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RESUMO

Tem sido crescente busca por novos materiais compositos formados pela combinagéo
de particulas metélicas e polimeros condutores, por conta das possiveis aplicacfes que venham
explorar as propriedades mecénicas, condutoras e fisico-quimicas diferenciadas desses
materiais. Nesse contexto, destaca-se a utilizacdo de tais compdsitos para o sensoriamento de
biomoléculas e antigenos, o desenvolvimento de dispositivos eletronicos, a producdo de
plataformas de diagnostico molecular, como marcadores fluorescentes, ou no uso como agente
terapéutico alternativo para doengas. Ao mesmo tempo, materiais constituidos de polimeros
condutores, e em especial de polipirrol, ttm demonstrado alto potencial no combate a células
tumorais in vitro. O presente trabalho consistiu na preparacdo de um compésito de Ag/Polipirrol
e na avaliacdo de sua atividade antitumoral contra células de cancer cervical humano (HeLa).
Para isso, a sintese do compoésito foi feita segundo um planejamento fatorial 22 implementado
para a otimizagéo de suas propriedades fluorescentes, de seu potencial zeta e do tamanho das
particulas formadas. O composito foi caracterizado por UV-Vis, FTIR e MET, antes de sua
utilizacdo em ensaios in vitro de biocompatibilidade e atividade antitumoral. Para os aspectos
de biocompatibilidade, foram utilizados ensaios de citotoxicidade em trés linhagens de células
de mamiferos (macrofagos, células VERO e fibroblastos) e testes de suas propriedades
hemoliticas em amostras de sangue humano. Para as concentracfes testadas, foi possivel
verificar que enquanto a adicdo do compdsito de Ag/Polipirrol ndo levava a uma reducéo
significativa na viabilidade das células de mamiferos, perfis distintos de sua interacdo com as
hemaécias dos diferentes fendtipos eram observados. Ao mesmo tempo, no estudo da atividade
antitumoral com células HeLa foi confirmada uma reducdo significativa dos grupos tratados,
com a concentracdo citotoxica que reduz a viabilidade em 50% da cultura (CCsp) sendo
estimada em 210,6 pg/mL. Através de imagens de MEV, foi possivel observar que as alteragdes
nas ultraestruturas das células HeLa é dependente da concentracéo utilizada do Ag/Polipirrol.
O fato que o compdsito Ag/Polipirrol apresenta atividade antitumoral sem que se faca
necessaria a utilizacdo simultanea de uma radiacdo eletromagnética externa sugere que esse
material aparece como um candidato promissor para uso como um agente terapéutico

alternativo.

Palavras-chave: Polimero condutor. Nanoparticula de prata. Cancer cervical humano



ABSTRACT

It has been a growing search for new composite materials formed by the combination
of metallic particles and conducting polymers, due to the possible applications that will exploit
the differentiated mechanical, conductive and physicochemical properties of these materials. In
this context, the use of such composites for the sensing of biomolecules and antigens, the
development of electronic devices, the production of molecular diagnostic platforms, as
fluorescent markers, or in the use as an alternative therapeutic agent for diseases is highlighted.
At the same time, materials consisting of conductive polymers, and especially polypyrrole, have
demonstrated high potential in the fight against tumor cells in vitro. The present work consisted
of the preparation of an Ag/Polypyrrole composite and the evaluation of its antitumor activity
against human cervical cancer cells (HeLa). For this, the synthesis of the composite was made
according to a factorial planning 2® implemented for the optimization of its fluorescent
properties, its zeta potential and the size of the formed particles. The composite was
characterized by UV-Vis, FTIR and TEM, prior to its use in in vitro biocompatibility and
antitumor activity assays. For biocompatibility aspects, cytotoxicity assays were performed on
three mammalian cell lines (macrophages, VERO cells and fibroblasts) and tests for their
hemolytic properties on human blood samples. For the concentrations tested, it was possible to
verify that while the addition of the Ag/Polypyrrole composite did not lead to a significant
reduction in the viability of the mammalian cells, different profiles of its interaction with the
erythrocytes of the different phenotypes were observed. At the same time, in the study of the
antitumor activity with HeLa cells a significant reduction of the treated groups was confirmed,
with the cytotoxic concentration reducing the viability in 50% of the culture (CCso) being
estimated in 210.6 pg/mL. Through SEM images, it was possible to observe that the changes in
the ultrastructures of HelLa cells is dependent on the Ag/Polypyrrole concentration used. The
fact that Ag/Polypyrrole composite exhibits antitumor activity without requiring the
simultaneous use of an external electromagnetic radiation source suggests that this material

appears as a promising candidate for use as an alternative therapeutic agent.

Keywords: Conductive polymer. Silver nanoparticle. Human cervical cancer
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1 INTRODUCAO

Polimeros condutores (PCs) exibem a combinacgdo de propriedades tipicas dos metais
—como a capacidade de conduzir eletricidade e excelentes propriedades elétricas e dticas — com
a facilidade de sintese e flexibilidade de processamento dos polimeros convencionais
(isolantes). Sendo sistemas conjugados, onde ocorre a alternancia de ligacGes covalentes
simples e duplas ao longo da cadeia principal, esses polimeros ndo-convencionais apresentam
propriedades fisico-quimicas peculiares, que séo bastante exploradas em aplica¢des biomédicas
(Balint et al., 2014).

De fato, essa classe de polimeros apresenta propriedades vantajosas para a integracao
em sistemas biol6gicos, tais como i) a conducgdo de carga eletronica e idnica, que € Util para a
interacdo bioldgica, ii) a formacdo de interfaces com solugdes eletroliticas, que resulta da
facilidade de sua modificacdo estrutural, iii) a possibilidade de ter sua superficie funcionalizada
através da deposicdo de substratos ou moléculas (por métodos quimicos e eletroquimicos), e iv)
apresentar uma estrutura polimérica condutora que tem propriedades mecénicas quase
semelhantes as da maior parte dos tecidos biolégicos, ou seja, exibir uma baixa
incompatibilidade mecénica (Joy et al., 2017).

Nesse contexto, destaca-se o polipirrol (PPi), um dos polimeros condutores mais
conhecidos, que é utilizado em indmeras aplicacdes, incluindo o desenvolvimento de
ferramentas cirurgicas (Lee et al., 2006), sistemas para administracdo de medicamentos (Ferraz
etal., 2012), sensoriamento de biomoléculas e patdgenos (Aoki et al., 1996), e até mesmo como
agentes terapéuticos (Liao et al., 2006; Xu et al., 2014). A diversidade de aplicacdes dos PCs
esta relacionada com sua alta condutividade, boa estabilidade ambiental e compatibilidade para
com organismos Vivos (células, tecidos e 6rgaos) (Zha et al., 2013).

E de interesse combinar o PPi com outros tipos de materiais, de modo a otimizar as
propriedades resultantes e também levar a uma ampliacdo de sua aplicabilidade. Nessas
circunstancias, a utilizacdo de nanoparticulas metalicas é vantajosa em virtude da possibilidade
de que elas possam vir a atuar diretamente na sintese quimica polimérica, guiar a formacéo de
nanoestrutura poliméricas condutoras e permitir a otimizacdo das propriedades térmicas e
elétricas do composito (Ghosh Chaudhuri e Paria, 2012; Suryawanshi et al., 2014; Oliveira e
Camilo, 2019).

O uso de nanoparticulas de prata para a sintese de PPi ja é muito bem estabelecido na
literatura, pois o cation de prata oxida o mondémero (Pirrol), do que resulta a formacéo do PPi

a0 mesmo tempo em que se origina a prata metalica (AgP), que fica imersa na matriz polimérica
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produzida (Stejskal, 2013), resultando assim na formagdo do compositos de Ag/Polipirrol.
Esses compositos podem ser empregados para a redugdo do crescimento microbiano dos mais
diferentes tipos de bactérias (Babu et al., 2012; Marakova et al., 2017), na catalise de grupos
aminas usando alcoois em diversas condi¢cdes (Mandi et al., 2016) e na estabilizacdo de
emuls@es de 6leo em &gua (Fujii et al., 2007).

Ao mesmo tempo, a investigacdo de compositos constituidos de PCs e nanoparticulas
metalicas voltados ao tratamento e imageamento de células cancerigenas in vitro tem se tornado
promissora, tendo como base os resultados de estudos que comprovaram a eficacia de polipirrol
(Zhaet al., 2013) como plataforma terapéutica, e 0 uso de nanoparticulas de prata fluorescentes
para a identificagdo de tumores (De Matteis et al., 2018). Sabe-se também que compdsitos
formados de polipirrol/6xido de ferro/nanoparticula de ouro exibem propriedades bifuncionais,
ou seja podem ser usados tanto em terapia e quanto na obtencdo de imagens (Han, L. et al.,
2017). Por sua vez, a biocompatibilidade dos compdsitos a base de PPi aumenta ainda mais a
possibilidade de seu uso no combate de células malignas, ao oferecer uma maior seletividade
in vitro e in vivo na agdo anti-tumoral (Wang et al., 2004). Os farmacos atualmente disponiveis
costumam causar muitos efeitos colaterais sistémicos, por ndo apresentarem seletividade
suficiente para com os sistemas bioldgicos, o0 que acaba fazendo com que atinjam células
saudaveis, resultando em um alto indice de reacbes medicamentosas adversas (Mahmoudi et
al., 2011).

Diante disso, a sintese e caracterizacdo de materiais compositos formados por PCs e
nanoparticulas metalicas € uma etapa preliminar essencial para possiveis aplicacdes desses
materiais em modelos experimentais in vitro no uso contra células neoplasicas malignas
humanas. A identificacdo de um agente ativo que alie um alto potencial antitumoral a uma baixa
toxicidade representa um campo de trabalho ainda em aberto. O presente estudo trata da
otimizacdo de propriedades de um compdsito de nanoparticulas de prata e polipirrol
(Ag/Polipirrol) e da avaliacéo de seu efeito sobre células de cancer cervical humano (HelLa) e

celulas de mamiferos ndo-neoplésicas.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Preparar e caracterizar um composito de nanoparticulas de prata e polipirrol, e avaliar

seu potencial citotoxico e antitumoral in vitro
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1.1.2 Objetivos Especificos

e Otimizar as propriedades de um compdsito de Ag/Polipirrol a partir da variacdo
controlada das condigdes de preparacao;

e Caracterizar o compésito hibrido mais promissor obtido a partir do planejamento
experimental;

e Determinar o percentual hemolitico desse compdsito sobre hemacias humanas do tipo
A, B, Oe AB;

e Avaliar a citotoxicidade desse composito sobre células Vero, macréfagos J774 e
fibroblastos F1072;

e Investigar o efeito do composito sobre células de cancer cervical humano.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

Nesta secdo serdo abordados topicos importantes para elaboracdo deste trabalho,
através de uma breve revisdo dos principais conceitos relativos a polimeros condutores,

planejamento experimental, biocompatibilidade e aspectos gerais sobre o cancer.

2.1 POLIMEROS CONDUTORES

Por muito tempo os compostos organicos — formados basicamente por dtomos de
carbono e hidrogénio, eventualmente combinados com heterodtomos (oxigénio, enxofre e
nitrogénio) — foram considerados exemplos tipicos de materiais isolantes (Padilla, 2011). Nessa
classe estdo inseridos os polimeros, que sdo formados por moléculas organicas pequenas
(mondmeros) unidas por uma reacdo de polimerizacao, e que podem ser de origem natural ou
sintética. Os polimeros sintéticos ganharam bastante atencéo devido a sua ampla utilizagdo pela
industria, principalmente a elétrica, na forma de materiais isolantes (Faez et al., 2000).

Em meados dos anos 60 comecaram a surgir hipdteses de que certos compostos
organicos — como os sais de tetratiofulvaleno (TTF) — poderiam ter caracteristicas
supercondutoras, exibindo temperaturas criticas de transicdo relativamente mais elevadas.
Alguns anos depois esses compostos foram sintetizados, o que abriu caminho para a sintese
numerosos polimeros organicos com propriedades condutoras (Melo, 1987).

Muito embora o primeiro polimero organico condutor tenha sido descrito em 1862,
com a sintese eletroquimica da polianilina (PANI), até o inicio da década de 1970 presumia-se
gue 0s materiais organicos (inclusive os polimeros) teriam comportamento de isolantes ou
semicondutores. Com a preparacdo de poliacetileno através da polimerizacdo do acetileno em
hexano e utilizando catalisadores de aluminio e titanio, foi possivel constatar que moléculas
organicas poderiam apresentar caracteristicas semicondutoras associadas a presenca de ligaces
duplas conjugadas (Natta et al., 1958).

Apenas no final da década de 1970 houve um maior interesse na condutividade de
polimeros orgénicos, devido a descoberta das propriedades semicondutoras do trans-
poliacetileno (trans-PAc), por Hideki Shirakawa, Alan MacDiarmid e Alan Heeger (Chiang et
al., 1977; Shirakawa et al., 1977). A partir disso, intensificou-se o estudo das propriedades
elétricas e condutivas dos materiais poliméricos. Foi possivel aumentar a condutividade do
trans-PAc em até 13 ordens de grandeza ap0s seu tratamento com iodo (Macdiarmid, 2001),
como mostrado na Fig. 1. Essa ampliacdo na capacidade condutiva foi entdo atribuida ao

processo de remoc¢do ou adicdo de elétrons na cadeia polimérica, em um procedimento que
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passou a ser chamado de “dopagem” (Shirakawa e Ikeda, 1974). Esse trabalho é considerado o
marco inicial do desenvolvimento e aplica¢do dos polimeros condutores, por chamar a atencéo
da comunidade cientifica internacional, o que culminou na concessdo do prémio Nobel de
Quimica em 2000 para Alan G. MacDiarmid, Alan J. Heeger e Hideki Shirakawa.

O poliacetileno apresentava uma alta instabilidade quimica ao ser exposto ao ar
(Masuda e Higashimura, 1984; Padilla, 2011), o que impulsionou a busca por polimeros
conjugados que apresentassem comportamento condutor semelhante, mas que fossem mais
estaveis, como a polianilina, o polipirrol, o politiofeno, poli(p-fenileno) e poli(p-fenilieno
vinileno), cujas unidades de repeticdo e condutividades estdo representadas na Tabela 1
(Mattoso, 1996). Esses PCs apresentam propriedades fisico-quimicas distintas e podem ser
obtidos por diferentes métodos de preparacdo, encontrando as mais diversas aplicacdes (Balint

et al., 2014), como mostrado na Fig. 2.

Figura 1 - Aumento da condutividade do trans-poliacetileno com o aumento da dopagem.
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Fonte: (Macdiarmid, 2001).

Os PCs podem ser classificados como moléculas formadas por uma cadeia principal
contendo ligagdes simples e duplas alternadas, ou conjugadas, como mostrado na Tabela 1.
Cada ligac¢ao dupla (C=C) consiste em uma ligagdo “sigma” (o) e uma liga¢do “pi” (m), que €
mais fraca e menos localizada, um vez que os elétrons m sdo mais deslocalizados ao longo da

cadeia conjugada (Medeiros et al., 2012).



20

Tabela 1 - Condutividade e estrutura quimica de diferentes polimeros condutores.

