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RESUMO

As vantagens do uso de dispositivos Opticos na area das ciéncias da vida sao
amplamente exploradas, especialmente para o diagndstico médico e protocolos de tratamento
em uma préatica de cuidados de saude. Além disso, alguns pesquisadores tém atraido muita
atencdo ao desenvolvimento de materiais biocompativeis e vestiveis para melhorar a
seguranca de dispositivos médicos, bem como para estabelecer novos procedimentos para
monitorar a resposta de terapia e diagndstico clinico. O presente trabalho tem como objetivo
desenvolver uma membrana biocompativel-luminescente ndo invasiva para reduzir oS erros
mais comuns relatados em fototerapia convencional de luz azul para ictericia neonatal. Dentre
estes erros destacam-se: intensidade de irradiancia que chega ao recém-nascido bem como seu
posicionamento frente a fonte de radiagdo e qualidade das lampadas dos aparelhos
fototerapicos. Neste contexto, a membrana foi confeccionada como um filme de sensor de luz
azul, fluorescente e colorimétrico a partir de polimeros: poli [2-metoxi, 5-(2'etilhexyloxy)-p-
fenilenovileno (MEH-PPV) em uma matriz de borracha natural. Para tal, as membranas de
borracha natural (BN) foram obtidas utilizando o latex, extraido das arvores Hevea
brasiliensis (clone RRIM 600), por casting, com posterior tratamento térmico em estufa. Em
sequida, também por casting, a solucdo de MEH-PPV/BN, razdo igual a 4000, foi depositada
na membrana BN para fazer uma camada fina de material luminescente. A membrana de
MEH-PPV/BN foi submetida as mesmas condi¢Bes utilizadas para o tratamento de
hiperbilirrubinemia neonatal (40 uW/m?#nm, 460 nm). As propriedades das membranas
foram caracterizadas por espectroscopia oOptica (UV-Vis, PL) e de infravermelho (FTIR),
microscopias confocal (MC), eletrénica de varredura (MEV) de forca atbmica (AFM) e seu
potencial toxicoldgico por extracdo e teste de contato direto, usando a linha de células CHO-
k1. A partir dos resultados encontrados, foi possivel compreender os efeitos da fototerapia de
luz azul sob a membrana de MEH-PPV/BN bem como nos permite sugerir que a membrana
de MEH-PPV/BN poderia ser usada como um sensor visual, qualitativo e quantitativo e
biocompativel de acumulo de dose de radiacdo para tratamentos médico-hospitalares,

especialmente para a ictericia neonatal.

Palavras-chave: Ictericia, biocompativel, fototerapia, sensor, dispositivos médicos.



ABSTRACT

The advantages of optical devices in the life sciences are widely exploited, especially
for medical diagnosis and treatment protocols in a health care practice. In addition, some
researchers have attracted much attention to development flexible and biocompatible
materials to improve security of medical devices, as well as to establish new procedures for
monitoring therapy response and clinical diagnosis. The present paper aims to develop a new
noninvasive biocompatible-luminescent membrane to reduce the most common user errors
with conventional blue-light phototherapy of neonatal jaundice. The membrane was design
based on a polymer-based fluorescent and colorimetric blue-light sensor film. This material
was based on poly[2-methoxy,5-(2'etilhexyloxy)-p-fenilenovileno (MEH-PPV) in a natural
rubber matrix. Natural rubber membranes (BN) were obtained using latex from Hevea
brasiliensis trees (clone RRIM 600) by casting, with the time and temperature of thermal
treatment fixed on 65°C for 10h. Then, also by casting, MEH-PPV/NR solution, ratio equal to
4000, was deposited on NR membrane for make thin-layer of luminescent material. The
MEH-PPV/NR membrane was submitted to the same conditions used for neonatal
hyperbilirubinemia treatment (Blue light phototherapy, 40 uW/m2nm, 460nm). The
proprieties of membranes were characterized by optical (UV-Vis, PL) and infrared (FTIR)
spectroscopy confocal microscopy (MC), scanning electron microscopy (SEM) and atomic
force microscopy (AFM) and its toxicological potential by Extraction and Direct Contact Test
using CHO-k1 cell line. From the results found, it was possible to understand the blue light
phototherapy effects on MEH-PPV/NR membrane as well this allows us to suggest that
MEH-PPV/NR membrane could be used as a qualitative and quantitative visual
biocompatible-sensor of radiation dose accumulation for medical-hospital treatments,
especially for neonatal jaundice.

Keywords: Jaundice, biocompatible, phototherapy, sensor, medical-devices.
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1. INTRODUCAO

As vantagens dos dispositivos opticos em ciéncias da vida sdo amplamente exploradas,
especialmente para diagndsticos médicos e monitoramento de tratamentos.’ Em particular,
os dosimetros de radiagdo estdo transformando e revolucionando os cuidados com a salde®
porque permitem analises qualitativas e quantitativas simultaneas. Além disso, a maioria dos
dispositivos sensiveis a luz é baseada em pontos quanticos contendo cadmio ou materiais
organicos incorporados em matrizes de polimeros sintéticos, que ndo sdo tecnologias que
garantem sanidade recomendada para o ser humano e organismos vivos. No entanto, a
comunidade cientifica tém dedicado muita atengdo ao desenvolvimento de dispositivos
Opticos biocompativeis®, a fim de eliminar os riscos associados ao uso desses tipos de

dispositivos e prover uma tecnologia mais segura.

Neste contexto, alguns polimeros conjugados tém sido de grande interesse para
aplicagbes médicas devido as suas capacidades biomédicas e sua biocompatibilidade.® Esses
polimeros apresentam interacfes versateis entre as células e materiais flexiveis processaveis
que promovem a adesdo celular.” Em particular, poli (2-metoxi-5 (2'-etil) hexiloxifenileno
vinileno) (MEH-PPV) é um polimero conjugado luminescente usado em diodos emissores de
luz (LEDs)?, transistores de efeito de campo® e dispositivos fotovoltaicos.’® Além disso,
embora as aplicacdes em campos bioldgicos ainda sejam escassas, alguns relatos cientificos
demonstram que nanoparticulas de MEH-PPV poderiam ser usadas para imageamento

celular'>® e para a estimulacio elétrica de células neurais.’

