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RESUMO

DOS SANTOS BATISTA, J. G. Nanoparticulas de ouro para terapia e
diagnostico de céancer utilizando nanotecnologia verde. 2020. 127 p. Tese

(Doutorado em Tecnologia Nuclear), Instituto de Pesquisas Energéticas e
Nucleares, IPEN-CNEN, Sao Paulo.

As nanoparticulas de ouro (AuNPs) vem sendo amplamente estudadas por
atenderem as necessidades de sistemas nanocarreadores na terapia e diagnostico
de cancer. Elas podem ser usadas no direcionamento e liberagdo de farmacos a
sitios ou grupos celulares especificos, atuar como radiossensibilizadores e em
terapias fototérmicas como agente gerador de calor. Um numero significativo de
estudos demonstrou suas possiveis aplicagdes, tais como biossensores, contraste
na imagiologia biolégica, em sistemas de liberacdo de farmacos, terapia e
diagnodstico do cancer. Assim, as nanoparticulas de ouro sdo consideradas
promissoras no desenvolvimento de novos compostos com potencial aplicacao na
medicina oncoldgica, no tratamento de inflamagdes cronicas, infecgdes, doengas
degenerativas e autoimunes. No entanto, apesar das formas nanométricas de ouro
apresentarem menor toxicidade comparada aos muitos outros nanomateriais, a
toxicidade dessas particulas deve ser minuciosamente avaliada. O maior desafio é
propor um método para funcionalizar a superficie das nanoparticulas, e assim
modular sua farmacocinética e farmacodinamica, além de atender aos requisitos
de toxicidade para aprovacéo e aplicagao de um nanobiomaterial. O objetivo desse
estudo foi desenvolver um método de sintese de nanoparticulas de ouro (AuNPs)
com potencial aplicagdo como um nanobiomaterial na terandstica (terapia e
diagndstico) do cancer. Para tanto, foi utilizado o conceito de nanotecnologia verde,
em que compostos fitoquimicos com potencial redutor foram utilizados no preparo
das AuNPs. Também foi estabelecido um método de funcionalizagcdo de AuNPs por
recobrimento com albumina do soro bovino e humano utilizando radiacao ionizante.
A importancia do recobrimento com albumina esta relacionada a afinidade dessa
proteina com os receptores glicoproteicos GP60, que s&o encontrados em diversas

células tumorais, além de contribuir potencialmente com a cinética das



nanoparticulas de ouro. A caracterizacdo fisico-quimica das AuNPs e a
reprodutibilidade do método foi avaliada com base nos ensaios de caracterizacao
realizados pelas técnicas de espectrofotometria UV-Vis/Fluorescéncia,
espalhamento dindmico de luz (DLS), potencial Zeta, microscopia eletrénica de
transmissao (MET), espectroscopia de emissao Optica por plasma acoplado
indutivamente (ICP-OES) e eletroforese em gel (SDS-PAGE). A estabilidade foi
avaliada em relacdo a temperatura, pH, concentracdo de NaCl, PBS, solugao
contendo aminoacidos e meio de cultura celular DMEM sem e com suplementagao
de soro fetal bovino. As linhagens celulares utilizadas foram cancer de prostata
humano (PC3), adenocarcinoma de mama humano (MDA-MB 231) e células de
tecido pulmonar de hamster chinés macho (V79-4). Nas concentracdes testadas as
AuNPs nao apesentaram citotoxicidade in vitro utilizando o método do vermelho
neutro e MTT. Para a avaliagao preliminar da nanotoxicidade foi realizado o estudo
in vivo utilizando o peixe zebra. Nos estudos de internalizacdo in vitro das
nanoparticulas utilizando as linhagens tumorais MDA-MB 231 e PC3 foi possivel
verificar qualitativamente a internalizacdo das AuNPs. Os ensaios de
radiomarcagao das EGCG-AuNPs e EGCG-AuNPs-ASHy precisam ser otimizados
quanto a estabilidade e pureza radioquimica. A nanotecnologia verde provou ser
uma ferramenta valiosa na sintese de nanoparticulas de ouro em relagdo a
toxicidade, n&o exigindo etapas de eliminagdo de solventes e substancias

potencialmente tdxicas.



ABSTRACT

DOS SANTOS BATISTA, J. G. Gold nanoparticles for cancer therapy and
diagnosis using green nanotechnology. 2020. 127 p. Tese (Doutorado em
Tecnologia Nuclear), Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares, IPEN-CNEN,

Sao Paulo.

Gold nanoparticles (AuNPs) have been studied to meet the needs of nanocarrier
systems in cancer therapy and diagnosis. They can be used to target and release
drugs at specific cell sites or groups, act as radiosensitizers, and in photothermal
therapies as a heat-generating agent. A significant number of studies used its
possible applications, such as biosensors, contrast in biological images, drug
delivery systems, and cancer therapy and diagnosis. Thus, gold nanoparticles are
considered as promising in the development of new compounds with potential
application in cancer medicine, in the treatment of chronic inflammation, diseases,
degenerative and autoimmune diseases. However, although the nanometric forms
of gold are less toxic compared to many other nanomaterials, the toxicity of these
particles must be thoroughly evaluated. The biggest challenge is to propose a
method to functionalize the surface of the nanoparticles, and thus modulate their
pharmacokinetics and pharmacodynamics, in addition to meeting the toxicity
requirements for approval and application of nano biomaterials. The objective of this
study was to develop a method of synthesis of gold nanoparticles (AuNPs) with
potential application as nano biomaterials in cancer therapy and diagnosis
(theranostic). For this purpose, the concept of green nanotechnology was used, in
which phytochemical compounds with reducing potential were used in the
preparation of AUNPs. A method of AuNPs functionalization was also established
through recovery with bovine and human serum albumin using ionizing radiation.
The importance of albumin coating is equal to a protein of this protein with GP60
receptors, which are found in several tumor cells, in addition to contributing in

several relational cells to the kinetics of gold nanoparticles. The physico-chemical



characterization of AuNPs and the reproducibility of the method was evaluated
based on characterization tests performed by the techniques of UV-Vis /
Fluorescence spectrophotometry, dynamic light scattering (DLS), Zeta potential,
transmission electron microscopy (MET), inductively coupled plasma optical
emission spectrometry (ICP-OES) and gel electrophoresis (SDS-PAGE). Stability
was evaluated by means of temperature, pH, NaCl concentration, PBS, a solution
containing amino acids, and DMEM cell culture medium without and with fetal
bovine serum supplementation. The cell lines used were human prostate cancer
(PC3), human breast adenocarcinoma (MDA-MB 231) and male Chinese hamster
lung tissue cells (V79-4). In the recommendations tested as AuNPs, they did not
show cytotoxicity in vitro using the neutral red method and MTT. For a preliminary
assessment of nanotoxicity, an in vivo study using zebrafish was performed. In the
in vitro internalization studies of the nanoparticles using the tumor lines MDA-MB
231 and PC3 it was possible to qualitatively verify the internalization of AUNPs. The
radiolabeling assays for EGCG-AuNPs and EGCG-AuNPs-ASHy need to be
optimized for radiochemical stability and purity. Green nanotechnology has proven
to be a valuable tool in the synthesis of gold nanoparticles with lower toxicity,

requiring no steps to eliminate solvents and potentially toxic substances.
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LISTA DE UNIDADES DE MEDIDA

cm — centimetro

Mm — micrometro

nm — nanémetro

L — Litro

mL — mililitro

ML — microlitro

kg — quilograma

g — Grama

mg — miligrama

Mg — micrograma

% - porcentagem

°C — grau Celsius

rpm — rotagao por minuto
opm — Orbita por minuto
MeV - Mega elétron volt

kGy — quilo Gray
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1 INTRODUGAO

Mundialmente, o cancer esta entre as principais causas de morte, depois
apenas de doencas cardiovasculares e respiratérias. E uma doenca em que as
células se multiplicam de modo desordenado, afetando a fungdo de 6rgaos e
tecidos, podendo invadir e prejudicar outras estruturas além da de origem. Ha uma
variedade enorme de canceres que acometem os seres humanos. Os mais comuns
sao o0s canceres de mama e prostata, mas os que mais levam a 6bito sdo o de
pulmdo, o de estbmago e o colorretal. O céncer pode ser causado por varios
fatores, dentre eles a predisposicdo genética, infec¢des, o uso ou contato com
substancias quimicas com potencial carcinogénico, a exposigao fisica a radiagao
ionizante, habitos de vida como o sedentarismo, alimentacéo, qualidade do sono,
uso de drogas de abuso e farmacos mitogénicos, anabolizantes, entre outros 3.

A aplicagcdo médica da nanotecnologia € uma ferramenta valiosa no
desenvolvimento de novas formas de tratamento e diagndstico de cancer. A
nanotecnologia € um ramo da ciéncia que estuda a manipulagdo da matéria em
escala atdmica e molecular, associada a diversas areas de pesquisa, como a
medicina, eletrbnica, ciéncia da computagao, fisica, quimica, biologia, engenharia
dos materiais, tecnologia nuclear, dentre outras 4.

As nanoparticulas, comumente definidas como particulas com tamanho que
varia de 1 a 100 nm em duas ou trés dimensodes, podem ser usadas como sistemas
avancgados de liberacdo de quimioterapicos e radiofarmacos e no reparo de danos
teciduais e celulares. Diferentes abordagens baseadas em nanotecnologia podem
ser usadas para aumentar a eficacia e reduzir os efeitos colaterais dos tratamentos
convencionais, pois ocorre a redugdo da frequéncia posologica e
consequentemente diminuicdo do nivel de toxicidade dos tratamentos oncologicos
5-8_

Se por um lado o desenvolvimento da nanotecnologia pode trazer avangos
incriveis, por outro, muitos cientistas temem que isso possa gerar catastrofes
ambientais, biolégicas e econdmicas. Isso porque alguns elementos pouco reativos

em escala normal podem se tornar extremamente perigosos em nanoescala. Neste
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sentido, a nanotecnologia verde vem sendo considerada uma vertente da
nanotecnologia que tem como objetivo mitigar esses impactos a partir do
desenvolvimento de protocolos para gerar produtos e processos de produgéo
sustentaveis °1°.

As nanoparticulas de ouro (AuNPs) apresentam caracteristicas importantes
para utilizacdo na pesquisa, diagnostico e tratamento do cancer devido a sua
natureza de espalhamento de luz Unica e propriedades fototérmicas ''. As AuNPs
sdo nanoestruturas consideradas como terandstico, esse termo é utilizado hoje
como a combinag&do de um biomarcador preditivo com um agente terapéutico '2.
Estudos realizados nos ultimos anos apresentam o desenvolvimento de novos
protocolos para a sintese, estabilizacdo e funcionalizagdo de nanoparticulas de
ouro com potencial terandstico (terapia e diagndstico) de diversos tipos de cancer
utilizando entre outras abordagens a nanotecnologia verde e aplicagao da radiagcao
ionizante 1314,

Sendo assim, a proposta do presente estudo foi de sintetizar e estabilizar
nanoparticulas de ouro utilizando fitoquimicos, e assim tornar o processo
reprodutivel. Ensaios de citotoxicidade e ecotoxicidade foram realizados com a
finalidade de garantir o uso seguro em testes pré-clinicos visando a futura aplicagéao

clinica das AuNPs.

1.1 Objetivo

O objetivo do presente estudo foi desenvolver nanoparticulas de ouro por
meio da nanotecnologia verde, funcionalizadas com albumina via radiagdo
ionizante e verificar a citotoxicidade e o potencial para aplicagado na terapia e/ou

diagndstico para cancer.

1.2 Justificativa

Grupos e institutos de pesquisas ao redor do mundo unem forgas para o
desenvolvimento de novos protocolos para a sintese, estabilizacdo e

funcionalizagdo de nanoparticulas de ouro para o tratamento e diagnostico de
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diversos tipos de cancer utilizando entre outras abordagens a nanotecnologia
verde.

O Brasil, € um pais emergente, que ha anos se esforga para dominar a
tecnologia nuclear. Um novo reator multipropdsito esta em construgdo para que
seja possivel atender a demanda crescente de radionuclideos usados no
tratamento e diagndstico dessa doenga que assola a humanidade. Vale ressaltar
que a area de medicina nuclear ndo se destina apenas a oncologia, pois diversos
radiofarmacos sado aplicados a doengas cardiovasculares, inflamatérias,
infecciosas, degenerativas e genéticas.

A originalidade desse estudo se da pelo desenvolvimento de uma nova
nanoparticula de ouro funcionalizada com albumina via radiagdo gama. As
propriedades unicas das nanoparticulas de ouro aliada as caracteristicas
intrinsecas das proteinas permitem produzir inimeros compostos nanoestruturados
com potencial aplicagdo na nanomedicina. A funcionalizagdo das AuNPs com
albumina é justificada pela afinidade dessa proteina com os receptores
glicoproteicos GP60, que por sua vez, sdo encontrados em diversas células
tumorais, além de contribuir potencialmente com a cinética das nanoparticulas de
ouro também pode ser aplicada como carreadoras de farmacos.

A combinagao da energia das radiagdes ionizantes possibilita a reticulagao
de nanoestruturas sem necessitar de agentes quimicos comumente toxicos, como
0os compostos tidis usados com frequéncia como ligantes ou reticulantes em
reacgdes de funcionalizagao de nanoparticulas. Outra vantagem do uso da radiagao
ionizante na produgcdo de nanomateriais para aplicacbes biomédicas é a
esterilizagdo simultdnea de acordo com a dose, nivel de contaminagao inicial e

caracteristicas do meio e do material.
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2 ESTADO DA ARTE

2.1 Historia

O ouro foi um dos primeiros metais descobertos pelos humanos. As
primeiras mengdes a respeito de coloides de ouro apareceram nos séeculos IV e V
a.C. em tratados médicos chineses, arabicos e indianos. Os chineses o chamavam
de “solucao de ouro” e os indianos de “ouro liquido”. Na idade média, alquimistas
da Europa estudaram e utilizaram o ouro coloidal (OC). Provavelmente, pelas
diferentes coloracdes obtidas por meio da reducao de sais de ouro, os alquimistas
comecaram acreditar na transformacao dos elementos. Paracelso escreveu sobres
as propriedades terapéuticas em quinta essentia auri, 0 qual ele obteve por meio
da reducéao do cloreto aurico com alcool e extrato de 6leos vegetais, denominado
por ele como ouro potavel (potable gold) e usado no tratamento de algumas
desordens mentais e sifilis. Seu contemporaneo Giovanni Andrea utilizava o aurum
potabile nos tratamentos de lepra, Ulceras, epilepsia e diarreia. O primeiro livro
encontrado e conservado até os dias de hoje sobre ouro coloidal (figura 1), foi

publicado pelo Doutor Francisco Antonii em 1618 5.

Figura 1. Capa do livro Panacea Aurea: Sive Tractatus Duo De Ipsius Auro Potabili
do Dr. Doutor Francisco Antonii em 1618.

Fonte: Anthony, F. 1618 15,
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Na historia da ciéncia, as solugdes coloidais de ouro ou nanoparticulas de
ouro (AuNPs), como conhecemos hoje, foram estudadas por Michael Faraday em
1857. Ele publicou um artigo sobre as propriedades e os métodos de sinteses de
ouro coloidal. Faraday descreveu pela primeira vez o processo de agregacao do
ouro coloidal na presenca de eletrdlitos e como compostos de alta massa molecular
podem exercer um efeito estabilizante, impedindo a agregacado das particulas;
também descreveu as propriedades de filmes finos de ouro coloidal. Coloides de
ouro preparados por Faraday ainda permanecem guardados no Royal Institution da
Gra-Bretanha em Londres 6.

Em 1898, foi publicado o artigo fundamental sobre as propriedades das
solugdes coloidais de ouro. Zsigmondy descreveu pela primeira vez métodos de
sintese com particulas de tamanhos diferentes utilizando peroxido de hidrogénio,
formaldeido e fosforo branco como agentes redutores, também relatou a
importancia das propriedades fisico-quimicas, inclusive as propriedades opticas
das solugdes coloidais de ouro 7.

Estudos realizados por Theodor Svedberg, laureado com prémio Nobel de
quimica em 1926 (inventor da ultracentrifuga), contribuiram com a elucidagéao dos
mecanismos de formacio e as propriedades de sedimentacdo do OC. Em seus
estudos, Svedberg investigou a cinética de redug¢ao dos haletos de ouro e formulou
0s principais conceitos sobre o método de condensagao quimica das particulas de
OC 8. Em 1980, injegbes intravenosas de OC foram apresentadas como gold cure

para o tratamento de alcoolismo *°.

2.2 Nanotecnologia

A Nanotecnologia é uma area da ciéncia que analisa as inovagbes em
relacdo aos materiais de dimensdes em escala nanométrica 2°. A dimens&o fisica
€ representada por uma unidade equivalente a bilionésima parte do metro (simbolo
nm, 10° m). E definida pela American Society for Testing and Materials (ASTM)
como o planejamento, caracterizagdo, producdo e aplicacdo de estruturas,
dispositivos e sistemas de tamanho e forma controlada em escala nanométrica 2.
Portanto, algumas propriedades dos nanomateriais diferem dos macro materiais

porque, em nanoescala, fendmenos quanticos s&o mais evidentes. A
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nanotecnologia, tornou-se uma ferramenta importante para propor solugdes para
os problemas e déficits de alimentos, energia, meio ambiente e saude enfrentados
pela humanidade.

Por mais que a nanotecnologia seja considerada como tecnologia do século
XX, na pratica a nanotecnologia teve inicio na antiguidade. As nanoparticulas (NPs)
tém sido usadas, mesmo que nao intencionalmente, por milhares de anos. Nesse
sentido, as NPs tém sido utilizadas em varios campos, como coloracido de vidro e
vitrais, producdo de porcelana ou construgéo civil 22. Um dos principais exemplos
dessa aplicagao é a taga de Lycurgus, confeccionada com NPs em Roma no século
IV. Devido as nanoparticulas de ouro (AuNPs) adicionadas ao vidro, a taga possui
uma caracteristica de fotocroismo de acordo com a reflexdo e transmissao da luz

que é mostrada na figura 2 22,

Figura 2. Tacga de Lycurgus a) reflexdo da luz b) transmissao da luz 23.

Fonte: FREESTONE, I.; MEEKS, N.; SAX, M.; HIGGITT, C. (2007) 2.
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Dentre as definigdes, a mais comum, define nanoparticulas (NPs) como
particulas com tamanho que varia de 1 a 100 nm em duas ou trés dimensées. E
valido mencionar que o tamanho da particula e a sua distribuicdo estao entre as
caracteristicas mais importantes, uma vez que determinam o efeito bioldgico, a
toxicidade, o direcionamento a sitios especificos, a capacidade de sistemas de
liberacdo, a farmacocinética e a farmacodindmica das NPs 57:20,

A visao de Richard Phillips Feynman, que questionou em um encontro anual
da Sociedade Americana de Fisica em 1959 "por que ndés ndo escrevemos uma
enciclopédia de 24 volumes no topo da cabeca de um alfinete”, pode ser
considerada um ponto de partida para os desenvolvimentos das tecnologias de
computador e armazenamento desenvolvidas por nanotecnologia na atualidade 2.
O fisico americano € considerado o pai da nanotecnologia. Nascido em Manhattan
em 1918, Feynman se formou aos 21 anos no Instituto de Tecnologia de
Massachusetts (MIT) e logo iniciou a pés-graduacéo, onde ele descreve a Fisica
Quantica de maneira diferenciada. Fez parte do projeto que desenvolveu a bomba
atdbmica no periodo da 22 Guerra Mundial, ganhou prémio Nobel em 1965 pelos
trabalhos em Eletrodinadmica Quéantica, contribuiu com trabalhos importantes na sua
area de atuacéo, Fisica das Particulas, bem como em outras areas da Fisica 2°.

Em 1974, Norio Taniguchi usa pela primeira vez em uma conferéncia a
palavra “Nano", que significa "anao" (em grego), originando o termo
“Nanotecnologia”. Os desenvolvimentos tecnoldgicos mais impactantes realizados
apos o discurso de Feynman sobre a possibilidade de se “ver e manipular” atomos
sao a observacao de nanoestruturas por meio do microscopio de varredura por
tunelamento. Criado em 1981 pelos cientistas da IBM (International Business
Machines) Gerd Binning e Heinrich Rohrer, a invengéo foi utilizada para escrever o
logotipo da IBM por meio da organizagdo de atomos de xenbnio sobre uma
superficie de niquel 6.

