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Resumo

Gisbert, M. Tommaso Del Rosso. Caracterizacio de nanoparticulas de
ouro sintetizadas por ablacdo a laser pulsado em agua, e analise de
citotoxicidade e modulacio da producdo de espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio em macréfagos RAW 264.7. Rio de Janeiro, 2022.
202p. Dissertagdo de Mestrado - Departamento de Fisica, Pontificia
Universidade Catdlica do Rio de Janeiro.

A pandemia da COVID-19 instaurou inimeras pesquisas sobre a doenga, a
qual foi atribuida a tempestade de citocinas. Embora, as vacinas sejam eficazes
para combater a disseminagdo da COVID-19 e, recentemente, tenha sido aprovado
pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitaria) o farmaco antiviral
Paxlovid™, no tratamento da COVID-19, estudos sobre formas de tratamento
ainda s3o necessarios. Dentre as novas estratégias terapéuticas, a utilizacdo de
nanoparticulas de ouro (AuNPs) tem se destacado devido o potencial efeito anti-
inflamatorio. O objetivo deste trabalho foi estudar as eventuais propriedades anti-
inflamatorias das AuNPs, sintetizadas por ablagdo a laser pulsado (PLA) em agua,
em macrofagos RAW 264.7. Ademais, o presente trabalho visou investigar a
possivel ligacdo entre o efeito imunomodulador das nanoparticulas e os produtos
secundarios obtidos através da reacdo de reducdo da CO2 (CO2RR) ativada por
PLA em agua. Nesse sentido, foram analisados a proliferagdo, a citotoxicidade, os
niveis das espécies reativas de oxigénio (EROs) e das espécies reativas de
nitrogénio (ERNs) nos macroéfagos RAW 264.7 submetidas ao tratamento com as
AuNPs e expostas ao lipopolissacarideo (LPS), o qual foi utilizado como agente
precursor do processo inflamatorio. Em conclusdo, os resultados apontaram que
AuNPs na concentragdo de 10pg/mL ndo tiveram carater citotoxico e diminuiram
as EROs e ERNs. As AuNPs demonstraram promissora atividade anti-
inflamatorias com reduzidos valores de citotoxicidade, o que aponta para uma

futura aplicacdo clinica.

Palavras-chave
Ablagdo por laser pulsado; Nanoparticulas de ouro; Citotoxicidade;
Espécies reativas de oxigénio (EROs); Espécies reativas de nitrogénio (ERNs);

RAW 264.7
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Abstract

Gisbert, =~ M. Tommaso Del ~ Rosso. Characterization  of  gold
nanoparticles synthesized by pulsed laser ablation in water, and
analysis of cytotoxicity and modulation of the production of reactive
oxygen and nitrogen species in RAW 264.7 macrophages. Rio de
Janeiro, 2022. 202p. Dissertacdo de Mestrado - Departamento de Fisica,
Pontificia Universidade Catodlica do Rio de Janeiro.

With the advent of the COVID-19 pandemic, numerous studies on the
disease were initiated, a disease originated from a cytokine storm. Although
vaccines are effective in combating the spread of COVID-19 and, more recently,
the antiviral drug Paxlovid™ has been approved by ANVISA (Brazilian Health
Regulatory Agency) for the treatment of COVID-19, studies on forms of
treatment are still needed. Among the new therapeutic strategies, the use of gold
nanoparticles (AuNPs) has been in the spotlight due to their potential anti-
inflammatory effect. This work aims to study the potential anti-inflammatory
properties of AuNPs, synthesized by pulsed laser ablation (PLA) in water, in
RAW 264.7 macrophages. Furthermore, the present work aimed to investigate the
possible connection between the immunomodulatory effect of the nanoparticles
and the secondary products obtained through the CO> reduction reaction (CO2RR)
activated by PLA in water. In this sense, we analyzed the proliferation,
cytotoxicity, levels of reactive oxygen species (ROS) and reactive nitrogen
species (RNS) in RAW 264.7 macrophages subjected to treatment with AuNPs
and exposed to lipopolysaccharide (LPS), which was used as a precursor agent of
the inflammatory process. In conclusion, the results showed that the AuNPs at a
concentration of 10pg/mL did not have a cytotoxic character and reduced ROS
and RNS. AuNPs demonstrated promising anti-inflammatory activity with

reduced cytotoxicity values, which points to future clinical applications.

Keywords

Pulsed laser ablation, Gold nanoparticles; Cytotoxicity; Reactive oxygen

species (ROS); Reactive nitrogen species (RNS); RAW 264.7
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esquema sao mostrados os neutrofilos) primeiro rolam, em seguida sdo ativados e
aderem ao endotélio, posteriormente transmigram através do endotélio rompendo
a membrana basal e migrando em dire¢do aos quimiocinas que emanam da fonte
da lesdo. Em que Sialyl-LewisX (sLex) ¢ um glicano envolvido no
extravasamento via liga¢do de selectina e PECAM-1 ¢ uma molécula de adesdo
celular endotelial plaquetaria. Adaptado de [148]......cccuveeeiiiieeriiiieeeee e, 40
Figura 2.15: Representacdo esquematica da fagocitose de um patogeno. (1) A

fagocitose de um patdgeno envolve a fixacdo e a ligagdo da particula a receptores
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na superficie leucocitaria. (2) Fase relacionada ao englobamento e fusdo do
vactuolo fagocitico com granulos (lisossomos). (3) Etapa correspondente a
destruicdo do patogeno ingerida. Sabendo que iNOS corresponde a sintase de
oxido nitrico induzivel, NO ¢ o 6xido nitrico e EROs sdo as espécies reativas de
oxigenio. Adaptado de [148]. ..o 42
Figura 2.16: Esquema das fontes endogenas e exdgenas do estresse oxidativo, e,
portanto, da origem das espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (OH® = radical
hidroxila; O3~ = anion superoxido; H2O2 = perdoxido de hidrogénio; NO® = radical
oxido nitrico; NO3 = peroxinitrito; NO2 = diéxido de nitrogénio). Adaptada de
LSS et e e ettt et 44
Figura 2.17: Representacdo do equilibrio entre os macrofagos M1 e M2.
Adaptado de [1600]. ..ooooeeiieeiie ettt 47
Figura 2.18: Representacdo esquemadtica das etapas da infec¢do nas células
pulmonares ocasionadas pelo virus SARS-CoV-2. Adaptado de [171]. .............. 51
Figura 3.1: Estrutura quimica do copolimero anfifilico Pluronic® F127.
Adaptado de [181] € [182]. cuuiiieeiiiee ettt et et 62
Figura 3.2: (A) Fonte de laser Nd:YAG pulsado Q-smart 850 da Quantel,
operado com modulo para a frequéncia do segundo harménico 2w. (B) Detector
piroelétrico de energia. (C) Controle do laser Q-smart 850. ..........ccoooveevuvernnnnnns 65
Figura 3.3: Esquema experimental utilizado para PLA. O feixe laser incide no
divisor de feixe (BS), em seguida cada um dos feixes divididos incide,
respectivamente, nos espelhos E1 e Ez, que por sua vez desvia o feixe de laser para
as respectivas lentes L1 e L, na qual focaliza o feixe até os alvos A1 e Az imersos
N0 HQUIAO. ...t et e e e e e e e tbe e e e etsae e e nbaeeeennneas 66
Figura 3.4: (A) Configuragdo experimental para a sintese de AuNPs por PLA
(na imagem foram utilizados béqueres de vidro por finalidade, meramente,
didatica). (B) Béquer de teflon com a solugdo de NaOH e o alvo de ouro antes da
PLA. (C) Béquer de teflon com a dispersdo coloidal de AuNPs e o alvo de ouro
1080 APOS @ PLA....ooie ettt e 66
Figura 3.5: (A) Configuragdo experimental para o preparo da amostra em
atmosfera controla. (B) Sistema de PLA em atmosfera controlada (em que E

representa 0 espelho e L a lente)........coooueieriiiiieieiiiiiiee e 68
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Figura 3.6: Configuracdo geométrica para o calculo do didmetro do pulso laser
ao incidir no alvo e da fluéncia do 1aser..........ccoceeriiiiiiiiniinnieiccece, 69
Figura 3.7: Esquema experimental de um espectrofotdmetro UV-Vis. ............. 72
Figura 3.8: Amostra liofilizada das AuNPs, sintetizadas por PLA, com 2mM de
INAOH. ..ttt ettt 74
Figura 3.9: Esquema do espectrofluorimetro da Photon Technology International
(PTI) modelo Quanta Master™ 40: 1. Lampada de Xenonio (Xe) 75W; 2. Fendas
ajustaveis; 3. Mddulo monocromador de excitacdo; 4. Camara da amostra; 5.
Lentes para focalizacdo; 6. Suporte para a amostra; 7. Médulo monocromador de
emissdo; 8. Fotomultiplicadora. Adaptado de [197]....cccvevevervieeeciieieeiieee e, 75
Figura 3.10: Esquema experimental simplificado da espectroscopia Raman.
Partindo da fonte laser o feixe monocromatico passa pelo Filtro ND (filtro de
densidade neutra, cuja finalidade ¢ reduzir a quantidade de luz que entra na lente)
e por um polarizador. Na sequéncia o feixe de luz laser passa pelo espelho
dicrdico permitindo que esse feixe chegue até a lente objetiva. Assim, a amostra é
iluminada pelo feixe de laser, que por sua vez ¢ espalhado por ela. Em seguida, o
feixe espalhado retorna pela objetiva e pelo espelho dicrdico. Nesse caso, o
espelho dicroico atua como um filtro rejeita-faixa que impede a passagem de uma
parte da luz espalhada que apresenta o mesmo comprimento de onda da fonte
laser. Posteriormente, o feixe de laser atravessa o filtro de passagem de banda
(filtro Notch) cuja finalidade ¢ filtrar o restante da luz espalhada (Espalhamento
Rayleigh) que apresenta o0 mesmo comprimento de onda da fonte laser que nao foi
bloqueada ao passar pelo espelho dicroico. A luz espalhada que ndo apresenta o
mesmo comprimento de onda da fonte laser (Espalhamento Raman) ¢ enviada ao
monocromador, no qual separa os feixes de luz nos respectivos comprimentos de
onda e o detector tipo CCD (dispositivo de carga acoplada, do inglés Charge-
Coupled Device) capta e transmite o sinal para a interface computacional a fim de
ser analisado por um software e, consequentemente, gerar o espectro de
intensidade da luz espalhada, isto ¢ o espectro Raman. Adaptado de [198]......... 76
Figura 3.11: Principais componentes do espectrometro Raman Xplora confocal
da HORIBA utilizado para a analise...........cccceeeiiiieieiiiiie e 77
Figura 3.12: Dispersdo coloidal de AuNPs depositadas (4, 8 ¢ 12 gotas) no

SUDSITALO A€ STIICIO. eeerneeeieee ettt e e e e e et e e e e eeeeevaeeeeeees 77
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Figura 3.13: AuNPs com 2mM de NaOH feita em ar e liofilizadas depositadas
N0 SUDSLIAto de VIATO. c...eeiiiiieiiiiiiiiiiie e e e 78
Figura 3.14: (A) Microscopio optico invertido (Zeiss™ Primo Vert™) com
camera acoplada e conectado a uma interface computacional. (B) Imagem obtida
da célula RAW 264.7 por meio do software ZEN Lite disponibilizado pelo
FOTNECRAOT. ...ttt e 80
Figura 3.15: Representagdo da camara de Neubauer. As letras A, B, C e D
representam os 4 quadrantes usados para contagem celular. Cada dos quatros
quadrantes sdo compostos por 16 reticulos menores [200]..........ccceeeeeerreeeennnnnnn. 81
Figura 3.16: Representacdo esquematica da metodologia utilizada para a
CONLAGEIM CEIUIAT. ....eeiiiiieieciiiiee ettt e e e et eeete e e erbeeeesnnreeeesenneees 82
Figura 3.17: Representacdo esquematica do ensaio de viabilidade celular por
IMITT . e ettt ettt et e s 85
Figura 3.18: Representacdo esquematica do ensaio de proliferacdo celular. .....87
Figura 4.1: (A) Dispersdo coloidal de AuNPs produzidas por PLA em ar. (B)
Dispersdo coloidal de AuNPs sintetizadas via quimica. (C) Dispersdo coloidal de
AuNPs sintetizadas por PLA em atmosfera controlada com No. .......cccccceerenneee. 92
Figura 4.2: Espectros de extingdo ndo normalizados das dispersdes coloidais de
AuNPs. Espectro de extingdo das AuNPs com Pluronic® F127 foram
representados por meio das linhas pontilhadas, enquanto os espectros sem o
Pluronic® F127 correspondem a linha sOlida. ...........cccvveeeviviienciieeceieee e 93
Figura 4.3: Espectros de extingdo normalizado a 1 das dispersdes coloidais de
AuNPs. Espectro de extingdo das AuNPs com 2mM e 4mM de NaOH sintetizadas
por PLA em ar ambiente (vermelho e azul), espectro de extingdo das AuNPs com
2mM de NaOH sintetizadas por PLA em atmosfera controlada de N» (roxo) e
espectro de extingdo das AuNPs sintetizadas por via quimica (verde). Todos os
espectros de extingdo foram realizados na auséncia de Pluronic® F127.............. 94
Figura 4.4: Grafico da analise no DLS do potencial Zeta das dispersdoes de
AuNPs sintetizadas por PLA €M 4gUa. .......cccceiiiiiiiiiieeiiie e 96
Figura 4.5: Permeabilidade da membrana celular. Adaptada de [209]............... 97
Figura 4.6: Espectro de fotoluminescéncia do cluster obtido a partir da dispersao

coloidal de AuNPs com 2mM de NaOH (linha pontilhada). Espectro de
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fotoluminescéncia da dispersdo coloidal de AuNPs com 2mM de NaOH (linha
0] 1Te ) J USSP UPU U PP UPPUP 98
Figura 4.7: Imagem obtida por meio do espectrdmetro Raman Xplora confocal
da HORIBA das AuNPs sintetizados por PLA feita em ar com Cyaony =
4,00mmol/L seca em ar e depositadas N0 Vidro. .........c.cceeevevveeeerenveeecrnreeeennnne, 100
Figura 4.8: Resposta SERS das AuNPs sintetizados por PLA com Cy,on =
4,00mmol/L seca em temperaturas distintas. O comprimento de onda de
excitacdo para a andlise foi igual a 638nm. *AuNPs com 4mM de NaOH em
atmosfera controla de No......cooviiiiiiiiiiiiii e 100
Figura 4.9: Resposta SERS das AuNPs sintetizados por PLA em atmosfera
ambiente com Cy,oyg = 2,00mmol/L depositadas sobre o substrato de silicio e
seca em forno a vacuo a 40°C. O comprimento de onda de excitagcdo para a analise
fO1 1gUAL @ O3BNIM. ..eiiiiiiiiiiiiiie et e et e e eeeas 103
Figura 4.10: Grafico de Bjerrum mostrando as propor¢des relativas do equilibrio
quimico entre acido carbonico (em verde), bicarbonato (em vermelho) e o
carbonato (em azul). Adaptado de [212]....ccceirieiiiiieeiie e 104
Figura 4.11: Espectro Raman das AuNPs sintetizados por PLA em atmosfera
ambiente com Cy,oyg = 2,00mmol/L e liofilizadas. Nessa amostra nao foi
possivel observar a frequéncia 2124cm! tipica do Au-carbonil, entretanto, foi
possivel identificar uma frequéncia na regido 1073cm™'. O comprimento de onda
de excitacdo para a analise foi igual @ 785NM. ..........ccccvveveiviieiiiiieeeee e, 105

Figura 4.12: Padrio de DRX das amostras de AuNPs com diferentes

concentrac0es de NAOH.. ..ot 106
Figura 4.13: Padrio de DRX da solu¢do de NaOH (8mM) e das amostras com e
sem dialise das AuNPs com 8mM de NaOH. ...........ccccceeiiiiiiiiieiiiiiiiieeeee, 107

Figura 4.14: Padrdo de DRX da AuNPs com 4mM de NaOH sintetizadas por
PLA em 4gua e em ar (em amarelo) e as fases encontradas no mapeamento da
amostra, sendo elas: ouro (em rosa), Nahcolite (em verde), Trona (em preto) ¢
acetato de SOdIo (€M AZUL). .....eiieeiieieiiiiie et 108
Figura 4.15: Imagens obtidas por microscopia de transmissao (MET) das AuNPs
com 2mM de NaOH sintetizadas em ar por PLA em agua. (A) Distribuigdo
bimodal dos tamanhos das AuNPs. (B) AuNPs com raio de aproximadamente

2,620,5nm. (C) AuNPs com raio de aproximadamente 1,9+0,2nm. .................. 110
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Figura 4.16: Espectroscopia por Energia dispersiva de Raios X (EDS) das
nanoparticulas de ouro sintetizada por PLA. Identificacdo dos elementos Au, Na e
O. A tensdo de aceleracdo de elétrons foi mantida em 200kV........................... 111
Figura 4.17: Distancia interplanar das AuNPs com 2mM de NaOH sintetizada
em ar por PLA em 4gua, obtidas por meio das imagens de microscopia de
transMisSA0 (MET). .iiiiuiiiiieiiiie ettt e eer e e e 111
Figura 4.18: Dados obtidos por meio da analise de DLS para uma distribui¢do
do numero por diametro hidrodinamico das AuNPs produzidas por PLA feitas em
ar ambiente. As imagens (A) e (B) correspondem, respectivamente a distribuig¢do
para AuNPs com 2mM e 4mM de NaOH + PF127. As imagens (C) e (D)
correspondem, respectivamente a distribuigdo para AuNPs com 2mM e 4mM de
NaOH + PF127 em meio de cultura DMEN-HIGH. ..........cccccooiiinin. 114
Figura 4.19: Indice de polidispersio (PDI) das AuNPs produzidas por PLA

feitas em atmosfera ambiente na auséncia e presenca do meio de cultura DMEM-

Figura 4.20: Células tratas com as AuNPs e submetidas ao ensaio de viabilidade
CeIULAT POT MTT ... e e ettt e e ee e e 116
Figura 4.21: Os resultados dos ensaios de viabilidade celular foram descritos
pela média normalizada dos dados brutos da leitura das absorvancias a 570nm em
relacdo ao controle, expresso em porcentagem + desvio padrdo. As andlises de
significancia estatistica foram avaliadas usando o teste one-way ANOVA com
multiplas comparacdes de Tukey, comparados ao respectivo grupo controle ¢ o
valor-p definido em: *<0,01; **<0,001; ***<0,0001........ccceeevvrreeviriiieereneennns 118
Figura 4.22: Os resultados dos ensaios de viabilidade celular foram descritos
pela média normalizada dos dados brutos da leitura das absorvancias a 570nm em
relacdo ao controle, expresso em porcentagem + desvio padrdo. As andlises de
significancia estatistica foram avaliadas usando o teste one-way ANOVA com
multiplas comparacdes de Tukey, comparados ao respectivo grupo controle e o
valor-p definido em: *<0,01; **<0,001; ***<0,0001.......ccccccvreeriiirreeiiiereennen. 119
Figura 4.23: Os resultados dos ensaios de viabilidade celular foram descritos
pela média normalizada dos dados brutos da leitura das absorvancias a 570nm em
relacdo ao controle, expresso em porcentagem + desvio padrdo. As andlises de

significancia estatistica foram avaliadas usando o teste one-way ANOVA com
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multiplas comparacdes de Tukey, comparados ao respectivo grupo controle e o
valor-p definido em: *<0,01; **<0,001; ***<0,0001........cccccvrerriiirreeiirerennen. 120
Figura 4.24: Ensaio de proliferacdo celular dos macréfagos RAW 264.7 tratadas
com nanoparticulas de ouro via ablacdo a laser. As andlises de significancia
estatistica foram avaliadas usando o teste Two-way ANOVA com multiplas
comparagdes de Tukey, comparados ao respectivo grupo controle ¢ o valor-p
definido em: *<0,05; **<0,01; ***<0,001; ****<0,0001. ......coovvvvverrerrrrrrrnnnnn 123
Figura 4.25: Ensaio de proliferacdo celular dos macrofagos RAW 264.7 tratadas
com nanoparticulas de ouro via sintese quimica. As andlises de significancia
estatistica foram avaliadas usando o teste Two-way ANOVA com multiplas
comparagdes de Tukey, comparados ao respectivo grupo controle ¢ o valor-p
definido em: *<0,05; **<0,01; ***<0,001; ****<0,0001. ......coovvvvvverrerrrrrrrnnnnn 124
Figura 4.26: Avaliacdo da presenca da EROs em macroéfagos RAW 264.7
tratados com AuNPs via ablagdo a laser em atmosfera controlada. Os resultados
dos ensaios de EROs foram descritos pelas unidades relativas de fluorescéncia +
desvio padrao. As analises de significancia estatistica foram avaliadas usando o
teste one-way ANOVA com multiplas comparagdes de Tukey, comparados ao
respectivo grupo controle para as analises sem LPS e ao grupo controle LPS para
as analises com LPS. O valor-p definido em: *<0,01; **<0,001; ***<0,0001. . 125
Figura 4.27: Avaliacdo da presenca da EROs em macroéfagos RAW 264.7
tratados com AuNPS. Os resultados dos ensaios de EROs foram descritos pelas
unidades relativas de fluorescéncia + desvio padrdo. As analises de significancia
estatistica foram avaliadas usando o teste one-way ANOVA com multiplas
comparagdes de Tukey, comparados ao respectivo grupo controle para as analises
sem LPS e ao grupo controle LPS para as analises com LPS. O valor-p definido
em: *<0,01; **<0,001; ***<0,0001....c...ooiimiiiriieieiieeee e 126
Figura 4.28: Curva padrdo de nitrito de sodio (NaNO;) utilizada para a
determinagdo da concentracao de 6xido nitrico (NO) em sobrenadantes de cultura
dos macrofagos RAW 264.7. ...t 129
Figura 4.29: Efeito das AuNPs na producdo de nitrito nos macréfagos RAW
264.7. Os macrofagos RAW 264.7 foram expostas a 1pg/mL de LPS na presenca
ou auséncia de AuNPs. O meio com as células ndo tratadas foi denominado de

controle. O tratamento com LPS produz aumento dos niveis de nitrito, enquanto o
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tratamento com AuNPs mediante a exposi¢do ao LPS reduz os niveis de nitrito.

Figura 4.30: Analise morfologica dos macrofagos RAW 264.7 apds 24h de
exposicdo a diferentes tratamentos com AuNPs na concentragdo de 10ug/mL.
Houve alteragdo morfologica nas células tratadas com AuNPs sintetizadas em
atmosfera controlada com Nz. O controle representa células viaveis, apenas
cultivadas em DMEM-HIGH, Triton representa as células mortas e PF-127
representa as células cultivadas em DMEM-HIGH com Pluronic® F127. As
imagens foram obtidas por software acoplado ao microscéopio Optico invertido de
contraste de fase. Escala: 100um. Foram analisados 10 campos aleatdrios para
CAAA CONAIGAD. .uvviiiiiiieiiiieiee e e e e e e et e e e e e eaaeeeeees 131
Figura 4.31: Analise morfologica dos macrofagos RAW 264.7 apds 48h de
exposicdo a diferentes tratamentos com AuNPs na concentragdo de 10ug/mL.
Houve alteragdo morfologica nas células tratadas com AuNPs sintetizadas em
atmosfera controlada com Nz. O controle representa células vidveis, apenas
cultivadas em DMEM-HIGH, Triton representa as células mortas e PF-127
representa as células cultivadas em DMEM-HIGH com Pluronic® F127. As
imagens foram obtidas por software acoplado ao microscopio Optico invertido de
contraste de fase. Escala: 100pm. Foram analisados 10 campos aleatorios para
€A CONAIGAD. .uvviiiiiiieiiiiieee e e e e et e e e e e etaaaeeeees 132
Figura 4.32: Analise morfologica dos macroéfagos RAW 264.7 apos 72h de
exposicdo a diferentes tratamentos com AuNPs na concentragdo del0 ug/mL.
Houve alteragdo morfologica nas células tratadas com AuNPs sintetizadas em
atmosfera controlada com N> e nos macrofagos tratados com as AuNPs
produzidas por via quimica ¢ sem Pluronic® F127. O controle representa células
viaveis, apenas cultivadas em DMEM-HIGH, Triton representa as células mortas
¢ PF-127 representa as células cultivadas em DMEM-HIGH com Pluronic® F127.
As imagens foram obtidas por software acoplado ao microscopio Optico invertido
de contraste de fase. Escala: 100um. Foram analisados 10 campos aleatorios para
€ada CONAICAD. ....oeeiiiiiiiii et are e eeeeeeeees 133
Figura 4.33: Imagens de microscopia de varredura (MEV) da célula RAW 264.7
de amostras controle (A ¢ D) e tratadas com AuNPs com 2mM de NaOH ¢ PF127
(B ¢ E) e com AuNPs com 2mM de NaOH (C ¢ F). As setas em vermelho indicam
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a morfologia mais alongada e a seta em azul indica a morfologia mais
R (<16 (0] T C: a2 USSP 135
Figura A.1: (A) Diagrama esquematico de um difratdmetro de raios X, no qual é
constituido por uma fonte fixa de raios x, um detector e o porta amostra. Adaptado
de [221]. (B) A amostra ¢ colocada no ponto S (porta-amostra) e as rotagdes em
torno do eixo O sdo possiveis. O feixe de raios X ¢ gerado no ponto T, e as
intensidades dos feixes difratados s@o detectadas por um detector indicado pela
letra C. A amostra, a fonte de raios X e o detector sdo coplanares. O detector é
montado em um carro mével que também pode ser girado em torno do eixo O. O
carro € o porta amostra sdo acoplados mecanicamente de tal forma que uma
rotagdo da amostra em 6 é acompanhada por uma rotagdo de 20 do detector,
garantindo que os angulos de incidéncia e de reflexdo sejam mantidos iguais entre
si. A medida que o detector se move em velocidade angular constante, registra
automaticamente a intensidade do feixe difratado em funcdo de 20, isto ¢, do
angulo de difracdo. Adaptado de [222]....ccoeciiiiiiiiiieeeiee e 142
Figura A.2: Condig¢do geométrica para difracdo de raio X por planos cristalinos.
Supondo que dois planos paralelos A—A’ e B-B’ sdo separados pelo espagamento
interplanar d. O feixe paralelo, monocromatico e coerente de raios x de
comprimento de onda A incide nesses dois planos em um angulo 6. Os raios
denominados de 1 e 2, sdo espalhados pelos atomos P e Q. A interferéncia
construtiva dos raios espalhados 1 e 2 ocorre também em um angulo 6 em relagéo
aos planos se a diferenca de comprimento de caminho entre 1-P—1’ ¢ 2-Q-2’ (ou
seja, SQ + QT) ¢ igual a um numero inteiro, n, de comprimentos de onda A.
Adaptado de [222]. .o e e 143
Figura A.3: Analise de difratometria de raio X para monocristais. Amplificagdo
do p6 da dispersdo coloidal de nanoparticula de ouro depositada na haste do
difratOmetro (POTta aMOSITA). ...ee.eviiieeiiiie et eecee et e et ee e et ee e e e e 144
Figura A.4: Esquema de funcionamento da técnica espalhamento dindmico de
luz (DLS), em que a luz espalhada por particulas iluminadas por um laser ¢é
medida com alta resolugdo de tempo sob um angulo 6 definido. A flutuagdo do
sinal de espalhamento reflete a dinamica dos processos microestruturais, como o

movimento browniano das particulas. Adaptado de [224]........ccceevvvveevnreeeennnnn. 146
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Figura A.S5: Representacdo da relacdo entre o tamanho hidrodindmico e o
tamanho real do nticleo metalico das NPs. O tamanho hidrodindmico medido por
DLS ¢ sempre maior do que o tamanho dos NPs medidos por TEM [38].......... 147
Figura A.6: Aparelho de espalhamento dindmico de luz (DLS) ZetaSizer Nano
Series — ZS localizado no Laboratorio de Biotecnologia (Labio) do Instituto
Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia INMETRO). ....................... 149
Figura A.7: Componentes optica de um microscopio eletronico de transmissao
no modo imagem. Adaptado de [230]........ccocvrireeiiiiieiiiiie e 150
Figura A.8: Microscopio eletronico de transmissdo JEOL 2100F localizado no

Laboratério Multiusuario de Nanociéncia ¢ Nanotecnologia (LABNANO) do

Centro Brasileiro de Pesquisas Fisicas (CBPF)..........cccoccvvvviiieiiciiiiieiieece, 151
Figura A.9: Esquema basico de um microscopio de varredura (MEV). Adaptado
A [234]. e e 153
Figura A.10: Esquema basico de um microscopio de fluorescéncia................ 155

Figura A.11: Microscopio Optico de epifluorescéncia automatizado, InCell

Analyzer 2000, localizado no Laboratério de Biotecnologia (LABIO) do Instituto

Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO). ...................... 156
Figura A.12: Redug@o do MTT a Formazan [242]. ......ccceeevvveeeeivieeecniee e, 157
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“O que sabemos é uma gota, o que ignoramos é um oceano.”

Isaac Newton
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Introduciao

1.1 Estado da arte

A pandemia da COVID-19 teve inicio em dezembro de 2019, com os
primeiros casos registrado em Wuhan, na China. Diante da expansdo drastica da
COVID-19, doenga causada pelo virus SARS-CoV-2, a Organizacdo Mundial da
Satde (OMS) declarou emergéncia sanitaria global em marco de 2020. Segundo
os dados da OMS, a pandemia de COVID-19 causou mais de 6 milhdes mortes
em todo o mundo [1]. De acordo com ultimo levantamento da OMS, reportado no
dia 29 de julho de 2022, no Brasil houve 33.704.393 casos confirmados e
677.804 de vitimas fatais [2].

Diante desse cenario muitos estudos foram efetuados sobre a COVID-19,
em que a mortalidade ocasionada pela doenga se revelou associada a tempestade
de citocinas [3]. A tempestade de citocinas estd correlacionada a uma resposta
inflamatoria intermediada principalmente pelos macrofagos [4-9]. Na COVID-19,
a ativagdo descontrolada dos macrofagos corrobora para um processo de
hiperinflamac¢do, em particular a sindrome do desconforto respiratorio agudo
(SDRA) [3, 6, 9, 10], e ¢ acompanhada por um elevado estresse oxidativo, que
contribui para o aumento dos niveis das espécies reativas de oxigénio (EROs) ¢
das espécies reativas de nitrogénio (ERNs) [6], de tal forma que esse aumento
implica na possivel fibrose pulmonar e na exacerbagdo da doenga [6, 9, 11, 12].
O rapido desenvolvimento de vacinas eficazes foi imprescindivel contra a difusdo
do COVID-19 [13, 14]. Atualmente foi aprovado pela Food and Drug
Administration dos EUA (Estados Unidos da América), European Medicines
Agency da Unido Europeia e pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria) o farmaco antiviral Paxlovid™, da Pfizer, no tratamento da COVID-19
leve a moderada, todavia essa medicagdo so atende adultos que ndo necessitam de
oxigénio suplementar ¢ que apresentam risco de progressdo para o caso mais
grave da doenga, além do fato da seguranca e da eficiéncia do Paxlovid™ para o

tratamento da COVID-19 ainda ser objeto de estudo [12, 13].
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Nessa conjuntura, torna-se imprescindivel pesquisas sobre métodos de
acdo ndo tradicionais que possam potencializar ou desencadear os efeitos
terapéuticos desejados. Nessa perspectiva, o campo da Nanomedicina ¢
fundamental para o estudo de terapias ndo convencionais. A Nanomedicina vem
se desenvolvendo nas ultimas décadas e apresenta uma vasta abrangéncia em
diferentes abordagens consonantes da medicina, quimica, fisica, engenharia e
biologia, com finalidade comum de controlar e defender a satide do corpo humano
[14, 15].

Em ambito da teranodstica [16], que inclui métodos terapéuticos e
diagnosticos em um unico sistema, as nanoparticulas (NPs) tem definitivamente o
papel mais importante e abrangente [16-18], sendo usadas na geracdo de imagens,
terapias fotodinadmica e térmica para cura de cancer, ou entrega de drogas [17, 18].
Outros estudos reportam também efeitos antibacterianos (Ag, Au, CuO, ZnO,
TiO2 e Al203) [19], antifungicos (Ag, Au e Cu) [20-22], antivirais (Ag, Au, TiO2)
[23], anti-angiogénicos (Au) [24] ou anti-inflamatorios (Ag, Au e ZnO) [24, 25]
das NPs.

Apesar da ampla gama de materiais usados para a sintese de NPs, as
nanoparticulas de ouro (AuNPs) estdo entre as mais investigadas nas ultimas
décadas, devido ao fato de apresentar alta estabilidade térmica e baixa
volatilidade, ndo serem citotdxicas, ndo serem imunogénicas, serem facilmente
funcionalizaveis, e apresentarem propriedades Opticas do tipo plasménica [26-28].
Estudos mais recentes apontam que as AuNPs sintetizadas por via quimica podem
ter efeito imunomodulador com agdo anti-inflamatoria [24, 25, 29-35] e que os
mecanismos fisico-quimicos associados a modulacdo da resposta inflamatéria em
macrofagos sdo a redugdo da produgdo de EROs e/ou ERNs.

Sendo assim, ¢ de extremo interesse investigar as eventuais propriedades
anti-inflamatorias de AuNPs e nesse sentido o presente trabalho preconiza o
estudo das AuNPs sintetizadas por ablacdo por laser pulsado (PLA) em agua [27,
36, 37], em virtude de ainda ser incipiente o estudo sobre a potencial propriedade
anti-inflamatoria das AuNPs obtidas por PLA e, também, diante dos recentes
resultados obtidos no NanoLaserLab do Departamento de Fisica da PUC-Rio [38,
39], onde foram sintetizadas as AuNPs, objeto da presente pesquisa. Esses

resultados, apontam a criagdo de diferentes espécies organicas durante o processo
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de PLA de alvos de ouro em agua, devido a reagdo de reducdao da CO, (CO,RR)
[37, 38]. Entre os produtos da reagdo, foi, possivelmente, identificado via
Espectroscopia Raman Amplificada pela Superficie (SERS, do inglés Surface
Enhanced Raman Scattering) o ouro-carbonil (Au — CO), caracterizado por uma
estreita banda em 2124 cm™' [40]. Os metais de transi¢io conjugados com
monoxido de carbono (CO) foram introduzidos na ultima década como farmacos
baseados na liberagdo controlada de CO, sendo denominados de moléculas para a
liberacdo de monodxido de carbono (CORMs, da acrossemia Carbon Oxide
Releasing Molecules) [41]. Os CORMs sdo ainda hoje amplamente estudados para
os evidentes efeitos anti-angiogénicos e anti-inflamatérios, esses ultimos
associados com um efeito inibitério da producdo de ERNs por meio do mondxido

de carbono [41, 42].

1.2 Objetivos e métodos

Diante do contexto citado anteriormente, o presente trabalho tem como

objetivos:

I.  Confirmar o processo de redugdo da CO (CO,RR) durante a PLA de
AuNPs em agua, através da identificacdo dos relativos produtos
através de espectroscopia Raman, SERS e difracdo de raios X (DRX).

II. Realizar o estudo do possivel efeito modulador das respostas
inflamatorias das AuNPs em células oriundas da linhagem celular
macrofagos do tipo RAW 264.7 (provenientes de camundongos ¢
cedidas pelo Master Bank do Laboratorio de Bioengenharia Tecidual
do Inmetro - LABIO, na qual foi adquirida a partir da Colecgdo
Americana de cultura de células - ATCC AmericanType Culture
Collection, Rockville, MD, USA), realizando analises de proliferacdo
celular, viabilidade celular, EROs e ERNS.

III.  Investigar uma possivel ligacdo entre o efeito imunomodulador e os

produtos secundarios obtidos através da CO,RR.
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Para esse ultimo fim, as AuNPs foram sintetizadas em solugdes aquosas de
NaOH em atmosfera ambiente e, também, em atmosfera controlada contendo a
espécie gasosa N2 na interface gas-liquido. Assim, foram investigadas as relativas
diferencas dessas AuNPs em termos de produgdo de produtos secundarios e seus
possiveis efeitos anti-inflamatorios. A fim de obter os objetivos da presente
pesquisa foi necessario utilizar diversas técnicas experimentais conforme ilustra o

fluxograma (Figura 1.1) abaixo.

- UV-Vis
- ICP-MS

| |Espectroscopia de
fluorescéncia

Caracterizacio| [ DLS
das AuNPs

- DRX

-  MET

Sintese das AuNPs| | EDS

por PLA em agua — Viabilidade

—  Raman
— Proliferacao

Tratamento dos
macroéfagos RAW 264.7 |- Analise biologica—-  EROs
com as AuNPs

—  ERNs

— MEV

Figura 1.1: Fluxograma geral da metodologia utilizada para a pesquisa.

1.3 Contribuicdes e infraestrutura

A sintese das nanoparticulas de ouro por PLA em agua foi realizada no
NanoLaserLab do Departamento de Fisica da PUC-Rio, sob supervisdao do Prof.
Dr. Tommaso Del Rosso. A espectroscopia UV-Vis foi realizada tanto no
Laboratério Multiusuario de Espectroscopia Optica (localizada no Departamento
de Fisica da PUC-Rio) quanto nos Laboratorios de Macromoléculas (LAMAC) e
de Bioengenharia Tecidual (LABIO) do Instituto Nacional de Metrologia,
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Qualidade e Tecnologia (INMETRO). As medidas de ICP-MS foram realizadas
no Departamento de Quimica da PUC-Rio. A espectroscopia Raman e SERS das
amostras de AuNPs também foram realizadas no Departamento de Quimica da
PUC-Rio. A espectroscopia de fotoluminescéncia foi realizada tanto no
Laboratério de optoeletronica organica e molecular (LOEM) quanto no
Laboratério de Espectroscopia de Biomoléculas, ambos situados no Departamento
de Fisica da PUC-Rio. O processo de liofilizacdo se deu no Laboratorio Van der
Graaf da PUC-Rio, sendo efetuado pela técnica Suellen Tozetti.

As medi¢cdes de microscopia eletronica de transmissdo (MET) e
Espectroscopia por Energia dispersiva de raios X (EDS) foram realizadas pela
poés-doutorada Evelyn Christyan da Silva Santos no Centro Brasileiro de
Pesquisas Fisicas (CBPF). Estabeleceu-se uma colaboracdo com o Prof. Dr. Celso
Barbosa de Sant’Anna Filho responsavel pela Diretoria de Metrologia Aplicada as
Ciéncias da Vida (DIMAV) do INMETRO, para a realizagdo de todas as analises
de carater biologico. Os macrofagos RAW 264.7 foram cedidas pelo banco de
células Master Bank do Laboratério de Bioengenharia Tecidual (LABIO) do
INMETRO. As imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) dos
macrofagos RAW 264.7 tratadas com as AuNPs foram realizadas pela aluna de
doutorado Natalia Yoshihara, no Laboratério de Microscopia Aplicada as
Ciéncias da Vida (LAMAYV) no INMETRO. O espalhamento dindmico de luz
(DLS) foi realizado sob a supervisdo do pos-doutorado, associado ao LABIO,
Wanderson de Souza no INMETRO. A difragao de raios X (DRX) foi realizada
no INMETRO pela técnica Nathilia Ramos e o estudo referente as fases
cristalinas foi realizado em parceria com o Prof. Dr. Alexandre Cuin da

Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF).

1.4 Organizacao

No Capitulo 2, “Fundamentos tedricos”, abordamos os conceitos
primordiais para a compreensdo da presente pesquisa. Nesse capitulo,
apresentamos uma breve introducdo sobre nanoparticulas e alguns tipos de
sintese, além da teoria do PLA de alvos metalicos, as diferencas observadas nas

nanoparticulas com relacdo ao pardmetro do material e do laser em agua, e a nossa
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proposta tedrica para a formag@o de material organico pela CO,RR durante a PLA
em agua. Ademais, mostramos o uso do ouro ¢ das AuNPs na literatura como
possivel agente anti-inflamatério. Por fim, explicamos os conceitos e a conexdo
relacionada a inflamagdo ¢ a COVID-19, procurando evidenciar da relevancia
pesquisa no que tange ao possivel efeito imunomodulador das AuNPs. No
Capitulo 3, “Métodos experimentais”, elucidamos os métodos experimentais
utilizados, a descricao dos fundamentos teodricos de cada técnica e os respectivos
métodos de preparagdo das amostras deste trabalho para cada analise realizada.
No Capitulo 4, “Resultados e discussdes”, mostramos os resultados e as
discussdes. E por fim, no Capitulo 5, “Conclusdes”, apresentamos as conclusoes
da pesquisa e as consideracdes futuras do trabalho proposto. As informagdes

suplementares estardo disponiveis no Material Suplementar.
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Fundamentos teoricos

Esse capitulo aborda a contextualizagdo, explicacdo e exemplificagdo

referentes a fundamentag@o tedrica em que esse trabalho se baseou.