Neste cenario biomédico, Ferreira et al. (2017) propuseram o uso de filmes MEH-PPV
como possiveis dosimetros colorimétricos para o monitoramento da fototerapia neonatal.’
Essa terapia fotodindmica é a principal forma de tratamento da ictericia’® e consiste em expor
os recém-nascidos a luz azul.?® A luz favorece a excrecdo da bilirrubina através da foto-
isomerizacdo, que altera a estrutura da bilirrubina em uma forma solGvel.?! Entretanto,
evidéncias mostram que muitos recém-nascidos ainda estdo expostos a doses de fototerapia
sub terapéuticas devido a varias razdes, como: numero insuficiente de lampadas por aparelho,
lampadas fluorescentes de baixa qualidade e posicionamento da fonte de luz longe do
paciente.?? Consequentemente, a hiperbilirrubinemia, quando ndo tratada de maneira eficaz,

pode levar a sérios problemas de salde, incluindo o risco de neurotoxicidade, autismo, surdez,
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cegueira, kernicterus e morte.® Portanto, é essencial desenvolver dispositivos médicos

utilizando materiais ndo toxicos, fotoativos, flexiveis e biocompativeis.?**

Diante da necessidade de se desenvolver dispositivos biocompativeis, o uso da matriz
polimérica de Borracha natural, extraido do latex da seringueira Hevea brasiliensis, tem se
destacando no setor de salide desde a década de 1990%° e se mostrado bastante promissora
para varios tipos de aplicagdes médicas, como regeneragéo tecidual®®, atividade angiogénica®’,
cicatrizagdo conjuntival e neoangiogénese’®, baixa antigenicidade?®>!, aceleracdo da
neoformagcéo Gssea e cicatrizagdo.®* Além disso, o interesse cientifico em polimeros naturais é
estimulado ndo apenas por suas propriedades térmicas e mecénicas Unicas, mas também por
seu facil acesso, relativo baixo custo e por ser extraida de fontes renovaveis o que contribui

assim com a sustentabilidade de nosso planeta.®=°

Portanto, este trabalho descreve a producdo e caracterizacdo de membranas
biocompativeis luminescentes de MEH-PPV/BN com potencial aplicacdo em dosimetros
colorimétricos para monitoramento de fototerapia neonatal. O desempenho 6ptico do MEH-
PPV/BN foi investigado usando as mesmas condi¢des para o tratamento da ictericia neonatal
sob irradiacdo de luz azul. Além disso, estudos iniciais do potencial citotoxico dessas
membranas foram realizados uma vez que o tratamento da ictericia requer o uso de um
dispositivo biomédico seguro que possa entrar em contato direto com a pele dos recém-
nascidos.

1.1 Motivacao

A hiperbilirrubinemia ou ictericia € uma das patologias neonatais que tém recebido
grande atengdo nos Gltimos anos?, ocorrendo em ca. 80% dos recém-nascidos (RN)?. Esta
doenca € encontrada praticamente em todos 0s neonatos pré-termo de muito baixo peso e
pode apresentar-se clinicamente como uma coloracdo amarelada da pele, escleréticas e
membranas mucosas consequentes da deposi¢do do pigmento biliar nesses locais. Por sua vez,
ela esta intimamente relacionada & maturidade funcional hepatica®-%°. Por auséncia desta
maturidade a capacidade de excretar metabolitos endogenamente formados como a bilirrubina
é alterada®=°. A hiperbilirrubinemia quando ndo tratada de maneira efetiva pode conduzir a
um estado grave com risco de neurotoxicidade, autismo, surdez, cegueira, kernicterus e

Obito?,

A principal forma de tratamento da ictericia ¢ a fototerapia*®, que consiste em expor o
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recém-nascido a luz azul, sob uma irradiancia de 40 pw/cm?nm??. A luz favorece a excregdo
de bilirrubina através da foto isomerizagdo, que altera a estrutura da bilirrubina para uma
forma soltvel, lumirrubina, para uma excre¢io mais facil*’. Porém, evidéncias mostram que
inimeros recém-nascidos ainda sdo submetidos a doses sub terapéuticas de fototerapia,
devido a diversos motivos como numero insuficiente de I&mpadas por aparelho, aparelhos
com algumas lampadas queimadas, lampadas fluorescentes (baixa qualidade) e o
posicionamento da fototerapia distante do paciente’®?>. Também neste contexto, é valido
ressaltar ainda que a caréncia de produtos para controle e intervengdo positiva no tratamento
fototerapico é uma constatacdo constante na literatura médica****. Ao mesmo tempo, alguns

44 pois a maior

autores afirmam que "um unico caso de kernicterus ja ¢ um caso excessivo
parte dos recém-nascidos que desenvolvem kernicterus seriam completamente saudaveis se
tivessem passado por um tratamento fototerapico intensivo e eficiente®. Outrossim, as taxas
de morbidade e mortalidade infantil recorrentes da ictericia ainda sdo muito altas. Por tanto,
apos este relato, ndo restam duvidas quanto ao interesse cientifico e tecnoldgico para o
desenvolvimento de soluces inéditas, complementares, de facil manuseio e de custos
acessiveis que garantam a eficacia do tratamento fototerapico da ictericia neonatal em RN’s.

Igualmente, reduzir essas taxas e permitir que recém-nascidos ictéricos sejam tratados

corretamente é uma necessidade médica mundial.

Bianchi et al, no Laboratdrio de Polimeros e Propriedades Eletrénicas de Materiais,
LAPPEM - UFOP desenvolveu e patenteou dosimetros de radiacdo azul com aplicacdo em
fototerapia neonatal, e de Raios X para aplicacdo em aceleradores nucleares utilizados no
tratamento de céncer. Esses dispositivos apresentam como principio de funcionamento a
mudanca de tonalidade da coloracdo de filmes, fibras (tecido) ou solugdo de poli[2-met6xi,5-
etil(2-hexildxi)parafenilenovinileno]-MEH-PPV, bem como da intensidade de
fotoluminescéncia. Além de apresentarem vantagens, como facil leitura e baixo custo, sdo
inéditos na literatura**446-47_ A titulo de ilustracdo a Figura 1 mostra fotografias de sistemas
luminescentes dosimétricos em forma de solucgdo, filme, fibra e gel em desenvolvimento
produzidos no LAPPEM. No entanto, apesar da extensa aplicabilidade e suas vantagens
apresentadas, ndo se tem conhecimento do uso de polimeros naturais para fabricacdo desses

sensores de radiacao.
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Figura 1. Exemplo de dosimetros desenvolvidos a partir de polimeros conjugados, (a) em
solugdo®®, (b) Gel 3D, (c) Filme (2D)?%, (d) fibras (1D)?% e (e) adesivos para uso junto a
fralda - producédo em escala industrial (Startup Lifee).

Neste cenario, a incorporacdo da matriz polimérica de Borracha Natural, também,
conhecido como cis-1,4-poli(isopreno)*®, como um possivel substrato para apoiar materiais
com propriedades fotoluminescentes tem atraido grande interesse da comunidade cientifica
ndo apenas por suas propriedades térmicas e mecanicas Unicas, mas também pelo seu facil
acesso, baixo custo e porque sio obtidos de fontes renovaveis*®>'. Ademais é de extrema
relevancia cientifica o controle dos processos de degradacdo e das propriedades Optico-

eletrénicas desses sistemas em diferentes matrizes®®.