Em 1985 foram descobertas esferas de carbono que foram chamadas de
Fulerenos, constituidas exclusivamente por 60 atomos de carbono (C60) ¢7. Os
microscopios de varredura de tunelamento eram uteis apenas para analisar
materiais condutores, enquanto os microscoépios de forga atdbmica sao capazes de
analisar materiais ndo condutores 2.

A aplicagcdo médica da nanotecnologia € uma ferramenta valiosa no

desenvolvimento de novas formas de tratamento e diagndstico de cancer. Essa



27

tecnologia ampliou o horizonte da ciéncia dos materiais, possibilitando a descoberta
e desenvolvimento de materiais nanoestruturados, com o intuito de melhorar e obter
diferentes propriedades fisicas e quimicas daquelas encontradas nos dispositivos
desenvolvidos em escalas maiores. Dentre estas estdo o aumento da area de
superficie em relagdo ao volume, possibilidade de internalizacdo em células e
estruturas celulares, aumento da capacidade de atravessar as barreiras bioldgicas,

como a barreira hematoencefalica, dentre outras 2829,

2.3 Nanoparticulas de Ouro

Particulas de ouro sintetizadas desde a época de Faraday vém gerando um
grande interesse, visto que a capacidade de as sintetizar de forma controlada e sua
aplicagdo em diversos nanosistemas surgiram nas Ultimas décadas 303",

Atualmente, a nanotecnologia esta permitindo que o ouro ajude a resolver
problemas globais criticos, desde o tratamento do cancer até as mudangas
climaticas 2. Nanoparticulas de ouro tém ganhado interesse crescente devido as
suas caracteristicas especiais, como propriedades Oépticas e eletrdnicas
extraordinarias, alta estabilidade e compatibilidade biolégica, morfologia controlavel
e dispersdao de tamanho e formas (figura 3) e de facil funcionalizacédo da

superficie 3.
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Figura 3. Nanoparticulas de ouro de varios tamanhos e formas com aplicagbes
potenciais em biomedicina. nanoesferas pequenas (a) e grandes (b), (c)
nanobastdes, (d) nanobastbes afiados, (e) nanoconchas, (f) nanocages/jaulas, (g)
nanoesferas ocas, (h) tetraedros / octaedros / cubos / icosaedros, (i) dodecaedro
rombico, (j) octaedro, (k) nanocubos cdncavos, (l) tetraexaedro, (m) dodecaedro
robmbico, (n) bipirdmides triangulares obtusas, (o) tris octaedros e (p)
nanoprismas 33,

..}j

Fonte: DREADEN, E.C.; ALKILANY, A.M.; HUANG, X.; MURPHY, C.J.; EL-SAYED, M.A. (2012) %,
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2.4 Caracteristicas eletronicas das AuNPs

As principais caracteristicas incluem as propriedades elétricas, quimicas e
opticas. A propriedades Opticas das AUNPs sao interessantes porque sua absorgao
e emissao do comprimento de onda estdo dentro do espectro eletromagnético que
compreendem interagdes nos comprimentos de onda do infravermelho, visivel e
ultravioleta e por causa de suas propriedades dependentes de tamanho e forma 34.

Em particular, o processo de extingdo de luz ocorre na faixa do infravermelho
ao UV-visivel, quando uma onda eletromagnética passa através de uma particula
de metal excitando a superficie eletrébnica ou estados vibracionais 3°. Este
fendbmeno induz momentos de dipolo que oscilam na respectiva frequéncia da onda
incidente e, portanto, dispersam a radiagao secundaria. Esta oscilagao coletiva dos
elétrons de conducéao livre € chamada de ressonancia plasmdnica de superficie. Os
plasmons de superficie sao oscilagdes de cargas coletivas que ocorrem na interface
entre os condutores e os dielétricos (figura 4). A oscilacédo da frequéncia esta
geralmente na regido visivel, dando origem a forte absor¢cdo da ressonancia de
plasmonica de superficie 34 36-39, Os plasmons de superficie podem assumir varias
formas, desde a propagacao livre de ondas de elétrons de densidade ao longo das
superficies metalicas para oscilacdes eletrénicas localizadas nas nanoparticulas de
metal (NPs) 3540,

A luz nas NPs induz os elétrons de condugio a oscilar coletivamente com
uma frequéncia ressonante que depende do tamanho, forma, composicédo,
distancia interparticulas e ambiente (propriedades dielétricas). Como um resultado
desses modos, as nanoparticulas absorvem e espalham a luz tdo intensamente que
sao facilmente observadas utilizando microscopia de campo escuro (espalhamento

optico) 4143,
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Figura 4. A interagdo das ondas eletromagnéticas com os elétrons superficiais das
AuNPs induz a ressonancia plasmonica de superficie. Representacao esquematica
de como a interagdo das ondas eletromagnéticas com os elétrons de superficie nas
NPs metdlicas geram ressonancia plasmonica de superficie 44.

Campo eletromagnético
Nuvem Eletrénica

e €
e e e

Nuvem Eletronica

Fonte: BATISTA, J.G.S. (2020).

O tamanho das NPs tem influéncia sobre muitas das propriedades fisicas e
quimicas, incluindo luminescéncia, condutividade e atividade catalitica. AUNPs dao
origem a absorcao e espalhamento cujas propor¢des dependem do tamanho da
AuNP, espessura do recobrimento, razido de aspecto, forma e concentragdo de
ouro 4 (figura 5). AuNPs com um didmetro menor que 20 nm essencialmente
mostram absor¢ao, mas quando o tamanho aumenta para 80 nm também aumenta
a razao de espalhamento para absor¢cdo. Conforme o tamanho do AuNP aumenta,
a luz n&o pode mais polarizar as nhanoparticulas homogeneamente, e os modos de
ordem superior com menor energia se tornam predominantes. Isso causa um
desvio para o vermelho e alargamento da banda plasménica de superficie. AUNPs
pequenas, como aquelas com 13 nm de didmetro absorvem a luz verde, que
corresponde a uma forte banda de absor¢cdo em 520 nm no espectro de luz visivel.
No entanto, as solugdes de AuNPs aparecem na cor vermelha. Para AuNPs
menores (ou seja, 5 nm de didmetro), os elétrons de superficie sdo oscilados pela
luz que entra em um modo dipolo, mas a ressonancia plasmoénica de superficie é
muito sensivel a composigéo, tamanho, forma, distancia entre particulas e ambiente

(propriedades dielétricas) das AuNPs 4043,
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Figura 5. Nanoparticulas de ouro comumente aplicadas em aplica¢des biomédicas.
(a) Nanobastdes de ouro, (b) nanoparticulas de nucleo-casca de silica-ouro e (c)
nanocages de ouro. A cor intensa dessas nanoparticulas surge da excitagao
coletiva de seus elétrons de conducgao, ou ressonancia plasmonica de superficie, 0
que resulta na absorgéo de fétons em comprimentos de onda que variam com (a)
razao de aspecto, (b) espessura da camada e/ ou (c) deslocamento galvanico pelo
ouro 3,

a) Nano bastoes Relagiio de aspecto .

50nm Il'l""

Espessurada concha

b) Nano conchas

140nm

c)Nano jaulas o Ouro >

iy ||'

Fonte: DREADEN, E.C.. ALKILANY, A.M.; HUANG, X.; MURPHY, C.J.; & EL-SAYED, M.A.
(2012) %,

H0nm
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Isso também explica os correspondentes deslocamentos de banda
plasmdnica de superficie (desvio para o vermelho), o que resulta em mudancgas de
cor (vermelho para roxo) que sdo observadas durante a agregagao de pequenas
AuNPs. Quando AuNPs agregam, seus plasmons de superficie se combinam
(acoplamento de plasmon interparticulas), e o agregado pode ser considerado
como uma unica particula grande, apesar de descrito na literatura, o acoplamento
de plasmon interparticulas € bastante complexo e dependente de muitos fatores,
como morfologia, agregagéo e densidade de nanoparticulas 4043,

2.5 Métodos de sinteses de nanoparticulas de ouro

Os métodos de sinteses de AuNPs ouro e outros coloides metalicos podem
ser divididos em dois grupos: métodos de dispersao e métodos de condensacgao.

2.5.1 Métodos de dispersao (top-down)

Os métodos de dispersao para sintetizar AUNPs s&o baseados na destruigao
de um cristal de ouro metalico por meio da aplicacdo de um campo elétrico de alta
voltagem ou ablagao a laser. A formagao de nanoparticulas de ouro ocorre por meio
da formacao de um arco elétrico entre dois eletrodos de ouro metalico imerso em
meio liquido, levando ao um evento de transferéncia de massa, na qual ocorre a
formacao do coloide metalico 6.

O rendimento, o tamanho e a morfologia das AuNPs formadas pelos
métodos de dispersdo dependem da voltagem aplicada entre os eletrodos, da
‘intensidade da corrente e da presencga de eletrdlitos em solugdo. A aplicacao de
corrente direta leva a formacgao n&o uniforme das NPs. O uso de alcalis ou cloretos
e a aplicacao de corrente alternada de alta frequéncia nos métodos de dispersao

auxiliam no controle da sintese e na obtengéo de NPs de qualidade “6.

2.5.2 Métodos de condensacao (bottom-up)

Os métodos de condensacio costumam ser mais usados do que os métodos

de dispersao. Esse método baseia-se na redugao de haletos de ouro, como por
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exemplo HAuCls, utilizando agentes redutores ou por meio da aplicagdo de
radiacdo ultravioleta, raios X e gama, ultrassom e radidlise de pulso ou laser.
Diversos compostos inorgénicos e organicos podem ser utilizados como agente
redutor. Na literatura sdo descritos varios métodos para esse tipo de sintese, um
dos mais utilizados € o método de Turkevich, no qual o citrato € usado como agente
redutor, e o de Brust. O principio basico de ambos os métodos para a sintese de
AuNPs por reducéo é a utilizagdo de um agente redutor capaz de reduzir o ouro
Audt em Au0 4748,

O método de Turkevich foi o primeiro método estabelecido e publicado em
1951. Utiliza o citrato de so6dio como agente redutor e estabilizante de
nanoparticulas de ouro em dispersbes coloidais 4’. J& método Brust utiliza
condi¢cdes adversas, como a aplicacdo de boro-hidreto de sdédio para reduzir o
Aud* 48 Este é considerado um método eficiente de produgédo de AuNPs, mas é
inadequado na presenca de peptideos, uma vez que o boro-hidreto de sddio reduz
os grupos funcionais presentes nos esqueletos peptidicos, diminuindo ou
eliminando a especificidade das biomoléculas no direcionamento a alvos
especificos. O método de redugao por boro-hidreto de sddio e o uso de tidis para
estabilizar as nanoparticulas de ouro a partir de ligagdes quimicas fortes (tiol-ouro)
forma AuNPs altamente estaveis. As AuNPs estabilizadas por moléculas com
grupos tidis perdem a caracteristica potencial de serem funcionalizadas ou
sensibilizadas para liberacdo de farmacos, incluindo peptideos, proteinas e varios
vetores bioquimicos que sao normalmente usados para direcionar AuNPs na
terapia e diagndstico de neoplasias 3149

No preparo de AuNPs com tamanho e forma controlada, geralmente se
utiliza ambos os métodos, o de Turkevich e o de Brust como por exemplo para
sintetizar nanobastdes de ouro. Outros métodos foram desenvolvidos com base no
uso de sistemas de solventes durante a produgao de nanoparticulas. Apesar de se
tratar de métodos eficientes de producgéo, principalmente no controle da nucleagao,
permitindo controlar o tamanho e a forma geométrica das AuNPs, sao
ecologicamente inviaveis, exigindo processos de purificacdo onerosos, além de ter
as desvantagens relacionadas a estabilidade, reatividade e biocompatibilidade
caso haja concentragdo residual de solventes nocivos 30:31.50.51,

A obtencdo de AuNPs com propriedades desejaveis, tais como tamanho,

forma e funcionalizagdo de superficie, € possivel a partir da alteragdo de algumas
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variaveis, como 0s reagentes e agentes estabilizantes utilizados na sintese,
concentracdo molar das espécies quimicas envolvidas, temperatura, pH,

velocidade de agitagdo e tempo de reagdo ou exposigao 47:48:51,

2.6 Nanotecnologia verde - Green Nanotechnology

A nanotecnologia verde é a vertente da nanotecnologia que tem como
objetivo o desenvolvimento de protocolos para gerar produtos e processos de
produgdo sustentaveis, de maneira a minimizar o uso de compostos toxicos, os
custos e o descarte apropriado dessas substancias quimicas. O intuito € diminuir
os impactos ambientais gerados tanto no processo de produgao como na utilizagao
e descarte dos produtos 5254,

Muitos vegetais possuem antioxidantes em seus caules, folhas, flores, frutos,
raizes e sementes. A maioria dessas substancias antioxidantes naturais ndo sao
téxicas para o organismo nem para o meio ambiente; sdo utilizadas ha séculos
pelos humanos tanto na alimentacdo como para fins terapéuticos. Varios estudos
demonstram que é possivel sintetizar AUNPs utilizando fitoquimicos (substancias
derivadas do metabolismo secundario dos vegetais) como agentes redutores e
minimizar ou eliminar o uso de agentes quimicos tdxicos. Na literatura, varios
autores reportam o uso de fitoquimicos derivados da soja, do cha verde e da canela
capazes de desempenhar ambas as fungdes, tanto a de agente redutor e como a
de agente estabilizante na sintese de AuNPs %2557 No presente estudo, o
fitoquimico escolhido como agente redutor e estabilizante foi o epigalocatequina-3-

galato, um dos principais componentes do cha verde.

2.6.1 Catequinas e Polifenéis do Cha:

O cha verde é uma das bebidas mais consumidas em todo o mundo.
Atualmente, a Camellia sinensis (nome cientifico do cha verde) é utilizada nao sé
para o desenvolvimento de varios extratos de alimentos, como também de produtos
nutracéuticos, cosméticos e medicamentos. Uma série de estudos envolvendo o

composto isolado epigalocatequina-3-O-galato (EGCG) demonstrou a atividade
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antioxidante mais potente dentre a fragcdo de polifendis sintetizados pela
planta 53,55,56,58_

O EGCG pode ser utilizado na composi¢cao de géis, cremes, logdes e
xampus para humanos e animais, produtos para cuidados com os pés, sabonetes,
pasta de dentes, repelentes contra insetos e desinfetantes. As catequinas e seus
derivados sao utilizados por contribuirem para os efeitos benéficos atribuidos ao
cha. Catequinas e polifendis do cha s&o eficazes inibidores de espécies reativas de
oxigénio in vitro e podem também funcionar como antioxidantes indiretamente
através dos seus efeitos sobre os fatores de transcricdo e atividade enzimatica.
Uma revisao extensa feita por Higdon e Frei, descreve os beneficios a saude
associados ao consumo do cha, o metabolismo e o potencial antioxidante das
catequinas e polifenois .

Os mecanismos de acédo de varios agentes quimiopreventivos da dieta
ganharam consideravel atengado na pesquisa do cancer. Diversas pesquisas foram
realizadas para elucidar os mecanismos moleculares da quimioprevencdo do
cancer pelo cha verde e a principal catequina o EGCG. Varios mecanismos para
explicar os potenciais quimiopreventivos do EGCG tém sido apresentados, entre os
quais seu efeito em vias de sinalizagdo celular especificas tem recebido
consideravel atengdo por regular a proliferagdo e apoptose celular %°. O EGCG,
além de outros mecanismos, em dose humana alcangavel, € conhecido por ativar
sinais de morte celular e induzir apoptose em células pré-cancerosas ou
cancerosas, resultando na inibicdo do desenvolvimento e/ou progresséao do tumor.
E importante ressaltar que esses efeitos antiproliferativos e pré-apoptéticos do
EGCG demonstraram ser seletivos para células cancerigenas, pois as células
normais nao foram afetadas pelo seu tratamento. Em células cancerosas, EGCG
também causa inibicdo da atividade de tirosina quinases receptoras especificas e

vias relacionadas a jusante de transdugao de sinal 60-61,

2.7 Nanomedicina e o Cancer

O cancer é uma doencga que desregula o processo basico de vida na célula,
em quase todos os casos, alterando genes relacionados ao ciclo celular ou outros

que influenciam na sobrevivéncia do tecido, produzindo o crescimento celular
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desordenado das células cancerosas, podendo invadir outros tecidos de acordo
com as caracteristicas do cancer. A causa das alteracées genéticas podem ser:
mutacdo (modificagdo) de um ou mais genes; mutagdo de um grande segmento de
um filamento de DNA (acido desoxirribonucleico), contendo muitos genes; adi¢ao
ou perda de grandes segmentos cromossOmicos. Com o avango da tecnologia e
consequente aumento da longevidade, o cancer passou a ocorrer com maior
incidéncia. Atualmente, esta entre as 3 mais frequentes causas de morte por
enfermidade em nivel mundial 23,

As diferentes abordagens baseadas em nanotecnologia podem ser usadas
para aumentar a eficacia e reduzir os efeitos colaterais dos tratamentos que utilizam
medicamentos, como os quimioterapicos, ou o uso de radionuclideos tanto para
tratamento como também em diagndsticos de tumores e cancer. Materiais
nanomeétricos possuem propriedades unicas que podem melhorar a eficacia, pois
ocorre a reducado da frequéncia posoldgica e consequentemente diminuigdo do
nivel de toxicidade dos tratamentos oncoldgicos 9.

A pesquisa e investigacdo de compostos e substancias com propriedades
adequadas, gerou uma gama de formas de veicular, liberar e controlar o tamanho
das nanoparticulas. Atualmente, podemos citar os lipossomas, os dendrimeros, as
nanoemulsées, o0s nanotubos de carbono, polimeros e nanoparticulas

organometalicas 86263,

2.8 Nanoparticulas de ouro radioativas ou radiomarcadas

As nanoparticulas de ouro (AuNPs) apresentam caracteristicas importantes
para utilizagdo biomédica, como, por exemplo, na pesquisa e diagndstico do cancer
devido a sua natureza de espalhamento de luz unica e propriedades fototérmicas.
As AuNPs tém sido estudadas exaustivamente nos ultimos anos, o que viabilizou o
desenvolvimento de uma variedade de agentes com potencial terandstico
(compostos com caracteristicas que possibilitam aplicagao simultanea na terapia e
diagnostico de cancer) 1164,

Na quimioterapia convencional, os agentes sdo pequenas moléculas que
apresentam biodistribuicdo inespecifica, o que causa danos aos tecidos saudaveis,

além de ficarem restritos a alguns tipos de mecanismos de resisténcia das células
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cancerosas, tais como a elevada quantidade de transportadores para farmacos
expressos na membrana ou producdo de enzimas capazes de metabolizar tais
moléculas. O uso das AuNPs pode ser uma alternativa para mitigar ou solucionar
esses problemas, uma vez que é possivel funcionalizar a sua superficie utilizando
moléculas com alta afinidade a sitios de ligagdo especifica %. A irradiagdo das
AuNPs utilizando feixe de luz no infravermelho préoximo (Near Infra Red - NIR)
produz calor, permitindo o desenvolvimento de sistemas de liberagao sensiveis a
essa condigdo, como os hidrogéis, tornando possivel a entrega de farmacos a
locais de interesse quando aplicado o feixe. Também podem ser radiomarcadas ou
empregadas na forma de radionuclideo ('®*8Au/'%°Au), possibilitando a pesquisa de
novos radiofarmacos 62.66.67,

Na ultima década, pesquisadores demonstraram uma metodologia eficiente
para sintetizar e estabilizar AuNPs radioativas utilizando um agente redutor e
estabilizante atdxicos. Esse estudo foi realizado a partir da reducdo de NaAuCls
pelo conjugado trimérico fosfina-alanina (THPAL, P(CH2NHCH3COOH)s3) na
presenca de goma arabica como agente estabilizante 3. Roy e Lahiri produziram
nanoparticulas de '®Au usando o principio da nanotecnologia verde. Nesse
método, as nanoparticulas foram estabilizadas com polietilenoglicol (PEG 4000) 8.