2.1 Nanoparticulas

As nanoparticulas (NPs) sdo uma ampla classe de materiais que incluem
substancias particuladas, que possuem uma dimensdo que varia de 1 a 100nm
[43]. O prefixo “nano” ¢ oriundo do termo grego nannos, o qual pode ser
interpretado como um objeto de dimensdo infima [44]. Todavia, o prefixo ¢
recorrentemente empregado com a finalidade de representar particulas em escala
nanométrica, sendo equivalente a um bilionésimo de um metro, isto ¢, 10~m no
Sistema Internacional de Unidades (SI, do francés Systéme international d’unités)
[44]. A Figura 2.1 exibe uma escala de comprimento estabelecendo uma

comparagdo entre os macromateriais, micromateriais, nanomateriais (NMs) e sub-

materiais.
Cabelo Moléculas
Moeda humano pequenas
Bactéria Nanoparticula 0
r /N
1(m E -—— ¢ H H
Sub-materiais
2 3 4 ¢ 7 $ > )
1 0.1 10 10 10 10 10 10 10 10 10 m
| ! l ] ] l l | ! ! l
T T T T T T I I T 1 T
m 1dm 1cm Imm 100um 10um Tym  100nm 10nm 1nm 1A

Macromateriais

D = ® m

Grio de it
Bola de Transistor

i areia
vélei

Figura 2.1: Escala de comprimento e a representagdo de materiais com tamanhos correspondentes
a0 macro, micro, nano e sub-materiais. Adaptado de [45].

A importancia dos nanomateriais se deu quando os pesquisadores
descobriram que o tamanho pode influenciar nas propriedades fisico-quimicas
[32, 43]. Sendo assim, a utilizagdo das nanoparticulas encontra-se cada vez mais
em ascendéncia, primordialmente, por conta das caracteristicas inerentes as

mesmas, tais como: tamanho, forma e composi¢ao adaptavel, além de fornecer um
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aumento da relacdo superficie/volume [32, 43, 46] e possuir a capacidade de
ultrapassar barreiras bioldgicas [47]. Nesse ultimo, estudos mostram que embora a
membrana plasmatica apresente uma permeabilidade seletiva as nanoparticulas
sdo capazes de entrar nas células, uma vez que elas podem sofrer mudangas fisico-
quimicas ao entrarem em contato com fluidos biologicos havendo adsorcdo de
proteinas na superficie da nanoparticula e consequentemente possibilitando uma
maior facilidade em relagdo a sua entrada na célula [47-49]. No geral, essas
caracteristicas exclusivas das nanoparticulas sdo responsaveis por suas
propriedades multifuncionais e despertam interesse por sua aplicacdo em diversos

campos como industriais, comerciais e at¢ mesmo médicas [32].

2.2 Sintese de nanoparticulas

Desde que o termo “nano” foi introduzido como um novo conceito na
década de 1960 a preparacdo de nanomateriais (NMs) por meio das abordagens
bottom-up e top-down tem sido o foco de estudos cientificos [43, 44, 50, 51]. A
abordagem bottom-up envolve a montagem de atomos e moléculas para gerar a
nanoparticula, enquanto, a abordagem top-down ocorre quando promove a

redu¢@o do material de maior escala em nanoparticulas [44, 52] (Figura 2.2).

[ Sintese de nanoparticulas ]

/\\

Top-down Bottom-up
Materdl a Material %
granel ¢ Clusters Atomos

em po

iii oos, 000
= B °°°aa ‘“’uog@ 0. <,:1
A3 3% = i

\Ninopal tlfula/ /

[ Método fisico ] [ Método qulmlco Metodo biolégico ]

Figura 2.2: Diferentes abordagens de sintese das nanoparticulas [52].

Atualmente existem trés metodologias para a sintese de nanoparticulas,

sendo elas via: quimica, biologica e a fisica [S51]. Na sintese quimica, a abordagem
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mais comum ¢ a reducdo quimica de ions metalicos por meio de agentes redutores
organicos e inorgénicos, levando a formacdo das nanoparticulas [53, 54]. A
sintese bioldgica ndo utiliza produtos quimicos nos protocolos de sintese e sim
organismos, tais como: bactérias, fungos e plantas [53, 54]. Esses organismos
produzem biomoléculas como proteinas capazes de reduzir ions metalicos que,
posteriormente, aglomeram-se formando uma dispersao coloidal de nanoparticulas
[55]. Na sintese pelo método fisico podemos citar a ablacdo a laser, na qual refere-
se ao processo de remocdo de parte de um material [56]. Essa metodologia foi
utilizada para a fabricacdo das nanoparticulas no presente trabalho e sera discutida
no item 2.3. A Figura 2.3 ilustra de forma resumida os principais métodos de
sintese de nanoparticulas. Em geral, a abordagem bottom-up compreende aos
métodos de sinteses quimicas e bioldgicas, ja a abordagem fop-down compreende

aos métodos de sinteses quimicas e fisicas [44, 52].

Métodos de sinteses de nanoparticulas

I I I

Sintese quimica Sintese fisica Sintese biolégica
®peicso Ablagio a laser Substancia biolégica
quimica & & =
S . )
< ) e o \\ < " &
l s StONS
Processo de revestimento = - -
Particulas g
e Revestimento de V4 /(‘.__é
it v
E E;;‘::_’ms) Metal + Solvente e

l

1

Tons metalicos
+
Sintese Substincias biolégicas
¢ - \( Y o ~
A - > y

i @ " £9 T A

y 20¢ ~—

:%g\ 97 4 .o

Sintese

Nanoparticulas

Figura 2.3: Métodos convencionais de sintese de nanoparticulas [57].

Vale ressaltar a crescente relevancia para as técnicas verde, isto ¢, técnicas
eco-friendly para obtencdo das nanoparticulas. As sinteses alternativas com perfil
eco-friendly apresentam as seguintes caracteristicas: atdxicas, econdmicas, de
sintese rapida, ecologicamente corretas, monodispersas € com baixa producdo de
residuos [58]. A Tabela 2.1 reporta as principais vantagens ¢ desvantagens de

cada método utilizado para a sintese de nanoparticulas.
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Tabela 2.1: Principais métodos para sintese de nanoparticulas metalicas e suas vantagens e desvantagens.

Métodos de sintese

Quimica

Biolégica

Fisica

Adaptada de [54] e [59].

AN N N N N N

AN

Vantagens
Técnica relativamente simples
Processo rapido
Produgdo em larga escala
Fécil adaptagdo de parametros
Uniformidade de tamanho e forma
Processo rapido

Produgdo em larga escala

Técnica relativamente simples

As propriedades das nanoparticulas podem ser alteradas
selecionando o parametro do laser e a natureza do
liquido

Auséncia de produtos quimicos toxicos

Uniformidade de tamanho e forma

L U U N NN

Desvantagens
Uso de produtos quimicos toxicos

Técnica pouco eco-friendly

Nao uniformidade de tamanho

Potencial contaminagio por bactérias ou fungos
Técnica eco-friendly

Demanda tempo

Produgado em baixa escala

Técnica eco-friendly
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2.3 Ablacao a laser

A sintese de nanomateriais (NMs) por meio da ablagdo a laser pulsado
(PLA) vem ganhando relevancia nos ultimos anos, por conta da sua versatilidade,
baixo custo e facilidade de execugdo [37]. Na técnica de PLA em agua, os
nanomateriais sdo obtidos focalizando o pulso laser sobre um alvo imerso em uma
solugdo liquida [37]. A ablagdo a laser € um processo de interagdo da luz com a
matéria e estd pautado justamente no processo de remog¢do de material do alvo
solido durante a irradiagdo a laser [37, 56, 60-62]. A ablagdo a laser em solugéo
liquida pode ser utilizada para fabricar nanoestruturas com diversas composigdes,
uma vez que este método envolve um liquido ¢ um sélido, podendo escolher e
combinar alvos e liquidos para fabricar as nanoestruturas de interesse [62, 63].

Comparando a sintese de nanoparticulas via ablagdo a laser pulsado em
solugdo liquida com a sinteses via quimica, pode-se dizer que a PLA em agua ¢
uma técnica verde (eco-friendly), visto que, € compativel com pelo menos 6 dos
12 principios da quimica verde, sendo eles: eficiéncia atomica, sintese mais
segura, produtos quimicos projetados para maior seguranca, uso de solventes e
auxiliares mais seguros, redugdo da formacdo de derivados e quimica
intrinsecamente segura para a prevencao de acidentes. Além do mais, na sintese
por PLA, geralmente, usa-se agua ou solucdes aquosas em vez de solventes
organico [64]. A ablagdo a laser também ¢ requisitada na deposi¢do de filmes
finos [37, 65, 66], micro usinagem precisa de materiais [67], aplicagdes
odontolégicas [68, 69], cirurgia ocular [69], cirurgia dermatologica [70] e
conservagdo de bens culturais [71].

O processo PLA, baseia-se na absor¢@o da energia do pulso curto do laser
pelos elétrons da superficie dos alvos, seguida da termalizagdo dos fonons em
tempos da ordem de picosegundos (ps, 10~ s) [72]. Para a realizacdo da ablagio
em liquido, os pardmetros relacionados ao material (alvo, solvente e solutos,
temperatura e pressdo do sistema, altura do liquido) e ao pulso laser (comprimento
de onda, duragdo, energia, taxa de repeticdo, numero de pulsos de laser e area do
spot laser no alvo) t€ém um papel fundamental na natureza quimica, na
concentragdo, no tamanho e na estabilidade do nanomaterial produzido [37, 65,

73, 74]. A maior eficiéncia de ablacdo (massa de material removido por energia
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de pulso) e a fluéncia de limiar mais baixa Fmin (a fluéncia minima necessaria para
haver ejecao do material) sdo obtidas usando um comprimento de onda mais curto
[65, 75] e duragdo de pulso mais curta [76]. Na PLA em liquido, os atomos de um
pequeno numero de reagentes introduzidos no ambiente de ablacdo (alvo,
solvente, solutos) pode-se combinar na forma de nanoestruturas suspensas em
solugdo [77]. Sendo assim, pode-se dizer que a PLA em liquido é uma técnica
hibrida que incorpora caracteristicas top-down e bottom-up. O processo top-down
esta relacionado a formacdo do plasma com os aglomerados e¢ fragmentos do
material alvo da ablagdo [37, 77, 78], enquanto o processo bottom-up esta
relacionado com a recombinacdo do plasma em pequenos aglomerados ¢ a sua
posterior coalescéncia, contribuindo para a formagdo das nanoparticulas [37, 77,
78].

A remogdo de parte do material alvo por meio do pulso laser se da pela
interacdo entre os fotons e a superficie do alvo, onde permite a formagdo de um
plasma sobre a regido de interacdo com o alvo, contendo ions tanto do alvo solido
quanto do meio circundante, este ultimo constituido pelas espécies liquidas (L) e
gasosas (G) dissolvidas no seu interior, conforme ilustra a Figura 2.4 [79]. No
caso da presente pesquisa, o metal (M) é o ouro (Au), o liquido é uma solugéo de
hidroxido de soédio (NaOH) e os gases dissolvidos sdo os constitutivos do ar (CO,,
N,, 0,) para a ablag@o no ar ambiente ¢ N, para a ablacdo realizada em atmosfera
controlada. Conforme a distancia do alvo a temperatura ird diminuir (temperatura
ambiente em direcdo do liquido) de modo que diferentes espécies (M, L, G)
estardo no estado excitado ou ionizado (indicado com um asterisco), conforme
indicado na Figura 2.4. Em contraste com a literatura tradicional, incorporamos as
espécies gasosas dissolvidas na agua como um importante componente que
participa das propriedades quimicas e fisicas dos nanomateriais sintetizados por
PLA em agua. Aludimos, particularmente, a diminuta porcentagem de CO,
presente no ar (~0,04%) [80], a qual atribuimos a presenca de nanomaterial
organico na dispersao coloidal mediante ao processo de reducdo da CO, durante a

PLA de alvos de metais de transi¢cdo em agua.
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Liquido (L) . Q Gés (G)

Alvo de metal (M)
Nanoparticulas Nanomaterial z .
metélicas organico Material organico

molecular

Figura 2.4: Representacdo esquematica da pluma de plasma gerada apds a interagdo do laser com
o alvo de metal. O plasma abrange a regido (I) proxima ao alvo na qual é constituida apenas por
ions metalicos (M) enquanto a regido (II) corresponde a uma combinagdo de ions e espécies
excitadas de metal (M), liquido (L) e gas(G), simbolicamente representado por M*+ L* + G*. A
regido (IIT) corresponde ao meio liquido contendo as espécies metalicas (M), espécies ionizadas do
liquido (L) e o gas (G). Adaptado de [39].

Tomando o esquema representado na Figura 2.5 como exemplificacdo do
processo de ablagdo a laser, temos que inicialmente, em t < 0, o pulso de laser é
emitido passando pelo liquido até atingir o alvo. Na ablacdo ¢ necessario
considerar a interacdo do laser com o meio liquido e o efeito dptico ndo linear,
sabendo que este ultimo pode ser acompanhado pela quebra das moléculas do
liquido [81, 82]. Os efeitos Opticos ndo lineares estdo correlacionados com a
fluéncia (F) do laser que nada mais ¢ do que a energia dividida pela area de
interacdo, medida em J/cm? [37, 83, 84].

Quando o laser incide no alvo solido de metal, os elétrons do alvo soélido
sdo excitados devido a absor¢do dos fotons. Como nessa etapa ha uma alta
densidade de fotons, tem-se absor¢c@o linear e ndo linear do foton no alvo, logo,
nesse caso, ha dependéncia da fluéncia F e da duracdo do pulso laser.
Posteriormente, os elétrons excitados transferem a energia para os fonons até que
0 equilibrio térmico seja atingido em tempos da ordem do ps [37]. Em seguida, ha
desprendimento do material (elétrons, ions, radicais e &tomos) na regido em que

ocorre a interagdo formando, portanto, uma pluma de plasma [37, 85].


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 2013035/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 2013035/CA

14

t<o0 t=10"1252 10710 |

Pulso de penetracio no liquido Absorciao do pulso laser Remocio do material ablado

Solucio Solucio Onda de
Pulso laser Pulso laser

choque

liquida liquida

Alvo Alvo Alvo
t=10"1a107s t=10"%52a10"%s
Expansio e resfriamento da Expansio e término da bolha Crescimento lento e
pluma de plasma de cavitagio aglomeracio das NPs
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Pluma de plasma
das NPs
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Figura 2.5 Esquema dos principais estdgios da PLA em solucdo liquida. O processo do PLA se
inicia com a absor¢do do pulso de laser pelo alvo formando uma pluma de plasma, contendo o
material ablado, que se expande no liquido circundante, seguida pela emissdo de uma onda de
choque. Durante a expansdo, a pluma de plasma esfria, liberando energia para a solugdo liquida,
gerando, assim, uma bolha de cavitagdo que se expande no liquido e em seguir colapsa em uma
escala de tempo da ordem de centenas de microssegundos, por meio da emissdo de uma segunda
onda de choque. Adaptada da referéncia [37].

A diferenga da duracdo dos pulsos de laser e do tempo de relaxagdo
elétron-fonon (da ordem de ps) influencia diretamente no processo de
desprendimento do material [37, 77]. No caso dos pulsos ultracurtos, isto €, pulsos
da ordem de femtossegundos (f5) e picosegundos (ps), a termalizagdo elétron-
fonon ¢ alcancada em uma escala de tempo maior do que a duracdo do pulso,
propiciando a predomindncia dos processos de absorcdo de multifétons e
fotoionizacdo [37, 38]. Nesse caso, a ablacdo ¢ definida, genericamente, como
fragmentacdo, onde o material ejetado ¢ constituido de 4tomos quentes, vapores e
gotas de liquido, ademais o desprendimento do material se dd de forma
extremamente rapida e longe do equilibrio termodinamico [37]. No caso de um
pulso com duragdo da ordem de ns (mesma durac@o de pulso utilizado no presente

trabalho) o transporte de energia elétron-fonon pode ocorrer antes do final do
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pulso do laser, possibilitando o uso da termodinamica classica para descrever a
remo¢ao de material [37, 86].

A cinética de evolug@o da pluma de plasma se da de forma muito rapida
(da ordem de 1077s), porque o aquecimento pelo pulso do laser alterna
abruptamente com o resfriamento, devido a expansao da pluma e da troca de calor
com o meio liquido [37]. A pressdo do liquido ¢ responsavel pelo confinamento
do plasma acima do alvo. A formacao do plasma ¢ seguida pela geragdo da onda
de choque, portanto, quando o material é ejetado tem-se uma pressdo de recuo
deste material que pode gerar duas ondas de choque, isto ¢, uma onda de pressao
que se propaga na direcdo do alvo e outra na dire¢@o do liquido a uma velocidade
supersonica da ordem de 103 m/s [37]. Essa situacdo gera uma bolha denominada
de bolha de cavitagdo. A propagacdo das ondas de choque, geradas pela ablagéo a
laser, no alvo e no liquido, pode transportar entre 10% e 50% da energia do pulso,
e, além disso, permite o desprendimento do material da regido onde o laser atinge
[37]. Posteriormente, a pluma de plasma se expande adiabaticamente aquecendo o
liquido externo e formando eventuais novos materiais por interagdes quimicas [37
87, 88]. Vale ressaltar que existe uma parte do plasma (II) em que os ions e
espécies excitadas provém do metal (M), liquido (L) e dos gases (G), conforme
ilustrado a Figura 2.4. O plasma formado durante a ablagdo em meio liquido ¢é
composto por espécies constituintes do alvo e das espécies constituintes do
ambiente liquido utilizado, que podera interagir entre si podendo levar a formagao
de hidréxidos e 6xidos de metais [37].

Logo depois que o plasma ¢ extinto e a energia térmica ¢ transferida para o
liquido, a bolha de cavitagdo ¢ gerada com pressao interna menor do que a pressdo
externa causada pelo liquido, contribuindo para o colapso da bolha e emitindo a
segunda onda de choque [37, 89, 90]. A duragdo total da bolha de cavitagdo
estimada por Wagener et al. ¢ da ordem de, aproximadamente, 350us [91].
Ademais quando a bolha de cavitagdo colapsa surgem bolhas secundérias,
denominadas microbolhas persistentes ou bolhas permanentes, com faixa de
duracdo de milissegundos [92]. Essas microbolhas persistentes podem atuar como
um escudo, absorvendo parte da energia do pulso do laser e interferindo na
interagdo entre o pulso do laser e o alvo em PLA em solucdo liquida [38, 92, 93].

Kalus et al. identificaram a presenca de H,, O,, H,0, e N,, por meio da
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cromatografia gasosa, no interior das microbolhas persistentes produzidas durante
a ablagdo a laser pulsado utilizando varios metais de transi¢do imersos em agua
[93]. Sendo assim, as microbolhas persistentes serdo objetos essenciais para
sustentar nossa proposta da rea¢do de reducdo do CO,, em que vamos denominar

de CO,RR, durante a PLA em solugao liquida.

2.3.1 Parametros relacionados ao laser

O comprimento de onda utilizado para ablagdo a laser ¢ a natureza do
material ablado influenciam na distribuicdo do tamanho das nanoparticulas
produzidas [37]. As nanoparticulas podem absorver o pulso laser e sofrer
modificacdes durante a sintese, portanto, usar comprimentos de ondas que ndo
sejam absorvidos pelos nanomateriais ¢ preferivel para evitar interagdo com os
produtos [37]. No caso da sintese das nanoparticulas de ouro por ablacdo a laser
em meio liquido com pulsos de 532nm ou 355nm, ocorre a fotofragmentagdo
propiciando a redugéo da distribui¢do do tamanho médio [37].

A energia utilizada na ablagdo esta relacionada com a quantidade liberada
de material. Além disso, quando a energia do pulso ¢ aumentada a distribuicdo do
tamanho médio das nanoparticulas aumenta [37]. Foram observadas
nanoparticulas de ouro com distribuicdo maior de tamanho em alta fluéncia
(F>100 J/cm?), enquanto, em baixa fluéncia (F<100 J/cm?) tem-se uma
distribui¢do de tamanho menor [37]. Sendo assim, a variacdo na fluéncia do laser
pode interferir no tamanho e na taxa de producao das nanoparticulas, de modo que
no caso dos pulsos de laser no regime de nanosegundos (ns, 107%s) e com
fluéncias mais baixas, o material alvo ¢ removido, primordialmente, por
evaporacdo ¢ com a nucleagdo subsequente dos atomos vaporizados [94].
Entretanto, o aumento da fluéncia do laser faz com que uma grande quantidade de
energia seja liberada para grande parte do alvo, propiciando a fusdo e aumentando
tanto o tamanho médio quanto a taxa de producdo das nanoparticulas [94]. Se,
porventura, a fluéncia seja fixada e o diametro do pulso laser seja aumentado,
teremos um aumento na taxa de producdo das nanoparticulas [37].

A variagdo na duracdo do pulso também influi na distribuicdo dos

tamanhos das nanoparticulas, além de contribuir para a estrutura ¢ composi¢do
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dos nanomateriais [37]. O intervalo de tempo entre pulsos laser ¢ determinado
pela taxa de repeti¢do. A taxa de producdo de nanoparticulas por unidade de
tempo aumenta com a taxa de repeti¢do. Porém, essa linearidade esta atrelada ao
fato da taxa de repeti¢@o ser maior do que o tempo de vida da bolha de cavitagdo,

ou seja, inferior a 103 — 10* Hz [37].

2.3.2 Parametros relacionados ao material

E de suma importancia investigar os efeitos correlacionados a natureza do
alvo e do liquido utilizado em relacdo a composi¢do quimica do produto da PLA
em solucao liquida. Sendo assim, o uso de solventes e solutos sdo fundamentais
para definir as caracteristicas das nanoparticulas ao final da sintese. O uso de
solventes pode influenciar nas caracteristicas das nanoparticulas, tais como o
tamanho e a composicao [37]. Estudos reportam que a ablagdo a laser em agua dos
metais Au, Ag e Fe produzem nanoparticulas formadas por metais e espécies
oxidadas, enquanto ao utilizar solventes orginicos como, por exemplo, tolueno,
hexano e etanol, uma casca de carbono pode ser criada em torno das
nanoparticulas [37, 77].

Os solutos podem modificar as propriedades fisico-quimicas da solugdo
liquida ou podem interagir diretamente com o material ablado [37]. A adig@o de
solutos na ablag@o a laser em meio liquido permite aumentar o confinamento do
plasma na superficie alvo, podendo controlar tanto a dimensdo quanto a
estabilidade das nanoparticulas produzidas. Sendo assim, os solutos podem alterar
a viscosidade e a densidade do solvente, e 0 aumento desses parametros melhora o
confinamento da pluma de plasma e, consequentemente, corrobora para melhorar
a eficiéncia da ablagdo [37]. O aumento da viscosidade do liquido ¢ a presenga de
surfactantes ou agentes estabilizantes ¢ geralmente utilizada para controlar e
limitar a dimensdo das nanoparticulas, pois reduzem o tempo disponivel para a
interagdo e coalescéncia das nanoparticulas [37, 95].

Sylvestre et al. observaram que as nanoparticulas de ouro preparadas em
solugdes de NaOH eram menores do que aquelas produzidas em agua deionizada,
revelando que a carga superficial absoluta das nanoparticulas de ouro, na qual

aumenta com o pH (potencial hidrogenionico), pode ter uma contribuicdo
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determinante no controle do tamanho das particulas produzidas [96]. Sendo assim,
as nanoparticulas carregadas negativamente produzidas em solu¢do basica
tenderdo a se repelir, limitando, portanto, a coalescéncia das particulas. Sylvestre
et al. também observaram que as nanoparticulas de ouro produzidas por ablacdo
em NaCl e KCI foram menores do que as nanoparticulas de ouro produzidas por

ablacdo em agua deionizada, para uma mesma fluéncia do laser [96].

2.3.3 Processo de producido do CO,RR na PLA

O nucleo das nanoparticulas sintetizadas por PLA em solugdo liquida tem
sempre a composi¢do do material alvo, todavia, a superficie das NPs ¢ marcada
pela presenga grupos moleculares provenientes dos a&tomos presentes no ambiente
em que ocorre a PLA. Na PLA dos alvos metalicos em dgua ou em solventes
organicos pode ocorrer reagdes quimicas entre os atomos das nanoparticulas e os
atomos ou moléculas dissociadas do solvente, nos quais podem formar grupos
oxidados carregados na superficie das nanoparticulas [96, 97], ou até mesmo uma
casca de material de carbono, que por sua vez fornece estabilidade estérica [64].
Na Figura 2.6 temos um resumo dos diferentes tipos de composic¢do superficial da
dispersao coloidal obtidos por meio da PLA do alvo de ouro em agua e diferentes

solventes organico [37].

Dimetil- Tetra- Dimetil-
formamida | idrofurano | sulfoxido

(L’\"a
o] L] O
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Metal Au/
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Figura 2.6: Representag@o do resumo dos diferentes tipos de composigdo superficial da dispersao
coloidal das nanoparticulas de ouro em obtidos de PLA em 4gua e em diferentes solventes
organicos. Adaptado de [37].

De qualquer forma, a literatura sobre o processo de PLA em agua de
metais de transicao, reporta a auséncia de subprodutos secundarios, e a presenca

de 6xidos e hidroxidos na composicdo das NPs [98]. A tnica reagdo quimica
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observada durante a PLA de metais de transicdo em &agua, ¢ o processo de
separagdo da molécula da adgua (WS, da acrossemia water splitting) [93]. Por
conta das propriedades cataliticas das nanoparticulas, as moléculas da 4gua sdo

“quebradas” em dois gases, H, ¢ O,, como mostra a equagdo quimica abaixo:

2H,0 - 2H, + 0, [2-1]

Kalus et al. verificaram que os gases hidrogénio e oxigénio produzidos no
processo de separacdo da molécula de agua sdo posteriormente transportados
pelas bolhas permanentes geradas durante a PLA [93, 99].

O presente trabalho pretende demonstrar a sintese de diferentes espécies
organicas durante o processo de PLA de alvos de ouro em éagua, devido ao
processo de redugdo da CO,, o qual vamos denominar de CO,RR. Para obter
CO,RR na 4gua sdo necessarios: presenga de protons (H*) ou hidrogénio
molecular (H,) e elétrons (e™) capazes de atingir a superficie do catalisador [100],
uma fonte de energia para equilibrar a variacdo da energia livre de Gibbs [101],
um catalisador adequado para a ativagdo do CO, e, por fim, a estabilizagcdo dos
produtos intermediarios da reagdo [102]. As condigdes termodindmicas extremas
do ambiente préximo ao alvo metalico durante o PLA [77] s3o responsaveis pela
decomposicdo da agua com a presenca de radicais altamente reativos (- H, - OH),
H*, elétrons livres na solu¢do e do H, molecular [77, 81, 93]. Todavia, ndo esta
claro qual é a fonte de energia fundamental envolvida nas reag¢des cataliticas
durante a PLA em agua, mas, provavelmente, sdo desencadeadas simultaneamente
por meio da liberacdo de energia através da radiagdo Bremsstrahlung [103], das
ondas acusticas [93, 104] e da absor¢do direta do pulso do laser.

Sylvestre et al. verificaram que as nanoparticulas, produzidas por ablagao a
laser em 4gua, ndo sio formadas exclusivamente de Au® metalico, mas também
conttm Aut e Au3t [96]. Os estados de oxidacdo do ouro sdo devidos,
principalmente, aos compostos Au — O [96]. Tais compostos, provavelmente,
resultam das reagdes quimicas entre os atomos (ou ions) ou entre os aglomerados
de Au ejetados e as espécies contendo oxigé€nio presentes no plasma gerado pelo
laser ou na interface plasma/agua [96]. Nos estudos de Sylvestre et al. foram

detectados a presenca de complexos de carbonato nas nanoparticulas de ouro
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(Au—0CO, e Au— 0OCO,H) e tal fato deve-se, provavelmente, a presenca do
CO, atmosférico [96].

A nossa hipotese para explicar a presenca dos sub-produtos secundarios
detectados no presente trabalho, ¢ a CO2RR durante a PLA do alvo de metais de
transicdo. O ouro policristalino ¢ um metal tradicional usado para a CO2RR
eletroquimica seletiva para a CO [105] ou para a divisdo de agua (WS) [106].
Além disso, conforme relatado na literatura, as nanoparticulas coloidais
sintetizadas por PLA de alvo de ouro em 4gua sdo caracterizadas por interfaces
ouro/6xido de ouro (Au/Au0), o que pode potencialmente aumentar a estabilidade
de produtos intermediarios na superficie das nanoparticulas para os processos WS
e CO2RR [107, 108]. Também ndo podemos excluir a possibilidade de formagao
de interfaces metal-semicondutor. De fato, embora o Au,O3 seja pouco estudado
devido a sua instabilidade intrinseca [109, 110], o calculo DFT ab-initio (do
inglés, Density Functional Theory, DFT) prevé um band gap (BG) direto de cerca
de 0,82eV para AuxO [111].

Considerando este panorama, na Figura 2.7 propomos um modelo tedrico
simplificado das possiveis reagdes quimicas envolvidas durante o processo
CO2RR induzido por PLA (PLA-CO2RR). O mecanismo proposto, que leva a
formagdo final dos materiais a base de carbono por PLA-CO2RR, ¢ uma
sobreposi¢do complexa de CO2RR de uma e duas etapas, recentemente proposta
COmo um processo em cascata para aumentar a eficiéncia faradaica na sintese de
C> e C; produtos para processos industriais [112]. Como pode ser visto na Figura
2.7 (a), a reacdo de evolucdo de hidrogénio (HER) estd em competicio com
CO2RR de uma etapa, que classicamente leva ao mondxido de carbono (CO) e
acidos carboxilicos (R-COOH) como possiveis produtos principais. Teoricamente,
o CO pode ser produzido tanto pela reagdo CORR de uma etapa quanto pela
reacdo de deslocamento reverso agua-gas (RWGS) [113]. De fato, enquanto parte
do CO pode complexar com a superficie do ouro, supomos que a outra parte pode
ser transportada pelas bolhas permanentes, juntamente com os demais gases
presentes no ambiente PLA, o CO; injetado e o H2 e Oz produzidos durante o
processo WS. O CO pode ser ainda reduzido a alcoois e hidrocarbonetos pelo
processo Fischer-Tropsch (FT) de CO presente nas bolhas permanentes, [114]

finalizando um CO2RR de duas etapas [113, 114], conforme relatado na Figura
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2.7 (b). Como ultimo passo em CO2/C, supde-se a reducdo adicional dos produtos
FT a unidades de construcao de C,, que podem se condensar em formas solidas de
carbono, tanto ao redor dos nanorreatores metalicos quanto como nanoestruturas
de carbono isoladas. A ultima proposta, ¢ baseada nos resultados da literatura
relatando a formagdo de nanoestruturas de carbono sp ou sp? por PLA de alvo Au
em etanol, metanol [115], tolueno [116], hexano [117], ou por ablacdo direta de
pequenos hidrocarbonetos como acetileno (C2H»), etileno (C2H4) ou benzeno
(CeHp) [118], representando as unidades de constru¢do C, (unidades de carbono)
mostradas em Figura 2.7 (b).

Identificou-se, via Espectroscopia Raman Amplificada pela Superficie
(SERS, do inglés Surface Enhanced Raman Scattering), o ouro-carbonil
caracterizado por uma estreita banda em 2124cm [119]. Esse resultado pode ser
o produto da reagdo da CO2RR ou pode estar atrelada as cadeias lineares de
carbono. O uso de absorvedores de CO2, como o NaOH, para ajustar o pH em
valores neutros ou basicos cria condi¢des quimicas oportunas para a incorporagao
de AuNPs em uma casca estavel rica em grupos hidroxila e carbonila, com tragos
de carbono amorfo e grafite [38, 119]. Sendo assim, a presenga de CO adsorvido
nas dispersdes coloidais de AuNPs, pode ser responsavel pela possivel formagao
da ligagdo m-back no sistema metal-CO, o qual é responsavel pelo aprimoramento
quimico da banda Raman caracteristica do Au-carbonil [38, 119]. Esses
resultados s3o bastantes interessantes para os estudos relacionados a
nanomedicina. O desenvolvimento de moléculas com liberacdo controlada de
monoxido de carbono (CORMs) como agentes farmacé€uticos representa uma
alternativa atraente e segura para a administragdo de CO gasoso, uma vez a que
seguranga e viabilidade do uso do CO como gas inalado permanece incerta devido
a falta de especificidade e toxicidade em altas concentragdes [41]. A maioria dos
CORMs desenvolvidos até o momento sdo complexos de metal de transi¢do e
carbonila. Os estudos apontam que os CORMs apresentam propriedades anti-
inflamatérias no tratamento da artrite, [42] infec¢do bacteriana [120] ou
neuroinflamagdo [121], e, também, apresenta propriedades vasodilatadoras [122],
capacidade de inibir a agregacdo plaquetaria [123] e o efeito antiapoptdtico [124].
Nessa perspectiva, o presente trabalho busca investigar uma possivel ligacao entre

o efeito imunomodulador e os produtos secundarios obtidos através da CO2RR.
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Reacio de reducao do CO, em uma etapa

A 2H,0 - 4H'+4¢” +0, OER
HER
2Hy 4e +4HT H+, CO, Fase gasosa (CO)
Fase liquida (R-COOH)
WS
Hidrogenacao
+ 5 4
2H20 - 2H2 02 do CO,
(B) Reacgiio de reducao do CO, em duas etapas
Bolha
permanente Alcoois
Cn
Oo C LC
n
y H2 % n
ws\ RR — ' C, Cn
o2 co
‘ co Co) i Cn
o n
co d - Co, Hldrocarbonetos
CO2RR em uma Carreador
etapa (NaOH)

Figura 2.7: Esquema proposto dos processos fisico-quimicos envolvidos na redugdo de CO,RR por nanorreatores de Au/AuO durante PLA de ouro. (A) WS de uma etapa e
CO;RR complementam-se, levando a formagdo de gases (Hz, Oz, CO) e possiveis acidos carboxilicos (R-COOH). (B) A cidmara de reagdo para o CO2RR em duas etapas ¢é
constituida pelas bolhas permanentes produzidas durante o PLA, contendo CO,, O, H, e CO obtidas durante o processo de redugdo em uma etapa. Apds mais excitacdo,
ocorre a hidrogenagdo direta do CO; pelo processo molecular Hy e Fischer-Tropsch (FT), levando a produg@o de hidrocarbonetos e alcoois. Este ultimo, pode sofrer ainda uma
reacdo de redugdo catalitica (RR), que cria unidades de construg@o -C,-, eventualmente condensando na forma de nano-material de carbono solido. A energia de ativagdo E
(hv, kT) pode ser dada tanto por rotas térmicas quanto opticas.
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2.4 Propriedades opticas das nanoparticulas de metais nobres

Antes dos cientistas iniciarem os estudos sobre as propriedades opticas das
nanoestruturas metalicas, elas foram empregadas por artistas para gerar cores
vibrantes em ceramicas ¢ em vitrais das catedrais medievais [125, 126]. Um dos
exemplos mais famosos ¢ a taca de Lycurgus que remota ao Império Bizantino
(século IV d.C.), Figura 2.8 [125]. A taca de Lycurgus é composta por
nanoparticulas de ouro e prata, e dependendo da posicdo da fonte da luz e do
observador ¢ possivel verificar duas cores distintas da taca, isto €, se a taga for
posicionada na frente de uma fonte de luz teremos a colora¢do verde (luz
refletida), mas se a fonte de luz for posicionada no interior da taca, esta tera

coloragao vermelha (luz transmitida) [126, 127].

Figura 2.8: A taga Lycurgus iluminada por fora (esquerda) e por dentro (direita) [127].

O fisico Michael Faraday verificou, em 1857, que a dispersdo coloidal de
ouro exibia coloragdo avermelhada, ocasionando, em primeira instancia,
estranheza ja que a coloracdo natural do ouro ¢ amarela [127, 128]. Os coldides
foram obtidos pela redugdo de sais de ouro por foésforo branco, e essa foi,
provavelmente, a primeira observacdo relatada sobre as propriedades opticas dos
coldides de ouro serem distintos daquelas do metal a granel [127]. Em 1908, o
fisico alemdo Gustav Mie propds uma solug@o analitica das equacdes de Maxwell
para o espalhamento e absorcdo da onda eletromagnética de particulas com
tamanho arbitrario, a fim de explicar as diferentes cores das dispersdes coloidais

de nanoparticulas de um mesmo material mediante a diferenga do tamanho dessas
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nanoparticulas [128] [129]. Tal fato, corroborou para uma série de estudos
baseados no campo eletromagnético em superficies com dimensao menor ou igual
ao comprimento de onda, ou seja, estudos sobre a interacdo da luz com materiais
metalicos em escala nanométrica [128, 130].

Esses estudos deram origem a Plasmoénica, a qual constitui uma parte
importante do campo da nanofotdnica, em que se estuda a interacdo entre a
radiagdo eletromagnética e os elétrons quase livres (elétrons de condugdo) em
sistemas metalicos em uma interface metal/dielétrico [130, 131]. Assim, a
plasmonica estuda como o campo eletromagnético pode ser confinado em
dimensdes da ordem ou menores que o comprimento de onda [128, 130]. A
plasmoénica tem como objeto de estudo os plasmons, no qual pode ser
compreendido como excitagdes coletivas de elétrons condutores em metais, isto €,
pequenos pacotes de energia (quanta ou fotons) que ocorrem mediante a oscilagdo
da nuvem eletronica do metal quando este ¢ excitado por uma fonte de radiagdo
externa [16]. Dessa forma, pode-se dizer que o metal ¢ um importante
componente da plasmoénica, uma vez que este € o responsavel pelos modos de
propagacdo dos Plasmons de superficie (SP, do inglés Surface Plasmons). Os
plasmons de superficie sdo oscilagdes de carga coletiva que ocorrem na interface
entre condutores e dielétricos [16]. A nuvem eletrnica do metal apresenta uma
frequéncia de oscilacdo propria ¢ quando esta interage com a radiagdo
eletromagnética com frequéncia idéntica ha a Ressonancia plasmoénica [16].
Portanto, quando a oscilacdo dos plasmons de superficie ¢ otimizada, isto &,
quando ocorre a condi¢do de ressondncia, temos a Ressondncia de plasmons de
superficie (SPR, do inglés Surface Plasmons Resonance) [16].

Os plasmons de superficie sdo divididos em dois modos de excitagdo:
Plasmon-polariton de superficie (SPP, do inglés Surface Plasmon Polariton) e
Plasmon de superficie localizada (LSP, do inglés Localized Surface Plasmon). O
Plasmon-polariton de superficie ¢ obtido quando a onda eletromagnética incide
em filmes metalicos e permanece confinada na superficie desse filme, isto ¢&,
quando as oscilacdes de elétrons coerentes s3o acopladas a radiagdo
eletromagnética gera-se um modo eletromagnético que se propaga junto a
interface metal/dielétrico [38, 128, 132]. A excitacdo depende da polarizacdo da

radiagdo incidente e da geometria da superficie do metal [38, 132]. O Plasmon-
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polariton de superficie ¢ extremamente util para aplicagdes de sensoriamento
[132]. O termo “polariton” foi proposto por Robert Fano para o acoplamento entre
o foton e uma excitacdo elementar do sélido [125]. Quando esse modo aceita a
condi¢do de ressonancia recebe o nome de Ressonancia de polariton-plasmon de
superficie (SPPR, da acrossemia Surface Plasmon Polariton Resonance).