Destaca-se também que Job et al, no Laboratorio de Tecnologia de Borracha e
Aplicacdes — LTBA/UNESP, diversifica a aplicabilidade da borracha natural tornando-a parte
ativa no desenvolvimento de sensores de pressdo com negro de fumo®?, nanocompdsitos com
materiais ceramicos®*™, sintese quimica limpa de nanoparticulas de ouro e prata °°, detector
efeito SERS e SERRS**°, fisiologia de Leishmania brasiliensis®®, estudos de orientacdo foto
induzidas 8, propriedades de fotoluminescéncia de membranas de borracha natural com
incorporacdo de nanoparticulas de ouro °°. Portanto, ndo restam ddvidas quanto a
versatilidade da matriz polimérica de BN e sua potencial contribuicdo para a confeccdo de
dispositivos médicos hospitalares, particularmente para sensores de radiacdo. Além disso, 0
desenvolvimento desse trabalho ainda permitiu a integracdo de pesquisadores das mais
diversas areas, inseridos em grupos de pesquisas que vislumbram aplicacfes tecnoldgicas e
iniciativas empreendedoras, como € o caso LTBA/UNESP e do LAPPEM/UFOP.
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Em resumo, o desenvolvimento deste trabalho sobre a avaliacdo da atuacdo da matriz
polimérica de Borracha Natural nas propriedades Opticas, estruturais morfoldgicas, térmicas e
citotoxicas das membranas luminescente de MEH-PPV/BN teve enfoque multidisciplinar e

foi engajado num tema atraente e promissor.

1.2 Objetivo

O objetivo central deste trabalho foi o desenvolvimento de um novo dosimetro de
radiacdo vestivel biocompativel com potencial aplicacdo para promover 0 monitoramento da
fototerapia neonatal de recém-nascidos ictéricos de forma eficiente e inovadora na area

médico-hospitalar.

1.3 Estrutura da tese

Para atingir o objetivo citado no item 1.2, membranas luminescentes biocompativeis
de MEH-PPV/BN foram fabricadas e caracterizadas. Para tanto, 0 MEH-PPV foi usado como
material ativo por ser um elemento fotossensivel importante na confeccdo de sensores de
radiacdo organico. Ja a matriz polimérica de BN, por sua vez, foi usado, por ser um material
translicido, obtido de fontes renovdveis e por ser uma matéria-prima com potencial
biocompatibilidade com seres vivos. Neste contexto, essa tese foi dividida em 5 partes. A
revisdo da literatura apresenta-se no Capitulo 2, no qual aborda nocdes historicas e
estatisticas, os principais conceitos envolvidos em dispositivos médicos biocompativeis bem
como as caracteristicas dos polimeros utilizados. Em seguida, no Capitulo 3, sdo apresentados
0s métodos e os procedimentos experimentais além de descrever os equipamentos utilizados
na caracterizacdo dos materiais utilizados nesse trabalho. No Capitulo 4, por sua vez, sdo
apresentados os resultados obtidos, analisados e discutidos e a conclusdo do trabalho foi

apresentada no Capitulo 5.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Hiperbilirrubinemia neonatal no contexto global

Mundialmente, todo ano 24 milhdes de recém-nascidos desenvolvem ictericia®:,
120.000 bebés ainda morrem e muitos mais sofrem danos neuroldgicos permanentes
(kernicterus)®?. Ademais, 84 - 112 milhdes dos 140 milhdes de bebés nascidos irdo
desenvolver esta condi¢do nas primeiras 2 semanas de vida®*®*. Esta condi¢do, também
chamada de hiperbilirrubinemia neonatal, foi responsavel por 1309 mortes por 100.000
nascidos vivos em 2016 e ficou em sétimo lugar no ranking mundial entre todas as causas de
mortes neonatais na primeira semana de vida® . A grande maioria dessas mortes ocorre em
paises de baixa renda da Africa Subsaariana e do Sul da Asia®®®’. Dentre todas as
complicacdes, 0 kernicterus é a mais grave provocando um quadro de sequelas irreversiveis
como epilepsia, distarbios do movimento (atetose, distonia e coeroatetose), surdez
neurossensorial, distarbios visuais, displasia dentéria, autismo, deficiéncia intelectual e
paralisia cerebral®. E, em 70 % dos casos leva o recém-nascido ao 6bito®. Esta sindrome
neuroldgica chamada Kernicterus se desencadeia quando os valores elevados de bilirrubina
ultrapassam a barreira hematoencefalica no sistema nervoso central®®. Portanto, € de extrema
importancia o controle dos niveis de bilirrubina no neonato. Apesar da fototerapia ter se
mostrado uma técnica terapéutica eficaz desde 1958°, segundo a Escola de Medicina da
Universidade de Standford — EUA, apenas na Africa e na Asia cerca de 6 milhdes de recém-
nascidos ictéricos por ano nem sequer recebem fototerapia’'. N&o tdo distante assim, no
Brasil, estima-se que a porcentagem de recém-nascidos que necessitam de fototerapia, mas
que ndo tm acesso a esse tratamento esta na faixa de 0 - 1,4% dos nascimentos’:. Dados do
DATASUS mostraram que em 2011 foram registradas aproximadamente 200 mortes por
hiperbilirrubinemia e 50 por kernicterus, ocorridos principalmente na primeira semana de
vida dos recém-nascido’?. Tal situagdo se mostra presente também em paises desenvolvidos
da América do Norte e Europa. A incidéncia de kernicterus bem como de hiperbilirrubinemia
severa ainda continuam ocorrendo em paises como Dinamarca, Reino Unido, Canada e Suica
mesmo com os diversos alertas sobre a importancia da prevencgdo do kernicterus’® . Outros
relatos foram registrados em Bagda, no Iraque, onde 12% dos neonatos que apresentaram
hiperbilirrubinemia severa morreram e 21% apresentaram sequelas neurologicas graves.
SituacOes tdo graves como estas também ocorreram em paises como a Nigéria, Oman e

Turquia’”.
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Dados hospitalares coletados de unidades neonatais na Inglaterra, mostram que a
ictericia grave é uma causa de internacdo na primeira semana de vida e representa até 35%
das readmissdes hospitalares no primeiro més de vida’®®. Ademais, a incidéncia de
kernicterus varia de cerca de 0,2 a 2,7 casos por 100.000 nascidos vivos®. Portanto, diante
deste cenério e considerando que os danos neuroldgicos ocasionados pela hiperbilirrubinemia
neonatal sdo 100% previniveis®, pode-se sugerir que um Unico caso de kernicterus esteja

vinculado a alguma negligéncia médica.

Ainda dentro do contexto da negligencia medica, em 1999, o Instituto de Medicina dos
EUA estimou que erros médicos evitaveis contribuiram para até 98000 mortes todos 0s anos
em hospitais dos EUA. Constatou-se que os erros hospitalares eram a oitava principal causa
de morte em todo o pais e preocupacgdes com responsabilidade legal desencorajavam a equipe
de satde a relatar erros’®. N&o tdo distante, o Servico Nacional de Saide do Reino Unido
gastou £ 1,8 bilhdes em reclamacgdes entre os anos de 2017-2018 por negligéncia e o custo
anual dobrou desde 2010. O total do passivo estimado para 2017-18 - 0 custo que 0 mesmo
enfrentara se todas as reclamacdes contra ele foram bem-sucedidas - € de £ 651 bilhdes, acima
da estimativa de 2015-16 de £ 56,4 bilhdes. A titulo de curiosidade, em maio de 2018, uma
menina de nove anos recebeu um acordo com o Servigo Nacional de Saude do Reino Unido
que pode chegar a mais de £ 19 milhdes (US $ 25 milhdes) depois que ela nasceu com

ictericia severa, resultando em lesdo cerebral ‘8.

