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RESUMO

Porfirinas sdo importantes agentes fotossensibilizadores utilizados em terapia
fotodinamica contra o cancer pelas suas propriedades espectroscopicas que
favorecem a producdo de espécies reativas de oxigénio ativada por luz.
Nanoparticulas de ouro (AuNP) também possuem caracteristicas optoeletrénicas
Unicas e podem ser decoradas com porfirinas, potencializando seus efeitos. Neste
trabalho, a porfirina meso-tetra(4-sulfonato-fenil)porfirina-tetraamino (TPPS) foi
utilizada para decorar AUNP estabilizada com brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB),
beneficiando-se das interacdes eletrostaticas entre a nanoparticula carregada
positivamente e o carater aniénico da TPPS. O intuito foi de estudar esta combinacao
para obter um nanomaterial fotoativo, com propriedades pré-oxidantes para futura
avaliacdo em tratamentos de cancer de pele do tipo melanoma. Este sistema foi
analisado quanto as caracteristicas espectroscopicas dos componentes, a carga
superficial da AuUNP e AUNP@TPPS e medidas indiretas de capacidade oxidante por
ensaio adaptado de inibicdo da capacidade antioxidante do acido ascoérbico pelo
método DPPH. A dispersdo de AUNP@TPPS foi incorporada a uma matriz polimérica
de quitosana e goma guar para producdo de uma tinta biocompativel para uso em
impressé@o 3D pela técnica de extrusdo de semissolidos. Os ensaios possibilitaram
demonstrar as interacdes ocorridas entre as AUNP e TPPS, por meio de deslocamento
de bandas caracteristicas e mudancas do potencial zeta da AuNP na presenca da
TPPS. Um efeito de inibicdo da capacidade antioxidante do acido ascérbico foi
observado na presenca de AUNP@TPPS no método DPPH, sugerindo possivel
atividade pro-oxidante. Embora preliminares, estes resultados sugerem a
potencialidade de conjugar nanoparticulas metalicas com porfirinas e explorar a

impressao 3D na obtencao de filmes fotossensibilizadores para aplicacdo cutanea.

Palavras-chave: nanoparticula de ouro, porfirina, terapia fotodinamica, manufatura

aditiva, espécies reativas de oxigénio.



ABSTRACT

Porphyrins are important photosensitizing agents used in photodynamic therapy
against cancer due to their spectroscopic properties that favor the production of
reactive oxygen species activated by light. Gold nanoparticles (AuUNPS) also possess
unigue optoelectronic characteristics and can be decorated with porphyrins, enhancing
their effects. In this study, the porphyrin meso-tetra(4-sulfonatophenyl)porphyrin-
tetraamino (TPPS) was used to decorate AuNPs stabilized with
cetyltrimethylammonium bromide (CTAB), taking advantage of the electrostatic
interactions between the positively charged nanoparticle and the anionic nature of
TPPS. The aim was to study this combination in order to obtain a photoactive
nanomaterial with pro-oxidant properties for future evaluation in treatments for
melanoma-type skin cancer. This system was analyzed in terms of the spectroscopic
characteristics of its components, the surface charge of AUNP and AUNP@TPPS, and
indirect measurements of oxidizing capacity through a modified assay for inhibition of
the antioxidant capacity of ascorbic acid using the DPPH method. The AUNP@TPPS
dispersion was incorporated into a chitosan and guar gum polymeric matrix to produce
a biocompatible ink for use in 3D printing via semi-solid extrusion technique. The
assays enabled the demonstration of interactions between AuNPs and TPPS through
shifts in characteristic bands and changes in the zeta potential of AuNPs in the
presence of TPPS. An inhibitory effect on the antioxidant capacity of ascorbic acid was
observed in the presence of AUNP@TPPS in the DPPH method, suggesting possible
pro-oxidant activity. Although preliminary, these results suggest the potential of
combining metallic nanoparticles with porphyrins and exploring 3D printing for the

development of photosensitizing films for cutaneous application.

Keywords: gold nanoparticle, porphyrin, photodynamic therapy, additive

manufacturing, reactive oxygen species.



LISTA DE SIGLAS

AUNP: nanoparticulas de ouro

TPPS: porfirina meso-tetra(4-sulfonato-fenil)porfirina-tetraamino

CTAB: brometo de cetiltrimetilamonio

ERO: espécies reativas de oxigénio

SSE: extrusdo de semissélidos, do inglés Semisolid Extrusion

AuUNP@TPPS: nanoparticulas de ouro decoradas com porfirina meso- tetra(4-

sulfonato-fenil)porfirina-tetraamino
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1. INTRODUCAO

O cancer de pele do tipo melanoma agrava-se anualmente em numero de
mortes pela doenca no Brasil, registrando em 2020 2,2 mil mortes no pais. A
Organizacdo Mundial da Saude, em um levantamento feito pela Sociedade Brasileira
de Cirurgia Oncoldgica, aponta que em 2040 os casos de mortes pela doenca podem
chegar a 80% a mais que em comparacdo com 2020. Sdo apontados diferentes
fatores para justificar o aumento de mortalidade, dentre eles destaca-se a crescente
resisténcia das células cancerigenas aos antineoplasicos. (1)

Atendo-se especialmente ao cancer do tipo melanoma, niveis de espécies
reativas de oxigénio (ERO) sdo naturalmente elevados no ambiente intracelular.(2)
Assim, como a expressao de antioxidantes € também aumentada nestas células para
manter a homeostase, uma estratégia terapéutica interessante € expor as células a
uma maior quantidade de ERO para que ocorra o processo de estresse oxidativo, com
o desequilibrio entre a producéo e eliminacdo de ERO na célula, ocasionando uma
deterioracdo no DNA e RNA celular e, consequentemente, levando a uma apoptose
induzida. (1) Porém, os antineoplasicos disponiveis no mercado que possuem um
nivel maior de ERO tendem a apresentar toxicidade sistémica elevada, além de muitas
vezes ndo serem capazes de gerar ERO suficiente para morte celular. (1)

Nesse contexto, a terapia fotodindmica é uma importante estratégia de
tratamento. Seu mecanismo envolve a producdo de ERO a partir de agentes
fotossensibilizantes e oxigénio molecular, que quando ativados por luz geram ERO,
em especial oxigénio singlete, que sao altamentes reativos e causam graves danos
aos componentes celulares, levando a destruicédo celular. Como a producdo de ERO
ocorre de forma centralizada, por acao localizada dos fotossensibilizadores com
afinidade ao alvo, o dano celular é direcionado para os tecidos malignos, diminuindo
os danos celulares a tecidos saudaveis. (3)

Moléculas como as porfirinas sao amplamente utilizadas como
fotossensibilizadores, inclusive com produto aprovado para uso clinico em 1993 sob
a marca de Photofrin®. (4) As porfirinas sdo quimicamente caracterizadas por serem
uma classe de compostos macrociclicos, com quatro anéis heterociclicos pirrélicos,
sendo possivel haver uma inUmera combinacdo de substituintes acoplados a estes
anéis. Esta caracteristica permite modular caracteristicas como reatividade, carga,

bem como sua solubilidade. (4) Quando a porfirina atua como fotossensibilizador, na



presenca de luz ha a reacdo com o oxigénio molecular e a producéo de ERO. (4)