O plasmon de superficie localizada (LSP) ocorre quando se tem uma
nanoparticula metalica com didmetro muito menor que o comprimento de onda
incidente. Nesse caso, o campo eletromagnético incidente exerce uma forca
uniforme sobre os elétrons de conducdo e os conduz em relagdo a carga positiva
do nucleo estatico em dire¢do a superficie das nanoparticulas [38, 132]. Como
resultado do deslocamento das cargas sdo criados dipolos elétricos que geram um
campo elétrico resultante dentro das nanoparticulas oposto ao campo elétrico
incidente, no qual ird fornecer uma forca restauradora interna que fard com que os
elétrons voltem para a posi¢do de equilibrio [130, 132], conforme mostra a Figura
2.9. A retirada do campo externo faz com que os elétrons oscilem com uma
frequéncia natural denominada de frequéncia plasmoénica e, quando a frequéncia
da luz incidente coincide com a frequéncia plasmonica, a energia ¢ acoplada no
modo de Ressonédncia de Plasmon de Superficie Localizada (LSPR, da acrossemia
Localized Surface Plasmon Resonance) [38, 132] propiciando o aumento do

campo ao redor da nanoparticula.

tril
>

Nuvem eletronica

<™ Nanoparticula

Nanoparticula o

Nuvem eletrénica

Figura 2.9: Esquema de plasmon de superficie localizada (LSP, da acrossemia Localized Surface
Plasmon) de uma nanoparticula metalica. Adaptado de [126].
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As nanoparticulas de metais nobres como ouro e prata, apresentam banda
LSPR na regido visivel do espectro eletromagnético [130]. Uma consequéncia
disso sdo as cores brilhantes exibidas pelas nanoparticulas tanto na luz transmitida
quanto na refletida, devido ao aprimoramento ressonante de espalhamento e
absorcao [38, 130]. A eficiéncia de absor¢ao das nanoparticulas pode ser expressa,
classicamente, em termos de secdo de choque de absorcdo o,}s, na qual pode ser
definida como a secdo geométrica de uma particula opaca ideal que absorve o
mesmo numero de fotons que a particula estudada. As nanoparticulas também
espalham a luz incidente, e nesse caso pode ser definida como uma se¢do
transversal de espalhamento 0., A soma da segdo de choque de absorgdo com a
secdo transversal de espalhamento ¢ denominada de se¢@o de choque de extingdo
Oext- A secdo de choque de exting@o estima a fracdo de fotons que sdo absorvidos
e espalhados do feixe incidente ao passar pelas nanoparticulas [132].

O aumento do campo eletromagnético proximos a superficie esta
associado aos campos eletromagnéticos absorvidos e espalhados de modo que as
nanoparticulas metalicas apresentem secdo transversal de absorcdo e
espalhamento muito alta na ressonancia, devido a presenca de plasmons de
superficie o que proporciona alto realce e alta sensibilidade na espectroscopia
SERS e UV-Vis, respectivamente [38, 125]. O modo LSPR depende fortemente
da composi¢do, tamanho, geometria, ambiente dielétrico e distdncia de separagdo
particula-particula das nanoparticulas [132]. Para um estudo aprofundado do
LSPR, ¢ necessario resolver as equagdes de Maxwell para as nanoparticulas
metalicas sob condi¢des de contorno e aproximacgao adequadas, o que por sua vez
esta fora do escopo desta dissertacdo. Para o presente estudo vamos considerar as
caracteristicas basicas dos fendmenos LSPR como a condi¢do de Frolich, a qual
pode ser obtida por meio da Aproximagdo quase-estatica (QSA, da acrossemia

Quasi-Static Approximation) e da Teoria de Mie.
2.4.1 Aproximacio quase-estatica (QSA)
Quando um campo eletromagnético interage com nanoparticulas metalicas,

pode-se gerar modos de dipolo, quadrupolo e octopolo em cada nanoparticula

[38]. A principal contribuicdo para a absor¢do e espalhamento da luz pelas
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nanoparticulas metdlicas se da pelo modo dipolo quando o tamanho das
nanoparticulas for menor que o comprimento de onda (1) da luz incidente (d<<1)
[38, 130, 132]. Dessa forma, os campos eletromagnéticos harmonicamente
oscilantes da onda incidente sdo aproximadamente uniformes dentro das
nanoparticulas, de modo que se pode calcular a distribui¢do espacial do campo
assumindo o problema simplificado de uma particula em um campo eletrostatico
[38, 130, 132]. Sendo assim, a interagdo de uma particula de tamanho d com o
campo eletromagnético pode ser analisada usando a aproximagdo quase-estatica
simples (QSA).

Para a solu¢do analitica do problema vamos considerar uma particula

esférica homogénea e isotropica de raio a e constante dielétrica complexa &(w),

. . r . . . =1 ~
localizada na origem de um campo elétrico estatico e uniforme E = EyZ [38, 130,
132]. O meio no qual a particula esférica se encontra € isotropico € nao absorvente
com constante dielétrica €, e as linhas de campo sdo paralelas a direcao z, Figura

2.10 [38, 130, 132].

a << i

Figura 2.10: Diagrama esquematico de uma nanoparticula esférica de raio a, sob a excitacdo de
um campo elétrico estatico uniforme polarizado ao longo do eixo Z. Considerando o estudo da
aproximagdo quase-estatica simples (QSA) temos a < A. Adaptado de [132].

Usando a aproximacao quase-estatica simples (QSA) a solucdo da equagdo
de Laplace V2® = 0 para o potencial eletrostatico (p(ﬁ = —V®) com condigdes

de contorno em r — o0 e r = a, obtemos as seguintes equagoes:

e(w) — gym(w) Ega® cos O
g(w) + 2e(w) r?

Pyt = —Egrcos 0 + [2-2]
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3en(w)

it = 7 ) + 26m()

Egrcos 6 [2-3]

em que Py € Dy correspondem, respectivamente, ao potencial elétrico exterior
e no interior da particula esférica de raio a. Sabendo que r representa o mdédulo do
vetor de posicdo e o angulo 0 ¢ o angulo entre o vetor r e o eixo z. Podemos
reescrever @, em termos do momento de dipolo p como:

pr

Poye = —Eqrcos + —————
ext 0T COS BT U €0 Em(W)r3

[2-4]

sabendo que g, é a permissividade elétrica no vacuo e p ¢ o dipolo dielétrico

induzido, no qual ¢ proporcional ao campo aplicado |E0| dentro da particula

esférica, sendo definido por:
B = £oem(@)a(w)Eq [2-5]

em que a polarizabilidade a € dada por:

_ () — &m (@)
) = )+ 2em )
logo,

g(w) —&gm(w) -
g(w) + 2ep (W) °

P = 4madegye, (w)

A equacgdo acima representa a polarizabilidade complexa de uma pequena

esfera metalica sob aproximacdo eletrostatica [38, 130, 132] e mostra de forma
explicita como a LSPR ocorre [133]. E notdrio que a polarizabilidade aumenta

quando a parte real do denominador e(w) + 2., (w) se anula, isto é
Re[e(w)] = —2ep (w) [2-8]

essa expressio é conhecida como condi¢do de Frolich, e implica que Re[e(w)] <
0 na ressonancia [38, 130, 132]. Portanto, quando Re[e(w)] = —2&,(w) o

denominador ¢ igual a zero e a polarizabilidade tende a infinito, caracterizando,
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assim, a condigdo de ressonancia [133]. A secdo transversal de espalhamento o),

e a se¢do de choque de absor¢do o,,s correspondentes na aproximacdo quase-

estatica simples (QSA) sdo dadas por:

4

8m g(w) — g (w) |
Oesp = a |O(((D)|2 = ?k4a6 - [2-9]

g(w) + 2 (w)

()~ (@) 2-10)

Oaps = kIm[a(w)] = 4nk a® Im [s(w) 26 (@)
em que k € o vetor de onda. As equagdes acima mostram que O, € proporcional
a a® e o,ps € proporcional a a3, em vista disso, quando as particulas sio grandes
a extingdo ¢ dominada pelo espalhamento, enquanto no caso de particulas
pequenas esta associada a absor¢do [38, 130, 132].

A condicdo de Frohlich pode explicar o red-shift tipico obtido nos
espectros LSPR das dispersdes coloidais de nanoparticulas metalicas ao interagir
com analitos externos, comumente usados como método de deteccdo em
sensoriamento optico LSPR [38, 130]. A aproximagdo quase-estdtica simples
(QSA) fornece resultados precisos para nanoparticulas esféricas pequenas (r < 4
nm), no entanto falha em descrever red-shift do LSPR com o didmetro maior das
nanoparticulas, de modo que a modelagem correta das propriedades opticas de
uma dispersao coloidal real e polidispersa de nanoparticulas precisa da abordagem
de uma teoria eletromagnética mais rigorosa denominada de teoria de Mie [38,

134], que ndo ¢ assunto da presente dissertagao.
2.5 Raman

Essa técnica ¢ usada para medir o deslocamento da frequéncia da luz
espalhada quando um féton incidente atinge a molécula da amostra e produz um
foton espalhado [135, 136]. No momento em que a luz do laser interage com as
moléculas, os fotons sdo, instantaneamente, excitados para um estado eletronico
virtual e, concomitantemente, ao voltar ao estado de energia original emite um

foton com frequéncia idéntica a fonte de luz laser, esse fendmeno configura o
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espalhamento eléstico, no qual ¢ denominado de espalhamento Rayleigh [136].
Todavia, uma fragdo de fotons pode retornar a um estado de energia menor ou
maior do que o estado original, levando a um espalhamento inelastico, no qual a
frequéncia do foton espalhado ¢ distinta da frequéncia do foton original [136].
Para o caso em que o foton espalhado tenha frequéncia menor que o foton original
temos o espalhamento Raman Stokes, mas para o caso em que o foton espalhado
tenha uma energia maior do que o foton original, temos o espalhamento Raman

Anti-Stokes [136]. A Figura 2.11 elucida o espalhamento Rayleigh e Raman.

W
» AMOSTRA
LASER
Wy + ®wy,
Espalhamento
Raman
o
Espalhamento
Rayleigh

Figura 2.11: Esquema do espalhamento Rayleigh e Raman. Adaptado de [136].

Tomando a abordagem classica, em que a luz monocromatica ¢ tratada
como uma onda eletromagnética, a descrigdo do espalhamento Raman considera
que a molécula de espalhamento se comporta como uma colecdo de atomos
passando por vibragdes harmodnicas simples, ndo considerando, portanto, a
quantizagdo da energia vibracional [137]. Dessa forma, quando uma molécula ¢
colocada em um campo elétrico, os elétrons sdo deslocados em relacdo ao niicleo

desenvolvendo, portanto, um momento de dipolo elétrico [38, 39, 137, 138]. No
caso de pequenos campos, o momento dipolo induzido (1_5) ¢ proporcional a

intensidade do campo (E), logo, podemos escrever,
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[2-11]

ol
I
&

em que o € a constante de proporcionalidade, no qual se refere a polarizabilidade

cletronica, ¢ 0 E é 0 campo elétrico, sendo igual a:
E = E, cos(wot) [2-12]

= . . 1 . r ~ .
no qual E; ¢ a intensidade do campo em equilibrio e w, ¢ a frequéncia angular da

radiagdo eletromagnética (feixe lazer). Logo,
P = «E, cos(wyt) [2-13]

Sabendo que o termo a pode ser expandido em termos de modos normais
de vibragdo, entdo, se a polarizabilidade eletronica mudar durante a vibragdo da

molécula podemos escrevé-la, usando a série de Taylor, como:

SN ERE N

no qual ay; ¢ uma componente do tensor de polarizabilidade e a representagio
(ak,1)0 denota essa componente na configuragdo de equilibrio. A fim de

simplificar, podemos adotar vibragdes com pequena amplitude vibracional e
desprezar os termos de ordens superiores de Q [137, 139]. Assim, pode-se

reescrever a equagdo [2-14] da seguinte forma:

Jda
a=a0+( )

FTo Qm [2-15]

0

de modo que «p corresponde a polarizagdo na posi¢do de equilibrio, o termo

a . . - oy
(%) ¢ a taxa de variag¢do de Q,, na posi¢do de equilibrio e Q,, denota ao modo
m/

normal de vibracdo que oscila com frequéncia w,,. As vibragdes normais sdo

tratadas como harmdnicas, portanto, o modo normal de vibracdo Q,, ¢ dado por:

Qm = Qm, cos(wmt + ) [2-16]
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em que §,,, representa um fator arbitrario de fase. Combinando as equagdes [2-13]

com [2-15], teremos:

o o Ja =
P = oyE, cos(wgt) + (E)_) QmE, cos(wgt) [2-17]
Qm/1,
P = oyEq cos(wgt) + (W) Qm, cos(wmt + 61,) Eg cos(wgt) [2-18]
m’ 1o
arrumando os termos,
N o Ja -
P = ayE, cos(wgt) + (W) Qm, Eo cos(wgt) cos(wpt + &) [2-19]
m’ g

usando a  identidade trigonométrica  cos(0) cos(p) = %(cos(e —@)+

cos(6 + ¢)), obtemos,

o - 1/ da -
P = oyE, cos(wot) + = (—) Qm, Eo [cos(wot — (wpt+8m)) +
2\0Qm/1, [2-20]

+ cos(wot + (Wpt + )]

N - 1/ da .
P = ayEq cos(wyt) + —(—)‘ Qm, Eo [cos((wg — 0yt — 8) +
210Qm/1, [2-21]
+ cos((wo + o)t + Sm)]
ou ainda,
P = P(wo) + P(wo — ) + P(wy + wpy) [2-22]

em que o primeiro termo corresponde ao espalhamento Rayleigh, o segundo termo

destina-se ao espalhamento Raman Stokes e o terceiro termo ao espalhamento

Raman Anti-Stokes. Além disso, a parte (;Ta)| da equagdo deve ser diferente de
m/ 1o

zero para que ocorra o espalhamento Raman, ou seja, a polarizagdo da molécula
deve mudar durante a vibracdo [136-138]. A Figura 2.12, mostra um diagrama de
energia eletronica de uma molécula no espalhamento Rayleigh e no espalhamento

Raman.
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Figura 2.12: Diagrama de energia ecletronica de uma molécula. No espalhamento Rayleigh
(espalhamento elastico) temos a conservagdo da frequéncia wy. No espalhamento Raman
(inelastico), a componente (w, — wy,) € responsavel pelo shift em direcdo ao vermelho, tendo,
portanto, o espalhamento Raman Stokes. Porém, a componente (w, + wp,) é responsavel pelo
shift em diregdo ao azul, que, por sua vez, esta relacionada ao espalhamento Raman Anti-Stokes.
Adaptado de [140].

Sendo assim, a teoria cldssica descreve com sucesso as relagdes de
frequéncia do espalhamento vibracional Raman e mostra que o deslocamento
Raman ¢ independente da frequéncia da radiacdo incidente [138]. Portanto, se
excitamos uma molécula com o laser verde ou azul vamos obter o mesmo perfil
espectral dos deslocamentos do espalhamento Raman caracteristicos da molécula
analisada, porém, ndo necessariamente terdo a mesma intensidade relativa [138].
Em vista disso, a mudanga no comprimento de onda da luz laser espalhada ¢
responsavel por fornecer as informagdes sobre a quimica molecular da amostra
que ¢ objeto de estudo, logo, o espectro Raman pode ser tratado como uma
ferramenta de impressdo digital [135]. O sinal Raman pode ser formalmente

expresso a partir da seguinte expressao:
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PRAMAN = KNIO'K [2-23]

em que Praman € a poténcia oOptica lida pelo detector, N representa o numero de
moléculas iluminadas, 1 ¢ a intensidade do laser, e ok corresponde a secdo de
choque diferencial do k-ésimo modo normal de vibragdo. O termo K refere-se a
uma constante de proporcionalidade relacionada a fragdo de foton emitidos pela
amostra ¢ convertidas em elétrons pelo detector [141]. Diante do que foi
mencionado, pode-se concluir que a espectroscopia Raman ¢ uma ferramenta
fundamental para a compreensdo da natureza quimica das nanoparticulas e

identificacdo de possiveis produtos organicos obtido durante a sintese via PLA.

2.5.1 Espectroscopia Raman de superficie aprimorada (SERS)

O espalhamento Raman pode ser amplificado colocando-se a amostra
sobre a superficie de substratos nano estruturados. Nesse caso, tem-se a
espectroscopia Raman de superficie aprimorada (SERS, do inglés Surface-
Enhanced Raman Spectroscopy) que apresenta maior sensibilidade para deteccdo
estrutural de analitos com baixa concentragdo [135, 142]. Em geral, usa-se como
base para a preparagdo do substrato, metais com alta refletividade optica, tal
como: Au, Ag e Cu [143]. O aprimoramento do espalhamento Raman pelo efeito
SERS tipicamente é da ordem de 10, todavia pode chegar a intensificagdes de
10'4, podendo detectar uma tnica molécula [143, 144]. O efeito SERS pode ser
compreendido por dois mecanismos: eletromagnético e quimico [143, 145].

A amplificagdo do espalhamento Raman no que tange ao mecanismo
eletromagnético, se deve ao fato do campo eletromagnético na superficie do metal
ser alterado em relagdo ao campo elétrico incidente, de tal modo que a excitagéo
da luz na superficie do metal faga com que os elétrons de condugdo presentes nas
ultimas camadas eletronicas oscilem de maneira coletiva, propiciando a
Ressonéncia Plasmoénica de Superficie Localizada (LSPR, do inglés Localized
Surface Plasmon Resonance). Isso corrobora para que o campo eletromagnético
da particula aumente significativamente a partir do campo elétrico aplicado [135,
136, 142, 145]. Em contrapartida, o mecanismo quimico esta associado a

formagdo de um complexo de transferéncia de carga entre a superficie do metal
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que compdem o substrato e o analito [143]. Em geral, a contribuicdo do
mecanismo quimico para o efeito SERS ¢é da ordem de 10% [143]. Dessa forma, o

sinal SERS pode ser expresso da seguinte forma:

Psgrs = Gsers Praman [2-24]

dado que Praman € a poténcia optica lida pelo detector e Gggrs denomina-se o
fator de realce SERS, sendo o responsavel pela amplificagdo do sinal Raman.

Sabendo que o aprimoramento total do SERS (Gggrs) pode ser expresso como o

produto das contribuigdes eletromagnética (GErys) e quimica (Gggﬁgl), isto €é:
UiM
Gsers = GEFks G [2-25]
Portanto, podemos escrever a equagao como:

UiM
Psers = GEbks Geors PRAMAN [2-26]

Sabendo que Praman € dado pela equacdo [2-23], a intensificagdo do sinal

SERS pode ser escrita como:
Psgrs(ws) = KN 1(wp) ok N |A(wg)|? [A(wy)[? [2-27]

em que A(ws)eA(wp) correspondem, respectivamente, aos fatores de
intensificagdo do campo eletromagnético ao redor da nanoparticula metalica no
comprimento de onda espalhado (wg) e absorvido (wy,). N representa o niimero
de moléculas envolvidas e I(w;) a intensidade do laser. O termo oM indica a
secdo de choque Raman dos analitos em contato com a superficie metalica do
substrato. A interacdo do analito com o substrato metalico modifica a estrutura da
molécula e, consequentemente, a secdo de choque, portanto, a contribuicdo
quimica se deve primordialmente ao aumento da se¢do de choque Raman [144]. A

Figura 2.13 exemplifica de forma esquematica o principio basico da

espectroscopia SERS, mostrando uma nanoestrutura do metal nobre em forma de


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 2013035/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 2013035/CA

36

aglomerados de nanoparticulas, os quais podem ser obtidos por meio da deposi¢do

de gotas da nanoparticula sob um substrato.

Moléculas com o} NP

P

[

(o) |A(wy)|?

I(wg) ]A((ﬂs)lz

Psers(ws) = KN I(wp) oXeNP |A(ws)|? |A(wy)|?

Figura 2.13: Resumo esquematico do principio da espectroscopia SERS. A intensidade de entrada
e espalhada sdo amplificadas pelo fator |A(ws)|? |A(wy)|?. Adaptado de [38].

A espectroscopia SERS foi utilizada para o estudo da natureza quimica das
nanoparticulas ¢ a identificacdio do produto secundario organico (acidos

carboxilicos) possivelmente provenientes da sintese por PLA.

2.6 Aplicacio do ouro e das nanoparticulas de ouro na medicina

O uso medicinal do ouro (Au) remonta aos tempos antigos, com médicos
orientais prescrevendo preparacdes de Au para o tratamento de varias doencas
[24]. Os sais de ouro eram recomendados pelos alquimistas como remédio para
todos os males, sendo conhecido como “elixir da vida” [24, 146]. No inicio da
Renascenca, o ouro era recomendado para purificar o sangue ¢ acreditava-se que
tinha inimeras virtudes médicas [146]. Em 1890, o bacteriologista alemdo Robert
Koch descobriu que baixas concentracdes do dicianoaurato de potéssio
(K[Au(CN),]) apresentavam propriedades antibacterianas contra o bacilo da

tuberculose [146]. A partir de entdo, os estudos relacionados a aplicagdo do ouro
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na medicina tomaram grande propor¢do. Nessa perspectiva, surgiram diversas
medicagdes, tal como os sais de ouro [24]. Jacques Forestier observou o potencial
anti-inflamatorio dos sais de ouro no tratamento da artrite reumatéide, na qual se
trata de uma doenca autoimune crénica e sem cura aparente [24]. Todavia os
efeitos adversos desses medicamentos contribuiram para estudos de tratamentos
alternativos.

Nesse contexto, a Nanomedicina surgiu como campo essencial para o
estudo de terapias ndo convencionais [16, 24]. Diante dessa conjuntura, as
nanoparticulas de ouro emergem com grande potencial para geragdo de imagens,
terapias fotodindmica e térmica para cura do cancer, ou entrega de drogas [18,
17]. Além disso, as nanoparticulas de ouro, também, podem ser empregadas no
ambito da teranostica, isto €, podem apresentar fungdes diagnosticas e terap€uticas
de modo simultaneo, de tal forma que a nanoparticula pode ser fisica e
quimicamente adaptada para um determinado 6rgdo, doenga ou paciente [16].

A atencdo em especial as nanoparticulas de ouro se devem ao fato delas
apresentarem alta estabilidade térmica e baixa volatilidade, baixa citotoxicidade,
ndo serem imunogénicas, serem funcionalizaveis e devido a propriedade
plasmonica [16, 26-28]. Um outro fator importante é a quimica de superficie
versatil das nanoparticulas de ouro, na qual permite que sejam revestidas com
polimeros ¢ moléculas de reconhecimento bioldgico [24]. Dessa forma, as
nanoparticulas de ouro podem ser entregues precisamente as células cancerigenas
alvo por deposi¢do passiva em tecido tumoral permeavel ou ser direcionado ao
tecido canceroso por biomarcadores especificos, possibilitando o aumento da
eficacia na radioterapia, por exemplo [24].

Estudos apontam que as nanoparticulas de ouro apresentam grande
potencial no tratamento de doencas reumadticas atribuidas a agdes anti-
inflamatorias e antiangiogénicas [24]. No entanto, apesar do potencial terapéutico
das nanoparticulas de ouro sdo necessarios mais estudos, uma vez que a seguranga
dessas nanoparticulas continua sendo uma preocupagdo para os humanos, pois o
equilibrio entre as propriedades terapéuticas e a presenca de efeitos adversos ainda

ndo esta bem estabelecido na literatura [24].
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2.7 Inflamacao

A inflamacdo pode ser definida como um processo complexo que ocorre
mediante a fatores tanto exodgenos quanto endogenos, visando assegurar a
homeostase ¢ o mecanismo de defesa do organismo [147, 148]. A resposta
inflamatoria € essencial para a sobrevivéncia dos seres vivos, uma vez que
possibilita a eliminagdo de agentes estranhos ao hospedeiro e o reparo tecidual da
arca afetada [147, 148]. Um dos primeiros registros historicos do processo
inflamatorio, ocorreu na Roma Antiga por Aurélio Cornélio Celso, no qual,
definiu o processo inflamatério, embasado em quatro sinas caracteristicos,
denominados de sinais cardinais da inflamacdo, sendo eles: dor, rubor, edema ¢
calor [147]. O patologista alemao, Rudolf Virchow, identificou, em 1858, o quinto
sinal cardinal da inflamacdo, no qual esta atribuido a perda de fungdo [147].

No processo inflamatério mais sangue ¢ fornecido a regido danificada,
proporcionando a vasodilatagdo, que tem como consequéncia o calor e o rubor
(vermelhiddo). Nessa regido, também, ocorre o aumento da permeabilidade
vascular, permitindo o extravasamento vascular de fluidos, proteinas e a
infiltracdo de células fagocitarias, ocasionando, assim, o edema. Dessa forma,
surge a dor, que esta correlacionada tanto com as substancias quimicas envolvidas
na inflamacdo, bem como no proprio edema que comprime as terminagdes
nevosas local, por conseguinte, ha perda de fungéo na regido afetada [147, 149].

A resposta inflamatéria é uma reagdo natural do organismo, ocasionada
por uma variedade de estimulos, incluindo: patégenos, agentes mecanicos, agentes
quimicos e respostas autoimunes. Essa resposta é mediada pela fungdo
imunoldégica, na qual ¢ dividida, conceitualmente, em imunidade inata e
imunidade adaptativa. A resposta imune inata ¢ a primeira linha de defesa diante
de qualquer material estranho, enquanto a imunidade adaptativa ¢ caracterizada
por empregar mecanismos mais sofisticados e especificos, atuar na eliminagdo de
patogenos na fase tardia e na geracdo de memoria imunologica [25, 150]. Dessa
forma, pode-se dizer que, a inflamacao ¢ uma sequéncia de eventos bem ordenada
mediada, primordialmente, por células imunes inatas ativadas [149]. Em geral, a
resposta inflamatoria ¢ iniciada em poucos minutos diante da presenga de um

estimulo estranho ao hospedeiro, iniciando-se, assim, um influxo macico de
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células imunes como neutrofilos, linfocitos, mondcitos (precursores sanguineos
dos macrofagos), células dendriticas e células Natural Killer - NK [25, 150].

As respostas imunes inatas estdo embasadas na habilidade de
reconhecimentos dos Padroes Moleculares Associados a Patogenos (PAMPs), os
quais estdo correlacionados a proteinas, lipideos ou acidos nucleicos dos
patdgenos. Os PAMPs ativam a resposta imune inata, por meio da interagcdo dos
receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs), incluindo os receptores da
familia Toll-like (TLRs) [150]. Em geral, os receptores TLRs estdo presentes em
neutrofilos, macrofagos e células dendriticas. Quando os PRRs sdo ativados
proporcionam a produgdo de uma grande quantidade de moléculas sinalizadoras
lipidicas (prostaglandinas), bem como as moléculas sinalizadoras proteicas
(citocinas), nas quais medeiam a resposta inflamatdria na regido afetada [150].

Portanto, quando a inflamagdo ¢ desencadeada por um patdégeno os
macrofagos residentes na regido afetada sdo estimulados por PRRs, tal como os
receptores TLRs, podendo reconhecer estruturas moleculares de patégenos
microbianos. As respostas mediadas pelos receptores TLRs, por sua vez, levam a
ativacdo de uma vasta gama de citocinas pro-inflamatorias, incluindo varias
interleucinas (IL-1, IL-6, IL-8 e IL-12), fator de necrose tumoral-a (TNF-a),
interferon-y (IFN-y) e quimiocinas [149, 150]. Na Tabela 2.2, encontra-se
algumas das principais citocinas envolvidas na inflamagao.

Esse conjunto de moléculas coestimuladoras recrutam células efetoras,
como leucocitos (mondcitos e neutrofilos), para o local afetado afim de realizarem
a fagocitose do patogeno. As citocinas pro-inflamatorias, tais como IL-1 e TNF-a,
proporcionam o aumento da expressdo de moléculas de adesdo (selectinas) dos
neutrofilos circulantes, mas como a adesdo é fraca ocorre o rolamento da célula
pelo endotélio vascular, em sequéncia, ocorre o processo de adesdo forte ao
endotélio, por intermédio de integrinas, possibilitando a transmigragdo para o sitio

inflamatorio, conforme mostra a Figura 2.14.
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Tabela 2.2: Citocinas envolvidas na inflamacao e suas funcgoes

Citocinas Fonte celular Funcao
, .. Pro-inflamatorio, proliferagio, tose,
IL-1 Macroéfagos, mondcitos ro-intiamatorio, prolicragdo, apoptose
diferenciagdo
. i Pro-inflamatorio, dife iacdo,
IL-6 Macroéfagos, células-T ro-niiamatorio .dl crenclagao
produgdo de citocinas
1L-4 Células-Th Anti-inflamatodria
IL-8 Macrofagos, células epiteliais, Pro-inflamatorio, angiogéneses,
células endoteliais quimiotaxia
' ’ Anti-inflamatéria, inibic toci
IL-10 s, @Sl T nti-inflamatéria inibi¢do das citocinas
proé-inflamatorias
Fi last élul iteliai .. L _—
IL-11 1br<3b astos, celulas eprichials, Anti-inflamatdria, diferenciagdo
neurénios
L-12 Macroéfagos, neutrdfilos, células Pro-inflamatorio, diferenciagao, ativagao
dendriticas das células Natural Killer -NK
, . . Pro-inflamatorio, produgdo de citocinas
Macrofagos, células Natural Killer - . - 10, produg . >
TNF-a NK proliferagdo celular, apoptose, anti-
infec¢do
' ’ Anti-inflamatério, inibica ~
TGF-p  Macroéfagos, células-T ni-intiamarorio 1n1b1<;a’0 .da PREHTGED
de citocinas pro-inflamatoria
TFN-y Células-T, células Natural Killer - Pro-inflamatorio, imunidade adaptativa

NK

Adaptado de [34].
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Figura 2.14: Representacdo esquematica das etapas de migragdo de leucécitos através dos vasos
sanguineos durante a resposta inflamatoria. Os leucécitos (no esquema sdo mostrados os
neutrofilos) primeiro rolam, em seguida sdo ativados e aderem ao endotélio, posteriormente
transmigram através do endotélio rompendo a membrana basal e migrando em diregdo aos
quimiocinas que emanam da fonte da lesdo. Em que Sialyl-LewisX (sLex) ¢ um glicano envolvido
no extravasamento via ligacdo de selectina ¢ PECAM-1 é uma molécula de adesdo celular
endotelial plaquetaria. Adaptado de [148].
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Nas primeiras 24h, tem-se a predominéancia dos neutrofilos, posteriormente
a emigracdo dos neutrofilos diminui, enquanto a entrada de mondcitos para o sitio
inflamatorio aumenta [151]. A migracdo dessas células circulantes na corrente
sanguinea para os tecidos ¢ conhecida como diapedese, € quando o mondcito
migra da corrente sanguinea para o tecido sofre diferenciacdo originando o
macrofago.

O processo de fagocitose, ocorre por meio da ligagdo do patdégenos aos
receptores de superficies celular presentes em macrofagos e neutrédfilos (Figura
2.15). Quando o patdogeno ¢ fagocitado, ele ¢ internalizado em vesiculas
denominadas de fagolisossomos [150]. As células fagociticas, como os
macrofagos, criam complexos enzimaticos lisossomais como NADPH-oxidase
(NADPH, nicotinamida-adenina-dinucleé6tido-fosfato-hidrogénio) na membrana
do fagolisossomo, com finalidade de catalisar, isto ¢, estimular a producdo de
espécies reativas a oxigénio (EROs), tal como: anion superoxidos (03 ), peroxido
de hidrogénio (H,0,) e radicais hidroxila. Um aumento transitorio no consumo de
oxigénio pelas células fagociticas propicia um desequilibrio na producdo de EROs
gerando o estresse oxidativo. Em paralelo, também ha superproducdo de NO
causando um desequilibrio entre a producdo de espécies reativas a nitrogénio
(ERNs) e o consumo dela. A combinagdo dos radicais O, e NO, forma o

peroxinitrito (ONOO") [148, 152].

NO + 07 —» ONOO~ [2-28]

O peroxinitrito (ONOO") ¢ um produto extremamente citotoxico, cuja
finalidade ¢ matar o patogeno invasor. Esses mecanismos sdo o0s principais
contribuintes para danos colaterais ao hospedeiro, uma vez que o efeito final

dessas interagdes culmina nos sinais cardinais da inflamagao [153].
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Figura 2.15: Representagdo esquematica da fagocitose de um patdgeno. (1) A fagocitose de um
patdgeno envolve a fixagdo e a ligacdo da particula a receptores na superficie leucocitaria. (2) Fase
relacionada ao englobamento e fusio do vactolo fagocitico com granulos (lisossomos). (3) Etapa
correspondente a destruigdo do patogeno ingerida. Sabendo que iNOS corresponde a sintase de
oxido nitrico induzivel, NO ¢é o 6xido nitrico ¢ EROs sdo as espécies reativas de oxigénio.
Adaptado de [148].

Entretanto, o peroxinitrito (ONOO") além de matar os patdogenos, também
podem matar o proprio macréfago e ocasionar a destrui¢do tissular, portanto, a
ultima etapa da resposta inflamatoria consiste no processo de resolucdo da
inflamacédo [153]. Nessa etapa, ocorre o reparo do tecido lesionado ¢ a redugdo da
producdo de mediadores pro-inflamatérios por meio do processo de apoptose dos
neutrofilos ativados durante o processo inflamatério [153]. Os macréfagos
realizam fagocitose desses neutrofilos apoptoticos e passam a produzir lipoxinas,
que, por sua vez, bloqueiam o recrutamento de neutrofilos, além de favorecer a
infiltragdo de mondcitos importantes para a cicatrizagdo de feridas [153]. Na
literatura, também € reportada a participagdo das citocinas anti-inflamatorias tais
como TGF-B e IL-10 como agentes de regulacdo da resposta inflamatdria. A
Tabela 2.2, apresenta alguns exemplos de citocinas anti-inflamatorias envolvidas
no processo inflamatoério. Dessa forma, pode-se dizer que os macréfagos sdo
células que desempenham um papel fundamental na inflamagdo [34, 149].

Nessa perspectiva, a ativacdo das células imunes, como os macrofagos, €
desejada em varias condi¢des, todavia, uma resposta imune excessiva pode

promover lesdes teciduais severas e, até mesmo, a imunossupressdo. Assim, a
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inflamacdo pode ser classificada como inflamacao aguda e inflamagdo cronica. A
inflamacdo aguda se trata de uma resposta protetora de carater fisiologico do
organismo a fim de neutralizar e eliminar o patdégeno, além de agir no reparo
tecidual (dos tecidos danificados por fibrose) e bloquear a resposta inflamatoria.
Em contrapartida, quando ha uma falha no processo de resolucdo da resposta
inflamatoria, a resposta tecidual progride gradualmente para a inflamagao cronica.
A inflamacao cronica se transforma em um distirbio autoimune no qual ataca as
células saudaveis, resultando em uma doenga, tal como aterosclerose, diabetes

tipo 2, artrite reumatoide e o cancer [25, 147].

2.7.1 Espécies reativas de oxigénio (EROs) e espécies reativas a nitrogénio

(ERNs)

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo um tipo de radical livre
derivado do oxigénio. Entende-se por radicais livres espécies quimicas instaveis
que apresentam um uUnico elétron desemparelhado em um orbital externo e que
reagem prontamente com produtos quimicos inorganicos e organicos [148].
Normalmente, as EROs sdo produzidas em pequenas quantidades em todas as
células durante as reacdes de reducdo-oxidagdo (redox) que ocorrem durante a
respiragdo mitocondrial e geracdo de energia. As EROs produzidas pelos
macrofagos e neutrofilos tem cardter toxico, a fim de destruir o patdogeno
fagocitado, e, nesse caso, sdo geradas no fagolisossomos por meio de um processo
chamado de explosdo oxidativa [148]. Nesse caso, as EROs sdo sintetizadas por
meio da NADPH-oxidase e liberados pelos macrofagos quando ativados por um
estimulo inflamatério. A NADPH-oxidase, oxida o NADPH (nicotinamida-
adenina-dinucleotideo-fosfato-reduzido) e, no processo, converte oxigénio em ion
superoxido (03). Em seguida, o superoxido pode ser convertido em peroxido de

hidrogénio, conforme a reacdo quimica [2-29].

03 + 2H* - H,0, [2-29]

Sendo assim, quando as EROs sdo secretadas em niveis baixos, podem

aumentar a expressdo de quimiocinas, citocinas e moléculas de adesdo,
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amplificando quantidade de mediadores inflamatorios [148]. Porém, em niveis
mais elevados, as EROs sdo responsaveis pela lesdo tecidual. Portanto, o dano
causado pelos radicais livres ¢ determinado por suas taxas de produgdo e remogao,
ou seja, quando a producdo de EROs aumenta ou os sistemas de eliminagdo sdo
ineficazes, o resultado é um excesso desses radicais livres, levando a uma
condi¢do chamada estresse oxidativo [148].

O oxido nitrico (NO) também ¢é um radical livre, e, portanto, reage
rapidamente com diversos compostos, primordialmente, com espécies contendo
elétrons desemparelhados, tal como o oxigénio molecular [154]. O NO ¢ uma
molécula gasosa de curta meia vida, mas que é capaz de mediar diversas fungdes
no organismo humano, como, por exemplo, proporcionar a dilatacdo do endotélio
vascular. As células macrofagos usam o NO como agente citotoxico, a fim de
destruir patégenos e células tumorais [148]. A sintese endogena do NO ocorre na
conversdo do aminoacido L-arginina a NO e L-citrullina, por meio da enzima
oxido nitrico sintase (NOS). Na Figura 2.16, alguns exemplos de fontes

enddgenas e exodgenas do estresse oxidativo.
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Figura 2.16: Esquema das fontes enddgenas e exdgenas do estresse oxidativo, e, portanto, da
origem das espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (OH® = radical hidroxila; O3~ = &nion
superoxido; H,0, = peroxido de hidrogénio; NO® = radical 6xido nitrico; NO; = peroxinitrito; NO,
= dioxido de nitrogénio). Adaptada de [155].


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 2013035/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 2013035/CA

45

Atualmente, foram identificadas 3 isoformas da enzima o6xido nitrico
sintase (NOS) no organismo, sendo elas: NOS neuronal (nNOS), NOS endotelial
(eNOS) e NOS induzida (iNOS). A isoforma iNOS ¢ expressa pelos macrofagos
quando ativados por LPS ou endotoxinas bacterianas, junto com citocinas como
IL-1, TNF-a e IFN-y, ja que a iNOS ndo ¢ detectada em condigdes basais [156]. O
NO derivado da iNOS desempenha um papel importantissimo nos macrofagos
sobre condi¢des fisiologicas, todavia a superprodu¢do do NO em respostas
inflamatorias propicia um desequilibrio da producdo de espécies reativas a
nitrogénio (ERNs) e o respectivo consumo no ambito celular. Como mencionado
no item anterior a combinagdo dos radicais O; e NO gera o peroxinitrito
(ONOO7™), que ¢ um produto altamente citotoxico, e em alto nivel causa lesdes no
tecido além de poder causar choque séptico [157]. Portanto, apds resposta
inflamatoéria é primordial restabelecer a homeostase, isto €, o equilibrio do

metabolismo celular com relagdo a producdo de EROs e ERNs [158].

2.7.2 Papel dos macréfagos na inflamacgio

Os macrofagos sdo células de defesa que apresentam papel essencial na
imunidade inibindo ou promovendo a proliferacdo celular e a reparacdo tecidual
[149, 159]. As respostas funcionais dos macrofagos na defesa consistem em
etapas sequenciais, tais como: recrutamento ativo das células para o local da
infeccdo, reconhecimento de microbios, fagocitose ¢ destruicdo de
microrganismos ingeridos. Além disso, os macrofagos produzem moléculas
biologicamente ativas que desempenham muitos papéis importantes nas respostas
imunes inatas e adaptativas [149]. Os macrofagos encontram-se amplamente
distribuidos nos o6rgdos e tecidos conjuntivos, podendo permanecer nos tecidos
por meses e tornando-os sentinelas prontas para defender o organismo de qualquer
estimulo estranho [160].