Diante dos dados supracitados ndo restam duavidas que devam ser priorizados
intervencdes médico-hospitalares orientadas para reduzir a incidéncia dos danos neurologicos
advindos da ictericia neonatal, para que possa assim garantir além de um tratamento eficaz, a

sobrevida e o bem estar de muitos recém nascidos.

“Errar é humano, encobrir é imperdodvel e ndo aprender é indesculpavel.”
Conferéncia sobre seguranca do paciente
Médico Liam Donaldson (2004)
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2.2 Hiperbilirrubinemia neonatal versus tratamento

A ONU propde Objetivos de Desenvolvimento Sustentdvel (ODS) para a
sobrevivéncia, bem-estar prospero a longo prazo de todos os recém-nascidos, 0 que tem
estimulado um crescente interesse global em ictericia neonatal como uma importante
condicio de saude®. Cerca de 80 % dos recém-nascidos pré-termos (< 37 semanas) e 60 %
dos casos termo (entre 37 e 42 semanas) desenvolvem hiperbilirrubinemia em sua primeira
semana de vida e infelizmente 10 % dos bebés amamentados ainda estéo ictéricos com 1 més
de idade. Neste contexto, a diferenciacdo rapida entre ictericia fisiologica e aqueles com
causas patoldgicas € importante para detectar a doenca subjacente e prevenir sequelas

adversas, como a encefalopatia e o kernicterus bilirrubinicos®?.

Portanto a etapa de diferenciacdo da Hiperbilirrubinemia leva em consideracdo a
concentracdo sérica de bilirrubina indireta (BI) maior que 1,5 mg/dL ou de bilirrubina direta
(BD) maior que 1,5 mg/dL, desde que esta represente mais que 10 % do valor de bilirrubina
total (BT)®. A etiologia desta patologia é na maioria das vezes multifatorial, e o tratamento
dependerd do tipo (fisiolégica ou patoldgica) e da intensidade da ictericia (niveis da
neurotoxina)®*#, Portanto, somente apds o estudo da histdria (materna, do recém-nascido e da
amamentacdo), do exame fisico e da coleta do sangue do recém-nascido respectivamente é
que se determina o tipo e a intensidade da hiperbiliruubinemia?>. Na figura 2 esta

representado a formula estrutural da molécula de bilirrubina.

Figura 2: Férmula estrutural da molécula de bilirrubina®,
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A ictericia fisiologica é o tipo mais predominante de ictericia em neonatos e
geralmente desaparece entre 0 quinto e sétimo dia de vida, sem morbidades associadas®®®°.
Caracteriza-se por nivel de BT sérica que aumenta apds o nascimento, atinge seu pico médio
ao redor de 6 mg/dL no 3° dia de vida (com um valor méximo que néo ultrapassa 12,9 mg/dL)
e entdo declina em uma semana®®. Na pratica, 98 % dos RNs apresentam niveis séricos de Bl
acima de 1 mg/dL durante a primeira semana de vida, 0 que, na maioria das vezes, reflete a
adaptacdo neonatal ao metabolismo da bilirrubina’®®°. Ja a ictericia patoldgica, geralmente,
estd associada a uma desordem subjacente e € caracterizada pelo aumento da fracdo direta ndo
conjugada da bilirrubina nas primeiras 24 horas de vida do recém-nascido®® com valores de
BT > 12 mg/dL"®. A tabela 1 mostra a classificagdo da hiperbilirrubinemia de acordo com os

niveis de bilirrubina.

Tabela 1: Classificacdo da hiperbilirrubinemia de acordo com os niveis de bilirrubina e
ocorréncias respectivamente®®. Fonte: Ministério da Satde.

Classificacéo da Niveis de bilirrubina Ocorréncia
Hiperbilirrubinemia
Significante BT sérica > 15— 17 mg/dL 1 a 8 % dos nascidos
Vivos
Grave BT > 25 mg/dL 1 (um) caso em 500 a
5.000 nascidos Vvivos
Extrema BT > 30 mg/dL 1 (um) caso em 15.000

nascidos vivos

De posse dessas informacdes é possivel propor a melhor e eficaz forma de tratamento.
Dentre as principais propostas incluem Exanguineotransfusdo, administracdo de farmacos e a

fototerapia.

Exanguineotransfusdo consiste em remover o sangue do bebé e substitui-lo por outro,
de um doador compativel?’. Este procedimento médico tem como objetivo principal remover
0 excesso de bilirrubina, prevenindo, desta maneira, seus efeitos toxicos. Apesar de ser um
procedimento relativamente seguro, em maos experientes, a mortalidade gira em torno de 1 %
e h& elevado indice de morbidade, que inclui complicagbes metabolicas, hemodinamicas,
infecciosas, vasculares, hematologicas, além das reagdes pos-transfusional e enxerto-
hospedeiro’®. Dentre as complicagBes da exsanguineotransfusio incluem, o trombo-
embolismo, enterite necrosante, perfuragdo vascular, hemorragias, distirbios eletroliticos,

metabdlicos e Acidos-basicos e infeccdo??. Portanto, esse tipo de procedimento deve ser
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indicado com precisdo e praticado exclusivamente por equipe habilitada em cuidados

intensivos neonatais somente quando necessario.

O tratamento farmacoldgico consiste em administrar drogas adjuvantes, tais como
metalo-porfirinas inibidoras da heme-oxigenase, fenobarbital e imunoglobulina endovenosa.
Valaes et al considera que o uso de fenobarbital em gestantes reduz consideravelmente os
niveis de bilirrubina nos recém-nascidos desde que a gestante tome um comprimido de 100
mg pelo menos durante dez dias pois a administracdo de doses menores a gestantes ndo se
mostrou eficaz em reduzir o grau de ictericia em recém-nascidos. Entretanto, a droga pode
causar dependéncia na mie e sedacdo excessiva no recém-nascido®. Neste sentido, a
administracdo destes farmacos no periodo pré-natal de fenobarbital deve ser reservada
somente aos chamados grupos de risco®’. Além do mais, a administracdo de fenobarbital a
recém-nascidos imediatamente apds o0 parto ou quando a ictericia € clinicamente visivel ndo é
eficaz em reduzir os niveis séricos de bilirrubina®. Com relagdo aos inibidores da heme
oxigenasse, como por exemplo a metalo-protoporfirina, Valaes et al, em seus estudos
demonstrou que a droga administrada nas primeiras 24 horas de vida, reduziu
significativamente o nivel sérico maximo de bilirrubina e a necessidade de fototerapia®®°. A
administracdo de gamaglobulina endovenosa é indicada quando a concentragdo sérica de
bilirrubina continua subindo apesar do uso de fototerapia intensa?’. Entretanto, nem todos os
recém-nascidos respondem bem uma vez que imunoglobulina ndo remove a bilirrubina sérica
e seu uso deve ser associado a utilizagio concomitante de fototerapia eficaz??. Neste sentido,
mais estudos controlados sdo necessarios para avaliar a eficacia e efeitos colaterais destes

farmacos antes que sejam incorporados definitivamente no arsenal terapéutico do pediatra.

