2(Hatcpp)]-3DMF-3H20
[Ga(ps-O)(COO0)e]
[GaO(CO0s)]

Fonte: Adaptado de Diaz et al. (2016); Zhang et al (2018); Li et al. (2020).
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O Ga-MIL-116 [Gaz(OH)2(Hz2bhc)] - 2H,O foi descrito por Volkringer e

colaboradores em 2013, onde foi sintetizado usando o éacido 1,2,3,4,5,6-benzeno

hexacarboxilico (Hebhc) como ligante. Sua estrutura é construidas a partir de redes de

cadeias infinitas de [Ga(OH)2 O4].. ligadas entre si, através dos ligantes Habhc* (DIAZ

et al., 2016). Essa estrutura pode ser conferida na figura 5, onde observa-se os centros

de metal sdo ligados a quatro &tomos de oxigénio dos grupos carboxila e dois grupos

hidroxilo em posicao trans dentro do entorno octaédrico. As trés fases diferentes exibem

distancias tipicas de M-O. Esta sub-rede inorganica é bastante comum, tendo sido

relatada em outros sélidos baseados em bloco p (VOLKRINGER et al., 2013).

Figura 5- Representacdo 3D do sistema ortorrdmbico poliédrica da estrutura do Ga-
MIL-116
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Fonte: O autor (2020).

Como o galio i6nico (Ga®") tem se mostrado muitas aplicagdes na medicina:
diagnostico de tumores, tratamento da hipercalcemia, propriedade anticarcinogénica e
agente antimicrobiano (BERNSTEIN, 1998). Auxiliando na jungdo dssea (LESS et al.,
2013).

3.2 NANOPARTICULAS DE PRATA — NpsAg

Antes da descoberta da penicilina, em 1928, a prata coloidal ja era utilizada no
tratamento de doencas e infecgbes (VARNER, 2010). Em 1889, Lea MC sintetizou a
partir de citrato nanoparticulas de prata com estabilidade coloidal e didmetro médio para
as particulas entre 7 e 9 nm. A dimensdo na escala nano e a estabilizagdo por citrato sao
idénticos aos diversos artigos publicados nos Gltimos anos sobre a formacdo de NP
utilizando prata e citrato. Antes da descoberta da penicilina, em 1928, a prata coloidal ja
era utilizada no tratamento de doengas e infec¢des (VARNER, 2010).

As nanoparticulas de prata tém uma absorcdo caracteristica de comprimentos de
onda em torno de 400 nm, sendo que o tamanho das particulas influencia diretamente a
posicdo do pico de absorcdo, ou seja, particulas menores apresentam um pico de
absorcdo em comprimentos de ondas menores, e particulas maiores absorvem
comprimentos de onda maiores.

A descoberta da NPs pelo método do citrato foi em 1951 por Turkevich, para a
sintese de nanoparticulas de ouro, no ano de 1982, Lee e Meisel adaptou para a sintese
de nanoparticulas de prata (TURKEVICH, STEVENSON e HILLIER, 1951; LEE e
MEISEL, 1982). O método consiste em aquecer uma solucdo de nitrato de prata até a
ebulicdo, e adicionar uma solucdo contendo citrato de sodio. O citrato de sddio
(CsHsNa3zO7) se oxida, formando dicarboxilcetona e liberando elétrons que reduzem os
ions de prata.

O método de Turkevich conclui que simples mudancas nos parametros de
reacdo, como a razdo entre concentracdes de citrato e de sal de ouro, poderia alterar o
tamanho das particulas e a velocidade de reacdo. Quantidades maiores de citrato (em
excesso), menores eram as particulas de ouro geradas e mais rapida a reacdo. Assim as
proporgdes molares maiores que 3:1 de citrato: ouro, acarreta na diminuigdo no tamanho

e 0 aumento da velocidade de reacdo. A sintese de nanoparticulas de prata, no entanto,
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ndo segue a mesma regra. A caracteristica marcante deste método é que os ions citrato
atuam ndo s6 como redutores, mas tambem como estabilizantes das nanoparticulas
obtidas. Este fato dificulta a escolha da concentracédo ideal de citrato, pois variagfes
neste pardmetro alteram simultaneamente a taxa de reducdo dos ions metalicos, e
também os processos de nucleacdo e de crescimento das particulas (LEE e MEISEL,
1982). O mecanismo da reacgdo pode ser expresso pela equacdo 1 (SILEIKAITE et al.,
2006):

4Ag* + C6H507Na3 + 2H20 — 4Ag0 + CgH507H3 + 3Nat + HT+ 027  Eq. (1)

Os materiais compostos por nanoparticulas revestidas estdo incluidos materiais
que apresentam o nucleo formado por um material e recobrimento de outro. Geralmente
a escolha dos materiais estd relacionada a aplicacdo e vém sendo empregados com
sucesso na biomedicina (LU et al., 2004). Sdo conhecidos como nanocompdsitos ou
materiais nanohibridos quando alterna em seu nucleo e recobrimento uma combinacao
entre materiais organicos e inorganicos (HIRAKAWA e KAMAT, 2005).

Para se revestir um nanomaterial, estudos apontam que precisa se trabalhar sua
superficie associadas as propriedades como solubilidade, reatividade, estabilidade,
temperatura de fusdo, ponto de ebulicdo e estrutura desses materiais (ALIVISATOS,
1996). Modificagbes quimicas da superficie de nanoparticulas sd@o importantes por
também serem responsaveis pela conexao entre a nanoparticula e outros materiais e
objetos, desempenhando um papel fundamental no desenvolvimento de novos
dispositivos e na conjugacdo com moléculas para aplicagdes em sistemas de liberacéo
controlada de farmacos (MOGHIMI, HUNTE e MURRAY, 2005).

3.2.1 Agdo antimicrobiana da NPsAg

Os mecanismos de atuacdo das NPsAg resultam na inibicdo do crescimento e a
perda da infectividade, ao impedir os processos que ocorrem na superficie e no interior
da célula dos microorganismos. A diminuta dimenséo da nanoprata é essencial para sua

melhor penetragdo a membrana celular, podendo assim, prejudicar o funcionamento
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celular, retardando a velocidade de suas atividades vitais, podendo entdo, ocasionar
danos celulares. (MORONES, 2005; SHARMA, 2008).

Estudos relatam que a carga positiva do ion Ag+ (cedido pelas NPsAg apos
atravessarem a parede celular dos micro-organismos) € primordial para a sua atividade
antimicrobiana, por meio da atragdo eletrostatica entre a membrana celular dos
microrganismos (negativamente carregadas) e as nanoparticulas (positivamente
carregadas). Consequentemente, as NPsAg afetam a permeabilidade seletiva da
membrana (¢ aumentada), bem como a respiracao celular, resultando na morte celular
(MORONES, 2005; SHARMA, 2008).

No entanto, as nanoparticulas de prata sdo capazes de invadir as células,
interagindo com as ligacGes dissulfeto dos conteldos de glicoproteina/proteina de
microorganismos tais como virus, bactérias e fungos, promovendo alteracdo na
molécula de acido desoxirribonucleico (DNA) (dificulta sua replicagdo) e o RNA
(impossibilita sua transcri¢do) (LARA et al., 2011).

Tais fatos ocorrem porque a prata tem alta afinidade com os elementos enxofre e
fésforo. A membrana celular, assim como muitas proteinas, é rica em enxofre. J& o
DNA, é rico em fosforo. Estas modificagbes nas estruturas prejudicam 0s processos
bacterianos, podendo ocasionar morte celular (MORONES, 2005; SHARMA, 2008). A

Figura 6 ilustra a interacdo do ion prata em células bacterianas.

Figura 6 - NPsAg atravessando a parede celular e liberando ions prata que se ligam com
enzimas e DNA.
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0 processo de
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atacam
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Bactéria o transporte de bactenana,
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Fonte: Adaptado de BENEDITO et al. (2017).