Os macrofagos podem apresentar diferentes morfologias e propriedades
funcionais apds ativacdo por estimulos externos, como, por exemplo, os
patdégenos. Dessa forma, essas células sd3o extremamente importantes para
assegurar o funcionamento a resposta imune através do controle dos processos

inflamatorios, seja inibindo ou promovendo a resposta inflamatoria. Sendo assim,
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os macrofagos sdo divididos em duas categorias, classica e alternativa, de acordo
com a polarizagdo fenotipica [148]. Os macroéfagos ativados classicamente,
denominados de M1, sdo aqueles que apresentam o fen6tipo que os caracterizam
pela atividade microbicida e tumoricida, sendo responsaveis, portanto, pela
liberagdo de citocinas de carater pro-inflamatorio, nas quais inibem a proliferagdo
de células malignas e combatem varios patogenos, atuando ativamente na resposta
imune [149]. Em contrapartida, os macréfagos ativados alternativamente,
denominados de M2, apresentam o fendtipo que os classificam, basicamente,
como responsaveis pela resolucdo da inflamacdo, logo, liberam citocinas de
carater anti-inflamatorio com finalidade de reparar a injaria tecidual [149].
Durante o processo inflamatorio os macrofagos liberam citocinas pro-
inflamatoéria como IL-1, IL-6, IL-8 e IL-12, TNF-o e quimiocinas, além de
produzirem espécies reativas de oxigénio (EROs), tais como perdxido de
hidrogénio (H,0,), radical hidroxila e anion superoxido (03) [148]. Também sao
produzidas espécies reativas a nitrogénio (ERNSs), cujo agente primordial ¢ o
oxido nitrico (NO). O 6xido nitrico induzivel (iNOS) é o precursor da produgdo
do NO, quando a célula macréfago ¢ ativada pela presenca de um patogeno [149].
Essas cascatas de toxinas mediadoras com finalidade de combater o patégeno,
podem promover danos ao tecido caso sejam produzidas de modo excessivo.
Portanto, em geral a resposta pro-inflamatéria ¢ seguida da resposta anti-
inflamatoria a fim de se manter um equilibrio durante o processo inflamatorio. Na
resposta anti-inflamatoria, os macrofagos sao ativados alternativamente por meio
das citocinas 1L-4, IL-10, TGF-B (do inglés, Transforming Growth Factor-f) e da
prostaglandina [148, 160]. Nesse contexto, deve haver um equilibrio nas
populacdes dos macrofagos M1 e M2 para um correto funcionamento do
organismo (Figura 2.17). Todavia, em caso de disfun¢do dos macréfagos na
resposta inflamatéria diversas patologias podem surgir, tais como doencas
inflamatorias cronicas no caso de uma maior populagdo de macrofagos M1 (pro-
inflamatorio), e imunossupressao em caso de uma maior populacdo de M2 (anti-

inflamatorio) [148, 160-162].
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Figura 2.17: Representacao do equilibrio entre os macréfagos M1 e M2. Adaptado de [160].

2.7.3 Linhagem celular RAW 264.7

Como mencionado nos itens anteriores os macrofagos estdo,
predominantemente, envolvidos em respostas inflamatorias de tal modo que
quando ativados produzem mediadores pro-inflamatdrios (citocinas, espécies
reativas de oxigénio (EROs) e espécies reativas de nitrogénio (ERNs)). Dessa
forma, para o presente trabalho foi escolhido a linhagem celular de macrofagos
RAW 264.7, na qual, foi estabelecida a partir de um tumor induzido pelo virus da
leucemia murina.

Os macrofagos RAW 264.7 sdo extremamente sensiveis ao
lipopolissacarideo presente em bactérias gram-negativas (LPS). Em vista disso,
quando os macrofagos RAW 264.7 sdo expostos ao LPS ocorre a ativagdo do
receptor Toll-like 4 (TLR-4), desencadeando, portanto, sinais inflamatdrios. Dessa
forma, a estimulag¢do das células RAW 264.7 com o LPS tem sido utilizada, de
forma recorrente na literatura, para avaliar os efeitos anti-inflamatorios das
nanoparticulas de ouro. Partindo desse principio, nos ensaios de EROs e ERNs
sera utilizado o LPS como precursor do processo inflamatorio para que, assim,

possa ser avaliado os efeitos das nanoparticulas de ouro.
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2.8 COVID-19

No final de 2019, identificou-se, inicialmente em Wuhan, na China, os
primeiros casos de pneumonia por coronavirus que, lamentavelmente, se espalhou
rapidamente por todo o mundo acometendo mais de 500 milhdes de infectados e
mais de 6 milhdes de vitimas fatais, segundo os dados disponibilizados pela
Organizacao Mundial da Satde (OMS) disponiveis em 22 de julho de 2022 [2].
Em 11 de fevereiro de 2020, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) nomeou
oficialmente a doenga como coronavirus 19 (COVID-19) e em 11 de margo de
2022 decretou o estado de pandemia [163].

A COVID-19 ¢ ocasionada pelo virus SARS-CoV-2 (sindrome respiratoria
aguda grave-coronavirus-2), e autua na promocdao de infeccdes no trato
respiratorio propiciando sintomas tais como: febre, tosse, perda de olfato e
paladar, fadiga e dispnéia [5, 164, 165]. O SARS-CoV-2 pertence a familia
Coronaviridae, que inclui diversas espécies capazes de infectar varios animais
selvagens e humanos [166]. O SARS-CoV-2 ¢ um virus respiratorio que apresenta
alta transmissibilidade, podendo ser disseminado pela exposi¢do de
microgoticulas presentes nas exalacdes de individuos infectados ou pelo contato
com particulas virais presentes em fomites contaminados [166, 167].

A COVID-19 exibe um amplo espectro de manifestacdes clinicas desde
infecgOes assintomaticas, leves, moderadas e graves [166, 167]. O quadro mais
grave da doenca requer internagdo em Unidade de Terapia Intensiva (UTI) para
garantir suporte respiratorio adequado entre outros tratamentos, uma vez que
nesse estagio a doenga propicia uma série de danos, dentre os quais podemos
citar: sindrome da resposta inflamatoria sistémica (SIRS, do inglés Systemic
Inflammatory Response Syndrome), dano tecidual, sindrome do desconforto
respiratorio agudo (SDRA, do inglés Acute Respiratory Distress Syndrome),
complicagdes tromboembolicas, lesdo cardiaca e tempestade de citocinas [164-
167]. O quadro mais grade da doenca pode ser fatal, e, segundo estudos o
agravamento esta diretamente correlacionado a comorbidades, como, por
exemplo, diabetes, hipertensdo e obesidade, mas também esta atrelado a outras
condi¢des como a idade e fatores genéticos [164, 165]. A alta taxa de transmisséo,

o amplo espectro de manifestagdes dos sintomas da doenga e o grau de gravidade
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diversificados complicou o atendimento ao paciente proporcionando uma enorme
pressdo sobre os sistemas de saude em todo o mundo.

A resposta viral da COVID-19 se difere resposta de outros virus
respiratorios, como, por exemplo, a influenza [165]. A compreensdo da doenga,
apesar de ainda ser objeto de estudo, mostra uma clara ligacdo com relagdo a
resposta imune do hospedeiro. O sistema imunologico inato funciona como a
primeira linha de defesa do hospedeiro contra patégenos, tal como o SARS-CoV-
2. As respostas imunes inatas limitam a entrada, tradugéo, replicacdo e montagem
do virus, ajudam a identificar e remover células infectadas, além de coordenar e
acelerar o desenvolvimento da imunidade adaptativa [164]. Os receptores de
reconhecimento de padrdo de superficie celular (PRRs) respondem a padrdes
moleculares associados a patdogenos (PAMPs) a fim de desencadear respostas
inflamatorias e a apoptose celular, como tentativa de limitar a infec¢do viral e
promover a destruicdo do patégeno [164]. Contudo, a ativagdo imunolodgica
excessiva pode levar a inflamacao sistémica e agravar a doenga [164].

A comunidade cientifica observou que a COVID-19 esta atrelada a uma
liberacdo de citocina "atipica" com sinalizagdo reduzida de interferon tipo II,
refutando o advento da tempestade de citocinas [3, 165]. A tempestade de
citocinas, também conhecida como sindrome de liberagdo de citocinas (CRS, do
inglés Cytokine Release Syndrome) ou hipercitocinemia, ¢ um estado imunoldgico
no qual células imunes, primordialmente, mondcitos e macréfagos siao ativados
exacerbadamente, levando a produc¢do demasiada de citocinas pré-inflamatoria,
corroborando, portanto, para a hiperinflamagao sistémica [3, 5].

Diante disso, sugeriu-se que a tempestade de citocinas esta envolvida na
pneumonia associada a doenga, além do mais € possivel que o virus SARS-CoV-2
infecte tipos especificos de células como vasos endoteliais no pulmao, parede
alveolar ou macrofagos [5]. A tempestade de citocinas estd intimamente associada
a sindrome de ativacdo macrofagica (MAS, do inglés Macrophage Activation
Syndrome) [5]. A sindrome de ativacdo macrofagica ¢é resultado da proliferacdo
excessiva de macrofagos e pode induzir a patogénese do SARS-CoV-2 através da
sindrome do desconforto respiratério agudo nos pacientes com o caso grave da

doenga [3, 5].
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Os pulmoes e as vias aéreas sdo responsaveis pelas trocas vitais de
oxigénio e dioxido de carbono, além de serem a porta de entrada para eventuais
infeccdes microbianas, portanto, ¢ de suma importdncia ter mecanismos
imunologicos habeis e equilibrado [168]. Sendo assim, a pneumonia causada pela
COVID-19 quando evolui para a sindrome do desconforto respiratério agudo
contribui para edema e fibrose pulmonar, comprometimento das trocas gasosas e,
consequentemente, a insuficiéncia respiratoria [168], conforme mostra a Figura
2.18. Segundo SONG et al., o virus invade as células epiteliais pulmonares e os
macrofagos alveolares para produzir acido nucleico da progénie a fim de estimular
as células infectadas a liberar mais citocinas e quimiocinas em prol de atrair mais
macrofagos pro-inflamatorios para o local da inflamagdo por meio dos vasos
sanguineos, amplificando, assim, a resposta inflamatoria em cascata [163].

Na literatura € reportado que os pacientes acometidos pelo caso mais grave
da doenga apresentaram maior nivel de citocinas pro-inflamatorias (IL-1p, IL-2,
IL-6, IL-7, IL-9, IL-10, IL-17, TNF-a) bem como D-dimero, proteina C reativa
(PCR), procalcitonina (PCT) e ferritina [3, 5, 163, 169, 170]. Essas citocinas
auxiliam na eliminacdo de infec¢des mantendo a homeostase celular, todavia, a
liberagdo desregulada dessas citocinas pro-inflamatérias contribui para a
tempestade de citocinas [164]. A produgdo exacerbada de citocinas pro-
inflamatérias ¢ uma fonte de estresse oxidativo resultante dos fagociticos
ativados, nos quais originam EROs e ERNs propiciam o desiquilibrio da

homeostase celular [155].
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Figura 2.18: Representacdo esquematica das etapas da infecgdo nas células pulmonares
ocasionadas pelo virus SARS-CoV-2. Adaptado de [171].

Sendo assim, o controle da tempestade de citocinas no estagio inicial
contribui para evitar a morbidade e at¢ mesmo a mortalidade acarretada pela
doenga, e, nesse sentido, medicamentos imunomoduladores ¢ agentes
imunossupressores tem sido objeto de estudo para o tratamento da COVID-19
[172]. O rapido desenvolvimento de vacinas eficazes contra a difusdo da COVID-
19 [10, 11], ndo impediu a busca por medicamentos ja existentes ou o
desenvolvimento de novos medicamentos, de modo que atualmente foi aprovado
pela Food and Drug Administration dos EUA, European Medicines Agency da
Unido Europeia e pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) o
farmaco antiviral Paxlovid™, da Pfizer, no tratamento da COVID-19 leve a
moderada, todavia essa medicagdo s6 atende adultos que ndo necessitam de
oxigénio suplementar e que apresentam risco de progressdo para o caso mais
grave da doenca [12, 13, 173]. O farmaco Paxlovid™ atua de modo a impedir que
o virus se multiplique nas células e consequentemente impedindo que que o virus
se dissemine pelo corpo, todavia, a sua efici€éncia ainda é objeto de estudo. Esse
medicamento € composto pelas substancias nirmatrelvir e ritonavir, em que a
primeira corresponde ao ativo contra o virus e a segunda atua na prolongacdo do

efeito terapéutico da substincia nirmatrelvir [13]. Entretanto, a medicacdo néo ¢é
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recomendada para adolescentes, criangas, doentes renais ou hepaticos, gestantes e
portadores de HIV, fazendo-se necessario estudos sobre outras possiveis formas
de tratamento, e, além do mais a seguranca e a eficacia do Paxlovid™ para o
tratamento da COVID-19 continuam a ser avaliadas [12, 13, 173]. Nesse sentido,
pretende-se estudar a relacdo das nossas nanoparticulas de ouro no que tange a
modulagdo das EROs e ERNs e sua possivel aplicagdo como terapia ndo
convencional no tratamento da doen¢a, uma vez que uma possivel estratégia para
o tratamento da doenga consiste justamente no bloqueio da ativagdo exacerbada
dos macrofagos, portanto, compreender o papel dos macréfagos na COVID-19 é

fundamental para ajudar a tracar uma terapia adequada.

2.9 Nanoparticulas de ouro com propriedade anti-inflamatéria e com

liberacao controlada de monoxido de carbono (CORMs)

As células do sistema imune sdo a primeira barreira a penetragdo das
nanoparticulas em tecidos e células. Logo, os estudos referentes as interagoes
entre as nanoparticulas de ouro e os fagocitos, os mecanismos de captagdo
intracelular e, consequentemente, as respostas das células imunes tem sido objeto
de estudo nos ultimos anos [16]. Ademais, estudos mais recentes apontam que as
AuNPs podem ter efeito imunomodulador com agdo anti-inflamatoria e, portanto,
grande potencial no tratamento de doencas como artrite reumatoide, aterosclerose
e fibromialgia [24, 25].

Nesse sentido, Shukla et al., investigaram a absor¢do das nanoparticulas de
ouro com cerca de 3nm em macrofagos RAW264.7 [29]. Shukla et al., concluiram
que as nanoparticulas entram nos macréfagos através de pinocitose e se localizam
principalmente nos lisossomos e no espago perinuclear [29]. De acordo com os
dados obtidos por Shukla et al., as nanoparticulas sdo biocompativeis, nao
citotoxicas, ndo imunogénicas e suprimem a producdo de EROs e ndo causam a
producdo das citocinas pro-inflamatorias, tal como o TNF-a e a IL-1f [29].
Nishanth et al., também observaram a inibicdo das espécies reativas de oxigénio
(EROs) em macrofagos RAW 264.7 tratados com nanoparticulas de ouro com
tamanhos de 20nm e 40nm [174]. Além disso, Nishanth et al., verificaram que as

nanoparticulas de ouro ndo mostraram ativacdo de NF-kB [174].
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As EROs, conforme visto anteriormente, sdo metabolitos de oxigénio
(OH™, 03, H,0,) que estdo em sua forma parcialmente reduzida e, portanto,
possuem uma forte propriedade oxidante. As EROs sdo produzidas por NADPH-
oxidase presentes nos fagocitos e, também, sdo produzidos como subprodutos da
Cadeia Transportadora de Elétrons (ETC, acrossemia do inglés Electron
Transport Chain). Quando o anion superoxido (O3) combina-se com o NO em
taxas de difusdo especificamente limitadas, tem-se a formacdo de ERNs [25] As
EROs induzem o estresse nitrosativo que promove a producao de ERNs [25]. As
nanoparticulas de ouro sdo conhecidas por saciar a produgdo de EROs em
fagocitos, de forma dose-dependente, agindo assim como potenciais agentes anti-
inflamatoérios [25]. De acordo com a literatura as AuNPs podem inferir na
atividade das espécies reativas de oxigénio através da inibicdo da ativagdo do NF-
kB [174].

Estudos com o uso de LPS também foram realizados, uma vez que ele
aumenta a liberacdo de citocinas pro-inflamatorias. Nesses estudos, foram
reportados que as nanoparticulas de ouro inibem a producdo de algumas citocinas
pro-inflamatoérias [25], bem como podem promover a diminui¢do da producdo de
NO em macrofagos, estimulados com LPS. Os tratamentos dessas células com
varias concentracdes de AuNPs proporciona a diminuigdo da expressdo da
proteina iNOS, levando a interpretacdo de que as AuNPs inibem a producdo de
NO por meio do bloqueio da expressdo i-NOS [174]. Ma, Ji Su et al., utilizaram
nanoparticulas de ouro revestidas com o polimero polietileno glicol (PEG) com
tamanho entre 10nm e 15nm em macrofagos RAW264.7, e, nesse estudo foi
detectado a inibicdo da producdo de NO quando essas células foram estimuladas
por lipopolissacarideo (LPS) por meio da inibi¢do do fator nuclear-xB (NF-kB) e
da expressio de IFN-B [31]. Na Tabela 2.3 ¢ reportado alguns exemplos
encontrados na literatura sobre as AuNPs com caracteristicas anti-inflamatorias e
os mecanismos associados a modulagdo da resposta inflamatéria em macrofagos

RAW 264.7.
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Tabela 2.3: Visao geral sobre o potencial anti-inflamatdrio de nanoparticulas de ouro em macrofagos RAW 264.7

AuNPs-PEG?

PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 2013035/CA

(sintese por reducdo
de citrato de sodio)

Quimica

Quimica

"Nanoparticulas de ouro revestidas com poli-N-vinilpirrolidona (PVP).
“Nanoparticulas de ouro revestidas com o polimero polietileno glicol (PEG).

0,10,20,40 e 80
pg/ml

2,5 ¢ 60 uM

0.1, 1.0, 10, 25, 50
e 100 mg/ml

Inibe a produgdo de NO e a expressdo de IFN-
B em RAW264.7 estimuladas por LPS.

Tém um pequeno efeito inibitdrio na produgio
da citocina pro-inflamatéria TNF.

Nio induz a producdo de EROs intracelular.
As AuNPs, também, ndo tém efeitos aditivos
ou sinérgicos significativos na liberagdo de
NO induzida por LPS. As AuNPs ndo
apresentam efeitos aditivos ou sinérgicos, na
produgdo de TNF-a e IL-6 induzida por LPS.

T h
NPs (nanl:;an 0 Formato Sintese Concentracao Mecanismo associado Referéncia
Quimica Reduz a producdo de EROs e ERNs. Nao
. .10, 25, 50 ¢ 100 . . . .
(sintese por redugdo M induz a secre¢do de citocinas pro- Shukla et al. 2005 [29]
de borohidreto) 2 inflamatorias TNF-a e IL1-p.
Reduz a produgdo de espécies reativas de
1 o o?cigé?nio. Inibe, especiﬁcamente,‘ dua§ Kingston et al. 2015
AuNPs-PVP Quimica 0,5,25e¢50mg/ml citocinas, TNF-o e IL-17, associadas a [175]
resposta imune patogénica TH17. Isso ocorre,
possivelmente, via modulagdo de EROs.
Quimica

Ma, Ji Su et al. 2010
[31]

James, Lloyd RA, et al.
2017 [176]

Zhang,
2011[33]

Qin, et al.
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Tabela 2.3: (Continua)

T h
NPs AManho Formato  Sintese
(nm)
AuNPs 20 ¢ 40 - Quimica
AuNPs 10 e 300 - Quimica
cAolille Sadas com 50, 80, 100, esfera Quimica
e 200 € 400
catalase
Quimica
(Sintese verde pelo
CGA-AuNPs* ~22725 esfera método de redugao de
acido clorogénico
(CGA))

3 Nanoparticulas de ouro conjugadas com a enzima Catalase.

Concentragio

1-150 mg/ml

0,005; 0,001; 0,01
e0,1g/L

9,5 x 107
particulas/ml

20 uM

Mecanismo associado

Inibe a produgdo de EROs. As AuNPs ndo
mostraram ativagao de NF-kB e, também, nio
houve liberagéo apreciavel de IL-6.

Nao houve alteracdo nos niveis de TNF-a, IL-
6 ou IL-10.

As AuNPs com 80 nm, 100 nm e¢ 200 nm
foram capazes de reduzir significativamente o
nivel de EROs apods exposi¢do ao H,0,.

Inibiu  significativamente  citocinas  pro-
inflamatorias, como IL-1B ¢ TNF-a e outros
genes relacionados a inflamagao, como COX-
2 e IL-6 em macrdéfagos murinos estimulados
por LPS.

4Nanoparticulas de ouro desenvolvidas por um novo método de sintese verde usando 4cido clorogénico (CGA).
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Referéncia

Nishanth, Reddy P., et
al. 2011 [177]

Bancos, Simona, David
L. Stevens, and
Katherine M. Tyner.

2015 [178]

Ba Fakih, Fatima, et al.
2020 [34]

Hwahg, Su Jung, et al.
2015 [35]
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Uma outra vertente de aplicagdo das AuNPs ¢ como transportadora de
monoxido de carbono (CO) [41, 179]. Nesse caso, temos o perfil de moléculas com
liberagdo controlada de monodxido de carbono (CORMs) como agentes
farmacéuticos. As CORMs t€m sido amplamente estudadas por suas propriedades
anti-inflamatorias, efeitos antiapoptoticos e antiproliferativos [41, 179]. O monoxido
de carbono (CO) é reconhecido principalmente como um gas incolor, inodoro,
insipido e altamente toxico devido a sua capacidade de se ligar a hemoglobina com
uma afinidade muito maior do que o oxigénio, levando a formacdo de
carboxiemoglobina (COHb) [179]. Entretanto, o CO junto com 6xido nitrico (NO) e
sulfeto de hidrogénio (H,S), sdo membros de uma importante familia de
gasotransmissores, que participam de diferentes mecanismos celulares como
moléculas sinalizadoras [179, 180].

O CO produzido de forma enddgena ocorre como um subproduto da
degradacdo do grupo heme pela enzima heme-oxigenase induzivel (HO — 1) [152],
[179]. A inducdo da heme-oxigenase pode ocorrer ndo apenas pelo grupo heme, mas
também por H,0,, LPS, NO, citocinas, metais pesados e outros oxidantes [152]. O
aumento da expressdo da heme-oxigenase induzivel pode proteger contra a
toxicidade do ONOO", em macréfagos estimulados por LPS, uma vez que o CO pode
se ligar ao ferro contido nas enzimas heme como NADPH-oxidase e iNOS, de modo
a inibir as reacdes de transferéncias de elétrons necessarios para a produgdo adicional
das espécies reativas que proporcionam o estresse oxidativo (0, e NO) [152]. Nesse
sentido, Srisook et al. investigaram os efeitos do CO na produgdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) e do 6xido nitrico (NO) em macrofagos RAW 264.7
quando estimulados por LPS (lipopolissacarideo bacteriano) [152]. Nessa pesquisa,
Srisook et al. verificaram que nos macrofagos RAW 264.7 tratadas com CORM-2
([Ru(C0O)5Cl;],), o CO inibiu a atividade da NADPH-oxidase suprimindo a
producdo das EROs [152].

Fernandes et. al. propuseram a nanoformulacdo de nanoparticulas de ouro
conjugadas com CORM-3 (AuNPs@PEG@BSA -Ru(CO)x), nas linhagens de cancer
colorretal HCT116, fibroblastos primarios humanos normais e nas linhagens
celulares de leucemia monocitica aguda THP-1 [179]. Nesse estudo, foi possivel
observar um efeito celular mais pronunciado a nivel anti-inflamatério e uma
reparacdo tecidual mais rapida [179]. A hipotese de Fernandes et. al. para o aumento

da resposta esta associada a rapida captacdo celular da nanoformulacdo que resulta
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em um aumento de CO no interior da célula alvo, com consequente potencializagao
da resposta [179]. Nessa perspectiva, os efeitos anti-inflamatérios do CO t€m sido
objetos de estudo nos ultimos anos, sendo demonstrado que a inalagdo de CO em
baixas concentracdes exerce agdes de citoprotegdo significativas em diferentes e
diversos panoramas incluindo malaria cerebral experimental, modulacdo de fendtipos
de macrofagos alveolares, doenga inflamatodria intestinal e encefalomielite autoimune
[41, 179]. Sendo assim, os CORMs correspondem a uma alternativa atraente e segura
com relagdo a administracdo de CO gasoso, uma vez a que seguranga e viabilidade
do uso do CO como gas inalado permanece incerta devido a falta de especificidade e
toxicidade em altas concentragdes [41]. Todavia, os CORMs ainda ndo possuem um
perfil farmacocinético atribuivel para um desenvolvimento clinico, e, nesse sentido

mais estudos sao necessarios [41].

2.10 Relevancia do tema da pesquisa

Para o presente trabalho foi realizado uma busca em diferentes bases de dados
da literatura sobre os estudos com tratamento de macrofagos RAW 264.7 com
nanoparticulas de ouro sintetizadas via ablagdo a laser a fim de modular a resposta
inflamatoria. Para a pesquisa sobre a relevancia do tema do presente trabalho foram
realizadas buscas nas bases de dados da PubMed, Science Direct e Scopus, sendo
utilizado o operador logico booleano “AND” entre as diferentes combinacdes de
palavras-chave, a fim de obter resultados de pesquisa mais precisos, conforme mostra
a Tabela 2.4. Diante da pesquisa integrativa realizada, pode-se verificar o qudo
incipiente ¢ o uso de nanoparticulas de ouro via ablagdo a laser em tratamentos de
macrofagos RAW 264.7 com finalidade de se estudar respostas inflamatorias por
meio da modulacdo das EROs e ERNs. As pesquisas encontradas nos bancos de
dados sobre nanoparticulas de ouro sintetizadas por ablacdo a laser em geral ndo sdo
relacionadas ao efeito imunomodulador dessas nanoparticulas. Por outro lado, ha
uma vasta gama de artigos relacionados ao uso de nanoparticulas de ouro via sintese
quimica e, em um nimero menor, via sintese bioldgica no que tange os tratamentos
de células macrofagos RAW 264.7, investigacdo da modulagdo da resposta

inflamatoria e até mesmo alguns estudos relacionados a COVID-19.
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Base de dados

PubMed
Science Direct
Scopus

PubMed
Science Direct
Scopus

PubMed
Science Direct
Scopus

PubMed
Science Direct
Scopus

PubMed
Science Direct
Scopus

PubMed
Science Direct
Scopus

PubMed
Science Direct
Scopus

Tabela 2.4: Busca em base de dados

Palavra-chave

AuNPs AND "Pulsed laser ablation"
AND "Macrophages RAW 264.7"
AND Inflammation AND ROS AND
NO AND COVID-19

AuNPs AND "Pulsed laser ablation"
AND "Macrophages RAW 264.7"
AND Inflammation AND ROS AND
NO

AuNPs AND "Pulsed laser ablation"
AND "Macrophages RAW 264.7"
AND Inflammation AND ROS

AuNPs AND "Pulsed laser ablation"
AND "Macrophages RAW 264.7"
AND Inflammation

AuNPs AND "Pulsed laser ablation"
AND "Macrophages RAW 264.7"

AuNPs AND "Pulsed laser ablation"

AuNPs AND "Pulsed laser ablation"
AND Inflammation

Resultados

S

S O O

e © @ S O O S O O

—_
(=}

147
29

17

Base de dados

PubMed
Science Direct
Scopus

PubMed
Science Direct
Scopus

PubMed
Science Direct
Scopus

PubMed
Science Direct
Scopus

PubMed
Science Direct
Scopus

PubMed
Science Direct
Scopus

PubMed
Science Direct
Scopus

Palavra-chave

AuNPs AND  "Macrophages
RAW 264.7" AND Inflammation
AND ROS AND NO AND
COVID-19

AuNPs AND  "Macrophages
RAW 264.7" AND Inflammation
AND ROS AND NO

AuNPs AND  "Macrophages
RAW 264.7" AND Inflammation
AND ROS

AuNPs AND  "Macrophages
RAW 264.7" AND Inflammation

AuNPs AND
RAW 264.7"

"Macrophages

AuNPs AND Inflammation

AuNPs AND Inflammation AND
COVID-19

Resultados

58
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3

Métodos experimentais

Neste capitulo serdo apresentados os materiais ¢ métodos utilizados na
sintese ¢ caracterizacdo das nanoparticulas de ouro, bem com todo aparato
experimental utilizado. Ademais, serdo apresentadas as técnicas de caracterizagdo
utilizadas para as analises morfoldgica e estrutural das amostras assim como uma
descricdo breve da técnica.

Além disso, ser@o abordados os métodos experimentais de cunho
biolégico, tais como o cultivo dos macréfagos RAW 264.7, os respectivos
tratamentos com as AuNPs e as analises realizadas para elucidar a interacdo das
AuNPs com o ambiente celular.

Uma pequena segdo referente as técnicas de microscopia eletronica de
transmissdo (MET), espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDS),
microscopia de varredura (MEV), microscopia de fluorescéncia, microscopia de
contraste de fase, difratometria de raios X (DRX) e espalhamento dindmico de luz

(DLS) foram anexadas como material suplementar.

3.1 Instrumentagio

Segue abaixo a lista dos equipamentos utilizados e os respectivos métodos

experimentais:

e Fonte de laser Q-smart 850 (Quantel, EUA): Abla¢ao a laser pulsado.

e [Espectrofotometro dos respectivos modelos DH-mini UV-Vis-NIR
Lightsource, (Ocean Optics, EUA); Infinite® 200 (TECAN, Austria) ¢
Synergy™ HTX (BioTek®, EUA): Espectroscopia na regido do
Ultravioleta-Visivel (UV-Vis).

e Espectrofluorimetro dos respectivos modelos Quanta Master™ 40:
Espectroscopia de fotoluminescéncia.

e Espectrometro de massa de plasma indutivamente acoplado (Perkin Elmer,

EUA): ICP-MS.
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e Microscopio modelo micro Raman Xplora confocal (Horiba Jobin Yvon):
Espectroscopia Raman.

e Microscopio eletronico de transmissdo (JEOL 2100F): Microscopia
eletronica de transmisso (MET) e Espectroscopia por Energia dispersiva
de Raios X (EDS).

e Difratdometro de raios X para monocristais da Oxford: Difratometria de
raios X (DRX).

e DLS do modelo ZetaSizer Nano Series - ZS (Malvern Instruments, Reino
Unido): Espalhamento de luz dindmico (DLS).

e Microscopio de fluorescéncia da GE INCell Analyzer 2000 (GE Health-
Care Life Sciences): Microscopia de fluorescéncia.

e Microscopio eletronico de varredura (Magellan 400 FEI Company):
Microscopia de varredura (MEV)

e Microscopio Optico invertido de contraste de fase (ZEISS™ Primo

Vert™): Microscopia de contraste de fase

3.2 Materiais

As substancias quimicas como hidréxido de soédio (NaOH), acetona
(C3Hg0), etanol (C2HsOH), tricloroetileno (CoHCI3), acido nitrico (HNO3), acido
sulfarico (H2S04) € Pluronic® F127 foram adquiridos da Sigma-Aldrich. Os alvos
de ouro sdo provenientes da Kurt J. Lesker Company e apresentam 99,9% de grau
de pureza. A agua ultrapura destinada ao preparo das solugdes de hidroxido de
sodio (NaOH) para a ablagdo a laser exibia condutividade igual a 18,2MQ.cm, ¢
foi obtida por meio do ultrapurificador Milli-Q e fornecida pelo Laboratorio de
Eletroanalitica, Espectroanalitica e Analise Elementar Aplicada (LEEA) do
Departamento de Quimica da PUC-Rio. A 4gua destilada e ultrapura designada
para a limpeza foi fornecida pelo Laboratorio Central de analises Padre Leopoldo

Hainberger (LCA) do Departamento de Quimica da PUC-Rio.
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3.2.1 Preparo da solucao de hidréxido de sédio (NaOH)

Para preparar as solugdes de hidroxido de s6dio (NaOH), foi utilizada uma
pastilha de NaOH Sigma-Aldrich com 100mg. Para aprontar as solu¢des aquosas
de NaOH em diferentes concentracdes ¢ necessario, primeiramente, preparar uma
solugdo estoque contendo 100mM de NaOH em agua ultrapura em um tubo
Falcon ou em um béquer de Teflon, e aguardar por cerca de 15min para que a
pastilha de NaOH dissolva. A solucdo de NaOH ndo deve ser armazenada em
vidraria, pois ela reage lentamente, conforme mostra a reacdo [3-1], com a silica
(Si02) produzindo silicato de sodio (Na2(SiO3)), o que, por sua vez, leva a

contaminagdo da amostra.

Si0, + 2 NaOH — Na,(Si03) + H,0 [3-1]

A solucdo estoque ¢, entdo, diluida em 4gua ultrapura até a concentragdo
desejada de NaOH. Em seguida, a solugdo resultante ¢ agitada com o auxilio de
uma barra de agitacdo magnética e um agitador magnético por cerca de 10min.
Finalmente, a solucdo estd pronta para a sintese por ablagdo a laser. Esta solugdo
deve ser armazenada sob refrigeracao e retirada da refrigerag@o pelo menos 20min
antes da ablagdo. A 4gua ultrapura utilizada para preparar as solugcdes de NaOH
apresentava condutividade igual a 18,2MQ.cm, e foi obtida do ultrapurificador
Milli-Q fornecido pelo Laboratério de Eletroanalitica, Espectroanalitica e Analise

Elementar Aplicada (LEEA) do Departamento de Quimica da PUC-Rio.

3.2.2 Pluronic PF127

O copolimero anfifilico ¢ um composto quimico que possui caracteristicas
hidrofilicas e lipofilicas. Comercialmente o copolimero anfifilico que apresenta
uma cadeia quimica dividida em trés blocos de polimeros, no qual os extremos
sdo compostos por polioxietileno (PEO) e a parte central é formada por
polioxipropileno (PPO), ¢ denominado de Pluronic® F127 (PF127) [181]. Os
seguimentos de PEO apresentam caracteristicas hidrofilicas, enquanto o
seguimento PPO apresenta caracteristica lipofilicas (hidrofobica) [181], conforme

mostra a Figura 3.1.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 2013035/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 2013035/CA

62

PEO PPO PEO
Hidrofilico Hidrofobico Hidrofilico
HD—(CHECHED)— CH,CHO —(CHICH]D)—H
100 | 100
CH,

3 .
63

Figura 3.1: Estrutura quimica do copolimero anfifilico Pluronic® F127. Adaptado de [181] e
[182].

Devido ao carater anfifilico, o Pluronic® F127 expde capacidade de
interagir com superficies hidrofébicas e membranas bioldgicas. Dessa forma o
tribloco ndo i6nico, o Pluronic® F127, t€ém sido alvo de constante estudo e
aplicac@o na area farmacéutica e biomédica por conta da sua baixa toxicidade e a
capacidade de solubilizagdo de farmacos, sendo, portanto, aprovadas por Food
and Drug Administration (FDA) para uso no corpo humano [183-185].

A associacdo do Pluronic® F127 com nanoparticulas metalicas apresenta
um futuro promissor no sistema de entrega de farmacos, assegurando estabilidade
das nanoparticulas e uma maior biocompatibilidade no meio bioldgico [186].
Simon et. al verificou que o Pluronic® F127 reveste as MeNPs preservando o
tamanho e fornecendo uma estabilizacdo estérica [187]. Nesse contexto, o
copolimero Pluronic® F127 (Sigma-Aldrich®) foi colocado na dispersdo coloidal
de nanoparticulas de ouro logo apos a sintese por ablagdo a laser pulsado de modo
que a concentracao final de Pluronic® F127 na dispersdo seja igual a 1mg/mL.
Essa concentragdo foi escolhida com base em outros trabalhos feitos pelo grupo
[188]. Para o presente estudo, o Pluronic® F127 foi preparado de acordo com a
instrugcdo do fabricante a uma concentracdo igual a 25mg/mL e armazenadas sob

refrigerag@o.
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3.3 Limpeza

O cuidado com a limpeza ¢ fundamental para evitar possiveis
contaminagdes durante a sintese das AuNPs via PLA. Portanto, tanto os béqueres
de teflon usados durante a PLA e os vidros utilizados para armazenar a dispersado
coloidal das AuNPs quanto os alvos de ouro utilizados para PLA foram
submetidos a um minucioso protocolo de limpeza, conforme descrito nos itens

decorrentes.

3.3.1 Vidros e béqueres de teflon

Os béqueres de teflon e os vidros destinados a armazenar a dispersdo

coloidal de AuNPs seguiram o seguinte protocolo de limpeza:

i.  Lavar com solugdo detergente e enxaguar abundantemente em agua
corrente, a fim de remover totalmente o detergente.
ii.  Lavar trés vezes com agua destilada.
iii.  Imergir em solugdo de acido nitrico (HNOs3) 10% em agua
destilada por 24 horas.
iv.  Retirar do acido nitrico e lavar trés vezes com agua destilada.
v.  Colocar em banho ultrassonico com tricloroetileno por cerca de 10
minutos.
vi.  Descartar o rejeito apropriadamente e lavar trés vezes com agua
destilada.
vii.  Colocar em banho ultrassonico com acetona por cerca de 10
minutos.
viii.  Descartar o rejeito apropriadamente e lavar trés vezes com agua
destilada.
ix.  Colocar em banho ultrassonico com etanol por cerca de 10
minutos.
X.  Descartar o rejeito apropriadamente e lavar trés vezes com agua
destilada.
xi.  Colocar em banho ultrassonico com agua destilada por cerca de 10

minutos.
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xii.  Descartar o residuo e lavar trés vezes com agua ultrapura.

xiii.  Colocar em banho ultrassénico com agua ultrapura por cerca de 10
minutos.

xiv.  Descartar o residuo.

xv.  Cobrir com papel aluminio e colocar na estufa a 40°C por 24 horas.

Dessa forma, o béquer de teflon estd pronto para uso no processo de
sintese via PLA e o vidro estd pronto para armazenar a dispersdo coloidal de

AuNPs.

3.3.2 Alvo de ouro

Para a limpeza dos alvos de ouro foi utilizado o seguinte protocolo:

i.  Colocar o alvo de ouro em um recipiente limpo.

ii.  Colocar em banho ultrassdnico o alvo de ouro coberto com o acido
sulfurico (H2SO4) diluido 40% em &agua destilada, por cerca de 10
minutos.

iii.  Descartar o rejeito apropriadamente e lavar abundantemente com
agua destilada.

iv.  Colocar em banho ultrassonico o alvo de ouro coberto com agua
destilada, por cerca de 10 minutos.

v.  Descartar o residuo e lavar abundantemente com agua ultrapura.

vi.  Colocar em banho ultrassénico o alvo de ouro coberto com agua
ultrapura, por cerca de 10 minutos.

vii.  Descartar o residuo.
viii.  Cobrir com papel aluminio o recipiente com o alvo de ouro e

colocar na estufa a 40°C por 24 horas.

Apbs o processo de limpeza descrito acima, o alvo de ouro esta pronto
para a PLA em liquido. O processo de limpeza do alvo se deu aproximadamente a
cada 10 ablagdes, uma vez que o alvo de Au oxidou apenas na darea
correspondente ao ponto de incidéncia do feixe de laser, podendo, portanto, ser

reutilizado.
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3.4 Sintese da dispersao coloidal de nanoparticulas de ouro via PLA

A sintese das nanoparticulas de ouro se deu via ablacdo a laser em agua,
através de duas metodologias distintas. A primeira metodologia se deu em
atmosfera ambiente e a outra seguiu um esquema experimental em atmosfera
controlada com N». Foi utilizada uma fonte de laser Nd: YAG pulsado (Figura 3.2
(A), modelo Q-Smart 850 da Quantel, operado na frequéncia do segundo
harmoénico 2o (532nm) com 6ns de duracdo do pulso, uma taxa de repeticao
constante igual a 10Hz e energia maxima de 500mJ/pulso. A fonte de laser Q-
Smart 850 utilizada para a sintese, encontra-se no Laboratério de Sintese Otica e
Caracterizagdo de Nanomateriais (NanoLaserLab) do Departamento de Fisica da
PUC-Rio.

O aparato experimental ¢ organizado de tal forma que seja possivel
realizar uma abla¢do dupla, otimizando o processo de sintese das nanoparticulas.
As opticas utilizadas no esquema experimental foram adquiridas das empresas
ThorLab e Lambda, e, apresentavam revestimento antirreflexo para as frequéncias
o ou 2m, além de serem desenvolvidas para aplicagcdes de alta poténcia. A energia
do pulso laser foi medida usando um detector piroelétrico de energia (Figura 3.2
(B), modelo ES220C da ThorLabs, que funciona em uma faixa de comprimento

de onda de 0,185 - 25um e uma faixa de energia de 500uJ - 3J.

()

Figura 3.2: (A) Fonte de laser Nd:YAG pulsado Q-smart 850 da Quantel, operado com mddulo
para a frequéncia do segundo harmdnico 2. (B) Detector piroelétrico de energia. (C) Controle do
laser Q-smart 850.

As Figuras 3.3 e 3.4 mostram o esquema experimental utilizado para a

ablacdo a laser pulsado realizado em atmosfera ambiente. O pulso do laser,
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proveniente da fonte Q-Smart 850, ¢ direcionado em um divisor de feixe (BS, do
inglés beam splitter), no qual separa o pulso laser em energias equivalentes, isto &,
50% de energia para cada lado. Assim, o pulso laser ¢ desviado em duas dire¢des
perpendiculares, de tal forma que cada um dos pulsos incide, respectivamente, nos
espelhos E; e E. Subsequentemente, os espelhos Ei e E> os desviam,
respectivamente, para as lentes L1 e L. Dessa forma, os dois pulsos de laser sdo
focados nos alvos correspondentes a Ai e Az, no qual estdo imersos em um

determinado volume de liquido nos béqueres 1 e 2.