Em 2018 comemorou-se o0 60° aniversario da descoberta da fototerapia e desde a sua
descoberta tal terapia fotodinamica tem sido a mais utilizada por ser considerada simples, ndo
invasiva e eficaz??>. A fototerapia consiste na transformagdo fotoquimica da bilirrubina em
produtos mais hidrossollveis®*?%%3, Ou seja, a energia luminosa altera a estrutura da molécula
de bilirrubina e permite que os foto-produtos sejam eliminados pelos rins ou pelo figado, sem
sofrerem modificagcbes metabdlicas. Em uma linguagem quimica, a fototerapia funciona por
meio de fotons que interagem com o isomero predominante da bilirrubina IXa (Z, Z) e
modificam sua estrutura, convertendo-a em isémeros que possuem polaridade aumentada
(foto isdbmeros) e que podem ser excretados na urina e bile sem necessidade de conjugacao.

Portanto, os produtos de bilirrubina produzidos apds a fototerapia apresentam mecanismos
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inadequados de conjugacdo em recém-nascidos acelerando assim a eliminagdo®. A titulo de
ilustracdo, a Figura 3 mostra 0 mecanismo de transformacéo da molécula de bilirrubina em

um composto soltvel em agua.
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Figura 3: Mecanismo de transformacdo da molécula de bilirrubina em um composto sollvel
em agua. Fonte: MAISELS, M. J. e MCDONAGH, A. F., 2008

Para se ter uma nocdo da relevancia deste tratamento, tem-se que a fototerapia é
necessaria mesmo quando a exsanguineotransfusdo € indicada e é usada enquanto se aguarda
a preparacdo do sangue para transfusdo. O objetivo da intervencdo € reduzir a concentracdo de
bilirrubina circulante ou impedi-la de aumentar®>®, Por outro lado, ha relatos na literatura
médica, especialmente por Maisels et. al. da inexisténcia de um método/procedimento
padronizado que viabiliza a efetividade do fototerapia?®. Além do mais, ha uma precariedade
de um levantamento estatistico do nimero de neonatos que apresentam ou nao ictericia e que,
consequentemente, necessitam de tratamento ou apresentam sequelas graves ou levam ao
obito. Neste contexto, os fatos supracitados reforcam a necessidade de uma melhor
compreensdo das variaveis que influenciam a terapia fotodinamica com luz azul sobre os

niveis de bilirrubina e de como entregar a dose ideal 6tima capaz de reduzir tais niveis*.
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2.3 Sistemas de deteccdo e monitoramento para hiperbilirrubinemia
neonatal

A primeira informac&o sobre ictericia neonatal foi escrita no livro “Ein Regimento der
Kinder” por Metlinger em 1473, Desde entdo vem sendo amplamente investigada afim de se
obter métodos terapéuticos mais eficientes®™. Em 2010, o Instituto Nacional de Saude e
Exceléncia Clinica do Reino Unido (NICE) publicou uma nova diretriz para avaliacdo e
tratamento de ictericia neonatal. A diretriz, que foi desenvolvida pelo Centro Nacional de
Colaboragdo para a Saude da Mulher e da Crianga, recomenda mudangas substanciais a
pratica atual em todo o Servico Nacional de Saude para bebés. Estima-se que a
implementacdo desta diretriz para ictericia neonatal poderia impedir que alguns, se ndo todos,

casos de kernicterus no Reino Unido cada ano®.

Sabe-se também que recursos insuficientes tém sido dedicados ao desenvolvimento de
tecnologia econdmica para atender as necessidades das pessoas mais pobres do mundo.
Mesmo quando a tecnologia necessaria existe, ela é frequentemente inacessivel, seja porque é
muito cara ou devido a restricdes relacionadas a distribuicdo, fornecimento de energia ou
recursos humanos®. Portanto, dentro deste contexto, ha poucos estudos relacionados ao
desenvolvimento de dispositivos capazes de monitorar o tratamento, especialmente, a

fototerapia.

Apesar de escasso, destaca-se que ha na literatura duas vertentes de estudos que
direcionam o desenvolvimento de dispositivos que auxiliam no monitoramento tratamento da
ictericia: processamento de imagens e dosimetria de radiacdo. O processamento de imagens
consiste em transformar a imagem sucessivamente com o objetivo de extrair mais facilmente
a informac&o nela presente. J4 a dosimetria consiste em sinalizar de forma quantitativa e/ou
qualitativa o acimulo de dose de radiacdo. Em ambos o objetivo € o controle dos niveis de

bilirrubina no recém-nascido.

Aydin et. al., desenvolveram um sistema ndo-invasivo de deteccdo de ictericia
neonatal através de um softer de processamento de imagem que detecta o nivel de bilirrubina
por comparagao estatistica e similaridade com o banco de dados padrio de teste sanguineo®.
Basicamente o autor calibrou um cartdo de 8 cores, dispbs 0 mesmo sobre o abdémen do
bebé, capturou fotos do bebé com uma camera padréo de celular na posicdo adequada e estes

dados foram processados, como mostra a Figura 4, e por fim determinar e estimar o nivel de
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bilirrubina ideal no sangue do beb&®.

Figura 4: (a) Processo de segmentacdo usando o cartdo de calibracdo de cor (b) imagens de
entrada do sistema (c) resultados da segmentacdo de imagem. (Imagem adaptada de Aydin M
(2016). Ref. 92).

A taxa de sucesso foi de 85%°° entretanto é valido mencionar que eficiéncia do
processamento artificial impde sérias restricbes ao tempo de resposta necessario a muitas
aplicacbes®®, bem como suporte técnico dos equipamentos e manutencdo/atualizacdo dos
algoritmos que suportam os softers. Outra restricdo que ndo foi mencionada no presente
trabalho foi o tipo/tonalidade da pele. Apesar de terem utilizado calculo de normalizacdo para
viabilizar o processo de determinacdo a cor da pele, é valido ressaltar que segundo Vigioglia
et.al. a coloracdo da pele depende de fatores que vao desde a condi¢do do estrato corneo até a
quantidade de pigmentos presentes®’. As células epidérmicas e dérmicas fornecem um tom
natural branco ou amarelo de acordo com sua espessura, enquanto 0S vasos Sanguineos
contribuem com a coloragdo conforme o numero, nivel de dilatagdo, proximidade com a
superficie da pele e grau de oxigenacdo, fornecendo um tom roxo a azulado devido a

hemoglobina®’. Os carotendides da hipoderme também contribuem para determinar a cor, que
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no entanto depende principalmente da melanina sintetizada®’.

No que tange o desenvolvimento de dosimetros para aplicacdo direta a ictericia
neonatal destaca-se o0s estudos realizados por Ferreira et.al. Neste caso foi proposto a
construcdo de sensores de acumulo de dose de radiacédo azul para avaliacdo, monitoramento e
controle em tempo real da fototerapia através de polimeros conjugados. Estes quando
submetidos a iluminacdo ambiente ou luz azul apresentam alteracbes nos espectros de
absorco e luminescéncia correlacionadas as alteragdes em suas cores® %. O dispositivo, na
forma de selo, flexivel e descartavel, altera sua luminescéncia do vermelho ao verde em
funcdo do tempo de exposicdo a radiacdo com fécil observagdo visual para uso por qualquer
profissional da area de salide, bem como de familiares dos neonatos*®. Neste sentido, este
sensor colorimétrico é mais vantajoso que o supracitado, uma vez que ha uma facilidade de
leitura do dispositivo sem qualquer conhecimento técnico e necessidade de manutencgdo, além

da resposta ser em tempo real como sugere a imagem exposta na Figura 5.