Nanoparticulas metélicas podem ser aliadas para a terapia fotodinamica, dadas
as suas caracteristicas fisico-quimicas e optoeletrénicas uUnicas, em especial das
nanoparticulas de ouro (AuNP). Além da boa compatibilidade e baixa toxicidade, as
AuNP tem capacidade de biodistribuicéo, circulacao e internalizagéo celular elevada,
sendo reportadas como agentes de delivery de fotossensibilizadores em terapia
fotodinamica contra o cancer. Alguns fatores sado importantes a serem considerados
na interface bioldgica, como tamanho da nanoparticula, o seu formato e suas cargas
de superficie.(4) Nanoparticulas de tamanho 2-100 nm tem demonstrado melhor
permeabilidade celular, além de que as AuNP devem superar a resisténcia e forca da
membrana celular, para serem capazes de penetrar a célula. (5)

A combinacdo das AuNP com fotossensibilizadores, como porfirinas, pode
ocorrer por uma interacdo eletrostatica. Neste caso, a superficie da nanoparticula
pode apresentar carga em consequéncia do agente estabilizante escolhido, assim
como a estrutura da porfirina, que pode ser carregada em decorréncia dos grupos
funcionais ligados ao macrociclo principal.

Por fim, ao vislumbrar a apoptose celular pela producéo de ERO, este trabalho
buscou desenvolver AUNP decoradas com porfirinas para a obtengédo de um agente
fotossensibilizador pré-oxidante. Como prova de conceito, um filme customizado por
impressao 3D contendo as espécies foi obtido para viabilizar uma futura aplicacao

cutanea em lesdes por melanoma.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1.Céancer de pele tipo melanoma

O céancer é considerado uma doenca multifatorial que parte de um processo de
divisdo celular descontrolado promovido por inumeros fatores fisiolégicos e
ambientais, causando uma mutacdo no DNA de uma determinada célula e a tornando
maléfica ao meio. Para o cancer de pele, a Organizacdo Mundial da Saude destaca
gue o fato de a pele ser um 6rgdo em constante exposi¢cao direta a danos ambientais
h& uma maior incidéncia desta doenca em paises de maiores altitudes e climas
tropicais. Especificamente se atendo ao cancer de pele do tipo melanoma, ainda néao
€ totalmente esclarecido qual a relacdo do excesso de incidéncia de raios UV com o
aparecimento da doenca, porém fortes evidéncias indicam que esta seja a causa
principal de alteracdo de uma célula saudavel para uma cancerigena, neste caso. (6)

Céanceres de pele ndo-melanomas demonstram maiores indices de ocorréncia,
sendo diagnosticados por ano cerca de 3 milhdes de pacientes acometidos ao redor
do mundo. Por outro lado, o cancer do tipo melanoma acomete cerca de 132 mil
pessoas, porém com elevados indices de mortes, sendo uma doenca que desafia 0s
tratamentos ja existentes. (6)

O fato de as células de melanoma naturalmente produzirem um alto indice de
ERO no seu interior faz com que os quimioterapicos utilizados nos tratamentos sejam
muito agressivos, pelo nivel de resisténcia ao colapso que este tipo de célula
apresenta. Nesse sentido, as estratégias de acédo destes quimioterapicos comumente
envolvem a metilagdo de guanina, a reticulacdo de DNA ou microtubulos prejudiciais
até a apoptose celular. Ocasionar o dano do DNA nas células de melanoma induz a
ativacdo do fator de transcricdo p53, que desencadeia o0 processo de apoptose
induzida (Figura 1).(7,8)
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Figura 1: Processo celular de apoptose induzida,reproduzido de referéncia (8) .

Uma das maneiras de promover esse dano no DNA da célula é reduzindo a
atividade metabdlica celular, que leva ao estresse oxidativo excessivo e, ao colapsar
da célula, a barreira protetora do DNA é comprometida e as fitas de DNA sao
danificadas. Estudos demonstram que aumentar a disponibilidade de ERO no meio
celular € uma maneira de desencadear esses eventos. Assim, desenvolver novas
estratégias terapéuticas capazes penetrar a barreira celular e/ou promover estresse
oxidativo excessivo pode ser uma alternativa para o tratamento da doenca e

diminuic&o dos indices de mortes ao redor do globo.(8,9)

2.2.Nanoparticulas de ouro

O progresso da nanotecnologia em controlar estruturas a nivel atémico,
molecular e supramolecular expandiu fronteiras nas mais variadas areas da ciéncia e
tecnologia, inclusive na Quimica Medicinal. A nanomedicina, campo que se dedica a
estudar os efeitos dos nanomateriais em sistemas biolégicos para fins de saude, tem
tomado cada vez mais espaco visto que as nanoparticulas possuem caracteristicas

fisico-quimicas Unicas, tamanho-dependentes, que podem ser controladas e



adaptadas a depender do meio reacional e da estratégia de sintese. O controle de
caracteristicas como tamanho e formato da nanoparticula, sua carga de superficie, e
a natureza dos atomos que a constituem se tornou um atrativo para muitos
pesquisadores pela diversidade de desfechos terapéuticos que podem ser obtidos.
(10) Neste cenério, destacam-se as nanoparticulas metalicas, que possuem atividade
bioldgica intrinseca e podem ser utilizadas em uma abordagem multifuncional em
deteccéo e diagnostico (11), em terapias inovadoras (12), em implantes e materiais
biomédicos (13), inclusive de forma simultanea (teranésticos). (14)

A sintese das nanoparticulas metalicas € uma etapa determinante no controle
das suas propriedades e as inuUmeras metodologias reportadas dividem-se em
abordagens top-down (de cima para baixo) e a bottom-up (de baixo para cima). A
primeira se caracteriza por ter como matéria-prima particulas maiores que sofrem
fragmentacao, normalmente por estimulos fisicos, até a formacg&o das nanoparticulas.
Exemplos desta abordagem sao os métodos de moagem de alta energia, ablacdo a
laser, sputtering e nanolitografia. (15) Ja a abordagem bottom-up parte de estruturas
menores, como atomos, que de forma aditiva combinam-se construindo as
nanoparticulas. Estimulos quimicos i.e. reacdes quimicas sdo a base das estratégias
bottom-up para nanoparticulas metalicas, que costumam partir de um sal metélico
como precursor e, durante a sintese, com a participacdo de um agente redutor, ocorre
a reducédo dos ions a atomos no seu estado metalico (carga zero), que ligam-se para
posterior formac&do das nanoparticulas. Atomos de elementos nobres, como ouro, S&o
candidatos promissores na nanomedicina por apresentarem maior estabilidade
guimica. Dentre os redutores quimicos, o borohidreto de sédio esta entre os mais
utilizados. Adicionalmente, participa da reacdo um agente estabilizador que ir&d manter
o metal na sua forma reduzida e garantira a estabilizacéo coloidal do sistema. (10)(16)
Um fator importante € que os agentes estabilizantes influenciam ativamente no
formato, tamanho e carga da nanoparticula, sendo esta uma area ainda em estudo.
(16,17)A estabilizagdo pode ocorrer por mecanismos de impedimento estérico,
repulséo eletrostatica ou ambos (16) Nesse sentido, os surfactantes idnicos detém um
importante papel como agentes estabilizantes na nanomedicina pela possibilidade de
exercer ambos 0s mecanismos. O brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB),
representante da classe dos surfactantes iénicos, € reportado em combinagdo com
borohidreto de sédio como agente redutor para a obtencdo de AuNP esféricas, com

tamanho podendo variar de 10 a 50 nm, e superficie positivamente carregada. (18)