Polimero Estrutura quimica Condutividade (S/m)
o I A S A 3 5
P0|IaCEtI|en0 "‘“n.l:-;'.'-"-:xce}cxc.;;ta?.;{;ac.-;ﬂn,il:f,ﬁ-:}hh 10 —17)(10
I |1| |!| H H H 1
Polipirol AP~ 10% - 7.5x10°
Ho
S

Politiofeno W 10 -10°
Poli(p-fenileno) 4—@% 10? - 10°
l\ ’n
Poli(fenilieno 3 5 x10°
t*(: :>—\ ) ~-5x
vinileno)

Polianilina

| 5 F — ‘,.‘. .
N —1'\},. C'/;"“ N ‘”\:_’_ N _‘::::._ JNT 30 - 200

Fonte: adaptado de (Kumar e Sharma, 1998).

Os PCs podem ser obtidos através de métodos de polimerizacdo quimica ou
eletroquimica, e cada um desses métodos apresentam suas vantagens e desvantagens
especificas, como mostrado na Tabela 2 (Diaz e Bargon, 1986), sendo a polimerizac¢do quimica
a mais utilizada na industria por permitir a obtencdo do material em larga escala. Durante a
polimerizacdo via reacdes de oxidacdo-reducdo, ha o surgimento de defeitos estruturais que
podem se deslocar ao longo da cadeia polimérica; tais defeitos sdo responsaveis por conferir a
condutividade aos PCs, com o transporte de carga sendo associado aos elétrons que sdo

adicionados e removidos aos defeitos provenientes da oxirreducgdo da cadeia (Faez et al., 2000).
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Figura 2 - Algumas das possiveis aplica¢des de polimeros condutores.

Fonte: adaptado de (Jang, 2016).

Tabela 2 — Comparagcéo entre os métodos de polimerizacao quimica e eletroquimica de polimeros

condutores.

Tipo de

. . Vantagens
polimerizagéo g

Desvantagens

e Possibilidade de produgdo em
Polimerizagéo larga escala;
quimica e Diferentes rotas de sintese;
e Mais opgoes de funcionalizagbes
na cadeia polimérica;

Polimerizacéo e Melhores para a producéo de
eletroquimica filmes finos;
e Sintese simples;
e Controle de espessura dos filmes;
e Temperatura ambiente;

Nao é utilizada na
preparacédo de filmes
finos;

Sintese mais complexas;

Dificuldade para
remover filmes finos
que s&o produzidos na
superficie do eletrodo;

Fonte: adaptado de (Diaz e Bargon, 1986).

2.1.1 Conducéao em polimeros condutores

A estrutura eletronica de uma molécula é determinada pelo nimero e pelo tipo de

distribuicdo espacial dos a&tomos nela presentes. Esse nimero € relativamente pequeno, do que
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resultam niveis de energias que podem ser enumerados (Melo, 1987). Quimicamente, isso é
explicado pela teoria do orbital molecular, onde a partir de orbitais degenerados ha a formacao
do orbital ocupado de mais alta energia (HOMO, highest occupied molecular orbital) e do
orbital de mais baixa energia desocupado (LUMO, lowest unoccupied molecular orbital),
separados por uma dada energia (Eg) (Brown, 2009).

J& para um polimero ou sélido, os niveis de energia sdo inimeros e tdo proximos que
quase néo é possivel distingui-los, de modo que eles acabam por se concentrar em regides de
energias permitidas, que recebem o nome de bandas (Padilla, 2011). Essas bandas séo separadas
entre si por regides de energias inacessiveis aos elétrons, chamadas de regides de energia
proibida, mais conhecidas pelo termo inglés “gap”. Quando atomos se unem para formar um
polimero ou sélido, a ligacdo quimica resultante se da pela interacéo dos elétrons mais externos,
também conhecidos como elétrons de valéncia.

Assim, por exemplo, enquanto que para um metal (condutor) esses elétrons sdo
deslocalizados por todo o material, para o diamante (isolante) os elétrons de valéncia do
carbono formam apenas ligacdes localizadas entre cada atomo e seus vizinhos (Melo, 1987;
Faez et al., 2000). Os elétrons sdo alocados a partir dos estados de menor energia (Principio de
Aufbau), e como consequéncia dessa distribuicdo podem surgir bandas (ou seja, faixas de
energia totalmente vazias ou parcialmente preenchidas, originando assim a banda de valéncia
(BV) — banda que contém os elétrons de valéncia ou elétrons de maior estado de energia — e
a banda de conducdo (BC), onde estdo inseridos niveis eletrdnicos vazios de menor energia
(Medeiros et al., 2012). Em termos comparativos entre a teoria dos orbitais moleculares e a
teoria de bandas, o orbital HOMO corresponde aos limites superiores da banda de valéncia,
enquanto que ao orbital LUMO estdo associados os limites inferiores da banda de conducao
(Himmelgen et al., 1998).

O nivel de condutividade de um material ¢ dado pelo nimero de portadores de carga
que estejam livres para se deslocar frente a aplicacdo de um campo externo (Melo, 1987). Para
0s materiais condutores, como 0s metais, ocorre a auséncia do gap, e entdo a excitacdo térmica
dos elétrons da BV para BC se faz facilmente, do que resulta sua boa condutividade. Nos
semicondutores, como o silicio, onde o gap de energia tem valor menor que o encontrado nos
materiais isolantes, a condutividade é mais baixa a temperatura ambiente, mas pode crescer a
medida que se aumenta a temperatura. Nos isolantes, essa separacdo é suficientemente grande,
de tal modo que mesmo em condicdes elevadas de temperaturas todos os elétrons permanecem
emparelhados na banda de valéncia (Faez et al., 2000; Padilla, 2011), como mostrado na Fig.
3.
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Figura 3 - Diagrama das bandas de energia em um sélido.
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Fonte: (Padilla, 2011).

A condutividade de um polimero conjugado ocorre quando ha a criacdo de defeitos
conformacionais ao longo da cadeia principal do polimero. Para os PCs, com sequéncias
planares ou quase planares de ligagdes duplas e simples alternadas ao longo da cadeia, a
condutividade elétrica acontece em consequéncia da mobilidade dos portadores de carga que
sdo introduzidos no sistema 1 conjugado (dos orbitais p;) através do processo de “dopagem”
(Padilla, 2011).

A “dopagem” em PCs ocorre por efeito de processos quimicos, como a oxidagdo
(retirada de elétrons — dopagem do tipo-p) ou pela reducdo (doacédo de elétrons — dopagem do
tipo-n) das cadeias conjugadas. O termo “dopagem” ¢ utilizado devido a analogia com o caso
dos semicondutores inorganicos cristalinos, porém o que diferencia o processo de dopagem nos
polimeros é que impurezas ndo sdo introduzidas diretamente na cadeia polimérica, mas sim nas
vizinhancas, criando assim deformacdes e defeitos de carga localizados que sdo responsaveis
pelo aumento da condutividade em PCs (Maia et al., 2000). Esse defeito — em termos quimicos,
um radical — recebe o0 nome de séliton, em analogia ao nome dado em algumas &reas da fisica
a uma onda que se propaga sem dispersdo de energia (Melo, 1987).

Em termos da estrutura eletronica, a presenca do defeito representa uma quebra de
simetria da cadeia, 0 que da origem a um estado eletrénico localizado na regido entre as bandas
(gap). Como mostrado para o poliacetileno, cujo defeito ocorre exatamente no meio do gap por
estar associado a um elétron desemparelhado, esse nivel fica entdo semipreenchido. A ac¢do do
dopante se faz pela acdo de agentes doadores que irdo transferir o elétron para completar o

nivel localizado, ou de um agente aceitador, quando o elétron desemparelhado é transferido
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para impureza, como demonstrado pela estrutura de bandas com a presenca do séliton para
estrutura do poliacetileno (Fig. 4) (Melo, 1987).

Figura 4 - Estrutura de bandas associadas a presenca de sélitons no poliacetileno. A agdo do dopante pode
alterar o nimero de elétrons no estado localizado. (A) séliton neutro, (B) séliton negativamente carregado

e (C) soliton positivamente carregado.
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Fonte: (Melo, 1987).

Portanto, 0 mecanismo de transporte de carga prevalente nos PCs ndo é o mesmo
observado nos semicondutores usuais, de modo que suas propriedades ndao podem ser
explicadas apenas com base da teoria de banda usual (Padilla, 2011). Frente a isso, e levando
em conta o fato de que diversos polimeros condutores de estruturas mais complexas que o0
poliacetileno (como, por exemplo, o polipirrol, politiofeno e polianilina — que ndo possuem
solitons livres) também atingem condutividades em nivel metalico ao serem dopados — se fez
necessario o desenvolvimento de uma explicacdo Unica e genérica para condutividade em
polimeros orgénicos condutores (Su et al., 1979; Su et al., 1980), como sera discutido na

proxima secao.
2.1.1.1 Mecanismo de conducdo em polimeros condutores

Para explicar o processo de conducdo observado no poliacetileno, foi proposto um
modelo baseado na existéncia de solitons presentes na estrutura da cadeia, que eram criados
durante a polimerizag&o, e que corresponderiam a radicais ndo dopados (Su et al., 1979). Como
mencionado anteriormente, os elétrons podem ser adicionados ou retirados a cadeia, do que
resultara um séliton carregado, mas sem spin (Zoppi e De Paoli, 1993). Logo, o trans-PAc (Fig.

5) apresenta esses defeitos neutros, mas de spin % (como ilustrado na Figura 5 (A), ou seja,
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correspondendo a um nivel semipreenchido com um elétron livie no meio do gap), ou

carregados.

Figura 5 - Formas do séliton no trans-poliacetileno: (A) carregado positivamente, (B) neutro e (C)

carregado negativamente.
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Fonte: (Zoppi e De Paoli, 1993).

(C)

Para polimeros condutores como o polipirrol, que apresentam estados fundamentais
ndo degenerados, a modificacdo mais simples que poderia ser proposta seria admitir que na
estrutura desses PCs haveria a interacdo entre dois sélitons (Melo, 1987). Dessa forma, quando
um elétron é removido do topo da banda de valéncia do PC, cria-se uma vacancia, do que resulta
a formacdo de um cétion radical, no que foi denominado de pdlaron — ou seja, um ion radical
que carrega um elétron desemparelhado de spin % e uma carga positiva sem spin (Bredas e
Street, 1985) — produzindo uma distorcéo da cadeia conjugada (com o anel aromético passando
da forma aromatica para a forma quindide) e o surgimento de estados localizados no gap.
Quando ha a remocdo de um segundo elétron em uma cadeia que ja apresenta um polaron,
ocorre entdo a formacéo de um bip6laron — par de cargas iguais, ou seja um dication com spin
igual a zero, o que estaria associado a uma forte distor¢do da cadeia conjugada (Bredas e Street,
1985; Faez et al., 2000). A formacédo do polaron e do bipdlaron é esquematicamente mostrada

na Fig. 6.
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Figura 6 - Oxidacéo do pirrol e formacao do polaron e bipélarons.
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Fonte:(Zoppi e De Paoli, 1993).

Estudos teoricos para o caso do polipirrol mostraram que a formacéo do bipolaron é
termodinamicamente mais favoravel que a de dois pélarons, devido a um decréscimo de energia
de ionizacéo (Medeiros et al., 2012). Quimicamente falando, o bipdlaron é um dicétion que faz
parte da estrutura polimérica, com suas cargas positivas sendo distribuidas em muitos sitios
carregados ao longo da cadeia (Shirakawa et al., 1977).

Tendo em vista a grande diversidade de polimeros condutores atualmente conhecidos,
o0 foco do presente estudo foi direcionado para a investigacéo e o uso do polipirrol.

2.1.2 Polipirrol

O PPi foi sintetizado eletroquimicamente pela primeira vez em 1916 por A. Angeli e
L. Alessandro, mas apenas em 1968 foi possivel a descricdo das suas propriedades condutoras
(Dall’olio, 1968; Medeiros et al., 2012). As cadeias sdo formadas a partir da monémeros
aromaticos de pirrol (Fig. 7), ligados pelos atomos de carbono (Waltman e Bargon, 1986). Em
meados de 1973 foi publicado o primeiro artigo que relatava a sintese quimica do PPi (Gardini,

1973), mas a partir de 1979 este polimero despertou a atencdo da comunidade cientifica, ao
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serem obtidos amostras de PPi na forma de um filme preto, resultante da eletrélise do pirrol em
solventes organicos (Diaz et al., 1981).

Figura 7 - Estrutura molecular do pirrol.
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O PPi, assim como outros PCs, pode ser obtido atraveés de vias quimicas ou
eletroquimicas. A primeira permite a producdo em grande quantidade, na forma de p6 ou
dispersdes coloidais, e com custo mais baixo. A sintese eletroquimica é mais voltada para a
producdo de filmes a serem usados em dispositivos eletronicos, devido a sua maior
condutividade, sendo porém a producdo em grande escala limitada pela area do eletrodo
(Nalwa, 1997; Ateh et al., 2006a; Soares, 2011). Como mencionado na se¢do 2.1.1.1, o
mecanismo de conducdo do PPi se baseia na criacdo de defeitos conformacionais do tipo
pblarons e bipolarons.

Dentre os diversos PCs, o PPi corresponde a uma boa parcela das investigacoes atuais
para o desenvolvimento a aplicacdes tecnoldgicas, por conta de suas propriedades fisicas,
elétricas e Opticas, e sua alta estabilidade quimica. Exemplos dessas aplicacGes sdo 0 uso em
dispositivos eletrénicos, baterias, sensores de biomoléculas, engenharia de tecidos, agentes
terapéuticos alternativos (Linford, 1990; Nezakati et al., 2018). Atrelada a sua estabilidade, o
PPi tem uma boa biocompatibilidade para com diferentes biomoléculas (Gerard et al., 2002),
tecidos bioldgicos (Ateh et al., 2006b) e células de mamiferos (Vaitkuviene et al., 2013).

Mais recentemente, um interesse especial tem sido dedicado a sintese quimica de
materiais polipirrélicos em sistemas nanoestruturados (Kausaite-Minkstimiene et al., 2015;
Wysocka-Zotopa e Winkler, 2017), objetivando a criacdo de nanomateriais multifuncionais que
possam vir a ser utilizados para os mais diferentes propositos, principalmente em aplicagdes
biomedicas (Vaitkuviene et al., 2013). Nesse contexto, sistemas revestidos com PPi séo
frequentemente utilizados tanto em imunossensores, com a funcionalizacdo da superficie
polimérica para que haja uma reacéo especifica antigeno-anticorpo (Ramanavicius et al., 2010),

e na deteccdo de bactérias atraves de ligagdo redox entre a membrana da bactéria e o polimero
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eletroativo ou polimero condutor (Li et al., 2009; Loffler et al., 2019), quanto em implantes
neurais devido a suas propriedades de conducdo elétrica e caracteristicas biocompativeis, que
permitem o crescimento celular normal na regido do implante (Nezakati et al., 2018).

Buscando melhorar as propriedades condutoras do PPi e ampliar as possibilidades de
sua aplicacdo, tem sido ainda investigada a incorporacao de outros materiais, tais como grafeno,
nanotubos de carbono e nanoparticulas metélicas, a sua matriz polimérica (Nezakati et al.,
2018). Além das modificacGes nas propriedades elétricas e dpticas, como ja mencionado
anteriormente, essas juncfes dos PCs com nanoparticulas metélicas (Au, Ag, e Pt, entre outras)
auxiliam no direcionamento da nucleacdo das nanoparticulas, pois, ao recobri-las, 0os PCs
evitam a agregacao devido a presencga de grupos funcionais especificos (NH2) que se ligam
através de atracdes de van der Waals (Han, J. et al., 2017).