A funcionalizagdo das nanoparticulas € uma etapa muito importante para
diminuir a toxicidade e direciona-las a alvos especificos. Em 2010, um grupo de
pesquisadores desenvolveu nanoparticulas de ouro funcionalizadas com o
peptideo bombesina, escolhido devido sua alta afinidade pelos receptores de
liberagdo de gastrina (GRP) in vivo. Esses receptores sao expressos em altas
quantidades pelas células de tumores de pulméo, prostata e mama ©2.

Estudos comprovam que a toxicidade pode ser alterada de acordo com o
tipo de revestimento das particulas. Por esse motivo, costuma-se investigar a
toxicidade de acordo com a concentragdo, tamanho, formato, carga de superficie,
funcionalizagédo da superficie e atividade nos casos de moléculas radioativas. Na
literatura, ja foi descrito o potencial da aplicagdo das nanoparticulas de ouro no
tratamento de tumores de préstata, mama e pancreas %73,

Em 2013, Luna et al. desenvolveram um estudo no qual o objetivo foi avaliar
o potencial in vitro de AuNPs radiomarcadas com '’Lu e conjugadas com ciclo-
peptideos no tratamento fototérmico plasménico e radioterapia direcionada em

células de cancer de mama MCF7. Apds a irradiacado do laser, na presencga das
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AuNPs funcionalizadas e radiomarcadas com '“Lu, o tratamento causou um
aumento na a temperatura do meio (50,5°C, comparado a 40,3°C sem AuNPs),
resultando em uma diminuig¢ao significativa na viabilidade e proliferagao celular de
MCF7 74

Nos EUA, pesquisadores estabeleceram um protocolo para a sintese de
AuNPs radioativas, que foram desenvolvidas utilizando fitoquimicos como agentes
redutores e estabilizantes. EGCG-"AuNPs foram sintetizadas utilizando o EGCG
como agente redutor e estabilizante para converter o ouro radioativo em
nanoparticulas de ouro radioativas. O estudo realizado em 2012, foi demonstrado
boa captacdo de EGCG-'"8AuNPs em tumores de prdstata em roedores 7°. Esse
estudo mostra que cerca de 70% da dose injetada de EGCG-"%AuNPs ficou retida
no tumor de prostata até 24 horas. Essa captacao foi atribuida a alta afinidade das
EGCG-198AuNPs pelos receptores do tipo laminina (Lam-67R), que sdo expressos
em grandes quantidades pelas células do cancer de prostata 525575,

Uma alternativa aos métodos de condensacéo convencional € a sintese de
nanoparticulas metalicas utilizando a radiagao ionizante. Trata-se de um método
que nao utiliza solventes organicos e pode ser considerado uma alternativa aos
métodos quimicos convencionais, com a vantagem para aplicagdo em
Nanomedicina devido a possibilidade de sintese e esterilizacdo simultanea. A
sintese induzida por radiagbes ionizantes requer a utilizagdo de agentes

estabilizantes para prevenir a agregagdo e precipitagdo das nanoparticulas 47678,
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Figura 6. Aplicagdes biomédicas de AuNPs. Devido as suas propriedades fisico-
quimicas, opticas e eletronicas unicas, AuNPs tém sido exploradas para uma ampla
gama de aplicagbes em diagndstico, imagem, terapia e liberagdo de farmacos,
genes, proteinas e peptideos °.
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2.9 Principais técnicas utilizadas em nanotecnologia: Caracterizagao fisico-

quimica de nanoparticulas de ouro
2.9.1 Espectroscopia UV-Visivel

Conceito: Radiag&o e energia

A radiacdo é uma forma de energia transmitida como ondas
eletromagnéticas. E assim chamada porque possui campos elétricos e magnéticos
que oscilam simultaneamente em planos mutuamente perpendiculares entre si. A
radiacdo eletromagnética espacial tem natureza dual: exibe propriedades de onda
e propriedades de particulas.

Absorcao e Emissao de Radiacao.

A radiagao eletromagnética pode interagir com a matéria de varias maneiras.
Se a interacgdo resulta na transferéncia de energia de um feixe de energia radiante
para a matéria, € chamada de "absor¢ao". O processo reverso em que uma parte
da energia interna da matéria é convertida em energia radiante € chamada de
"emissao". Na emissdo, espécies em um estado excitado podem emitir fétons de
energias caracteristicas retornando ao estado de energia mais baixos ou estados
fundamentais. Parte da radiacdo que passa pela a matéria, em vez de ser
absorvida, pode ser espalhada ou refletida ou pode ser reemitida no mesmo
comprimento de onda ou em um comprimento de onda diferente ao emergir da
amostra. A radiagdo, que nao € absorvida nem espalhada, pode sofrer mudancas
na orientagédo ou polarizagdo a medida que passa pela amostra 8°. Na figura 7 é
apresentado o diagrama do espectro eletromagnético, mostrando o tipo de

comprimento de onda com exemplos, frequéncia e temperatura de emisséo.



41

Figura 7. Diagrama do espectro eletromagnético, mostrando o tipo de comprimento
de onda com exemplos, frequéncia e temperatura de emisséo 8'.
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Espectroscopia € o estudo das propriedades da matéria por meio de sua
interagdo com varios tipos de radiagdo (principalmente radiagdes do espectro do
eletromagnético).

Técnicas espectrométricas sdo um grande grupo de métodos analiticos
baseados em espectroscopia atdmica e molecular. Espectrometria e métodos
espectrométricos referem-se a medicdo da intensidade de radiagcdo com um
transdutor fotoelétrico ou outro tipo de dispositivo eletrénico. A espectrometria UV-
VIS é uma das técnicas instrumentais de analise mais antigas e € a base para uma
série de métodos ideais para a determinacao qualitativa e quantitativa de analitos
em uma amostra. Diz respeito a medicdo da interacdo de radiacoes
eletromagnéticas no ultravioleta (UV) e/ou regidao do visivel com as espécies
absorventes como atomos, moléculas ou ions.

Origem e caracteristicas do espectro UV-visivel:

O espectro UV-VIS resulta da interagdo da radiagado eletromagnética na

regido UV-Visivel com moléculas, ions ou complexos. E a base da andlise de
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diferentes substancias orgéanicas e inorganicas. Estas determinag¢des encontram
aplicagdes em pesquisa, industria, laboratérios clinicos e na analise quimica de
amostras ambientais .

Nanoparticulas de metal dentro de 100 nm de didmetro espalham a luz
Optica com muita eficiéncia devido a sua ressonancia plasmdnica de superficie.
Esta € uma ressonancia coletiva de os elétrons de condugédo no metal. A largura de
banda do espectro, magnitude, e o pico de comprimento de onda da ressonancia
plasmobnica ligada a nanoparticula depende da composi¢dao do material, meio,
forma e tamanho do material. Por exemplo, as particulas de ouro apresentam uma

forte banda de absorbéancia na regiao visivel (500-600 nm) 82,

2.9.2 Fluorescéncia — EGCG-AuNPs contendo ASB e ASH

A fluorescéncia é a emissao de luz a partir de um estado excitado, no qual o
retorno ao estado fundamental ocorre via emissdo de um féton. Este fendmeno
normalmente ocorre em compostos organicos aromaticos. Algumas substancias
fluorescentes tipicas (fluoréforos) emitem em um comprimento de onda particular
na regiao do espectro visivel, onde um feixe da emissdo da fluorescéncia é
detectado, gravado e tragcado em fungdo do comprimento de onda. Mesmo as
substancias nao-fluorescentes podem ser estudadas desse modo usando uma
marcacédo com fluoroforos 82,

Fluorescéncia € uma metodologia usada extensivamente em biotecnologia,
citometria de fluxo, diagnéstico médico, sequenciamento de DNA, forense e analise
genética, para citar alguns. A deteccao por fluorescéncia € altamente sensivel e
permite que despesas e dificuldades de manuseio de tragadores radioativos para a
maioria das medi¢des bioquimicas sejam minimizadas. A imagem de fluorescéncia
pode revelar a localizacdo e medigcdes de moléculas intracelulares, as vezes no
nivel de detecgdo de uma unica molécula. A tecnologia de fluorescéncia é usada
por cientistas de muitas areas 2.

A espectroscopia de fluorescéncia usa um laser de excitagdo para excitar
fluoréforos nas moléculas de uma amostra, o qual é emitido durante o
abrandamento dentro de um periodo dos nanosegundos. E uma técnica
extremamente sensivel e pode detectar quantidades extremamente pequenas do

analito. A espectroscopia da fluorescéncia é util em muitas aplicagbes em diversos
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campos, na qual se baseia na deteccdo e na determinacdo de compostos
organicos. Em biociéncia, a técnica é utilizada para a quantificagcdo de DNA e RNA;
na industria é utilizada em varios ambientes como uma técnica rapida e nao
invasiva de detecgéo de contaminantes; na quimica pode ser empregada no campo
da sintese de nanoparticulas para uso na medicina; no monitoramento ambiental,
como por exemplo no monitoramento de aguas residuais; na area farmacéutica
como controle de qualidade para analisar medicamentos; na agricultura é utilizada

para identificar diferentes variedades de culturas .

2.9.3 Espalhamento de luz dinamico (DLS)

- Dynamic Light Scattering - DLS

A deteccédo de dispersdo de luz € uma técnica util com aplicagbes em
inimeras disciplinas onde, dependendo da fonte de luz e detector, propriedades
especificas de moléculas podem ser estudadas. Em um experimento de
espalhamento de luz tipico, a amostra é exposta a uma onda de luz monocromatica
e um detector apropriado detecta o sinal. Um dos primeiros experimentos de
disperséao de luz foi descrito por John Tyndall, que caracterizou a dispersao de luz
de suspensodes coloidais (Efeito Tyndall), onde as particulas sdo maiores do que o
comprimento de onda da luz incidente (Tyndall 1868) 4.

Consideracoes tedricas:

Quando um feixe de luz monocromatico encontra a solugdo contendo
macromoléculas, a luz se espalha em todas as dire¢gdes em fungao do tamanho e
da forma dessas particulas. No espalhamento de luz estatico, a intensidade da luz
espalhada é analisada como intensidade média do tempo, o que fornece
informagdes sobre peso molecular e raio de giragdo de macromoléculas. Por outro
lado, se as leituras de intensidade (causadas devido ao movimento browniano de
macromoléculas em solugado) de luz espalhada sao analisadas, o coeficiente de
difusdo (Dt) que esta relacionado ao tamanho hidrodindmico das macromoléculas
pode ser obtido. Espalhamento de luz dindmico, também conhecido como
espectroscopia de correlagao de fétons ou espalhamento de luz quase elastico, é
uma técnica que mede principalmente o movimento browniano de macromoléculas
em solugéo que surge devido ao choque de moléculas de solvente e relaciona esse

movimento ao tamanho das particulas 8.
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O DLS tem se mostrado particularmente popular na determinacdo do
comportamento hidrodindmico de nanoparticulas, proteinas, acidos nucléicos e
virus devido a sua capacidade de fornecer informagdes sobre tamanho e agregacgéo
84 A taxa de difusdo das nanoparticulas afeta o tempo, com o qual a fung&o diminui.
Como a analise é baseada no movimento browniano, no qual as particulas grandes
movem-se mais lentamente e dispersam mais luz do que as pequenas particulas.
O diametro de uma esfera hipotética ndo porosa que pode se difundir na mesma
velocidade que a das nanoparticulas a serem caracterizadas € referido como o
diametro hidrodinamico, e o calculo depende do tempo da medi¢céo da intensidade
de espalhamento. Com isso também é possivel obter detalhes sobre o estado de
agregacao das nanoparticulas. Uma solu¢do agregada tera tamanhos-didmetros
hidrodindmicos maiores que o tamanho por microscopia eletrénica de transmissao
(MET), enquanto a solugao nao agregada tera um didametro semelhante ao tamanho
por MET. Os diametros hidrodindmicos dependem do tamanho e forma das

macromoléculas 82 .

2.9.4 Potencial Zeta

Quase todos os materiais ou particulados em contato com um liquido
adquirem uma carga elétrica em sua superficie. Essa carga pode aparecer de
varias maneiras - a dissociagao de grupos ionogénicos na superficie da particula e
a adsorgao diferencial de ions da solugéo na superficie da particula. A carga liquida
na superficie da particula afeta a distribuicido de ions na sua vizinhanca,
aumentando a concentragao de contra ions junto a superficie. Assim, forma-se uma
dupla camada elétrica na interface da particula com o liquido 5.

Essa dupla camada divide-se em duas regides: uma regido interna que inclui
ions fortemente ligados a superficie e uma regiao exterior onde a distribuicdo dos
ions é determinada pelo equilibrio entre forgcas eletrostaticas e movimento térmico.
Dessa forma, o potencial nessa regido decai com o aumento da distancia da
superficie até, a uma distancia suficientemente grande, atingir o potencial da
solucdo. Esse potencial € convencionado como potencial zero 5.

Em um campo elétrico, como em microeletroforese, cada particula e os ions

mais fortemente ligados a mesma se movem como uma unidade, e o potencial no
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plano de cisalhamento entre essa unidade e o meio circundante é chamada de
potencial Zeta 5.

Esse potencial pode ser determinado experimentalmente e, como ele reflete
a carga efetiva nas particulas, ele se correlaciona com a repulsao eletrostatica entre
elas e com a estabilidade da suspensao. O potencial Zeta é um indicador util dessa
carga e pode ser usado para prever e controlar a estabilidade de suspensdes ou
emulsdes coloidais. Quanto maior o potencial Zeta mais provavel que a suspensio
seja estavel pois as particulas carregadas se repelem umas as outras e essa forga
supera a tendéncia natural a agregagao. A medida do potencial Zeta é usada com
frequéncia como a chave para compreender processos de dispersédo e agregacgao
em aplicagbes tao diversas quanto purificagdo de agua, moldes ceramicos ou a
formulagao de tintas e cosméticos .

Em termos de estabilidade coloidal, os sélidos tém energia livre mais baixa
e sao mais estaveis do que coloides; que existem em um estado metaestavel - eles
estdo constantemente sob a influéncia de forgas atrativas. As forgas repulsivas
evitam a sua agregacdo. Na maioria dos liquidos polares, essas forgcas s&o
provenientes das cargas das particulas. As mudancas na energia livre podem
provocar instabilidade do estado. O valor mais elevado implica na dispersdo mais
estavel. Valores baixos podem indicar instabilidade coloidal que pode levar a
agregacao %.

Nanoparticulas ou particulas coloidais terdo uma carga superficial em
suspensao. Assim, sob um campo elétrico, a medicdo 6ptica do movimento da
particula pode ser usado para determinar o potencial Zeta. A eletroforese refere-se
ao movimento das nanoparticulas sob um campo elétrico aplicado. As
nanoparticulas devem estar suspensas em um solvente de indice de refracéo
conhecido. Assim o potencial Zeta sera a medida da carga elétrica efetiva na
superficie da nanoparticula e quantifica a estabilidade de carga das particulas
coloidais 8.

A magnitude do potencial Zeta fornece informacdes sobre a estabilidade das
nanoparticulas. A maior magnitude representa maior estabilidade devido ao
aumento da repulsao eletrostatica. As particulas com potencial Zeta nas faixas de:
0-5 mV tendem a se agregar; 5-20 mV s&o minimamente estaveis; 20-40 mV sao
moderadamente estaveis e com potencial Zeta com magnitude superior a 40 mV

sdo altamente estaveis. Outro fator importante que pode influenciar a magnitude da
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carga de superficie da nanoparticula é o pH da solu¢gdo. Em um determinado pH, a
carga superficial pode ser levada a zero, que é conhecido como o ponto

isoelétrico 82,

2.9.5 Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET)

As técnicas de microscopia eletrdnica revolucionaram a tecnologia atual.
Tanto a microscopia eletrénica de varredura (MEV) e transmissao (MET) como as
microscopias de forca atbmica (AFM) e de tunelamento sdo utilizadas no
desenvolvimento da nanotecnologia na avaliagdo e manipulagdo da matéria em
escala nano e atémica 8286, Neste trabalho apenas a microscopia de transmissdo
foi utilizada.

A caracterizagao estrutural e analitica em escala nanométrica passou a ser
muito importante para todos os tipos de materiais nos ultimos anos. O Microscopio
Eletronico de Transmissao (MET) € um instrumento para avaliar parametros como
tamanho de particula, tamanho de gréo, tipo de rede, informag¢dées morfoldgicas,
detalhes cristalograficos, composi¢cdo quimica, tipo de fase e a distribuigdo. Os
padroes de difracdo de elétrons de nanomateriais também sao usados para adquirir
informacdes quantitativas contendo tamanho, identificagcdo de fase, relacdo de
orientacdo e defeitos de cristal na estrutura da rede etc. 8286,

A formagao de imagem no MET € uma projec¢ao bidimensional da amostra,
podendo haver sobreposicéo das linhas e areas de interesse. A imagem final pode
ser de campo claro ou campo escuro, sendo que cada modo de imagem fornece
informacdes complementares sobre a amostra. No modo campo claro, uma
abertura é acionada no plano focal inferior da lente objetiva que permite a
passagem apenas dos feixes diretos, ndo difratados. As regibes correspondentes
a estes feixes surgem escuras na imagem, enquanto regides com nenhuma
amostra no caminho do feixe aparecem mais claras na imagem. Na imagem de
campo escuro, o feixe direto € bloqueado pela abertura do plano focal inferior
enquanto um ou mais feixes difratados passam pela lente objetiva e aparecem
claros na imagem. As regides cujos feixes refratados ndo foram coletados vao
aparecer escuras na imagem. Os feixes difratados interagem com a amostra,
fornecendo importantes informagdes, como defeitos na estrutura e tamanho de

particulas 8286,



47

A maioria dos MET utilizados em nanotecnologia dispde de tensao de
aceleracgao de até 300 kV. No entanto, para amostras biolégicas em geral, operam
na faixa de 60 a 80 kV 8286,

2.9.6 Espectroscopia de Emissdo Optica por Plasma Acoplado
Indutivamente (ICP-OES)

A Espectroscopia de Emissdo Optica de Plasma Acoplado Indutivamente
(ICP-OES) é uma técnica que usa um plasma como fonte e depende da emissao
Optica para analise. No entanto, ao contrario de muitos outros espectrémetros, a
amostra ndo é simplesmente colocada entre a fonte e o detector. O ICP-OES é
usado principalmente para amostras liquidas, que primeiro precisam ser
transformadas em um aerossol (“nebulizagdo”) e, em seguida, sdo injetadas no
plasma #. Quando a energia do plasma é fornecida a uma amostra de analise de
fora, os elementos componentes (atomos) sdo excitados. Quando os atomos
excitados retornam a posigdo de baixa energia, os raios de emissao (raios do
espectro) s&o liberados e os que correspondem ao comprimento de onda do féton
sao medidos. O tipo de elemento é determinado com base na posicao dos raios de
fétons, e o conteudo de cada elemento é determinado com base na intensidade dos
raios 8.

Para gerar o plasma, primeiro o gas argénio é fornecido a bobina da tocha e
uma corrente elétrica de alta frequéncia é aplicada a bobina de trabalho na ponta
do tubo da tocha. Usando o campo eletromagnético criado no tubo da tocha pela
corrente de alta frequéncia, o gas argbnio € ionizado e o plasma é gerado. Este
plasma possui alta densidade de elétrons e temperatura (10000 K) e esta energia
€ utilizada na excitacdo-emissdo da amostra. As solu¢gdes das amostras sio
introduzidas no plasma em um estado atomizado através do canal estreito no centro
do tubo da tocha 8.

A espectroscopia ICP-OES tornou-se a tecnologia lider para a analise de
rotina de amostras liquidas, bem como de materiais que podem ser facilmente
transformados em uma forma liquida por dissolugéo ou digestdo. O ICP-OES pode
ser utilizado para quantificacdo de diversos elementos e consequentemente para
diversas aplicagdes, tais como, calcular o rendimento de uma sintese, quantificar

impurezas indesejaveis em um produto, rastrear metais e outros elementos em
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solos e aguas contaminadas etc. 8. Neste trabalho a espectroscopia ICP-OES foi

utilizada para verificar o rendimento e otimizar os métodos de sintese de AuNPs.