A cor apresentada por uma AuNP, tipicamente vermelha para nanoesferas,
esta relacionada com o efeito de ressonancia de plasmon de superficie, que gera um
perfil de absor¢cdo em comprimentos de onda especificos e, ao olho nu, da origem a
uma cor. A componente elétrica da radiacdo eletromagnética interage e excita 0s
elétrons da banda de conducdo da nanoparticula metélica, promovendo uma
oscilacdo coletiva (Figura 2a). Para o caso das AuNP esféricas, o perfil de absorcéo
caracteristico centraliza-se na regido proxima a 525 nm, correspondendo as energias
da cor verde, além de uma absorcdo na regido do azul (Figura 2b).
Consequentemente, a maior componente dentre as cores transmitidas é a regido do

vermelho, que da a sua cor caracteristica (Figura 2c).
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Figura 2: a) Efeito de ressonancia de plasmon de superficie em uma nanoparticula metalica (adaptado
de (19)); b) perfil de absorcdo de uma nanoparticula de ouro esférica (adaptado de (19)); c) relacéo
entre cor absorvida e transmitida para nanoparticulas de ouro (adaptado de (19)); e variagdo de cor em
funcao do tamanho de nanoparticulas de ouro (reproduzido de Chem. Soc. Rev., 2006, 35, 209-217
.(20)

A energia absorvida no efeito de ressonancia de plasmon de superficie pode
variar de acordo com o tamanho e formato da nanoparticula, e pequenas variacdes

de tamanho representam variagcdes consideraveis de cor, o que possibilita uma
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predicdo qualitativa sobre as caracteristicas da nanoparticula sintetizada a partir do
seu espectro de absorgao e cor transmitida, como demonstrado na Figura 2d. (20) Os
fendmenos que exploram as propriedades 6pticas das nanoparticulas dependendo do
seu tamanho foi motivo da laurea dos pesquisadores Moungi G. Bawendi, Louis E.
Brus e Alexei I. EKimov com o Prémio Nobel de Quimica de 2023, tamanho seu
impacto na ciéncia e tecnologia contemporaneas.

Para AuNP, além de sua cor, sua interacdo com a radiacdo eletromagnética é
também explorada em terapia fotodinamica, que faz o uso de luz em comprimentos
de onda especificos para promover transferéncia de energia e/ou elétrons e gerar
ERO capazes de induzir a morte celular, sendo vastamente utilizado em tratamentos
oncoldgicos (21). Nesse contexto, é importante ressaltar que o desfecho biologico na
terapia € também dependente da nanobiointerface e da interacdo da nanoparticula
com o alvo biolégico, este ultimo sendo uma relacdo de cooperacao, pois depende
tanto das caracteristicas da nanoparticula quanto das do alvo. Assim, caracteristicas
guimicas de uma célula (grupos funcionais da membrana, pH, potencial elétrico,
dentre outros) sédo determinantes no planejamento da superficie da nanoparticula, que
pode ser funcionalizada com vetores para permitir uma interagcdo mais efetiva ou até
mesmo a transposi¢cdo da membrana e internalizacé@o celular da nanoparticula. Uma
relacdo eletrostatica, onde uma superficie é negativamente carregada e outra
positivamente carregada, tende a demonstrar maior afinidade de interacao (Figura 3),
porém o meio em que a célula esta situada e seus grupos proteicos podem influenciar
na relacdo com a nanoparticula e fazer com que a interacéo eletrostatica nao seja

sempre a mais favorecida. (22,23)
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Figura 3: Relacéo de interacdo nanoparticulas metélicas e célula, retirado de referéncia (24).

Quando internalizadas, as nhanoparticulas metalicas também tém a capacidade
de reduzir a atividade metabdlica celular ao bloquear canais de transporte, causando
um quadro de estresse oxidativo no meio, que resulta em dano no DNA da célula
cancerigena por danificar o sistema de transcri¢do, podendo ocasionar posteriormente
em apoptose celular. (22,23,25)

Para potencializar as interacfes e a atividade biolégica de AuNP, elas podem
ser decoradas com outras moléculas que atuem sinergicamente e/ou contribuam com
novas funcgbes. Estudos demonstram que nanoparticulas decoradas tém maior
facilidade de internalizagdo nas células e conseguem melhor concentrar sua atividade
no alvo. A sintese de AuNP decoradas pode partir de uma dispersdo convencional de
nanoparticulas que, apos estabilizacdo, sofre a funcionalizacéo de sua superficie com
a estrutura/molécula de interesse. A funcionalizagdo pode ser realizada de forma
covalente ou eletrostatica, este ultimo sendo comumente realizado por troca ionica
guando o agente estabilizante tem natureza ibnica. A adicdo deste agente ndo deve
interferir nas estabilidade quimica e coloidal da nanoparticulas, mantendo forma e
carga intactas, mas pode causar leve variacdo no tamanho hidrodindmico da
nanoparticula.(23,24) No contexto de terapia fotodinamica, as nanoparticulas podem
ser decoradas com fotossensibilizadores organicos, onde destaca-se os derivados
porfirinicos que predominam como escolha de agente fototerapéutico.
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2.3.Porfirinas

As porfirinas séo caracterizadas como moléculas organicas que possuem
guatro anéis heterociclicos, podendo ou ndo ter um centro metélico e substituintes
periféricos. Ha a ocorréncia natural de porfirinas em sistemas da natureza, como no
caso do grupo heme (hemoglobina, mioglobina, citocromos) e da molécula da clorofila,
gue participa ativamente da funcéo fotossensibilizante das plantas em seus processos
de producéo de energia por meio da fotossintese. (26) A origem de suas propriedades
fotofisicas Unicas vem da sua estrutura quimica (Figura 4) onde o sistema de elétrons
T altamente conjugado resulta em intensas absor¢des na regido do ultravioleta e
visivel. As propriedades fotofisicas destas moléculas podem ser moduladas em
funcdo do grau de conjugacédo, seja modificando o nimero de heteroatomos, a
presenca e natureza do centro metalico e substituintes periféricos, bem como
interagindo com outras espécies e ambientes que favorecam processos de

transferéncia eletrénica. (26, 21)

055 SOs

QL

o = O

638 SO3

Figura 4: Estrutura esqueleto de uma porfirina e estrutura da porfirina tetrassulfonada.