Figura 5: Imagem do sensor de colocado sobre um boneco exposto a luz azul, ilustrando a
aplicacdo do sensor de radiacdo desenvolvido neste trabalho. Imagem extraida de Ferreira et
al (2013)%.

Embora ndo tenha sido abordado por Ferreira et. al. o contato direto do sensor com a
pele do recém-nascido, de acordo com a imagem supde-se que a proposta de uso do selo seja
junto a fralda. Neste sentido, é valido ressaltar que em 1994, a Academia Americana de
Pediatria (AAP) desenvolveu critérios para a abordagem clinica do recém-nascido ictérico,
visando otimizar o uso da fototerapia®. E a ndo observancia de critérios técnicos adequados

para o uso dessa tecnologia pode prejudicar a eficacia terapéutica e a qualidade do tratamento
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oferecido ao recém-nascido (RN) ictérico'®. Neste contexto, dentre os cuidados gerais
propostos com o recém-nascido em fototerapia tem-se a intensidade luminosa e a superficie
corporal exposta a luz*°’. Como a luz interage com o pigmento bilirrubinico depositado na
pele do recém-nascido, quanto maior a superficie corporal exposta a luz, maior sera a eficacia
da fototerapia'®1%?. A Figura 6 demostra de forma ilustrativa a intensidade luminosa sobre a
superficie corporal de um recém-nascido sob fototerapia neonatal.

Figura 6: Mapa da intensidade da luz azul na superficie do corpo de um recém-nascido sob
fototerapia. (Imagem adaptada da Ref. 103).

Neste contexto, segundo a AAP, o uso de fraldas em recém-nascidos ictéricos
submetidos a fototerapia, por diminuir a superficie corporal exposta a luz, diminui
consideravelmente sua eficacia e, por isso, deve ser evitado??. Infelizmente, segundo estudos
publicados por Vieira et.al., apesar do uso de fraldas ser contraindicado, esse aspecto é
frequentemente negligenciado, como sugere o resultado da pesquisa, na qual 39% dos

entrevistados recomendaram o uso rotineiro de fraldas durante a fototerapia®.

Apesar de ambas propostas terem mais aspectos positivos que negativos, 0

monitoramento da fototerapia por dosimetria de radiacGes se mostra mais evidente por:

i.  Sealinhar com os estudos propostos por Maisels et. al. ja que 0 mesmo concluiu que o
sucesso do tratamento de ictericia por fototerapia envolve principalmente o espectro
da radiacédo utilizada e a intensidade de radiacdo (irradiancia) que chega ao recém-

nascido®®:
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ii.  Relacionar a eficicia da fototerapia com a influéncia das habilidades, conhecimento e
atencdo aos detalhes por parte dos profissionais da salde que implementam este

tratamento® 18119

iii. Reafirmar a necessidade do controle da radiacdo emitida pelos aparelhos de

fototerapia®®;

iv.  Enfatizar a importéncia em se verificar a quantidade de energia emitida lampadas dos

aparelhos de fototerapia **’;

v. Possibilitar o monitoramento do tratamento fototerapico através de um dispositivo
capaz de sinalizar em tempo real, a dose de radiacdo azul absorvida pelo neonato bem

como garantir a eficiéncia do tratamento de hiperbilirrubinemia’?.

Portanto, otimizar este dispositivo (tipo dosimetro de radiacdo) ird ndo apenas
proporcionar um maior auxilio aos profissionais da area de saude na tomada de intervencgdes
positivas referente ao controle da fototerapia mas também ao manejo do recém-nascido frente
ao tratamento com o objetivo de minimizar a morbidade de recém-nascidos ictéricos; reduzir

as taxas de readmissao e/ou o tempo de internacdo bem como 0s custos hospitalares.

simple and inexpensive adjustments that can substantially
improve the effectiveness of phototherapy devices.”

“Be familig

American Academy of Pediatrics (2004)

2d a keen understanding of the variables that influence how
ilirubin level and of how to deliver an optimal dose of light”

Maisels (2005)

reporting phototherapy dosages in the clinical literature”
Maisels (2008)

of phototherapy is'greatly influenced by the skills, knowledge,
detail on the part of the nurse who implements this treatment”

Stokowski (2011)

Kure (2012)
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2.4 Dosimetria de radiacoes

O tema da dosimetria da radiacdo originou-se nos ltimos anos do século X1X, quando
os raios-X, entdo recém-descobertos, foram colocados em uso médico quase imediato®.
Tanto o0 sucesso, como 0 do primeiro tratamento do tumor registrado em 1899, e as falhas
dessas primeiras tentativas sublinharam a necessidade de alguma medicdo quantitativa das

radiacOes emanadas de um tubo de raios X%,

Neste contexto, desde a descoberta dos raios X por Wilhelm Conrad Roentgen, em
1895, e da radioatividade, em 1896, por Antonie Henry Becquerel, ocorreram indmeros
avancos da radiologia mundial'®. E com o passar dos anos, o interesse social e industrial na
aplicacdo de radiacdo ganhou espaco que VAo desde processos de esterilizagdo!®,
desinfestacdo'®’, pasteurizacio'® até irradiagdo de alimentos para inibicio da

germinac&o'®bem como diversos tratamentos médicos hospitalares %',

Tem-se que as formas de radiacdo eletromagnética (luz visivel, micro-ondas, ondas de
radio AM e FM, laser, raios X e radiacdo gama)®® se classificam em ionizantes ou nZo-
ionizantes de acordo com a sua capacidade de interagir com a matéria. A Figura 7 mostra o
espectro eletromagnético distinguindo as radiacfes ionizantes das ndo ionizantes em termos

de frequéncia, comprimento de onda, aplicacdo etc.
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Figura 7: Espectro eletromagnético distinguindo as regides onde estdo as radiacdes
ionizantes e as ndo ionizantes®’.
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Por definicdo, radiacdo ionizante sdo ondas eletromagnéticas de alta energia que ao
interagir com a matéria desencadeia ionizactes de particulas’®’'%, Em contrapartida,

radiacOes ndo ionizantes ndo conseguem provocar ionizacdo de atomos, moléculas®®’.

Os perigos associados ao uso de radiagdes sem o devido controle e monitoramento
pode conduzir a gravissimos danos aos seres vivos, seja por sub ou por sobre dosagem. Em
casos onde h& sub dosagem de radiagdo, como por exemplo no tratamento de
hiperbilirrubinemia neonatal por fototerapia, 0 RN que néo recebe a irradiancia necessaria nao
garante eficacia no tratamento®. Em contrapartida, em situacdes que ha doses elevadas e no
controladas de exposicdo a radiagdo ionizante, especialmente radiagdo UV, podem provocar
alteracOes estruturais em componentes celulares, como 0 DNA, provocando efeitos somaticos
e genéticos capazes de produzir mutacGes, alterando assim o patrimonio hereditario da espécie
humana’®. Por exemplo, a sobre dosagem néo controlada de radiagdo UV induz a ocorréncia
de céncer de pele. Portanto, diante dos fatos supracitados, ndo restam ddvidas quanto a
necessidade e a importancia desenvolver dispositivos, chamados dosimetros, capazes de

determinar a dose absorvida resultante das interagdes da radiagdo com um dado meio**°.