3.3 TECIDO OSSEO

O tecido 06sseo é um tipo especializado de tecido conjuntivo, altamente
organizado, com um potencial Gnico de reconstruir sua estrutura original apés um
defeito, uma fratura ou um transplante dsseo (MELLO, 2006). E um tecido em que a
relacdo de crescimento e diferenciagdo deve ser fortemente regulada durante a formacao
e a vida do organismo, a fim de manter a remodelacdo tecidual, isto é, a reabsorcao
Ossea osteoclastica deve ser balanceada pela atividade osteoblastica, resultando em
formacdo de novo osso (ROSA, 2004). Para que esse equilibrio ocorra, trés células
presentes nesse tecido sdo fundamentais: ostedcitos, osteoblastos e osteoclastos,
mostrados na Figura 7.

Figura 7 - Componentes celulares do tecido 6sseo.

Fonte: Adaptado do laboratdrio morfofuncional (2020).

Os osteoblastos sdo células diferenciadas, capazes de produzir a parte orgénica
da matriz 6ssea (colageno tipo I, proteoglicanos e glicoproteinas adesivas). Sdo células
formadoras de osso, identificadas em cortes de tecido como uma camada continua de

células cuboides, limitando a matriz extracelular que elas secretam e ajudam a
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mineralizar. Quando em intensa sintese, apresentam citoplasma baséfilo; caso contrério,
em estado pouco ativo, tornam-se achatadas e perdem as caracteristicas ultra- estruturais
das células produtoras de proteinas. Do ponto de vista do microscopio eletrdnico de
transmissdo, os osteoblastos apresentam um Complexo de Golgi bem desenvolvido e
abundante Reticulo Endoplasméatico Rugoso. A matriz 6ssea recém-formada, néo-
calcificada, proxima aos osteoblastos ativos é denominada ostedide. A matriz néo-
calcificada, produzida em culturas sem suplementacdo de fosfato, revela numerosas
vesiculas de matriz que medem entre 50 a 300nm e sdo envolvidas por uma membrana
trilaminar. A matriz calcificada em culturas suplementadas com glicerofosfato apresenta
nodulos mineralizados que medem de 100 a 500nm em didmetro, compostos de um
material granular, fino e filamentoso, com uma area central escura e delineada por uma
membrana limitante (ECAROT-CHARRIER et al., 1988).

Os ostedcitos sdo células do ultimo estdgio de diferenciacdo dos osteoblastos e
se encontram no interior de cavidades da matriz 6ssea chamadas de lacunas, onde cada
lacuna acomoda apenas um osteocito. Como nédo existe difusdo de substancias através
da matriz calcificada, canaliculos partem das lacunas estabelecendo contato entre eles
para transporte de nutrientes e metabolitos, possibilitando-lhes nutricdo. Dessa forma,
0s ostedcitos sdo 0s responsaveis pela manutencdo da matriz 6ssea, regulando a
reabsorcdo osteoclastica e modulando resposta ao stress mecanico (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 1999).

Os osteoclastos sdo células gigantes multinucleadas altamente especializadas nos
processos de reabsorcdo da matriz dssea, desenvolvendo, para este fim, uma eficaz e
complexa maquinaria (que lhes confere carateristicas e capacidades unicas). Podem ser
observados nas superficies 6sseas, principalmente no enddsteo e, ocasionalmente, na
superficie do periosteo. (NIJWEIDE, BURGER e FEYEN, 1986).

O 0sso € um 6rgdo dindmico que esta sob constante remodelamento, tendo os
osteoblastos um importante papel neste processo. O crescimento dos 0ssos consiste na
formacéo de tecido novo, associada a sua reabsorcdo parcial. Durante o crescimento, a
espessura dos 0ssos € a modelagem de suas formas baseiam-se nas atividades de
formag&o (aposicdo) e reabsorcdo, por meio dos envoltorios periostal e endostal. Nos
adultos, estas atividades sdo interrompidas e sdo preservados constantes o diametro
cortical e a espessura da parede (NIJWEIDE, BURGER e FEYEN, 1986).

Para que seja mantida sua integridade, deve ser continuamente depositado pelos
osteoblastos e estar constantemente sendo absorvido nos locais em que 0s osteoclastos
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estdo ativos, pelo menos em 1% das superficies externas e internas. Nos 0ssos em
crescimento, a osteogénese excede francamente a reabsor¢do (GUYTON e HALL,
1996).

O principio da neoformacdo dssea postula que o processo de cicatrizagdo Ossea
ocorre pela competicdo entre células dsseas e do tecido conjuntivo para a colonizacéo e
preenchimento de determinada area, representando um dos principios basicos da
engenharia tecidual (BUSER et al., 1993; PECORA et al., 1997).

O tecido 6sseo € o Unico tecido com capacidade de crescimento e de remodelacdo
por meio de reabsorcdo e neoformacédo. Durante o crescimento, ocorre modificagdo da
estrutura anatdbmica do osso, fortalecendo regifes mais requisitadas (que suportam
maiores tensdes e estdo sujeitas a sobrecarga de peso) e que requerem maior resisténcia.
O tecido 06sseo permite a renovacdo de 5-15% da massa Ossea total por ano sob
condigfes normais, atingindo seu auge entre 30 e 40 anos, quando se estabelece o
equilibrio entre as taxas de reabsor¢do e neoformacdo, observando-se, a partir dai,
predominio progressivo da reabsorcdo Ossea. Entre os fatores locais, fatores de
crescimento e citocinas, as proteinas da matriz 6ssea também atuam como moduladores
da remodelacgdo. Os fatores de crescimento sdo polipeptideos produzidos pelas proprias
células Osseas ou tecidos extra-6sseos, que atuam como moduladores das funcbes
celulares, principalmente crescimento, diferenciacdo e proliferacdo (BOGLIOLO e
BRASILEIRO FILHO, 2006; PEREZ-SANCHEZ et al., 2010).

Na odontologia, a falta de 0sso nos rebordos alveolares tem sido uma grande
questdo na recuperacdo estético-funcional em pacientes que tenham sofrido
traumatismos dento alveolares, extracGes dentarias traumaticas, insuficiéncia dentaria
congénita, patologias que envolvam maxila e mandibula, além de infeccdes (FARDIN
et al., 2010). A perda Ossea pode acontecer também por enfermidade periodontal,
cirurgias traumaticas, ou até mesmo por razfes fisioldgicas convenientes a falta de

funcdo do rebordo ou carga protética inadequada (MENDES, 2000).

3.4 PERIODONTITE

Uma das principais causas de periodontite, sdo as infeccBes bacterianas
(ROSEBURY, 1947). Os métodos laboratoriais aprimorados para a cultura anaerobica
bactérias revelaram que algumas bactérias na placa sdo mais importantes que outros

como causadores agentes de infec¢des periodontais (FINE, 2006).
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A histdria inicial da patogénese periodontal foi dominada pela premissa de que
todas as pessoas sdo igualmente suscetiveis ao desenvolvimento de periodontite e que a
gengivite ndo tratada progride para periodontite linearmente ao longo do tempo, Figura
8. No entanto, com base em modelos de patologia médica, 0s pesquisadores acreditam
que a maior parte da destruicdo dos tecidos periodontais durante o curso da doenca foi

devido a inflamacg&o ou processos degenerativos / atroficos (ARMITAGE, 2002).

Figura 8 - Fases da gengiva saudavel a periodontite avancada

Fonte: Adaptado de Duereabilitacoesorais (2018).

Loe e colaboradores, na década de 1960, produziram um estudo classico sobre
gengivite experimental que resultou em uma grande mudanca na maneira como 0s
cientistas e clinicos concebem a etiologia da periodontite. Tal estudo mostrou que a
gengivite desenvolvida em todos os voluntarios que se abstiveram procedimentos de
higiene bucal por um periodo de trés semanas e que a reinstituicdo da placa dentéria
didria a remocao resultou em um retorno a satde gengival. Durante o desenvolvimento
da gengivite e subsequente retorno a saude, mudancas qualitativas ocorreram na
composic¢do da placa dentaria microbiota.

Uma das primeiras altera¢Ges clinicas causadas pela periodontite é a perda de
insercdo dos tecidos periodontais que suportam e protegem o elemento dental com
formacéo da bolsa gengival. Com a superficie dentéria livre do epitélio protetor, ocorre
acimulo de placa bacteriana e destruicdo dos tecidos pela proliferacdo de
microorganismos patogénicos (NANCI e BOSSHARTDT, 2006). A doenga periodontal
grave afeta estruturas mais profundas, causando reabsorcdo das fibras coldgenas do
ligamento periodontal, reabsorcdo do o0sso alveolar, abscessos, aumento da

profundidade das bolsas, maior mobilidade dentaria e perda de dentes



31

(SCANNAPIECO, 2004).