As transicdes eletrbnicas das porfirinas ocorrem em duas principais bandas
caracteristicas, sendo elas a Soret e a banda Q (Figura 5). As bandas de excitacao
de Soret tem inicio em ~400 nm, enquanto a banda Q pode ocorrer em dois pontos
caracteristicos variando entre 550 nm a 710 nm. (21,27) Tais transi¢coes eletrénicas
podem ser exploradas em terapia fotodindmica. Neste caso, hd a excitacdo da
porfirina do seu estado fundamental (So) para um estado singlete excitado (S1), que
pode, entdo, relaxar até o estado fundamental So através de um processo de emissao

de fluorescéncia ou converter-se ao estado triplete excitado (T1) por mecanismo de
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cruzamento intersistema. A partir deste estado excitado triplete, sua interacdo com
espécies de oxigénio molecular leva a transferéncia de energia ou elétrons e
consequente producdo de ERO, como peroxido, superoxido, radicais hidroxila e
oxigénio singleto (*0O2), que apresentam elevada capacidade oxidativa em sistemas
bioldgicos, podendo causar severos danos (20). A utilizacdo destes agentes
fotossensibilizadores pode ser de amplo interesse para area da sadde no tratamento
de patologias em que o estresse oxidativo leva a apoptose celular, como o cancer.
(21,27,28)

Excitacdo

Figura 5: Espectro com as bandas caracteristicas de porfirinas, adaptado de referéncia (26).

A interacdo de porfirinas com outras espécies podem causar o deslocamento
dessas bandas caracteristicas, sendo um indicativo de aumento ou diminuicdo da
energia necessaria para excitacdo dos elétrons. Estudos demonstram que a relacéo
entre porfirinas e AUNP podem gerar um efeito sinérgico que ocasionam uma grande

formacao de oxigénios singletos, por uma rapida transferéncia de energia. (28)

2.4.lmpresséao 3D

Dada a inerente irregularidade e assimetria de lesdes caracterizadas como
melanoma, bem como a variabilidade de locais de incidéncia na pele e as
caracteristicas individuais de cada paciente, terapias personalizadas podem aumentar
a eficacia e minimizar efeitos colaterais, atingindo as células cancerigenas de forma

precisa e seletiva, e preservando as células saudaveis. Dentro de estratégias
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inovadoras de terapias personalizadas, a manufatura aditiva vem ganhando espago
em virtude de sua adaptabilidade e versatilidade. Na producdo de medicamentos,
ganha destaque pela possibilidade de personalizacdo da forma farmacéutica e da
dose, atendendo com maior precisdo as necessidades de pacientes e populacbes
especificas. (29)

Dentre as técnicas de impresséo 3D utilizadas na producao de medicamentos,
uma das mais versateis € impressdo 3D baseada em extrusdo de semissdlidos, ou
SSE, do inglés Semisolid Extrusion. Essa técnica tornou-se uma importante alternativa
na producdo de formas farmacéuticas e materiais biomédicos devido ao uso de
matérias primas em forma de pasta ou gel, que apresentam maior potencial de
modificacdo com ingredientes biologicamente ativos. (29,30) A técnica utiliza uma
seringa contendo a tinta semissolida, que é extrudida por uma ponteira pela aplicacéo
de pressdo ao émbolo e depositada sob uma mesa de impressao. Os polimeros séo
materiais de escolha como tinta, especialmente na forma de hidrogéis, por
proporcionarem a consisténcia adequada para a printabilidade. Outra vantagem € que
nao ha necessidade de aquecimento do material para a impresséo, diferente da
técnica FDM que utiliza de aquecimento para a extrusdo, impossibilitando o
processamento de ingredientes termolabeis. (29,30)

Nesse sentido, este trabalho buscou desenvolver uma tinta polimérica
fotossensibilizadora processavel por SSE, utilizando AuNP decoradas com porfirina
como agentes fotossensibilizadores, e quitosana e goma guar como tinta de
biomaterial, devido a sua origem natural, excelente biocompatibilidade e bioadeséo
para uso topico. (29,30)
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3. OBJETIVOS

3.1.0bjetivos gerais

Desenvolver um filme impresso em 3D contendo AuNP decoradas com porfirina
meso-tetra(4-sulfonato-fenil)porfirina-tetraamino (TPPS) com potencial pré-oxidante

para terapia fotodinamica contra melanoma.

3.2.0bjetivos especificos

« Sintetizar AUNP com superficie catibnica, através da utilizacdo de CTAB como
agente estabilizante, visando obter uma dispersdo estavel de nanoparticulas
esféricas.

* Analisar as interacdes de AuNP quando decoradas com TPPS, visando
observar mudangcas no comportamento espectroscopico de ambos o0s
componentes e na carga superficial da nanoparticula quando decorada.

* Estudar a capacidade oxidante de AUNP@TPPS por medida indireta utilizando
um ensaio adaptado de capacidade antioxidante do acido ascérbico pelo método
DPPH.

* Formular tinta de biopolimero contendo AUNP@TPPS, que tenha caracteristica
de printabilidade para impressao 3D por técnica de extrusdo de semissélidos.

* Obter filmes 3D-impressos contendo AUNP@TPPS como prova de conceito da
versatilidade da técnica de extrusdo de semissoélidos na modificacdo de tintas e na

customizacgdo de formas impressas para aplicacao cutanea.
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4. MATERIAIS E METODOS

A sintese desenvolvida neste trabalho foi realizada nas dependéncias do
Laboratério de Farmacociéncias (Laboratério 405) e do Laboratério Multiusuéario
Central Analitica, localizados nos prédio 3 e 1, respectivamente, da Universidade
Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre (UFCSPA), nos periodos de margo a

novembro de 2024.

4.1. Materiais

Para a sintese das AuNP, foram utilizados: solugcéo do precursor metalico acido
cloroaurico (HAuUCIl4) na concentracéo de 5,6 x 104 mol L preparada pela dissolucédo
de ouro metélico (Sigma-Aldrich, 99,99%) em agua régia; agente redutor borohidreto
de sddio (NaBH4, Neon, 98,55%); agente estabilizante, brometo de cetiltrimetilamonio
(CTAB, Sigma-Aldrich, = 98%). A porfirina anidnica utilizada foi a meso-tetrakis(4-
fenilsulfonato)porfirina contendo aménio como contra-ion (TPPS, Ca4H42NgO12S4,
massa molar 1001,83 g mol?), cedida pelo grupo de pesquisa do Prof. Bernardo
Almeida Iglesias, da Universidade Federal de Santa Maria. Para preparo das tintas de
hidrogéis para impressao 3D, foram utilizados: quitosana de baixo peso molecular
(Sigma-Aldrich, grau de desacetilacdo: = 75%), goma guar (Espaco Sabor Natural,
grau alimenticio) e glicerol (Synth, 99,5%). Para os ensaios de atividade oxidante,
foram utilizados: acido ascorbico (Reagen, 99%), etanol (Exodo Cientifica, P. A.) e
2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH, Sigma-Aldrich, 95%).