Sera analisado no decorrer da proxima secdo, a utilizacdo de Prata como precursor
metalico para atuar tanto como agente oxidante do pirrol, quanto formando nanoparticulas

metalicas através de reacOes redox.

2.2 COMPOSITO DE NANOPARTICULAS DE PRATA/POLIPIRROL

A preparagdo de materiais compdsitos hibridos acontece pela combinacéo de dois ou
mais materiais com fases distintas, para que se possa alcancar novas propriedades para o
composito obtido. Em especial, 0os metais nobres tém se mostrado mais promissores para esse
tipo de aplicacdo (Stejskal, 2013), principalmente se em escala nanométrica (1 — 100 nm),
quando podem apresentar propriedades fisicas e reatividade bastante distintas, a depender do
tamanho e da forma da nanoestrutura (Melo Jr et al., 2012).

Nanoparticulas metalicas apresentam propriedades éticas bastante diversificadas. Um
exemplo que merece atencao é sua diversidade de cores, que esta relacionada com as oscilaces
dos elétrons de conducgdo em respeito a ressonancia com a luz incidente, no que é denominado
como ressonancia dos plasmons de superficie (Daniel e Astruc, 2004; Carbo-Argibay et al.,
2007). Por sua vez, as nanoparticulas de prata (AgNPs) encontram aplicacfes biotecnologicas,
como na catélise inteligente (para células combustiveis) e no tratamento de residuos e
microrganismos (Berni Neto et al., 2008), face a sua atividade antibactericida, antiflngica e
antiviral (Guggenbichler et al., 1999). Essas nanoparticulas exibem afinidade com grupos que
possuam elementos como enxofre e fésforo, como aqueles encontrados tanto nas membranas
como no interior das bactérias (Berni Neto et al., 2008).

A combinagéo de AgNPs com CPs tem atraido interesse devido aos efeitos sinérgicos
correspondentes (Stejskal, 2013), tendo principalmente em vista suas propriedades opticas. De
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fato, a interacdo de um metal com um CP é forte, e disso podem resultar mudancas significativas
nas propriedades Opticas dos compdsitos formados, quando em comparacdo aos componentes
isolados (Ye et al., 2011), fazendo com tal tipo de material seja um excelente candidato para
aplicacbes em diversas areas, tais como eletrocatalise em diferentes meios através da
transferéncia de carga das cadeias poliméricas para o metal, onde ocorre a reacdo eletrocatalitica
(Gao et al., 2009; Armel et al., 2012), biossensores para a deteccdo de DNA através de atragdes
eletrostaticas das cargas presentes na cadeia dos CPs com grupos fosfatos (DNA de cadeia
dupla) ou com grupos aminos (DNA fita simples) (Huang et al., 2014; Pedro et al., 2019),
dispositivos para diagnosticos moleculares através oxidacdo da glicose, que é catalisada por
nanoparticulas de Au presentes no compédsito com PANI (e que ao mudar seu estado de
oxidacdo atraveés dessa reacao, serve como indicador visual (Majumdar et al., 2005)), dentre
outros (O'mullane et al., 2004; Tian et al., 2011).

Destacamos também que assim como as AgNPs, o PPi apresenta acdo antimicrobiana,
e estudos comprovam na atividade antibacteriana de compdsitos AgNPs/PPi contra diferentes
tipos de bactérias, em um efeito que é mais pronunciado que aquele observado quando sdo
utilizados cada um dos componentes separadamente (Salabat et al., 2017). Além disso, essa
juncédo de polipirrol e AgNPs costuma ser empregada na degradacdo de poluentes, como na
utilizag&o de nanofibras de polipirrol decoradas com Ag-TiOz (PPi- Ag-TiOz), que exibem um
efeito fotocatalitico ao serem irradiadas com luz UV, e por isso foram aplicadas para a
fotodegradacdo eficiente de poluentes organicos (Yang, Y. et al., 2013). Por sua vez,
nanocompositos de Ag@PPi (nucleo@casca) foram empregados como catalisadores
heterogéneos reutilizaveis para a N-alquilacdo de aminas com alcool, sob diversas condi¢des
de reagdo (Mandi et al., 2016).

Em nosso grupo, foi observado que um compasito hibrido de Polianilina (PANI) e
nanoparticulas de ouro (AuNPs) apresentava alta intensidade de fluorescéncia nas regides do
azul e verde, evidenciando a existéncia de um efeito cooperativo entre as cadeias de PANI e as
AuNPs (Santos et al., 2013). Com base nesse resultado, e considerando a escassez de relatos
que analisem a fluorescéncia em compdsitos constituidos de nanoparticulas metélicas e CPs,
decidimos investigar incialmente a sintese de um compdsito de Ag/PPi e analisar suas
propriedades fluorescentes. Aliado a isso, nos propusemos a verificar alguns aspectos de sua
biocompatibilidade que pudessem direcionar uma possivel bioaplicacdo segura para o
composito.

Para a otimizag&o da intensidade de fluorescéncia do composito, implementou-se um

planejamento fatorial, de modo a ser possivel avaliar a contribuicdo dos diferentes reagentes
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para 0 aumento da fluorescéncia e sobre as demais propriedades analisadas. Na proxima se¢éo
serdo discutidos os fundamentos da técnica de planejamento fatorial.

2.3 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Quimiometria é ciéncia que relaciona medidas de um sistema (ou processo quimico)
com o estado desse sistema através da aplicacdo de métodos matematicos e estatisticos (Hibbert,
2016). Pela utilizacdo de um planejamento experimental com base em principios estatisticos se
faz possivel extrair do sistema em estudo o0 maximo de informacdo Util, a partir de um ndmero
otimizado de experimentos (Antony, 2003).

Essa técnica permite a avaliacdo das influéncias de todas as variaveis experimentais
de interesse e os efeitos de interacBes nas respostas (Teofilo e Ferreira, 2006). Para um
planejamento experimental, deve-se primeiramente escolher quais serdo os fatores que serdo
variados e quais as respostas de interesse. Sdo denominados como fatores aquelas variaveis que
o0 analista tem condi¢des de controlar, seja de um modo qualitativo ou quantitativo. Ja as
respostas sao as variaveis de saida, ou seja, aquelas do interesse para 0 experimentador, e que
sofrerdo (ou ndo) mudancas através da modificacdo dos fatores que foram manipulados. Essas
variaveis também podem ser qualitativas e quantitativas (De Barros Neto et al., 2010). O termo
planejamento experimental permite (Miller e Miller, 2011):

1. ldentificar os fatores que podem afetar o resultado de um experimento;

2. Projetar o experimento para que a influéncia dos fatores ndo controlados seja
minimizada;

3. Utilizar analise estatistica para separar e calcular os efeitos dos varios fatores

envolvidos.

Na otimizacdo do planejamento experimental é preciso considerar dois estagios: (a) a
triagem dos fatores que serédo estudados, de modo a permitir identificar aqueles que tém efeitos
significativos sobre as variaveis, e (b) a otimizacdo, ou seja, a determinacdo das melhores

condicdes analiticas para o experimento (Vera Candioti et al., 2014).

2.3.1 Planejamento fatorial completo

E preciso definir um dominio experimental para cada fator, ou seja, a forma de controle
e medicdo a ser estabelecida. Para isso, é preciso que o fator de interesse tenha pelo menos dois
niveis distintos, o que costuma ser o planejamento fatorial mais simples. Em um planejamento
de dois niveis é usual representar os niveis superiores e inferiores com os sinais de (+) e (-),
respectivamente. Essa codificacdo nao segue critérios definidos e a atribuicdo desses codigos

aos niveis é realizada de forma arbitraria, de modo que essa escolha ndo interfere na realizacdo
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ou interpretacdo dos resultados do experimento (De Barros Neto et al., 2010). O nivel (+) pode
ser representado como 1, o nivel (-) como -1 e pode-se incluir também um nivel 0 (zero), o
ponto central, no qual todas as variaveis tém seu valor definido como a média entre o nivel
superior e o inferior.

Portanto, se em um experimento existem k fatores, i.e., k varidveis controladas pelo
experimentador, um planejamento completo de dois niveis requer a realizacdo de 2 X2 X ... X 2
= 2K ensaios diferentes, no que é intitulado de planejamento fatorial 2 (Tedfilo e Ferreira, 2006;
De Barros Neto et al., 2010; Vera Candioti et al., 2014).

Existem trés principios que regem o planejamento experimental, conhecidos como
randomizacédo, blocagem e replicacdo, e que séo aplicados para reduzir ou remover qualquer
viés experimental que poderia ocasionar configuracGes experimentais erradas ou mascarar

efeitos dos fatores que seriam realmente significativos (Antony, 2003).

2.3.2 Célculo dos efeitos

Os efeitos ocorrem quando ha uma mudanca na resposta quando se passa do nivel
inferior (-) para o nivel superior (+) nos fatores que estdo sendo analisados. Quando ocorrem
interacdes entre os fatores em seus niveis distintos, ha o surgimento de um efeito de interacao,
ou seja, o efeito de um fator mostra dependéncia com o nivel de outro fator. Os efeitos de
interacdes séo classificados como sendo de segunda, terceira ou ordem superior, a depender do
namero de fatores considerados na otimizacao (Eiras et al., 2000). Fazendo a média dos efeitos
de um fator nos dois niveis obtemos o efeito principal da varidvel em questdo (Antony, 2003;
De Barros Neto et al., 2010).

Entdo, para trés variaveis 1, 2 e 3, os sinais dos efeitos de interagdo entre a varidvel 1
e 2 é definido como o produto do sinal da variavel 1 pelo da variavel 2, e da mesma maneira
para todas as demais combinacdes de sinais das variaveis (1 x 3, 2 x 3, 1 x 2 x 3), seguindo a
regra normal da operacdo de multiplicacdo de sinais. Assim obtém-se uma matriz de
coeficientes de contraste, com colunas de sinais para todas as interagdes de um planejamento
22 (Tabela 3) e para um planejamento 23 (Tabela 4). Nota-se que todas as variaveis sio alteradas
simultaneamente de maneira controlada, e isso garante que cada experimento do planejamento

seja uma combinacdo de todos os niveis (Lundstedt et al., 1998; Teofilo e Ferreira, 2006).
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N° do o InteracOes entre os sinais das
. Variavels o
experimento variaveis
X1 X2 X12
1 - - +
2 + - i}
3 - + -
4 + + +

Fonte: Adaptado de (Tedfilo e Ferreira, 2006; De Barros Neto et al., 2010).

Tabela 4 - Matriz de coeficiente de contraste para um planejamento fatorial 23.

InteracOes entre os sinais das

Variavels varidveis*
N° do experimento 4 X2 X3 X Xiz X X123
1 - - - + + + -
2 + - - - - + +
3 - + - - + - +
4 + + - + . R _
) - - + + - - +
6 + - + - + - -
7 - + + - - + -
8 + + + + + + +

*X1, X2 € X3s80 os efeitos de interacdo de 22 ordem; X123 € 0 efeito de interacdo de 3?
ordem.
Fonte: Adaptado de: (Lundstedt et al., 1998; Tedfilo e Ferreira, 2006).

Em um planejamento fatorial com n ensaios e y; observagdes individuais, 0s
efeitos em cada coluna da matriz de coeficiente de contraste (conforme mostrado na

Tabela 3) sdo demonstrados por duas equagdes (De Barros Neto et al., 2010):

n Vi
efmeédio = l_nl l (Eq l)
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n n

of = DEE (+);Zi2=13’i ) (Eq. 2)

2

Na Eq. 1, tem-se a descricdo do efeito principal, que é a média dos efeitos dos fatores
nos niveis estabelecidos, enquanto que a Eq. 2 corresponde ao célculo entre as médias das
interagdes no nivel (yi+)) e as médias das interagdes no nivel (yic)) (Teofilo e Ferreira, 2006; De
Barros Neto et al., 2010).

2.3.3 Interpretacdo geométrica dos resultados

A depender do nimero de fatores e de niveis escolhidos pelo analista, todos 0s
efeitos calculados no planejamento fatorial podem ser interpretados geometricamente,
em um sistema cartesiano, onde cada eixo representa um fator. Assim, a representacao
de um planejamento fatorial com dois niveis e dois fatores (planejamento 22) sera na
forma um quadrado, onde cada Vvértice representa a interacdo dos fatores nos niveis. Ja
para um planejamento fatorial com dois niveis e trés fatores (planejamento 23), teremos
um cubo, em que cada vértice representa as interacdes (Box et al., 1978; De Barros Neto

et al., 2010), como mostrado na Fig. 8.

Figura 8 - Representacdo geométrica do planejamento fatorial 22 (A) e 2% (B)

A B
- ++ '6’ ey
X; 1 O O "*/l +-+ /O Xs

@) O
: |

St JErEr

® @ QO O /xz

X, X,

Fonte: Adaptado de Lundstedt et al. (1998).

2.3.4 Estimativa do erro experimental e erro padréo dos efeitos
Como uma maneira de estimar o erro experimental e avaliar a significancia estatistica
dos efeitos, a realizagéo dos ensaios do experimento deve ser feita em replicatas, as quais devem

ser repeticGes auténticas. Caso as repeticdes ndo possam refletir a variabilidade total do
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processo, serdo estimados erros menores do que 0s reais, 0 que poderia levar a serem
considerados como significativos efeitos que na realidade ndo existem. Dessa forma, todos os
experimentos e suas replicatas devem ser realizados de forma aleatoria, para evitar distor¢des
estatisticas que possam comprometer a qualidade dos resultados obtidos e dos efeitos
investigados para as varidveis analisadas (De Barros Neto et al., 2010).

A estimativa da variancia experimental € dada pela media aritmética das variancias
observadas nos ensaios individuais. De maneira geral, se cada ensaio for repetido n; vezes, com

m ensaios diferentes, a estimativa conjunta da variancia experimental é dada por

2 V;5? + 1,55 + - + vy S

Vi + vyt vy Fq.3
onde vi = nj — 1 é o nimero de graus de liberdade de si?, que € a estimativa da variancia do i-
ésimo ensaio (De Barros Neto et al., 2010).

Para este trabalho, uma vez calculados os efeitos estatisticamente significativos para a
intensidade de fluorescéncia, o tamanho e potencial zeta do compdsito, foram examindos tanto
0 grau de biocompatilidade do compdsito Ag/Polipirrol, quanto seu efeito contra células
cancerigenas. Na proxima secao serdo abordados aspectos da biocompatibilidade e da atividade

antitumoral do CPs, AgNPs e materiais compositos.

2.4 BIOCOMPATIBILIDADE E ATIVIDADE ANTI-TUMORAL DE POLIMEROS
CONDUTORES, NANOPARTICULAS DE PRATA E MATERIAIS COMPOSITOS

Além das suas propriedades condutivas e mecanicas, 0s PCs mostram caracteristicas
que sdo bastantes adequadas para muitas aplicacfes biomédicas (Vaitkuviene et al., 2013). Com
isso, eles sdo frequentemente empregados em biossensores, devido ao fato de que as cargas
presentes em sua interface facilitam a incorporacdo de moléculas ou biomoléculas (Kausaite-
Minkstimiene et al., 2015). Assim, por exemplo, estudos mostram ser possivel a incorporacdo
de eritrdcitos na matriz de um eletrodo recoberto com PPi, o que possibilita sua aplicacdo na
determinacdo de grupos sanguineos através das alteraces na resisténcia do polimero (medida
por voltametria ciclica) causada pela ligag&o entre os grupos Rh dos eritrocitos e 0s anticorpos
correspondentes, dando origem a um resultado positivo, como posteriormente confirmado por
imunoensaios (Campbell et al., 1999). A funcionalizacdo da superficie de PPi tambem pode ser
realizada com proteinas e polissacarideos, do que resulta uma alta especificidade para uso como
biossensores amperiométricos (Ramanavicius et al., 2008; German et al., 2011). Tanto de forma

isolada como em conjunto com outros materiais, ou seja, na forma de compdsitos, o PPi tem
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sido usado em aplicacbes biomédicas como em sistemas de liberagdo de medicamentos, na
engenharia de tecidos, ou imunossensores, dentre outras (Vaitkuviene et al., 2013).