A percepcdo da radiacdo eletromagnética, seja qualitativa ou quantitativa para
dosimetros, induz alteragbes fisicas ou quimicas no material, sendo posteriormente
quantificadas através de um determinado processo de medida ou observagdo®'l. Existem
diversos processos pelos quais diferentes radiagdes podem interagir com um meio material*'.
Entre esses processos os mais utilizados sdo aqueles que envolvem a geracdo de cargas
elétricas, a geracdo de luz, a sensibilidade de peliculas fotograficas, a geracdo de calor e
alteracbes da dindmica de certos processos quimicos interagindo com o meio e provocando

mudangas nas suas propriedades oticas''?.

Neste trabalho, a abordagem de dosimetros sera direcionada para o desenvolvimento
de dispositivos poliméricos oticamente sensiveis a radiacdo cujo principio de funcionamento

baseia-se na mudanga de tonalidade da coloragé&o.

2.5 Polimeros

Compostos organicos sdo moléculas cuja cadeia principal é formada por ligacGes
covalentes entre atomos de carbonos. Neste contexto, os polimeros representam uma classe
destes compostos'?!, cuja estrutura é formada por meros (unidades quimicas que se repetem

ao longo de suas cadeias poliméricas principais) e com massa molar da ordem de 104 a 106
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g/mol*?2, Portanto, por definicdo, tem-se que: polimeros sd0 compostos que consistem em
moléculas muito grandes, feitas de muitas subunidades repetidas. As subunidades moleculares
que sdo usadas para sintetizar os polimeros sdo chamadas de mondmeros e as reacoes através
das quais 0s mondmeros s&o unidos sdo chamadas de reagdes de polimerizagdo*?®. A Figura 8

ilustra a unidade de repeticdo do polimero polietileno.

l*‘l H

C=c

Mo
Mondémero

Figura 8: Estrutura quimica do polietileno e seu mondémero. 24,

As propriedades dos polimeros variam progressivamente com a massa molar, que
depende das condi¢des de polimerizacdo para cada mondmero. Neste contexto, ha 3 tipos de

comumente referidos na literatura:

(1) Massa molar: depende do nimero de moléculas de polimero presentes na solucdo,

qualquer que seja sua estrutura ou tamanho;

M= 37, M)
2% (n)

Mn = MM numérica média / M; = MM de moléculas i / ni = nimero de moléculas de classe i

(2) Massa ponderal: depende do numero e da massa das moléculas presentes na solugéo,
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qualquer que seja sua estrutura ou tamanho;

M,=2"_, (m;M?)
n.M,

Mi=MM de moléculas i / ni =numero de moléculas de classe

(3) Massa viscosimétrica média: depende do numero, da massa e da forma das

macromoléculas presentes na solugédo, qualquer que seja sua estrutura ou tamanho.

MF (27, (n, M 1+ )] Va
>*_, (n,M,)

M, = MM viscosimétrica média / M;j = MM de moléculas i / nj = nUmero de moléculas de

classe /a = constante (depende do polimero, solvente e temperatura)

Outra maneira simples de conhecer o quéo larga ou estreita é a curva de distribuicdo
das massas molares é através do calculo de polidispersividade (Q)*?*!?*, ou polidispercao,

definida pela razao entre massa molar ponderal médio e massa molar numérico médio:

Q= Mw/ Mn

Assim, o polimero seré& considerado monodisperso para Q = 1, ou seja, 0s valores das
massas sdo iguais e ha no material uma composic¢ao uniforme. Em contrapartida, para Q # 1,
hd no material uma variacdo nas massas moleculares e Q sera tanto maior quanto mais
heterogéneo for sua composicdo. A curva de distribuicdo e os valores das massas molares séo
usualmente determinados pelo método de cromatografia de permeacgdo em gel*?.

Além destas denominacdes, os polimeros podem ser classificados de diversas
maneiras, conforme mostrado resumidamente na Tabela 2 *?*. Em particular, destaca-se que a
classificagdo dos polimeros segundo a origem ocorreu durante o extraordinario
desenvolvimento da Quimica de Polimeros, apds a Il Guerra Mundial, isto €, no inicio da
década de 50. Neste cenario, os polimeros naturais foram os padrées em que se basearam o0s
pesquisadores para a busca de similares sintéticos?*.
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Tabela 2: Classificagdo de polimeros'®.

Classificacdo de polimeros

Critério Classe do polimero
Origem Natural ou Sintético
NUmero de mondmeros Homopolimero ou Copolimero
Método de preparacdo Polimero de adi¢do ou de
condensacgédo ou por modificacdo de outro
polimero
Estrutura quimica da cadeia Poli hidrocarboneto, poliamida,
polimérica poliéster, etc
Encadeamento da cadeia polimérica Sequéncia cabeca — cauda ou cabeca
— cabeca ou cauda - cauda
Configuracdo dos atomos da cadeia Sequéncia cis ou trans
polimérica
Taticidade da cadeia polimérica Isotatico ou sindiotatico ou atatico
Fusibilidade e/ou solubilidade do Termoplastico ou termorrigido
polimero
Comportamento mecanico do Borracha ou elastdmero, plastico,
polimero fibra

Os polimeros naturais sdo derivados de recursos renovaveis, tais como plantas,
animais e micro-organismos, amplamente distribuidos na natureza. Estes materiais
apresentam diversas funces fisioldgicas, tais como as proteinas e 0s acidos nucleicos que sdo
responsaveis pelas caracteristicas genéticas dos seres vivos e a celulose que é o principal

componente estrutural das plantas'?>-2¢,

Ademais, polimeros de origem natural apresentam estruturas mais complexas que 0s
polimeros sintéticos e, de modo tipico, massas moleculares relativamente elevados, menor
estabilidade a elevacdo da temperatura e menor tolerancia a biodegradacdo o que lhes confere
um caracter mais ecoldgico e uma imensa variedade de aplica¢bes tecnoldgicas devido ao
comportamento pseudoplastico, capacidade de geletificacdo, interacdo/ligacdo com a agua,
bem como sua biocompatibilidade e sua biodegradabilidade'?.

Também, é importante ressaltar que com advento da tecnologia dos polimeros, pds
Segunda Guerra Mundial, os polimeros naturais perderam sua importancia econdmica'?*. No

entanto, com a mudanca de atitude da humanidade através da conscientizagdo ecologica, 0s
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polimeros naturais estdo retomando a sua importancia. Em especial, destaca-se que ainda hoje
a borracha natural mantém seu uso e se hoje existem grandes variedade de elastdmeros
(borrachas sintéticas) é devido ao entendimento que tiveram da arquitetura molecular da

borracha natural*2+128,

Neste contexto, considerando que a Borracha Natural (BN), é ao lado do ago e do
petroleo (matérias-primas ndo renovaveis), um dos alicerces que sustentam o progresso da
humanidade, sendo assim um produto estratégico'?®, sera abordado no item 2.5.1, as

principais caracteristicas de BN bem como sua aplicacdo na area médica.