Métodos de cultivo e tecnologia de sonda de DNA foram utilizados por
Socransky e colaboradores no ano de 1990, para comprovar a existéncia de associag0es
estatisticamente significativas entre aglomerados de bactérias na microbiota da regido
subgengival e a presenca e a progressao da periodontite. Dentre 0s microorganismos
mais propensos a provocar danos a satde bucal, as bactérias da espécie S. aureus sao as
mais prevalentes. O Staphylococcus aureus s@o microrganismos Gram-positivos
aerdbios é uma das espécies bacterianas mais comuns, sendo a mais virulenta do seu
género. Nas décadas de 40 e 50, as infec¢BGes causadas por esta bactéria eram tratadas
com remedios a base de penicilina, que atuava na parede celular bacteriana. No entanto,
logo se desenvolveram bactérias resistentes a antimicrobianos que possuem anel beta
lactimicos. Por este motivo, um grupo de penicilinas (como a meticilina) foi
desenvolvido em laboratério que possuiam um anel beta lactamico modificado e por
isto eram eficazes contra estas bactérias (HAUSER, 2009). Os organismos Gram-
positivos possuem uma parede celular espessa envolvendo a membrana citoplasmatica
que é composta por peptideoglicanos e acidos teicoico.

Fatores de riscos associados a periodontite, como exposicdo persistente a
bactérias microbianas, inflamacdo crénica, tabagismo e diabetes, sdo conhecidos por
produzir epigenética fortes alteracbes nos tecidos afetados (OFFENBACHER,
BARROS e BECK, 2008). Além disso, perda 6ssea mediada por osteoclastos, uma
caracteristica da periodontite, parece ser desencadeado por uma cascata de eventos de
resposta do hospedeiro. (BOYLE, SIMONET e LACEY, 2003).

Em meados da década de 70 em diante, houve o amadurecimento no campo da
periodontia, pesquisadores, em muitos estudos controlados, avaliaram os efeitos dos
procedimentos do retalho periodontal sozinho comparado aos procedimentos de retalho
com a insercdo de varias substituicdes Osseas materiais de enxerto. Em uma revisdo
sistematica e meta-analise desses estudos, Reynolds e colaboradores em 2003,
concluiram que os enxertos de substituicdo 0ssea resultaram em 0ssos aumentado niveis
de fixacdo e profundidades de sondagem reduzida comparada apenas com o0s
procedimentos de retalho.

O grande avanco na regeneracdo periodontal foi a prova de introducdo do
principio da regeneracdo guiada do tecido (GTR) em 1982. Nyman e colaboradores
colocaram uma membrana como barreira entre retalno periodontal e o dente

programado para extragdo em um paciente com periodontite grave. Este procedimento
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excluiu temporariamente o epitélio da gengiva e o tecido conjuntivo do tecido 0sseo
defeito e células pluripotentes permitidas do ligamento periodontal para colonizar a
ferida. Os resultados dos estudos histol6gicos mostraram regeneracdo parcial de tecidos
periodontais perdidos, incluindo, o 0sso e o periodontal funcional ligamento (NYMAN
et al., 1982). O progresso cientifico nesta area levou ao isolamento de fatores naturais
de crescimento e desenvolvimento de formas recombinantes que foram avaliadas
preliminarmente por seu efeito na regeneracdo periodontal em seres humanos
(GIANNOBILE e SOMERMAN, 2003).
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 REAGENTES

Todas as sinteses foram realizadas usando reagentes de grau analitico adquiridos
comercialmente: Fluoreto de galio (GaFs.3H20) da Aldrich-Chemistry e pureza 99,9%,
Acido nitrico (HNOs) P.A da Alphatec, Acido melitico (C12HsO12) da Aldrich-
Chemistry e pureza 99,9%, Nitrato de prata (AgNO3) da Sigma-Adrich e pureza 99,9%,
Citrato de sodio (CsHsNaz07.2H20) P.A, da VETEC, MTT da Sigma-Adrich, PE da
Sigma-Adrich, PBS da Sigma-Adrich, DMEM da Gibco, SBF da Gibco, DMSO da
VETEC.

4.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
4.2.1. Preparacao do nitrato de galio 111 Ga(NOz3)3

Inicialmente, a sintese do nitrato de galio Ga(NOs3)s foi realizada com a adigdo
de 10 mL de agua destilada em 400 mg de fluoreto de galio (GaFs;3H20). Em seguida
adicionou-se 40 mL do acido nitrico (HNOs) no fluoreto de galio ligeiramente
dissolvido, até que a solucdo ficasse transparente, sob aquecimento e em agitagdo
magnética. Conforme formacéo continua dos cristais, adiciona-se pequenas quantidades
de &gua até obter pH ~2.

A reacdo quimica é descrita pela Equacdo 2 (BIRNARA et al, 2009).

A, pH=2
GaFs.3H20 + HNOs ——2—~5 Ga(NO3)s Eq. (2)
AGITACAO

4.2.2 Sintese do Ga-MIL-116

O Ga-MIL-116 foi sintetizado pelo método hidrotermal, conforme
VOLKRINGER et al. (2013). Em um reator de ago inoxidavel com recipiente interno de
teflon, foram adicionados 5 mL de agua destilada, 400 mg de Ga(NO3)z. XH20 e 200
mg de acido melitico. O reator foi vedado e levado para a estufa em temperatura de 210°
C por 24h.
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Apbs este tempo de permanéncia no forno, retirou-se o reator, deixando-o
resfriar, em condicdo ambiente igual a 25° C. O produto formado foi lavado varias

vezes em etanol e agua, em seguida centrifugado e seco a temperatura ambiente.

4.2.3 Sintese das nanoparticulas de prata — (NpsAQ)

A sintese de nanoparticulas de prata foi realizada pelo método de LEE &
MEISEL, 1982; TURKEVICH et al.,1951. Inicialmente, foi aquecido 125 mL da
solucéo de nitrato de prata (AgNOz) com concentracéo de 0,001 M em um erlenmeyer
até que ocorra essa ebulicdo em seguida, utilizando pipeta de pasteur, adicionou 5 mL
do agente redutor, citrato de sodio (NasCsHsO7), com concentragdo de 0,038 M na
propor¢do de uma gota por segundo. A solugcdo foi mantida em ebulicdo até que
ocorresse a transicdo de cor para (amarelo palido). Esta coloragéo é indicio da formacéo
das nanoparticulas. O erlenmeyer foi mantido sobre a chapa de aquecimento apos seu
desligamento por cerca de um minuto, até que a solucéo atingiu a coloragdo amarela, em
seguida a mesma foi arrefecida lentamente sob agitacdo em um banho a temperatura de
20°C, até que a solucao apresentou temperatura ambiente igual a 25°C.

4.2.4 Sintese de nanoparticulas de prata decorando o0 Ga-MIL-116 - (NPsAg@Ga-
MIL-116)

A sintese de nanoparticulas de prata foi realizada baseada no método de LEE &
MEISEL, 1982; TURKEVICH et al.,1951, e entdo adaptada para MOF-Ga.

Foi adicionado 95,5 mL de agua e 52 mg de nitrato de prata (AgNO3) em um
Erlenmeyer, sob aquecimento e em agitacdo magnética. Com a solucéo entre 95°-100°
C, adicionou-se 0 Ga-MIL-116, previamente dissolvido em agua (100 mg do Ga-MIL-
116 em 10 mL de agua) e mantevesse em agitacdo por 5 minutos. Utilizando pipeta de
pasteur, adicionou 1 mL do agente redutor, citrato de sdédio (NasCsHsOs), com
concentracdo de 1,36 M, na proporcdo de uma gota por segundo. Foi verificado a
mudanca de cor amarelo/ambar, confirmando a formacdo das nanoparticulas de prata.
Para finalizar, foram secadas na estufa em 50°C.

A figura 9 ilustra esquematicamente os procedimentos de sintese realizados

neste trabalho.