4.2.Procedimentos experimentais
4.2.1. Sintese e caracterizacdo de AuNP

Para obtencdo de uma disperséo estavel de AuNP, alguns parametros foram
sendo otimizados ao longo do processo, sendo eles: quantidade de Au, de CTAB e de
NaBH4. Dois fatores foram levados em consideragdo para analise qualitativa: a
coloracéo e a sua permanéncia, sendo que o desejado seria um tom de vermelho rubi
gue se mantém com o tempo. Os testes feitos estdo apresentados na Tabela 1, no
Anexo I. A partir de tais ensaios, a composi¢céo escolhida para sequéncia do trabalho
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foi a concentracéo de ouro na disperséo de 1,87x10* mol L e de CTAB de 8,65x10"
3 mol L.

A dispersdo de AuNP sintetizada foi analisada por espectroscopia UV-Visivel
com auxilio do Espectrofotdmetro UV-Vis modelo UV-1800 feixe duplo, da marca
Shimadzu. A faixa espectral analisada foi de 200 nm a 800 nm, agua ultrapura foi
utilizada como referéncia e a amostra de AuNP foi diluida 2x em &agua ultrapura.
Imagens de microscopia eletrbnica de transmissdo foram obtidas no Centro de
Microscopia e Microanalise BR-Sul, localizado na Universidade Federal do Rio Grande
do Sul, no microscopio JEOL JEM 14000 Flash, sob uma tensao de 120 kV. Para o
preparo da amostra, uma gota da dispersdo de nanoparticulas de ouro foi adicionada
na superficie de uma grid de cobre recoberta com filme de carbono. As imagens foram

obtidas na magnificacdo de 100 e 200 kx.

4.2.2. Preparo e caracterizacdo de AUNP decoradas com TPPS

Com o objetivo de avaliar a interacdo entre a TPPS e as AuNP foram
investigados: a mudanca da carga superficial da AUNP com adi¢cfes sequenciais de
TPPS através da medicdo do potencial zeta; e alteracdes nas propriedades
espectroscopicas da TPPS com adi¢cdes sequenciais de AuNP através do
monitoramento da banda Soret da TPPS no espectro na regido do UV-Vis.

A mudanca de potencial zeta das AuNP com adi¢cbdes sequenciais de TPPS
também foi acompanhada pelas medidas de mobilidade eletroforética no equipamento
ZetaSizer Ultra, da marca Malvern. Foram preparadas solu¢cbes aquosas com
concentracdo fixa de AuNP/CTAB pela adicao de 50 pyL de AuNP a balbes
volumétricos de 5,0 mL, onde a concentracéo final de CTAB foi de 8,65x10° mol L,
correspondendo a quantidade de 4,33x10 mol de CTAB no baldo. A seguir, foram
adicionados volumes de 20, 25, 33, 50, 100, 200 e 400 pL de solucdo de TPPS, o que
resultou nas razdes de CTAB:TPPS de ~3:1, 2,5:1, 2:1, 1,3:1, 0,6:1, 0,3:1. O volume
foi ajustado ao menisco com &agua ultrapura. Mais detalhes experimentais estéo
apresentados na Tabela 2, no Anexo I.

Para o experimento de adicdo de AUNP em TPPS, uma solucdo mae de TPPS
de concentracdo 8,47x10“ mol L foi preparada pela dissolucéo de 1,7 mg de TPPS
em 2 mL de agua ultrapura. A seguir, foi realizada uma diluicdo de 111x com o objetivo

de fixar a absorbancia da banda Soret em A = 1,5, onde a concentracéo final desta
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solucédo de trabalho de TPPS foi de 7,63x10° mol Lt. O volume de 1,5 mL foi
adicionado em cubeta de quartzo, correspondendo a quantidade de 11,4x10-° mol de
TPPS na cubeta. A dispersdo de AuNP, pré-diluida 2x (concentracdo de CTAB =
4,33x10° mol L1) foi adicionada a cubeta nos volumes de 50, 100, 150, 200 e 250 pL,
correspondendo a adi¢do sequencial de 0,216x10 mol de CTAB, o que resultou nas
razbes de CTAB:TPPS de ~ 20:1, 40:1; 60:1, 80:1 e 100:1. Um experimento controle
foi realizado adicionando os mesmos volumes de agua ultrapura a solucdo de TPPS
e seus espectros registrados. Mais detalhes experimentais estdo apresentados na

Tabela 3, no Anexo |.

4.2.3. Determinacéo do potencial oxidante de AuNP decoradas com TPPS

A avaliacdo da capacidade oxidante de AuNP decoradas com TPPS foi
realizada por uma medida indireta utilizando um ensaio adaptado de capacidade
antioxidante do acido ascérbico pelo método DPPH. O DPPH quando dissolvido em
etanol € um radical livre estavel (DPPH+), de cor purpura, com absor¢cdao no
comprimento de onda de 515 a 520 nm. O acido ascérbico, um antioxidante classico,
pode doar um atomo de hidrogénio ou transferir um elétron para a molécula de DPPHe,
originando a forma reduzida DPPH-H com a perda da cor parpura, que pode ser
monitorada espectrofotometricamente no comprimento de onda de 517 nm. Desta
forma, o potencial oxidante de AUNP decoradas com TPPS foi avaliado pela inibicédo
da atividade antioxidante do &cido ascorbico frente ao ensaio de DPPH.

Uma solucao de trabalho de DPPH em etanol foi preparada na concentragao
0,20 mmol L%, de forma a obter-se durante os ensaios uma absorbancia inicial da sua
banda principal de A = 1,0. Inicialmente, foi realizado um ensaio para avaliacdo da
atividade antioxidante de uma solucdo de &cido ascoérbico (AA) em etanol, de
concentracédo 0,50 mmol L-t. Em microtubos, foram adicionados 1,0 mL da solucéo de
DPPH (concentracdo no microtubo de 100 umol L) e 1,0 mL de solugbes de
concentragdo crescente de AA (concentracdo no microtubo de 0 a 150 pmol L1); Ap6s
12 min, foram adquiridos espectros das amostras no Espectrofotobmetro UV-Vis,
modelo UV-1800, da marca Shimadzu. O mesmo experimento foi realizado com uma
solucéo de AA previamente incubada por 1 h com AuNP decoradas com TPPS, na

proporcao de 1 CTAB : 2 TPPS : 1 AA. Um experimento controle foi realizado com as
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mesmas quantidades de AUNP decoradas com TPPS, porém sem a presenca de AA,
com o objetivo de descartar sua interferéncia na medida espectrofotométrica.
A % de inibicdo do radical DPPH- foi calculada a partir das absorbancias (A) no

comprimento de onda de 517 nm, seguindo a equacéo abaixo:

inibi(}éo DPPH « (%) = [(ADPPH+solvente - ADPPH+amostra)/ADPPH+solvente] x 100

4.2.4. Impressao 3D e caracterizacdo de filmes biopoliméricos contendo AuNP
decoradas com TPPS

Uma tinta base de biopolimero na forma de hidrogel foi desenvolvida com
capacidade de processamento por impressdo 3D pela técnica de extrusao de
semissolidos. Inicialmente, 0,300 g de quitosana de baixo peso molecular foi
solubilizada em 10 mL de AuNP, com a adicdo de 1,0 mL de acido acético glacial.
Apébs, com o auxilio de um gral e pistilo, 0,300 g de goma guar foram incorporados em
1,0 mL de glicerol. A quitosana solubilizada foi incorporada a composi¢cao presente no
gral e, ap6s a homogeneizacao, o hidrogel (HG-AuNP) formado foi armazenado em
uma seringa com capacidade de 10 mL para posterior impressdo. A mesma versao
da formulacdo foi preparada com a presenca de TPPS na composicdo (HG-
AUNP@TPPS) em uma versao reduzida, sendo que 0,00156 g da mesma foram
adicionadas no volume de AuNP de 6 mL, tais medidas foram utilizadas devido a falta
de maiores quantidades de TPPS disponiveis.