2.9.7 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida - SDS PAGE

A eletroforese em gel € uma técnica analitica comum que separa
macromoléculas ou particulas com base em seu tamanho, forma e carga. E uma
ferramenta poderosa para analisar nanoparticulas de ouro e as modificagdes de
superficie. A cor distinta das nanoparticulas de ouro e de outras nanoparticulas
compostas por metais nobres permite a observacdo direta da amostra e suas
migragdes dentro do gel 8.

A modificagdo da superficie do ouro com ligantes carregados ou moléculas
com grupos quimicos amina, carboxila, oligonucleotideos ou proteinas geralmente
resulta em uma mudancga na carga da superficie, que pode ser vista por um padrao
de migracao alterado (dire¢cao ou distdncia de migragdo) em géis de agarose ou
poliacrilamida utilizados em eletroforese. Além disso, o revestimento de superficie
com biomoléculas, como proteinas, aumenta o tamanho das nanoparticulas,
diminuindo assim sua velocidade eletroforética quando comparada a
nanoparticulas de ouro ndo modificadas .

A eletroforese em gel pode, assim, ser efetivamente usada na otimizagao
das condigbes de conjugacédo de moléculas em nanoparticulas de ouro, revelando
0 ponto de saturagdo além do qual o aumento da carga de moléculas ndo causa
mais deslocamento de migragcdo da banda. A eletroforese em gel de agarose
também pode ser usada para separagao seguida de isolamento e purificagao de
componentes individuais apds a funcionalizagéo 2.

O termo SDS-PAGE significa eletroforese em gel de dodecil sulfato de sédio
(SDS) poliacrilamida (PAGE) e é util para analise de peso molecular de proteinas.
SDS é um detergente que se dissocia e desdobra proteinas oligoméricas em suas
subunidades. O SDS se liga aos polipeptidios para formar complexos com raz&o
carga/massa bastante constante. A taxa de migragao eletroforética através de um
gel é, portanto, determinada apenas pelo tamanho dos complexos. Os pesos
moleculares sdo determinados utilizando simultaneamente padrdoes de proteinas

de peso molecular conhecido (markers ou ladders) 8. Neste trabalho a eletroforese
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foi utilizada como ensaio para compreender o tipo de ligagao/interagdo entre as

nanoparticulas de ouro e o recobrimento proteico de albumina.
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3 MATERIAIS E METODOS

Os materiais utilizados para a elaboracdo dessa tese estdo descritos em
detalhes no APENDICE A e os principais equipamentos utilizados est&o descritos
no APENDICE B.

3.1 Planejamento experimental

Organograma com o planejamento experimental esta dividido em duas
estas. A etapa | consiste no desenvolvimento de uma nova nanoparticula de ouro
produzida com base nos conceitos de nanotecnologia verde funcionalizada com
albumina do soro humano via radiagdo gama. A etapa Il implica em ensaios para
avaliar a toxicidade dessas particulas assim como seu potencial para aplicacdes
biomédicas em nanomedicina. Na figura 8 €& apresentado sucintamente o

organograma do planejamento experimental deste estudo.

Figura 8. Organograma de planejamento experimental
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3.2 Sintese das nanoparticulas

As nanoparticulas de ouro (AuNPs) foram sintetizadas por meio da
adaptagdo da metodologia estabelecida por Katti e colaboradores 2. O método de
sintese se inicia com a dissolugéo de 1,6 mM de NaAuCls em agua ultrapura ou em
solugao tampao fosfato (10 mM), previamente aquecida a temperatura de 50 °C,
seguida da adicdo do agente redutor EGCG na concentragdo de 0,8 mM sob
agitagao vigorosa (1500 rpm). Os atomos de Au3* séo reduzidos em Au® em poucos
segundos. A reagdo permaneceu sob agitacdo por mais 2 min, a formagéo das
AuNPs é facilmente evidenciada pela mudanga de coloragdo de amarela para
vermelho em poucos instantes apds a adicao do agente redutor. Em seguida, a
suspengao de AuNPs mistura é retirada do aquecimento e deixada sob agitagédo
em temperatura por mais 2 horas.

Na figura 9 esta representada a sintese de AuNPs.

Figura 9. Representacdo esquematica da sintese de EGCG-AuNPs.
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Fonte: Adaptado de: FREITAS F.L.; VARCA, G.H.C.; BATISTA, J. G. S.; BENEVOLO, L.A. (2020)."

Foram realizadas duas etapas de centrifugacao para eliminar os produtos de
oxidagao e obter nanoparticulas com menor variagdo de tamanho possivel, ou seja,
menor indice de polidispersdo. A suspensdao de nanoparticulas resultante foi

armazenada a 4°C

! Patente depositada no INPI - Instituto Nacional da Propriedade Industrial, Brasil. Deposito:
11/02/2020. Consultar APENDICE C
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O recobrimento com albumina foi realizado inicialmente utilizando albumina
do soro bovino (ASB) e apds padronizagao e otimizagao do método foi utilizada a
albumina do soro humano (ASH). Foram testadas concentragdes que variaram de
0,2 a 1% (m/v). Apos a homogeneizagdo, as nanoparticulas foram submetidas a
radiagdo gama na dose otimizada de 10 kGy e taxa de dose de 5 kGy.h-'. Na figura
10 esta representada esquematicamente a funcionalizagdo com o recobrimento

proteico das EGCG-AuUNPs via radiagao ionizante.

Figura 10. Representacdo esquematica da funcionalizagao induzida por radiagao
gama (10 kGy) das EGCG-AuNPs com albumina do soro bovino (ASB) ou albumina
do soro humano (ASH).
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Fonte: Adaptado de: FREITAS F.L.; VARCA, G.H.C.; BATISTA, J. G. S.; BENEVOLO, L.A. (2020)."

As especificagcdes e parametros estdo descritos pormenorizadamente na

patente depositada."

' Patente depositada no INPI - Instituto Nacional da Propriedade Industrial, Brasil. Deposito:
11/02/2020. Consultar APENDICE C
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3.3 Caracterizagao Fisico-Quimica das Nanoparticulas de Ouro
3.3.1 Espectrofotometria UV-Visivel

As nanoparticulas de ouro sao conhecidas pela ressonancia plasmoénica de
superficie, que € observada no espectro de extingido no UV-Visivel caracteristico
de AuNPs com cerca de 15-40 nm, apresentando uma banda larga com absorgao
maxima entre 520-540 nm. Esse fendbmeno também é responsavel pela coloracao
das suspencgdes coloidais de AuNPs, que varia de acordo com o tamanho e as
diferentes formas geométricas. Os espectros foram obtidos em espectrofotdmetro
modelo Spectramax i3 (Molecular Devices, USA).

A espectrofotometria UV-Visivel foi utilizada como técnica fundamental para
a verificagcdo da formacdo das AuNPs e para acompanhar a estabilidade da
suspencao coloidal, otimizagao e reprodutibilidade do método de sintese.

3.3.2 Fluorescéncia — EGCG-AuNPs contendo ASB e ASH

A técnica espectrofotométrica por fluorescéncia foi utilizada para verificar
como os residuos de aminoacidos se comportam quando a albumina esta adsorvida
na nanoparticula de ouro antes e apos irradiagcdo gama (y). Os espectros de
fluorescéncia foram obtidos em espectrofotbmetro modelo Spectramax i3
(Molecular Devices, USA). Foram verificados os sinais de fluorescéncia nos
principais residuos considerados fluoroforos triptofano (excitagdo em 295 nm e
emissao de 320 a 500 nm), fenilalanina (excitagdo em 260 nm e emissao de 285 a
500 nm) e tirosina (excitagdo em 272 nm e emissao de 297 a 500 nm) quando a
albumina esta adsorvida na nanoparticula de ouro antes e apds a irradiagao.
Também foi observado por fluorescéncia a formacao de bitirosina (excitagdo em
325 nm e emissao de 350 a 600 nm) nas amostras irradiadas.

As microplacas utilizadas para o ensaio baseado em fluorescéncia foram
microplacas de 96 pog¢os com paredes e fundo preto que minimizam a diafonia e a
autofluorescéncia pogo a poco e, portanto, sdo otimizadas para aplicacbes

baseadas em fluorescéncia.



54

3.3.3 Rendimento da Sintese por Espectroscopia de Emissdo Optica por
Plasma Acoplado Indutivamente (ICP OES)

Para determinar o rendimento no processo de sintese das AuNPs foi
utilizado o método de determinagao de ouro (Au) por Espectroscopia de Emissao
Optica por Plasma Acoplado Indutivamente (ICP OES).

Foi utilizado o equipamento espectrdbmetro de emissao optica com plasma
de argbnio (ICP OES), marca Spectro, modelo Arcos (Spectro Analytical
Instruments Co, Kleve, Alemanha).

A determinacgao das concentragdes de ouro foi realizada com base na curva
de calibracao preparada a partir de diluicbes da solugao padrao certificada de Au
(1000 pg.mL", Inorganic Ventures, USA), em meio de solugdo de HNO3 1 % (v/v)
preparada com agua tipo | (18,25 cm MQ, Biosafer). Essas solugdes foram
preparadas em base massa utilizando balanca analitica calibrada.

As determinagdes foram realizadas utilizando a linha espectral de
242,795 nm, nas amostras previamente preparadas e entregues no Laboratorio de
Analises Quimica e Ambiental (LAQA) localizado no Centro de Quimica e Meio
Ambiente (CEQMA-IPEN). O LAQA possui sistema de gestdo da qualidade
implantado com base na norma ABNT NBR ISO/IEC 17025:2017.

3.3.4 Espalhamento de luz dinamico (DLS) e Potencial Zeta

O tamanho das particulas foi obtido usando o espalhamento dindmico de luz
(DLS) medido pelo Zetasizer Nano-ZS Instrument (Malvern Panalytical). O angulo
de deteccao foi de 173°. 1 mL de suspensdes de nanoparticulas de ouro foi
colocado em cubetas adequadas para a técnica de espalhamento de luz e medidas
a 25°C. O sistema automatizado de caracterizagdo de particulas do software
Zetasizer, versao 7.12, foi o software utilizado para obter e analisar os dados de
tamanho das nanoparticulas de ouro. No DLS a intensidade do espalhamento da
luz é proporcional ao tamanho da particula.

A estabilidade das nanoparticulas foi inferida indiretamente pelo Potencial
Zeta. A medida da magnitude da repulséo ou de atragao eletrostatica ou das cargas
entre particulas € um dos parametros fundamentais que afetam a estabilidade, o

outro é o impedimento estérico.
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Foi verificada a estabilidade das AuNPs em relacdo ao pH e concentracéo
de NaCl. Foi observado por DLS a variacdo de tamanho da nanoparticula EGCG-
AuNPs frente as mudancgas de pH e a adi¢gao de NaCl. Para tanto, o equipamento
de DLS foi acoplado a um médulo de titulacdo automatica com pHmetro.

No caso da titulacdo acido-base, a amostra EGCG-AuNPs foi submetida a
pH 11 com adigcao de NaOH 0,1 M e depois acidificada com pequenas adicoes de
HCI 0,1 M até pH 3, a cada variacdo de aproximadamente 0,5 no valor de pH foi
feita uma medida de tamanho por DLS.

Na avaliacao frente a adicdo de NaCl, foi realizada uma medida de tamanho
das EGCG-AuUNPs por DLS a cada 0,5% de NaCl adicionado, até a concentragéo
final de 7,5% de NaCl.

Para determinar a concentracdo adequada de albumina, foi realizada a
avaliagao de tamanho e estabilidade, utilizando as técnicas DLS e Potencial Zeta
respectivamente. A adicdo de ASH foi realizada utilizando o mesmo aparato de

titulacdo automatica descrito anteriormente.

3.3.5 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

As imagens de microscopia eletrbnica de transmissdao (MET) foram
adquiridas usando uma camera OneView 4K (Gatan) com uma faixa de
desfocagem de -1 a -2 ym em temperatura ambiente em um microscépio JEOL
JEM 1400Plus operado a 120 kV. As amostras foram preparadas em grades de
cobre de malha 400 descarregadas pelo brilho (15 mA, carga negativa por 25 s)
cobertas por uma fina camada de filme continuo de carbono (Ted Pella, Inc., EUA).
Apds 1 minuto, o excesso de amostra foi secado com papel de filtro e a grade foi
lavada trés vezes com agua deionizada. Nos casos das amostras contendo
proteina foi feita uma etapa adicional apds a lavagem na qual adicionou-se acetato
de uranila para melhorar o contraste e diminuir a desnaturagdo das moléculas
organicas.

O didmetro médio das nanoparticulas foi determinado por meio das
ferramentas do software DigitalMicrographiGMS3®, o mesmo utilizado para
aquisicdo das imagens. Antes de obter as medidas das nanoparticulas, as

ferramentas do software sédo calibradas de acordo com a magnificagao da imagem.
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Para a obtencdo da média foram feitas as medicdes em 400 nanoparticulas para
cada amostra, utilizando critérios pré-definidos.

Foram estabelecidos os seguintes critérios:
De cada nanoparticula de ouro foram obtidas as médias de 3 medidas para o core
(uma medida com ferramenta de circunferéncia e duas medidas com a ferramenta
de secc¢ao levando em consideragdo as maiores dimensdes da nanoestrutura);
Para AuNPs contendo recobrimento proteico de albumina foram obtidas as médias
de 3 medidas para o core e mais 3 medidas para o recobrimento proteico utilizando
as ferramentas do software DigitalMicrographiGMS3®;
Nao foram consideradas para a contagem as AuNPs:

- Sobrepostas

- Minimamente encostadas;

- Tangenciando a borda da imagem;

- Enquadradas parcialmente (cortadas pela borda da imagem).

3.3.6 Eletroforese: SDS-PAGE

Aliquotas das amostras de nanoparticulas de ouro EGCG-AuNPs, EGCG-
AuNPs-ASH, EGCG-AuNPs-ASHY, albumina do soro humano (ASH) e albumina do
soro humano irradiada a 10 kGy (ASHy) foram diluidos em tampao de amostra
contento B-mercaptoetanol e dodecilsulfato de sédio como agente desnaturante, e
azul de bromofenol e glicerina. O tampé&o de corrida e o tamp&o de empilhamento
foram feitos com Tris (aminoetano). O persulfato de amoénio foi utilizado para a
polimerizacdo do gel de poliacrilamida (bis-acrilamida e acrilamida) e a
tetrametiletilenodiamina (TMED) para acelerar a reagcédo de polimerizagdo. Para o
gel de corrida foi utilizado 12% de poliacrilamida e o gel de empilhamento 4%,
utilizando marcador de proteina de amplo espectro de massa (“high range”: 10-
260 kDa). Durante a corrida, a cuba foi submetida a 180 V (aproximadamente 100
mA), nesta etapa ndo existe um tempo pré-definido, a migragdo das amostras
depende de suas caracteristicas, assim foi realizada a observagao até o momento
em que as amostras terminem a migragao sem que atravessem totalmente o gel.
O tempo de corrida deve ser suficiente para que a migracdo do marcador padréo
utilizado termine. Apds a corrida e retirada da cuba, o gel foi colocado em placa de
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petri e corado por 12 horas em solugédo corante de coomassie blue sob agitagao
em agitador tipo shaker a 40 RPM. Apds a coracéao o gel foi descorado e em solugéo
descorante de acido acético e metanol. A eletroforese foi realizada em um
PowerPac mini vertical (Bio-Rad, USA).

Neste caso, o uso da radiagao ionizante como agente de reticulagao fornece
energia suficiente para ionizacdo das moléculas de proteina, estes grupos se
tornam potencialmente capazes de se ligar a superficie das nanoparticulas por
meio de interagdes e ligagdes quimicas, levando ao aumento de estabilidade das
AuNPs. Assim, a motivacdo para a utilizagao da técnica de eletroforese, se da pela
possibilidade de inferir e melhor compreender os tipos de interacdo entre as
moléculas proteicas e as nanoestruturas, pois nanoparticulas metalicas ndo sao
passiveis de migragao no gel, devido a estrutura cristalina rigida que nao permite a

movimentagao.

3.4 Avaliacao da Citotoxicidade
3.4.1 Citotoxicidade in vitro

Foram realizados dois métodos diferentes para a avaliagao da citotoxicidade.
No primeiro, foram testados o agente redutor e as nanoparticulas de ouro contendo
albumina bovina e humana em linhagem de fibroblastos de tecido conectivo de
camundongo como uma etapa preliminar na avaliagdo da citotoxicidade. No
segundo ensaio, foram testados apenas as AUNPs em linhagem de fibroblastos de
pulmao murino e linhagens de células de tumores de mama e prdostata humano.

1° Foi realizado o ensaio de citotoxicidade in vitro para determinar a metade
da concentracéo inibitéria maxima (ICso - concentragao de extrato que induz 50%
de lise ou morte celular) de EGCG, EGCG-AuNPs, EGCG-AuNPs-ASB, EGCG-
AuNPs-ASH, seguindo a Norma Internacional ISO 10993-5 (2009) 8°. Este ensaio
foi realizado pelo método de absorcao de vermelho neutro. As solugdes diluidas
das amostras (3,12%; 6,25%; 12,5%; 25% e 50%) foram colocadas em contato com
as células do tecido conjuntivo de camundongo, linhagem NCTC-L929 (CCIAL
020), cultivadas em microplacas de 96 pogos. As microplacas foram fornecidas pelo

Nucleo de Culturas de Células do Instituto Adolfo Lutz com as células ja aderidas e
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prontas para o ensaio de citotoxicidade. No ensaio, além do controle celular foram
utilizados um controle negativo: polietileno de alta densidade (PEAD) 0,1 g.mL"' e
controle positivo: latex de borracha natural na proporgdo de 0,1 g.mL"", ambos em
meio de cultura celular (meio minimo de Eagle). A viabilidade celular foi verificada
pela incorporacao de vermelho neutro pelas células vivas e intactas. A leitura da
densidade Optica da solugao final de microplaca foi realizada em um
espectrofotometro, leitor ELISA-SUNRISE, a 540 nm, apds lise celular. A
porcentagem de viabilidade celular foi calculada em relagao as células controle e
projetada em um grafico em fungéo da concentragéo para obtengéo de uma curva
que indicava o ICso.

2° Nesse ensaio foram utilizadas as seguintes linhagens celulares: V79-4
(células de tecido pulmonar de hamster chinés macho); MDA-MB 231 (carcinoma
de mama) e PC3 (cancer de prostata humano). Avaliagao dos efeitos citotéxicos foi
realizada pelo método colorimétrico do MTS. Em triplicata por concentracao, as
células foram cultivadas em placas de 96 pocos e, apds adesao, as ceélulas foram
tratadas com as amostras de AuNPs diluidas em meio de cultura DMEM 1:1 (v/v) e
incubadas em estufa umida a 37 °C, com tensado de CO2 (5%) por 24 horas. Foram
utilizados meio de cultura DMEM e DMSO como controles negativo e positivo
respectivamente. Em seguida, foram adicionados 20 yL de MTS em cada poco e
as placas incubadas em estufa por 3 horas. O calculo de viabilidade celular foi
realizado considerando as densidades opticas obtidas com o leitor de microplacas
em espectrofotdbmetro modelo Spectramax i3 (Molecular Devices, USA) em

comprimento de onda de 490 nm.

3.4.2 Citotoxicidade in vivo: peixe zebra

e Manutencao e acasalamento dos peixes:

O peixe-zebra adulto (Danio rerio) foi mantido no Laboratério de
Ecotoxicologia Aquatica da CETESB (S&o Paulo, Brasil) e na Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo (FMUSP). Os animais do Laboratério de
Ecotoxicologia Aquatica da CETESB sao alocados em aquarios plasticos contendo
agua da torneira descorada, pH entre 7 e 8, temperatura de 25 + 2°C em fotoperiodo
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de 14 horas de luz/10 horas de escuro. Eles sdo alimentados trés vezes ao dia com
comida de peixe disponivel comercialmente e Artémia.

O peixe-zebra selvagem da linha AB foi criado em Tecniplast Zebtec
(Buguggiate, Italia) em sistemas de alojamento de peixe-zebra na Faculdade de
Medicina da Universidade de S&do Paulo. Os peixes utilizados para os experimentos
foram obtidos de cruzamentos naturais e criados de acordo com métodos padrao.
Os peixes-zebra foram mantidos em grupos de 10 peixes por tanque de 3,5 L e
alimentados trés vezes ao dia com Gemma micro por Skretting (Stavanger,
Noruega). O fotoperiodo (14 horas de luz / 10 horas de ciclo escuro) e os
parametros de qualidade da agua (temperatura de 28 + 1°C; pH = 7,3 = 0,2;
condutividade de 500 a 800 uS) foram mantidos estaveis durante todo o
experimento.