Figura 9 - Esquema das sinteses realizadas.
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4.3 TECNICAS DE CARACTERIZACAO

As técnicas utilizadas para caracterizagcdo neste trabalho foram: Difragdo
de Raios X DRX, espectroscopia de absorcdo na regido do UV-Vis, Espectroscopia
de Absorcdo na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourrier FTIR,

microscopia eletronica de varredura MEV, anélise termogravimétrica TGA

4.3.1 Espectroscopia de absorcéo na regido do infravermelho com transformada de
fourrier (FTIR)

A espectroscopia FTIR € o método de espectroscopia infravermelho mais
utilizado nos ultimos anos em inimeras pesquisas. A elevada sensibilidade e
resolugdo, como a rapidez de registo, apresentam-se como as grandes vantagens do
FTIR. Neste método apresenta algumas desvantagens, como por exemplo, as
lideradas pela complexidade dos instrumentos e seu elevado custo. Este método €
baseado na interferéncia da radiacdo entre dois feixes resultando um interferograma.
Um interferograma € o registo do sinal produzido pela combinacdo das mdultiplas
frequéncias possiveis de obter com a transformada de Fourier. A conversdo do
interferograma para espectro € conseguida pelo tratamento matematico com

transformadas de Fourier, 0 esquema desta técnica esta representado na figura 10.

Figura 10 - Esquema do processo de analise de uma amostra no FTIR

1. FONTE 2. INTERFEROMETRO 2. AMOSTRA

»* -Gl

6. ESPECTRO S. COMPUTADOR 4, DETECTOR

Fonte: Adaptado de Thermo Nicolet (2001).



O processo instrumental é normalmente composto pelas seguintes

elementos:

1- A fonte: a energia infravermelha é emitida por uma fonte de corpo negro. Este
feixe passa atraves de uma abertura que controla a quantidade de energia

presente na amostra (e, consequentemente, no detector).

2- O interferdmetro: o feixe entra no interferometro onde € feita a “codificac¢do

espectral”, e o sinal resultante do interferograma sai do interferometro.

3- A amostra: O feixe entra no compartimento da amostra que é atravessada
pelo feixe ou o reflecte, dependendo do tipo de analise a ser feita. E aqui que
frequéncias especificas de energia, caracteristicas de cada amostra, sdo

absorvidas.

4- O detector: O feixe passa finalmente para o detector para uma medicao final.
Os detectores utilizados sdo apropriados para medir o sinal especial do

interferograma.

5- O computador: o sinal medido é digitalizado e enviado para o computador

onde a transformada de Fourier é feita.

6- O espectro: infravermelho final é entdo apresentado ao utilizador para

interpretacdo e posterior manipulagéo.

Para as amostras Ga-MIL-116, NPsAg@Ga-MIL-116 e o ligante acido
melitico, foi utilizado um espectrofotdmetro com transformada de Fourrier da Perkin
Elmer (modelo: Spectrum 400, N° de série: 82287) e investigados os modos
vibracionais presentes nos compostos na regido compreendida entre na regido entre

4000 e 400 cm™L. A resolucdo espectral foi de 2 cmL

e 32 acumulagdes. Estas
analises foram realizadas no Laboratorio de Combustiveis (LAC) que fica alocado no
instituto de pesquisa LITPEG- Laboratério Integrado de Tecnologia em Petroleo, Gas

e Biocombustiveis da UFPE.

4.3.2 Difragéo de raios x (DRX)
Através da técnica de difracdo de raios X (DRX), informacdes sobre a
estrutura cristalina do material podem ser obtidas. A difracdo de raios X €

37
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essencialmente uma relacdo de fases entre duas ou mais ondas, um fendmeno de
espalhamento. Quando um feixe de raios X de um Unico comprimento de onda incide
num material, os raios X sdo espalhados em todas as dire¢des. A maioria da radiagcdo
espalhada por um atomo anula a radiagdo espalhada pelos outros atomos. Entretanto,
raios X que incidem em certos planos cristalograficos, em angulos especificos, sdo
reforcados ao invés de anulados. Em outras palavras, ha uma interferéncia construtiva
de ondas espalhadas pelo arranjo periddico dos &tomos no cristal.

Os resultados preliminares das estruturas cristalinas das MOFs foram
obtidos através da técnica de raios X de pd, medidos em um difratbmetro de raios X
da RIGAKU, modelo SmartLab, step de 0,01°/ min por ponto em janela angular de 5-

80°. As medidas foram realizadas no Departamento de Fisica da UFPE.

4.3.3 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A técnica de microscopia eletrdnica de varredura (MEV) permite a
obtengdo de uma imagem ampliada e tridimensional da amostra a partir da interagdo
de um feixe de elétrons com o material, desde que este ndo seja transparente aos
elétrons. O feixe de elétrons primarios gerado por efeito termoidnico é acelerado
através de uma diferenca de potencial e colimado através de uma coluna éptico-
eletronica, sendo conduzido a cAmara que contém a amostra. Este feixe de elétrons ao
focalizar um ponto da amostra gera sinais que sdo captados e amplificados,
fornecendo um sinal elétrico que gera a imagem. Conforme o feixe varre a area em
analise, uma imagem virtual vai sendo formada ponto a ponto (OREFICE, 2005).

As morfologias das MOF, secas na temperatura ambiente, foram analisadas
qualitativamente via Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). Cada amostra foi
previamente metalizada com uma camada de 10 nm de ouro e as imagens foram
obtidas em um equipamento Tescan Mira 3 com voltagem de aceleracdo entre 5 e 20
kV. As medidas foram realizadas no Laboratorio de Materiais Hibridos, Interfaces e

Coloides do Departamento de Quimica Fundamental da UFPE.

4.3.4 Analise termogravimétrica (TGA)

A termogravimetria consiste basicamente em uma balanca de alta precisdo

associada a um forno, no qual se pode controlar a taxa de aquecimento ou manter a
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temperatura constante. Registra-se a variacdo de massa durante o aquecimento. A
atmosfera a qual a amostra esta submetida também pode ser controlada. As
possibilidades sdo atmosferas inertes, geralmente nitrogénio ou argbnio, ou atmosferas
oxidantes, geralmente ar sintético ou oxigénio. O que se mede é a variagdo de massa
(perda ou ganho) em funcdo da temperatura (com rampa de aquecimento) ou do tempo

(medida isotérmica).

A variagdo de massa em funcdo do tempo ou da temperatura é um registro da
instabilidade térmica de um material. Geralmente se registra a temperatura de inicio de
perda de massa (Ti), porém podem ocorrer diversos processos de perda de massa. Estes
aparecerdo na curva na forma de patamares. Quanto mais baixa a temperatura de inicio
de perda de massa, Ti, menor é a estabilidade de um material as condi¢bes do
experimento. O teor de residuos depois da degradacdo térmica também pode ser
determinado a partir das curvas TG (DE PAOLI, 2008; OREFICE, 2005). Os tipos de

curvas termogravimétricas ou curvas TGA podem ser visualizados na figura 11.

Figura 11 - Tipos de curvas TGA. (a) Auséncia de decomposicdo com liberacdo de
produtos volateis. (b) Curva caracteristica de processos de dessor¢do e secagem. (C)
Decomposi¢do em um Unico estagio. (d) e () Decomposicdo em varios estagios. (f)
Reacdo com aumento de massa.

Teoaperatoga Temperamea
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————/—
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Fonte: Oréfice (2005).
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As analises termogravimeétricas (TGA) foram realizadas utilizando uma
termobalanca de marca Shimadzu, modelo DTG-60H, com porta amostra de platina, em

1

atmosfera de nitrogénio e fluxo de 100 mL/min™*, e taxa de aquecimento de 10 °C/

min"! da temperatura ambiente até 900 °C no Laboratério de Terras Raras (BRTR-
Giba) do Departamento de Quimica Fundamental da UFPE.