Essa larga gama de aplicacdes bioldgicas acontece devido a diferentes aspectos da
biocompatibilidade do PPi, devidamente estudados de forma in vitro e in vivo (Wang et al.,
2004; Ateh et al., 2006b). Estudos in vitro demonstram que o polipirrol permite a adesdo e o
crescimento de varios tipos de células, incluindo células neurais (Lakard et al., 2004),
endoteliais (Garner et al., 1999), musculares (Gilmore et al., 2009) e células troncos (Lundin et
al., 2011). Isso torna o cultivo celular uma ferramenta valiosa para testar a biocompatibilidade
in vitro de materiais contendo PPi, antes de que possam vir a ser introduzidos no uso clinico.

Nos dias de hoje, os métodos de ensaios in vitro de biomateriais ganharam relevancia
devido a crescente preocupacdo com o uso de animais para testes de medicamentos. Esses
ensaios vao desde estudos da citotoxicidade e citocompatibilidade até a investigacdo de sua
acdo contra células neoplésicas. Os PCs sdao moléculas organicas conjugadas que estdo sendo
aplicadas no desenvolvimento de novos agentes terapéuticos para o tratamento de cancer devido
a sua biodegradabilidade, boa compatibilidade, excelente fotoestabilidade e alta conversdo
fototérmica — essas Ultimas caracteristicas bastante importantes para a utilizacdo dos PCs como
agentes na terapia fototermal — emprego da radiacdo no infravermelho préximo (do inglés
near-infrared ou NIR) para geracdo de calor atraves da conversdo da energia luminosa em
energia térmica, o que acaba matando as células cancerosas (Xu et al., 2014).

Nesse contexto, nanoparticulas de PPi foram identificadas como um novo agente
terapéutico promissor na acao direcionada contra células cancerigenas (Zha et al., 2013), e
AgNPs foram utilizadas tanto para o diagndstico e a para terapia de neoplasias (De Matteis et
al., 2018). Por sua vez, os materiais compositos que combinam nanoparticulas metalicas e
polimeros condutores tém se mostrado bastante promissores para o desenvolvimento de novas
ferramentas terapéuticas, por permitir a exploracdo da fotoabsor¢do atenuada das
nanoparticulas devido a ressonancia dos plasmon de superficie (Jain et al., 2008); Ja os PCs
adicionam a esses compositos a biocompatibilidade, o que favorece o crescimento de células
de mamiferos sem alterar o sistema imune (Stewart et al., 2012; Vaitkuviene et al., 2013) e a
capacidade de absorcdo de radiacdo no NIR, favorecendo assim sua aplicagdo para o tratamento
fototermal (Yang, K. et al., 2013; Zha et al., 2013).

O recobrimento de nanoparticulas de ouro com PANI aumenta a entrega de elétrons
do metal para o polimero, fazendo com que a PANI mude de estado de oxidagdo de base
esmeraldina para sal esmeraldina, e isso melhora sua fotoabsor¢do, aumentando assim as

possibilidades de sua utilizacdo no tratamento fototermal de células neoplésicas (Ju et al.,
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2015). Muitos trabalhos utilizam nanoparticulas magnéticas (compostos de Ferro), como
nacleo, revestidas por cadeias de PPi, que apresentam capacidade de serem usadas no
diagnostico como agentes de contraste para ressonancia magnética; ao mesmo tempo, foi
observado que seu efeito terapéutico contra o cancer era aumentado ap0s sua exposicao a
radiacdo de um laser no infravermelho proximo, que gera hipertermia nas células cancerosas
(Wang et al., 2013; Han, L. et al., 2017).

Assim, existe um interesse pela investigacdo de novos materiais que possam atuar
tanto como agentes terapéuticos alternativos quanto no diagnostico de doengas como o cancer
(Xu et al., 2019), dando origem a uma area de estudo chamada de Terandstica, que visa a
obtencdo de plataformas terapéuticas e diagnosticas aliadas para uma medicina mais
personalizada e eficaz (Jin et al., 2010). O cancer é uma patologia que possui altos indices de
prevaléncia, com a grande incidéncia de novos casos podendo estar atrelada a predisposi¢coes
genéticas e a habitos de vida, o que torna este topico bastante relevante (Ferlay et al., 2019).
Na secdo seguinte, sera apresentada uma revisdo sobre as estimativas do cancer em termos de

incidéncia e prevaléncia.

2.5 ASPECTOS GERAIS DO CANCER

Foi estimado que em 2015 o cancer seria a primeira causa de morte antes dos 70 anos
em 91 paises, e que ocuparia o terceiro lugar em outros 22 paises, caracterizando-se assim como
um importante problema de saude publica de ordem global (Who, 2018). Acredita-se que 0
cancer venha a ser também a principal causa de morte e a Unica barreira para 0 aumento na
expectativa de vida em todos os paises do mundo no século XXI (Bray et al., 2018).

Embora a incidéncia e mortalidade por cancer esteja crescendo rapidamente em todo
0 mundo, as razdes para isso sdo muito complexas, ao refletir tanto o envelhecimento
progressivo da populagdo quanto o crescimento, quanto possiveis mudancas na prevaléncia e
distribuicdo dos principais fatores de risco (Omran, 1971; Gersten e Wilmoth, 2002). O
Ministério da Salde implementou 16 objetivos estratégicos para enfrentar o aumento da
incidéncia de cancer no Brasil, dos quais merecem destaque as a¢des de ampliacdo de acesso
ao diagnastico e tratamento e a reducdo dos fatores de risco (Facina, 2014).

De fato, a ocorréncia de cancer nas populagdes é multifatorial, o que contribui para os
altos indices de incidéncia e prevaléncia. Dentre os principais fatores de risco relacionados aos
mais variados tipos de cancer destacam-se 0 uso de tabaco e alcool (larc et al., 2004; larc,
2010), uma dieta ndo balanceada (Armstrong e Doll, 1975; Grant, 2014; Bouvard et al., 2015),
radiacdo (larc, 2012), a exposicdo em excesso a luz solar (Hrushesky et al., 2005; Fleischer,
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2016), a obesidade (Lauby-Secretan et al., 2016) e a acdo de agentes infecciosos (Bouvard et
al., 2009).

O Instituto Nacional de Cancer estima que no biénio 2018-2019 venham a ocorrer mais
de 764 mil novos casos da doenca, como cancer de prostata, mama, colén e reto, pulméo,
estdbmago, leucemia, esoéfago, linfoma Hodgkin e ndo Hodgkin, tireoide, bexiga, laringe, ovario,
pele, infanto-juvenil, sistema nervoso central e colo de Utero. E previsto que até o final de 2019
surjam 16.370 novos casos do cancer de colo de utero, representando um risco de 15,43 casos
a cada 100 mil mulheres, o que faz com que esse tipo de cancer passe a ocupar a segunda

posicdo (Tabela 5) no ranking de neoplasias malignas mais frequentes no pais (Silva, 2017).

Tabela 5 — Estimativa das taxas de incidéncia brutas e ajustada de novos casos de cancer, no Brasil, para
100 mil habitantes.

Estimativa dos Casos Novos

Homens Mulheres

Localizagao Primaria
Neoplasia Maligna Estados Capitais Estados Capitais

Taxa Taxa Taxa ¢ Taxa Taxa C Taxa Taxa
Bruta | Ajustada Bruta |Ajustada| “2%°° as0s

Bruta | Ajustada Bruta | Ajustada
Prostata

Mama Feminina

Colo do Utero

Traqueia, Bronquio e Pulmao
Cdlon e Reto

Estomago

Cavidade Oral

Laringe

Bexiga

Esofago

Ovario

Linfoma de Hodgkin

Linfoma nao Hodgkin
Glandula Tireoide

Sistema Nervoso Central
Leucemias

Corpo do Utero

Pele Metanoma

Outras LocalizagOes

Todas as Neoplasias, exceto
Pele nao Melanoma

Pele ndo Melanoma
Todas as Neoplasias Malignas

Todas as Neoplasias Malignas
Corrigidas para Sub-Registro

310.300

2 Populagao padrdo mundial em 1960. / *NUmeros arredondados para multiplos de 10.
Fonte: (Silva, 2017).

2.5.1 Céncer de colo de Gtero
De maneira geral, o cancer do colo do utero, ou cancer cervicouterino (CC), é uma

patologia (entendida como qualquer desvio anatdmico e/ou fisioldgico, em relacdo a



38

normalidade, que constitua uma doenca) na qual as células do corpo se multiplicam
indefinidamente. O aumento da morbimortalidade relacionada ao CC nos paises em
desenvolvimento ¢é atribuido a desinformacdo e a deficiente cobertura de saude publica (Pinho
e Franca-Junior, 2003; Da Silva et al., 2004). O cancer cervical é o segundo tipo de neoplasia
maligna mais comum entre mulheres no mundo, com aproximadamente 500 mil novos casos
por ano, sendo responsavel pelo ébito de mais 230 mil mulheres a cada ano no mundo (Silva,
2017).

A incidéncia do CC na populacéo brasileira tem chamado a ateng@o dos gestores de
salde. Sem considerar outras neoplasias malignas comuns a homens e mulheres, como 0
melanoma, o CC é o primeiro tipo de cancer de maior mais incidéncia na Regido Norte, o
segundo nas Regides Nordeste e Centro-Oeste e 0 quarto nas Regides Sul e Sudeste (Fig. 9)
(Silva, 2017), com a maioria dos casos (70%) ocorrendo em &reas com menores indices de

desenvolvimento humano (Ferlay et al., 2015).

Figura 9 - Representacao espacial de taxas ajustadas de incidéncia de cancer de colo de Gtero por 100 mil

mulheres, estimadas para o ano de 2018.

Mutheres

B o2-13m
B s,

435-%80

253-4548

Fonte: (Silva, 2017).
O céncer do colo do atero se inicia por uma les@o pré-invasiva, passivel de tratamento

e cura na totalidade dos casos. Nao detectada, porém, essa doenca progride de forma lenta e
silenciosa por até 20 anos, podendo assim atingir a forma invasiva, fase em que h& diminuicao
das chances de cura (Pimentel et al., 2011). Um dos principais fatores de risco para a ocorréncia

do CC, e sua consequente evolucao para a forma invasiva, é a existéncia de infeccdo pelo Virus



39

do Papiloma Humano (HPV), cuja transmisséo, que ocorre principalmente pelo contato sexual,
pode estar relacionada com os estagios iniciais dessa neoplasia (Lepique et al., 2009).

A maioria das mulheres acometidas por CC inicia a busca por assisténcia
multiprofissional de saude apenas quando aparecem os primeiros sintomas da doenca, como a
ocorréncia de um brando sangramento inicial com aumento progressivo, por exemplo, durante
a relacdo sexual. Em alguns casos a leséo cervical resulta em hemorragia, tornando necesséaria
uma intervencdo hemoterapica, com a administracdo de bolsas de sangue. Somada a estes
sintomas, a lesGes na bexiga tém sido frequentemente associadas a lesdo cervical (Pimentel et
al., 2011).

O diagnostico do CC pode ser realizado através do exame clinico, da colposcopia,
patologia e citologia clinica (Carvalho et al., 2006). A colposcopia, que consiste na analise
criteriosa do colo uterino e da vagina pelo uso de lentes de aumento, tem por objetivo a
visualizacao de lesdes que antecedem o cancer (Fig. 10), possibilitando uma intervencéo antes
da progressdo da doenca (Maia et al., 2018).

Figura 10 - Lesdes de colo de Utero relacionadas ao CC.

Fonte: (Schiffman et al., 2007).

Juntamente com o exame clinico e a colposcopia, a citologia clinica (ou citopatologia)
é utilizada para o diagnédstico do CC. Este exame, popularmente conhecido como Papanicolau,
consiste na coleta de células do colo do utero com o objetivo de identificar alteracGes na
morfologia celular sugestivas de acometimento neoplasico. Apds a realizacdo da colposcopia,
as pacientes sdo encaminhadas para a realizacdo do exame citopatoldgico, quando entdo se faz
possivel o diagndstico final. O diagndstico precoce, seguido de um tratamento inicial, esta
relacionado a um aumento dos casos de cura, com a eliminagéo das células cancerosas (Sousa
etal., 2018).

O tratamento da neoplasia maligna cervical € realizado inicialmente por meio de

intervencgdo cirurgica, que consiste na ressec¢ao da area cancerosa e adocdo de margens de
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seguranca de 2 cm (Rodrigues et al., 2018). Nos casos avangados, o tratamento é realizado a
partir da combinacdo de radioterapia e quimioterapia, podendo ou ndo haver intervengédo
invasiva. Quando estas formas de tratamento ndo sdo suficientes para a reversdo do quadro
neoplasico, cuidados paliativos devem ser tomados visando 0 bem estar da paciente (Soares e
Riul Da Silva, 2010).

O tratamento bem-sucedido do céncer ainda é um desafio para pesquisadores e
profissionais da satde em todo o mundo devido a complexidade da doenca e a contribuicao de
multiplos fatores associados para sua progressdo. Terapias convencionais (cirurgia,
quimioterapia e radioterapia) acabam encontrando limitagdes, como a ressec¢ao incompleta do
tecido canceroso, uma alta toxicidade sistémica ou a resisténcia a multiplas drogas (Peer et al.,
2007). Considerando as vantagens e desvantagens de diferentes estratégias terapéuticas, a ideia
de combinar varias abordagens de tratamento se faz atraente para o desenvolvimento de uma
nova geracao de terapias anticancer, que apresentem boa adeséo por parte do paciente, baixo
efeitos colaterais reduzidos e uma alta eficacia (Tian et al., 2011). Neste contexto, sdo movidos
esforcos para a criacdo de biomateriais multifuncionais que possam ser seguros e venha a ter
tanto uma funcdo terapéutica quanto de imageamento da regido atingida pelo cancer (Feng et
al., 2015).

A quimioterapia contra o CC consiste no uso de diferentes farmacos. Em um estudo
realizado por Soares e Riul Da Silva (2010), os medicamentos utilizados por 321 pacientes
diagnosticadas com neoplasia invasiva cervical foram a ciclofosfamida, a cisplastina, o
epirrubicina, o etoposide, o bleomicina e o 5-fluoracil. No entanto, estes farmacos apresentam
efeitos adversos associados com sua utilizagdo, e na literatura tem sido reportada a ocorréncia
de forma extensiva de efeitos colaterais indesejaveis, tais como mielossupressdo, alteraces
gastrointestinais, cardiacas e pulmonares (Fernandez et al., 2018).