A impressdao para obtencéo de filmes customizados foi realizada na impressora
3D do grupo de pesquisa NanoBio Interfaces UFCSPA, pela técnica de extrusao de
semissolidos. Os tamanhos e parametros de impressao dos filmes foram ajustados
pelos softwares PrusaSlicer e Pronterface, sendo: diametro da ponteira (0,41 mm, 21
G), velocidade de impressdo de 6 mm s, preenchimento da forma de 50%,
dimensodes de 15 mm x 15 mm e 1,5 mm de altura. Todos os filmes tiveram suas
massas medidas logo apds a impressao e apds secagem a temperatura ambiente,
para avaliar a perda de massa de agua em decorréncia da secagem. A presenca de
AuUNP nos filmes impressos foi avaliada através da analise de espectroscopia na
regido do UV-Vis para amostras solidas em um Espectrofotdmetro CARY 5000 (faixa

espectral de 300 a 800 nm), em colaboragcdo com o Prof. Marcelo Barbalho Pereira
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(Instituto de Fisica, Universidade Federal do Rio Grande do Sul). Para aquisicédo dos
espectros foi empregada a configuragéo de transmisséo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.Caracterizacdo das AuNP

Embora a obtencdo de uma nanoparticula seja definida pela sintese de
particulas com dimens@es entre 1 e 100 nm, para hanoparticulas metéalicas entende-
se que o tamanho critico para que novas propriedades sejam observadas, distintas do
bulk e caracteristicas da nanoescala, é abaixo de 30 nm. (31, 32)Nesse sentido, 0s
parametros da sintese, e em especial a escolha do agente estabilizante, estédo
diretamente ligados com os fatores de tamanho, formato e estabilidade da
nanoparticula. Neste trabalho, o CTAB foi utilizado como agente estabilizante e a
Figura 6 a seguir apresenta o espectro na regidao do UV-Vis da dispersdo aquosa de

AuUNP obtida na concentracéo otimizada.
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Figura 6: Espectro na regido do UV-Vis da dispersdo aquosa de AuNP.

Conforme observado, o espectro apresentou uma banda centrada no
comprimento de onda de ca. 525 nm, que esta relacionada ao efeito de ressonancia
plasménica de AuUNP com formato esférico e tamanho menor que 30 nm. As imagens
de microscopia eletronica de transmissao, apresentadas na Figura 7 possibilitam a
observacdo de nanoparticulas esféricas com tamanho médio de 2,4 nm + 1,0 nm (n

= 43), dispersas em uma matriz de CTAB, confirmando o sucesso da sintese.
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Figura 7: Micrografias obtidas por microscopia eletrénica de transmissdo de AuNP (tensdo de
aceleracdo de 120 kV e magnificacdes de (A) 100kx e (B) 200 kx ). As barras correspondem aos
tamanhos de (A) 50 nm e (B) 20 nm.

5.2.Estudo das interagc6es de AuNP decoradas com TPPS

Com o intuito de analisar as interacdes das AuNP quando decoradas com a
porfirina TPPS, foram realizados estudos variando concentragbes de ambos os
componentes e utilizando das técnicas de espectroscopia na regido do UV-Vis e
medidas de mobilidade eletroforética para obtencéo do potencial zeta. Nos ensaios de
espectroscopia, inicialmente, foram analisados o0s impactos causados nas
propriedades espectroscopicas da TPPS quando exposta a diferentes concentracdes
de AuNP (Figura 8). As transicfes eletrbnicas da TPPS ocorrem em duas regidoes
principais: nos comprimentos de onda de 500 a 650 nm localizam-se as bandas Q
enquanto de 400 nm a 450 nm localiza-se a banda Soret (33), e mudancas de
intensidade ou posicdo da banda podem indicar alteragbes estruturais da

molécula.(34)
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Figura 8: a) Espectros na regido do UV-Vis de TPPS com adi¢fes subsequentes de AuNP estabilizadas
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por CTAB, b) recorte do espectro na regido das bandas Q.

Observa-se que na auséncia de AuNP, a TPPS em solucdo aquosa (7,63x10
mol LY) apresenta a banda Soret centrada no comprimento de onda de 406 nm. Com
a primeira adicdo de AuNP (V = 50 pL) houve uma mudanca no perfil da banda,
deslocando-se para 397 nm com um ombro em 410 nm. Com as subsequentes
adicoes de AUNP, o ombro apresentado em 410 nm tem um aumento na intensidade
até o ponto de adicdo de V = 150 pyL de AuNP, onde evidencia-se um ponto
isosbéstico, em que as bandas presentes em 397 nm e 410 nm apresentam
intensidades equivalentes. Com adicdo de volumes de AuNP, a banda apresentada
em 410 nm se torna majoritaria e a banda visualizada em 397 nm diminui de
intensidade até tornar-se um ombro, indicando a retomada do comportamento
observado antes da insercao de qualquer volume de AuNP.

Gongalves et al. observaram um comportamento similar de desdobramento da
banda Soret com a adicdo de albumina e atribuiram tal mudanca no comportamento
da banda como relacionada inicialmente a uma agregacado das préprias espécies de
TPPS. Com o0 aumento da concentracdo de albumina, houve uma conversao dos
agregados de TPPS para uma forma da TPPS associada a albumina, retornando ao
perfil inicial da banda e comprovando a interacdo entre as espécies.(35)Nesse
contexto, pode-se inferir que ha uma interacéo entre AUNP estabilizadas por CTAB e
a TPPS, visto que um aumento na concentracdo de AuNP ocasionou mudancas
significativas no espectro eletrénico caracteristico da porfirina estudada e analogas a
dados ja reportados. Porém, ndo € possivel determinar se estas mudancas foram
ocasionadas por uma interacdo entre CTAB/TPPS ou Au/TPPS, sendo necessario
medidas de fluorescéncia para maiores esclarecimentos. Estudos demonstram que a
presenca de polimeros moleculares pode estimular uma agrega¢édo das porfirinas,
com a formacgdo de dimeros a partir dos monémeros de TPPS. Como apenas as
formas monoméricas apresentam caracteristica de fluorescéncia, seria possivel
distinguir se o produto da interacdo de AuNP com a TPPS leva prioritariamente a
formacdo de AUNP@TPPS ou dimeros de TPPS induzidos pela presenca do CTAB.
(36)