4.3.5 Espectroscopia eletrénica na regido do ultravioleta (UV-VIS)

Quando a radiacdo eletromagnética, das regides do UV ou do visivel, passa
através de composto que tem ligacbes mudltiplas, uma parcela da radiacdo €,
usualmente, absorvida pelo composto. A quantidade de radiacdo absorvida depende
do comprimento de onda da radiacdo e da estrutura do composto. A absorcdo de
radiacdo ocorre pela subtracdo de energia do feixe de radiacdo provocada pela
excitacdo dos elétrons de orbitais de baixa energia para orbitais de energia mais
elevada (SOLOMONS, 2009).

Um dos termos amplamente utilizados em espectrometria UV-Vis é a
absorbancia A. A figura 12 mostra uma solugdo absorvente de concentragdo c¢ dentro
de uma cubeta de caminho Optico b. Através dela passa um feixe de radiacdo de
intensidade Po (feixe incidente) e ap0s passar pela amostra (feixe emergente) a
intensidade passa a ser P. Quando a radiacdo atravessa um material, algumas
frequéncias sdo removidas ou atenuadas pela absorcdo. A energia é transferida para
atomos, ions ou moléculas que compdem a amostra. Se forem comparados 0s
comprimentos de onda da radiacdo absorvida com as correspondentes cores do
espectro, verifica-se que a cor da solucdo corresponde as cores complementares do
espectro absorvido (ANDRADE, 2008).

Figura 12- Atenuacéo do feixe de radiagdo por uma solucgéo absorvente

- b —

P,_ e F

Solugao abaorvente de
concentracdo c

Fonte: Andrade (2008).
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A absorbancia A de um meio é definida pela equacéo 3:

A= log % Eq. (3)

A absorbancia cresce quando a atenuacao do feixe se torna maior. Segundo a Lei
de Beer, a absorbancia A é proporcional ao caminho dptico b através do meio, a
concentragdo c das espécies absorventes e € ¢ uma constante de proporcionalidade
conhecida como absortividade molar ou coeficiente de extin¢do e que varia de acordo

com a substancia como mostra a equacao 4.4.
A=s. b.czlog% Eq. (4)

Como b é dado em centimetros e ¢ em mol.L-1, a unidade de ¢ sera entdo L.mol-1.cm-1.

A Espectroscopia de absorcdo na regido do Ultravioleta-visivel (UV-Vis) foi
realizada em um espectrofotbmetro com detecgdo por arranjo de diodos num
equipamento da marca Shimadzu, 2600. Foi analisada na faixa espectral de 200-800 nm,
a 25 °C, em esfera integradora e incremento de 1 nm. Estas analises foram realizadas no

laboratério de Departamento de Fisica da UFPE.

4.3.6 Espalhamento dindmico de luz (dynamic light scattering — DLS) e potencial

zeta

O espalhamento dindmico de luz (Dynamic Light Scattering — DLS) € a técnica
mais versatil e popular para mensurar o tamanho, a distribuicdo e a forma (em alguns
casos) de nanoparticulas em solucdo (PECORA, 2000). O DLS detecta as flutuacdes da
intensidade de espalhamento devido ao movimento Browniano das particulas em
solucdo. Essa técnica também é conhecida como espalhamento quase elastico da luz e
espectroscopia de correlacdo de fétons (HOLOUBEK, 2007; NOBBMANN et al.,
2007).

A figura 13 esquematiza o funcionamento do equipamento de DLS. A fonte de
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luz, proveniente do laser, é focalizada na amostra e as flutua¢Ges da luz espalhada sédo
detectadas pelo fotomultiplicador em um determinado angulo de espalhamento (para o
DLS é fixado em 90°). O resultado do fotomultiplicador é entdo digitalizado por um

sistema de contagem de fotons e enviado ao autocorrelacionador (PECORA, 2000).

Figura 13- Diagrama esquematico do aparelho de DLS
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Fonte: adaptado de Pecora (2000).

O autocorrelacionador é um dispositivo digital usado para calcular a funcéo de
correlagdo (Cg). Desta forma, o coeficiente de difusdo pode ser derivado e, através da
medida desse coeficiente, o tamanho da particula (raio hidrodindAmico — Ry) € calculado
(HOLOUBEK, 2007).

O potencial zeta (PZ) é o potencial eletrostatico no plano de cisalhamento
(fronteira entre a camada de Stern e a camada difusa), da ordem de milivolts. O
potencial zeta é uma medida utilizada para avaliar a estabilidade da suspenséo coloidal,
uma vez que pode ser considerado um parametro razoavel para medir a magnitude das
interacOes repulsivas entre as particulas coloidais (DI BERNARDO et al, 2002).

A distribuicdo de tamanho de particula e o potencial zeta foram obtidos em um
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equipamento NanoBrook, modelo Omni, do Laboratério de compostos hibridos

interfaces e coloides da UFPE.

4.4 ENSAIOS BIOLOGICOS

4.4.1 Cultura de células

Para checagem da vibialidade celular, utilizaram-se testes biolégicos com
células osteoblastos do tipo MG-63 (tecido désseo - Banco de Células do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil). Células cultivadas em meio Eagle modificado por
Dulbecco’s (DMEM) contendo 10% de soro fetal bovino (FBS), L-glutamina ( 2
mM) e penicilina / estreptomicina (1%) em uma estufa umidificada em atmosfera
com 5% de CO. a 37 ° C.

4.4.2 Ensaio de viabilidade celular

O efeito de Ga-MIL-116, NPsAg e NPsAg @ Ga-MIL-116 na viabilidade das
células MG-63 foi realizado pelo ensaio MTT (MOSMANN, 1983). Resumidamente,
as células foram semeadas em uma placa de 96 pocos (MG-63 3 x 10° células/poco)
por 20 horas e tratadas com diferentes concentracGes das amostras (0,195, 0,781,
3,125, 12,5 ou 50 pg/mL) por 24 horas.

Apds a incubacdo com o tratamento, 23 pL de MTT (brometo de 3- (4,5-
dimetiltiazol-2-il) -2,5-difen-niltetrazolio) (Sigma-Aldrich - EUA) (5 mg / mL em
DMEM) foi adicionado a cada pogo durante 3 horas. Em seguida, o sobrenadante foi
descartado e 150 pL de DMSO foram adicionados a cada pogo para solubilizar os
cristais de formazan formados. A absorbancia de cada poco foi registrada usando um
espectrofotdbmetro de microplaca e a densidade Optica (DO) foi medida a 540 nm. A
porcentagem de células de viabilidade foi calculada através da férmula: (células

tratadas com DO/células ndo tratadas com DO) X 100.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados apresentados nesse trabalho sdo focados na sintese e
caracterizacdo de Ga-MIL-116 decorada com NPsAg para neoformacdo 0ssea. Apesar
da metodologia para obtencdo de MOFs ser bastante difundida (VOLKRINGER, 2013),
inicialmente, se fez uma andlise exploratoria que resultou em ajustes nos parametros de
sintese com adicdo da nanoparticula de prata na estrutura do material, sendo o
diferencial deste trabalho.

Com vista a utilizacdo do composito desenvolvido nesse trabalho em terapias
periondotais, € importante comparar as caracteristicas das duas MOFs aqui
apresentadas: a Ga-MIL-116 e a NPsAg@Ga-MIL-116. Estas apresentaram
caracteristicas diferenciadas, como por exemplo, o tipo de coloracdo. A coloragdo
amarela na MOF NPsAg@Ga-MIL-116, como apresentado na secdo 4,2,3, é resultado da

viragem para formacéo da nanoparticula, como mostrado na Figura 14.

Figura 14- a) Ga-MIL-116 e b) Formacdo de Nanoparticulas de prata (NPsAg@Ga-
MIL-116)

(a) (b)

i

Fonte: O autor (2020).

Apb6s o processo de sintese da MOF Ga-MIL-116 conforme procedimento
descrito no item 4.2.2, foi obtido 352 mg de material, demonstrando um rendimento de

80,64%, conforme calculos apresentados abaixo na tabela 2.
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Tabela 2- Calculo de rendimento para MOF do Ga-MIL-116

Reacéo Ga(NOs3)s + C12H6012 >
Gaz(OH)2[C12012H2]-2H20

Reacéo balanceada 2Ga(NO3)z + C12HgO12 >
Gaz(OH)2[C12012H2]-2H20

Ga(NO3)3 1,6 mmol

C12HeO12 0,6 mmol

Massa Molar 545,60

Gaz(OH)2[C12012H2]-2H20

Valores teoéricos

2 mol de Ga--------- 1 mol de Gaz(OH)2[C12012H2]-2H20 (545,60)

1,6 mmol de Ga ------------- X

X= 436,48 mg

Massa do produto 352 mg

Massa tedrica 436,48

Rendimento Mdoproduto . 100= 352 *100= 80.64%
Mteérica 436,48 ’

Fonte: O autor (2020).