Por exemplo, a toxicidade de um dos medicamentos amplamente utilizados na terapia
anticancer, o 5-fluoracil (5-FLU), esta relacionada com a ruptura do metabolismo dos acidos
nucleicos em células ndo neoplésicas, evidenciando assim uma baixa seletividade da droga
frente ao alvo terapéutico. O 5-FLU é convertido nos seus intermediarios 5-fluoro-2-
desoxiuridina-5-monofosfato e 5-fluoridina trifosfato, que inibem a timidilato sintase, afetando
assim a producdo de timina e, consequentemente, a sintese de acidos nucleicos. Essas reagdes
adversas resultam em mais de 1300 mortes a cada ano associadas ao tratamento com 5-FLU
(Baldeo et al., 2018).

Diante desse quadro, a preparacdo e caracterizacdo de materiais compdsitos se

configura como um passo inicial para a obtencdo de novos recursos terapéuticos alternativos
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para doengas como o cancer. Nesse contexto, investigar os fatores de biocompatilidade desses
compdsitos reforca ainda mais seu potencial para aplicaces clinicas com baixa toxicidade,
ampliando assim sua atividade antitumoral seletiva comprovada, que é ja bastante promissora.
Assim, na proxima se¢do serdo apresentadas as metodologias de sintese, caracterizacéo e dos

ensaios de citotoxicidade e antitumoral do composito de Ag/PPi.

3 METODOLOGIA
Para a otimizacdo das propriedades fisico-quimicas dos compositos hibridos de

Ag/Polipirrol, implementamos um planejamento fatorial em que as concentracfes dos reagentes
utilizados na sintese foram variadas de maneira controlada e as respostas correspondentes ao
produto da reacdo devidamente monitoradas. O delineamento experimental prop0s uma relacao
entre as medidas de fluorescéncia do compdsito, e de seu potencial zeta e tamanho, para obter
a melhor resposta dentro do conjunto de modificagfes propostas. O compasito foi caracterizado
por medidas de espectroscopia de UV-Vis e infravermelho (FTIR) e microscopia eletronica de
transmissdo (MET). Finalmente, foram realizados os ensaios de biocompatibilidade do
composito frente a diferentes tipos de células de mamiferos, testes de sua acdo antitumoral em
células de céancer cervical humano (HelLa) e uma analise da morfologia das células tumorais

tratadas com diferentes concentragdes do composito.

3.1 PLANEJAMENTO FATORIAL 23

Foram implementadas variacdes das concentracdes dos reagentes 3-mercaptoproptil
trimetoxisilano (MPTS), pirrol e nitrato de prata (AgNOs3), onde para cada reagente foram
atribuidos dois niveis, relativos a menor (-) e a maior (+) concentracao escolhida, como disposto
na Tabela 6. No planejamento fatorial, todas as combinac6es dos dois niveis com os trés fatores
sdo testadas (Tabela 7), do que resultaram 8 experimentos possiveis, que foram entdo realizados
em duplicata. A escolha dos niveis dos fatores foi baseada no procedimento proposto por
Andrade et al. (2011), com algumas modificacdes no que concerne ao tipo de monémero e
agente metalico utilizados para a obtencdo do compdsito Ag/Polipirrol.

Os dados coletados nas medidas de cada experimento e suas respectivas replicatas,
foram entdo submetidos a uma anélise estatistica pelo uso do software Statistica 10 (Statsoft,
EUA), o0 que permitiu obter a matriz de coeficiente de contraste (Tabela 7), a estimativa dos
efeitos, a estimativa do erro, e os graficos de Pareto e sua interpretacdo geométrica. Uma vez
coletados os dados foi possivel a realizacdo de uma analise estatistica para a determinagdo dos
efeitos das concentracdes dos regentes nos dois niveis escolhidos. Com isso, foi identificado no

gréfico de Pareto correspondente quais das variaveis apresentavam influéncia estatistica
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significativa, dentro de um intervalo de confianca de 95% da distribuicdo t de Student
(Wilkinson, 2006; De Barros Neto et al., 2010).

Um gréfico de Pareto mostra através de uma linha vertical vermelha (para p = 0,05;
correspondente ao valor t de Student tabelado) o valor minimo dos efeitos estatisticamente
significativos (isto é, apenas aqueles efeitos cujo valores estdo a direita da linha vermelha sdo
de fato significativos). Os valores dos efeitos de cada variavel e das respectivas interacfes estao
apresentados a direita de cada barra. Um efeito que apresenta valor positivo mostra que 0 uso
da variavel no nivel superior (+) resulta em um ganho positivo para a variavel resposta,
enquanto que um efeito negativo mostra que a variavel utilizada em um nivel inferior (-) devera

apresentar uma melhor resposta.

Tabela 6 - Fatores e niveis adotados no planejamento para a sintese do compdésito de Ag/Polipirrol.

Niveis de concentracao utilizados [mol/L]

Fatores

- +
MPTS 1,6x1072 2,7x107?
Pirrol 1,4x10% 3,0x1072
AgNO:s 3,6x10° 8,1x10°

Tabela 7 - Matriz de coeficiente de contraste do planejamento 23 para a sintese do compdsito Ag/Polipirrol.

Experimento MPTS Pirrol AgNO:;

1 - - -

+ - -

2
3
4
5 - - +
6
7
8
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3.1.1 Sintese do composito Ag/Polipirrol

Através de um planejamento fatorial para a sintese quimica de um compoésito de
polianilina e nanoparticulas de ouro, foi verificado que a ocorréncia de efeitos cooperativos
entre as cadeias poliméricas condutoras e as particulas metalicas dominava o comportamento
da emissdo de fluorescéncia desse tipo de material (Santos et al., 2013).

O compdsito Ag/Polipirrol foi sintetizado via oxida¢&o quimica in situ do pirrol com
base em uma dispersdo coloidal de nanoparticulas de prata e MPTS ((3-mercaptopropril)
trimetoxisilano) em etanol. Para isso, foi utilizado um baldo de fundo redondo contendo 10 mL
de etanol P.A (C2HsOH — Quimica Moderna, Brasil), ao qual foram adicionados o nitrato de
prata AgNO3 99% (Sigma-Aldrich, USA), Pirrol 98% (CsHsN - Sigma-Aldrich, USA) e MPTS
95% ( HS(CH2)3Si(OCH?3)s - Sigma-Aldrich, USA), respectivamente, nas quantidades listadas
na Tabela 6. Com excecdo do pirrol, que foi destilado a vacuo antes do manuseio, todos os
demais reagentes foram usados como recebidos. As concentracdes dos reagentes obedeceram
ao prescrito no planejamento fatorial discutido anteriormente. A mistura reacional, apos ser
mantida sob agitacdo magnética a temperatura ambiente e na auséncia de luz por 48 horas, foi
armazenada para a obtencdo do compaésito.

O mecanismo de formagdo do composito se dar através da oxidacdo dos monémeros
de pirrol pela prata (Oliveira e Camilo, 2019) (ver Anexo A) pode ser entendido como
compreendendo 5 etapas. Primeiramente, ocorre a oxidacdo do pirrol por Ag®¥, levando a
producdo do cation radical (1) e de prata metalica (Etapa a). Em seguida, o cation radical
pirrélico € inserido na molécula do monémero neutro (Etapa b). Na etapa seguinte, o dimero
(2) é oxidado pelo cation de Ag*, dando origem a um dication (3) (Etapa c), com a
desprotonacao do bipirrol (4) formado (Etapa d). Finalmente, o bipirrol é oxidado pelos ions
Ag", resultando em um cétion radical bipirrélico (5) (Etapa €). A partir disso, entdo, 0 processo
é repetitivo para esse cation radical (5), com a ocorréncia dos passos (b), (c) e (d) por inimeras
vezes, levando a formagéo do polipirrol. E importante ressaltar que a oxidag&o do bipirrol ou
sem oligdmeros pela Ag* se da mais facilmente do que no pirrol, devido ao alto potencial de
oxidacdo desse cation (Li, 1997). Esse mecanismo de polimerizacdo do pirrol foi proposto
tendo como base o trabalho de Tan e Ghandi (2013).
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3.1.2 Métodos de caracterizacao

3.1.2.1 Espectroscopia de absorc¢do na regido do UV-Vis
Os espectros de absorcao na regido do UV-Vis das solucées diluidas (5:1000 v/v) foram
obtidos no intervalo de 190 nm a 800 nm, com a utilizacdo de uma cubeta de quartzo com

percurso éptico de 1,0 cm, em um espectrofotdmetro UV-2600 (Shimadzu, Japéo).

3.1.2.2 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

As andlises de FTIR foram realizadas em um espectrofotdmetro 4600 (Jasco
Corporation, Japdo), com resolucdo de 4 cm™, em um intervalo de 4000 cm™ a 400 cm™,
equipado com acessorio Pro One de Reflexdo Atenuada (ATR), usando um cristal de ZnSe,

com angulo de incidéncia central de 45° e uma érea de contato circular de 4,9 mm?.

3.1.2.3 Espectroscopia de fluorescéncia

As medidas de fluorescéncia de emissao na faixa de 300 nm — 600 nm do compésito
Ag/Polipirrol foram realizadas usando um espectrofotdmetro de fluorescéncia FluoroLog-3
(Horiba, EUA), com varreduras na faixa de comprimentos de onda de excitagédo 290 nm — 400
nm. As fendas de excitacdo e emissdo tiveram abertura de 2 mm, e as varreduras foram
efetuadas com passo de 5 nm. Para isso, foram utilizadas cubetas de quartzo de 1 cm de caminho

Optico, com as medidas sendo coletadas & temperatura ambiente (T=23°C).

3.1.2.4 Determinacdo do tamanho de particula e do potencial zeta

O tamanho médio e o potencial zeta ({) do compodsito Ag/Polipirrol foram
determinados no equipamento Zetasizer NANO-2590 (Malvern Instruments, Reino Unido).
Para obter o tamanho médio do composito, foram feitas medidas de espalhamento de luz
dindmico, com um laser (A = 633 nm) sob angulo de espalhamento de 90° e temperatura de

25°C. Os valores de potencial zeta { foram obtidos pela medida da mobilidade eletroforética.

3.1.2.5 Microscopia eletronica de transmissdo (MET)

As micrografias de transmissdo para visualizacdo das nanoestruturas do composito
Ag/Polipirrol foram obtidas pelo uso de um microscépio eletronico de transmissao FEI Tecnai
Spirit 120 kV (FEI, EUA). Para isso, as amostras foram antes depositadas sobre uma grade de

cobre 400 mesh, revestida com carbono.
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3.2 ENSAIOS DE BIOCOMPATIBILIDADE

3.2.1 Atividade hemolitica in vitro

O teste hemolitico foi realizado em amostras de sangue humano (A, B, O e AB),
seguindo as recomendac0es éticas da legislacdo vigente (CAAE: 06959119.8.0000.5048), e de
acordo com o protocolo proposto por Yang et al. (2005). As suspensfes de heméacias de cada
tipo sanguineo foram preparadas em uma solucdo de NaCl 0,9 %, sendo em seguida separadas
aliquotas de 500 pL dessa suspensdo, que seguiram para incubacdo na auséncia e na presenca
de diferentes concentragdes do composito de Ag/Polipirrol (31,2 a 500 pg/mL), por 30 minutos
a37°C.

Utilizamos como controles positivos e negativos, respectivamente, os resultados das
hemacias em suspensdo de Triton X-100 (que causa 100% de hemolise atrves da roptura das
membranas lipidicas das hemaécias) e em solucdo salina (NaCl 0,9% - que mantém o equilibrio
osmatico e ndo rompe a membrana da hemécia). O resultado foi estabelecido a partir da
determinacdo da porcentagem de hemdlise correspondente relativa a aquela do controle positivo
(100%) e do controle negativo (0%), sendo todos os ensaios realizados em triplicatas. O

percentual de hemdlise foi calculado na forma

Percentual de hemoélise = 222X » 100 Eq. 4
Ap—AN

onde As, Ar e An S0 as absorbancias da amostra, do controle positivo e do controle negativo,

respectivamente.

3.2.2 Ensaio de citotoxicidade

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados conforme descrito na literatura (Aranda-
Souza et al., 2018), mas com algumas modificacOes relativas ao tipo de macré6fagos e as
solugdes usadas para a solubilizagdo. Para a andlise da citotoxicidade foram escolhidos trés
modelos celulares: o macréfago J774 (ATCC® TIB-67™), células Vero (ATCC® CCL-81™™)
e fibroblastos (ATCC® PCS-201-012™), Tais modelos celulares sdo amplamente utilizados
para avaliar a citotoxicidade de novos materiais ou moléculas, devido a possibilidade de sua
interacdo com compostos candidatos ao uso na terapia de doencas. Os macrofagos, células do
sistema de defesa, sdo responsaveis pela fagocitose de antigenos que ndo sejam proprios do
organismo, enquanto que as células VERO sao células epiteliais renais e os fibroblastos sdo

células primarias da pele. Os macrofagos séo celulas que atuam em nivel sistémico, enquanto
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a célula VERO esté localizada nos rins, 6rgdos responsaveis pela excrecdo de metabolitos
passiveis de toxicidade; por sua vez, os fibroblastos se relacionam ao tratamento topico de
qualquer candidato a agente terapéutico.

As células Vero e J774 foram plaqueadas (na concentragdo de 5 x 10° células por poco)
em uma placa de 96 pocos contendo 100 uL. de meio de cultura RPMI — sistema tampéo
contendo aminoacidos e vitaminas que nutrem as células (Moore e Woods, 1977) —
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SBF), e foram incubadas por 3 horas a 37 °C em
uma atmosfera de 5% de CO., para que ocorresse a adesdo no pogo. Para os fibroblastos foi
realizado 0 mesmo procedimento, mas usando DMEM - sistema composto de aminoacidos,
vitaminas e glicose (Sigma-Aldrich, USA) — como meio de cultura, com a adigéo de 10 % de
SBF.

Apds o periodo de adesdo, as células foram lavadas com o meio de cultura, sendo em
seguida realizado o tratamento com diferentes concentrag¢des do composito Ag/Polipirrol (31,2
a 500 ug/mL) por 24 horas. Apds o periodo de incubagdo, foi substituido o meio de cultura por
uma solu¢do de MTT a 0,5 mg/mL com 100 pL por pogo. O MTT ¢é um teste colorimétrico, que
uma vez em contato com as enzimas desidrogenases presentes na mitocéndria celular, formam-
se cristais purpuras de Formazan. Uma vez solubilizados, esses cristais resultantes serdo entdo
o indicativo de viabilidade celular.

A placa foi incubada por 3 horas, a 37 °C com atmosfera de 5% de CO., para a
formacdo dos cristais de Formazan. Uma vez verificada a ocorréncia da reacao, os cristais de
Formazan foram solubilizados através de uma solucdo de isopropanol com 1% de HCI. O
produto colorimétrico foi entdo submetido a uma analise espectrofotométrica no comprimento
de onda de 570 nm (Bio-Rad®, Califérnia, EUA). Foram realizados dois experimentos

independentes desse tipo, em quadruplicata.

3.2.3 Atividade antitumoral in vitro

A atividade antitumoral in vitro do composito Ag/Polipirrol foi avaliada através do
estudo da viabilidade de células de cancer cervical humano (HeLa) em sua presencga, seguindo
o protocolo estabelecido na literatura, com algumas modificagdes (concentracdo de células por
poco e solucdo de solubilizacdo dos cristais de Formazan) (Han, L. et al., 2017). As células
HeLa foram cultivadas em meio de cultura DMEM com 10 % de SBF e plaqueadas em uma
concentragdo de 5 x 10° células por poco, em uma placa de 96 pocos, que foi em seguida

incubada por 24 horas (37 °C, 5% de CO-) para a adesdo das células no fundo dos pogos. Apos
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o0 periodo de adesdo, foi adicionado o composito de Ag/Polipirrol em diferentes concentraces
(31,2 a 500 pg/mL), e as placas seguiram para para incubagéo.