Ez

Fonte laser

NE:YAG 20 © / _ s

E
O-Smart 850 BS 1
1‘1
Liquido 2

— Béquer 2

Liquido 1

~fly Béqueril

Figura 3.3: Esquema experimental utilizado para PLA. O feixe laser incide no divisor de feixe
(BS), em seguida cada um dos feixes divididos incide, respectivamente, nos espelhos E; e E,, que
por sua vez desvia o feixe de laser para as respectivas lentes L; e L, na qual focaliza o feixe até os
alvos A e A, imersos no liquido.

(B) Antes da PLA

B

. N i Béquer 2 : X =/ (C) Depois da PLA
. [ § e
.

L

Figura 3.4: (A) Configuracdo experimental para a sintese de AuNPs por PLA (na imagem foram
utilizados béqueres de vidro por finalidade, meramente, didatica). (B) Béquer de teflon com a
solugdo de NaOH e o alvo de ouro antes da PLA. (C) Béquer de teflon com a dispersédo coloidal de
AuNPs ¢ o alvo de ouro logo ap6s a PLA.
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Para a sintese das AuNPs feitas em atmosfera ambiente, primeiramente, é
necessario preparar as solucdes de NaOH. Foram utilizadas solugdes com
concentragdes 2mM e 4mM de NaOH, preparadas conforme descrito no item
3.2.1. Para realizar a ablag@o a laser do ouro (Au) utilizou-se béquer de teflon com
4,2cm de didmetro. Dessa forma, sdo preparados dois béqueres de teflon com
12mL cada da solu¢do de NaOH, e, em cada um deles é colocado um alvo de
ouro. Assim, pode-se iniciar a ablacdo. Ao final da ablacdo tém-se, portanto,
24mL da dispersdo coloidal de AuNPs.

O procedimento de ablagdo a laser teve duracdo de 6h, com energia em
torno de 12mJ e fluéncia utilizada de aproximadamente 11J/cm?. Ao final da
producdo das dispersdes coloidais de AuNPs via ablacdo a laser, as amostras
foram colocadas no tubo de vidro. Foram preparadas AuNPs com e sem Pluronic®
PF127. Para as AuNPs com PF127, acrescentou-se ao final da abla¢do o Pluronic®
PF127 com concentragdo de 25mg/mL de tal modo que a dispersdo coloidal de
AuNPs fique com apenas 1mg/mL de Pluronic® PF127. Apods a sintese das AuNPs
¢ realizado a medida UV-Vis da amostra. Todas as amostras foram armazenadas
sob refrigeracdo e protegidas da luz.

A ablagdo a laser em atmosfera controlada se deu seguindo todos os
parametros experimentais do laser descritos acima, com exce¢do da quantidade da
solugdo de NaOH, que passou a ser igual a SmL. Para realizar a ablagdo a laser do
alvo de ouro em atmosfera controlada, utilizou-se um béquer de vidro projetado
para inje¢do de gases em seu interior. Para que a fluéncia do laser fosse a mesma
que na ablacdo em ar ambiente, foi necessario calibrar a altura da lente, uma vez
que a tampa de vidro do béquer ¢ espessa, mudando o caminho 6ptico. A linha de
gas usada nesta sintese ¢ monitorada por um mandmetro digital da New-Ecopress
e contém os seguintes gases: N> (nitrogé€nio), CO> (dioxido de carbono) e Ar
(argdnio).

Para a sintese das AuNPs em atmosfera controlada com N, foi realizado
vacuo no ambiente da ablacdo (também na agua) antes de fluxar a mistura de
gases. Sendo assim, a solugdo de 2mM de NaOH foi colocada no béquer com o
alvo de ouro, sendo, portanto, conectado a linha de gis. Primeiramente, ¢ feito
vacuo para certificar a limpeza da tubulagdo de gés, isto &, retirar espécies gasosas
indesejadas. Posteriormente, ¢ feito vacuo no interior do béquer de vidro

projetado para inje¢do de gases até que a solugdo de 2mM de NaOH comece a
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borbulhar, feito isso o vacuo ¢ encerrado. Em seguida, injeta-se nitrogénio (N2)

numa pressdo diferencial ps = pt -latm = 0,33bar (p: = 1.33atm), e a valvula de

o

acesso ao béquer ¢ aberta. Posteriormente, a valvula de entrada do béquer

o

cuidadosamente aberta e, subsequentemente, a valvula de saida do béquer
cautelosamente aberta até atingir pa = 0,07bar. Ao atingir 0,07bar de pressao
diferencial, as valvulas do béquer e de acesso ao béquer sdo fechadas. O processo
de injecdo do N ¢ repetido 5 vezes. Apos as 5 inje¢des do N» € realizado uma
pausa de 30min, e, num momento posterior o N> ¢ injetado mais 5 vezes. Essa
metodologia foi empregada com a finalidade de retirar o didxido de carbono
(CO2) gasoso da agua usada para o processo de PLA. As Figuras 3.5 (A) ¢ (B)

elucidam a configuragdo experimental para a PLA em atmosfera controlada.

Legenda
1 Vilvula responsavel pelo controle do
vacuo
Vilvula de injegdo do N,

2

3 Valvula de acesso ao béquer

4 Valvula de entrada do gas no béquer
5

Valvula de saida do gas no béquer

Bécher de vidro
projetado para
injecio de gases

Alvo de Au em Base mecanica

atmosfera controlada micrométrica
. (Zaber)

Figura 3.5: (A) Configuragdo experimental para o preparo da amostra em atmosfera controla. (B)
Sistema de PLA em atmosfera controlada (em que E representa o espelho e L a lente).

Depois do processo descrito nos paragrafos anteriores, o material esta
pronto para a sintese por PLA. A sintese teve duragdo de 3h e 30min com energia
em torno de 12mJ e fluéncia de aproximadamente 11J/cm?. Ao final da produgdo
das dispersdes coloidais de AuNPs via ablagdo a laser, as amostras foram
colocadas no tubo de vidro, no qual acrescentou-se o 1mg/mL de Pluronic® PF127
a dispersdo coloidal de AuNPs. Apds a ablagdo ¢ realizado a medida UV-Vis da
amostra. Todas as amostras foram armazenadas sob refrigeracdo e protegidas da

luz.
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3.4.1 Calculo da fluéncia do pulso laser

O calculo da fluéncia do pulso laser ¢ extremamente importante, uma vez
que € o parametro responsavel por controlar a distribuicdo do tamanho ¢ a taxa de
producdo das nanoparticulas sintetizadas [27, 189]. A fluéncia do pulso laser (F) ¢

definida pela férmula abaixo:

4E
F_

= 2
TP

[3-2]

sabendo que E ¢ a energia do pulso laser e @4 € o diametro da regido de interagdo
do pulso laser com o alvo. A energia medida do pulso laser (E), a distancia focal
da lente usada e o nivel da coluna de agua que cobre o alvo devem ser consideras
para efetuar o calculo da fluéncia do pulso laser. E importante ressaltar que a
altura do nivel da coluna de agua que cobre o alvo comporta-se como uma lente
durante a propagacdo do pulso laser, dai a importancia em considerar esse
parametro no desenvolvimento do calculo da fluéncia F. Para o célculo da fluéncia
do pulso laser (F) utilizou-se as leis da Optica geométrica. A Figura 3.6 elucida o
pulso laser incidindo na lente convexa e sendo focalizado na superficie do alvo
apos percorrer a coluna de liquido contido no béquer, representando, portanto, o

esquema geométrico usado para efetuar o calculo da fluéncia F.

Pulso laser

|

Lente g

o
| I - —_—

Ar

Liquido

i I\'-. YA -':

Alvo - X

Figura 3.6: Configuragdo geométrica para o calculo do didmetro do pulso laser ao incidir no alvo
e da fluéncia do laser.
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Segundo o manual da fonte laser Q-Smart 850 o didmetro do pulso laser
(1) ¢ igual a 0,7cm, portanto, o raio do pulso laser (Ry) ¢ igual a 0,35cm. De
acordo com a representacdo geométrica mostrada na Figura 3.6, fica claro que a
corresponde ao angulo de incidéncia do pulso laser e B corresponde ao angulo de
refracdo do pulso laser. Considerando a distancia focal da lente no ar igual a f =

14,9cm, podemos encontrar o angulo de incidéncia a da seguinte forma:

R 0,35
o =tan~! (TL) s a=tan! (m) — o = 0,0235rad [3-3]

Usando a Lei de Snell, equagdo [3-4], e adotando o indice de refracdo do
ar (n,,) igual a 1,0 e o indice de refragdo da dgua (nggu,) igual a 1,3, podemos

encontrar o angulo de refracdo do pulso laser (B).

Ngp SIN O = Nggy, Sin B [3-4]
1
sin(0,0235) = 1,3.sin —» B = sin™! [(E).sin(O,OZSS)] [3-5]

B=0,0177rad

Para calcular a fluéncia definimos ¢, como o didmetro do pulso de laser
ao incidir no alvo imerso no liquido, que se encontra, de acordo com a Figura 3.6,

a uma distancia real (drgar) igual a:
drear = lo +1p [3-6]

em que l, € a distdncia entre a lente € a superficie do liquido, € Ig € a distancia
entre a interface do liquido com o ar e a superficie do alvo.

Considerando que a propagacdo do pulso de laser seja sem a presenga do
meio liquido, o ponto Y’, representado na Figura 3.6, indica a altura em que a
imagem formada do pulso laser seria da mesma dimensao do que ¢,. Portanto, a
distancia entre o ponto Y’ ¢ o centro da lente corresponde ao caminho Optico

equivalente (dggp), que € calculado por:
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dpop = lo + 1o [3-7]

inferindo que 1, representa a distancia entre a interface do liquido com o ar e o

ponto Y’. Por trigonometria podemos encontrar o 1.

tan 8
" tana

*
o

dg - 1,7 =10761g [3-8]
como lg = dgrgar, — I, entdo,

dEOP = dREAL - lB + 0,76 lB - dEOP = dREAL - 0,24 lB [3 9]

Consequentemente, podemos obter o didmetro do pulso laser ao incidir no

alvo utilizando a seguinte equacao:

(dgop — D
PALVO = PLASER —f [3-10]

considerando f como a distancia focal da lente no ar.

3.5 Espectroscopia na regiao do Ultravioleta-Visivel (UV-Vis)

O espectrofotdometro ultravioleta-visivel (UV-Vis) ¢ composto de uma
fonte de luz, um monocromador ¢ um detector, conforme mostra a Figura 3.7. O
espectrofotometro UV-Vis apresenta duas fontes de luz, uma que abrange a regido
ultravioleta do espectro (em geral, ¢ constituida pela lampada de deutério) e a
outra que abrange a regido visivel do espectro (em geral, ¢ composta pela lampada
de tungsténio) [190]. O monocromador ¢ formado por uma rede de difragdo que
tem como funcionalidade separar os feixes de luz nos comprimentos de onda.
Usualmente, o detector ¢ um tubo fotomultiplicador que detecta a luz que

atravessou a amostra registrando a intensidade da luz transmitida [190].
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CRUSRamin S

Corrente
O Luz Luz Luz elétrica

=== | Monocromador ™= === | Detector

Fonte de luz Amostra Interface computacional
para processamento do sinal

Figura 3.7: Esquema experimental de um espectrofotometro UV-Vis.

A espectroscopia UV-visivel € uma técnica que possibilita o estudo sobre a
luz espalhada, absorvida e transmitida por um dado material. O principio do
funcionamento da espectroscopia de UV-Vis estad pautado na absorcdo ou o
espalhamento da radiagdo incidente [190]. Dessa forma, quanto maior for o
numero de moléculas e/ou particulas capazes de absorver e/ou espalhar as ondas
eletromagnéticas, maior serd a extingdo [190, 191]. Dessa forma, a extin¢do de
uma dispersdo coloidal de particulas é formulada pela Lei de Beer-Lambert, dada

pela seguinte expressao empirica:
E = log (ITO) = gycl [3-11]

em que E ¢ a extingdo (densidade oOptica), I, corresponde a intensidade da luz
incidente na amostra e [ ¢ a intensidade da luz transmitida no comprimento de
onda. O termo g, representa o coeficiente de extingdo molar da amostra para
radiacdo de comprimento de onda A (L mol~tcm™1), ¢ é a concentragio molar do
soluto (mol L™1) e I é o caminho 6ptico (mm) [192]. Essa técnica também permite
a analise do coeficiente de extin¢do, o qual esta relacionado com a natureza das
nanoparticulas metalicas, a concentracdo, a forma, e o estado de aglomeracdo
[38].

Foi utilizado o espectrofotometro UV-Vis (DH-mini UV-Vis-NIR
Lightsource, Ocean Optics) localizado no Laboratério de Espectroscopia de
Biomoléculas no Departamento de Fisica da PUC-Rio. Para analise usamos
sempre a mesma cubeta de quartzo com caminho 6ptico igual a 10mm contendo
uma aliquota de 2mL de cada uma das dispersdes coloidais de AuNPs. A faixa
espectral utilizada para analise das amostras foi entre 200nm e 800nm. Vale
ressaltar que foi realizado a medi¢do do branco a fim de retirar a contribui¢ao do

espectro da agua ultrapura durante a aquisicdo dos espectros das dispersoes
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coloidais de nanoparticulas. Utilizou-se, também, o espectrofotdmetro Infinite®
200 (TECAN, Austria), localizado na Diretoria de Metrologia Aplicada as
Ciéncias da Vida (DIMAYV) e o espectrofotometro Synergy™ HTX localizado no
Laboratério de Bioengenharia Tecidual (LABIO) do Instituto Nacional de
Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO). Nesse caso, foram utilizadas
microplacas transparentes de 96 pogos contendo 100uL da dispersdo coloidal de

AuNPs. Esse tltimo espectrofotdmetro também foi usado para a analise biologica.

3.6 Espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS)

A espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS)
¢ um método instrumental de andlise qualitativa e quantitativa multielementar
sequencial rapida e de alta sensibilidade [193]. O ICP-MS pode ser aplicado a
analise simultanea de numerosos elementos metalicos e pode determinar a
concentracdo do elemento em niveis de ppm, com resolugdo de unidades de ppb
[194].

A espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS)
foi utilizada para quantificar a concentragdo de ouro em cada uma das amostras
preparadas seja via PLA ou via sintese quimica. Para a quantificagdo da
concentracdo do ouro foi utilizado o ICP-MS com células de reagdo (Nexlon
300X e DRC 1I) da PerkinElmer (EUA) localizado no Departamento de Quimica
da PUC-Rio.

3.7 Liofilizacao

A liofilizacdo ou a criodessecagdo ¢ um processo de desidratacdo e
formagdo de pd por sublimagdo. Na liofilizagdo a agua ou outro solvente ¢é
removido por meio da sublimagdo, ou seja, passagem direta do estado solido para
o estado gasoso [195]. Dessa forma, inicialmente ¢ necessario congelar a amostra
antes de coloca-las no liofilizador. Ao final do processo, as nanoparticulas que
estavam na dispersdo coloidal sdo os produtos e podem ser retiradas do
equipamento na forma de po.

Nesse contexto, a dispersdo coloidal de nanoparticulas de ouro foi

congelada em um freezer comum e posteriormente colocada no Liofilizador
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FreeZone (Labconco, U.S.A.) localizado no Laboratorio Van der Graaf. A
amostra foi mantida em vacuo por 4 dias, cuja temperatura do coletor onde as
amostras congeladas foram mantidas foi, aproximadamente, igual a -53°C. Ao
final do processo, foram produzidas amostras em pd da dispersdo coloidal de
AuNPs (Figura 3.8). Este procedimento foi realizado para as amostras de AuNPs

medida em espectroscopia Raman.

Figura 3.8: Amostra liofilizada das AuNPs, sintetizadas por PLA, com 2mM de NaOH.

3.8 Espectroscopia de fotoluminescéncia

A espectroscopia de fotoluminescéncia ¢ realizada com o fluorimetro ou
fluorometro. O fluorimetro ¢ um dispositivo com finalidade de medir a
fotoluminescéncia de uma determinada amostra. A fotoluminescéncia ¢ um
fendmeno optico no qual a molécula absorve a luz incidente de modo que o
elétron ¢ promovido do estado fundamental para um estado excitado [196]. Os
elétrons excitados, por sua vez retornardo ao estado fundamental, acompanhados
pela emissdo de fotons [196].

Com a maioria dos fluorimetros é possivel registrar tanto espectros de
excitagdo quanto de emissdo. No caso da presente pesquisa, foi realizado
espectros de emissdo, o qual mostra as intensidades de fluorescéncia em fungéo
do comprimento de onda de emissdo, sendo obtido fixando o comprimento de
onda da luz de excitagdo. A excitacdo ¢ gerada pela lampada de Xenodnio (Xe), a
qual ¢ focalizada no monocromador de excitacdo, que por sua vez apresenta a
funcdo de separar o comprimento de onda responsavel por excitar a amostra [197].

Sequencialmente, a emissdo oriunda da amostra ¢ direcionada ao monocromador
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de emissdo e o sinal obtido serda direcionado e amplificado para a
fotomultiplicadora sensivel ao intervalo correspondente ao espectro visivel
(200nm a 800nm) [197].

A medida de fotoluminescéncia foi executada usando um
espectrofluorimetro da Photon Technology International (PTI) modelo Quanta
Master™ 40 no LOEM do Departamento de Fisica da PUC-Rio e, também, no
espectrofluorimetro modelo QM1 da PTI (Canadd), localizado no Laboratorio de
Espectroscopia de Biomoléculas no Departamento de Fisica da PUC-Rio. Em
ambos os casos, foram utilizadas cubetas de quartzo com comprimento de
caminho optico igual a 10mm. As amostras foram excitadas em um comprimento
de onda na faixa entre 250nm e 800nm para produzir um espectro de emissao.
Para essa analise, foram utilizadas fendas de 4nm. O comprimento de onda de
excitagdo, de emissdo e as fendas sdo controladas pelo aparelho, por meio do
software Felix. A Figura 3.9 ilustra a configuracdo do espectrofluorimetro Quanta

Master™

Espectro

Médulo
de
Controle

N3/ 4. Interface compulaclonal
I_I para processamento do sinal

Figura 3.9: Esquema do espectrofluorimetro da Photon Technology International (PTI) modelo
Quanta Master™ 40: 1. Lampada de Xenodnio (Xe) 75W; 2. Fendas ajustaveis; 3. Mddulo
monocromador de excitacdo; 4. Camara da amostra; 5. Lentes para focalizagdo; 6. Suporte para a
amostra; 7. Médulo monocromador de emissdo; 8. Fotomultiplicadora. Adaptado de [197].

3.9 Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman ¢ uma técnica de caracterizagdo que pode ser
aplicada ao estudo de amostras solidas, liquidas e gasosas, na qual permite uma
identificacdo da composicdo quimica com base nas caracteristicas vibracionais
[135]. Um espectrometro Raman ¢ basicamente composto por: uma fonte laser de

radiagdo monocromatica (na entrada da excitagdo), um monocromador que
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recolhe a resposta Raman da amostra, o porta amostras e o detector [135]. A

Figura 3.10 elucida o esquema experimental do espectrometro Raman.

Monocromador

_____________________ 1
Espelho
Espelho ( p : Espelho

Filtro Notch

Polarizador

Filtro ND

Espelho dicréico

— Q Interface computacional
l : Camera ; |

Espectro Raman |
Feixe de laser [‘I [
Amostra

it Su RN
z e

I Software
y
/ Porta amostra s T N
x Raman Shift (cm ')

Raman Intensity (a.u.)
5 3

Figura 3.10: Esquema experimental simplificado da espectroscopia Raman. Partindo da fonte
laser o feixe monocromatico passa pelo Filtro ND (filtro de densidade neutra, cuja finalidade ¢
reduzir a quantidade de luz que entra na lente) e por um polarizador. Na sequéncia o feixe de luz
laser passa pelo espelho dicroico permitindo que esse feixe chegue até a lente objetiva. Assim, a
amostra ¢ iluminada pelo feixe de laser, que por sua vez ¢ espalhado por ela. Em seguida, o feixe
espalhado retorna pela objetiva e pelo espelho dicrdico. Nesse caso, o espelho dicroico atua como
um filtro rejeita-faixa que impede a passagem de uma parte da luz espalhada que apresenta o
mesmo comprimento de onda da fonte laser. Posteriormente, o feixe de laser atravessa o filtro de
passagem de banda (filtro Notch) cuja finalidade ¢é filtrar o restante da luz espalhada
(Espalhamento Rayleigh) que apresenta o mesmo comprimento de onda da fonte laser que nao foi
bloqueada ao passar pelo espelho dicroico. A luz espalhada que ndo apresenta o mesmo
comprimento de onda da fonte laser (Espalhamento Raman) é enviada ao monocromador, no qual
separa os feixes de luz nos respectivos comprimentos de onda e o detector tipo CCD (dispositivo
de carga acoplada, do inglés Charge-Coupled Device) capta e transmite o sinal para a interface
computacional a fim de ser analisado por um software e, consequentemente, gerar o espectro de
intensidade da luz espalhada, isto é o espectro Raman. Adaptado de [198].

A espectroscopia Raman foi realizada utilizando o microscopio micro
Raman Xplora confocal da HORIBA (Figura 3.11), localizado na Central
Analitica do Departamento de Quimica da PUC-Rio. O aparelho é equipado com
um dispositivo de carga acoplado CCD com sistema de resfriamento termoelétrico
e trés fontes de laser de estado so6lido nos comprimentos de onda de 532nm,
638nm e 783nm. Para a andlise utilizou-se a lente objetiva de 100x, comprimento
de onda do laser igual a 638nm e 783nm, filtro de 1%, grade de 600gr/mm, tempo

de aquisi¢do igual a 60s e a faixa de estudo se deu entre 200cm™ € 3500cm™".
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Figura 3.11: Principais componentes do espectrometro Raman Xplora confocal da HORIBA
utilizado para a analise.

3.9.1 Preparaciao das amostras para as espectroscopias Raman e SERS

Para a espectroscopia SERS a dispers@o coloidal de AuNPs com 2mM de
NaOH preparadas via PLA foram depositadas em um substrato de silicio e secas a
40°C em uma estufa a vacuo. Foram depositadas 4, 8 e 12 gotas de volume igual
a 60ul em cada substrato de silicio, conforme mostra a Figura 3.12.

Imediatamente, apos a secagem das amostras, realizou-se a espectroscopia SERS.

Figura 3.12: Dispersdo coloidal de AuNPs depositadas (4, 8 e 12 gotas) no substrato de silicio.

Efetuou-se, a espectroscopia SERS para as AuNPs com 4mM de NaOH,
sendo depositadas 6 gotas com volume igual a 40uL sobre trés substratos de
vidro. Cada um dos substratos contendo a amostra foram secos em temperaturas
distintas, sendo elas 25°C (temperatura ambiente), 40°C, 80°C e 110°C, e
prontamente medidos apds estarem secas. A espectroscopia SERS também foi
feita para as AuNPs com 4mM de NaOH, sintetizadas em atmosfera controlada

com 100% de N». Nesse caso, foram depositadas 6 gotas de volume igual a 40ul
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no substrato de vidro. Tal amostra foi seca, aproximadamente, a 40°C numa estufa
e analisada logo apds a secagem.

Realizou-se a espectroscopia Raman das AuNPs com 2mM de NaOH feita
em ar ¢ liofilizadas. Neste caso, o p6d foi apoiado sobre um substrato de vidro, ¢
compressa usando mais uma lamina de vidro do microscépio (Figura 3.13). Esse
procedimento foi aplicado ao fim de minimizar as irregularidades da superficie de
p6 de nanoparticulas a ser analisada, reduzindo o perigo de contaminagdo da

objetiva do microscopio Raman.

Figura 3.13: AuNPs com 2mM de NaOH feita em ar e liofilizadas depositadas no substrato de
vidro.

3.10 Difracao de raios X (DRX)

A difracdo de raios X (DRX) é uma técnica usada para o estudo das fases
cristalinas de uma ampla variedade de materiais. O difratometros ¢ um aparelho
usado para determinar os angulos em que a difragdo ocorre para amostras em po
[199]. Os difratometros de raios X sd@o compostos por trés elementos basicos: um
tubo de raios X, um porta amostras ¢ um detector de raios X [199], como ilustrado
na Figura A.1(A) do material suplementar. Para investigar as fases cristalinas das
AuNPs produzidas por PLA usou-se um difratometro para monocristais da
Oxford, situado na Diretoria de Metrologia Aplicada as Ciéncias da Vida
(DIMAV) do Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia
(INMETRO).

3.10.1 Preparacio das amostras para DRX

Retirou-se da dispersdo coloidal de nanoparticulas de ouro uma aliquota de

2mL, que foi colocada em um microtubo de 2mL. Em seguida a dispersdo

coloidal de nanoparticulas de ouro foram secas em uma centrifuga a vacuo
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(Vacufuge Plus, Eppendorf) por cerca de 5h. Dessa forma, todas as nanoparticulas
de ouro estavam prontas para a analise de Difracdo de Raios X. As amostras de

dispersdo coloidal de ouro produzidas via PLA analisadas, foram:

i.  Dispersdo coloidal de AuNPs com 0,5mM de NaOH
ii.  Dispersao coloidal de AuNPs com ImM de NaOH
iii.  Dispersdo coloidal de AuNPs com 2mM de NaOH
iv.  Dispersao coloidal de AuNPs com 4mM de NaOH
v. Dispersao coloidal de AuNPs com 8mM de NaOH
vi. Dispersdo coloidal de AuNPs com 8mM de NaOH dialisada
vii.  Solu¢do com 8mM de NaOH

Todas as amostras mencionadas acima foram submetidas a analise de
difracdo de p6 em um difratdmetro para monocristais da Oxford, composto pelo
detector SuperNova (Rigaku, EUA). O preparo da dispersdo coloidal de AuNPs
com 8mM de NaOH dialisada encontra-se no material suplementar, assim como a

estratégia de analise (secdo A.1).

3.11 Cultivo celular

Para a avaliacdo do efeito modulador das nanoparticulas de ouro na
inflamacdo, foram utilizadas a linhagem macrofagos RAW 264.7 oriundas de
camundongos e cedidas pelo Master Bank do Laboratorio de Bioengenharia
Tecidual do Inmetro (LABIO), na qual foi adquirida a partir da Colegdo
Americana de cultura de células (ATCC AmericanType Culture Collection,
Rockville, MD, USA). As células encontravam-se em criopreservacdo € em
solugdo composta pelo meio DMEM-HIGH (Dulbecco's Modified Eagle Medium,
Sigma-Aldrich®) suplementado com 10% de Dimetilsulféxido (DMSO) e 90% de
soro fetal bovino, SFB, (Gibco™),

Para o ensaio in vitro foi descongelado um tubo criogénico de células
RAW 264.7 a temperatura ambiente, e expandidos em frasco de cultura celular de
75¢cm? (Corning® T-25 ou Corning® T-75) em 12mL do meio DMEM-HIGH
(Sigma-Aldrich®) suplementado com 10% de SFB (Gibco™). O frasco de cultura

celular com os macrofagos RAW 264.7 foram mantidos a temperatura de 37°C,
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em uma estufa incubadora com atmosfera contendo 5% de CO; até obter a
confluéncia, isto é, até a formacdo da monocamada de células. Para todos os
ensaios realizados foi utilizado confluéncia de aproximadamente 80%. As células
foram monitoradas através do Microscopio Optico Invertido de Contraste de Fase
(ZEISS™ Primo Vert™) com camera acoplada, conforme mostra a Figura
3.14(A). O monitoramento se deu com o auxilio do software ZEN Lite

disponibilizado pelo microscopio.

Figura 3.14: (A) Microscopio optico invertido (Zeiss™ Primo Vert™) com camera acoplada e
conectado a uma interface computacional. (B) Imagem obtida da célula RAW 264.7 por meio do
software ZEN Lite disponibilizado pelo fornecedor.

Quando as células atingirem a confluéncia de aproximadamente 80%, o
meio de cultura deve ser descartado, e o frasco de cultura celular deve ser lavado
com 6mL da solugdo gentamicina tampdo fosfato-salino (Phosphate Buffered
Saline — PBS, Gibco™), com pH 7,4, a fim de evitar que as células mortas sejam
plaqueadas. Posteriormente, deve-se descartar o PBS e realizar a raspagem das
células com o raspador de células estéril de 32cm (Thermo Scientific™). Em
sequéncia, acrescentou-se SmL do meio DMEM-HIGH (Sigma-Aldrich®)
suplementado com 10% de SFB (Gibco™). O meio contendo as células ¢ retirado
do frasco de cultura celular, com o auxilio de uma pipeta, e foi colocado em um
tubo Falcon esterilizado de 50mL. Em seguida, ¢ realizada a centrifugagdo desse
meio de cultura com as células a 1500rpm durante Smin, a fim de obter a
separagdo das células do meio de cultura. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante é
descartado restando apenas o pellet de células. As células foram ressuspensas

adicionando 6mL de DMEM-HIGH (Sigma-Aldrich®) suplementado com 10% de
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SFB (Gibco™) no tubo Falcon com o pellet de células. Subsequentemente, inicia-
se a contagem celular para a realizagdo dos ensaios de viabilidade, proliferacao,

EROs e ERNSs.

3.12 Contagem de células

Para realizar a contagem total do niimero de macrofagos foi utilizado o
método da camara de Neubauer. Partindo da suspensdo de células em DMEM-
HIGH (Sigma-Aldrich®) suplementado com 10% de SFB (Gibco™), colocou-se
10pl da mesma em um microtubo estéril de 1mL. Depois, acrescentou-se 10ul do
corante Azul de Trypan ja diluido em 0,4% de PBS (Gibco™). Apos a
homogeneizagdo da solugdo ¢ possivel colocar na camara de Neubauer para
efetuar a contagem celular por meio do microscopio dptico invertido (Zeiss™
Primo Vert™) com camera acoplada e software ZEN Lite disponibilizado pelo
fornecedor.

A contagem celular se da por meio dos quatro quadrantes localizados nas
extremidades da camara de Neubauer, representados esquematicamente pelas
letras A, B, C e D na Figura 3.15. A camara de Neubauer ¢ delineada por grades
que identificam as areas da camara a serem utilizadas na contagem de células, e
apresenta uma profundidade de 0,Imm [200]. Cada uma dessas quatro regides tem
dimensdo igual a Imm x Imm, sendo, também, dividida em 16 pequenos
quadrados [200]. Dessa forma, o volume de cada uma dessas quatro extremidades

¢ dado por 0,1mm? ou 1,0x10~*mL [200].

Figura 3.15: Representagdo da cdmara de Neubauer. As letras A, B, C e D representam os 4
quadrantes usados para contagem celular. Cada dos quatros quadrantes sdo compostos por 16
reticulos menores [200].
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Foram contabilizadas as células ndo coradas, isto €, as células viaveis. As
células vidveis apresentam a capacidade de excluirem o corante Azul de Trypan,
ou seja, sdo as células que sobreviveram [201, 202]. As células inviaveis sdo
aquelas coradas, isto ¢é, que tiveram perda de seletividade da membrana
plasmatica, comprometendo, portanto, a integridade da membrana e permitindo a
difus@o do corante no interior da célula [201, 202]. Logo, as células ditas ndo
viaveis sdo aquelas que estdo mortas. A Figura 3.16 clucida a metodologia

utilizada para a contagem celular.

Suspensiao 10puL de Azul de Trypan
de células +

- 10uL da suspensao de
: células

Camara de Neubauer

2.

Trypan

A
=
=

Realizar a contagem de células com o
auxilio do microscopio optico

Figura 3.16: Representagdo esquematica da metodologia utilizada para a contagem celular.

A concentracdo de células ¢ dada pela soma do nimero de células viaveis
n, (nhy =A+B+C+D) dividido por quatro (nimero de quadrantes)
multiplicado pelo fator de diluigdo D (no caso, D = 2) e pelo fator da camara de

Neubauer (10%).
% x D x 10* = Células/mL [3-12]

Também ¢ possivel estimar a viabilidade através da razdo entre células
viaveis e ndo viaveis apos a contagem. O calculo da porcentagem de células

viaveis na cultura ¢ dado por:


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 2013035/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 2013035/CA

83

rlV
ny + n;

% de células vidveis = x 100 [3-13]

em que n; representa o nimero de células inviaveis contabilizadas nos quatros
quadrantes da camara de Neubauer. Durante os ensaios realizados foram utilizadas

suspensdes celulares com percentual de células viaveis superior a 70%.

3.13 Preparo das nanoparticulas de ouro para o tratamento em macrofagos

Para o tratamento das células utilizou-se nanoparticulas de ouro
sintetizadas via ablacdo a laser, conforme descrito nos topicos 3.4.1 e 3.4.2.

Foram utilizadas as seguintes AuNPs:

i.  Dispersdo coloidal de AuNPs com 2mM de NaOH
ii.  Dispersdo coloidal de AuNPs com 4mM de NaoH
iii.  Dispersdo coloidal de AuNPs com 2mM de NaOH mais Pluronic® F127
iv.  Dispersio coloidal de AuNPs com 4mM de NaOH mais Pluronic® F127
v. Dispersdo coloidal de AuNPs com 2mM de NaOH preparada em
atmosfera controlada com 100% de N>
vi.  Dispersdo coloidal de AuNPs com 2mM de NaOH mais Pluronic® F127

preparada em atmosfera controlada com 100% de N>

As concentragdes de NaOH foram escolhidas com base em trabalhos
anteriores do grupo [38]. Também foram utilizadas nanoparticulas de ouro
preparadas via sintese quimica, disponibilizadas pelo INMETRO. As
nanoparticulas de ouro obtidas por sintese quimica foram divididas em presenca e
auséncia do Pluronic® F127 (Sigma-Aldrich®). Para o tratamento das células com
as nanoparticulas de ouro € necessario, primeiramente, esteriliza-las, e para tal foi
utilizado o filtro esterilizado de 0,22um (Syringe Filters-K18-230, KASVI), uma
vez que as bactérias tém dimensdo ao redor de 0,3um a 750um [203] e, portanto,
ficam detidas pelo filtro. O procedimento de filtragem se deu diante de apenas
uma passagem pelo filtro. Dessa forma, as AuNPs filtradas foram colocadas no
microtubo estéril e posteriormente foram diluidas 1:5 no meio de cultura DMEM-

HIGH, para, entdo, serem incubadas nas células.
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3.14 Ensaio de viabilidade celular

Para avaliar o efeito das nanoparticulas de ouro sobre a viabilidade dos
macrofagos RAW 264.7, utilizou-se o ensaio de redu¢do do MTT (brometo de 3-
4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazolio). Os particulares da técnica sdo
descritos na se¢cdo A.7 do material suplementar.

As células RAW 264.7 foram cultivadas em placas de -cultura
transparentes de poliestireno e com 96 pocos (NEXT) overnight em atmosfera
tumida de 5% de CO> a 37°C, a uma densidade de 3,0x10° célula/pogo. Apos
adesdo overnight as células foram tratadas em quadruplicadas com diferentes tipos
de AuNPs nas concentragdes descritas na Tabela 3.1 e com tempos iguais a 24h,
48h e 72h. Como controle negativo para citotoxicidade, somente meio de cultura
DMEM-HIGH (Sigma-Aldrich), suplementado a 10% de SFB (Gibco™) foi

adicionado as células.

Tabela 3.1: Tratamentos e concentracdes utilizadas no ensaio de viabilidade
celular

Tipo de AuNPs Sintese Concentracio (pg/mL)
2mM de NaOH PLA 10, 25 ¢ 50
2mM de NaOH + PF127 PLA 10,25 ¢ 50
4mM de NaOH PLA 10,25 ¢ 50
4mM de NaOH + PF127 PLA 10,25 ¢ 50
2mM de NaOH em atm controlada com N PLA 10e 25
2mM de NaOH + PF127 em atm controlada com N> PLA 10e 25
AuNPs por sintese quimica SQ 10e 25
AuNPs por sintese quimica + PF127 SQ 10e 25

Em que PLA se refere as AuNPs produzidas por meio da ablagdo a laser pulsado, enquanto SQ

representa as AuNPs sintetizadas via sintese quimica.

Apds os respectivos tempos de tratamentos foram descartados os
sobrenadantes da cultura celular e adicionado 100puL do meio de cultura DMEM-
HIGH (Sigma-Aldrich) suplementado com 10% de SFB (Gibco™) e contento
brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazolio (MTT) na concentragao
de 1,5mg/mL em cada pogo tratado com as AuNPs. A fim de obter o controle
positivo de morte celular para o ensaio utilizou-se Triton™ X-100 0,1%, com

tempo de incubacdo de 30min em temperatura ambiente antes de iniciar o ensaio
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de MTT. As placas de cultura foram incubadas em estufa imida por um periodo
de trés horas a 37 °C e 5% de CO.. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e
acrescentou-se 100uL/poco de dimetilsulféxido (DMSO) com o intuito de eluir os
cristais de formazana.

As leituras de absorvancia foram realizadas por meio do leitor de
microplacas multimodal de absorvancia Synergy™ HTX, controlado através do
software Gen5 2.03, a um comprimento (A) de onda igual a 570nm. Os valores de
absorbancia obtidos foram descontados dos valores das leituras do controle
colorimétrico, uma vez que ele representa um resultado inespecifico ja que o
comprimento de onda dele encontra-se na mesma faixa das AuNPs.
Posteriormente, os dados obtidos foram normalizados em relacdo ao controle
negativo para citotoxicidade e analisados através do software GraphPad Prism 9.0

(GraphPadSoftware, La Jolla, CA, EUA). A Figura 3.17 ilustra o procedimento

experimental.
Cultivo Pellet de células 511?(:;;22a§e1321t {;:Zm Realizar o tratamento
celular ressuspenso P com as AuNPs
uma placa de 96 pogos
==} Incubar a placa nos
= ’ Incubar a placa por 24h tempos de 24h, 48h e 72h
.”/ U Adesiio celular
#,
RAW 264.7 3,0 x 10° /4

células

MIT

=

Descartar o
meio e expor
Realizar a leitura da T ascélulasa
absorbancia da placa 100uL/pogo
em 570nm da solugao de
Homogeneizar por Smin MTT

Apbs 3h, descartar o
MTT e adicionar 100uL
de DMSO/pogo

Figura 3.17: Representacao esquematica do ensaio de viabilidade celular por MTT.

3.15 Ensaio de proliferacao celular

O ensaio de proliferagdo investiga a atividade metabolica das células por
meio da divisdo celular mediante um determinado tratamento. Para a andlise da
proliferacdo celular foram utilizadas células tratadas e ndo tratadas com as

AuNPs. Nesse ensaio, os macrofagos RAW 264.7 foram plaqueadas em placas
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pretas de fundo transparente (Corning Incorporated Costar®) de 96 pogos com o
fluorocromo 1uM de Hoechst 33342 (Thermo Fisher - Invitrogen) a uma
densidade de 3,0x10° célula/pogo. O Hoechst 33342 (tricloridrato de tricloridrato
de 2'-[4-etoxifenil]-5-[4-metil-1-piperazinil]-2,5'-bi-1H-benzimidazol) ¢ um
corante que atua na marcagdo do acido nucléico, preferencialmente as regides
adenina-timina (A-T) do DNA e emite fluorescéncia azul de 460 a 490nm [204].
As células foram incubadas na estufa por 24h a temperatura de 37°C e com
5% de CO; a fim das células aderirem ao fundo da placa, e, entdo, serem tratadas
com as AuNPs. Apos 24h, as células RAW 264.7 foram tratadas com as AuNPs e
concentracoes descritas na Tabela 3.2. Também foram semeadas células como
controle vivo (refere-se a célula na auséncia das AuNPs), controle PF127 (refere-
se a célula na auséncia das AuNPs ¢ com Pluronic® F127) e controle morto
(refere-se a célula na auséncia das AuNPs e mortas com o dimetilsulfoxido,

DMSO).

Tabela 3.2: Tratamentos e concentragdes utilizadas no ensaio de proliferagdo

celular
Tipo de AuNPs Sintese  Concentracio (pg/mL)
2mM de NaOH PLA 10e 25
2mM de NaOH + PF127 PLA 10e25
4mM de NaOH PLA 10e 25
4mM de NaOH + PF127 PLA 10e25
2mM de NaOH em atm controlada com N, PLA 10e 25
2mM de NaOH + PF127 em atm controlada com N» PLA 10e25
AuNPs por sintese quimica SQ 10e 25
AuNPs por sintese quimica + PF127 SQ 10e 25

Em que PLA se refere as AuNPs produzidas por meio da ablag@o a laser pulsado, enquanto SQ

representa as AuNPs sintetizadas via sintese quimica.