5.1 DIFRACAO DE RAIOS X (DRX)

A técnica difracdo de raios X € vastamente utilizada na identificacdo estrutural
de compostos cristalinos. A célula unitaria contém toda a informacédo sobre a geometria
do cristal uma vez que este pode ser construido a partir de maltiplas copias desta célula
unitaria transladadas tridimensionalmente (KITTEL, 1996).

A difracdo de raios-X de pd, encontra-se na Figura 15. Percebe-se a permanéncia
da sua cristalinidade. A analise comparativa do padrdo de difracdo de raio-X obtido
experimentalmente e calculado dessa estrutura mostra uma boa correlagdo entre as
mesmas, 0 que nos permite afirmar que a formagdo do MOF Ga-MIL-116, corresponde

a encontrada na literatura VVolkringer et al., 2013.
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Figura 15 - Padrdo experimental de raios X de p6 do Ga-MIL-116 e padrdo calculado
para o Ga-MIL-116.

——MIL-116-Ga Experimental
—MIL-116-Ga Calculado
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Fonte: O autor (2020).

Mais detalhes sobre a estrutura cristalina da MOF Ga-MIL-116 podem ser
encontrados na Tabela 3.

Tabela 3- Dados cristalograficos da rede metal-organica Ga-MIL-116

Estrutura Grupo  Sistema Parametros da Célula Unitaria

espacial cristalino

Gaz(OH)2[C12012H2]-2H20 Cmcm  ortorrdmbico a (A) b (A) c(A)

11.7767(2) 6.83426(7) 17.7959(2)

Fonte: Adaptado de Volkringer et al. (2013).

Conforme os dados de DRX e da tabela 3, mostram que a estrutura do Ga-MIL-
116 € uma estrutura tridimensional, ortorrombico, com o grupo espacial Cmcm (grupo

pertencente ao sistema cristalino espacial ortorrombico e grupo pontual mmm), como



mostra a Figura 16.

Figura 16 - Estrutura da rede metal-organica do Ga-MIL-116
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Fonte: O autor (2020).
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O padrdo de difracdo de raios-X obtido para os NPsAg@Ga-MIL-116 é

mostrado na Figura X. O processo de indexacdo do padrdo de difracdo obtido foi

realizado e os indices de Miller (hkl) apresentado atribuido a cada pico correspondente a

NPsAg. A Tabela 1 mostra o pico de indexacdo de NPsAg sintetizados. O calculado e

valores observados também esta em intima concordancia, como pode ser visto na

Tabela 4.

Tabela 4- Comparacdo do angulo de difracdo experimental do NPsAg@Ga-MIL-116

com o padréo Arquivo JCPDS 04-0783

HKkI JCPDS 04- 0783 (26) Experimental (20)
111 38.117 37,827
200 44.279 43,960
220 64.428 63,865

Fonte: Autoria propria.

Para NPsAg@Ga-MIL-116, as intensidades gerais de reflexdo sdo reduzido em
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relacdo ao Ga-MIL-116. Isso pode ser atribuido a deposicdo das nanoparticulas de prata
na superficie da estrutura porosa da MOF (MOLLA et al, 2016). O angulo do DRX
padrdo do NPsAg@Ga-MII-116 (Figura 17) mostrou os picos de difracdo em 20 =
37,827 °, 43,960 ° e 63,865 °, representando as reflexdes do plano de rede (111), (200) e
(220). Esses angulos de difracdo e valores dos picos correspondem a estrutura FCC da
prata na NPsAg que foram comparados com o padrdo de difragdo de pdé padrdo do
Comité Conjunto sobre Padrdes de Difracdo de P6 (JCPDS) Arquivo n°: 04-0783,
correspondente a prata (JYOTI et al., 2016).

Figura 17- Padrdo experimental de raios X de p6 do Ga-MIL-116, padréo calculado
para a NPsAg e padrédo experimental para a NPSAg@Ga-MIL-116.

—— NPsAg@Ga-MIL-116
—— Ga-MIL-116
— NPsAg

Intensidade (u.a.)

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

20
Fonte: O autor (2020).

O pico de intensidade para materiais FCC corresponde ao indice de Miller [111]
reflexdo que é vista na amostra, juntamente com outros picos cujas intensidades
refletem o grau de cristalinidade da NPsAg sintetizado (THEIVASANTHI E ALAGAR,

2012). Assim confirmando a cristalinidade do NPsAg na MOF de géalio. Esse recurso
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aumenta as propriedades antibacterianas especiais das NPsAg (SANTOS E MARZAN,

2002).

5.2 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE
FOURIER (FTIR)

As medidas das interacBes entre essa radiacdo eletromagnética com as
ligacGes moleculares sdo feitas pela espectroscopia na regido do infravermelho. A
identificacdo dos compostos é feita a partir dos efeitos que as moléculas
desenvolvem a partir da interacdo da radiacdo eletromagnética com a matéria,
podendo ocorrer por absor¢do, reflexdo e espalhamento, juntamente com a regido
do espectro envolvido (SILVERSTEIN et al., 2007).

Para 0 estudo dos metais-organicos formados pelo metal Ga™ com o
ligante carboxilico (acido melitico), a utilizacdo da espectroscopia na regido do
infravermelho serviu auxiliou na identificacdo através da diferenca entre as
frequéncias vibracionais de estiramento simétricos (vs) e assimétricos (va) do
ligante (ion carboxilato) e dos ions metalicos coordenados ao ligante (-COO-)
(DEACON E PHILIPS, 1980).

Para uma melhor compreensdo, importante discurtimos as principais
bandas que caracterizam o ligante e suas possiveis coordenac¢des ao ion metalico
nos metal-organico. Os espectros vibracionais dos metal-organico Ga-MIL-116 e
NPsAg@Ga-MIL-116 apresentam diversas bandas de vibracGes, deformacdo e
estiramentos referentes as suas estruturas, porém serdo analisadas as mais
relevantes com relagdo as informagOes estruturais por meio das frequéncias
distintas dos movimentos vibracionais das ligacdes.

No espetro de absorcdo de infravermelho (Figura 18) do ligante acido

melitico, Ga-MIL-116 e NPsAg@Ga-MIL-116 respectivamente, pode-se observar

0s modos vibracionais do ligante em que na regido 2835 cmL apresentando uma
banda larga e relativamente intensa referindo-se a vibracGes de estiramento v(O—
H) oriundo dos grupos carboxilicos protonados. A presenca das intensas bandas
localizadas em 1685 cm™ e 1230 cm™ deve-se aos estiramentos C=0 e C-O dos
grupos COOH. A banda em 860 cm™ é devida a deformagao angular fora do plano

das ligacbes C—H do anel aromatico. Os resultados estdo de acordo com o
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esperado para acidos carboxilicos aromaticos (SILVERSTEIN et al., 2007,
SILVA, 2010).

Figura 18- Espectro de absor¢éo de infravermelho do acido melitico, Ga-MIL-116 e do
NPsAg@Ga-MIL-116
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Fonte: O autor (2020).

Ao analisar 0 Ga-MIL-116, observa-se que nas regides com frequéncias mais

baixas, 0s espectros apresentam bandas em 1445 cm'l, podendo ser atribuido ao

estiramento simétrico vs(COO7), e em 1615 cmd , atribuido ao estiramento

assimétrico vas(COO7). As absorcBes que ocorrem na faixa de 895 cm-1 estdo
relacionadas com as vibrac6es das ligacbes C-H do anel benzénico do ligante, sendo
observadas em todos os espectros, mesmo ap0s a coordenacdo do centro metalico
(CANEVAROLO, 2004). A banda de absorcdo, centrada em 3515 cm-1 para a
amostra, é observada devido a coordenacdo de moléculas de agua na estrutura do Ga-
MIL-116.