Em relagdo ao acasalamento, no Laboratério de Ecotoxicologia Aquatica da
CETESB, organismos com idade entre 4-5 meses ja sdo capazes de se reproduzir.
No final do dia, os casais foram selecionados e mantidos separados em aquarios
reprodutores na proporgao de 1:2 ou 1:1 entre machos e fémeas. Os aquarios foram
mantidos arejados e no escuro até a manha do dia seguinte. No dia seguinte, os
casais foram agrupados, ainda no escuro e submetidos ao estimulo luminoso com
a ligacao do fotoperiodo. Apds esse periodo, se iniciou o ritual de acasalamento e
liberacdo de ovos. Os casais foram mantidos em reproducdo por até 1,5 hora. Os
embrides fertilizados sdo coletados e colocados em placas de Petri (maximo de 50
embrides por placa) com meio embrionario (solugdo 50 X concentrada: 14,69 g de
NaCl, 0,63 g de KCI, 2,43 g de CaCl2.H20 e 4,07 g de MgS04.7 H20 em 1 L de
agua de osmose reversa).

Na FMUSP, uma semana apds o acasalamento, machos e fémeas foram
mantidos separadamente. Para garantir a desova sincronizada, peixes adultos (3
fémeas e 3 machos) foram transferidos para gaiolas de desova plasticas (tanque
de reproducédo de 1,7 L da Tecniplast, Italia), com agua do sistema de recirculagéo,
no final do periodo diurno. Na manha seguinte, apés o comportamento natural de
desova, os animais adultos foram devolvidos ao seu tanque original. Os embrides
fertilizados foram coletados e colocados em placas de Petri (maximo de 50
embrides por placa) com meio embrionario.

Os ovos fertilizados que se desenvolveram normalmente no Laboratério de

Ecotoxicologia Aquatica da CETESB foram utilizados no teste de toxicidade aguda
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(Fish Embryo Test - FET). Ovos fertilizados que se desenvolveram normalmente na
FMUSP foram utilizados no ensaio de micro inje¢ao. Para experimentos validos, os
ovos foram obtidos apenas a partir de reprodutores com uma taxa de fertilizacdo
superior a 70%, de acordo com as diretrizes da OECD para ensaios de ovos de

peixes com embrides de peixe-zebra %021,

o Teste de toxicidade para embrides de peixes:

Neste ensaio foi realizada uma adaptacdo da norma, utilizando microplacas
invés de placas de Petri, devido ao custo elevado da produgao de grandes volumes
de AuNPs. No teste de toxicidade para embrides de peixes, 40 ovos por tratamento
foram utilizados e distribuidos em microplacas de 96 pocos. Os ovos foram
colocados em cada poco individualmente com 200 uL de solugdo de teste. Os
tratamentos utilizados foram: controle negativo (meio embrionario), controle
positivo (4 mg.L"' de 3,4-dicloroanilina), EGCG-AuNPs e seu respectivo agente
redutor foram testados nas concentragdes de 50%, 25%, 12,5%, 6,25% e 3,12%.
As microplacas foram mantidas em incubadora, na faixa de temperatura de 26 *
1°C e ciclo de fotoperiodo de 14 horas claro / 10 horas escuro, durante 96
horas 9092,

Os ensaios foram realizados em duplicata (n = 2). Os organismos foram
observados a cada 24 horas pelo microscopio invertido Olympus CK40. Na fase
embrionaria foram observados os seguintes parametros: coagulagdo de o6vulos
fertilizados, batimentos cardiacos, formacao de somitos, descolamento do botéo de
cauda do saco vitelino, ecloséo e letalidade. Apds a ecloséo, o parametro avaliado

nas larvas foi a letalidade 9091,

e Ensaio de toxicidade aguda com embrides de peixe zebra sem cérion:
A metodologia para retirar os embrides dos cérions foi baseada no protocolo
descrito em Westerfield (2007), onde foi utilizada uma solu¢do de Pronase na
concentragdo de 1 mg/ml para remover o involucro que protege o embrido. Neste
ensaio foram utilizados embrides com 24 hpf (horas pds fecundag&o) sem o coérion
e expostos a amostras NPs em diluicbes seriadas e os controles positivo e

negativo 9293
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Os grupos de embrides foram divididos em placas de 96 pogos contendo 200
pl de solugao por pogo. Foi utilizado uma placa por concentragao, sendo 1 embrido

por pogo 88,

¢ Microinjecdo em embrides de peixe-zebra:

O teste de microinjegdo em embribes de peixe-zebra foi realizado de maneira
a complementar a avaliacdo do nivel de toxicidade das AuNPs in vivo. Os ensaios
de microinjecdo avaliaram as AuNPs e o agente redutor EGCG em embrides de
Zebrafish. A microinjecao tem sido utilizada em biologia experimental com base na
administracao direta de substancias nas células para investigar seu modo de agéao
ou potencial téxico .

A diferenca entre a ensaio de microinjegdo e o FET Test, € que as
substancias podem ser administradas diretamente no embrido, e a barreira natural,
0 corion, a membrana acelular que circunda o embrido até o momento de sua
eclosdo, pode nao ser um fator que impeca a avaliagao do nivel de toxicidade de
nanoparticulas %. As agulhas de injegdo foram confeccionadas com um capilar de
vidro (vidro borossilicato, instrumento Sutter, EUA) e foram preenchidas com 10 L
de amostra por um Microloader (Eppendorf, EUA). A agulha foi colocada no suporte
conectado a uma bomba de microinjegdo pneumatica (Harvard Apparatus, EUA).
As inje¢cdes foram realizadas com auxilio de um estereomicroscépio (Nikon
SMZ1000), aumento de 80x.

De modo a acomodar os embrides durante a microinjegdo, uma solugéo de
agarose a 3% foi inserida em uma placa de Petri (90 x 15), com um molde (Z-Molds,
WPI, EUA), imobilizando e mantendo os ovos umidos. Os embriées foram coletados
apo6s 30 minutos da desova e acondicionados na placa de Petri com agua de cultivo.
As amostras foram injetadas diretamente no saco vitelinico dos embrides de
Zebrafish com apenas um estagio celular. No total, foram utilizados 40 embrides
por tratamento. Os tratamentos utilizados neste ensaio foram: controle W (agua
autoclavada); controle | (orificio causado pela microinjecdo); EGCG e EGCG-
AuNPs. O volume das amostras injetadas foi de 5 nL e os ensaios foram realizados
em quadruplicada (n=4).

Apds a microinjecao, foi realizada a transferéncia dos embrides para uma
microplaca de 24 pogos, na qual, cada pogo continha 2 mL de agua de cultivo e

receberam 5 embrides. As placas foram mantidas a 28 + 1°C em incubadora. Apos
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2 horas, os ovos coagulados e / ou sem fertilizagdo foram descartados. Os
embrides foram verificados quanto a coagulagdo, batimentos cardiacos e

malformagéo a cada 24 horas. O ensaio foi encerrado apés 96 horas.

e Avaliagao de dados FET: Peixe Zebra:

Com a porcentagem de letalidade dos organismos, a estimativa das
concentragdes que tiveram efeito em 50% dos organismos expostos foi calculada
usando o método estatistico ndo paramétrico Trimmed Spearman-Karber (Hamilton
et al. 1977) %. As taxas de eclosdo observadas nos organismos durante o teste
foram avaliadas pelo teste t de student, para verificar se as amostras apresentaram
diferencas estatisticamente significativas nos organismos em comparagdo ao
controle, com nivel de significancia de p <0,05.

Avaliagdo de microinjecdo em embrides de peixe-zebra foi realizada por
analise estatistica no software Origin 9. Os resultados foram expressos como média
* desvio padrao.

3.5 Estudo in vitro da internalizagao Celular das EGCG-AuNPs: CytoVIVA

Para a realizagao dos estudos in vitro de internalizacado celular de EGCG-
AuNPs, as linhagens celulares foram cultivadas em placas de seis pogos, em cada
poco foi colocada uma laminula de microscopia antes do plaqueamento das células,
para que as culturas celulares crescessem em cima das laminulas. Em seguida, as
placas foram incubadas em estufa a 37°C, tensdo de CO2 5%, tempo necessario
para as ceélulas atingirem a confluéncia, que varia de acordo com a linhagem
celular. Apos esse periodo as células foram expostas as amostras de EGCG-
AuNPs na proporgdo de 1:1 (v/v) nanoparticulas e meio DMEM. Em seguida,
incubadas nas mesmas condi¢cdes descritas acima durante 2 horas.

Apods a incubagao na presenca das nanoparticulas, o meio foi removido, e
as placas foram lavadas com PBS. Em seguida, foram retiradas as laminulas de
cada pocgo, as células foram fixadas com formaldeido 4% e apds a secagem em
temperatura ambiente, as laminulas foram vertidas em laminas de microscopia e
devidamente seladas com esmalte para evitar secagem excessiva e/ou

descolamento das células aderidas, levando a lise ou danos as estruturas celulares.
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Neste estudo foram obtidas imagens por microscopia hiperespectral
(microscopio modelo CytoVIVA) da linhagem celular MDA-MB 231, como mostrado

nos resultados adiante.

3.6 Radiomarcagao das Nanoparticulas de Ouro

Foram realizados dois ensaios utilizando os métodos de radiomarcacao
direta e indireta com o radionuclideo %™Tc. As nanoparticulas radiomarcadas foram
EGCG-AuUNPs (1) e EGCG-AuNPs-ASHy (lI).

3.6.1 Radiomarcacgao direta

No método de radiomarcacdo direta, 100 uL de cada amostra das
nanoparticulas de ouro, EGCG-AuNPs (I) e EGCG-AuNPs-ASHy (Il) foram
adicionados a 1 mL de solugdo de Na®*™TcO4 com atividade de 7,83 mCi (I) e 7,66
mCi (), respectivamente. A duragao da reacgéao foi de 10 minutos, em temperatura
ambiente (25°C). Para manter o **"Tc em estado de oxidagdo mais favoravel para
a incorporacgao do metal, foi adicionado cloreto estanoso (SnClz2).

Para verificar a pureza radioquimica do ensaio de radiomarcacéao direta foi
realizada a cromatografia de camada delgada (CCD). Foram feitas trés corridas de
cromatografia de camada delgada para cada amostra. Na primeira, usou-se tiras
de ITLC, na segunda papel Whatman-3 e o solvente foi metanol/acetato de ambnio

(1:1), na terceira usou-se tiras de ITLC e solugdo salina.

3.6.2 Radiomarcacgao indireta

Na radiomarcagao indireta, o radionuclideo *®™Tc foi complexado ao ligante
tricarbonil formando o complexo %°™Tc(CO)s e posteriormente adicionado as
amostras.

A duracdo da reacao foi de 1 hora. Foram testadas duas proporcoes de
solugao de radionuclideo atividade/amostra (4:1 e 2:1) para ambas as amostras.

Para a verificacdo da pureza radioquimica no método de radiomarcagao
indireta também foi realizada a CCD e cromatografia liquida de alta performance

CLAE para verificar a pureza do complexo #°™T¢c(CO)s. As fases estacionarias para
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a CCD foram tiras de papel Whatman-1 utilizando metanol como fase movel e duas
tiras de TLC-AIl para cada amostra, usando os solventes metanol e butanol para

cada uma delas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacao Fisico-Quimica das Nanoparticulas de Ouro
4.1.1 Espectrofotometria UV-Visivel

O grafico dos espectros de extingao das AuNPs sintetizadas nesse estudo e
da ASH esta apresentado na figura 11. O espectro de extingdo no UV-Visivel é
caracteristico da formacao de AuNPs no qual ha uma banda de absorcdo maxima
entre 525-540 nm.

Figura 11. Espectros de extingdo Optica das AuNPs e ASH obtidos em
espectrofotdbmetro na faixa de 230 e 900 nm.
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Fonte: BATISTA, J.G.S. (2020).
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Existem duas maneiras de preparar conjugados de ouro, ou seja, absorgao
passiva e acoplamento covalente através de um ligante. Embora seja um processo
de preparacao relativamente simples, a absor¢cdo passiva de proteinas em
nanoparticulas de ouro ndo fornece uma fixagdo permanente do revestimento
porque as moléculas podem dessorver da superficie ao longo do tempo. Além
disso, em alguns casos, as proteinas perdem suas propriedades apds serem
absorvidas para a superficie, o que pode ser causado por interagdes na estrutura
terciaria ou ligagdo do sitio ativo/sitio de ligagdo do antigeno a superficie do ouro
tornando-a inacessivel 7.

Neste trabalho, para evitar a perda de grupos funcionais, ao invés de utilizar
ligantes quimicos, geralmente toxicos, foi utilizada a radiacdo gama. A radiagcéo
gama possui energia suficiente para ionizar as moléculas, e assim formar ligagcbes
fortes na superficie das nanoparticulas de ouro. Dessa maneira, se evita o uso de
ligantes quimicos, aumenta a probabilidade de grupos funcionais e sitios de ligagao
permanecerem ativos, e ndo tem a desvantagem de proteinas do revestimento das
nanoparticulas dessorver da superficie ao longo do tempo 1478,

Na figura 11 nao foi apresentado o espectro da albumina do soro bovino
(ASB) pois as diferengas no espectro das albuminas humana e bovina ocorrem na
faixa do UV, ou seja, no caso das proteinas utilizadas, em comprimentos de onda
inferiores a 320 nm. Portanto, ndo havendo diferengas nos comprimentos de onda
do espectro visivel %,

Em uma pesquisa realizada por Flores et al. (2017) foram estudadas as
concentracdes de proteina na preparacao de AuNPs e a influéncia de albuminas
de diferentes fontes. Considerando a quantidade de proteina adicionada a
suspensao AuNPs, nenhuma mudanga de pico foi encontrada na faixa de 5 a 30
mg.mL"' de concentragdo de proteina %°. Esses resultados corroboram com o
espectro apresentado na figura 11, onde nenhuma alteragdo na interagéo
AuNP/proteina foi encontrada de acordo com as concentragdes de 0,2 a 1% (m/v)

de albumina utilizadas.
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4.1.2 Fluorescéncia — EGCG-AuNPs contendo ASB e ASH

Na figura 12 estdo apresentados os espectros de fluorescéncia das AuNPs
contendo albumina do soro bovino (ASB) e albumina do soro humano (ASH), tanto
nao irradiadas quanto irradiadas a 10 kGy em irradiador gama com fonte de °Co
(Cobalto-60). Nessa avaliagdo foram observados os residuos de triptofano,
fenilalanina, tirosina e a formacédo de bitirosina. As medidas de intensidade de
fluorescéncia foram normalizadas a partir dos valores obtidos para albumina nativa.

Por meio da observagéao dos graficos de fluorescéncia das AuNPs recobertas
com proteina, foi possivel verificar a auséncia de sinal nos principais residuos
considerados fluoréforos (triptofano, fenilalanina e tirosina) quando a albumina esta
adsorvida na nanoparticula de ouro. A albumina irradiada a 10 kGy apresentou
diminuig&o significativa nos sinais de fluorescéncia dos residuos de aminoacidos
quando comparado com a proteina nao irradiada. De acordo com os dados de
fluorescéncia apresentados por Jokar et al. (2014), a dose de 2 kGy de radiagao
ionizante é capaz de destruir a proteina, ou pelo menos o ambiente local ao redor
dos residuos de aminoacidos do triptofano, normalmente 1 kGy é suficiente para
causar a quebra da cadeia polipeptidica de albumina %.

A principal evidéncia de formacgao de ligagdes covalentes entre as albuminas
quando submetidas a irradiagdo gama é a formacéao de bitirosina. Na figura 13 esta
representada a estrutura quimica da bitirosina. No grafico (d) da figura 12, foi
observado um aumento significativo do sinal de fluorescéncia da bitirosina. E
esperado que a formacgao de bitirosina contribua com aumento da estabilidade do
recobrimento da nanoparticula 100.101

Em 1978, pesquisadores relataram o aparecimento dessa estrutura com a
catarata senil. Apesar de nao ter relagcdo com o presente estudo, os dados de
fluorescéncia (emissdo em 320/ excitagdo em 405) da bitirosina corroboraram para
identificacdo dessa ligacdo nas estruturas das EGCG-AuNPs-ASH apds a
irradiagdo, sugerindo a formagédo de ligagbes covalentes (crosslink) entre as
moléculas de proteina, contribuido assim para maior estabilidade das NPs 100. 101,
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Figura 12. Espectros de fluorescéncia dos residuos dos aminoacidos triptofano(a),
fenilalanina(b), tirosina(c) e a formagao de bitirosina(d) das amostras EGCG-
AuNPs-ASB, EGCG-AuNPs-ASBy, EGCG-AuNPs-ASH e EGCG-AuNPs-ASHYy,
utilizando a ASB e ASBy como padrao de comparagao.
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Figura 13. Estrutura quimica da molécula de bitirosina.
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Foi realizado um estudo da fluorescéncia no qual foram verificados os
espectros de excitacdo e emissao dos residuos fluoréforos da ASH antes e apdés o
processo de irradiacdo, fixando a concentracdo de EGCG-AuNPs, a dose de
radiagdo em 10 kGy e a taxa de dose de 5 kGy.h' e variando a concentragdo de
ASH (1%, 0,5% e 0,1% m/v). Os fluoréforos analisados foram: bitirosina, tirosina,
triptofano e fenilalanina.

Na figura 14 estdo apresentados os espectros de fluorescéncia de emissao
e excitagcao da bitirosina e tirosina e na figura 15 os espectros do triptofano e da

fenilalanina.

Figura 14. Espectros de fluorescéncia de emissdo e excitagdo da bitirosina e
tirosina das amostras ASH e EGCG-AuNPs-ASH antes e apds a irradiacdo na dose
de 10 kGy e a taxa de dose de 5 kGy.h™".

Bitirosina Tirosina

100 100 H

80 80

60 60

%
%

40+ 40+

20 20

T T T T T T T T T T T T
250 300 350 400 450 500 250 300 350 400 450 500

Comprimento de Onda (nm) Comprimento de Onda (nm)
——HSA 1% Control —— ECGC_AuNP HSA 1% Control
—— HSA 1% 10kGy ——ECGC_AuNP HSA 1% 10kGy
——HSA 0,5% Control —— ECGC_AuNP HSA 0,5% Control
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——HSA 0,1% Control —— ECGC_AuNP HSA 0,1% Control
——HSA 0,1% 10kGy —— ECGC AuNP HSA 0,1% 10kGy

Fonte: BATISTA, J.G.S. (2020).

Com base nos espectros de fluorescéncia das AuNPs recobertas com ASH
(figuras 14 e 15), foi possivel verificar a diminuigdo ou auséncia de sinal nos
principais residuos considerados fluoroforos (triptofano, fenilalanina e tirosina)
quando a albumina esta adsorvida na nanoparticula de ouro. A albumina irradiada

a 10 kGy apresentou diminuicdo significativa nos sinais de fluorescéncia dos
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residuos de aminoacidos quando comparado com a proteina nao irradiada. Como
evidenciado por Jokar et al. (2014), a dose de radiagao ionizante foi capaz de
destruir os residuos dos aminoacidos fluoréforos da albumina, levando a diminuigao
do sinal observada nos espectros de fluorescéncia . A degradagéo causada pela
radiagao ionizante pode interferir na aplicagao final das nanoparticulas. Pois os
sitios de ligagdo das moléculas podem estar ausentes ou diminuidos. Para
aplicagbes complexas como entrega controlada de farmacos em alvos moleculares
especificos, tais como receptores celulares, se faz necessario testar a capacidade
de ligacédo das nanoestruturas em questao, inclusive a capacidade de carreamento

da proteina me relacao a estrutura proteica nativa.

Figura 15. Espectros de fluorescéncia de emissdo e excitagdo da bitirosina e
tirosina das amostras ASH e EGCG-AuNPs-ASH antes e apds a irradiacdo na dose
de 10 kGy e a taxa de dose de 5 kGy.h-1.
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—— HSA 0,1% Control —— ECGC_AuNP HSA 0,1% Control
—— HSA 0,1% 10kGy —— ECGC AuNP HSA 0,1% 10kGy

Fonte: BATISTA, J.G.S. (2020).