A andlise foi realizada em triplicata e nos tempos Oh, 24h, 48h e 72h a
37°C e em 5% de COa.. Foi utilizado o sistema de analise celular de alto conteudo
GE InCell Analyzer 2200 (GE Health-Care Life Sciences) para gerar
automaticamente imagens de fluorescéncia de 6 campos de cada poco. Para a

analise realizada com o GE InCell Analyzer 2200 foram utilizados os seguintes
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parametros: lente objetiva de 10X, comprimento de onda (1) igual a 461nm, filtro
DAPI e regido espectral entre 432nm e 480nm.

As imagens adquiridas foram analisadas por meio do software GE INCell
Analyzer1000 workstation (GE Healthcare Life Sciences) através de algoritmos
de detec¢do automatica do nucleo celular, nos quais foram quantificados,
automaticamente, para estimativa da proliferacdo celular. Os graficos dos
resultados da proliferacdo celular foram obtidos a partir do valor das médias do
nimero de células em cada condigdo experimental. A Figura 3.18 ilustra o

procedimento experimental.

Pellet de células
ressuspenso em
meio de cultura

Cultivo
celular com o fluorocromo
Hoechst 33342 ’ Incubar a
- placa por 24h
. D ——
D / J Adicionar 100uL da "'///';;/ Adesio celular
RAW 264.7 3.0x 103 suspensao de células

com Hoechst 33342 em

élulas
celutas uma placa de 96 pogos

Realizar o
tratamento
com as AuNPs

" Recalizar a leitura

de fluorescéncia
——

(461nm)

Sistema de anlise celular de alto contetido
GE InCell Analyse 2200

Figura 3.18: Representacdo esquematica do ensaio de proliferacdo celular.

3.16 Avaliacio da producio de espécies reativas de oxigénio (EROs)

Para a avaliagdo da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs)
utilizou-se o DHE (5-etil-5,6-dihidro-6-fenil-3,8-diaminofenantridina,
hidroetidina) como uma sonda para superdxidos. Os particulares da técnica sdo
descritos na secdo A.8 do material suplementar. Na avaliacdo da producdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) as células RAW 264.7 foram plaqueadas em
duas placas para cultura de células com 96 pocos, estéril, produzida em
poliestireno com fundo plano e superficie tratada para adesao celular (NEXT). As
células foram plaqueadas com o fluorocromo 1uM de Hoechst 33342 (Thermo
Fisher - Invitrogen) a uma densidade de 10* célula/pogo. As células foram

incubadas na estufa por 24h a temperatura de 37°C e com 5% de CO2. Apos 24h,
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as duas placas contendo as células RAW 264.7 foram tratadas com as AuNPs
descritas no item 3.13. A Tabela 3.2, apresentada no item 3.15, consta as
concentragdes utilizada para as respectivas nanoparticulas de ouro. Também
foram semeadas células como controle (refere-se a célula na auséncia das
AuNPs), controle PF127 (refere-se a célula na auséncia das AuNPs e com
Pluronic® F127) e controle morto (refere-se a célula na auséncia das AuNPs e
mortas com Triton X - 100 (0,1%)). No entanto, em uma das placas além das
AuNPs os macrofagos RAW 264.7 foram tratados com Ing/mL de
lipopolissacarideo (LPS, acrossemia do inglés Lipopolysaccharides from
Escherichia coli — O111:B4, Sigma-Aldrich). Nesse caso, foram semeadas células
com LPS, sendo denominada de controle LPS. Os tratamentos foram realizados
em quadruplicada no tempo de 24h. Depois de 24h descartou-se o meio de cultura
¢ subsequentemente cada pogo foi lavado trés vezes com 200ul. de solugdo
tampdo fosfato-salino (Phosphate Buffered Saline — PBS, Gibco™) estéril.
Adicionou-se 200uL de dihidroetidio a SuM (DHE) em cada pogo das duas
placas, sendo encubadas a 37°C por cerca de 15min. Apds 15min realizou-se a
lavagem de cada pogo de ambas as placas com 200uL de PBS (esse procedimento
se repetiu duas vezes). Posteriormente, acrescentou-se 200ul. do fixador
formaldeido (4%) em ambas as placas por 15min em temperatura ambiente
(25°C). Depois de 15min as células foram lavadas com 200puL de PBS e
armazenadas com 200uL de PBS, estando prontas para a analise de EROs.

A andlise foi realizada por meio de fotomicrografias de fluorescéncia
obtidas com o sistema de analise celular multiparamétrica IN Cell Analyzer 2000
(GE Healthcare Life Sciences), para a quantificacdo da marcagdo com
dihidroetidio (DHE), utilizando-se o conjunto de filtros de excitagdo/emissdo
correspondentes ao fluor6foro ‘Cy3’. As imagens adquiridas foram analisadas por
meio do software GE IN Cell Analyzer 1000 workstation (3.7.2, build 1860)
através de algoritmos de segmentacdo automatizada dos nucleos marcados,
seguida de medicdo da intensidade média dos respectivos pixels. O sinal de
fluorescéncia esta atrelado justamente a presenca de EROs, uma vez que em sua
presenca hd oxidacdo do 2-hidroxietidio a etidio (EthD-1), portanto, quanto mais
etidio livre maior sera a intensidade do sinal e, consequentemente, maior sera a

producdo de EROs. Os graficos dos resultados das espécies reativas de oxigénio
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foram obtidos a partir do valor da intensidade média do pixel dos macrofagos

RAW 264.7 em cada condi¢ao experimental.

3.17 Avaliacio da producio de espécies reativas de nitrogénio (ERNs)

As células RAW 264.7, em meio de cultura DMEM-HIGH (Sigma-
Aldrich) suplementado a 10% de SFB (Gibco™), foram cultivadas em placas de
cultura estéril de fundo plano com 96 pogos por overnight em atmosfera timida de
5% de CO; a 37°C, a uma densidade de 1,0x10* célula/pogo. Apds 24h, as células
foram tratadas com as nanoparticulas. Depois de 24h foi adicionado o LPS. Como
controle positivo os macréfagos RAW 264.7 foram tratados com lpg/mL de
lipopolissacarideo (LPS, acrossemia do inglés Lipopolysaccharides from
Escherichia coli — O111:B4, Sigma-Aldrich) e como controle negativo para a
producdo de 6xido nitrico somente o meio DMEM-HIGH (Sigma-Aldrich) foi
adicionado as células RAW 264.7. Nesse ensaio, utilizou-se as AuNPs por
ablacdo a laser feita em ar com concentracdo de tratamento de cerca de 15-20ug
/mL.

Ap0s 24h os sobrenadantes dos respectivos tratamentos foram descartados
e 100pg/mL de meio de cultura foi acrescentado, esse procedimento ¢ importante
para garantir que nao haja nanoparticulas no sobrenadante a fim de ndo interferir
na medida de absorvancia. Depois de 24h os sobrenadantes foram coletados para a
dosagem de NO, uma vez que o NO produzido pela célula ¢ liberado para o
sobrenadante. Cerca de 100pg/mL do sobrenadante foi transferida para uma nova
placa estéril de fundo plano com 96 pocos. Adicionou-se aos sobrenadantes
100pg/mL do reagente Griess (sulfanilamida 0,1%; N-naftil-etilenodiamino 0,1%
e acido fosforico a 3%) em temperatura ambiente por 30min. A leitura de
absorvancia foi realizada por meio do leitor de microplacas a um comprimento de
onda () igual a 540nm. A absorvancia obtida foi relacionada a uma curva padrao
de NaNO; previamente construida com concentragdes crescentes de 0,78 a 65 pM.
Sabendo que a partir da curva padrdo ¢ possivel extrair a equacdo da reta, em que
a variavel dependente (y) corresponde a absor¢do ¢ a variavel independente (X)
corresponde a concentracdo de nitrito. Todos os dados foram analisados através

do software GraphPad Prism 9.0 (GraphPadSoftware, La Jolla, CA, EUA).
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3.18 Avaliacio morfologica por meio da microscopia optica invertida de

contraste de fase

A avaliagdo morfologica da linhagem celular macrofagos RAW 264.7,
apds o tratamento com as diferentes AuNPs (descritas no item 3.13) e
concentragao igual a 10ug/mL foi realizada através de obtencdo de imagens pelo
software ZEN Lite acoplado ao Microscopio Optico Invertido de Contraste de
Fase (ZEISS™ Primo Vert™), cujo principio e funcionamento estd descrito no
material suplementar (secdo A.6). Para a avaliagdo foi utilizado a objetiva de 20X
de aumento, sendo investigados os periodos de 24h, 48h e 72h apds o tratamento.
Para a analise, também, foram utilizadas células cultivadas com o meio de cultura
DMEM-HIGH (Sigma-Aldrich) suplementado com 10% de SFB (Gibco™) em
auséncia de AuNPs e células tratadas com Triton™ X-100 0,1% por cerca de

30min.

3.19 Avaliacio morfolégica por meio da microscopia de varredura (MEV)

A avaliag@o morfologica por meio da microscopia de varredura (MEV) se
deu a partir dos resultados obtidos diante do ensaio de citotoxicidade por MTT, o
qual foi escolhido, portanto, dois tratamentos em que apresentaram menor taxa de
citotoxicidade, sendo eles 10pg/mL de AuNPs com 2mM de NaOH na presenca e
na auséncia do Pluronic® F127, com 48h de tratamento. Também foi utilizada a
células RAW 264.7 sem nenhum tratamento como controle da morfologia. O
preparo da amostra estd descrito na secdo A.4.1 do material suplementar. A
analise foi realizada no INMETRO, por meio do Microscopico Eletronico de

Varredura (MEV) Magellan 400 FEI Company.
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4

Resultados e discussao

Neste capitulo serdo apresentados os resultados no que tange a
caracterizacdo morfoldgica e estrutural das nanoparticulas de ouro. Também
contempla as andlises de cunho biologico nas células RAW 264.7 diante do

tratamento com as nanoparticulas de ouro.

4.1 Caracterizacio

4.1.1 UV-Vise ICP-MS

Com o objetivo de verificar a estabilidade das AuNPs sintetizadas por
PLA em 4gua feitas em ar e em atmosfera controlada com N> e das AuNPs
produzidas por sintese quimica realizamos UV-vis. Nessa analise também foi
possivel estimar os tamanhos das AuNPs usadas no trabalho. Realizou-se também
a quantificagdo com relacdo a concentragdo das AuNPs utilizadas no presente
trabalho, por meio do ICPMS. A sintese de nanoparticulas via ablagdo a laser em
agua, conforme descrito no Capitulo 3, esta associada a uma série de parametros e
procedimentos metodologicos que vdo determinar o tipo de dispersdo coloidal
obtida. A Tabela 4.1 descreve os parametros utilizados para a PLA em agua

realizadas no ar ambiente e em atmosfera controlada com Na.

Tabela 4.1: Parametros da sintese de AuNPs por PLA em agua

Parametros PLA em ar PLA em atmosfera controlada
Tempo de ablagao (t) 6h 3h e 30min
Volume de liquido 12mL SmL
Altura da coluna de agua (Ig) 1,2cm 1,4cm
Distancia entre a lente e 0 alvo (dgrgar.) 14,60cm 15,02cm
Comprimento de onda (L) 532nm 532nm
Duragdo do pulso laser 6ns 6ns
Energia (E) 12,04mJ 12,04mJ

Fluéncia (F) 11,10J/cm? 11,30J/cm?
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Seguindo os pardmetros adotados para a sintese por PLA em 4gua temos
um padrio caracteristico, sendo que a cor dos coloides tem relagdo direta com a
concentracdo, formato e tamanho das nanoparticulas. A Figura 4.1, mostra uma
imagem das cores tipicas das nanoparticulas utilizadas para as andlises e
experimentos desse trabalho. As AuNPs permaneceram estaveis por varias
semanas ou mesmo alguns meses, principalmente as que foram misturadas ao
copolimero Pluronic® F127, o que esta de acordo com os trabalhos [187] e [188].

As AuNPs sintetizadas via quimica foram disponibilizadas pelo INMETRO.

A)

Figura 4.1: (A) Disperséo coloidal de AuNPs produzidas por PLA em ar. (B) Dispersdo coloidal
de AuNPs sintetizadas via quimica. (C) Dispersdo coloidal de AuNPs sintetizadas por PLA em
atmosfera controlada com N.

Na Figura 4.2 s@o apresentados os espectros tipicos das nanoparticulas de
Au sintetizadas por ablagdo a laser pulsado em solug@o aquosa produzidos em ar e
atmosfera controlada com Ny, assim como as AuNPs sintetizadas por via quimica.
Na Figura 4.3 também sdo apresentados os mesmos espectros, mas dessa vez
todos foram normalizados para 1, no comprimento de onda onde ocorre 0 maximo
da ressonancia de Frohlich. Analisando os graficos correspondentes as Figuras 4.2
e 4.3, fica evidente que todas as nanoparticulas usadas no presente trabalho
apresentaram ressondncia plasmoénica, estando em acordo com as previsdes
teodricas e trabalhos experimentais [ 134, 205].

Os espectros de extingdo sdo ferramentas poderosas que permitem analisar
propriedades das dispersdes coloidais das nanoparticulas, tal como o tamanho.
Sendo assim, a posi¢cdo espectral e a intensidade do pico LSPR em um dado

espectro ¢ usada para analises dos espectros de extingdo com relacdo as

propriedades das nanoparticulas. Nesse sentido, a razdo entre a intensidade
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maxima proxima ao 520nm e a intensidade minima proxima a 440nm ¢
linearmente dependente do tamanho médio das nanoparticulas de ouro [205]. De
acordo com essa previsdo, as AuNPs sintetizadas por PLA em agua em todas as
condi¢des usadas nesse trabalho apresentam um raio médio em torno de 2nm. As
dispersdes coloidais de AuNPs produzidas via sintese quimica apresentaram um
pico de extingdo maximo em 520nm corroborando com estudos anteriores que
apontam que tal espectro de extingdo ¢ caracteristico de nanoparticulas com
diametro igual a 15nm [206]. A Tabela 4.2 reporta o valor do comprimento de
onda maximo e o respectivo valor da extingdo Optica para todas as AuNPs
utilizadas no presente trabalho. Além do mais, ¢ possivel observar que as AuNPs

na presenca de Pluronic® F127 apresentam maior absorcao em relacdo as AuNPs

sem o Pluronic® F127.
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Figura 4.2: Espectros de extingdo ndo normalizados das dispersdes coloidais de AuNPs. Espectro
de extingdo das AuNPs com Pluronic® F127 foram representados por meio das linhas pontilhadas,
enquanto os espectros sem o Pluronic® F127 correspondem a linha sélida.
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Figura 4.3: Espectros de extingdo normalizado a 1 das dispersdes coloidais de AuNPs. Espectro
de extingdo das AuNPs com 2mM e 4mM de NaOH sintetizadas por PLA em ar ambiente
(vermelho e azul), espectro de extingdo das AuNPs com 2mM de NaOH sintetizadas por PLA em
atmosfera controlada de N, (roxo) e espectro de extingdo das AuNPs sintetizadas por via quimica
(verde). Todos os espectros de extingdo foram realizados na auséncia de Pluronic® F127.

Tabela 4.2: UV-Vis das dispersdes coloidais de AuNPs

A Extin¢ao
Dispersao coloidal

(nm) (u.a.)
AuNPs com 2mM de NaOH 515 1,01
AuNPs com 2mM de NaOH + Pluronic® F127 514 1,38
AuNPs com 4mM de NaOH 514 0,96
AuNPs com 4mM de NaOH + Pluronic® F127 510 1,07
AuNPs com 2mM de NaOH preparada em atmosfera controlada s 117
com 100% de N
AuNPs com 2mM de NaOH + Pluronic® F127 preparada em
atmosfera controlada com 100% de N 207 122
AuNPs via sintese quimica 520 0,83
AuNPs via sintese quimica + Pluronic® F127 520 0,92

A concentracdo de ouro nas dispersdes coloidais de AuNPs preparadas seja

via PLA em agua ou via sintese quimica foi determinado por espectrometria de
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massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS), cujo valores se encontram

na Tabela 4.3.

Tabela 4.3: Valor da concentragdo de ouro medida por [ICPMS

ICPMS
Dispersao coloidal

(mg/L)
AuNPs com 2mM de NaOH + Pluronic® F127 91
AuNPs com 4mM de NaOH + Pluronic® F127 70
AuNPs com 2mM de NaOH + Pluronic® F127 preparada em 0
atmosfera controlada com 100% de N»
AuNPs via sintese quimica 37,7

Diante dos resultados obtidos pelo espectro de extingdo, verificamos que
todas as nanoparticulas usadas no presente trabalho apresentaram ressonancia
plasmonica. Por meio do espectro de extingdo, também, foi possivel estimar o raio
meédio das AuNPS sintetizadas por PLA em agua, sendo, aproximadamente, igual
a 2nm para as nanoparticulas produzidas em ar e em atmosfera controlada de No.
A correspondéncia do valor do raio médio das nanoparticulas por PLA para todas
as condigdes se deve ao fato utilizarmos a mesma fluéncia durante o processo de

sintese.

4.1.2 Potencial Zeta

Com a finalidade de investigar o potencial eletrostatico que existe na
superficie das nanoparticulas revelando informagdes sobre a carga superficial e,
consequentemente, a estabilidade das nanoparticulas preparadas foi realizado o
Potencial Zeta. As medidas de Potencial Zeta (&) demonstraram o perfil anidnico
das dispersdes coloidais de AuNPs sintetizadas por PLA, conforme ilustra a
Figura 4.4 e a Tabela 4.4. Diante da analise foi possivel observar que ha uma

diminui¢do da carga das AuNPs com Pluronic® F127.
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Figura 4.4: Grafico da analise no DLS do potencial Zeta das dispersdes de AuNPs sintetizadas por
PLA em agua.

Tabela 4.4: Potencial Zeta das dispersdes para as AuNPs sintetizadas por PLA

Dispersio coloidal ¢ (mV)
AuNPs com 2mM de NaOH - 19+2
AuNPs com 2mM de NaOH + Pluronic® F127 -14,6+0,5
AuNPs com 4mM de NaOH -15+2
AuNPs com 4mM de NaOH + Pluronic® F127 -13,6%1
AuNPs com 2mM de NaOH preparada em atmosfera
controlada com 100% de N2 e
AuNPs com 2mM de NaOH + Pluronic® F127 preparada e

em atmosfera controlada com 100% de N>

A carga superficial negativa das nanoparticulas obtidas por ablacdo a laser
pode estar atrelada ao fato delas serem parcialmente oxidadas, formando
compostos Au-O na superficie das nanoparticulas [96]. Ademais, ¢ possivel
observar que o Pluronic® F127 mascara a atividade eletroestatica das AuNPs. Os
resultados encontrados indicam um menor potencial de toxicidade das dispersdes
coloidais pela sua carga anidnica, visto que particulas com perfil cationico podem
interferir na capacidade de atravessar membranas celulares carregadas
negativamente e provocar danos celulares por propiciar o rompimento de

membrana celular, conforme ilustra a Figura 4.5 [207, 208]. Esse resultado se
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torna extremamente interessante uma vez que o objetivo do presente trabalho se

destina a aplicagdes biologicas.

Nanoparticulas
aniénica

Nanoparticulas
cationica

Membrana
celular

Figura 4.5: Permeabilidade da membrana celular. Adaptada de [209].

4.1.3 Espectroscopia de fotoluminescéncia

A espectroscopia de fotoluminescéncia foi realizada a fim de avaliar se as
AuNPs sintetizadas por PLA em agua apresentam algum sinal de luminescéncia,
uma vez que esse sinal pode ser problematico para as analises de cunho biologico.
Para isso, foi realizada a analise sobre a dispersdo coloidal de AuNPs e, também,
sobre o material transparente apds o processo de precipitagdo das nanoparticulas,
o qual ¢ constituido de clusters.

A andlise se deu sobre a amostra de AuNPs com 2mM de NaOH
sintetizadas por PLA em ar ambiente. Como ¢ reportado na tese do TAHIR, 2020
[38] se realizarmos o procedimento de precipitacdo das AuNPs (conforme descrito
no material suplementar A.10) de modo que as nanoparticulas maiores irdo se
precipitar, sobrando apenas um material transparente composto de clusters, os
quais apresentam caracteristicas fotoluminescentes. Nesse sentido, nds avaliamos
a fotoluminescéncia medindo o espectro de excitacdo e emissdo para depois,
eventualmente, avaliar eventuais sobreposi¢des sinais de fotoluminescéncia nos
ensaios bioldgicos baseados em fotoluminescéncia.

Para a andlise foi realizado o espectro de emissdo, o qual mostra as
intensidades de fluorescéncia em fungdo do comprimento de onda de emissdo, e

obtém-se fixando o comprimento de onda de excitagdo. O espectro de emissao das
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amostras obtidas quando excitadas com laser em 315nm, mostrou,
respectivamente, uma banda de emissdo com maximo centrado em 417nm (Figura
4.6). O resultado encontrado esta de acordo com a literatura em que ¢ reportado a
existéncia entre 410 e 440nm. Além do mais, decidimos excitar nesta regido, pois
foi retratado que dispersdes com estruturas luminescentes podem produzir
espectro de emissdo proximo a 410nm [38].

A fim de identificar a presenga de cluster fotoluminescentes produzido por
PLA em agua realizamos a espectroscopia de fotoluminescéncia diretamente sobre
a amostra de AuNPs com 2mM de NaOH sintetizadas por PLA em ar ambiente.
Para tanto, realizou-se, também, o espectro de emissdo o qual constatou a
auséncia do sinal de fotoluminescéncia (Figura 4.6). O fato de ndo ser possivel
observar nada ¢é coerente, porque ha uma transi¢do interbanda, isto ¢, absor¢do da

radiagdo na regido espectral em torno de 400nm.
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Figura 4.6: Espectro de fotoluminescéncia do cluster obtido a partir da dispersdo coloidal de
AuNPs com 2mM de NaOH (linha pontilhada). Espectro de fotoluminescéncia da dispersao
coloidal de AuNPs com 2mM de NaOH (linha solida).
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Mediante do controle realizado a fim de investigar o sinal de
luminescéncia das AuNPs produzidas por PLA em agua, podemos concluir que
ndo foi observado esse sinal. Portanto, ndo foi possivel identificar sinal
fotoluminescentes nas dispersdes coloidais de AuNPs utilizadas no presente

trabalho.

4.1.4 Espectroscopia Raman

Foi realizada uma investigagdo para saber quais sdo as condigdes
experimentais em que aparece o pico na regido espectral 2120 ~ 2124cm™! no
espectro SERS, o qual esta associado ao Au-carbonil [119], sinalizando, portanto,
a presenga de monodxido de carbono que, consequentemente, pode implicar em
possiveis efeitos terapéuticos. Para obter o espectro SERS precisamos manter a
ressonancia plamonica, portanto, as AuNPs foram depositadas em gotas sobre um
substrato. Nesse sentido, a dispersdo coloidal de AuNPs feitas em ar foram secas
em temperatura ambiente ¢ em diferentes temperaturas (40°C, 80°C e 110°C),
enquanto a dispersdo coloidal de AuNPs feitas em atmosfera controlada com N>
foram secas a 40°C. Também foi realizado o estudo variando o numero de gotas
(4, 8 e 12 gotas) depositadas sobre o substrato. Ademais, foi realizado um estudo
sobre o espectro Raman, e, para isso, as AuNPs foram liofilizadas a fim de se
obter um po, logo, nesse caso nao teremos efeito de ressonancia plasmonica.

Dessa forma, para obter o espectro SERS da dispersdo coloidal de AuNPs
com 4mM de NaOH feitas em ar, inicialmente, depositamos 6 gotas em 3
substratos de vidro distintos, os quais foram secos nas respectivas temperaturas
25°C (temperatura ambiente), 40°C, 80°C e 110°C. Nessa condigdo, foi possivel
verificar uma linha em torno de 2124 ¢m™! para as amostras secas em 40°C e 80°C,
enquanto nas amostras secas em 25°C e 110°C ndo foi possivel observar esse pico
(Figura 4.8). Dessa forma, foi possivel observar que a medida que a amostra ¢
seca em temperaturas mais elevadas o sinal da frequéncia em torno de 2124cm™! é
reduzido.

Além disso, foi estudado as AuNPs em auséncia de dioxido de carbono
(CO»), e para tanto a sintese de AuNPs se deu em atmosfera controla com injegdo
de N> cuja finalidade ¢€ retirar, justamente, o CO> da amostra. Como foi visto que

as amostras secas a 40°C apresentaram o sinal tipico do Au-carbonil, entdo,
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utilizamos essa temperatura para esse estudo. Sendo assim, 6 gotas da dispersdo
coloidal das AuNPs com 4mM de NaOH em atmosfera controlada de N> foram
depositadas no vidro e secas a 40°C, porém, ndo foi possivel observar nenhum
pico na regido espectral 2120 ~ 2124cm™ no espectro SERS (Figura 4.8). A
Figura 4.7 mostra uma das regides analisadas da amostra depositada sobre o
substrato de vidro. Na Tabela 4.5 sdo reportadas as frequéncias relacionadas as
AuNPs com 4mM de NaOH secas nas temperaturas 40°C, 80°C ¢ 110°C e as
AuNPs com 4mM de NaOH em atmosfera controlada de N> com vacuo e secas a

40°C.

Figura 4.7: Imagem obtida por meio do espectrometro Raman Xplora confocal da HORIBA das
AuNPs sintetizados por PLA feita em ar com Cy,oy = 4,00 mmol/L seca em ar e depositadas no
vidro.
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Figura 4.8: Resposta SERS das AuNPs sintetizados por PLA com Cy,oy = 4,00 mmol/L seca
em temperaturas distintas. O comprimento de onda de excita¢do para a analise foi igual a 638nm.
*AuNPs com 4mM de NaOH em atmosfera controla de N».
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AuNP com 4 mM NaOH

AuNPs com 4mM de NaOH em atmosfera

controlada com N2 - com vacuo

Depositadas no vidro

Depositado no vidro

40 °C 80°C 110 °C 40°C

244,7 VERY STRONG 2447 MEDIUM 550,4 WEAK 1003,71 WEAK
529.,9 VERY WEAK 550,4 VERY WEAK 779.,9 WEAK 1077,82 WEAK
634,0 MEDIUM 773,3 VERY WEAK 856,9 WEAK 1163,32 MEDIUM
919,2 WEAK 905,3 WEAK 905,3 MEDIUM 1271,77 MEDIUM
1016,7 VERY WEAK 1037,3 WEAK 1002,8 MEDIUM 1354,98 MEDIUM
1093,0 WEAK 1086,4 MEDIUM 1079,1 MEDIUM 1437,21 MEDIUM
1183,2 MEDIUM 1183,2 MEDIUM 1176,6 MEDIUM 1537,69 WEAK
1274,1 MEDIUM 1288,0 MEDIUM 1274,1 MEDIUM 1889,08 WEAK
1364,3 MEDIUM 1364,3 MEDIUM 1370,9 MEDIUM 2004,62 WEAK
1440,5 MEDIUM 1440,5 MEDIUM 1454,4 MEDIUM 2104,07 WEAK
1538,0 MEDIUM 1538,0 MEDIUM 1551,9 WEAK 2208,96 VERY WEAK
1899,5 WEAK 1906,8 WEAK 1600,3 WEAK
2024,8 WEAK 2010,9 WEAK 1906,8 WEAK
2122,7 MEDIUM 21224 WEAK 2003,6 WEAK
2212,5 WEAK 2219,1 WEAK 2205,2 WEAK
2705,9 VERY WEAK 2859,2 MEDIUM 2719,9 WEAK
2851,8 MEDIUM 2879,7 VERY STRONG
2921,5 MEDIUM 2914,9 VERY STRONG

3053,5 WEAK

Dados destacados correspondem ao ouro-carbonil.
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Para estudar a eventual contribui¢do do ambiente foi feita a secagem das
amostras em vacuo e, além disso, investigamos a relagdo do nimero de gotas com
o sinal do pico 2124cm!. Portanto, realizou-se a deposi¢do de 4, 8 e 12 gotas da
dispersdo coloidal de AuNPs com 2mM de NaOH feitas em atmosfera ambiente
no substrato de silicio a qual foi seca em vacuo a 40°C, uma vez que no estudo
anterior vimos que essa temperatura foi a mais adequada para observar o pico
2124cm . Nessa condigdo, foi possivel observar a presenga do pico 2124cm™! para
a amostra com 4, 8 e 12 gotas cuja intensidade do sinal diminui a medida que se
aumenta a quantidade de material depositado, isto é, com o acréscimo das gotas,
conforme mostra a Figura 4.9. Tal comportamento, evidencia o efeito SERS, de
modo que a ressonancia plasmonica se matem em regides onde ndo ha
acumulag@o de nanoparticula.

A detecgdo por SERS do monoéxido de carbono (CO) adsorvido no
nanomaterial de Au aponta para uma atividade catalitica das NPs que sintetizamos
por PLA de alvos de ouro. Na Figura 4.9, também, ¢ possivel observar os modos
Raman coletivos do carbono sp?, espécies de carbono amorfo, sobrepostos a
varias vibragdes moleculares resultantes da banda G e D. A banda D (1200 a
1400cm™) estd associada a imperfei¢des estruturais ou defeitos criados pela
insercdo de grupos oxigenados no plano de carbono, enquanto a banda G (1500 a
1600cm™") esta associada a vibragdo no plano dos atomos de carbono sp? [210].
Ademais, € possivel observar as bandas 2800 a 3000cm! tipicas do grupo metil na
regido [211] (Figura 4.9), o qual ¢ constituido de apenas um carbono ligado a

trés hidrogénios [63].
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Figura 4.9: Resposta SERS das AuNPs sintetizados por PLA em atmosfera ambiente com
Cnaon = 2,00 mmol/L depositadas sobre o substrato de silicio e seca em forno a vacuo a 40°C. O
comprimento de onda de excitagdo para a analise foi igual a 638nm.

Embora tenhamos feito o vacuo na sintese da AuNPs em atmosfera
controlada de N2 ou até mesmo secado as AuNPs em vacuo, ainda assim, ¢
possivel ter espécies carbonicas solidas, uma vez que pelo equilibrio quimico da
CO2 mostrado no grafico de Bjerrum, Figura 4.10, fica evidente que ndo ¢
possivel retirar espécies carbonicas solidas ao menos que o pH seja menor do que
4. De acordo com o equilibrio da CO2, em pH 4 quase todo CO> estard na forma
de molécula livre, enquanto, em pH 13 o CO2 estara dissolvido na forma de
carbonato (Figura 4.10). Entdo, o aumento do pH resultara em menor
concentracdo de CO2 na fase gasosa. Dessa forma, o ponto de equilibrio quimico
entre as formas gasosas e soliveis no sistema ocorrera em pH 6,52 (pH
correspondente da dgua ultra pura, utilizada para sintese por PLA das AuNPs).
Sendo assim, a adigdo do N> pode retirar o CO2 na forma de molécula livre da
amostra, entretanto, ndo ¢ possivel retira-lo na forma de carbonato e de
bicarbonato, segundo o equilibrio quimico da CO», conforme mostra o grafico de

Bjerrum (Figura 4.10). Entdo, ndo ¢ surpreendente se identificarmos as mesmas
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frequéncias em uma amostra realizada em vacuo e outra sem vacuo, pois sempre

teremos uma pequena porcentagem de um desses elementos.

Equilibrio da CO,

1.0

% I N &
\/ \ _/
N \ / \/
05 T— [szosl \'/ V
e A A
[\ /\
[\ / \
2 . X
0.0 - - - / - v ; ; 5 T
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Figura 4.10: Grafico de Bjerrum mostrando as propor¢des relativas do equilibrio quimico entre
acido carbonico (em verde), bicarbonato (em vermelho) e o carbonato (em azul). Adaptado de
[212].

Para o espectro Raman, a dispersdo coloidal de AuNPs com 2mM de
NaOH sintetizadas em atmosfera ambiente foi liofilizada. O p6 obtido a partir da
liofilizagdo foi apoiado sobre um substrato de vidro e compactado com uma
lamina de vidro de microscopio. No espectro Raman obtido ndo foi possivel
observar a presen¢a da linha espectral em torno de 2124cm’!, entretanto, foi
possivel observar um pico na regido 1073cm™!, que de acordo com a literatura esta

associada a presenca de carbonato [213] (Figura 4.11).
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Figura 4.11: Espectro Raman das AuNPs sintetizados por PLA em atmosfera ambiente com
Cnaon = 2,00 mmol/L e liofilizadas. Nessa amostra ndo foi possivel observar a frequéncia
2124cm! tipica do Au-carbonil, entretanto, foi possivel identificar uma frequéncia na regido
1073cm!. O comprimento de onda de excitagdo para a analise foi igual a 785nm.

Em observancia aos resultados obtidos, € possivel concluir que foi possivel
detectar a presenca do ouro-carbonil, carbonato e a banda G ¢ D nas AuNPs que
produzimos por PLA em 4gua. Ademais, eventualmente, outros compostos podem
ser gerados no processo de reducdo da CO: durante a ablagdo os quais podem ser

relacionados as demais linhas presentes nos espectros SERS e Raman.
4.1.5 Difracao de raios X (DRX)

Para verificar a componente cristalina, seja do ouro ou de algum outro
produto que deriva das reagdes quimicas durante a ablagédo foi realizado a difragdo
de raios X (DRX) das AuNPs. Para essa analise foram preparadas as
nanoparticulas de ouro com 0,5mM, ImM, 2mM, 4mM e 8mM de NaOH, todas
sem a presenca do Pluronic® F127 e sintetizadas em atmosfera ambiente. Essa
analise foi realizada sem a presenga do Pluronic® F127, uma vez que ele apresenta

um pico caracteristico em torno de 19,5° ¢ 23,8°, ja reportado pela literatura [214].
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Foi possivel verificar que a medida que aumentava a concentragdo de NaOH na

sintese das nanoparticulas de ouro as fases obtidas pela caracterizagdo por DRX se

tornavam mais complexas (Figura 4.12). Em uma analise preliminar verificamos

que as reflexdes de Bragg das AuNPs apresentaram correspondéncia com os picos

de difragdo do ouro metalico em relagdo aos planos (111), (002), (220) e (311),
indexados, respectivamente, a 20 = 38,26°, 44,45°, 64,74° ¢ 77, 71°.
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Figura 4.12: Padrio de DRX das amostras de AuNPs com diferentes concentragdes de NaOH.

Foi realizado o DRX das nanoparticulas de ouro com 8mM de NaOH

dialisada e solucdo de NaOH com concentragdo igual a 8mM, para fim de

comparacdo e estudo das fases encontradas. Nesse estudo, foi possivel identificar

correlacdo das fases entre as amostras AuNPs com 8mM sem dialise ¢ a solucdo

de NaOH, e,

fases mais intensas do ouro na amostra de AuNPs com 8mM de

NaOH quando feita a dialise, conforme mostra a Figura 4.13.
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(111)
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Figura 4.13: Padrdo de DRX da solu¢do de NaOH (8mM) e das amostras com e sem dialise das
AuNPs com 8mM de NaOH.

Diante da complexidade das amostras foi necessario realizar um estudo
mais detalhado com o auxilio do Prof. Dr. Alexandre Cuin, da Universidade
Federal de Juiz de Fora (UFJF), o qual forneceu o mapeamento das fases das
amostras, e, para isso foi escolhida a amostra referente as AuNPs com 4mM de
NaOH. Através dos resultados obtidos foi possivel identificar, também, a presenca
das fases acetato de sodio (NaAc), bicarbonato de sdédio (Nahcolite) e
carbonato de sodio dihidratado (Trona), além da fase de ouro, conforme mostra a
Figura 4.14. No mapeamento da amostra de AuNPs com 4mM de NaOH feita em
atmosfera ambiente ndo foi detectado a fase relacionada ao AuxOs3, o qual ¢
reportado na literatura no plano (222) em 26 = 52,53°, para AuNPs sintetizadas
por PLA em agua [215].
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Figura 4.14: Padrio de DRX da AuNPs com 4mM de NaOH sintetizadas por PLA em agua e em
ar (em amarelo) e as fases encontradas no mapeamento da amostra, sendo elas: ouro (em rosa),
Nahcolite (em verde), Trona (em preto) e acetato de sodio (em azul).

A partir dessa analise foi possivel realizar o mapeamento das fases para as
AuNPs com 4mM de NaOH sintetizadas em ar, e sua respectiva correspondéncia
aos elementos de acordo com o database disponibilizado pelo JCPDS conforme
mostra a Tabela 4.6.

Diante dos dados obtidos podemos verificar a presenga de fases
relacionadas a presencga de acetato de sodio, carbonato de sédio e bicarbonato de
sodio, além, ¢ claro, do ouro em nossas AuNPs sintetizadas por PLA em agua.
Esses resultados estio em consondncia com os resultados obtidos por
espetroscopia SERS e Raman. Todavia, a presenca de AuxO3 ndo foi detectada, e
tal fato pode estar correlacionado a uma quantidade baixa o suficiente para ndo ser

possivel detectar por essa técnica.
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Tabela 4.6: Fases encontradas nas AuNPs com 4mM de NaOH

PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 2013035/CA

Intensidade 20 (°) Hkl d(hkl) nm Elemento Cédigo de referéncia
1,94 8,89 010 0,99 acetato de sodio (NaAc) 00-001-0050
0,36 18,11 400 0,49 carbonato de sodio dihidratado (Trona) 00-011-0643
0,12 19,20 011 0,46 acetato de sodio (NaAc) 00-001-0050

4818,46 27,10  1-1-1 0,33 carbonato de sodio dihidratado (Trona) 00-011-0643
0,64 27,55 110 0,32 acetato de sodio (NaAc) 00-001-0050
1,21 29,08 310 0,31 carbonato de sodio dihidratado (Trona) 00-011-0643
1,48 30,47 1-1-2 0,29 bicarbonato de s6dio (Nahcolite) 00-001-0909
0,35 32,29 031 0,27 acetato de sodio (NaAc) 00-001-0050
1,36 33,87 5-1-1 0,26 carbonato de sodio dihidratado (Trona) 00-011-0643

00-001-1172
00-001-1172
0,08 47,78 1-4-2 0,19 bicarbonato de sodio (Nahcolite) 00-001-0909
0,16 51,40 132 0,17 bicarbonato de sodio (Nahcolite) 00-001-0909
0,25 55,34 7-1-5 0,16 carbonato de sodio dihidratado (Trona) 00-011-0643
0,13 57,82 222 0,16 carbonato de sodio dihidratado (Trona) 00-011-0643
00-001-1172
00-001-1172

Em que 26 € o dngulo de Bragg, hkl sdo os planos cristalinos, d(hkl) ¢ a distdncia interplanar. Tais dados correspondem aos dados experimentais obtidos a partir da amostra de

AuNPs com 4mM de NaOH sintetizadas em ar. A identifica¢do dos elementos se deu com base ao database JCPDS conforme indicado nos codigos de referéncia.
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4.1.6 Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET)

A fim de avaliar as dimensdes e morfologia das nanoparticulas foi
utilizada a Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET). As imagens MET
também foram realizadas com o objetivo de avaliar se ha algum padriao de
difracdo diferente da estrutura do ouro, por meio da difracdo de raios X.

A partir da analise detalhada das AuNPs pela microscopia MET, realizou-
se a distribui¢do de tamanho das AuNPs, sendo estimado os raios de 1,7+0,4nm,
1,9£0,2nm e 2,6+0,5nm, conforme ilustra a Figura 4.15. Ademais as medidas
realizadas no MET mostram que essas nanoparticulas sdo todas esféricas, estando

de acordo com as previsdes obtidas por UV-Vis.
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Figura 4.15: Imagens obtidas por microscopia de transmissdo (MET) das AuNPs com 2mM de
NaOH sintetizadas em ar por PLA em agua. (A) Distribui¢do bimodal dos tamanhos das AuNPs.
(B) AuNPs com raio de aproximadamente 2,6+0,5nm. (C) AuNPs com raio de aproximadamente
1,940,2nm.
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Para complementar os experimentos de MET e evidenciar a composi¢do
das nanoparticulas foram utilizadas as técnicas de EDS, a qual constatou a
presenca de atomos de O (oxigénio) e Na (s6dio) além do Au (Figura 4.16). Os
residuos de sodio (Na) sdo provenientes da solugdo de hidroxido de sodio (NaOH)

que usamos durante a ablacao (Figura 4.16).