Células que ndo receberam tratamento foram consideradas como grupo controle. Ap6s
0 periodo de 24 horas, foi realizado o ensaio do MTT (teste colorimétrico que indica a
viabilidade celular), que consistiu na substituicdo do meio de cultura por 100uL de solugdo de
MTT a 0,5 mg/mL, seguida de incubacdo por 3 horas para formacéo dos cristais de Formazan.
Posteriormente, foram realizadas as medidas de absorbancias do conteddo dos po¢os. Mais uma

vez, foram efetuados dois experimentos independentes desse tipo, em quadruplicata.

3.2.4 Andlise estatistica do ensaio de biocompatibilidade e da atividade tumoral in vitro

Os valores das absorbancias coletadas, tanto no ensaio de biocompatibilidade quanto
no teste antitumoral in vitro, foram analisados pelo uso do programa SPSS 18.0 (IBM, EUA),
pela avaliacdo da regresséo linear e determinacdo da concentracao citotoxica de 50 % (CCso),
aquela para a qual a viabilidade celular é reduzida em 50%. A significancia foi definida a partir
de valores de p <0,05, no qual foram considerados o teste de ANOVA e o Pds-teste de Dunnett
no GraphPadPrism 5.0 (Graphpad, Califérnia, EUA).

3.2.5 Ensaio ultraestrutural

A andlise ultraestrutural foi feita pela coleta de imagem na realizacdo de microscopia
eletronica de varredura (MEV) das células HelL a tratadas com os valores da 0,5x CCsp, 1x CCso
e 2x CCsp por 24 horas. Ap0s o tratamento com o compdsito, as células foram lavadas com
tampéo de fosfato a 0,1 M e pH 7,2, sendo posteriormente fixadas durante 2 h com solucgéo de
2,5% glutaraldeido/4% paraformaldeido em 0,1 M de tampéo de fosfato a pH 7,2, e deixadas
para aderir em laminulas de vidro com poli-L-lisina. A pos-fixagédo foi feita pelo uso de uma
solugéo de 1% de tetroxido de 6smio/0,8% ferricianeto de potassio/5 mM CaCl, na solugéo
tampdo a 0,1 M de cacodilato em pH 7,2 por um periodo de 1 h, e posterior desidratacdo em
concentracdes crescentes de etanol. As amostras foram entdo secas em didxido de carbono
(CO2), e recobertas com uma camada de ouro com 20 nmde espessura para a captura das

imagens no Microscépio Eletronico de Varredura (JEOL T-200, Japéo).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PLANEJAMENTO FATORIAL 23

4.1.1 Medidas de espectroscopia de fluorescéncia

A fluorescéncia do composito Ag/Polipirrol foi investigada tendo em vista resultados
na literatura recente indicando que a sinergia da interacdo entre as cadeias de polimeros
condutores (PANI) e nanoparticulas de ouro resultava em uma intensificacdo da emissdo de
fluorescéncia do compdsito (Santos et al., 2013). Diante disso, a intensidade de fluorescéncia
do compdsito Ag/Polipirrol foi analisada para avaliar se esse efeito estaria presente em outros
compésitos de PCs e nanoparticulas metélicas, em que outros componentes (no caso, 0
Polipirrol e nanoparticulas de prata) fossem usados.

Para isso, as medidas de fluorescéncia foram realizadas para todas as amostras de
compdsito Ag/Polipirrol obtidos através do planejamento fatorial especificado na Secdo 3.3.3,
que apresentaram 0 mesmo comportamento de emissédo quando variados 0os comprimentos de
onda de excitacdo (290 — 400 nm). A varredura em diferentes comprimentos de onda de
excitagdo (hexc) foi feita para determinar para qual o maior comprimento de onda ocorreria a
maior emissdo do composito (Fig. 11), foi possivel observar que a intensidade de fluorescéncia
do composito apresentaram emissdo dependente do comprimento de onda, com a maior
intensidade de fluorescéncia sendo observada para o espectro de emissao resultante da excitacdo

em 350 nm.

Figura 11 - Intensidade de fluorescéncia do compdésito Ag/Polipirrol para diferentes

comprimentos de onda de excitagao.
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Uma vez determinado o comprimento de onda de emissdo (Aexc = 350 nm), foram
coletadas as emissdes dos compdsitos correspondentes aos 8 experimentos do planejamento
fatorial realizados para que escolher o mais promissor mediante a sua intensidade de
fluorescéncia, como mostrado na Figura 12-A. O experimento 7, que corresponde a utilizagédo
de AgNOs3 e Pirrol no nivel de concentragdo superior (+) e 0 MPTS no nivel inferior (-), foi
aquele que levou a maior intensidade de fluorescéncia, com o pico méaximo de emissdo em torno
de 435 nm (portanto, na regido azul do espectro visivel).

Nanoesferas de PPi apresentam a mesma variagdo da emissdo como funcdo dos
comprimentos de ondas de excitacdo, com pico de emissdo em 425 nm, que muda para 460 nm
sob excitagéo de 300 a 400 nm, com a intensidade do pico de emisséo aumentando primeiro e depois
diminuindo com o aumento dos comprimentos de onda de excitacdo (Dong et al., 2016), um efeito
visualizado nos nossos resultados (Figs. 11 e 12). Para este trabalho, 0 comprimento de onda de
maxima emissao foi proximo a 435 nm, o que compreende a regido do azul no espectro visivel, dado
confirmado pelo gréafico de coordenada de cor que foi obtido pelo programa Spectra Lux (Santa-
Cruz e Teles, 2003) (Fig. 12 B).

Figura 12 — A) espectro de emissdo do compdsito Ag/Polipirrol para Ae = 350 nm; B) grafico de
coordenada de cor no espectro RGB
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Na Tabela 8 estdo dispostas as intensidades maximas de fluorescéncia de todas as
amostras do planejamento fatorial e suas replicatas, para uma excitagdo com Aexc = 350 nm, que

é aquela para a qual o compdsito apresentou maior emissao de fluorescéncia.
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Tabela 8 - Planejamento fatorial e intensidade de fluorescéncia dos compésitos Ag/Polipirrol.

Intensidade de fluorescéncia dos compositos de Ag/PPy (Aexc = 350 nm)

Experimento MPTS  Pirrol  AgNO:s Replicatas Média
1 - - - 4,62 x 10° 6,97 x 10° 5,80 x 10°
2 + - - 3,50 x 10° 4,99 x 10° 4,24 x 10°
3 - + - 6,42 x 10° 8,58 x 10° 7,50 x 10°
4 + + - 7,72 x10° 8,61 x 10° 8,17 x 10°
5 - - + 3,92x10° 6,48 x 10° 5,20 x 10°
6 + - + 5,64 x 10° 5,73 x 10° 5,68 x 10°
7 - + + 1,14 x 10° 1,22 x 108 1,18 x 106
8 + + + 1,12 x 10° 1,08 x 10° 1,10 x 10°

A partir do grafico de Pareto para a intensidade de fluorescéncia (Fig. 14), verificou-
se que (i) a concentracdo de Pirrol (mondmero), (ii) a concentracdo de AgNQO:3 e (iii) a interacdo
entre ambos sdo as variaveis mais importantes na sintese do compdsito de Ag/Polipirrol,
apresentando efeitos significativos (com 95% de confianca). Os valores dos efeitos para todas
as varidveis foram positivos, evidenciando que a intensidade da fluorescéncia é favorecida
quando o composito é sintetizado com a maior concentracao de pirrol e AgNOa. Pelo grafico
de Pareto pode-se observar ainda que as interacdes entre as variaveis isoladas de MPTS, assim
como suas interagdes com as demais, ndo se mostraram estatisticamente significativas.

A producdo do composito de Ag/Polipirrol ocorre pela formacdo de ligacbes de
hidrogénio e interacdes eletroestaticas entre as nanoparticulas de prata recobertas com grupos
tiolados e as cadeias de polipirrol (Jing et al., 2007). Ao sofrer dissociacdo, o precursor de prata
(AgNQO3) gera cations de prata (Ag®) e anions nitrato (NOs’); o Ag" atua entdo como agente
oxidante para a polimerizagdo quimica in situ do mondémero pirrol, resultando na formacéo
simultanea de cadeias de polipirrol e de prata metalico (Ag®), como demonstrado no mecanismo
da reacgdo de entre 0 Ag* e 0 mondmero pirrol (ANEXO A) (Fujii et al., 2007). Esse é um dado
importante, pois tanto o pirrol quanto o AgNOs foram os fatores mais significantes (Fig. 14)
para a intensidade da fluorescéncia, sendo assim possivel associar a formagdo do compdsito

com a emissao de fluorescéncia do compdsito aqui descrito.
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Figura 13 - Grafico de Pareto para a intensidade de fluorescéncia dos compdsitos Ag/Polipirrol.
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Uma interpretacdo geomeétrica dos dados pode ser usada para melhorar a visualizacdo
dos efeitos, e para isso o planejamento experimental foi representado em um sistema cartesiano,
com um eixo para cada fator. De acordo com a Figura 13, dois fatores (pirrol e AgNO3)
apresentaram efeitos estatisticamente significativos mais pronunciados, sendo entdo possivel
definir que suas interacfes poderiam ser expressas espacialmente como a face de um cubo (Fig.
15). Isso permitiu confirmar que quando os dois fatores foram utilizados no nivel superior (nivel
1) resultariam valores de fluorescéncia maiores (vértice com valor de 1140000 u.a.), com o

pirrol sendo o responsavel pelo incremento maior nesse valor.

Figura 14 - Interpretacdo geométrica dos efeitos significativos para a intensidade de
fluorescéncia do compdsito Ag/Polipirrol.
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Usando um gréfico cubico das respostas de intensidade de fluorescéncia para os oitos
ensaios realizados (Fig. 16), foi constatado entdo que os maiores valores de intensidade de
fluorescéncia sdo obtidos quando o pirrol e o AgNOz estdo no nivel superior (+), € 0
estabilizante MPTS no nivel inferior (-), 0 que corresponde ao vértice do cubo onde ha o maior
valor de intensidade de fluorescéncia (1180000 u.a.).

Atraveés da investigacdo da influéncia dos pardmetros experimentais na formacao de
composito de estrutura nucleo/casca de Ag/polipirrol, foi possivel reconhecer a importancia do
pirrol como agente protetor das nanoparticulas de prata, com a interacdo entre a cadeia
polimérica e a nanoparticula sendo essencial para a estabilidade do compésito (Mufioz-Rojas
et al., 2011). Essa interacdo faz ainda com que seja aumentada a intensidade da fluorescéncia

nos compdsitos de polimeros condutores e nanoparticulas metélicas (Santos et al., 2013).

Figura 15 - Gréfico cubico das respostas de intensidade de fluorescéncia do planejamento
fatorial.
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4.1.2 Medidas de potencial zeta

Ao entrarem em contato com um liquido, a maioria dos materiais particulados passa a
apresentar carga elétrica em sua superficie, e isso leva a uma modificagdo na distribuicdo dos
ions na sua vizinhanga, resultando em uma dupla camada elétrica na interface da particula com
o ligquido. O potencial elétrico existente no plano de cisalhamento hidrodinamico de uma

particula é denominado potencial zeta, com as interacdes entre as particulas ocorrendo de
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acordo com a magnitude desse potencial. Dessa forma, a medida de potencial zeta ajuda a prever
a estabilidade de uma dispersdo. Quanto maior o valor absoluto do potencial zeta (positivo ou
negativo), maior serd a estabilidade eletrostatica da dispersdo, o que se deve ao fato de que
como particulas carregadas se repelem, isso impede sua coalescéncia e, consequentemente, a
separacdo de fase.

Os compositos correspondentes aos diferentes ensaios do planejamento fatorial foram
caracterizados por meio de medidas de potencial zeta, a fim de avaliar sua estabilidade e
verificar quais variaveis de sintese seriam as mais importantes para que soluces mais estaveis
fossem obtidas. As respostas obtidas para as medidas de potencial zeta das amostras do
planejamento fatorial, e suas replicatas, sdo apresentadas na Tabela 9. De acordo com esses
resultados, as amostras exibiram um valor absoluto predominantemente negativo para seu
potencial zeta, o que permitiu a obtencdo dispersdes coloidais mais estaveis. Compdsitos de
AgNPs e Polipirrol apresentam valor médio do potencial zeta de (-41,53 + 0,70) mV (Da Silva
Jr et al., 2016), que é um valor comparavel a aqueles obtidos para o compésito Ag/Polipirrol
nesse estudo, como disposto na Tabela 9.

Foi possivel também concluir que as nanoparticulas (NPs) de prata inseridas tém uma
forte interacdo com as cadeias de polipirrol, e que a medida em que a quantidade de polipirrol
é aumentada, ocorre uma diminui¢do do potencial zeta (Wen et al., 2017). Esse comportamento
é também observado nos experimentos 3 e 7 (Tabela 9), onde pode ser notado que com a
variacdo da concentracdo do AgNOs do nivel inferior para o nivel superior, o potencial zeta se

torna menos negativo (passando de -38,6 para -22,5 mV).

Tabela 9 - Planejamento fatorial e medidas de potencial zeta dos compdsitos Ag/Polipirrol.

Potencial zeta (mV) dos compdsitos de Ag/PPy

Experimento  MPTS Pirrol AgNO:s Replicatas Média
1 - - - -25,7 -38,9 -32,3
2 + - - -38,9 -38,4 -38,6
3 - + - -19,2 -25,9 -22,5
4 + + - -216 -36,4 -29,0
5 - - + -22,3 -32,6 -27,6
6 + - + -44.1 -45,0 -44,5
7 - + + -33,1 -44,1 -38,6
8 + + + -43,9 -46,4 -45,1
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Como mostrado na Fig. 17, e de acordo com os dados da Tabela 9, no grafico de Pareto
para as respostas de potencial zeta pode ser observado o efeito de cada varidvel e suas possiveis
interacdes. Conforme mostra o grafico dessa figura, a concentracdo de MPTS e AgNOs, assim
como a interacdo entre PIRROL e AgNO3, séo estatisticamente significativas para a estabilidade
da solugéo, dentro de um intervalo de confianca de 95%. Como o efeito mais significativo (do
MPTS) é negativo, quando utilizamos o estabilizante em seu nivel inferior (-), com o nivel dos
outros dois fatores sendo mantido fixo, hd uma reducdo do valor médio do potencial zeta
(experimentos 7 e 8). O MTPS € um importante constituinte da reacdo devido a presenca de
grupos tiolados (R-SH) que sdo agente que se adsorvem quimicamente nas superficies de
nanoparticulas metéalicas, criando assim um interface hidrofébica que diminui a energia livre
das superficies das nanoparticulas, evitando com isso a aglomeracdo (Caseri, 2000; Bourgeat-
Lami, 2002). Sendo importante para sintese do composito impossibilitando a aglomeracao das
NPs formadas durante o processo de oxidacdo do polipirrol, do que resulta uma boa disperséo

das AgNPs na matriz de polipirrol.