Nao foi possivel obter o inicio do espectro de emissao do triptofano devido a
limitacdo do que equipamento, no qual o limite inferior do espectrofotometro é de
230 nm.
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4.1.3 Rendimento da Sintese por Espectroscopia de Emissdao Optica por
Plasma Acoplado Indutivamente (ICP OES)

Os valores obtidos neste ensaio estdo apresentados na tabela 1.

Tabela 1. Valores obtidos por ICP OES da concentracado e % de Au nas solugdes
durantes as etapas de sintese.

Amostras [Au] pg.mL"" %
[Au] Inicial 146,7 100,00
1° sobrenadante 76,7 52,28
2° sobrenadante 21,6 14,72
EGCG-AuNPs 47,6 32,45

Fonte: BATISTA, J.G.S. (2020).

A concentragéo inicial de Au no momento da sintese foi de 146 yg.mL". A
concentragao final de Au apoés todas as etapas da sintese foi de 47,6 ug.mL', no
qual o rendimento médio calculado foi de 32,45%, considerando que 99,45% do
Au®* foi reduzido formando EGCG-AuNPs. A perda calculada foi de 67,01%, devido
as etapas de purificagcado por centrifugagao, e a perda residual foi de 0,55%.

Nesse aspecto, o rendimento na sintese de AuNPs pelo método
padronizado, no qual as nanoparticulas foram duplamente centrifugadas, levou a
um rendimento relativamente baixo. No entanto, as AuNPs residuais podem ser
utilizadas em outras aplicagdes que ndo exijam um sistema monodisperso, por
exemplo, na area cosmética e em dispositivos eletrbnicos como sensores para

aplicagdes biomédicas.
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4.1.4 Espalhamento de luz dinamico (DLS) e Potencial Zeta

Na figura 16 estéo representados os graficos com variagao de tamanho por
DLS e de Potencial Zeta das AuNPs em relagédo a concentragéo de albumina ASH.

Com base nos resultados foi determinada a faixa de concentragao adequada
de ASH para a sintese das EGCG-AuNPs-ASHYy, que foi de 0,2 a 0,5 mg.mL"".
Também foi observada diminuigao dos valores de Potencial Zeta de - 41 mV para
-31 mV, ndo ocorrendo perda significativa de estabilidade por repulséo eletrostatica.
Ainda foi observado o ponto de equilibrio entre adsor¢cdo de ASH e aumento de
tamanho das AuNPs. Apds a adigao de 1,4 mg/mL de ASH as AuNPs apresentaram

aumento maximo de tamanho por DLS, aproximadamente 100 nm.

Figura 16. Curva de variagdo de tamanho por DLS (vermelho) e do Potencial Zeta
(azul) das AuNPs em relagao ao aumento da concentragcdo de ASH.
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Fonte: BATISTA, J.G.S. (2020).
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Na tabela 2 estdo apresentados os valores obtidos pela técnica de DLS e
Potencial Zeta das nanoparticulas EGCG-AuNPs e EGCG-AuNPs-ASH-y.

Tabela 2. Valores obtidos por DLS e Potencial-Z das EGCG-AuNPs e EGCG-
AuNPs-ASH-y.

ESPALHAMENTO DE LUZ DINAMICO (DLS) E POTENCIAL ZETA

Tamanho o (nm)

Amostras Z-Average IPd ;ottenm\all
Intensidade  Volume NUmero eta (mV)

EGCG- 20,00 £ 5,79 15,83+4,64 13,37 +3,29 18,12 0,097 -412+6

AuNPs

EGCG-

AuNPs- 28,26 £8,87 2146+6,60 17,90+4,51 25,33 0,108 -36,9+4

ASHy

Fonte: BATISTA, J.G.S. (2020).

Os dados apresentados na tabela 2 demonstram que o método de sintese
estababelecido neste trabalho foi eficiente na obtengdo de AuNPs com estreita faixa
de tamanho. Esta caracteristica esta relacionada ao baixo indice de polidispersao
(IPd) obtido para ambas nanoparticulas, sendo 0,097 e 0,108 para EGCG-AuNPs
e EGCG-AuNPs-ASHYy respectivamente. Este dado também evidencia que ndo ha, mesmo
que em pequenas quantidades, nanoparticulas com tamanho hidrodinamico superior a 35
nm, representado pelo valor obtido por intensidade. Pois um numero pequeno de
nanoparticulas grandes em suspensdo pode espalhar luz com uma intensidade muito
elevada, mesmo que a concentragdo de pequenas nanoparticulas em suspensdo seja
predominante em relacio as particulas maiores.

Na figura 17 sdo mostrados os graficos de distribuicdo de tamanho obtidos
por DLS. Nesses graficos sdo comparadas as amostras de EGCG-AuNPs e EGCG-
AuNPs-ASH-y em relacdo a intensidade, volume e numero. E evidente o
deslocamento no sentido de aumento de tamanho das nanoparticulas nas amostras
recobertas com albumina em relagdo as nanoparticulas sem adigdo de proteinas

nas 3 formas de medidas obtidas.
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Figura 17. Distribuicdo de tamanho obtidos por DLS. Comparagdo entre as
amostras de EGCG-AuNPs e EGCG-AuNPs-ASHy em relacdo a intensidade,

volume e numero.
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Fonte: BATISTA, J.G.S. (2020).

As medidas de tamanho de particula por DLS podem ser obtidas nas formas

de intensidade, volume ou numero de nanoparticulas. Para a possivel aplicacéo a

qual as AuNPs estao sendo desenvolvidas nesse trabalho, o tamanho de interesse

varia entre 10 e 45 nm. Particulas menores que 10 nm s&o mais facilmente

excretadas na urina; particulas entre 10 e 50 nm, podem apresentar tempo de

biodistribuicao

intermediario. No entanto de acordo com a morfologia e

caracteristicas da superficie podem induzir a fagocitose por macrofagos, o que
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pode acarretar em acumulo nos 6érgaos de metabolizagdo e maturagdo de
leucdceitos como o figado e o bago respectivamente. Nanoparticulas maiores
tendem a circular mais lentamente, ou seja, quanto maior o tamanho da
nanoparticula maior o tempo de biodistribui¢do, além de aumentar a probabilidade
de acumulo em determinados orgos e tecidos %2,

O Z-Average € a média de tamanho obtida por DLS, esse dado somente
dever ser utilizado quando 100% do sinal é referente a um Unico pico. O indice de
Polidispersédo (IPd) representa a variagdo de tamanho em uma populagdo de
nanoparticulas. Quanto menor o indice de polidispersdo, menor € a variagao de
tamanho, ou seja, menos polidispersa é a suspensdo coloidal. O indice de
polidispersao (IPd) aceito para possivel aplicagcdo das AuNPs nesse estudo foi <
0,25, no qual a variagdo de tamanho das AuNPs n&o ultrapassa o os limites de
tamanho desejado. Foi realizado um estudo de estabilidade das AuNPs em relacao
ao pH e concentracao de NaCl.

Na figura 18 sdo apresentadas as curvas de tamanho x pH e tamanho x
[NaCl]%.

Figura 18. Curvas de tamanho das EGCG-AuNPs x pH (a) e tamanho x [NaCl](b).
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Fonte: BATISTA, J.G.S. (2020).
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De acordo com os resultados obtidos, foi observado que as EGCG-AuNPs
nao apresentaram diferenca significativa de tamanho por DLS na faixa de pH de 11
a 7,5. Na faixa de pH entre 5,5 e 4 as particulas apresentaram aumento de
tamanho, que pode ser explicado pela perda parcial de cargas negativas em pH
levemente acido, levando a aglomeragao leve sem perda total da estabilidade por
repulsao eletrostatica. Ja em pH inferior a 4 as AuNPs perdem a estabilidade e
ocorre aglomeracgao.

Na faixa de pH entre 6,5 e 6 ocorre o inicio do evento de aglomeracao, este
valor de pH pode levar a uma aglomeragdo moderada sem perda da estabilidade.
O ambiente tumoral apresenta pH nessa faixa, o que pode ser um fator positivo, no
qual as nanoparticulas tendem a aglomeracdo, o que leva a um maior tempo de
retengdo destas nanoestruturas no ambiente tumoral. Portanto, as AuNPs
desenvolvidas neste trabalho apresentam uma caracteristica de resposta em pH
tumoral que pode ser explorada em terapias ou diagndsticos que alvejam tumores
soélidos 103

Quanto a adicdo de NaCl, as EGCG-AuNPs apresentaram tamanho estavel
por DLS até a concentracéo de 4% de NaCl. Em 5% comegaram a apresentar
aumento de tamanho, e acima de 5% as nanoparticulas perderam a estabilidade e
se aglomeraram. Os fluidos bioldgicos possuem 0,9% de NaCl, nessa condigao as
nanoparticulas se mostraram estaveis, fator que contribui com a possivel aplicacéo.
Todavia, o fato destas AuNPs suportarem altas concentragbes de NaCl é uma
informacéao relevante nos processos de radiomarcagao e desenvolvimento de kits
liofilizados. Nessas situagcbes geralmente ocorrem alteragdes na forga ibnica do
meio, 0 que poderia levar ao colapso de nanoparticulas sensiveis a concentragdes
de sais ou solutos superiores as encontradas nos fluidos fisiolégicos.

Também foi verificada a estabilidade das EGCG-AuNPs-ASH-y em relagao
ao pH e adicao de NaCl. Nao foi observada alteracdo em relagao a adicao de NaCl.
No entanto, em relagdo ao pH as EGCG-AuNPs-ASH-y mostraram ser mais
estaveis do que as nanoparticulas sem albumina, apresentando menor aumento de
tamanho até pH 5 comparado com a amostra EGCG-AuNPs. Na figura 19 é

apresentada a curva de tamanho por DLS x pH das EGCG-AuNPs-ASHY.
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Figura 19. Curva de tamanho (nm) x pH obtida por DLS das EGCG-AuNPs-ASHY.

220
| —— EGCG-AuNP-ASH |

200
180 -
160 -
140 4
120 4

100

Z-Average @ (hm)

80
60 - 1/

0{ e

20

11 10 9 8 7 6 5 4 3

Fonte: BATISTA, J.G.S. (2020).

O uso da radiagao ionizante na sintese de nanoparticulas de ouro apresenta
algumas vantagens relevantes em relagao a estabilidade. Em um estudo realizado
por Freitas (2020) a estabilidade ao longo do tempo (apds 30 dias) das AuNPs
sintetizadas pela via radioliticas n&o apresentou alteragdes de tamanho relevantes,
enquanto alguma agregacdo foi observada para as particulas reduzidas com
EGCG. A falta de estabilidade, também foi observada em meio de alta forca

idnica 8.
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4.1.5 Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET)
Na figura 20 estdo apresentadas duas imagens de MET das EGCG-

AuNPs(a) e EGCG-AuNPs-ASHy(b).

Figura 20. Imagens obtidas por MET, magnificacdo de 60kx: (a) EGCG-AuNPs e
(b) EGCG-AuNPs-ASHY.
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Fonte: BATISTA, J.G.S. (2020).

Foi observada morfologia predominantemente esférica em ambas as
amostras. O recobrimento das nanoparticulas na imagem (b) & perceptivel, o que
nao é visto em (a), na qual ndo ha proteina.

O didmetro médio das nanoparticulas foi determinado por meio das
ferramentas do software DigitalMicrographiGMS3®, o mesmo utilizado para
aquisicdo das imagens. Antes de obter as medidas das nanoparticulas, as
ferramentas do software séo calibradas de acordo com a magnificagao da imagem.
Para a obtencdo da média foram feitas as medicdes em 400 nanoparticulas para
cada amostra, utilizando critérios pré-definidos descritos anteriormente (3.3.5).

A figura 21 esta representada a forma de obten¢édo das medidas obtidas por

meio do software DigitalMicrographiGMS3®.
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Figura 21. Imagem obtida por MET de EGCG-AuNPs e a obtencédo do didametro
médio das nanoparticulas aferido com a utilizagdo das ferramentas do software
DigitalMicrographiGMS3®.
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Fonte: BATISTA, J.G.S. (2020).

Por meio desta técnica foi possivel obter o diametro médio das particulas.
(@ core - termo inglés relativo a centro, nucleo etc.); a espessura do recobrimento

das EGCG-AuNPs-ASHy (2 medidas/particula); ndo foram obtidas medidas de
particulas sobrepostas e nem das que estavam nos limites periféricos das imagens.
Foram contadas no total 400 nanoparticulas e as AuNPs foram consideradas
esféricas para efeito de calculo.

Para obter melhores resolugdes das nanoparticulas que continham
albumina, as amostras foram recobertas com acetato de uranila - UO,(CH;COO)s,.
O acetato de uranila além de ser utilizado como agente de contraste para obtengao
de imagens de estruturas biolégicas e outros materiais de baixo contraste em MET,
esse composto também ajuda a diminuir a decomposi¢cao de amostras sensiveis
ao feixe de elétrons durante a aquisigdo das imagens.

Na figura 22 sdo apresentadas imagens de MET em diferentes contrastes
entre EGCG-AuNPs (a) e EGCG-AuNPs-ASHy (b), (c) e (d), sendo a ultima
recoberta com acetato de uranila.
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Figura 22. Imagens obtidas em microscopia eletrbnica de transmissao
(magnificagao 240kx para a, b, c e 200kx para d: (a) EGCG-AuNPs, (b) e (c) EGCG-
AuNPs-ASHy em diferentes contrastes do equipamento; (d) EGCG-AuNPs-ASHy
recoberta com acetato de uranila (UO,(CH;COO),.

Fonte: BATISTA, J.G.S. (2020).

O recobrimento da EGCG-AuNPs-ASHy com UO,(CH;COO), permitiu
melhor observacgéao, tanto da morfologia como da extensdo do recobrimento com
albumina das AuNPs. Por meio do software DigitalMicrographiGMS3®, foram
obtidas as médias dos valores de tamanho das AuNPs (core metalico) e a
espessura do recobrimento proteico (shell). Com base no tamanho de uma
molécula de albumina nédo é possivel inferir a formagédo de uma monocamada
proteica. Nao foi verificada experimentalmente a possibilidade de acomodacgéo ou
sobreposi¢cao de mais de uma camada de moléculas de albumina ao redor do core
metalico. Na tabela 3 sdo apresentados os dados obtidos por meio da técnica de
MET.
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Tabela 3. Valores dos parametros medidos por meio das ferramentas do software
DigitalMicrographiGMS3® na avaliagdo de imagens de microscopia eletronica de
transmissao (MET) das nanoparticulas de ouro funcionalizadas com albumina via
radiacdo gama (EGCG-AuNPs-ASHY).

EGCG-AuNPs-ASHy o médio nm Desvio Padréao

Core 18,61 2,10
Recobrimento 20,28 7,22
Total 38,89 9,32

Fonte: BATISTA, J.G.S. (2020).

As imagens obtidas em MET fornecem informagdes sobre a morfologia e as
dimensdes das AuNPs. Quando comparados os valores de tamanho obtidos por
DLS (tabela 2) e MET, o tamanho do core metalico ndo apresentou diferenca
significativa entre o Z-Average (18,12 nm) e o @ médio (18,61 nm) obtidos por DLS
e MET respectivamente. Em relacdo ao recobrimento com albumina as medidas
foram significativamente diferentes, no DLS foi de 25,33 nm e em MET 38,9 nm.
Essa diferenga nas medidas pelas diferentes técnicas € justificada pelo fato das
imagens em MET serem obtidas em um sistema apds secagem das nanoparticulas
nas grades, ja os dados por DLS sao obtidos em um sistema hidrodinamico, no qual
as AuNPs estdo em suspensao no meio e, as proteinas na superficie das
nanoparticulas encontram-se solvatadas '%. Na tabela 4 sdo apresentados os
dados obtidos por meio da técnica de MET.
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Tabela 4. Valores dos parametros medidos por meio das ferramentas do software
DigitalMicrographiGMS3® na avaliagdo de imagens de microscopia eletrénica de
transmissao das nanoparticulas de ouro.

ace_Aups AsHy ORI Demdio Ralo om voume
Core 18,61 2,10 9,31 805,81 3375,35
Recobrimento* 5,69 0,99 2,85 23,03 96,48
Total 28,89 2,79 14,44 3013,30  12622,07

*No caso do recobrimento as medidas sao relativas a espessura.

Fonte: BATISTA, J.G.S. (2020).

A média do @ do core foi utilizada para calcular e inferir o volume médio do

core, a média do numero de atomos de Au/nanoparticula, a média da massa em ug
e em mol de Au/nanoparticula. Para tanto, foi utilizado o volume da célula unitaria
da estrutura cristalina do ouro, que € aproximadamente 6,786774.10-2° m?, sendo
essa estrutura cristalina cubica de face centrada (CFC), cuja célula unitaria possui
4 atomos de Au. A tabela 5 mostra os valores inferidos por meio da manipulagao

matematica.
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Tabela 5. Valores obtidos utilizando os parametros aferidos por MET das AuNPs e

o volume da célula unitaria da estrutura cristalina do ouro.

MEDIDAS VALORES
Volume médio de AuNPs em nm?® (MET) 3,375.10°%
Volume da célula unitaria de Au CFC nm3 (tedrico) 6,787.10%°
N° médio de células unitarias/nanoparticula (inferido) 4,973.10'6
N° médio de atomos de Au/nanoparticula (inferido) 1,9891.10"
Massa média em ug Au/nanoparticula (inferido) 6,5.10""
N° de mols de Au/nanoparticula (inferido) 3,3.107

Fonte: BATISTA, J.G.S. (2020).

Utilizando os dados obtidos por ICP OES, descrito na sessédo 4.1.3 e a

massa média das AuNPs obtida acima, foi inferido a concentragao e a molaridade

de EGCG-AuNPs por mililitro de solugao. Os valores sao apresentados na tabela 6.

Tabela 6. Valores obtidos por ICP OES para concentragdo de Au contido na
solucdo de EGCG-AuNPs e valores inferidos da concentracdo de nanoparticulas.

MEDIDAS VALORES
[Au] ug.mL-" (ICP) 47,6
[Au] mol.mL"" (ICP) 2,4.107
[EGCG-AuUNPs] ug.mL™" (inferido) 7,323.10™
[EGCG-AuNPs] mol.mL-" (inferido) 1,217.10712

Fonte: BATISTA, J.G.S. (2020).
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4.1.6 Eletroforese SDS-PAGE

Os dados obtidos por eletroforese em gel (SDS-PAGE) corroboram com a
formacao de ligagdes covalentes (bitirosina) entre as moléculas das nanoparticulas
apos irradiagao. O gel resultante da eletroforese é apresentado na figura 23.

Figura 23. Eletroforese com gel de poliacrilamida 12% das amostras de ASH-0,1%
(1A); ASHy-0,1% (2A); ASH-0,5% (1B); ASHy-0,5% (2B); EGCG-AuNPs-ASH-
0,1% (1C); EGCG-AuNPs-ASHy-0,1% (2C); EGCG-AuNPs-ASH-0,5% (1D);
EGCG-AuNPs-ASHy-0,5% (2D); EGCG-AuNPs (C=Controle) e marcador com
pesos moleculares conhecido (M).

Fonte: BATISTA, J.G.S. (2020).

Neste ensaio foi possivel observar a retengdo das amostras submetidas a
irradiagdo gama na origem do gel de poliacrilamida. Isso significa que essas
amostras nao eluiram através do gel quando o campo elétrico foi aplicado, o que
sugere aumento de tamanho e formagao de nanoparticulas proteicas. Trata-se de
um sistema denaturante, ou seja, as proteinas com estrutura terciaria ou
quaternaria estdo desenoveladas, assim, apresentam apenas estruturas primarias

elou secundarias, promovendo a permeagao dessas moléculas no gel. Isso pode
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ser observado nas amostras néo irradiadas (1A, 1B, 1C e 1D), as quais migraram
com facilidade através do gel durante a corrida eletroforética (peso molecular ~67
kDa). A amostra C (controle), demonstra impossibilidade de permeagao em gel de
poliacrilamida 12% das nanoparticulas de ouro (EGCG-AuNPs).