Na Kal_2

B Map Sum Spectrum

Figura 4.16: Espectroscopia por Energia dispersiva de Raios X (EDS) das nanoparticulas de ouro
sintetizada por PLA. Identificacdo dos elementos Au, Na e O. A tensdo de acelerag@o de elétrons
foi mantida em 200kV.

A partir das imagens obtidas por microscopia de transmissao (MET) foi
possivel encontrar as distancias interplanares (Figura 4.17), que sdo tipicas do
ouro metalico, com as distancias proximas a 0,20nm e 0,23nm correspondendo ao

plano (002) e (111) [63, 119].

Figura 4.17: Distancia interplanar das AuNPs com 2mM de NaOH sintetizada em ar por PLA em
agua, obtidas por meio das imagens de microscopia de transmissdo (MET).
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De acordo com os resultados obtidos por MET, verificamos que as AuNPs
que produzimos apresentam morfologia esférica com o raio médio da ordem de,
aproximadamente, 2nm o que estd em concordancia com o resultado encontrado
por meio da técnica UV-Vis. Além disso, identificamos, por meio de EDS, a
presenga de ouro, oxigénio e so6dio nas AuNPs produzidas por PLA em agua,

assim como, verificamos a distancia interplanar caracteristica do ouro metalico.

4.1.7 Conclusio segundo as caracteristicas fisico-quimicas das AuNPs

As AuNPs que produzimos por ablagdo a laser pulsado em agua feitas em
ar e em atmosfera controla com N apresentaram estabilidade tanto na presenca de
Pluronic® F127 quanto na auséncia de Pluronic® F127, mesmo depois de semanas
apos a sintese. Além do mais, foram confirmadas as propriedades plasmonicas
para todas as nanoparticulas sintetizadas por PLA em agua e sintetizadas via
quimica, com extin¢do Optica, respectivamente, em torno de 510nm e 520nm. Por
meio das imagens obtidas por MET concluimos que as nanoparticulas que
produzimos apresentam caracteristica esférica e raio médio de, aproximadamente,
2nm o que estd em concordancia com o que encontramos com a relacdo aos
resultados de UV-Vis, por meio da divisdo entre a absor¢do correspondente ao
ALsPR € @0 Agqp-

A investigacdo referente a componente cristalina derivada das reacdes
quimicas durante a ablagdo, por meio da difracdo de raios X (DRX), identificou a
presenca do acetato de sodio, carbonato de sodio e bicarbonato de so6dio. Em
nossa hipotese, o acetato de sodio estd correlacionado ao processo CO:2RR.
Quando realizamos a PLA em 4gua e em atmosfera ambiente temos a presenca da
CO., e esta foi detectada por meio do SERS onde foi possivel detectar as bandas
D e G, além do pico na regido espectral 2124cm™ que ¢ tipico do Au-carbonil.
Ademais, verificamos que a condi¢do para o pico 2124cm™ ser observavel ocorre
quando se deposita entre 4 ¢ 8 gotas da amostra sobre um substrato, ¢ que ela seja
seca a 40°C. Todavia, quando realizamos PLA em agua e em atmosfera controlada
com N> ndo conseguimos observar o pico 2124cm™. Na medida Raman
identificou-se a presenga de carbonato por meio da presenca do pico na regido

1073cm™.
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A partir dos resultados obtidos por meio da espectroscopia de
fotoluminescéncia ndo foi possivel observar a presenca de material luminescente
que possa interferir nos ensaios bioldgicos. Com o potencial Zeta identificamos
que todas as AuNPs sintetizadas por PLA em 4gua apresentam carga negativa.
Ademais, observou-se que quando temos a presenga do Pluronic® F127 a carga
das AuNPs diminui. Essa caracteristica anionica ¢ extremamente interessante do
ponto de vista celular, uma vez que ¢ reportado pela literatura que particulas
cationicas podem causar danos na membrana celular. A luz dos resultados obtidos
pode apresentar um perfil interessante para aplicagcdes biologicas, podendo, se
comportar como moléculas liberadoras de 6xido de carbono (CORMs). Nesse
sentido, realizaram-se ensaios bioldgicos nos quais serdo apresentados no item

4.2.

4.2 Analise biologica

4.2.1 Espalhamento Dinimico de Luz (DLS) e indice de Polidispersao (PDI)

Com a finalidade de estudar as estabilidades das dispersdes coloidais das
AuNPs com 2mM e 4mM de NaOH, sintetizadas por PLA em atmosfera
ambiente, na presenga do Pluronic® F127 em meio de cultura utilizou-se a técnica
de espalhamento dindmico de luz (DLS). Nesse sentido, foi investigado se ha
aglomeracdo ou precipitacdo das AuNPs em meio de cultura. Por meio da analise
de DLS, também foi investigado a homogeneidade ou a heterogeneidade da
amostra através do indice de polidispersdo (PDI).

A técnica DLS foi utilizada para investigar a dispersdo das AuNPs em
meio de cultura DMEN-HIGH D5648-1L (Dulbecco's Modified Eagle’s Medium
— high glucose, Sigma-Aldrich®) suplementados com 10% de soro fetal bovino
(SFB, Gibco™), meio no qual utilizamos no cultivo celular da RAW 264.7. Os
resultados mostraram que diante da comparacdo das NPs na auséncia e na
presenga do meio de cultura, os didmetros hidrodinamicos das AuNPs aumentam
em meio de cultura, apontando para uma possivel aglomeragdo das AuNPs, fato
que, provavelmente, esta atribuido a uma menor estabilidade das NPs no meio ¢ a
presenca de proteinas oriundas do meio de cultura celular a qual pode implicar em

uma adsor¢do espontinea e inespecifica na superficie das NPs. Esse estudo foi
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investigado, por meio de niumero de particula por didmetro hidrodinamico (Figura
4.18). A (distribui¢do numérica demonstra o numero de particulas que
correspondem a um determinado tamanho, além do mais essa distribuicdo ¢
recomendada para amostras compostas por particulas menores [216]. Ademais,

nao foi observada a precipitacdo das AuNPs em meio de cultura.
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Figura 4.18: Dados obtidos por meio da andlise de DLS para uma distribui¢do do niimero por
diametro hidrodindmico das AuNPs produzidas por PLA feitas em ar ambiente. As imagens (A) e
(B) correspondem, respectivamente a distribuigdo para AuNPs com 2mM e 4mM de NaOH +
PF127. As imagens (C) e (D) correspondem, respectivamente a distribuicdo para AuNPs com
2mM e 4mM de NaOH + PF127 em meio de cultura DMEN-HIGH.

Através da analise de DLS, também foi possivel obter o indice de
polidispersdo (PDI), o qual retrata a homogeneidade ou a heterogeneidade da
amostra. Neste quesito, quanto menor o valor de PDI, mais homogénea ¢ a
populacdo de NPs da amostra, enquanto maiores valores de PDI indicam maior

heterogeneidade. Os valores de PDI das amostras AuNPs com 2mM com NaOH ¢
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Pluronic® F127 € as AuNPs com 2mM com NaOH e Pluronic® F127 em meio de
cultura apresentaram, em geral, valores proximos a 0,3 indicando formagdo de
sistemas monodispersos, a dispersdo coloidal de AuNPs com 4mM de NaOH com
Pluronic® F127 apresentou valor em torno de 0,5 indicando, neste caso, maior
heterogeneidade do diametro das particulas em suspensdo em relacdo as outras,
mas ainda sim pode ser classificada como uma amostra monodispersas, uma vez
que o PDI varia de 0 a 1 no software Zetasizer, estabelecendo que valores maiores

do que 1 indicam uma distribuicdo polidispersa da amostra (Figura 4.19).

0.6
0.4 I A AuNPs com 2mM + PF127

= ' A AuNPs com 4mM + PF127

& } A AuNPs com 2mM de NaOH + PF127 + DMEM-HIGH
0.2 { A AuNPs com 4mM de NaOH + PF127 + DMEM-HIGH
0.0

Figura 4.19: indice de polidispersio (PDI) das AuNPs produzidas por PLA feitas em atmosfera
ambiente na auséncia e presenca do meio de cultura DMEM-HIGH.

A partir da investigagdo com relacdo a interacdo do meio de cultura com as
AuNPs sintetizadas por PLA em agua por meio da técnica de espalhamento
dinamico de luz (DLS) verificamos que houve um aumento do raio hidrodinamico
dessas nanoparticulas no meio de cultura. O meio de cultura contém uma ampla
gama de moléculas menores (por exemplo, ions) e maiores (por exemplo,
vitaminas) resultando na adsor¢do dessas moléculas pelas AuNPs, alterando as
propriedades da superficie ¢ os tamanhos [216]. Isto torna-se particularmente
evidente para o nosso caso uma vez que o meio foi suplementado com soro fetal
bovino (SFB) enriquecido com proteinas. A adsor¢do de moléculas de proteina
maiores pode mostrar um aumento do raio hidrodindmico para as nanoparticulas
dispersas [216]. Vale ressaltar que o raio hidrodindmico ndo ¢ a dimensdo da
nanoparticula, conforme reportado nos trabalhos [217, 218] a técnica DLS mede o
raio hidrodindmico das nanoparticulas em suspensdo, que ¢ sempre maior que o
nucleo metalico. Os valores de PDI das amostras analisadas indicaram a formacao

de sistemas monodispersos.
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4.2.2 Viabilidade celular

A fim de avaliar a citotoxicidade das nanoparticulas em relagdo aos
macrofagos RAW 264.7 em distintas concentragdes (Opg/mL, 10pg/mL, 25ug/mL
e 50pg/mL) e tempos (24h, 48h e 72h) foi realizado ensaio por MTT (brometo de
3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazolio). A Figura 4.20 mostra as células
tratada com as AuNPs em todas as condigdes propostas no presente trabalho antes
de serem expostas ao MTT e ao DMSO e depois de serem expostas aos mesmos,
nos tempos de 24h, 48h e 72h. A coloragdo roxa ¢ um quantificador da viabilidade
celular, uma vez que a redugdo do MTT pela atividade metabolica celular ligada
ao NADH e ao NADPH forma cristais de formazan com coloragdo caracteristica
roxa. Sendo assim, uma maior intensidade da coloragdo roxa maior é a

viabilidade.

Células tratadas com as AuNPs Células tratadas com as AuNPs
e expostas ao MTT e ao DMSO

.......
A A YK ZEEE S SN

Figura 4.20: Células tratas com as AuNPs e submetidas ao ensaio de viabilidade celular por MTT.

Os resultados seguem adiante na Figura 4.21, na qual ¢ possivel observar

uma reducdo significativa da atividade mitocondrial inicialmente, no tempo de
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24h, para o tratamento com AuNPs com 2mM de NaOH sem Pluronic® F127 nas
concentragoes de 25ug/mL (54,9%+16,2) e 50pug/mL (44,0%=11,0). Enquanto,
em 48h, houve redugdo para a concentragio 50ug/mL com Pluronic® F127
(38,8%%+28,4), além das condi¢des 25pug/mL (56,6%=+11,7) e 50ug/mL
(22,7%%9,1) sem Pluronic® F127 para as AuNPs com 2mM de NaOH. No tempo
de 72h, a reducgdo da atividade mitocondrial se manteve para essas condigdes. As
células tratadas com 25ug/mL (54,8%%9,4) e 50ug/mL (5,4%%2,5) de AuNPs
com 4mM de NaOH com Pluronic® F127 tiveram reducio da atividade
mitocondrial, assim como as células tratadas com 10pg/mL (30,7%=16,6),
25ug/mL (23,4%+10,5) ¢ 50pg/mL (4,2%+2,3) sem Pluronic® F127, em 24h.
Em 48h ¢ 72h a redugdo da atividade mitocondrial se manteve para tais condigdes.

As células tratadas com AuNPs via sintese quimica (Figura 4.22)
apresentaram reducdo significativa da atividade mitocondrial de 3,7%%5 e
6,4%+8,6 para as respectivas condigdes 25ug/mL com Pluronic® F127 e
25ug/mL sem Pluronic® F127 no tempo de 24h. No tempo de 48h, esse
tratamento teve continua queda de atividade mitocondrial nas condi¢des 25pug/mL
com Pluronic® F127 (-2,7%40,3), 10pug/mL sem Pluronic® F127 (47,1%%6,3) e
25pg/mL sem Pluronic® F127 (0,1%%3,0). Em 72h, a redugdo da atividade
mitocondrial se manteve para essas condigdes. Vale ressaltar que no caso do
tratamento das células com as AuNPs provenientes da sintese quimica ndo foi
realizado o tratamento com a concentracdo igual a 50ug/mL, uma vez que o
ICPMS para a dispersdo coloidal de AuNPs mostrou uma concentragdo de ouro
igual a 37,7mg/L.

Para as nanoparticulas de ouro sintetizadas por ablacdo a laser em
atmosfera controlada com N2 (Figura 4.23) houve uma redugdo significativa da
viabilidade para todos os tratamentos, com exce¢do das condigdes 10pg/mL com e
sem Pluronic® F127, com os respectivos valores 70,0%+11,6 ¢ 81,5%+27,8 para
o tempo de 24h. Apds o tempo de 48h a reducdo da atividade mitocondrial
permaneceu para todos o tratamento com exclusdo da condi¢do 10ug/mL com
Pluronic® F127 (75,3%=+13,5). Por fim, em 72h, a redug¢do da atividade

mitocondrial se deu para todas as condi¢des de tratamento.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 2013035/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 2013035/CA

118

AuNPs com 2mM de NaOH AuNPs com 4mM de NaOH
24h 24h
150 150
g 100
o
=
- 5
R
R\
QO
AuNPs com 2mM de NaOH AuNPs com 4mM de NaOH
48h 48h
150 150+
;\? 100 ;@
P Pt
=
S 5ol S
0_.
AN ANCAT ARV A
ovi\’\* P
Q&Q' R XQ XQ XQ @‘7 o 6@?
¢ S S
NEak
AuNPs com 2mM de NaOH AuNPs com 4mM de NaOH
72h 72h
250+ 150+

MTT (%)

Figura 4.21: Os resultados dos ensaios de viabilidade celular foram descritos pela média
normalizada dos dados brutos da leitura das absorvancias a 570nm em relagdo ao controle,
expresso em porcentagem =+ desvio padrdo. As analises de significancia estatistica foram avaliadas
usando o teste one-way ANOVA com multiplas comparagdes de Tukey, comparados ao respectivo
grupo controle e o valor-p definido em: *<0,01; **<0,001; ***<0,0001.
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Figura 4.22: Os resultados dos ensaios de viabilidade celular foram descritos pela média
normalizada dos dados brutos da leitura das absorvancias a 570nm em relagdo ao controle,
expresso em porcentagem =+ desvio padrdo. As analises de significancia estatistica foram avaliadas
usando o teste one-way ANOVA com multiplas comparagdes de Tukey, comparados ao respectivo
grupo controle e o valor-p definido em: *<0,01; **<0,001; ***<0,0001.
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Figura 4.23: Os resultados dos ensaios de viabilidade celular foram descritos pela média
normalizada dos dados brutos da leitura das absorvancias a 570nm em relagdo ao controle,
expresso em porcentagem + desvio padréo. As analises de significancia estatistica foram avaliadas
usando o teste one-way ANOVA com multiplas comparagdes de Tukey, comparados ao respectivo
grupo controle e o valor-p definido em: *<0,01; **<0,001; ***<0,0001.

A Tabela 4.7 com as médias normalizadas da absorvancia em relacdo ao
controle, expressas em porcentagem e o desvio padrdo dos tratamentos nos

respectivos tempos 24h, 48h e 72h.
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Tabela 4.7: Médias normalizadas da absorvancia obtidas no ensaio de viabilidade

celular
Tratamentos Concentracgio 24h 48h 72h

Controle PF127 1 mg/mL 58,3+14,6 40,8+9,8 42,8+14,0

10pg/mL 93,7£17,5 88,9429,6  199,7+50,1

AuNPs 2mM de NaOH + PF127 25pg/mL 76,21+10,6 95,9421,3 90,84+20,0
50pg/mL 62,7+10,0  38,8428,4 16,9+4,1

10pg/mL 64,6+25,1 90,3+24,3 81,9+29,1

AuNPs 2mM de NaOH 25pg/mL 549+16,2  56,6+11,7 59,9+12.4
50pg/mL 44,0+11,0 22,749,1 14,445,0

10pg/mL 101,6£17,2  76,9+22,1 81,44+25,3
AuNPs 4mM de NaOH + PF127 25pg/mL 54,8494 56,7+13,0 38,915,6
50pg/mL 54425 15,4+3,9 2,5+1,8

10pg/mL 30,7+16,6  27,4425.3 74,4+14,6

AuNPs 4mM de NaOH 25pg/mL 23,44+10,5 40,8+13,3 33,2411,9
50pg/mL 42423 0,5£7,3 3,9+29

AuNPs 2mM de NaOH + PF127 10pg/mL 70,0£11,6 7534135  62,1+17,1
em atm controlada com N» 25pg/mL 33,4483 22,9+1,8 8,0+2,1
AuNPs 2mM de NaOH em atm 10pg/mL 81,5+27,8 49,4483 51,613,9
controlada com N, 25pg/mL 0,84+0,9 0,940,6 0,240,6

AuNPs por sintese quimica + 10pg/mL 69,3+11,7 77,5+14,6  83,5+14,25
PF127 25pg/mL 3,75 -2,740,3 2,5+1,85

10pg/mL 92,0+7,1 47,1+6,3 50,1+5,88

AuNPs por sintese quimica

25pg/mL 6,4+8,6 0,1£3,0 3,4+0,73

De modo geral, as nanoparticulas de ouro obtidas via ablacdo a laser em

atmosfera ambiente com 2mM de NaOH e com 4mM de NaOH na presenga e

auséncia do Pluronic® F127 nas concentra¢gdes 10pug/mL e 25pg/mL foram as que

menos afetaram a viabilidade celular dos macréfagos RAW 264.7, sendo,

portanto, menos citotoxicas. No caso das AuNPs via ablacdo a laser em atmosfera

controlada com N a concentragdo 10ug/mL na presencga € auséncia do Pluronic®

F127 foi a que apresentou menor potencial citotoxico, assim como no caso dos

tratamentos com as AuNPs via sintese quimica. Diante desses resultados, foram

escolhidas as concentracdes 10pg/mL e 25pug/mL de todos os tratamentos para os

ensaios de proliferagdo, EROs ¢ ERNs.
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4.2.3 Proliferacao

Para avaliar se os tratamentos com as nanoparticulas de ouro prejudicam o
crescimento celular, a linhagem de macréfagos RAW 264.7 foi cultivada por 72h
com concentracdo de AuNPs igual a Opg/mL, 10pg/mL e 25pg/mL. As
concentragdes utilizadas para cada nanoparticula foram escolhidas com base na
literatura e a partir do ensaio de citotoxicidade (Opg/mL, 10ug/mL, 25pg/mL e
50pg/mL) e a proliferacdo foi avaliada por meio de analise celular de alto
conteudo. Os resultados dos ensaios de proliferacdo celular foram descritos pela
meédia dos dados brutos da quantificagdo do nucleo celular para estimativa da
proliferacdo celular em porcentagem =+ desvio padrdo. A Figura 4.24 demonstra a
proliferacdo celular dos macrofagos tratados com 10pg/mL e 25pg/mL das
nanoparticulas produzidas via ablacdo a laser com 2mM de NaOH nos tempos de
24h, 48h e 72h, sendo possivel observar que ndo houve diferenca significativa em
relagdo ao controle. O controle PF, isto é, a célula tratada apenas com o Pluronic®
F127 apresentou uma ligeira diferenga em relagdo ao controle no tempo de 48h
(81,47% £ 0,79). As células tratadas com 10pg/mL e 25pg/mL das nanoparticulas
produzidas via ablagdo a laser com 4mM de NaOH (Figura 4.24) também nao
apresentaram diferenga significativa nos tempos de 24h, 48h e 72h. As
nanoparticulas produzidas quimicamente (Figura 4.25) também ndo apresentaram
diferengas significativas no tratamento dos macréfagos nos respectivos tempos.
As nanoparticulas de ouro sintetizadas por ablagdo a laser em atmosfera de N> ndo
interferiram na proliferacdo celular dos macrofagos RAW 264.7 (Figura 4.24). De

modo geral, as nanoparticulas de ouro nio inibiram a proliferacao das células.
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Figura 4.24: Ensaio de proliferagido celular dos macroéfagos RAW 264.7 tratadas com
nanoparticulas de ouro via ablag@o a laser. As analises de significancia estatistica foram avaliadas
usando o teste Two-way ANOVA com multiplas comparagdes de Tukey, comparados ao
respectivo grupo controle e o valor-p definido em: *<0,05; **<0,01; ***<0,001; ****<0,0001.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 2013035/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 2013035/CA

124
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Figura 4.25: Ensaio de proliferagido celular dos macroéfagos RAW 264.7 tratadas com
nanoparticulas de ouro via sintese quimica. As analises de significancia estatistica foram avaliadas
usando o teste Two-way ANOVA com multiplas compara¢des de Tukey, comparados ao
respectivo grupo controle e o valor-p definido em: *<0,05; **<0,01; ***<0,001; ****<0,0001.

4.2.4 Espécies reativas de oxigénio (EROs)

O termo espécies reativa de oxigénio (EROs) refere-se a um grupo de
compostos contendo oxigénio que estdo envolvidos na sinalizacdo e homeostase
celular, e inclui Oz, H2O> e OH. O estresse oxidativo ocorre quando essas
moléculas s3o produzidas em maior quantidade, e pode levar a danos
significativos ao DNA, proteinas e lipidios, contribuindo para processos
inflamatorios [176]. Nesse sentido, foi realizado um estudo para avaliar se as
nanoparticulas de ouro nas diversas condigdes induzem alguma alteragdo na
producdo de EROs, todavia, € possivel notar que de modo geral as células tratadas
com as AuNPs tiveram uma certa diminui¢do da produgdo de EROs, conforme
ilustra as Figuras 4.26 ¢ 4.27.

O ensaio sem a presenca de LPS se deu com o objetivo de medir a
produgdo intracelular de EROs a fim de determinar se as AuNPs podem induzir o
estresse oxidativo em macrofagos. O ensaio foi realizado conforme apresentado
no item 3.16, ¢ apds 24h de tratamento as células macrofagos foram marcadas
com uma sonda fluorescente, o DHE, que se trata de um indicador de superdxido
que quando oxidado ¢ transformado em EthD-1, se intercalando ao DNA e
fluorescendo na regido espectral do vermelho. Dessa forma, foi possivel observar

uma produgdo endodgena de EROs e sua respectiva reducdo mais significativa nos
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tratamentos com AuNPs com 2mM de NaOH (10pg/mL e 25ug/mL com
Pluronic® F127), AuNPs com 4mM de NaOH (25ug/mL com Pluronic® F127,
10ug/mL e 25pug/mL) e as AuNPs com 2mM de NaOH em N; com vacuo
(25ug/mL com Pluronic® F127, 10ug/mL e 25ug/mL). No tratamento com a
AuNPs sintetizadas por via quimica a menor taxa de redu¢do das EROs se deu
pelo tratamento com 10ug/mL com Pluronic® F127. Esses dados indicaram que o
estresse oxidativo ndo ¢ induzido nessas células em resposta a exposi¢do as
AuNPs, fato que ¢ reportado na literatura para as nanoparticulas de ouro
sintetizadas via quimica [219].

Outro ensaio foi realizado usando a mesma sonda fluorescente, DHE,
porém, agora na presenga do LPS (conforme descrito no item 3.16). A presenga
do LPS implica em um aumento da producdo de EROs, entdo, para verificar se as
AuNPs promovem uma reducdo da produgdo de EROs sobe um estimulo, todas as
células foram tratadas com LPS, com excecdo do controle, o qual sera usado para
fins comparativos com relagdo ao controle LPS, para mensurar a integridade do
ensaio e verificar o aumento da produgao de EROs nas células com LPS. O ensaio
submetido ao estimulo do LPS mostrou uma reducao significativa das EROs em
todos os tratamentos em relacdo ao controle LPS, de modo a evidenciar que
quando as células sdo estimuladas com LPS e tratadas com AuNPs ha uma
reducdo da producdo de EROs, o que € consistente com outros resultados

relatados em macrofagos [29, 176].
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Figura 4.26: Avaliagdo da presenca da EROs em macrofagos RAW 264.7 tratados com AuNPs
via ablagdo a laser em atmosfera controlada. Os resultados dos ensaios de EROs foram descritos
pelas unidades relativas de fluorescéncia + desvio padrdo. As andlises de significancia estatistica
foram avaliadas usando o teste one-way ANOVA com miultiplas comparagdes de Tukey,
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comparados ao respectivo grupo controle para as analises sem LPS e ao grupo controle LPS para
as analises com LPS. O valor-p definido em: *<0,01; **<0,001; ***<0,0001.
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Figura 4.27: Avaliacdo da presenga da EROs em macrofagos RAW 264.7 tratados com AuNPS.
Os resultados dos ensaios de EROs foram descritos pelas unidades relativas de fluorescéncia +
desvio padrdo. As analises de significincia estatistica foram avaliadas usando o teste one-way
ANOVA com miltiplas comparagdes de Tukey, comparados ao respectivo grupo controle para as
analises sem LPS e ao grupo controle LPS para as analises com LPS. O valor-p definido em:

*<0,01; **<0,001; ***<0,0001.
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Na Tabela 4.8, ¢ possivel observar a os dados estatisticos das células
tratadas com as diversas condi¢des na presenga e auséncia de LPS. Para o ensaio
sem LPS os dados normalizados em relagcdo ao controle (refere-se a célula na
auséncia das AuNPs e LPS), enquanto no ensaio com LPS os dados foram
normalizados em relagdo ao controle LPS (refere-se a célula na auséncia das
AuNPs e com LPS) e ambos sdo expressos em Unidades Relativas de

Fluorescéncia (URF).

Tabela 4.8: Dados estatisticos obtido no ensaio das EROs

Sem LPS Com LPS

Tratamentos Concentragao
URF URF
Controle - 100+12,7 52,3£19,7
Controle PF 127 Img/mL 93,8+12,3 80,2+12,3
AuNPs com 2mM de NaOH+PF127 10pg/mL 86,4+7,8  72,5+7,8
AuNPs com 2mM de NaOH+PF127 25pg/mL 77,7+6,9 60,5+6,9
AuNPs com 2mM de NaOH 10pg/mL 95,9+£17,2  68,5+17,2
AuNPs com 2mM de NaOH 25ug/mL 94,8+18,1  64,4+18,1
AuNPs com 4mM de NaOH+PF127 10pg/mL 105,2424,7  71,9+24,7
AuNPs com 4mM de NaOH+PF127 25ug/mL 82,0+8,5 69,2+8.5
AuNPs com 4mM de NaOH 10pg/mL 78,7+7,7 68,1£7,7
AuNPs com 4mM de NaOH 25pg/mL 76,4+4.8 64,5+4.8
AuNPs via sintese quimica 10pg/mL 80,9+5,5 68,0+5,5
AuNPs via sintese quimica 25pg/mL 85,4+7.5 73,1+7.5
AuNPs via sintese quimica + PF127 10pg/mL 85,2+8.6 93,9+8,6
AuNPs via sintese quimica + PF127 25ug/mL 84,8+8,8 71,4+8,8

AuNPs com 2mM de NaOH+PF127 e N, 10pg/mL 109,9+£31,9  93,4+31,9

AuNPs com 2mM de NaOH+PF127 e N, 25pg/mL 76,9+7,1 57,3+7,1
AuNPs com 2mM de NaOH e N, 10pg/mL 77,7+7,6 64,0+7,6
AuNPs com 2mM de NaOH e N, 25ug/mL 77,7+5,3 60,3£5,3
Controle LPS Ing/mL 107,1£19,7  100+12,7

Os resultados dos ensaios de EROs foram descritos por meio da normalizagdo da intensidade
média do pixel, ou seja, UFR (unidades relativas de fluorescéncia), sendo descritos, portanto, pelas

unidades relativas de fluorescéncia + desvio padrio.
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Mediante os resultados obtidos € possivel verificar que as AuNPs de modo
geral contribuiram para a taxa de redug¢do das EROs. A nossa hipotese para o caso
das AuNPs sintetizadas por PLA ¢é que tal fato pode estar interligado ao processo
de CO2RR, contribuindo para que as AuNPs se comportem, de certa forma, como
um CORM e libere a CO. Estudos reportam que a CO pode inibir a atividade da
NADPH-oxidase suprimindo a produgdo das espécies reativas de oxigénio
(EROs) em macrofagos, apontando para uma possivel atividade anti-inflamatoria

[152].

4.2.5 Espécies reativas de nitrogénio (ERNs)

A fim de avaliar a producdo de espécies reativas de nitrogénio (ERNs)
utilizou-se ensaio colorimétrico baseado na reagdo de Griess. A partir desse ensaio
foi possivel medir a concentracdo de 6xido nitrico nas células macrofagos tratados
com as AuNPs sintetizadas por PLA em &agua. No entanto, essa analise foi
realizada na Itdlia em parceria com a Prof? Dr.* Anna Laurenzana do
Departamento de Ciéncias Biomédicas Experimentais e Clinicas da Universidade
dos Estudos de Florengca (UNIFI). A determinagdo da concentragcdo de 6xido
nitrico (NO) se deu para a AuNP sintetizada por PLA em agua.

Os niveis de nitrito foram determinados pelo método de Griess, ¢ a
medi¢do deste parametro ¢ amplamente aceita como indicativa de produgdo de
NO. Seguindo os protocolos descritos no item 3.17, o reagente de Griess foi
adicionado a cada pogo para iniciar a reacdo, a temperatura ambiente por 30min.
Em seguida, a absorbancia foi medida em 540nm em leitor de microplacas
(Biotek, Winooski, VT, EUA). A quantidade de nitrito no meio foi calculada a
partir da curva padrao de nitrito de s6dio (NaNO.) (Figura 4.28).
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Figura 4.28: Curva padrdo de nitrito de sodio (NaNO,) utilizada para a determinagdo da
concentragdo de 6xido nitrico (NO) em sobrenadantes de cultura dos macr6fagos RAW 264.7.

Na Figura 4.29, ¢ possivel observar que nos macréfagos RAW 264.7
estimuladas com LPS ha inducdo da produgdo de NO enquanto nas células o
tratadas com as AuNPs ndo ha inducdo da producdo de NO. Nas células que
foram submetidas ao estimulo por LPS e tratadas com as AuNPs foi possivel

observar uma reducdo do nivel de nitrito.
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Figura 4.29: Efeito das AuNPs na produgdo de nitrito nos macréofagos RAW 264.7. Os
macrofagos RAW 264.7 foram expostas a 1ug/mL de LPS na presenga ou auséncia de AuNPs. O
meio com as células ndo tratadas foi denominado de controle. O tratamento com LPS produz
aumento dos niveis de nitrito, enquanto o tratamento com AuNPs mediante a exposi¢do ao LPS
reduz os niveis de nitrito.
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Esses resultados mostram um possivel efeito imunomodulador das nossas

nanoparticulas de modo a reduzir a producgao de NO.

4.2.6 Avaliacao morfologica por meio da microscopia optica invertida de

contraste de fase

Os macrofagos RAW 264.7 apresentam caracteristicas aderentes durante o
cultivo celular. Nas analises morfologicas a seguir analisamos as células RAW
264.7 apods sua exposicdo as AuNPs em todas as condi¢des apresentadas no
trabalho com a concentragdo igual a 10pg/mL, que aparentemente apresentou
menor citotoxicidade no ensaio de viabilidade celular, ndo proporcionou um
aumento significativo de EROs intracelular e contribuiu para a redugdo de EROs
quando submetido a presenga do LPS. Todas as células submetidas ao tratamento
foram sempre comparadas as células saudaveis (condicdo sem a presenca de
AuNPs) nos tempos de 24, 48 e 72h. Para cada condi¢do foram analisados 10
campos aleatorios. Apos as 24h do tratamento, pode-se observar que todas as
células aparentam estar aderidas no fundo do pogo e que houve alteragdo
morfoldgica nas células tratadas com AuNPs com 2mM de NaOH na presenga e
auséncia de Pluronic® F127, sintetizadas em atmosfera controlada com N2
(Figura 4.30). Em 48h apo6s a exposi¢do as AuNPs, houve um aumento na
densidade celular, confirmando os resultados referentes a proliferacdo celular, o
qual ndo constatou um comportamento antiproliferativo. Nesse caso, a alteracdo
morfologica nas células tratadas com AuNPs sintetizadas em atmosfera controlada
com N foram mantidas (Figura 4.31). No tempo de 72h ap6s o tratamento as
células ainda se encontram aderidas e com maior densidade celular mostrando que
ndo ha alteragdo significativa da proliferacao celular (Figura 4.32). Além disso, €
possivel notar maior adesdo célula-célula. Ademais, foi possivel observar uma
maior alteracdo morfologica nas células tratadas com AuNPs sintetizadas em
atmosfera com N, e nos macrofagos tratados com as AuNPs produzidas por via

quimica e sem Pluronic® F127.
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Figura 4.30: Analise morfoldgica dos macrofagos RAW 264.7 apos 24h de exposicéo a diferentes tratamentos com AuNPs na concentragdo de 10pg/mL. Houve
alteracdo morfologica nas células tratadas com AuNPs sintetizadas em atmosfera controlada com N»>. O controle representa células viaveis, apenas cultivadas em
DMEM-HIGH, Triton representa as células mortas e PF-127 representa as células cultivadas em DMEM-HIGH com Pluronic® F127. As imagens foram obtidas
por software acoplado ao microscopio Optico invertido de contraste de fase. Escala: 100um. Foram analisados 10 campos aleatérios para cada condigao.
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Figura 4.31: Analise morfoldgica dos macrofagos RAW 264.7 apos 48h de exposicdo a diferentes tratamentos com AuNPs na concentragdo de 10pg/mL. Houve
alteracdo morfologica nas células tratadas com AuNPs sintetizadas em atmosfera controlada com N». O controle representa células viaveis, apenas cultivadas em
DMEM-HIGH, Triton representa as células mortas e PF-127 representa as células cultivadas em DMEM-HIGH com Pluronic® F127. As imagens foram obtidas
por software acoplado ao microscopio optico invertido de contraste de fase. Escala: 100um. Foram analisados 10 campos aleatérios para cada condigao.
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72h de tratamento com as AuNPs
CONTROLE
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AuNPs 2mM de NaOH + AuNPs 4mM de NaOH AuNPs via sintese quimica AuNPs 2mM de NaOH
PF-127 +PF-127 +PF-127 +PF-127

Figura 4.32: Analise morfologica dos macr6fagos RAW 264.7 apds 72h de exposicdo a diferentes tratamentos com AuNPs na concentragdo del0 pg/mL. Houve
alteracdo morfologica nas células tratadas com AuNPs sintetizadas em atmosfera controlada com N> e nos macréfagos tratados com as AuNPs produzidas por via
quimica e sem Pluronic® F127. O controle representa células viaveis, apenas cultivadas em DMEM-HIGH, Triton representa as células mortas e PF-127 representa
as células cultivadas em DMEM-HIGH com Pluronic® F127. As imagens foram obtidas por software acoplado ao microscopio Optico invertido de contraste de
fase. Escala: 100um. Foram analisados 10 campos aleatorios para cada condigao.
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4.2.7 Avaliacido morfolégica por meio da microscopia de varredura (MEV)

Com o proposito de visualizar as estruturas da célula RAW 264.7 ¢ avaliar
a morfologia utilizou-se a microscopia de varredura (MEV). Para tal analise foi
escolhido o tratamento com 10pg/mL de AuNPs com 2mM de NaOH na presenca
¢ na auséncia do Pluronic® F127, visto que essa condi¢do foi a que apresentou
menor taxa de citotoxicidade na andlise de viabilidade por MTT. Diante das
imagens podemos perceber que a célula controle, isto é, aquela que nio recebeu
nenhum tipo de tratamento, aparentemente, apresentaram células espraiadas com
membranas bem definidas e estrutura microfibrilar do citoesqueleto visivel sob a
projecdo da membrana plasmatica (Figura 4.33 (A)). Enquanto as células tratadas
com as AuNPs aparentam uma predominancia de morfologia arredondada,
indicando uma possivel alteracdo do citoesqueleto dos macroéfagos RAW 264.7
(Figura 4.33 (B) e (C)). Na imagem de maior aumento podemos observar os
filopddios, isto ¢é, as projegdes celulares no entorno da célula. Os filopodios
desempenham um papel importante na migragdo ¢ na comunicagdo entre as
células. Comparando as células tratadas com o controle podemos observar que
aparentemente ndo ha uma alteragdo significativa das projecdes celulares ao

entorno da célula RAW 264.7 (Figura 4.33 (D) — (F)).
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Controle AuNPs com 2mM de NaOH + PF127 AuNPs com 2mM de NaOH

Figura 4.33: Imagens de microscopia de varredura (MEV) da célula RAW 264.7 de amostras controle (A ¢ D) e tratadas com AuNPs com 2mM de NaOH e PF127 (BeE) e
com AuNPs com 2mM de NaOH (C e F). As setas em vermelho indicam a morfologia mais alongada e a seta em azul indica a morfologia mais arredondada.
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4.2.8 Conclusio segundo a aplicacio biolégica das AuNPs

A viabilidade celular foi avaliada através do ensaio de reducdo do MTT
(brometo de 3(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio). O principio deste
ensaio consiste na absor¢do do sal MTT pelas células, o qual é reduzido no
interior da mitocondria a um produto chamado formazan, em que ¢ acumulado
dentro da célula e pode ser quantificado por uma analise espectrofotométrica.
Sendo assim, os macrofagos RAW 264.7 tratadas com as distintas condi¢des de
AuNPs utilizadas no presente trabalho foram submetidas ao ensaio de viabilidade
o qual evidenciou que as AuNPs com 2mM ¢ 4mM de NaOH sintetizadas por
PLA em 4gua produzidas em ar ambiente, e na presenga ou auséncia do Pluronic®
F127 nas concentragdes 10pg/mL e 25ug/mL foram menos citotoxicas. Os
tratamentos com 25pg/mL com e sem Pluronic® F127 apresentaram carater
citotoxico tanto para o tratamento com AuNPs via sintese quimica quanto para as
AuNPs via ablacdo a laser em atmosfera controlada com Na.

O ensaio de proliferagao celular foi realizado com o objetivo de avaliar se
os tratamentos com as nanoparticulas de ouro prejudicam o crescimento celular, a
linhagem de macrofagos RAW 264.7, e, para tanto, utilizou-se a concentragdo de
10pg/mL e 25ug/mL para todas as condigdes de AuNPs utilizadas no trabalho. De
modo geral verificamos que a proliferacdo, isto €, o crescimento celular ndo ¢
prejudicado apés o tratamento com as nanoparticulas.

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo moléculas de sinalizagdo que
desempenham um papel importante na progressao de disturbios inflamatorios. As
EROs sdo produzidas por células do sistema imune, como os macrofagos,
podendo levar a disfuncdo endotelial por oxidacdo de proteinas de sinalizagdo
celular. Portanto, foi investigado se as nanoparticulas de ouro nas diversas
condi¢des induzem alguma alteragdo na produ¢do de EROs. Todavia os resultados
apontam que ndo houve indu¢do de EROs mediante a exposicdo as AuNPs. O
ensaio também foi realizado na presenca do LPS para verificar se as AuNPs
promovem uma redugdo da producdo de EROs, uma vez que o LPS propicia um
aumento da producdo de EROs. Os resultados apontam para uma redugdo
significativa das EROs para as células estimuladas com LPS e tratadas com as

diversas condigdes de AuNPs utilizadas no trabalho. Em nossa hipotese, esse fato
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pode estar associado ao processo de CO2RR, contribuindo para que a AuNPs se
comporte, de certa forma, como um CORM e libere a CO.

As Espécies reativas de nitrogénio (ERNs) sdo geradas na cadeia
respiratéria mitocondrial e por meio da a¢do da enzima 6xido nitrico sintase e a
sua isoforma induzivel (inducible NO sinthase, iNOS) ¢ potencialmente induzida
mediante a estimulos pré-inflamatérios. Como os macréfagos sdo ativados por
produtos microbianos usamos os lipopolissacarideos (LPS) com a finalidade de
promover a producdo de citocinas pro-inflamatdrias e elevar os niveis de NO.
Esse ensaio foi feito pelo método de Griess e realizado em parceria com a Prof.®.
Dr.* Anna Laurenzana do Departamento de Ciéncias Biomédicas Experimentais e
Clinicas da Universidade dos Estudos de Florenca (UNIFI). Os resultados
referentes as ERNs mostram que nos macrofagos RAW 264.7 estimulados com
LPS ha indugdo da produgdo de NO enquanto nas células ndo tratadas com as
AuNPs n3o ha indugdo da produgdo do NO, porém nas células que foram
submetidas ao estimulo por LPS e tratadas com as AuNPs foi possivel observar
uma redu¢do do nivel de nitrito. Esse resultado ¢ bastante interessante e aponta
para um possivel potencial modulador das AuNPs em relacdo as repostas dos
macrofagos ativados por LPS.