A interacdo da TPPS com a superficie do ouro também é reportada na
literatura, visto que porfirinas apresentam grupos -NH no centro do anel porfirinico que
podem ligar-se fortemente a AuNP pelo par de elétrons livres do nitrogénio com a

superficie do ouro. Também sugere-se que mondmeros da porfirina se adsorvem na
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superficie de AuNP por interagcbes de coordenacdo do ouro com 0s atomos de
nitrogénio pirrélicos e subsequente formagéao de cadeias lineares pela interagao -1
entre os mondémeros da porfirina. (37)

Por outro lado, ndo descarta-se a interacdo eletrostatica da TPPS com o CTAB.
As formas protonadas e desprotonadas das TPPS apresentam diferentes
comportamentos das bandas Soret e Q dependendo da protonagédo dos nitrogénios
pirrélicos do centro do anel porfirinico. A forma protonada (todos os nitrogénios do
ciclo protonados) apresenta banda caracteristica em 434 nm e duas bandas na regiédo
Q, enquanto a forma desprotonada (dois nitrogénios protonados e dois
desprotonados) possui banda Soret em 410 nm e quatro bandas Q no espectro. Isso
indica que a TPPS guando em interacdo com as AuNP se encontra na sua forma
desprotonada, dada a posicdo da banda Soret e as quatro bandas na regido Q
observadas neste trabalho. A estabilizacdo do estado desprotonado pode ser
explicada em consequéncia de uma distribuicdo de carga no anel frente a interacéo
eletrostatica que ocorre do CTAB (catibnico) com a TPPS (anibnica), como ja
demonstrado na literatura. (38)

Medidas de mobilidade eletroforética foram realizadas para estudar o potencial
zeta e acompanhar a mudanca da carga superficial da AUNP com adi¢des sequenciais
de TPPS. Os dados obtidos estdo apresentados na Figura 9.
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Figura 9: Medidas de potencial zeta de AuNP estabilizadas por CTAB com adi¢c6es subsequentes de
TPPS.

A superficie das AuUNP é positivamente carregada em consequéncia do agente

estabilizante CTAB, enquanto a TPPS é negativamente carregada, possibilitando que
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ocorra uma interacdo eletrostatica entre a AUNP e a TPPS. As AuNP demonstraram
um potencial zeta positivo em ordem superior a + 30 mV, o que sugere uma boa
estabilidade coloidal do sistema. Com a adicdo de TPPS, € possivel observar o inicio
da inversdo de valores de potencial zeta, indicando uma interacdo entre as AuNP
estabilizadas por CTAB e a TPPS. Observa-se que no ponto de adicao de TPPS de V
= 50 yL ha duas populagdes com cargas distintas, indicando uma transicdo de
espécies na superficie da nanoparticula. Neste ponto, ha aproximadamente 1 CTAB :
1 TPPS (CTAB/TPPS = 1,26). Na adicdo seguinte de TPPS houve significativa
reducdo do valor positivo de potencial zeta (¢ = +10 mV). Com o aumento das
concentragbes de TPPS, houve a total conversdo da carga superficial para um
potencial zeta negativo ({ = - 36 mV em V = 300 pL, quando ~5 TPPS : 1 CTAB) , em
uma unica populacéo, sugerindo a interacdo eletrostatica entre a nanoparticula e a
TPPS.

5.3.Avaliacao do potencial oxidante de AuNP decoradas com TPPS

As analises de avaliacdo do potencial pro-oxidante das AuUNP decoradas com
TPPS se deram por uma medida indireta, pela inibicdo da acéo antioxidante do acido
ascorbico frente ao radical DPPH. As medidas diretas baseiam-se na capacidade do
acido ascérbico de doar um atomo de hidrogénio ou transferir um elétron para o radical
de DPPHs-, caracterizando sua ac¢éo antioxidante. Este efeito é observado pela perda
da cor purpura do DPPH- e consequente diminuicdo da absorbancia no comprimento
de onda de 517 nm. Na Figura 10 esta apresentada a curva de inibicdo do radical
DPPH« em fungao da concentragao de acido ascorbico, onde observa-se que 100%
do DPPH?- foi convertido em DPPH-H na concentracédo de 50 umol L.

100- = g
<
< 754
[ ]
a
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& s50-
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g
£ 25- % AA AUNP@TPPS
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Figura 10: Medidas de atividade antioxidante frente ao DPPH.

Porém, ao expor a mesma solucdo de &acido ascorbico a presenca de
AUNP@TPPS na proporgédo de 1 CTAB : 2 TPPS : 1 AA e repetir as medidas da
capacidade antioxidante do &cido ascorbico frente ao DPPHe«, percebe-se que o &cido
ascorbico nao reagiu com o DPPH+« em nenhuma concentracéo avaliada, o que sugere
gue o acido ascoérbico pode ter sido previamente oxidado por influéncia das
AUNP@TPPS. Assim, quando em contato com o radical de DPPHe, o acido ascorbico
ndo teve mais sua acao antioxidante por ndo mais dispor de atomos de hidrogénio
disponiveis ou elétrons livres para doacdo. Também foi realizado um ensaio controle
(branco), sem o acido ascorbico, somente utilizando as AuNP decoradas com TPPS
frente ao DPPH, para comprovar que as bandas visualizadas no espectro eram
caracteristicas do DPPH, sem interferéncia das AUNP ou TPPS, onde observou-se
que o radical DPPH+ nao reage com as AUNP@TPPS. Tal efeito sugere, de maneira
indireta, um potencial pré-oxidante das AuNP decoradas com TPPS. Porém, é
necessario ampliar os estudos avaliando diferentes concentragfes de acido ascorbico
e também comparativos com e sem TPPS. Adicionalmente, medidas diretas de

producdo de ERO devem contribuir na elucidacao do comportamento das espécies.

5.4.Filmes 3D-impressos de hidrogéis contendo AuNP decoradas com TPPS

A impressao 3D dos filmes foi realizada com o intuito de confeccionar uma
forma de aplicacdo cutanea, visto que as AUNP decoradas com TPPS se encontram
em forma de disperséo liquida. A técnica de extrusdo de semissolidos, utilizada para
impressao dos filmes, possibilita a impressao de um hidrogel contendo a dispersao de
AuUNP@TPPS na matriz polimérica e tem como resultado um filme 3D-impresso
customizado, maleavel e resistente para futuras aplicacdes cutaneas.

Os filmes impressos (Figura 12) tiveram uma massa média de 0,193 g + 0,051
(n = 3) apo6s secos, com dimensdes de 15 mm x 15 mm e altura de 1,5 mm. Para
analise da presenca das AUNP e AUNP@TPPS na matriz polimérica, os espectros na
regido do UV-Vis para amostras solidas estdo apresentados na Figura 11. E possivel
observar que a banda de ressonéancia plasmoénica das AuNP esta presente na mesma
regido do espectro obtido para a dispersdo aguosa mesmo ap0s um processo de
adicdo a um sistema mais complexo e semissolido , demonstrando que a incorporacéo

na rede polimérica foi bem sucedida e sem coalescéncia aparente, sendo possivel
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também observar as bandas Soret e Q da porfirina.
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Figura 11: Espectro na regido do UV-Vis para amostras solidas e liquidas.