Figura 16 - Gréafico de Pareto para a medidas de potencial zeta dos compdsitos Ag/Polipirrol.
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Pela anélise do gréafico cubico das respostas das medidas de potencial zeta (Fig. 18),
pode ser notado que a amostra 7, aquela que exibe maior intensidade de fluorescéncia, apresenta
maiores valores de potencial zeta, o que indica que as condi¢fes de sintese dessa amostra

tambeém levam a solugdes mais estaveis.
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Figura 17 - Grafico cubico das respostas de potencial zeta do composito Ag/Polipirrol.
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4.1.3 Diametro médio das particulas

Os resultados obtidos para as medidas de diametro médio do compoésito sdo
apresentados na Tabela 10. Deve ser ressaltado que o tamanho medio determinado pela técnica
de espalhamento dinamico de luz se refere ao diametro hidrodindmico da particula, o que neste

caso inclui o conjunto estabilizante, polimero e nanoparticula de prata.

Tabela 10 - Planejamento fatorial e didametro médio de particulas dos compoésitos Ag/Pirrol.

Diametro médio (nm) das particulas dos compositos de Ag/PPy

Experimento MPTS  Pirrol  AgNO:s Replicadas Média
1 - - - 843,20 892,60 867,9
2 + - - 764,10 843,90 804,0
3 - + - 798,70 864,10 831,4
4 + + - 823,70 795,70 809,7
5 - - + 950,00 885,70 917,8
6 + - + 896,20 971,30 933,7
7 - + + 851,30 964,60 907,9
8 + + + 867,20 942,70 904,9
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No gréfico de Pareto correspondente (Fig. 19) estdo dispostos os efeitos
estatisticamente significativos para o didmetro médio das particulas do composito
Ag/Polipirrol. Pode ser notado que a concentracdo de AgNOs foi aquela variavel que apresentou
uma influéncia estaticamente significativa ao nivel de confianca de 95 %. O valor desse efeito
é positivo, indicando que quando o AgNOs é utilizado em seu nivel superior (+), teremos a
dispersdo de tamanho do compdsito favorecida, o que corrobora aquilo que foi observado para
a intensidade de fluorescéncia, que também ¢é favorecida pelo uso do AgNOs em seu nivel

superior, como mostrado na Figura 19.

Figura 18 - Gréfico de Pareto para o diametro médio das particulas dos compositos

Ag/Polipirrol.
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4.2 MEDIDAS DE UV-VIS

A técnica de espectroscopia de absorcdo no UV-Vis se constitui em uma importante
ferramenta para uma confirmacao preliminar da formacédo do compdsito Ag/Polipirrol. Os picos
referentes ao polipirrol, que foram observados em 230 e 280 nm (Fig. 20), correspondem as
transi¢des n-n* dos anéis benzendides € as transi¢des n-n* dos anéis de pirrol, respectivamente,
e indicam que o PPi estd em seu estado dopado (Lamprakopoulos et al., 2004).

J& o pico de absorcdo observado em torno de 470 nm (Fig. 20) pode ser atribuido tanto
a sobreposicdes das transi¢cbes m-n* do polipirrol quanto a ressonancia dos plasmons de
superficie das AgNPs (Liu e Chuang, 2003). Comumente, as AgNPs exibem o pico de absor¢éo

da ressonancia dos plasmons de superficie entre 410-440 nm (Sih e Wolf, 2005), devido a
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oscilagdo coletiva dos elétrons livres do metal na banda de conducéo que é induzida pela

radiacdo eletromagnética incidente.

Figura 19 - Espectro de UV-Vis do compésito de Ag/Polipirrol.
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A identificacdo da banda do pldésmon de superficie se fez dificil, em decorréncia da
sobreposicdo com a forte banda do polipirrol, como fora observado na sintese de nanotubos de
polipirrol, onde a faixa de absor¢éo n-n* € em torno de 485 nm (Upadhyay e Kumar, 2014).
Neste mesmo estudo, quando incorporadas AgNPs nos nanotubos de polipirrol havia um
deslocamento da banda para 476 nm, sendo essa mudanca mais acentuada a medida que
aumentava a concentracdo de prata. Caso seja utilizada uma pequena quantidade de AgNPs, a
absorcéo mais forte do polipirrol resulta em um pico mais pronunciado que acaba ocultando o
pico referente a ressonancia dos plasmons de superficie das AgNPs (Xu et al., 2009). Quanto
maior a quantidade de prata em massa, maior serd a absorbancia das AgNPs, levando a um
deslocamento da banda para comprimentos de ondas inferiores (455 nm) (Upadhyay e Kumar,
2014). Uma dispersdo de AgNPs apresenta banda ressonancia dos plasmons de superficie em
400 nm, mas, com a polimerizacdo de Polipirrol na superficie dessa nanoparticula, essa mesma
banda se desloca para 470 nm (Chang et al., 2012). Diante disso, acredita-se que a banda em

470 nm (Fig. 20) pode estar relacionada com a incorporacdo das AgNPs a matriz de polipirrol.
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4.3 MEDIDAS DE INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

O uso de espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)
permitiu a obtengdo de informacdes sobre a estrutura e composi¢do do material composito.
Como pode ser observado na Fig. 21, no espectro de FTIR do compdsito Ag/Polipirrol
sintetizado podem ser identificados os picos caracteristicos do polipirrol em 1329 cm™, 1044
cm?, 879 cm™ e 601 cm™, que sdo atribuidos respectivamente ao estiramento C=C no anel,
torcéo de C-H do anel fora do plano, estiramento de C=C e deformacdo de C=C-N-H do anel
fora do plano (Kosti¢ et al., 1995).

Figura 20 - Espectro de FTIR do compdésito Ag/Polipirrol.
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O pico perto de 1379 cm™ é atribuido a oxidac&o do pirrol (Feng et al., 2007), que se
encontra dopado pelos ions NOs". O deslocamento de alguns picos pode ser atribuido a interagéo
da prata com as cadeias de polipirrol (Dias et al., 2006; Dallas et al., 2007; Jing et al., 2007;
Xing e Zhao, 2007). Ja o pico em 1660 cm™, que é caracteristico do estiramento da ligacéo
C=C, esté relacionado com o crescimento de cadeias de polipirrol sobrepostas, enquanto que 0
pico no entorno de 1086 cm™ pode ser atribuido as vibragdes do anel do pirrol (Xing e Zhao,
2007; Kate et al., 2011).

4.4 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (MET)
A morfologia do composito de Ag/Polipirrol foi analisada através de imagens de MET

em diferentes magnificacbes, como mostrado na Fig. 22. As nanoparticulas de prata
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apresentaram formato esférico e sdo monodispersas, formando o nucleo para o crescimento do
envoltdrio de polipirrol, com estruturas unitérias que apresentaram tamanhos menores que 100
nm, como visto na Fig. 22 (A) e (B). A presenca das nanoparticulas de prata € uma consequéncia
da acdo oxidativa dos cations de Ag* sobre o pirrol, enquanto que, como mencionado na Se¢do
4.3, os ions nitratos (NO3") do AgNOs sdo adicionados a cadeia de polipirrol como dopantes,
em acordo com o reportado por Dallas et al. (2007). Com a redugdo dos cétions de prata e 0
crescimento simultaneo da cadeia de polipirrol, sistemas isolados tipo nicleo-casca passam a
se formar, mas acabam por se aglomerar, resultando em uma matriz polimérica com as
nanoparticulas metalicas incorporadas no seu interior (Fig. 22 (C) e (D)), e com tamanho

variando entre 200-500 nm.

Figura 21 - Imagens de MET do composito Ag/polipirrol em diferentes magnificagdes.
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4.5 TESTE HEMOLITICO

Em termos genéticos, os genes sdo codificados por meio de sequéncias especificas
presentes no DNA, localizadas em pontos especificos da cadeia dos cromossomos. Outras
formas alternativas de gene séo os alelos, que abrangem um dnico locus (posi¢do génica) em
cromossomos homalogos. Para o sistema ABO, os principais alelos do gene ABO séo A (Olsson
et al., 2001), B e O, que sdo responsaveis por dar origem aos quatro grupos sanguineos: A, B,
AB e O (Vengelen-Tyler, 2002).
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O sistema sanguineo ABO se caracteriza por uma heterogeneidade, devido a diferenca
estrutural dos genes das glicosiltransferases (enzimas responsaveis pela transferéncia dos
residuos especificos de acucar), que atuam na conversdo dos antigenos A ou B (Batissoco e
Novaretti, 2003). A acdo dessas enzimas dependera da sua estrutura conformacional, pois isso
ira permitir ou ndo sua ligagdo com o substrato. A atividade nos antigenos A e B varia nos
diversos subgrupos do sistema ABO, e isso esta atrelado as diferengas bioquimicas dos
antigenos produzidos (Barjas-Castro et al., 2000).

Os tipos sanguineos sdo entdo classificados de acordo com a presenca e/ou auséncia
dos antigenos A e/ou B na membrana eritrocitaria. Dessa forma, se apenas o antigeno A esta
presente na membrana da hemécia, tém-se entdo o sangue do tipo A; se apenas estiver presente
0 antigeno B, tém-se o tipo sanguineo B; e caso estejam presentes na membrana eritrocitaria os
antigenos A e B tém-se o tipo AB, e se esses antigos forem ausentes na membrana, tém-se o
tipo sanguineo O (Cohen e Wood, 2002; Girello e Kiihn, 2002; Jorde, 2004).

A hemdlise corresponde a quebra ou destruicdo da membrana plasmética das
hemacias, do que resulta a liberacdo da hemoglobina. Quando do uso de novos materiais, é
importante realizar a investigacdo do potencial hemolitico para delimitar como eles se
comportardo frente a matrizes bioldgicas complexas, como o tecido sanguineo (Upadhyay et
al., 2015). No presente estudo, o percentual hemolitico de Ag/Polipirrol foi determinado para
diferentes concentragdes (31,2 a 500 pg/mL) do compdsito frente a diferentes fendtipos
humanos (Fig. 23). Constatamos que houve distintos perfis de interacdes do composito com 0s
diferentes eritrocitos, que comecaram a se diferenciar a partir 125 pug/mL, havendo uma
separacdo em dois grupos quando a concentracdo do composito testado era de 250 pg/mL.
Enquanto heméacias do tipo A e B apresentavam hemdlise de 50% com valores de HTso
(concentracdo do material capaz de causar 50% de hemolise) acima de 250 pg/mL, os eritrécitos
do tipo AB e O foram capazes de sofrer 50% de hemolise com valores abaixo de 250 pg/mL

(Tabela 11), e como mostrado na Fig. 23.

Tabela 11 - Taxa de hemolise (HTso) para os tipos de hemécias testadas.

Tipo sanguineo Taxa de hemolise de 50% (HTSO)
Sangue A 281,46 pg/mL
Sangue B 297,15 pg/mL
Sangue O 196,82 pg/mL
Sangue AB 179,12 pg/mL
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Figura 22 - Percentual Hemolitico de Ag/Polipirrol.
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Enquanto que diversos estudos tém reportado a auséncia de alto potencial hemolitico
de materiais compostos de polipirrol, vale a pena ressaltar que nanoparticulas de prata
demonstram capacidade de romper a membrana dos eritrécitos. No presente caso, entretanto, a
nanoparticula de prata esta envolta na matriz polimérica de polipirrol, o que deveria levar a uma
marcante reducdo na possibilidade de hemdlise. Estudos realizados por Wang et al. (2004) e
Upadhyay et al. (2015), utilizando um p6 de polipirrol e nanotubos de polipirrol decorado com
nanoparticulas de prata, respectivamente, constataram baixo percentual hemolitico sobre
eritrécitos de coelho e camundongos.

Apesar dos testes mencionados anteriormente terem sidos realizados em hemacias de
mamiferos, € importante salientar que a composi¢do da membrana de eritrécitos humanos €
diferente (presenca dos antigenos ABO), e isso pode acarretar distintas formas de interacéo
entre 0 composito e as proteinas celulares. Outro fator que deve ser levado em consideragdo é
a possibilidade de interacdo do material com a carga de superficie caracteristica das hemacias,
uma vez que as proteinas da membrana atuam como coadjuvantes para a carga elétrica liquida
total das superficies celulares, podendo assim alterar o potencial zeta da célula por meio de

interacdes intermoleculares (Tokumasu et al., 2012).

4.6 ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE
A investigacdo do potencial citotoxico de compostos a base de polipirrol tem sido
realizada de maneira abrangente, com o auxilio de diferentes técnicas de biologia celular. O

polipirrol ndo apresenta citotoxicidade para com células Vero, uma vez que, ao serem cultivadas
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em um substrato polipirrolico, elas apresentaram sua morfologia tipica e nenhuma diferenca na
densidade celular (Mindroiu et al., 2013). Da mesma forma, estudos conduzidos por
Ramanaviciene et al. (2007) evidenciaram que particulas de polipirrol sintetizadas
guimicamente ndo apresentaram nenhum efeito citotoxico sobre macrofagos peritoneais de
camundongos.

Por ser uma caracteristica muito complexa, a biocompatibilidade de um novo material
deve ser investigada através da combinacdo de uma gama de propriedades biologicas que sdo
testadas pela adocdo de métodos alternativos in vitro. Pelo uso de diferentes linhagens de
células na andlise da citotoxicidade, é possivel estabelecer a acdo que o material pode
desempenhar frente aos diferentes tipos de estruturas celulares, resultando em um potencial de
aplicacdo mais direcionado e seguro (Humpolicek et al., 2018). Nesse contexto, para
investigacdo do potencial citotdxico do compdsito Ag/Polipirrol, neste trabalho foram
utilizadas trés linhagens de células (\VVero, macréfagos e fibroblastos) originadas de diferentes
tecidos.

As diferentes concentragdes testadas (31,2 a 500 pg/mL) do compdsito Ag/Polipirrol
ndo demonstraram efeito toxico para as trés linhagens de células investigadas. Nesses
experimentos foram utilizados fibroblastos F1072, que € o tipo celular mais comumente usado
para a determinacdo da citotoxicidade, sobretudo no caso de testes com novos compostos
desenvolvidos com finalidade terapéutica, ou para o diagnostico auxiliar onde a administragdo
é por via topica (pele) (Humpolicek et al., 2018). Apos 24 horas de incubagdo na presenga de
concentracdes crescentes de Ag/Polipirrol, foi observado que ndo houve diminuicédo
significativa na viabilidade dos fibroblastos (Fig. 24 A).

E importante observar que os resultados do presente estudo diferem daqueles descritos
por Vaitkuviene et al. (2013), onde, ao serem testadas sobre fibroblastos, nanoparticulas de
polipirrol apresentaram um efeito citotoxico que é dose-dependente, mas com uma reducao
significativa na viabilidade das células sendo obtida a partir de uma concentracdo igual a 25
pg/mL. Acredita-se que esses efeitos distintos sobre 0 mesmo tipo celular possam ser atribuidos
as diferencas de tamanho entre as particulas do compdsito Ag/Polipirrol descritas neste estudo
e aqueles anteriormente usados na literatura (Flemming et al., 1999).

Outros modelos celulares importantes para a avaliagcdo da biocompatibilidade sdo as
células Vero, oriundas do rim de macacos africanos, e macrofagos, que sao células relacionadas
ao sistema imunolégico de mamiferos. A fim de obtermos uma melhor caracterizagdo
citotoxica, essas células foram inicialmente cultivadas na auséncia do compaosito e em sua

presenca — usando diferentes concentragdes (31,2 a 500 pg/mL) das particulas de Ag/Polipirrol,
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e posteriormente submetidas a anélise da viabilidade celular. Assim como nos fibroblastos, para
ambos tipos de células mais uma vez ndo foi encontrada uma diminuicéo significativa nas
concentracgdes testadas durante 24 horas de incubacao (Fig. 24 B e C). Este resultado reforca os
aspectos de biocompatibilidade do compédsito Ag/Polipirrol para com células de mamifero,
sugerindo ser esse material seguro para aplicagdes biomédicas.