A microscopia Optica invertida de contraste de fase e a microscopia
eletronica de varredura (MEV) foram utilizadas para analises morfologicas das
células RAW 264.7 apo6s sua exposicdo as AuNPs. Na microscopia Optica
invertida de contraste de fase as células RAW 264.7 foram avaliadas apds sua
exposicdo as AuNPs em todas as condicdes apresentadas no trabalho com a
concentragdo igual a 10pug/mL nos tempos de 24h, 48h e 72h. De modo geral, a
concentracdo 10ug/mL, aparentemente, apresentou menor citotoxicidade, ndo
induziu EROs intracelular e contribuiu para a redugdo de EROs quando submetido
a presenga do LPS, sendo, portanto, uma concentragdo interessante e que merece
atencdo para estudos futuros. Os macrofagos RAW 264.7 apresentam perfil
aderente durante o cultivo celular, e este foi mantido mesmo depois do tratamento
com as AuNPs e para todos os tempos analisados. Além do mais, ¢ possivel
observar que a densidade celular aumenta com o passar do tempo indicando que
ndo ha interferéncia significativa na proliferagdo celular para as células tratadas
com AuNPs. As células tratadas apenas com o Pluronic® F127 ndo apresentaram

alteracdo aparente em relagdo ao controle. A microscopia de varredura foi
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realizada sobre o tratamento com 10pug/mL de AuNPs com 2mM de NaOH
sintetizadas por PLA em atmosfera ambiente estando na presenca e na auséncia do
Pluronic® F127, visto que essa condigdo, aparentemente, ndo apresentou
citotoxicidade, ndo induziu EROs intracelular e contribuiu para a redugdo de
EROs quando submetido a presenca do LPS. Os macréfagos submetidos ao
tratamento com as AuNPs com 2mM de NaOH sintetizadas por PLA na auséncia
de Pluronic® F127 aparentaram ter uma densidade celular reduzida em relagdo ao
tratamento na presenga de Pluronic® F127, fato que também foi observado na
microscopia optica. Além disso, observou-se que os macréfagos tratados com as
AuNPs, ao que parece, apresentaram morfologia mais arredondada em

comparagdo ao controle.
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5

Conclusoes e Perspectivas

Conforme elucidado na Secdo de Introdugdo, o objetivo principal
associado a esta dissertagdo foi a investigacdo sobre o processo de redugdo da CO
(CO,RR) durante a PLA de AuNPs em 4agua, o possivel efeito modulador das
respostas inflamatérias das AuNPs em macrofagos do tipo RAW 264.7 e, por fim,
a possivel ligagdo entre o efeito imunomodulador e os produtos secundarios
obtidos através da CO,RR.

Assim, dividiremos as conclusoes em dois topicos:

e Produtos provenientes do processo de CO,RR induzido por PLA do alvo de
metal de transicdo em agua;
e Efeito imunomodulador das AuNPs e dos produtos secundarios obtidos através

da CO,RR.

Apos relatar as conclusdes sobre cada topico citado acima, apresentaremos

as perspectivas para o presente trabalho.

5.1 Produtos provenientes do processo de CO,RR induzido por PLA do alvo

de metal de transicio em agua

Diferentemente do que ¢ reportado de forma recorrente na literatura sobre
a PLA em 4gua, resultados obtidos no NanoLaserLab do Departamento de Fisica
da PUC-Rio indicam a criacdo de diferentes espécies organicas durante a PLA do
alvo de ouro em agua, e em nossa hipotese esse fato esta associado ao processo de
reducdo da CO; (CO2RR). Os produtos da reagdo foram identificados por meio da
espectroscopia SERS, Raman e DRX.

A espectroscopia SERS realizada sobre a AuNP revelou a presenca de
nanoestruturas de carbono (banda D e ). Ademais, observacdes experimentais
sustentam a atividade catalitica das AuNPs por meio da deteccdo, por SERS, do
monoxido de carbono (CO) adsorvido no nanomaterial derivado de Au,

identificado pela banda 2124cm’!, sendo essa banda também relacionada a cadeias
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lineares de carbono, podendo ser indicio da presenga do composto denominado
ouro-carbonil. Na espectroscopia Raman também foi encontrada a presenca da
banda D e G como produto da redugdo do CO> (CO2RR). Através da investigagdo
por meio do DRX, também, foi possivel identificar a presenca de acetato de sodio
e de trona como produto da reacdo CO2RR.

Dessa forma, podemos verificar que os resultados estio em consonancia,
corroborando para sustentar a nossa hipotese de formacdo diferentes compostos
mediante ao processo de CO2RR durante a PLA em 4gua. Os resultados obtidos
mostram um perfil interessantes das nanoparticulas de ouro que produzimos para

possiveis aplicagdes bioldgicas.

5.2 Efeito imunomodulador das AuNPs e dos produtos secundarios obtidos

através da CO,RR.

Na literatura encontramos estudos sobre efeitos imunomoduladores com
acdo anti-inflamatoéria das AuNPs sintetizadas por via quimica, entretanto, o
estudo de AuNPs sintetizadas por PLA em agua ainda ¢ incipiente na literatura.
Em nosso estudo, procuramos investigar a atuagdo das nossas nanoparticulas no
que tange a citotoxicidade, proliferagdo, EROs, ERNs e alteragdes morfologicas
diante do tratamento em macrofagos RAW 264.7. Os macrofagos sdo uma das
principais células imunoefetoras que desempenham papéis essenciais no sistema
imunoldgico e, segundo estudos mais recentes, estdo associadas ao estagio mais
grave da COVID-19, por isso foram escolhidas para a presente pesquisa.

Em um panorama geral as AuNPs com 2mM de NaOH sintetizadas em ar
ambiente, tanto na presenca quanto na auséncia do Pluronic® FI127 na
concentragdo de 10ug/mL foram as mais interessantes em nossa pesquisa, uma
vez que ndo apresentaram um perfil citotoxico, ndo interferindo, portanto, na
proliferacdo celular, além de reduzir significativamente as EROs quando as
células foram expostas ao LPS. Em nossa hipotese esse fato pode estar associado
a conjugacao das nossas nanoparticulas ao CO, de modo a se comportar como um
CORM. A supressdo de EROs se da pela inibicdo da atividade da NADPH-
oxidase pelo CO, segundo estudos reportados na literatura [152], atuando como

um agente anti-inflamatorio.
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O controle das EROs ¢ um ponto crucial para tratamentos de diversas
doengas, tal como a COVID-19. Nos estudos mais recentes, mostram que o
estagio grave da doenca esta justamente associado a tempestade de citocinas, a
qual esta correlacionada a uma resposta inflamatoria conduzida primordialmente
pelos macrofagos. Sendo assim, a ativagdo exacerbada dos macrofagos
desencadeia uma cascata de eventos como o aumento dos niveis de EROs e ERNG.
Nessa perspectiva, o uso de tratamentos que regulem a producdo de EROs e
ERNSs, de modo a modular a resposta dos macrofagos parece ser uma alternativa
interessante para o tratamento, e, nesse ambito, as nossas AuNPs, aparentemente,
apresentam caracteristicas promissoras, uma vez que o uso das nossas
nanoparticulas de ouro demostrou reduzir os niveis de EROs ¢ ERNs, podendo,

eventualmente, serem utilizadas para futuras aplicagdes médicas.

5.3 Perspectivas futuras

Do ponto de vista de caracterizagdo pretendemos realizar a difracdo de
raios X das AuNPs sintetizadas por PLA em agua realizadas em atmosfera
controlada com N> a fim de verificar se ha presenga das fases de acetato se sodio,
carbonato de sodio e bicarbonato. Além disso, pretendemos realizar a MET das
AuNPs sintetizadas por PLA em agua realizadas em atmosfera controlada com Np,
com o intuito de verificar a dimensdo dessas nanoparticulas.

Em trabalhos futuros pretendemos avaliar a producdo de 6xido nitrico em
todas as condigdes de AuNPs utilizadas no presente trabalho. Ademais, aspiramos
investigar as citocinas envolvidas na inflamagdo e a correlagdo das nossas
nanoparticulas sobre elas, uma vez que estudos prévios demonstram a capacidade
das AuNPs de reduzir a producdo de mediadores responsaveis pela manutencio da
inflamacao.

Planejamos realizar a Microscopia Eletronica de Transmissdao (MET) de
amostras bioldgicas de cultura celular dos macrofagos RAW 264.7 tratados com
dispersdes coloidais de AuNPs produzidas por PLA em agua a fim de verificar se

as nanoparticulas se encontram no meio intra ou extracelular.
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A

Material suplementar

A.1 Difracao de raios X (DRX)

A Figura A.1(A) ilustra as componentes principais de um difratometro. O
feixe de raios x gerados sdo colimados e direcionados para a amostra localizada
no porta-amostra [199]. A medida que a amostra ¢ o detector sio girados, a
intensidade dos raios X refletidos ¢ registrada [199]. Ao atingir o material, os
raios X podem ser espalhados de forma elastica, ou seja, ndo ha perda de energia
durante a interagdo com os elétrons dos atomos [199]. Nesse espalhamento, a
onda terd direcdo definida, mesma fase e mesma energia em relacdo a onda
incidente [199]. A geometria de um difratdmetro de raios X ¢ tal que a amostra
gira no caminho do feixe de raios X colimado em um éangulo 6 enquanto o
detector de raios X ¢ montado em um brago para coletar os raios X difratados e
gira em um angulo de 20 [220]. A Figura A.1(B) mostra a configuracdo de um

gonidmetro, instrumento usado para manter o angulo e girar a amostra.

A) A (B)
Rotagdo ¢
o Rotagdo X
Feixe incidente A
de raios-X mostre: ||| Feixe difratado
| =Y
/ Detector
2 $
Rotagido ®
o St

a0 20 80 100

Figura A.1: (A) Diagrama esquematico de um difratometro de raios X, no qual é constituido por
uma fonte fixa de raios x, um detector e o porta amostra. Adaptado de [221]. (B) A amostra é
colocada no ponto S (porta-amostra) e as rotagdes em torno do eixo O s@o possiveis. O feixe de
raios X ¢ gerado no ponto T, e as intensidades dos feixes difratados sdo detectadas por um detector
indicado pela letra C. A amostra, a fonte de raios X e o detector sdo coplanares. O detector ¢
montado em um carro movel que também pode ser girado em torno do eixo O. O carro e o porta
amostra sdo acoplados mecanicamente de tal forma que uma rotagdo da amostra em 0 ¢
acompanhada por uma rotagdo de 26 do detector, garantindo que os angulos de incidéncia e de
reflexdo sejam mantidos iguais entre si. A medida que o detector se move em velocidade angular
constante, registra automaticamente a intensidade do feixe difratado em fungdo de 26, isto ¢, do
angulo de difracdo. Adaptado de [222].
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A Figura A.2, mostra as linhas tracejadas horizontais nas quais
representam os planos cristalinos e as retas continuas que representam os raios X
incidentes num cristal. No momento em que a geometria dos raios x que incidem
sobre a amostra satisfazem a lei de Bragg, ocorre a interferéncia construtiva e
surge um pico de intensidade, isto ¢é, considerando-se um cristal formado por
planos paralelos de ions por uma distancia d, podem existir duas condi¢des para
um pico e intensidade: os raios X devem ser refletidos de forma especular pelos
atomos ou ions, em qualquer um dos planos, e os raios refletidos a partir de

sucessivos planos devem interferir construtivamente [199-222].

Feixe incidente | ’ . . Feixe difratado

Figura A.2: Condicao geométrica para difracdo de raio X por planos cristalinos. Supondo que dois
planos paralelos A—A’ e B-B’ sdo separados pelo espagamento interplanar d. O feixe paralelo,
monocromatico e coerente de raios x de comprimento de onda A incide nesses dois planos em um
angulo 0. Os raios denominados de 1 e 2, sdo espalhados pelos atomos P e Q. A interferéncia
construtiva dos raios espalhados 1 e 2 ocorre também em um angulo 6 em relagdo aos planos se a
diferenca de comprimento de caminho entre 1-P—1" e 2-Q-2’ (ou seja, SQ + QT) é igual a um
namero inteiro, n, de comprimentos de onda A. Adaptado de [222].

A lei de Bragg diz que, a diferenga de deslocamento entre dois raios deve
ser um numero inteiro de comprimentos de onda, portanto, de acordo com a

Figura A.2, temos:

nA=SQ+ QT - nA=dsin6 + dsin® [A-1]

logo,

nA = 2dsin 6 [A-2]
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onde n ¢ conhecido como a ordem da difragdo e compreende um nimero inteiro, A
¢ o comprimento de onda dos raios X, d é o espacamento interplanar que gera a
difracdo e 0 ¢ o angulo de difragdo. Esta lei relaciona o comprimento de onda dos
raios X com o angulo de difragdo e o espacamento interatomico da rede em uma
amostra cristalina [220]. Caso a lei de Bragg ndo seja satisfeita, entdo, a
interferéncia ndo sera construtiva, € o feixe difratado tera intensidade muito
pequena [222]. Os raios X difratados s@o registrados pelo detector, no qual
processa esse sinal e converte em uma taxa de contagem, por conseguinte, ¢
transmitido a uma interface computacional, a fim de ser analisado por um
software. A conversdo dos picos de difracdo em espagamentos d, permite a
identificacdo do composto [220, 222].

A estratégia da andlise se deu seguindo os seguintes parametros:
difratometro operando com voltagem a 50kV, corrente a 0,8mA e a temperatura
ambiente, radiagio CuKo cujo comprimento de onda é dado por 1,5416A,
distincia do detector igual a 61mm, andlise por resolucdo igual a 0,90A, rotacio

phi-scan com detec¢do em todas as posicoes 20 e com passos iguais a 0,0263°.

Figura A.3: Analise de difratometria de raio X para monocristais. Amplificagdo do pdé da
dispersdo coloidal de nanoparticula de ouro depositada na haste do difratdmetro (porta amostra).
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A.1.1 Preparo da amostra dialisada

Para realizar a didlise utilizou-se membranas de dialise (Spectra/Por®3)
com 3.5kD, em que, primeiramente, passaram por um processo de limpeza a fim
de retirar residuos de carbono proveniente da glicerina. Para tanto, as membranas
foram preenchidas e colocadas em um béquer com agua destilada por 7 dias,
sendo agitada com o auxilio de uma barra de agitagdo magnética e um agitador
magnético. A agua destilada foi trocada diariamente. ApoOs os sete dias, as
membranas foram preenchidas e imersas por mais 3 dias em agua ultrapura,
também sob agitacdo. Nesse processo, a agua ultrapura foi trocada diariamente.
Depois do processo de limpeza a dispersdo coloidal de AuNPs com 8mM de
NaOH foi colocada no interior da membrana e aguardou-se por cerca de 5 dias e
durante esse periodo foi realizada a troca diaria da agua destilada, a qual a

membrana ficou imersa. Posteriormente, a amostra estava pronta para a analise.

A.2 Espalhamento Dindmico de Luz (DLS)

O espalhamento dindmico de luz (DLS, do inglés Dynamic Light
Scattering) ou espectroscopia de correlagdo de fotons (PCS, do inglés Photon
Correlation Spectroscopy) ¢ uma técnica de medi¢ao Optica para a caracterizagdo
de sistemas dispersos. O espalhamento dindmico de luz ¢ utilizado para estimar o
diametro/raio hidrodinamico das particulas [223]. Em geral, o DLS usa luz laser
focada na amostra (solugdo, suspensdo, emulsdo ou aerossol) contida em uma
cubeta [223]. Quando a luz laser ilumina a particula dentro de um pequeno
volume focal de uma amostra, a luz sera espalhada em todas as diregdes. Dessa
forma, a luz laser ¢ continuamente gravada e quantificada por um detector de
contagem de fotons posicionado em um angulo 0 especifico, conforme a Figura

A4 [223].
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Figura A.4: Esquema de funcionamento da técnica espalhamento dindmico de luz (DLS), em que
a luz espalhada por particulas iluminadas por um laser ¢ medida com alta resolucao de tempo sob
um angulo 0 definido. A flutuagdo do sinal de espalhamento reflete a dindmica dos processos
microestruturais, como o movimento browniano das particulas. Adaptado de [224].

As particulas estdo em constante movimento devido a colisdo aleatoria
com as moléculas do liquido que as envolve, isto é, as particulas estdo em
movimento browniano continuo [225, 226]. O movimento browniano das
particulas causa um rearranjo espacial e afeta os sinais de interferéncia
decorrentes do espalhamento da luz, resultando em um sinal flutuante no detector,
ou seja, a intensidade da luz espalhada observada no angulo 0 flutua no tempo
[225, 226].

O perfil de intensidade total detectada no transcorrer do tempo T esta
associado a distribuicdo de tamanho e do numero de particulas contidas na
amostra [224, 226]. Sabe-se que, as particulas grandes disponham de mobilidade
mais lenta do que as particulas pequenas em se difundir pelo meio viscoso [226].
Assim, o transito das particulas pequenas, para dentro e para fora do volume focal
(em que ocorre o espalhamento) ¢ mais rapido, logo, o tempo de correlagdo
associado a flutuacdo do sinal da intensidade da luz espalhada ¢ mais curto,
enquanto, que no caso das particulas grandes o tempo de correlagdo serd mais
longo, por conta do transito lento para dentro e para fora do volume focal de uma
amostra [226].

Dessa forma, pode-se determinar o tamanho das particulas esféricas nao-
interagentes a partir do coeficiente de difusdo D, no qual é dado pela equacdo de

Stokes-Einstein:

_ kgT
~ 6mRy,

[A-3]
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em que kg ¢ a constante de Boltzmann, T é a temperatura, n corresponde a
viscosidade do fluido e Ry representa o raio hidrodindmico de uma particula
esférica. Dessa forma, o DLS fornece o raio hidrodinamico de uma particula
esférica, ou seja, sua dimensdo considerado-se a camada de solvatagdo que

envolve a particula, e ndo o raio real da particula (Figura A.5).
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Raio hidrodinamico

Figura A.5: Representacdo da relagdo entre o tamanho hidrodindmico e o tamanho real do nticleo
metalico das NPs. O tamanho hidrodindmico medido por DLS é sempre maior do que o tamanho
dos NPs medidos por TEM [38].

A.2.1 indice de Polidispersidade (PDI)

As dispersodes de nanoparticulas sdo frequentemente polidispersas, ou seja,
as dispersdes coloidais podem ser compostas por particulas com uma distribui¢do
de tamanhos e formas diferentes [227]. Dessa forma, o indice de polidispersidade
(PDI) ¢ uma medida adimensional da heterogeneidade da amostra com base no
tamanho [227]. A polidispersidade pode ocorrer devido a distribuicdo de tamanho
ou aglomeragdo da amostra. O PDI pode ser obtido a partir do espalhamento
dindmico de luz (DLS). As organiza¢des internacionais de padrdes (ISOs)
estabeleceram que valores de PDI < 0,05 sdo mais comuns para amostras
monodispersas, enquanto valores de PDI > 0,7 sdo comuns para uma distribui¢io

de particulas polidispersas (ISO 22.412:2017 e ISO 22.412:2017) [227].


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 2013035/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 2013035/CA

148

A.2.2 Potencial Zeta

Em uma solucdo idnica, as nanoparticulas com carga liquida terdo uma
fina camada de ions (de carga oposta) fortemente ligada a sua superficie, a qual é
denominada de camada Stern [228, 229]. Quando a particula se difunde em
solucdo, ela sera envolvida por uma camada externa difusa que consiste em ions
frouxamente associados, resultando na criacdo de uma dupla camada elétrica [220,
221]. Essas duas camadas sdo chamadas coletivamente de dupla camada elétrica.
O potencial eletrostatico da dupla camada ¢ chamado de potencial Zeta e esta
relacionado a carga superficial da nanoparticula em solugéo coloidal [228, 229]. O
potencial Zeta ¢ determinado através da medi¢do da velocidade das particulas
carregadas movendo-se em direcdo ao eletrodo através da solugdo da amostra na

presenca de um campo elétrico externo [228, 229].

A.2.3 Preparo das amostras para a anailise de espalhamento dinimico de luz e

Potencial Zeta

A andlise de espalhamento dinamico de luz (DLS) foi realizada em um
DLS ZetaSizer Nano Series - ZS (Malvern Instruments, Reino Unido) disponivel
no Laboratério de Biotecnologia (Labio) do Instituto Nacional de Metrologia,
Qualidade e Tecnologia (INMETRO). O aparelho Zetasizer Nano ZS é compacto
e composto por: laser HeNe de poténcia 4mW e comprimento de onda igual a 633
nm, atenuador, detector, correlator ¢ um controle de temperatura. O sistema
Zetasizer Nano mede a taxa de flutuacdo de intensidade e, em seguida, usa esse
artificio para estimar o tamanho das particulas. Este equipamento, dispde de um
software para a aquisicdo, de modo que varias medidas sdo feitas e a média dos

resultados obtidos ¢ informada.
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Figura A.6: Aparelho de espalhamento dindmico de luz (DLS) ZetaSizer Nano Series — ZS
localizado no Laboratério de Biotecnologia (Labio) do Instituto Nacional de Metrologia,
Qualidade e Tecnologia (INMETRO).

Para a analise de espalhamento dindmico de luz (DLS) retirou-se uma
aliquota de ImL das solucdes coloidais de AuNPs com 2mM e 4mM de NaOH e
na presenca de Pluronic® F127, sendo depositadas em uma cubeta. Realizou-se
também a andlise por espalhamento dinadmico de luz das AuNPs no meio de
cultura DMEN-HIGH D5648-1L (Dulbecco's Modified Eagle’s Medium — high
glucose, Sigma-Aldrich®) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB,
Gibco™). Assim, adicionou-se 0,5mL da dispersdo coloidal de AuNPs na cubeta
contendo 0,5mL do meio de cultura. Em ambas as condi¢des foram obtidos o
indice de polidispersidade (PDI). O PDI varia de 0 a 1 no software Zetasizer, em
que valores maiores do que 1 indicam que a amostra apresenta uma distribui¢ao
extremamente polidispersa, revelando que a amostra pode ndo ser adequada para
medi¢do por DLS. A medida do potencial Zeta foi realizada para todas as
condi¢cdes de nanoparticulas de ouro sintetizadas por PLA. Utilizou-se uma célula

capilar com eletrodo para a medida do potencial Zeta.

A.3 Microscopio Eletronico de Transmissao (MET)

Um microscopio eletronico de transmissdo tipico ¢ composto por trés
componentes principais: o sistema de iluminagdo, a lente objetiva/estagio e o
sistema de imagem (conforme mostra a Figura A.7). A técnica de microscopia
eletronica de transmissdo (MET) permite a formacdo de imagens a partir da
interagdo do feixe de elétrons de alta energia sobre a amostra que ¢ objeto de

estudo, transmitindo, assim, sinais nos quais sdo captados pelo detector [230,
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231]. Os elétrons acelerados da fonte de elétrons sdo focalizados em um feixe
uniforme pela lente condensadora, e na sequéncia atravessam a amostra [230,
231]. Dependendo da espessura da amostra parte desse feixe pode ser difratado
[230, 231]. Os feixes transmitidos s@o focalizados pela lente objetiva formando,
portanto, a imagem. Posteriormente, a imagem ¢ ampliada pelas lentes

intermedidrias e pelo projetor em uma camera eletrénica [230, 231].

Fonte de elétrons

> Lente condensadora
Amostra

Lente objetiva

' > Lente projetora

Imagem final

Tela fluorescente

Figura A.7: Componentes optica de um microscopio eletronico de transmissdo no modo imagem.
Adaptado de [230].

A andlise de microscopia eletronica de transmissdo foi realizada no
Laboratorio Multiusuario de Nanociéncia e Nanotecnologia (LABNANO) do
Centro Brasileiro de Pesquisas Fisicas (CBPF). A Figura A.8 mostra o
Microscopio Eletronico de Transmissdo (MET) JEOL 2100F equipado com uma
camera de 11 megapixels CCD (GATAN, Orius), no qual foi utilizado para a
caracterizacdo das AuNPs. As imagens MET foram usadas para medir a

distribuicdo estatistica dos tamanhos das AuNPs.
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Figura A.8: Microscopio eletronico de transmissdo JEOL 2100F localizado no Laboratorio
Multiusuario de Nanociéncia e Nanotecnologia (LABNANO) do Centro Brasileiro de Pesquisas
Fisicas (CBPF).

A.3.1 Espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDS)

A espectroscopia de energia dispersiva de raios x (EDS ou EDX, do inglés
energy dispersive X-ray) é uma técnica de microanalise acoplada ao microscopio
eletronico (MET ou MEV - microscopio eletronico de varredura) que permite a
caracterizacdo e andlise elementar de materiais [232, 233]. O principio de
funcionamento do EDS se baseia na deteccao de raios X emitidos pela amostra
durante as transi¢des eletronicas ocasionadas por um feixe de elétrons [232, 233].
Quando a amostra ¢ excitada pela fonte de energia altamente energética do
microscopio, o elétron presente na camada mais interna dos atomos € ejetado
formando uma vacancia. Dessa forma, um elétron da camada externa preenche
essa vacancia, ocasionando a emissdo de raio X caracteristico [232, 233]. A
emissdo de radiagdo equivale a diferenga de energia entre as duas camadas, e,
como os raios X caracteristicos t€ém energia correspondente a cada elemento,
pode-se identificar a partir do pico de energia as informagdes sobre a composicao
quimica acerca da amostra analisada [232, 233].

A fim de verificar a composi¢do da dispersdo coloidais de AuNPs,

realizou-se a espectroscopia de energia dispersiva de raios X no Laboratorio
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Multiusuario de Nanociéncia e Nanotecnologia (LABNANO) do Centro
Brasileiro de Pesquisas Fisicas (CBPF). Para a analise utilizou-se o Microscopio
Eletronico de Transmissdo (MET) JEOL 2100F equipado com uma camera de 11
megapixels CCD (GATAN, Orius).

A.3.2 Preparacio das amostras para TEM e EDS

Para a microscopia eletronica de transmissio (MET) e para a
espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDS) utilizou-se a dispersdo
coloidal de AuNPs com 2mM de NaOH, no qual foi diluida em agua ultrapura até
obter a absor¢do igual a 0,25. Foi utilizada a técnica grid-on-drop (GOD), em que
a grade holey-carbon (HC) ¢é colocada sobre a gota de dispersdo coloidal de
AuNPs com volume igual a 20pl durante 1 minuto. Em seguida, a grade ¢
colocada sobre a gota de dgua ultrapura com volume igual a 40pul por cerca de 1
minuto. A grade com as AuNPs foram secas a temperatura ambiente e analisadas

apos 24h.

A.4 Microscopio eletronico de varredura (MEV)

O microscopio eletronico de varredura (MEV) € a técnica para analise de
superficiess. O MEV ¢ composto por um canhdo de elétrons, lentes
eletromagnéticas, uma camara de vacuo e uma selecdo de detectores para coletar
os sinais emitidos da amostra [234, 235]. No microscopio de varredura o feixe de
elétrons incide sobre a amostra e ao invés de atravessa-la varre a superficie ponto
a ponto interagindo com a amostra e extraindo da sua superficie outros elétrons,
denominados de elétrons secundarios [234, 235]. Os elétrons secundarios geram
um sinal luminoso que é convertido em uma imagem. A Figura A.9 mostra o

esquema basico de um microscopio de varredura (MEV).
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Figura A.9: Esquema basico de um microscopio de varredura (MEV). Adaptado de [234].

A.4.1 Preparacio das amostras para MEV

Para o preparo da amostra para a avaliagdo morfologica por meio da
microscopia de varredura (MEV) foram utilizadas laminulas de vidro circulares
com 13mm de didmetro. No entanto, as laminulas foram previamente lavadas em
etanol 70% a fim de serem esterilizadas quimicamente. Esse procedimento
ocorreu na capela de fluxo laminar vertical, e na qual as laminulas foram deixadas
até secar completamente. Posteriormente, a laminula foi deixada na luz UV por
aproximadamente 20min, em cada um dos lados. Em sequéncia, as laminulas
foram posicionadas na base dos pogos da placa de cultura de 24 pogos, o qual foi
preenchido com ImL de meio de cultura DMEM-HIGH (Sigma-Aldrich)
suplementado com 10% de SFB (Gibco™) e contendo uma densidade celular
igual a 3,0x10° célula/pogo das as células RAW 264.7. A placa de cultura foi
armazenada em atmosfera imida de 5% de CO; a 37°C por 24h. Apoés esse tempo,
as células foram tratadas sob a dose do IC50 das AuNPs com 2mM de NaOH na
presenga e na auséncia do Pluronic® F127, isto é, a concentragdo necessaria para

reduzir pela metade a atividade enzimatica. Como controle da morfologia foi
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utilizada a células RAW 264.7 sem nenhum tratamento. As células foram
incubadas em uma estufa com atmosfera umida de 5% de CO; a 37°C por 48h.

Decorrido as 48h, as laminulas foram lavadas por trés vezes com PBS
estéril a 37°C, a fim de retirar as proteinas provenientes do meio de cultura e soro
fetal bovino. Subsequentemente, realizada a fixagdo (2,5% Glutaraldeido + 4% de
Paraformaldeido em tampao cacodilato de sodio a 0,1M) por 1h em temperatura
ambiente (25°C). Apds esse tempo, as laminulas foram lavadas por trés vezes com
PBS estéril. Posteriormente, foi realizada a pés-fixagio com Osmio e Ferrocianeto
na propor¢do 1:1 por cerca de 40min. Na sequéncia, realizou-se a lavagem com
PBS estéril (trés vezes). Depois, foi realizada a desidratagdo da amostra com
acetona a 30% até 100%, com intervalo de 10min em cada etapa, sendo que na
ultima etapa o processo foi repetido trés vezes.

A secagem final da amostra para observagdo no MEV foi realizada em
condi¢des que por ela ndo passe um menisco de transicdo de fases evitando as
forcas resultantes da tens@o superficial. Essa condi¢do ¢ obtida na camara de
ponto critico (em inglés CPD-Critical Point Dryer — Leica CDP 030), e, para
tanto, leva-se a amostra ja fixada e completamente desidratada, & cdmara de CPD,
em um pequeno volume de acetona. Com a camara isolada injeta-se o CO> liquido
(a camara deve estar a 4-5°C), em que ha varias substituicdes até a remocdo total
da acetona. Com o posterior aquecimento controlado da camara o CO; torna-se
gasoso a uma determinada pressdo sem que se forme o menisco de transicdo e sem
que exista a modificagdo na estrutura do material biolégico. Em sequéncia, a
amostra precisa ser montada de modo adequado no suporte porta-amostras do
MEYV, stub, ajustando-se a melhor orientacdo em relag@o ao feixe de elétrons e ao
coletor (como adesivo utilizou-se fita de dupla face de carbono nos stubs).

Por fim, tem-se a metalizagdo da amostra a fim de prover ou aumentar a
condutividade da superficie da amostra através de uma fina camada de metal, e no
caso do trabalho, a amostra foi recoberta por uma camada de platina com
espessura de Snm. O processo de deposi¢do utilizado foi o sputtering (Leica SCD
500), no qual a platina foi removida de um eletrodo macigo, por bombardeamento
com ions pesados de argénio ¢ depositada sobre todas as reentrancias e
proeminéncias da superficie da amostra. Apos o processo de metalizagdo, a
amostra finalmente estd pronta para ser examinada no microscopico eletronico de

varredura para determinagdo da morfologia celular. A avaliagdo morfoldgica foi
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realizada no INMETRO, por meio do Microscopico Eletrénico de Varredura

(MEV) Magellan 400 FEI Company.

A.5 Microscopio de fluorescéncia

A microscopia de fluorescéncia esta correlacionada com o fendmeno de
fluorescéncia, na qual pode ser definido como a emissdo da luz no decorrer de
nanosegundos logo apods a absor¢do da luz [236, 237]. Em um microscopio de

;.

fluorescéncia, a amostra ¢ iluminada por uma luz com comprimento de onda
curto, na qual parte dessa luz ¢ absorvida pela amostra e reemitida como
fluorescéncia [238]. A luz reemitida apresenta um comprimento de onda maior
que aquele da luz incidente [238]. O objeto fluorescente é, portanto, visto como
uma imagem brilhante contra um fundo escuro, logo, a microscopia de
fluorescéncia demanda que o objeto de estudo fluoresga [236, 238]. A Figura

A.10 reporta o arranjo basico de um microscopio de fluorescéncia.

Detector
Imagem
Filtro de emissiao —_ = Filtro de emissao
N
~
I
As Espelho dicréico
Fonte de luz

Lente objetiva

- Amostra

Figura A.10: Esquema basico de um microscopio de fluorescéncia.

Tipicamente um microscopio de fluorescéncia contém duas fontes de luz,
uma usada para visualizacdo inicial de uma amostra em um modo de luz
transmitida e outra usada para excitar e obter o fendmeno de fluorescéncia, para

tanto usa-se, respectivamente, uma ldmpada halégena e uma lampada de arco de
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mercurio [239]. A luz excitante, composta por varios comprimentos de onda, ¢
refletida em direcdo a amostra por um espelho dicroico, e essa luz ¢ absorvida
pelo fluoréforos presente na amostra que ¢ objeto de estudo, emitindo, portanto,
um feixe de luz de comprimentos de onda mais longos [239]. O microscopio de
fluorescéncia no modo observacido de epifluorescéncia tem o espelho dicroico
substituido por um espelho revestido de prata, de modo a refletir e transmitir a luz
incidente nas proporcdes desejadas [239]. Ademais, o filtro de emissdo deve ser
selecionado para permitir que a luz excitante refletida entre no detector [239].

Para a analise foi utilizado o microscopio Optico de epifluorescéncia
automatizado, InCell Analyzer 2000, disponivel no Laboratorio de Biotecnologia
(LABIO) do Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia
(INMETRO). Esse microscopio ¢ projetado para obter de forma automatizada a
captura e analise de células fixadas. Para tanto, ¢ necessario que as células sejam
coradas com flurocromos. O InCell Analyzer 2000 ¢é acoplado com uma camera
CCD que possibilita a captar o sinal proveniente da amostra e transforma-lo em

imagem.

Figura A.11: Microscopio Optico de epifluorescéncia automatizado, InCell Analyzer 2000,
localizado no Laboratério de Biotecnologia (LABIO) do Instituto Nacional de Metrologia,
Qualidade e Tecnologia (INMETRO).

A.6 Microscopio optico invertido de contraste de fase

A microscopia de contraste de fase ¢ uma técnica de microscopia Optica

que converte mudangas de fase na luz que passa por uma amostra transparente em
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mudangas de brilho na imagem [240]. A luz ao passar pela amostra sofre um
retardo correspondente a 4 do comprimento de onda da luz ndo desviada, o que
resulta em perda de contraste [240]. A fim de corrigir essa defasagem ¢
adicionado um sistema de lentes que transforma as diferengas de fases da luz em
diferencas de intensidade luminosa. Dessa forma, a luz atravessa a amostra em
quantidades diferentes, gerando diferentes indices de refracdo [240, 241]. As
porcdes escuras da imagem indicam regides mais densas da amostra, enquanto as
mais claras correspondem a regides menos densas [241]. Esse tipo de microscopio

dispensa o uso de corantes e permitem a observagdo de células vivas [241].
A.7 Ensaio de viabilidade celular por MTT

O ensaio de viabilidade celular tem como objetivo avaliar a atividade
celular mediante a um determinado tratamento e investigar possiveis efeitos
toxicos que, eventualmente, podem proporcionar a morte celular. O MTT ¢ um
ensaio colorimétrico recorrentemente usado para o ensaio de viabilidade [242]. O
ensaio de viabilidade celular com MTT avalia a atividade mitocondrial das células
de modo que em células metabolicamente ativas ocorre a reducao do sal tetrazolio
MTT por desidrogenases mitocondriais, gerando formazana, enquanto nas células
com atividade mitocondrial reduzidas terd uma reducdo na geracdo de formazana
o que indica uma redug¢do da atividade celular e, portanto, diminui¢do de
viabilidade celular [242]. A Figura A.12 ilustra a reacdo de reducdo do MTT a

formazan.

Br Q NAK /NAD+ Q
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Figura A.12: Redugdo do MTT a Formazan [242].
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A.8 Avaliacao da producao de espécies reativas de oxigénio (EROs)

As espécies reativas de oxigénio podem ser induzidas por algumas
condicdes de estresse celular, e podem ser precursoras de danos no DNA,
proteinas e lipidios com consequéncias importantes nas células [243, 244]. O
reagente permeante celular Dihidroetidio (DHE, 5-etil-5,6-dihidro-6-fenil-3,8-
diaminofenantridina, hidroetidina) é um corante fluorogénico que tem sido usado
cada vez mais como uma sonda para superdxido em sistemas biologicos [243],
[244]. O DHE ¢ um composto hidrofébico sem carga que é capaz de atravessar
membranas extra e intracelulares e, apo6s oxidagdo, torna-se carregado
positivamente e se acumula nas células por intercalagdo no DNA, principalmente
por interagdes eletrostaticas com grupos fosfato de DNA e posteriormente por
interagdes hidrofobicas [244]. O corante fluorogénico DHE mostrou ser oxidado
por superoxido para formar 2-hidroxietidio (excitagdo: 500-530nm; emissao: 590-
620nm) ou por oxidagdo ndo especifica por outras fontes de espécies reativas de
oxigénio (EROs) para formar etidio (excitagdo: 480nm; emissdo: 576nm) [243],
[244]. Portanto, uma vez que o DHE ¢ oxidado, ha um aumento na fluorescéncia

que pode ser associada as espécies reativas de oxigénio.

Dihidroetidio 2-Hidroxietidio Etidio

\ \
CH,CH, CH,CH, CH,CH,

Figura A.13: Estruturas quimicas de dihidroetidio, 2-hidroxietidio e etidio [245].
A.9 Avaliacao da producao de espécies reativas de nitrogénio (ERNs)

No ensaio da avaliagdo da producdo de espécies reativas de nitrogénio
utilizou-se o reagente Griess. O ensaio colorimétrico baseado na reacdo de Griess
¢ usado para medir as concentracdes de 6xido nitrico em solucdes liquidas apos a
reacdo em nitrito. Nessa técnica o nitrito primeiramente ¢ tratado com um

reagente diazotizante, por exemplo, sulfanilamida, em meio 4cido para formar um
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sal de diazonio transitorio [246]. Este intermediario é, entdo, deixado reagir com
um reagente de acoplamento rico em elétrons, N-(1-naftil)etilenodiamina (NED),
para formar um composto azo estavel [246]. O produto da reagdo resulta em uma
coloracdo rosea, cuja intensidade de absor¢cdo ¢ diretamente proporcional a
concentracdo de nitrito na amostra [246]. Em geral, o produto da reagdo ¢

detectado a 540nm.

A.10 Preparo do material transparente para analise de Fotoluminescéncia

A dispersdo coloidal de nanoparticulas de ouro com volume inicial de
40mL sdo reduzidas por evaporagdo até termos 4mL (esse processo demorou
cerca de 3 dias, uma vez que usamos a temperatura de aproximadamente, 60°C).
Em seguida, esse material ¢ transferido para um microtubo de 2mL e posto em
centrifugacdo. O processo de centrifugagdo foi repetido 3 vezes no tempo de 1h
em cada etapa. A cada lh de centrifugagdo foi realizada a separagdo do
sobrenadante do precipitante, em que o material precipitado sdo as nanoparticulas
maiores e o sobrenadante com aspecto de um liquido transparente &€ composto por
clusters. O sobrenadante ¢ recolocado para centrifugacdo, enquanto o precipitante
¢ descartado. O processo de separagdo deve ser realizado com cuidado a fim de
ndo termos a presenga das nanoparticulas que precipitaram no liquido
transparente. ApoOs esse processo, o material estd pronto para a realizacdo da
analise de fotoluminescéncia. A concentragdo de AuNPs antes da separagdo era
igual a 82ppm e depois das etapas de centrifugagdo o material transparente ficou

com concentracao igual a 18ppb.
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