Caso o recobrimento proteico fosse apenas uma adsorcdo promovida por
interagcbes ou ligagbes fracas, todas as amostras apresentariam alguma
permeacgdo, mas a retengao na origem sugere a formagao de ligagcdes covalentes,
o que reforga a ocorréncia de reticulagcdo entre as moléculas proteicas das
amostras irradiadas (2A, 2B, 2C e 2D) evidenciado pela formagao de bitirosina
discutida anteriormente nos ensaios de fluorescéncia.

Portanto, a radiac&o ionizante pode ser utilizada para reticular recobrimentos
proteicos em nanoparticulas de ouro se a adicdo de agentes reticulantes quimicos.
Esses resultados corroboram com o estudo realizado por Flores et al. (2017), no
qual a radiacao ionizante foi utilizada para recobrir AUNPs por meio da reticulagao

de proteinas em sistema multicamada 1.

4.2 Avaliacao da Citotoxicidade
4.2.1 Citotoxicidade in vitro

e Método de absorgao de vermelho neutro:

O teste de citotoxicidade in vitro minimiza o uso de animais de laboratério. E
O primeiro passo a ser realizado para avaliar o nivel de toxicidade de qualquer
material para uso em dispositivos biomédicos %*. Os testes de citotoxicidade
possibilitam encontrar a concentragao capaz de inibir 50% do total de células
viaveis (concentragao inibitoria - ICso).

Os resultados da citotoxicidade do agente redutor e da respectiva

nanoparticula de ouro s&o apresentados na figura 24.
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Figura 24. Curvas de viabilidade celular (%) em funcdo da concentracéo das
nanoparticulas EGCG-AuNPs e o respectivo agente redutor EGCG no ensaio de
citotoxicidade pelo método de incorporacdo do vermelho neutro em células do
tecido conjuntivo de camundongo, linhagem NCTC-L929 (CCIAL 020)
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Fonte: BATISTA, J.G.S. (2020).

Foi possivel obter ICso do fitoquimico epigalocatequina-3-galato (EGCG),
aproximadamente 98,5%, o que corresponde a concentragio de 361 ug.mL'. As
nanoparticulas de ouro obtidas com o fitoquimico (EGCG-AuNPs) nao
apresentaram toxicidade nas concentragdes testadas. Foram utilizados o PEAD e
o latex de borracha como controles negativo e positivo, respectivamente.

Na figura 25 sdo apresentas as curvas de viabilidade celular (%) das
nanoparticulas de ouro com e sem 0 recobrimento proteico, antes e apds a

irradiacéo na dose de 10 kGy.
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Figura 25. Curvas de viabilidade celular (%) em funcdo da concentracdo das
nanoparticulas EGCG-AuNPs sem proteina, com ASB e ASH, irradiadas a 10 kGy,
nao irradiadas e, os controles negativos (PEAD) e positivo (latex) no ensaio de
citotoxicidade pelo método de incorporacdo do vermelho neutro em células do
tecido conjuntivo de camundongo, linhagem NCTC-L929 (CCIAL 020).
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Fonte: BATISTA, J.G.S. (2020).

De acordo com os resultados obtidos, nao foi possivel obter a ICso, ou seja,
as amostras nao apresentaram citotoxicidade aguda in vitro nas concentragoes
testadas para essa linhagem celular murina segundo a norma ISO 10993-5 (ISO
2009) 8. As nanoparticulas de ouro sem albumina (EGCG-AuNPs irradiada)
apresentou maior viabilidade celular em todas as concentragdes em relacdo a
EGCG-AuNPs néo irradiada, esse resultado pode significar que o fitoquimico
EGCG, que apresentou citotoxicidade quando testado isoladamente (Figura 24),
sofreu alteragcbes em sua composicao quando submetido a radiagao ionizante, na

dose de 10 kGy, diminuindo seu potencial citotéxico pelo método de incorporagéo
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do vermelho neutro em células do tecido conjuntivo de camundongo, linhagem
NCTC-L929 (CCIAL 020).

Todas as amostras apresentaram viabilidade celular acima de 50%. Esses
dados corroboram com dados encontrados na literatura sobre a biocompatibilidade
de nanoparticulas de ouro. Ja a albumina é uma das principais proteinas
plasmaticas e a sua toxicidade esta mais relacionada a rea¢des imunolégicas do

que a toxicidade intrinseca da proteina 102106

e Método colorimétrico do MTS:

A avaliagdo da citotoxicidade pelo método colorimétrico do MTS foi realizada
utilizando trés linhagens celulares: V79-4 (células de tecido pulmonar de hamster
chinés macho); MDA-MB 231 (carcinoma de mama humano) e PC3 (cancer de
préstata humano). Foram utilizados meio de cultura DMEM e DMSO com controles
negativo e positivo, respectivamente. Na figura 26 estdo apresentados os dados de
viabilidade celular das linhagens expostas as nanoparticulas de ouro na proporgéo
1:1 (NPs:DMEM).
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Figura 26. Grafico da viabilidade celular pelo método colorimétrico do MTS das
linhagens celulares V79-4 (células de tecido pulmonar de hamster chinés macho);
MDA-MB 231 (carcinoma de mama) e PC3 (cancer de prostata humano), expostas
as nanoparticulas de ouro (EGCG-AuNPs) na proporcao 1:1 (NPs:DMEM) e aos
controles negativo e positivo, DMEM e DMSO respectivamente.
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Fonte: BATISTA, J.G.S. (2020).

Com base nos resultados obtidos, as EGCG-AuNPs ndo apresentaram
toxicidade aguda pelo método colorimétrico do MTS, nas linhagens celulares
testadas. A linhagem de cancer de prostata humano apresentou viabilidade celular
acima de 50%, mesmo expostas a 100% de DMSO (controle negativo). Esse dado
corrobora com os dados encontrados na literatura, nos quais a linhagem PC3 é de
facil cultivo e apresenta resisténcia mesmo na auséncia de condigbes de
homeostase.

E valido destacar que a n3o toxicidade das AuNPs tanto em células sadias
como em células tumorais corrobora com a potencial aplicacdo na terapia e

diagndstico, no entanto é preciso verificar se as AuUNPs possuem maior afinidade
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pelas células tumorais em relacao a células saudaveis, podendo ser direcionadas
a sitios especificos como os receptores superexpressos por células tumorais,

permitindo assim aplicagdes sistémicas e ndo somente intratumorais 102106,

4.2.2 Toxicidade in vivo: peixe zebra - Zebrafish

Os ovos de peixe-zebra fertilizados foram expostos a cinco concentracoes
de EGCG-AuNPs e seu respectivo redutor EGCG por 96 horas. A primeira
concentragao testada das nanoparticulas e do agente redutor € equivalente a 50%
da concentracéo inicial diluida em 50% de meio. Assim, as concentragdes iniciais
de Au (ICP) e seu agente redutor foram de 18 ug.mL"' e 183 yg.mL-' para EGCG-
AuNPs e EGCG.

A mortalidade embrionaria no controle negativo foi inferior ou igual a 10% e
100% dos embrides no controle positivo foram considerados mortos no final do
periodo de exposi¢ao, conforme exigido para a validade do teste. A figura 27 é
apresentado os valores das médias e o desvio padrao da taxa de letalidade (%) de

acordo com a concentragdo das amostras.
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Figura 27. Taxa de letalidade do peixe-zebra no estagio embrido-larval exposto
EGCG e EGCG-AuUNPs durante periodo de 96 horas.
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Fonte: BATISTA, J.G.S. (2020).

A exposicao do embrido as amostras de EGCG e EGCG-AuNPs nao resultou
em um aumento na taxa de letalidade, que foi inferior a 20%. Nao foram observadas
malformagdes no desenvolvimento dos organismos em todas as amostras testadas
independentemente da concentragdo. O grupo controle, apesar de n&o conter
amostras (AuNPs ou EGCG) apresentou letalidade préxima de 10%, tratando-se
de ensaios bioldgicos o valor encontra-se dentro das normas estabelecidas, que
consideram até 10% de letalidade, mesmo nos grupos controle, um valor aceitavel,
devido a variabilidade entre os organismos %.

A eclosao tem sido amplamente utilizada como parametro no estagio
embrionario dos peixes %2. No presente estudo, foi observado o atraso na incubagéo
do peixe-zebra. A exposi¢cao dos embrides ao fitoquimico EGCG na concentracéo
de 92,5 ug.mL-' mostrou diferenga estatistica na taxa de eclosdo em relagdo ao
controle, no periodo de 96 horas como apresentado na tabela 4 e na figura 28. Nas
demais concentragbes de EGCG nao houve diferenga estatisticamente significativa

em comparacao ao controle.
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Tabela 7. Taxa de eclosao de larvas de peixe zebra as 48, 72 e 96 horas durante
a exposicao ao EGCG.

EGCG Eclosiio (%)
(hgml) 48 h 72 h 96 h
0 11.1 (0) 100 (0) 100 (0)
11.54 12.5 (0.5) 97 (4.2) 97 (4.2)
23.12 20 (0.8) 87.3 (9.5) 98.6 (1.9)
46.25 2.7 (0.2) 11.6 (12.6) 57.5 (18.4)
92.5 0 (0) 0 (0) 1.3% (1.8)
185 0 (0) 0 (0) 0 (0)

Fonte: BATISTA, J.G.S. (2020).

Figura 28. Imagens obtidas por microscopia Optica: (A) Larva controle tratada
eclodiu com 96 horas pos fecundagao (hpf); (B) o embridao exposto ao fitoquimico
EGCG na concentragdo de 92,5 ug.mL™' nédo eclodiu com 96 hpf, mostrando o
atraso significativo na ecloséo das larvas de peixe zebra.

Fonte: BATISTA, J.G.S. (2020).

Sabe-se que os sinais fisicos e quimicos detectados pelo embrido ativam a
producdo da enzima relacionada a eclosédo (corionase), que degrada a camada
interna do coérion e permite movimentos que proporcionam o evento de ecloséo.

Diferentes mecanismos toxicos podem justificar atrasos na eclosao ou falha, como
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a inducédo de fungdo anormal da enzima corionase e/ ou a incapacidade de larvas
emergentes de romper as cascas dos ovos 107-109,

Alguns metais podem inibir o processo de incubagdo de peixes %8, Dave e
Xiu (1991) relataram o atraso na eclosao de embrides de Danio rerio (peixe zebra)
expostos ao cobre e niquel. Os autores sugerem que o cobre pode inativar a enzima
corionase e causar disturbios osmaéticos que também podem afetar os movimentos
musculares necessarios para quebrar o ovo. O atraso do nascimento do peixe
zebra também foi verificado por outros autores em estudos posteriores 110-113,

Os embrides de peixe-zebra absorvem compostos do meio através da pele
e branquias nos estagios embrionarios 4. No entanto, a penetragéo de substancias
através do corion pode variar dependendo das propriedades do composto e da
atragdo eletrostatica entre as substancias e o corion 5. Devido a essa
permeabilidade limitada do cérion, o teste de toxicidade de embrides de peixes
pode resultar em falsos-negativos '%°, o que justifica realizar ensaios de FET com
a remocao enzimatica do coérion e o ensaio modificado, no qual as amostras foram

micro injetadas dentro do saco vitelinico.

e Ensaio de toxicidade aguda com embrides de peixe zebra sem cérion:

No ensaio de toxicidade aguda com embrides de peixe zebra sem cérion
(adaptacao do FET na qual o invélucro do embrido de peixe zebra foi com removido
com a utilizagdo da enzima pronase). Esse teste serviu para compreender a
influéncia do corion em relagao a toxicidade as AuNPs.

Na tabela 8 sao apresentados os dados de letalidade percentual em relacéo
a concentragdo de EGCG-AuNPs em comparacdo com o controle negativo
(meio MS).
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Tabela 8. Resultados obtidos do ensaio de toxicidade aguda com embrides de
peixe zebra sem corion.

EGCG-AuNP Letalidade
Controle Meio MS 4 (7%)
3,12% 14 (23%)
6,25% 19 (32%)
12,5% 20 (33%)
25% 14 (23%)
50% 16 (27%)
100% 14 (23%)

Fonte: BATISTA, J.G.S. (2020).

O método estatistico ndo paramétrico Trimmed Spearman-Karber (Hamilton
etal., 1977) é usado para calcular a CLso %. Na figura 29 esta apresentado o grafico
apos analise estatistica do ensaio de toxicidade aguda com embrides de peixe
zebra sem coérion. Neste ensaio nao foi possivel encontrar a CLso para EGCG-
AuNPs, o que sugere que as nanoparticulas ndo apresentaram toxicidade nas

concentracdes testadas.

Figura 29. Taxa de letalidade do peixe-zebra no estagio embrido-larval sem cérion
exposto as EGCG-AuNPs durante periodo de 96 horas.
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Fonte: BATISTA, J.G.S. (2020).
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Em comparacédo com o FET tradicional, no ensaio de toxicidade aguda com
embrides de peixe zebra sem corion ocorreu um ligeiro aumento da letalidade,
ultrapassando 30% nas concentracdes de 6,25 e 12,5%, sendo que todas as
concentragdes apresentaram mortalidade acima de 20%. No FET tradicional as
EGCG-AuNPs nao atingiram 10% nas concentrag¢des testadas. Portanto, o cérion
desempenha uma funcio protetora importante frente a interagao nanoparticulas-
embrido. Provavelmente, as EGCG-AuNPs nao interferem nas fungdes de troca

gasosa e nutrientes desempenhadas pelo cérion dos embrides 3.

¢ Microinjecdo em embrides de peixe zebra:

Os embrides foram expostos a solucdes coloidais de EGCG-AuNPs e ao
fitoquimico EGCG durante 96 horas. As concentracdes dos AuNPs sao relativas ao
Au metalico (ICP-OES). As concentragdes testadas foram de 36 ug.mL' e 370
ug.mL" para EGCG-AuNPs e EGCG, respectivamente. A mortalidade de embrides
no controle utilizando agua e controle de inje¢ao foi inferior a 20%. Na figura 30 sédo

apresentados os dados de média e desvio padrao da taxa de letalidade (%).

Figura 30. Ensaio modificado de FET por microinjecdo em embrides de peixe zebra
expostos a concentragao de EGCG-AuNPs e EGCG, bem como controles: controle-
H20) e controle por les&o da microinjeg&o).
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Fonte: BATISTA, J.G.S. (2020).
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A letalidade dos organismos para ambas as amostras foi inferior a 50%,
resultado diferente do FET tradicional. Possivelmente, o fitoquimico EGCG possui
maior interagdo com o exterior do corion, impedindo a troca de gases, causando
atraso no desenvolvimento dos embrides, o que € menos pronunciado no ensaio
de microinjegao, no qual as amostras foram injetadas diretamente no saco vitelino
dos embrides. Comparado com o0s ensaios anteriores, nos quais a letalidade foi
inferior a apresentada no teste com a microinjegao, ocorreu um ligeiro aumento da
letalidade mesmo nos grupos controles, esse ocorrido provavelmente esta
relacionado a lesdo causada pela microinjecdo. Nao foram observadas
malformagdes no desenvolvimento dos organismos em nenhuma das amostras
testadas.

Os resultados observados nos ensaios com embrides de peixe zebram estao
de acordo com os dados encontrados na literatura em relagao as AuNPs obtidas
com base nos métodos de nanotecnologia verde, que descrevem nanoparticulas
biocompativeis, e garantem a entrega segura destas nanoestruturas aos tecidos e,
como consequéncia a seguranga nas aplicagées biomeédicas, devido a auséncia de

toxicidade 118.

4.3 Estudo in vitro da internalizagao Celular das EGCG-AuNPs: CytoVIVA

Na figura 31 € mostrada a imagem obtida por microscopia hiperespectral da
linhagem de células de cancer de mama humano (MDA-MB 231). Apos 2 horas de
exposicao as nanoparticulas de ouro (EGCG-AuNPs), foi possivel observar a
internalizagao das nanoparticulas no interior das células tumorais. No entanto, essa
internalizagcado provavelmente ocorre a nivel citoplasmatico. Na imagem (b) da
figura 31 estdo destacados os nucleos celulares, os quais ndo apresentam sinais
evidentes de nanoparticulas de ouro. Provavelmente a carioteca interfere na
passagem de EGCG-AuNPs.
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Figura 31. Imagem da linhagem de células de cancer de mama humano (MDA-MB
231) apds 2 horas de exposigao as nanoparticulas de ouro (EGCG-AuNPs), (a)
Imagem em tamanho real com a escala em uym e (b) imagem ampliada.
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Fonte: BATISTA, J.G.S. (2020).

4.4 Radiomarcacgao das Nanoparticulas de Ouro
4.4.1 Radiomarcagio direta com *°*"Tc

Os rendimentos da radiomarcagao direta foram de 63,80% e 83,98% para as
amostras EGCG-AuNPs e EGCG-AuNPs-ASHy, respectivamente. E conhecido na
literatura que a radiomarcacao direta de albumina com %™Tc, o que corrobora com
uma maior porcentagem de marcagdo da amostra com albumina 7. O ensaio
mostrou que a marcagédo direta com %™Tc ocorreu. No entanto, ambos os
resultados obtidos ndo apresentaram pureza radioquimica suficiente para um
potencial radiofarmaco (= 90%). Para tanto, se faz necessario otimizar o método,
no qual precisam ser avaliadas diferentes condi¢des de reacdo, como concentragcao
dos reagentes, temperatura e atmosfera e, assim, verificar se radiomarcacgéao direta
seria uma rota viavel para sintese do radiofarmaco, sendo essa maneira a mais
simples, rapida e barata comparada as outras formas de radiomarcagdo com esse
radionuclideo.

O método de radiomarcacdo com °°™Tc utiliza ions Sn?* para promover a

redugdo do ®MTc’* em %9°MTc3*/9¥mTc4* (estado de oxidagdo desejavel para a
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radiomarcacgao). Para tanto, se faz necessario a acidificagdo do meio, sendo que
as nanoparticulas desenvolvidas nesse trabalho ndo sao estaveis em pH inferiores
a 4,5. Portanto, o método de radiomarcacéao indireta seria 0 método escolha para

este ensaio.

4.4.2 Radiomarcagéo indireta com **™Tc

A pureza do complexo ?*™T¢(CO)s avaliada por CLAE foi de 99,51% e 99,46
para a radiomarcagcdo das amostras EGCG-AuNPs e EGCG-AuNPs-ASHYy,
respectivamente. Os resultados da CCD obtidos nesse ensaio de radiomarcacao
indireta com °™T¢(CO) foram de 91,16% e 89,63%. No entanto, com base na
metodologia empregada néo foi possivel separar as nanoparticulas radiomarcadas
do coloide de %°™Tc, que é considerado uma impureza radioquimica.

A rota de radiomarcacgao indireta se apresentou viavel para dar continuidade
aos estudos com ambas as amostras. As nanoparticulas permaneceram estaveis
durante a radiomarcagdo e apos o decaimento radioativo do **™Tc (~60 horas,
equivalente a 10 meias-vidas). No entanto, é preciso buscar meios alternativos e
eficazes para a validacdo do método de estabilidade e pureza radioquimica. Uma
alternativa que pode ser testada em estudos futuros € o uso de sistemas
cromatograficos de exclusao molecular.

Vale ressaltar que séo diversas as possibilidades de radiomarcagao de
AuNPs. Além dos emissores gama usados em SPECT, existe uma variedade de
emissores de positron que podem ser utilizados na medicina nuclear. Esses
emissores apresentam vantagens em relagdo aos emissores gama, pois podem ser
produzidos em pequenas instalagdes (ciclotrons) além de gerar imagens com maior
qualidade e precisdo em tomografos tipo PET. A utilizagdo do ouro para aplicagdes
em nanomedicina e possibilita ainda o uso dos isétopos '®Au e '9°Au como
demonstrados em estudos mencionados nesta pesquisa 6:70.75,

Publicacdes recentes demonstram os avangos no desenvolvimento de
nanoparticulas de ouro obtidas por métodos verdes e radiacido ionizante. Esses
estudos corroboram com a metodologia estabelecida no presente trabalho, no qual
a radiagao ionizante foi utilizada na funcionalizacdo das nanoparticulas

promovendo um recobrimento eficaz com albumina.
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Pesquisadores da Universidade de Quilmes na Argentina (UNQ) publicaram
em 2017 um método semelhante ao desenvolvido nesta tese, com base no uso da
radiacao para a preparacao revestimentos proteicos de albumina em AuNPs. Nesse
meétodo, a solugao albumina foi previamente adicionada a suspensao de AuNP e
parcialmente agregado por adicdo de cossolvente. As amostras foram irradiadas
em uma fonte de 8°Co 195,

As propriedades Unicas das nanoparticulas de ouro aliadas as
caracteristicas intrinsecas das proteinas permitem produzir inUmeros compostos
nanoestruturados com potencial aplicacdo na nanomedicina. A combinacao da
energia das radiagdes ionizantes possibilita a reticulagdo de nanoestruturas sem
necessitar de agentes quimicos comumente toxicos, como os compostos tidis
usados com frequéncia como ligantes ou reticulantes em reagdes de
funcionalizacao de nanoparticulas 1.