Figura 12: Fotografia dos filmes apds impresséo, sendo A contendo AUNP@TPPS e B contendo AuNP.



28

6. CONCLUSOES

A sintese de uma dispersédo de nanoparticulas de ouro com a utilizacdo de
CTAB como agente estabilizante ocorreu de forma bem sucedida como comprovado
pelos ensaios de espectro na regido do UV-Vis, com banda centrada no comprimento
de onda de ca. 525 nm, e pelas imagens de microscopia eletronica de transmissao,
gue possibilitaram a comprovacao da sintese de nanoparticulas esféricas de 2,4 nm
+ 1,0 nm (n = 43).

Com as analises de interacdes de AuNP quando decoradas com TPPS foi
possivel observar as mudancas espectroscopicas das bandas Soret e Q
caracteristicas da porfirina TPPS quando em combina¢do com as AuNP, e com base
em dados da literatura concluiu-se que a TPPS encontrava-se em sua forma
desprotonada (dois nitrogénios protonados e dois desprotonados) quando combinada
a AuNP. Porém, necessita-se de analises de fluorescéncia para um maior
esclarecimento se as interagdes sao do tipo Au/TPPS ou CTAB/TPPS. A capacidade
oxidante da formulacdo de AUNP@TPPS foi estudada por medida indireta utilizando
um ensaio adaptado de capacidade antioxidante do acido ascorbico pelo método
DPPH e possibilitou identificar um efeito de inibicdo da atividade antioxidante do acido
ascorbico pela pré-incubacdo com AUNP@TPPS, sugerindo uma oxidagéo prévia do
acido ascorbico promovida pela AUNP@TPPS.

Por fim, ocorreu a formulacdo de uma tinta dos biopolimeros quitosana e goma
guar contendo AUNP@TPPS, realizando a posterior impressdo 3D por técnica de
extrusdo de semissolidos dos filmes. O trabalho conclui-se com a obtengdo bem
sucedida de AuNP decoradas com a porfirina meso-tetra(4-sulfonato-fenil)porfirina-
tetraamino, com estudos da interacdo e da atividade pré-oxidante das espécies
combinadas, bem como da possibilidade de obtencédo de filmes 3D-impressos, com

potencial para estudos futuros no tratamento de cancer de pele do tipo melanoma.
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PERSPECTIVAS

Este trabalho de conclusao de curso abriu perspectivas de estudos como:

Para maiores esclarecimentos do comportamento da porfirina TPPS frente as
AuNP seria importante realizar ensaios de fluorescéncia, para distinguir os
comportamentos atrelados a interagdo CTAB/TPPS e Au/TPPS e elucidar o
comportamento espectroscépico observado;

Ha a necessidade de ampliar a gama de concentracdes de TPPS em dilui¢do
com as AuNP, para analisar mais pontos nas medidas de potencial zeta e
observar as relagdes de trocas de carga de superficie da nanoparticula que
ocorrem.

A metodologia desenvolvida para as medidas de atividade oxidante utilizando
um ensaio indireto de DPPHe frente ao acido ascérbico necessita de
aprimoramentos e maior gama de ensaios para validacdo do método, como
medidas com acido ascorbico e TPPS sem a presenca de AuNP para avaliar
diferencas, diferentes concentracdes de acido ascérbico frente a AUNP@TPPS
e tambem estudar qual o efeito que a presenca/auséncia de luz poderia
acarretar. Além de necessitar de medidas diretas de producdo de espécies
reativas de oxigénio, até com o intuito de comparac¢ao de métodos.

Apés a impressdo, um estudo importante seria a avaliacdo da liberacdo das
nanoparticulas decoradas com porfirina em diferentes meios para avaliacdo de

como ocorreria a difusdo/liberacdo de ERO através da matriz polimérica.
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Tabela 1: Otimizacdo da composicdo para sintese de nanoparticulas de ouro (* [NaBHs] = 1x102 mol L1).

35

Amostra [Au] Vau NAu McTAB NcTaB Vsolvente  VNaBH4™ NNaBH4 Viotal Coloragdo Estabilidade
(mol L) (mL) (umol) 9) (umol) (mL) (mL) (mol) (mL)
1 5,6x10* 5 2,8 0,0473 130 5 1 10 11 vermelho alaranjado instavel
2 5,6x104 5 2,8 0,0473 130 5 3 30 13 laranja instavel
3 5,6x104 5 2,8 0,0473 130 5 5 50 15 vermelho rubi estavel
4 2,0x10? 1 20 0,0946 260 10 5 50 16 castanho instavel
5 2,0x10%? 1 20 0,0946 260 5 3 30 9 castanho instavel
6 2,0x102 1 20 0,0364 100 5 3 30 9 castanho alaranjado instavel
7 2,0x10? 2,5 50 0,450 123 20 10 100 32,5 vermelho rosado instavel
8 5,6x104 1 0,56 0,0364 100 50 5 50 56 alaranjado instavel
9 2,0x10? 1 20 0,0623 170 50 5 50 56 alaranjado instavel
10 2,0x10? 5 100 0,0364 100 50 5 50 60 castanho instavel
11 5,6x104 5 2,8 0,0501 137 5 5 50 15 castanho escuro instavel
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Tabela 2: Andlise do potencial zeta de AUNP/CTAB ([CTAB] = 8,65x10° mol L!) com
diferentes volumes de TPPS ([TPPS] = 6,88x10° mol L?).

Amostra Nteps / NcTas Vaune (ML) Veps (UL) Viinal (ML) Potencial zeta (mV)
A 0,32 50 20 5,0 +34,66
B 0,40 50 25 5,0 +35,86
C 0,52 50 33 5,0 +33,05
D 0,80 50 50 5,0 +33,20
E 1,59 50 100 5,0 +26,97
F 3,18 50 200 5,0 +10,30
G 4,77 50 300 5,0 -35,84
H 6,36 50 400 5,0 -36,16

Tabela 3: Titulacdo espectroscopica de TPPS ([TPPS] = 7,63 umol L) com variacéo

de volumes de AuNP.

Vaune (UL) Nteps (NMoOI) Ncras (NMol) Ntpps/ NcTaAB Ncras / Ntpps
50 11,4 216 0,053 ~ 20
100 11,4 432 0,026 ~40
150 11,4 648 0,018 ~ 60
200 11,4 864 0,013 ~ 80
250 11,4 1080 0,010 ~ 100
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Figura Al: Espectros obtidos na regido de absorcao do radical DPPH para o ensaio com concentracdes
crescentes de acido ascoérbico (0 a 60 pmol L1).
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Figura A2: Espectros obtidos na regido de absorcéo do radical DPPH para o ensaio com concentracdes
crescentes de acido ascarbico (0 a 70 pumol L) previamente incubado com AuNP@TPPS por 60 min.
Uma curva contendo acido ascoérbico e AUNP@TPPS em concentracdes equivalentes ao ponto 1 e

ponto 6 na auséncia de DPPH esta apresentada como controle.