No espectro FTIR de Composto NPsSAg@Ga-MIL-116, pequenas
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modifica¢Ges foram observadas em comparacdo a Ga-MIL-116, devido a colocacédo
de AgNPs na MOF (BAGHERI et al., 2018). Os estiramento simétrico vs(COQ") e

estiramento assimétrico vas(COQ) sofreram um deslocamento para numeros de ondas
menores na presenca da NpsAg, passando para 1405 e 1525 cm™ respectivamente. A
banda de absorcdo, centrada em 3515 cm-! para a amostra, ndo sofreu alteracéo,
sendo observada devido a coordenacdo de moléculas de agua na estrutura da
NPsAg@Ga-MIL-116.

Ao longo do processo de formacdo das MOFs é verificada a auséncia da

banda centrada em 1685 cm'1

, relacionada ao estiramento v (C=0). Essa é uma
evidéncia de que a houve a desprotonacdo da carboxila, acarretando a coordenacao
com os ions de acordo com a literatura (BRAZAO et al., 2020). A Tabela 5 resume as

vibracOes observadas nos espectros obtidos e suas respectivas atribuigdes.

Tabela 5- Valores de absorbéancia das bandas observadas nos espectros do FTIR.

(cm™) Atribuicdes

Acido melitico 2835 v (O-H) dos grupos carboxilicos protonados.
1685 C=0 estiramento do grupo COOH
1230 C-O estiramento do grupo COOH

860 deformacdo angular fora das ligagdes 6 (C-H)
do anel aromatico

Ga-MOF-116 3515 v (O-H) de moléculas de agua coordenadas

1600 vas(COO") estiramentos assimeétricos
1450 vs(COO") estiramentos simétricos
895 v (C-H) vibragbes das ligagdes do anel
benzénico do ligante
AgNPs@Ga- 3515 v (O-H) de moléculas de agua coordenadas
MIL-116 1525 (vas(COQ)) estiramentos assimétricos
1405 vs(COO") estiramentos simetricos

Fonte: O autor (2020).



5.3 ANALISE TERMOGRAVIMETRICA (TGA)

A andlise termogravimétrica é realizada para verificar as eventuais variacoes
(perdas ou ganhos) de massa, sofridas pelas amostras em funcdo do aumento do
tempo ou temperatura, possibilitando com isso a determinagdo de parametros
especificos, tal como, a estabilidade térmica, quantificacdo de moléculas de agua na
amostra. As Figuras 19 mostram os termogramas realizados para o ligante acido
melitico, Ga-MIL-116 e NPsAg@Ga-MIL-116, a fim de avaliar a estabilidade
térmica do MOF.A curva TGA apresentada na cor preta é referente ao ligante acido
melitico, em que apresenta a perda de massa de 235°C até 472°C com 81% de
decomposicdo da matéria organica. A andlise termogravimétrica do Ga-MIL-116
mostra uma perda de moléculas de agua de coordenacao até 170 ° C e com perda de
massa de 3,0% (MILANI et al.,, 2017). Para os patamares seguintes estdo
relacionados a parte orgénica do ligante que correspondente a 42% da massa total
entre 210 °C & 535 °C. A adi¢do das nanoparticulas de prata ocasionou ligeiro
aumento na estabilidade térmica do composito (REIS, 2011). A temperatura de inicio
de perda de massa ou temperatura inicial de degradacdo foi deslocada para valores
superiores na amostra de NPsAg@Ga-MIL-116. A temperatura de inicio de perda de
organica foi de 280° e o fim em 450° com uma perda total de massa de 28%. Isto
sugere que a adicdo da NPsAg influencia na estabilidade térmica e no processo de
decomposicdo do material.

Figura 19- Analise Termogravimétrica do ligante &cido melitico, Ga-MIL-116 e do
NPsAg@Ga-MIL-116
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Fonte: O autor (2020).
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5.4 ESPECTROSCOPIA ELETRONICA NA REGIAO DO ULTRAVIOLETA (UV-
VIS)

A espectroscopia UV-Vis é uma caracterizacdo usada na quimica analitica para a
determinacdo quantitativa de diferentes analitos, como ions de metais de transicéo,
compostos organicos altamente conjugados e certas macromoléculas bioldgicas. Os
compostos organicos, especialmente aqueles com alto grau de conjugacdo, também
absorvem luz nas regides UV ou visivel do espectro eletromagnético. A figura 20
mostra 0 UV-Vis do ligante acido melitico na faixa de 280 nm associadas a transi¢oes
n-m *. A ocorréncia de bandas de transferéncia de carga (LMCT ou MLCT) fora da
regido de absorcdo do ligante é identificada através da anélise dos espectros de absorcao
de compostos baseado em ion Ga*™ (Souza, 2018) para Ga-MIL-116 e NPsAg@Ga-
MIL-116. A observacdo de mudancas, surgimento de novas bandas, nos espectros de
absorcdo dos compostos contendo ions Ga*3, na regido 670 nm, indicam a ocorréncia de
transferéncia de carga ligante-metal ou metal-ligante. Portanto, os resultados discutidos
estdo de acordo com a literatura, na quais, as mudancas de deslocamentos confirmam
que houve coordenacao ligante-metal através de espectroscopia de absor¢do UV-vis.

Ainda para NPSAg@Ga-MIL-116, observou-se que o surgimento da banda,
centrada em 381 nm, é devido a presenca de NPsAg na MOF. Estes resultados
confirmam a presenca das nanoparticulas de prata na matriz. Enquanto que na AgNPs

foi observada uma banda na regido de 414 nm.



54

Figura 20- Uv-visivel do Acido melitico, Ga-MIL-116, NPsAg@Ga-MIL-116 e NPsAg
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Fonte: O autor (2020).

5.5 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

A partir da técnica microscopia eletronica de varredura (MEV), foi possivel
observar a morfologia dos materiais sintetizados. As imagens da Figura 21, mostram
as micrografias do Ga-MIL-116 com trés magnificacdes (500nm, 5S5um e 1um),
apresentando cristalitos com morfologia paralelepipédica, em conformidade com o

trabalho de Volkringer et al. (2013), e tamanhos variados de particulas.
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Figura 21- Micrografias de MEV para a Ga-MIL-116 a) magnificacdo de 500nm, b)
magnificacdo de 5um e c¢) magnificacéo de 1um.
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Fonte: O autor (2020).

As imagens da Figura 22 apresentam as micrografias de MEV em diferentes
magnificacbes (500nm e 2um), metalizado e ndo metalizado, para 0 composito
(NPsAg@Ga-MIL-116) com a nanoparticulas de prata. Para a amostra com
metalizacdo, foi observada a mesma morfologia da MOF de géalio, porém ndo é
possivel distinguir a morfologia das nanoparticulas do compdsito metalizado, sdo

mostradas na Figura 22 a) e b).
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Figura 22- Micrografias de MEV para o composito NPsAg@Ga-MIL-116 com
metalizacdo a) magnificacdo de 500nm, b) magnificacdo de 2um; sem metalizacéo c)
magnificacdo de 2um (SE) e d) magnificacdo de 2um (BSE).
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Fonte: O autor (2020).

Entretanto, as micrografias do éompésito (NPsAg@Ga-MIL-116) sem
metalizacdo, foram comparadas a partir dos elétrons secundarios (SE) e retroespalhados
(BSE), Figura 22 — c¢) e d). Os elétrons secundarios sdo elétrons de baixa energia
formados através da excitacdo dos elétrons da camada mais externas dos atomos pelo

feixe de elétrons e sdo totalmente fiéis a topografia de superficie propiciando obtencao
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de imagens de alta resolucdo. Ja os elétrons retroespalhados séo elétrons de alta energia
e suas imagens fornecem informacbes de contraste em funcdo da topografia e da
composi¢do (numero atdmico dos elementos quimicos presentes),assim as regifes mais
claras representam elementos quimicos de nimero atdmico mais elevado (DEDAVID et
al., 2007). Neste sentido, nota-se que as zonas claras apresentadas na figura 22 - d)
apontam a existéncia de elementos mais pesados na forma de esferas, dando indicios a
presenca das nanoparticulas de prata (NPsAg) na superficie, porém necessita-se da

corroboracdo de outra técnica.
5.6 ESPALHAMENTO DINAMICO DE LUZ — (DLS) e POTENCIAL ZETA (PZ)

Os resultados obtidos a partir da técnica de espalhamento dindmico de luz, (Diametro
Hidrodinamico, Indice de Polidispersidade e Potencial Zeta) dos materiais sintetizados,

Ga-MIL-116, NPsAg@Ga-MIL-116 e NPsAg, sdo mostrados na Tabela 6.