Outra vantagem do uso da radiagao ionizante na produgédo de nanomateriais
para aplicagdes biomédicas é a esterilizacdo simultanea de acordo com a dose,
nivel de contaminacao inicial e caracteristicas do meio e do material 1478,

A funcionalizacado das superficies das AuNPs confere maior solubilidade,
estabilidade e interacdo com células e / ou outras biomoléculas. Além de melhorar
suas propriedades fisico-quimicas, a modificagdo da superficie com proteinas
aumenta a biocompatibilidade em comparacdao com AuNPs. No entanto, a maioria
das proteinas perdem parcialmente sua conformagao nativa quando interagem com
a superficie AUNP altamente estruturada '*®. Portanto, os locais de reconhecimento
de proteinas disponiveis em sua superficie sdo parcialmente perdidos por esta
interacdo. No entanto, a disponibilidade de conteudo proteico na superficie das
AuNPs permite o ancoramento de moléculas de reconhecimento como anticorpos
e possibilitam a entrega de farmacos, genes e peptideos e, esse conceito pode ser

aplicado para as mais diversas proteinas 6298.106,119,120
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5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

A nanotecnologia verde provou ser uma ferramenta valiosa na sintese de
nanoparticulas de ouro em relagéo a toxicidade, ndo exigindo etapas de eliminagao
de solventes e substéncias potencialmente téxicas. O uso da radiacdo gama
possibilitou a funcionalizagdo das nanoparticulas de ouro com albumina do soro
humano, levando a um aumento na estabilidade, observado pela carga de
superficie e submissao das nanoparticulas a diferentes potenciais hidrogenidnicos
e solugdes hipertbnicas de NaCl, nas quais as nanoparticulas mantiveram seu
volume hidrodinamico sem formar aglomerados ou precipitados.

Relatamos que a toxicidade dos AuNPs variou de acordo com o ensaio.
Testes de citotoxicidade em células de roedores revelaram a toxicidade do agente
redutor EGCG e foi possivel obter a ICso para esse fitoquimico no teste realizado.
Ja as EGCG-AuNPs nao apresentaram citotoxicidade nas linhagens celulares
testadas, o que comprova a potencial aplicagdo como um biomaterial em
nanomedicina.

No FET, o agente redutor EGCG atrasou o processo de eclosdo dos
embrides de peixe zebra. Tanto no ensaio de toxicidade aguda com embrides de
peixe zebra sem cérion, como no teste em que as AuNPs foram injetadas no interior
do saco vitelino dos embrides, ndo foram encontradas concentragcdes que
causassem efeitos toxicos em 50% dos organismos.

Estudos futuros sugerem a quantificagdo do conteudo metalico em embrides
para que possamos entender os efeitos cronicos e cumulativos das nanoparticulas
estudadas. Sugere-se a realizagdo de ensaios com adultos de peixe zebra, a fim
de obter maiores informagdes sobre os mecanismos de toxicidade das
nanoparticulas em exposi¢cdes aguda e cronica.

Nos estudos de internalizagdo in vitro das nanoparticulas utilizando as
linhagens tumorais MDA-MB 231 e PC3 foi possivel verificar qualitativamente a
internalizacao das AuNPs.

Os ensaios de radiomarcagdo das EGCG-AuNPs e EGCG-AuNPs-ASHYy,
precisam ser otimizados quanto a estabilidade e pureza radioquimica. Os
resultados obtidos n&o foram satisfatérios, tornando inviavel a realizacido dos

ensaios in vivo com uso de pequenos roedores. E necessario atingir pelo menos
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90% de pureza radioquimica para que seja possivel verificadar a biodistribui¢cao e
a farmacocinética das NPs radiomarcadas.

As nanoparticulas de ouro recobertas com albumina (core/shell), produzidas
com base nos principios da nanotecnologia verde e aplicagdo de radiagéo
ionizante, apresentam grande potencial para aplicagao na terapia e diagnéstico de
cancer. A importancia do recobrimento com albumina esta relacionada a afinidade
dessa proteina com os receptores glicoproteicos GP60, encontrados em diversas
células tumorais e a capacidade da albumina de transportar e entregar farmacos e

agentes terapéuticos ou de diagndéstico de modo seletivo e direcionado.
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APENDICE A

Materiais e Reagentes

v' Tetracloroaurato de Sodio (lll) Di-hidratado
Férmula linear: NaAuCls — 2 H20
Peso molecular: 397,8 g/mol Cl Cl

CAS-No.: 13874-02-7

Sinénimos: sodium gold chloride

v" Cloreto de Ouro (lll) Hidratado
Férmula linear: HAuCls — 3 H20
Peso molecular: 393,83 g/mol
CAS-No.: 16961-25-4

Sinénimos: tetrachloroauric (lIl) acid hydrogen
tetrachloroaurate (ll1)

v' Epigalocatequina-3-galato- EGCG 80% e 95%
Férmula linear: C22H18011

Peso molecular: 458,37 g/mol

CAS-No.: 989-51-5

Sinénimos: EGCG, (-)-cis-3,3',4',5,5',7-
Hexahydroxy-flavane-3-gallate, (—)-cis-2-

(3,4,5-Trihydroxyphenyl)-3,4-dihydro-1(2H)-
benzopyran-3,5,7-triol 3-gallate




v' Mangiferina - Mangifera indica
HO O
Formula linear: C19H18011 HO ‘ O
Peso molecular: 422,34 g/mol
J OH 7 OH O
CAS-No.: 4773-96-0 HO

OH
Sinénimos: 1,3,6,7-

Tetrahydroxyxanthone C2-3-D-
glucoside

v' Citrato de Sédio

Férmula linear: HOC(COONa)(CH2COONa)2 — 2 H20

Peso molecular: 294,10 g/mol 0 ONa
N ONa

CAS-No.: 6132-04-3 a0” 4 I

Sinonimos: - Citrato Trissédico

v Acido Nitrico
Formula linear: HNO3
Peso molecular: 63,01 g/mol \

CAS-No.: 7697-37-2

v Fosfato de Potassio Monobasico

OH
Férmula linear: KH2POq4 K+O-—FI’—OH

[l
Peso molecular: 136,09 g/mol O
CAS-No.: 7778-77-0

Sinénimos: Fosfato de potassio, Dihidrogenofosfato de potassio, Fosfato
monopotassico.
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v" Fosfato de S6dio Monobasico

Formula linear: NaH2POq4 (ll)
P .
Peso molecular: 119,98 g/mol HO” \"O Na’
OH

CAS-No.: 7558-80-7

Sinénimos: Di-hidrogeno-ortofosfato monossédico, fosfato monossddico, di-
hidrogenofosfato de sédio.

v" Fosfato de Sodio Bibasico

O
Férmula linear: Na2HPO4 E’
I - +
Peso molecular: 141,96 g/mol HO | O '}rla
O Na

CAS-No.: 7558-79-4

Sinénimos: sec-Sodium phosphate, Hidrogenofosfato dissddico, Fosfato
dissédico, Hidrogenofosfato de sédio, Fosfato de sédio dibasico.

v Acido Ascérbico HO OH
Férmula linear: CsHsOs H /—

Peso molecular: 176,12 g/mol HO O O
CAS-No.: 50-81-7 HO

Sindnimos: Acido L-Ascorbico, Acido L-Treoascorbico, Fator antiescorbutico,
Vitamina C

v" Cloreto de Sédio

Foérmula linear: NaCl

Peso molecular: 58,44 g/mol Na - -QI‘
CAS-No.: 7647-14-5

Sinénimos: Halite, Sodium chloride
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v" Tetraborohidreto de Sédio

H
Férmula linear: NaBH4 N |
Na /B"l”
H 1y “H
Peso molecular: 37,83 g/mol H

CAS-No.: 16940-66-2

Sinénimos: Boro Hidreto de Sédio, Sodium borohydride, Sodium
tetrahydridoborate.

v Albumina do Soro Humano - Human Serum Albumin

Lyophilized powder, 297% (agarose gel
electrophoresis)

CAS-No.: 70024-90-7

Sinénimos: HAS, ASH

v" Albumina do Soro Bovino - Bovine Serum Albumin
Heat shock fraction, pH 7, 298%
CAS-No.: 9048-46-8

Sinénimos: BSA, Bovine Albumin

v Tartarato de Sédio e Potassio

Férmula linear: KNaCsH406.4H20 .
Peso molecular: 282,22 g/mol
CAS-No.: 6381-59-5

Sinoénimos: Tartarato duplo de sédio e potassio
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v Carbonato de Sédio P.A.

Férmula linear: Na2CO3 |C|’
Peso molecular: 105,99 g/mol Na® ¢ Na”
g e ]

O O
CAS-No.: 497-19-8

Sinénimos: Soda calcinada, sal dissdédico de acido carbdnico, carbonato de
sodio.
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APENCICE B

Equipamentos

v" Molecular Devices® SpectraMax® i3

O leitor de microplacas multimodo SpectraMax® i3x mede absorbancia, a
fluorescéncia e a luminescéncia.

Faz analise de viabilidade celular, como imagens de confluéncia celular e
viabilidade, analise de Western blot e quantificacdo de acidos nucleicos e proteinas
e, também, de segmentacao de células, medi¢cdo de confluéncia e contagem de
células.

Além disto, permite analises rapidas de alteracbes fenotipicas que

acompanham a citotoxicidade, proliferacao celular e expressao de proteinas.

SpectraMax® i3

v" Thermo Fisher Scientific® Microcentrifuga Heraeus ™ Fresco ™ 21
Este equipamento faz processamento ;
rapido de amostras por meio da separagao
por microvolume. Tem aceleracdo de até
21.000xg em menos de 12 segundos,
refrigeragdo e capacidade para 24 tubos de

1,5 a 2,0 mL a minipreparacdes e colunas de

rotacao.

Iy
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v Thermo Fisher Scientific® UltiMate 3000 HPLC and UHPLC Systems
Sistema oferece métodos a analise de rotina, com recursos de HPLC a
UHPLC, desempenho cromatografico, aléem de multiplas opg¢des de detectores,
como: detector de aerossol carregado, matriz de diodos, eletroquimico,
fluorescéncia, comprimento de onda multiplo, indice de refragcao, comprimento de
onda variavel e deteccdo por espectrometria de massa. Atua por pressdo do
sistema, precisdo do tempo de retencado, faixa de fluxo e baixa dispersao e alto

rendimento.
afm

v' HITACHI® F-4500 Fluorescence Spectrophotometer
A aplicacao da fluorofotometria foi expandida para varios campos, como
materiais industriais, em areas como eletroluminescéncia organica e cristais
liquidos; areas relacionadas ao meio ambiente, como analise da qualidade da agua;
fabricagdo farmacéutica, como a sintese e desenvolvimento de um reagente de
fluorescéncia; e para areas relacionadas a biotecnologia, como medi¢cdo da

concentracao intracelular de calcio.
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v" CytoViva® Hyperspectral Microscopy

Desenvolvido para caracterizacdo espectral e mapeamento espectral de
amostras em nanoescala fotografadas com microscopio de campo escuro a base
de campo escuro. Esta tecnologia de imagem hiperespectral suporta micro e macro
em escala.

Cada pixel de uma imagem hiperespectral fornece a resposta espectral de
refletancia completa da area espacial desse pixel dentro da faixa espectral VNIR
ou SWIR. Isso permite medi¢cdes espectrais nao destrutivas de elementos em
nanoescala no contexto espacial completo da imagem da amostra.

Com ampliacdo de 100x, uma imagem de microscépio hiperespectral pode
conter até 700.000 pixels, cada um com 128 nm cada.

Imagens microscopicas hiperespectrais podem ser capturadas de amostras
em nanoescala biologicas e baseadas em materiais. Esses materiais em
nanoescala podem ser integrados em uma ampla gama de ambientes bioldgicos
ou baseados em materiais.

Os componentes para o sistema de imagem hiperespectral baseado em
microscopia incluem uma fonte de luz especializada, estagio de tradugado
automatizado, espectrégrafo de grade de difragdo de transmisséo e camera.

A imagem hiperespectral pode ser adquirida nas faixas visiveis de
infravermelho préximo (VNIR 400 nm - 1.000 nm), bem como nas faixas de

comprimento de onda infravermelho de onda curta (SWIR 900 nm - 1.700 nm).
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v" Microscopio Eletronico de Transmissao TECNAI G2-20

O MET Tecnai G2-20 € um microscoépio analitico que permite trabalhos com
diferentes tensdes, sendo de 80 a 200kV.

Seu canhao de elétrons € de emissao termibnica, ou seja, aumento do fluxo
de elétrons que saem de um metal, devido ao aumento de temperatura. Ele utiliza
um cristal LaBs como fonte de elétrons.

O microscopio tem coeficiente de aberracdo esférica Cs = 2.0, resolucéo de
linha de 0.24 nm, e resolugao de ponto de 0.10 nm. A faixa de magnificagdo nominal
para imagens é de 340X a 1,050,000X.

E equipado com detectores de EDS (espectrometro de raio-X por dispersdo
em energia) de Si(Li), com janela de 30 mm? (EDAX), e um filtro de energia Gatan
Image Filter (GIF) - Sistema Quantum SE que permite obtencéo de imagem filtrada
em energia e espectros de perda energia de elétrons (EELS).

O Sistema Quantum SE é equipado com detector DigiScan anular de campo
escuro (ADF) e campo claro para modo de varredura (STEM), e trés cameras CCD
Erlangshen ES500W (1350x1040 pixels), Orius SC200 (2048x2048 pixels) e
US1000XP/FT (2048x2048 pixels).
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v" GEHAKA® Balanga Analitica AG200
A Balanga Analitica AG200 possui sistema de calibragao interna que garante
precisao e facilidade de uso para o operador, possibilitando ajustar sempre que

necessario.

O gabinete foi construido em chapa de ago com pintura em epdxi que
garante a alta resisténcia ao ataque de produtos quimicos. Tem excelente
blindagem magnética, evitando alteragdes por influéncias exteriores. Protetor de
vento standard, com trés portas, que oferece maior segurancga e estabilidade nas
pesagens. Fonte de alimentagdo chaveada de alto desempenho, que permite a
utilizacdo em qualquer tensdo de rede elétrica entre 90 e 240 VAC, sem a
necessidade de acionar tecla de selegao de voltagem. Display LCD de facil leitura,

com caracteres especiais: %, g e PCS;
A AG200 possui cinco fungdes que facilitam o seu uso:

e Porcentagem: efetua calculos percentuais diretamente;

e Contagem: contagem de pecas a partir de uma amostra;

e Formulacédo: totaliza uma féormula;

e Estabilidade: permite que o usuario selecione uma das trés condi¢cdes de
uso da balanga garantindo o seu melhor desempenho em condigdes
adversas do ambiente;

e ZeroTrack: garante o retorno ao zero da balanga, dispensando o operador

de zera-la varias vezes.

=114
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v FISATOM® Agitador Magnético com Aquecimento 753A
Agita até 10L, formando vortex, @ da placa de 18cm, faixa de rotagao (r/min.)
de 100 a 1.800, poténcia de 1.100W, controle de temperatura da placa de 50 a
360°C por termostato, barras magnéticas @ x comp. (mm) de 9x15, 11x37 e 11x52

e grau de protecao IP23.

Xy

A descarga de brilho é um tipo de plasma que € gerado quando a tensao DC

v" Glow Discharge

€ aplicada aos dois eletrodos dentro de um tubo de vidro contendo gas precursor
na faixa de presséo de 0,1 a 10Torr.

Formado pela passagem de uma corrente de 100 V a varios kV através de
um gas, geralmente argdnio ou outro gas nobre. E encontrado em produtos como
luzes fluorescentes e televisores de tela de plasma, e € usado na fisica de plasma
€ na quimica analitica.

A célula é normalmente preenchida com argbnio. Um potencial de varias
centenas de volts é aplicado entre os dois eletrodos. Uma pequena populagao de
atomos dentro da célula é ionizada inicialmente por processos aleatérios. Os ions
sao direcionados em direcao ao catodo pelo potencial elétrico, e os elétrons sdo
direcionados em dire¢cdo ao anodo pelo mesmo potencial. A populagao inicial de
ions e elétrons colidem com outros atomos, ionizando-os. Enquanto o potencial for

mantido, uma populacao de ions e elétrons permanece.

Aston Anode
Dark Negative Faraday Positive Anode Dark
Space Glow Space Column Glow Space

(AD)

(NG) (FS) (PC) (AG) (AD)
] |

v

Cathode

Anode
+

Cathode ‘Cathode
Glow  Dark Space
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A figura acima mostra as principais regides que podem estar presentes em

uma descarga de brilho.

Electric discharge regimes

dark discharge

glow discharge

arc discharge

townsend regime

corona

Voltage, V, Volts

saturation
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-«

<+— breakdown voltage
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glow N glow

A ,J <—background ionization
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| —

non- J “thermal 4
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10" 10°* 10°

10* 10° 1
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10,000

Nesta figura, temos um grafico V / | tipico de uma descarga de brilho. As

principais caracteristicas da descarga, como a tensao de ruptura, a caracteristica

da corrente de tensdo e a estrutura da descarga, dependem da geometria dos

eletrodos, do gas utilizado, da pressao e do material do eletrodo.

Podem ser feitos dois tipos de descarga:

e Descarga escura: onde o regime entre A e E na caracteristica tenséo-

corrente € denominado descarga escura porque, exceto nas descargas de

coroa e na prépria ruptura, a descarga permanece invisivel aos olhos.

e Descarga de brilho: na qual o regime de descarga de brilho deve seu nome

ao fato de o plasma ser luminoso. O gas brilha porque a energia eletrdnica

e a densidade numérica sao altas o suficiente para gerar luz visivel por

colisbes de excitagdo. As aplicagdes da descarga de brilho incluem luzes

fluorescentes, reatores de plasma de placa paralela dc, descargas de

"magnetron" usadas para depositar filmes finos e fontes de plasma com

eletrobombardismo.
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v DLS Zetasizer ZS — Titulometria

Utilizado para a medicdo do tamanho, da mobilidade eletroforética de
proteinas, do potencial Zeta de solugdes coloidais e nanoparticulas, com a opg¢ao
de medi¢ao da mobilidade de proteinas e micro reologia de solu¢des de proteinas
e polimeros.

O alto desempenho do Zetasizer Nano ZS permite também a medi¢cédo da
massa molecular e do segundo coeficiente virial, A2, de macromoléculas e kD, o
parametro de interacédo de DLS.

O sistema pode também ser utilizado em configuragéo de fluxo para operar
como detector de tamanho de SEC ou FFF.

E um analisador de alto desempenho, com dois angulos, para tamanho
molecular e de particulas. Melhor detecgao de agregados e medicado de amostras
pequenas ou diluidas, bem como de amostras com concentragcbes extremas (alta
ou baixa) usando espalhamento de luz dindmico com 6ptica "NIBS". O ZSP também
contém um analisador de potencial Zeta, que utiliza o espalhamento de luz
eletroforética para particulas, moléculas e superficies, e um analisador de massa
molecular por espalhamento da luz estatica.

Usando a optica NIBS (Non-Invasive Backscatter), seu desempenho é
significativamente melhor em comparagao aos sistemas que utilizam espalhamento
em angulo de 90°.

A opcado de modo de fluxo permite que o sistema seja conectado a um
sistema SEC ou FFF, o qual pode ser usado como detector do tamanho das

proteinas ou nanoparticulas
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APENCICE C

Producao académica durante o periodo de doutoramento: 2016-2020
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