Em todas as células utilizadas no ensaio de citotoxicidade a CCso foi maior que 500
pug/mL do compoésito de Ag/Polipirrol e, portanto, ndo foram encontradas diferencas

significativas entre o grupo tratado e o grupo controle (Fig. 24).

Figura 23 - Efeito do Ag/Polipirrol sobre células de mamiferos.
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Legenda: Fibroblastos (A), células Vero (B) e macrdfagos (C). CCsp é a concentracao citotéxica que reduz em

50% a viabilidade das células.
4.7 ATIVIDADE ANTITUMORAL IN VITRO
Continua sendo necessaria a busca por novos materiais com potencial terapéutico ou
para uso na terapia auxiliar de combate ao cancer, em virtude dos altos indices de mortalidade
e da ocorréncia de novos casos da doenca a cada ano. Em nosso trabalho, o estudo da atividade

antitumoral consistiu na andlise do efeito de diferentes concentragdes do composito
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Ag/Polipirrol (31,2 a 500 ug/mL) sobre células HeLa, que é uma linhagem de célula de
adenocarcinoma do colo do Gtero humano. Apds 24 horas de incubacdo, as células HelLa que
estavam sob tratamento apresentaram uma reducado significativa (p<0,05) de sua viabilidade
(Fig. 25), com uma CCso = 210,06 +8,0 pg/mL.

Figura 24 - Efeito do compdsito Ag/Polipirrol sobre células de carcinoma cervical humano.
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Como observado na Figura 25, a reducdo significativa dos valores de absorbancia
corresponde aos grupos (indicados pelo asterisco *) cujo valor de concentracdo mostrou um
maior efeito na reducdo da viabilidade das células HeLas. Apos a adi¢do do MTT as culturas,
o sal de tetrazolio é reduzido pelas enzimas mitocondriais a um produto de cor purpura,
denominado Formazan. Dessa forma, a quantidade de Formazan presente na cultura é
diretamente proporcional a quantidade de células viaveis, tendo em vista que presenca de
atividade enzimaética (reducdo do MTT) sé ocorre em células saudaveis. A formagdo de um
produto colorimétrico (cristais de Formazan) possibilita a medicao da intensidade de cor através
de espectrofotometria, de tal modo que quanto maior a intensidade de cor, mais viavel sera a
cultura celular. Essa alta intensidade de cor corresponde a maiores valores de absorbancia, ou
seja, quanto mais vidvel for a célula maiores os valores desta medida. A diminuicdo da
viabilidade, com a presenca de células danificadas e em estagio de morte celular, € identificada
por baixos valores de absorbancia, resultante da baixa presenca do Formazan. Podemos
observar que o grupo controle (isto é, das células HeLa em meio de cultura sem o material)
apresentou altos valores de absorbancia, enquanto os grupos tratados (250 e 500 pg/mL),

exibiram menores indices de absorbancia. Os resultados quantitativos desse teste podem ser
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analisados através de uma regressao linear, o que permitird determinar qual a concentracao que
levaria a uma reducéo de 50% da viabilidade das células.

A diminuicdo da viabilidade celular de células cancerigenas apds o tratamento com
materiais a base de nanoparticulas de polipirrol é descrita na literatura (Chen et al., 2018) como
uma das possiveis aplicacGes desses compostos de natureza polimérica. Um estudo sobre o uso
de tratamento fototermal (aplicacdo de radiacdo para geracdo de calor) com células HelLa
tratadas com diferentes concentracdes de nanoparticulas de polipirrol demonstrou a ocorréncia
de uma reducao de 9,4% da viabilidade celular com 12 horas de exposi¢éo a 300 pug/mL. Porém,
quando as nanoparticulas ndo eram submetidas a incidéncia da radiacdo infravermelha, ndo
foram encontradas diferencas significativas relativas ao controle sem tratamento (Zha et al.,
2013). Contudo, nesse mesmo estudo foi também observado que a incidéncia de radiacdo no
infravermelho préximo (808 nm) era capaz de modular a atividade antitumoral in vitro,
reduzindo de forma significativa (80%) a viabilidade das células tumorais a partir de uma
concentragdo de 300 pg/mL (Tabela 12 )(Zha et al., 2013).

Outro estudo (Feng et al., 2015) examinou a eficacia de um composito formado por
nanoparticulas de ouro revestidas com polipirrol e decoradas com oOxido de ferro
(Au/Polipirrol@Fes04) para a reducdo da viabilidade celular em cultura de HelLa, tanto na
presenca quanto na auséncia de aplicacdo de um laser na regido do infravermelho préximo (808
nm). Foi observado que uma reducdo significativa da viabilidade das células tumorais somente
aconteceu ap6s uma associacdo entre a radiacao laser e a presenca do nanocomposito, que
possibilita a dispersao da energia sob forma de calor.

O potencial anticancer de materiais constituidos por polipirrol se estende a outras
linhagens de células cancerigenas. Em 2018, (Hathout et al.) comprovaram o potencial
antitumoral de nanoparticulas de polipirrol funcionalizadas com Alicina (um composto,
presente no alho, que tem acdo antimutagénica), e destacaram que quando o material era
submetido a acdo de radiacdo na regido do infravermelho proximo, se tornava possivel obter
uma reducdo de até 40% da viabilidade de células neoplésicas, relativamente ao controle sem
tratamento.

Esses estudos sugerem a possibilidade de um potencial antitumoral efetivo dos
compositos de Ag/Polipirrol utilizados no presente estudo quando de sua interagcdo com células
de cancer cervical humano, o que é reforcado pelo fato de ter sido encontrado que esse efeito
antitumoral ocorre mesmo sem a aplicagéo de uma fonte externa de energia. Deve ser ressaltado

que a concentra¢do do compdsito Ag/Polipirrol com agdo efetiva contra células HelLa (210,6
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pg/mL) foi inferior a aquelas capazes de reduzir a viabilidade em células de mamiferos (> 500
pg/mL), o que amplia assim as possibilidades de seu uso terapéutico.

Dos quatro fenotipos de sangue humano submetidos aos testes, apenas dois
apresentaram HTso < CCsp para 0 caso da HeLa (210,6 pg/ml), sendo necessaria uma
investigagdo mais detalhada para que venham a ser minimizados 0s possiveis riscos as células
vermelhas dos fen6tipos em questdo. Neste Gltimo caso, considera-se a possibilidade de uma
investigacdo para verificar a atividade do composito Ag/Polipirrol quando submetido a um
tratamento fototermal frente a uma cultura de células HelLa, para a obtencdo de um efeito
significativo mesmo em doses mais baixas. Nesse sentido, de ser lembrado que, como
demonstrado na literatura (Vaitkuviene et al., 2013), uma concentragdo menor que 30 pg/mL
de nanoparticulas de polipirrol submetidas a acdo de radiacdo infravermelha foi capaz de
reduzir a viabilidade de células HeLa em 50%. Existe entdo a possibilidade de utilizacdo de
uma dose muito mais baixa do que a CCso da HelLa, de modo a reduzir os danos as hemacias
humanas com fen6tipos AB e O.

4.8 ANALISE ULTRAESTRUTURAL

A andlise ultraestrutural (Fig. 26) revelou importantes alteracGes na morfologia das
células Hela tratadas com diferentes concentracdes do compdsito Ag/Polipirrol. As células
utilizadas como grupo controle, e que ndo receberam qualquer tratamento, apresentaram a
morfologia usual, ou seja, seu aspecto permaneceu ligeiramente achatado e em processo de
confluéncia (ocupacédo da superficie através da divisdo em multicamadas) (Fig. 26 A). Pode-se
observar ainda que as células do grupo controle apresentaram estruturas bem preservadas, como
microvilosidades e filopddios (Fig. 26 B). Essas caracteristicas sdo compativeis com a
morfologia topografica de células HeLa, tanto no uso daquelas observadas em um sistema in
vivo compondo um tecido invasor, quanto em sistemas in vitro quando depositadas sobre
substratos biocompativeis (Ciapetti et al., 1993). Nas células tratadas com uma concentragédo
do composito correspondente a metade da CCsp (105,3 pg/mL), foi observada a presenca de
células arredondadas, com uma diminui¢do das microvilosidades (Fig. 26 C — setas brancas) e
a ocorréncia de um enrugamento da membrana plasmatica em mais de uma célula (Fig. 26 C -

area demarcada com contorno branco).
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Figura 25 - Efeito do compdsito Ag/Polipirrol sobre células HelLa.

13 pm
I

Imagem da ultraestrutura do: controle negativo (A e B). Células tratadas em concentracdes de 0,5x CCsq do
composito Ag/Polipirrol (C e D), 1x CCso (E € F), 2x CCs (G e H). Setas brancas: reducéo das microvilosidades;

letra j: depressdo na membrana plasmaética; #: enrugamento de membrana; *: ruptura de projecdes de membrana.
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Em um estudo realizado por Ahmed El-Said et al. (2010), foi observado que quando
em contato com um substrato de alumina recoberto com nanofios de polipirrol, as células HelLa
apresentaram morfologia arredondada. No presente estudo, pode-se notar a presenca de
pequenas fissuras na membrana plasmatica (Fig. 26 C), que podem estar relacionadas com a
diminuicdo da viabilidade celular. Ainda no grupo de células tratadas com uma concentracdo
igual a 105,3 pug/mL, foi observada a ocorréncia de depressdes na membrana plasmaética (Fig.
25 D — letra j), resultando na perda da morfologia, além do enrugamento da membrana
plasmatica (Fig. 26 D - #).

Por sua vez, no grupo tratado com uma concentragdo igual a CCsp (210,6 pg/mL) do
composito Ag/Polipirrol foi possivel identificar modificagdes distintas, que podem ser
relacionadas com a perda da viabilidade celular (Fig. 26 E e F). Dentre as principais alteracdes
observadas, mostram-se como mais evidentes a reducdo de microvilosidades (setas brancas), a
ocorréncia de depressdo (letra j) e a ruptura das proje¢des da membrana plasmatica (*),
sugerindo que esses eventos acontecem em uma forma dose-dependente. Na Fig. 26 (F), pode
ser verificado um extenso enrugamento da membrana plasmatica (#).

As culturas de HeLa tratadas com uma concentracao equivalente ao dobro da CCso
(421,2 ng/mL) apresentaram uma diminuicdo evidente no numero de células (Fig. 26 G), que
exibiram um decréscimo do volume celular e microvilosidades (setas brancas). As alteraces
ultraestruturais descritas anteriormente foram ainda observadas, com destaque para
deformacgdes na membrana plasmatica: regibes com depressdo, enrugamento e auséncia de

microvilosidades (Fig. 26 H).
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5 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS
Neste trabalho foi incialmente discutida a sintese de um compdsito Ag/Polipirrol

através de uma reacdo redox simultanea entre o metal e o polimero condutor. As propriedades
do compdsito foram entdo investigadas pela utilizacdo de um planejamento fatorial, onde ficou
demonstrado que a variacdo das concentracdes iniciais dos reagentes pode resultar no
aparecimento de efeitos significativos sobre a intensidade de fluorescéncia, o potencial zeta e 0
tamanho do compdsito. Para estabelecer a composi¢do do composito foram utilizadas as
técnicas de UV-Vis, FTIR, e MET.

Por sua vez, a investigacdo dos aspectos de biocompatibilidade do composito
Ag/Polipirrol foi feita atraves das técnicas de citotoxicidade em células de mamiferos (Vero,
macrofagos e fibroblastos) e do teste hemolitico em diferentes fen6tipos humanos in vitro.
Nesses ensaios, foi possivel determinar que sob acdo do compdsito ndo ha diferencas
significativas na viabilidade das trés células testadas, assim como verificar a ocorréncia ade
diferentes perfis de interagdo frente a distintos tipos de eritrécitos humanos, que ndo haviam
ainda sido discutidos na literatura para esse tipo de material. Esses resultados reforcam a
possibilidade de uma aplicacdo mais ampla do composito Ag/Polipirrol em sistemas bioldgicos.

O compdsito Ag/Polipirrol se mostrou ainda eficaz para uma diminuicao significativa
da viabilidade de células de carcinoma cervical humano (células HelLa), em diferentes
concentragOes. As alteracdes ultraestruturais correspondentes revelaram alteracGes topograficas
das células HelLa, sugerindo a existéncia de um efeito dose-dependente. Dessa forma, pode-se
concluir que o composito apresenta um potencial antitumoral, sendo necessaria a realizacdo de
estudos mais aprofundados a fim elucidar o mecanismo correspondente de acéo.

Como perspectivas futuras para a continuidade deste trabalho, a intensidade da
resposta de fluorescéncia podera ainda ser otimizada pela ado¢do da técnica de superficie de
resposta, o que pode permitir a utilizacdo deste compaosito para a marcacao molecular. Ha ainda
a alternativa promissora de utilizacdo do composito Ag/Polipirrol em células HeLa em conjunto
com a incidéncia de radiacdo eletromagnética para possibilitar uma maior potencializacdo de
sua acao antitumoral, em paralelo com o descrito na literatura. Outra perspectiva futura é a
determinacdo do mecanismo de a¢do do composito sobre as células Hel a, o que podera permitir

uma melhor compreenséo sobre o tipo de morte celular que estaria sendo induzido.
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ANEXO A - MECANISMO PROPOSTO PARA A POLIMERIZACAO DO PIRROL
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UF: CE Municiplo: JUAZEIRD DO NORTE
Talefone: (53)2101-1033 Fax- (58)2101-1033 E-mall: cepleacsampakydieaosampalo.edu.br
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terapéutico ou de auxiliar diagnostico. Os objetivos e justificativa est3o bem fundamentados, assim como o
métodoadotadopebspesqu’sadores.Asmedidasvisamasegumgadosparﬁcbantsembdassetapas
e seguem 0s principios éticos estabelecidos por lei.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Todos os termos de apresentacio obrigatoria est3o disponiveis, junto do projeto. As informagdes estdo
adequadas. Quanto documentos, s3o eles:

1.Informagdes basicas sobre o projeto;

2. Projeto detathado;

3.TCLE

4. Folha de rosto.

Recomendagbes:

N&o apresento recomendagbes para o presente projeto de pesquisa.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

O presente projeto de pesquisa esta adequado, com objetivos e métodos consistentes de acordo com as
normas éticas da legislag3o brasileira.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situac3o
Informa955 Basicas PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 03/02/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1286841.pdf 22:17:48
Projeto Detalhado / | Projeto_Detalhado.pdf 03/02/2019 |VANDERLAN Aceito
Brochura 22:16:37 |NOGUEIRA

| Investigador HOLANDA
TCLE/ Termos de  |Texto_teste pdf 03/02/2019 |ELTON MARLON DE| Aceito
Assentimento / 20:58:11  |ARAUJO LIMA
Justificativa de
Auséncia
Folha de Rosto Vanderlan_pdf 20/01/2019 |VANDERLAN Aceito
17:38:47 |NOGUEIRA
HOLANDA
Situag3o do Parecer:
Aprovado
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Assinado por:
MARCIA DE SOUSA FIGUEREDO TEOTONIO
(Coordenador{a))
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