Tabela 6- Diametro Hidrodindmico (DH), indice de polidispersidade (IP) potencial zeta
(€) dos materiais sintetizados: Ga-MIL-116, NPsAg@Ga-MIL-116 e NPsAg.

Material DH (nm) + IP +d.p. PZ (mV) + d.p.
d.p.
Ga-MIL-116 603,69 + 0,27 + 0,06 - 19,09 + 5,20
54,82
NPsAg@Ga-MIL-116 468,38 + 0,26 + 0,02 - 24,94 + 5,89
46,77
NPsAg 41,96 +0,47 0,33+0,01 - 38,36 + 0,05

Fonte: O autor (2020).

Os resultados encontrados para o didmetro hidrodindmico e indice de
polidispersidade das particulas mostraram valor de DH para o compdsito NPsAg@Ga-
MIL-116 (468,38 nm), maior que o da NPsAg (41,96 nm) e menor que doaGA-MIL-
116 (603,69 nm). Ja os IP indicaram maiores polidispersidades, ou seja, maior variacdo
de tamanhos, para as nanoparticulas de prata.

O Potencial Zeta consiste em medidas da magnitude da repulsdo ou da atragédo
eletrostatica das cargas entre as particulas (SANTOS, 2017). Em geral, a agregacdo de



58

particulas eletricamente carregadas é menos provavel do que as ndo carregadas devido a
repulsdo eletrostatica (FREITAS, 2015). Os resultados obtidos de Potencial Zeta para
Ga-MIL-116, NPsAg@Ga-MIL-116 e NPsAg foram -19,09, -24,94 e -38,36 mV,
respectivamente. Este valor negativo significa que tais materiais apresentaram superficie
com predominancia de cargas negativas, e no caso de valores de Potencial Zeta muito
baixos, proximos a zero, a auséncia de carga superficial pode favorecer, interacoes entre
particulas promovendo a agregacdo das particulas, ou seja maior instabilidade das
mesmas. Para que seja considerado um material estavel o valor de Potencial Zeta é de
+30 mV, neste caso a sequéncia de materiais sintetizados mais estaveis € NPsAg >
NPsAg@Ga-MIL-116 > Ga-MIL-116.

5.7 VIABILIDADE CELULAR DO NPsAg, Ga-MIL-116 e NPsAg@Ga-MIL-116 EM
células MG-63

Os ensaios de viabilidade celular sdo vitais na toxicologia para explicar a
resposta a um agente toxico. Além disso, eles fornecem informagGes sobre a morte
celular, a sobrevivéncia a atividade metabdlica (ASHARANI et al. 2009).

O resumo do ensaio utilizando células osteoblasticas humanas de linhagem
MG-63 é mostrado na figura 23. O Ga-MIL-116 ndo demonstra citotoxicidade para
MG-63 em nenhuma das condi¢Bes testadas, ao invés disso, foi demonstrado que
houve estimulo de crescimento celular na concentragdo de 50 pug/mL. Para as AgNPs
na concentra¢do de 3,125; 12,5 e 50 ug/mL originaram diminui¢do da viabilidade
celular, verificando assim, uma diminuicdo da viabilidade das células dependente da
concentracdo das NPsAg (SOARES, 2014). Apesar de ndo ter sido capaz de proteger
as células de uma reducdo na sua viabilidade em concentracbes superiores a 12,5
ug/mL, quando comparado a AgNPs sozinha, que reduziu a viabilidade ja na
concentracdo de 3,125 ug/mL, NPsAg@Ga-MIL-116 protege a célula de tal reducéo

nessa concentracao.
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Figura 23- Efeitos de Ga-MIL-116, NPsAg e NPsAg @ Ga-MIL-116 na viabilidade das
células MG-63 (24 horas).
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Fonte: O autor (2020).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho detalhou o desenvolvimento de um novo compdsito de
MOF de galio decorado com nanoparticulas de prata (NPSAg@Ga-MIL-116) que
possua significativa capacidade de neoformacdo dGssea em terapias periondontais.
Verificou-se que o método sintese da MOF com é&cido melitico pelo método
hidro/solvotermal é bastante eficiente e de facil execucdo. Para tanto, fez-se o estudo
com AgNPs formando o composito de Ga-MIL-116@AgNPs. Para caracterizagdo dos
materiais produzidos, diversas técnicas foram utilizadas como: espectroscopia de
infravermelho, espectroscopia de absorcdo no ultravioleta visivel, termogravimetria,
difracdo de raios X, microscopia eletrénica de varredura, viabilidade e migragéo
celular.

Atraves da espectroscopia de infravermelho pode-se confirmar a coordenagao
do ligante ao ion pelas mudangas nas energias das vibragdes de estiramento v (C=0),
mostrando seu importante papel na estrutura das MOFs, ao tempo que verificamos no
composito de NPsAg@Ga-MIL-116.

Na espectroscopia de absor¢do no ultravioleta também aponta a complexacéo
do ligante com os ions metalicos atribuindo a transicdo de transferéncia de carga
ligante-metal além de apresentar a banda associada a formacao da AgNPs.

Os resultados da andlise termogravimétrica concordam com FTIR, mostrando
a presenca de agua de coordenacdo. A diferenca entre o perfil de perda de massa do
Ga-MIL-116 com o NPsAg@Ga-MIL-116 sdo grandes. Porém o0s eventos estdo
deslocados para temperaturas pouco maiores na NPSAg@Ga-MIL-116, mostrando
que a ligacdo com a AgNPs altera a temperatura dos eventos. A partir dos
difratogramas, infere-se que as MOF apresentam picos bem definidos, indicando que
estes sdo cristalinos e para NPsAg@Ga-MIL-116 apresenta o pico de alta intensidade
para materiais FCC corresponde aos indices de Miller [111]. A morfologia do
material sintetizado mostrou que o material tem morfologia paralelepipédica, o
NPsAg@Ga-MIL-116 mostrou que as nanoparticulas possuem  formato
predominantemente esférico.

O DLS mostrou valor de DH para o compoésito NPSAg@Ga-MIL-116 maior
que o da NPsAg, e o potencial zeta apresentaram superficie com predominancia de
cargas negativas e materiais sintetizados mais estaveis € NPsAg. Para o ensaio de

viabilidade celular a AgNPs mostrou citotoxicidade nas concentragfes acima de
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3,125 pg/mL, ja para o composito de NPsAg@Ga-MIL-116 nessa concentracao ndo
apresentou citotoxicidade.

Dessa forma, conclui-se que o objetivo de produzir o compédsito de MOF de gélio
decorado com nanoparticulas de prata (NPsAg@Ga-MIL-116) foi alcancado com éxito
Os resultados de forma geral apontam que o compoésito NPSAg@Ga-MIL-116,
desenvolvido nesta pesquisa, apresentam viabilidades para estudos futuros para a
neoformacdo 6ssea, podendo contribuir significativamente para utilizacdo em terapias
periodontais. Sendo assim, o trabalho desenvolvido no contexto desta pesquisa
representa mais um passo, dentre outros em andamento, na direcdo da producdo de

farmacos para aplicacdo em diversas areas da saude, em especial, a odontologia.



62

7 SUGESTAO DE TRABALHOS FUTUROS

e Ampliar o estudo introduzindo caracterizacdo de Microscopia eletronica de
transmissao.

e Auvaliar o comportamento do compdsito em ensaios bioldgicos de acédo
antimicrobiana.

e Avaliar o comportamento do compoésito em ensaios biolégicos in vitro com a
célula MG-63.

e Avaliar o comportamento do compoésito em ensaios bioldgicos in vivo.

e Avaliar o comportamento do compdsito em ensaio de viabilidade celular em 3 e
7 dias.
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