Por outro lado, a sintese de novos materiais com performance e propriedades
optimizadas constitui uma area em constante expansdo nas ciéncias de materiais'?®. Desde a
ultima década, os métodos de sintese de polimeros, processamento e caracterizacdo tem
trazido grandes desafios e oportunidades para projetar uma ampla variedade de estruturas e
propriedades fisicas e quimicas desejadas para diversos tipos de aplicagdes'*®. Dentre as
aplicacdes biomédicas destacam-se engenharia de tecidos, entrega de farmacos terapéuticos e

diagnosticos.

O processo de sintese de polimeros por reacdes de polimerizacdo unem varios
monémeros e, ao final da reacdo, formam uma cadeia longa chamada polimero. Segundo
Mano et al (1999) ‘%, no livro “Introdugdo a polimeros”, a preparacdo do polimero pode
ocorrer por reagdes de polimerizacdo por adi¢cdo ou condensagdo ou por modificagdo de outro
polimero, através de reacdes quimicas, como hidrdlise, esterificacdo, acetalizacdo, etc.,

permitindo a modificacdo das propriedades iniciais em grau controlavel.

Em resumo, na polimerizacdo por adicdo é necessaria a existéncia de instauracGes e
consequente rompimento dessas instauracdes (apenas as ligagdes pi) para que haja uma
valéncia livre em cada carbono na extremidade da molécula. Desta forma, as moléculas serdo
adicionadas umas as outras repetidas vezes gerando dois tipos de polimeros: homopolimeros
(quando os mondmeros séo iguais) e copolimeros (quando os monémeros sdo diferentes). Ja
na polimerizacdo por condensacao, para que ocorra interacao entre as estruturas é necessario
gue o monbmero seja bifuncional, isto €, que apresente grupo funcional repetido duas

vezes'?,
Dentro da classe de polimeros sintéticos encontram-se alguns que sdo compostos
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organicos conjugados. Estes sdo materiais que combinam as propriedades Opticas e
eletronicas de semicondutores com as propriedades mecanicas e as vantagens de
processamento de polimeros®®'. Essas caracteristicas associadas & demonstracio de que
polimeros podem se tornar condutores elétricos ou podem contribuir para a construcdo de
camada ativa de diodos emissores de luz (LED’s), desencadeou uma atividade de pesquisa
muito intensa nessa classe de materiais. Diversos tipos de dispositivos eletronicos e
optoeletrénicos utilizando polimeros conjugados ja foram demonstrados, incluindo além de
LED’s também transistores, opto acopladores, fotodiodos, triodos, reguladores de voltagem e
até mesmo lasers®!!. No entanto, sabendo-se que o tempo de meia vida desses polimeros é
relativamente mais baixo, usa-se, como umas das estratégias de aprimoramento, a sintese de
polimeros mais eficientes e resistentes a oxidacdo. Essa flexibilidade nas formas de
preparacdo de sistemas € particularmente interessante no caso de polimeros conjugados para
0s quais pequenas alteragdes nas rotas de sintese podem conduzir a formagdo de materiais

com diferentes estruturas e passem a emitir em diferentes regides do espectro®2,

Neste contexto, existem diversos polimeros conjugados sendo empregados como
materiais luminescentes. Entre esses, algumas classes vem sendo mais estudadas: poli(p-
vinilenofenilenos); poli(fluorenos), poli(N-vinilcarbazdis), poli(tiofenos), polimeros derivados
das fenotiazinas, derivados das triazinas, etc'*?. No intuito de alinhar o estudo com o objetivo
proposto neste trabalho, sera abordado no item 2.5.2, o polimero orgéanico conjugado derivado
do poli(p-fenilenovinileno) (PPV), o poli[2-met6xi,5-(2’-etil-hexiloxi)-p-fenilenovinileno]
(MEH-PPV), devido as suas propriedades opticas, que sdo bastante promissoras na confeccao

de dispositivos optoeletronicos.

2.5.1. Polimero natural: Borracha Natural (BN)

A borracha natural é um polimero proveniente do latex extraido principalmente de
arvores do género Hevea brasiliensis **°. O latex ¢é definido como uma dispersdo coloidal
aquosa polifasica, constituido de particulas de borracha (mondmeros cis-1,4-isopreno),
proteinas, fosfolipidios, lutoides (acidos organicos, sais minerais, proteinas, agucares, entre
outros) e particulas Frey-Wyssling (organelas contendo lipidios e carotenoides) **. Por um
processo chamado sangria, o latex é coletado e por coagulacdo a borracha natural é obtida.

O polimero natural sintetizado pela espécie Hevea é classificado como um elastdmero

de elevado grau de elasticidade, flexibilidade e de baixo custo’?*. Segundo a Associacéo

41



Paulista de Produtores e Beneficiadores de Borracha (Apabor), entre o final de 2014 e o
comeco de 2015, as cotacdes do latex atingiram os menores valores ja registrados, ao redor de
R$ 1,40 por quilo de codgulo em S&o Paulo’?. De 2015 para c4, houve ligeira melhora nos
precos do latex no mercado interno e segundo o Instituto de Economia Agricola — IEA a
cotacdo do latex fechou em Julho/2019 em R$ 2,49/kg com uma Variacdo/Més +5,96%. A
Figura 9 demonstra graficamente a tendéncia de queda nos pregos médio do coagulo (prc)
para Teor de Borracha Seca (TBS) igual a 53% para o Estado de Séo.

ESTADO DE SAO PAULO: PRECO MEDIO DO COAGULO (PRC) PARA TBS IGUAL A 53%
(R% POR QUILDY
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Figura 9: Grafico do Preco médio do coagulo (PRC) para TBS igual a 53%. Legenda: Preco
de Referéncia do Coagulo (PRC), Teor de Borracha Seca (TBS). Fonte: Apabor; compilado
pela Scot Consultoria'?12°,

As propriedades mecanicas exibidas pela borracha natural sdo essencialmente
atribuidas as rotagdes das ligacdes simples C-C, que permitem diferentes conformacGes das
cadeias e definem a temperatura de transicdo vitrea (Tg) delimitada abaixo da temperatura
ambiente*®. Ademais, é um biopolimero obtido de fonte renovavel que permite a utilizagéo

sustentavel dos recursos naturais*3?14%,

O biopolimero supracitado apresenta massa molar na ordem de 10° g/mol, e suas
moléculas sdo essencialmente compostas pelo mondmero cis-1,4-isopreno (CsHs), que se
polimerizam a fim de formar o poli(cis-1,4-isopreno), cujas unidades monoméricas estdo
arranjadas na combinagdo cabeca-cauda®*’. O grupo terminal varia com a origem da borracha.

Como a unidade de repeticdo da parte cis isoprénica existe em uma propor¢cdo muito maior
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que a parte trans isoprénica a borracha natural se mostra um polimero amorfo*°*4!, A Figura

10 ilustra a estrutura quimica da parte isoprénica da borracha natural composta por unidades

trans isoprénicas, unidades cis isoprénicas e um grupo o terminal**°,

c H
@0 @

Figura 10: Estrutura quimica da parte isoprénica da borracha natural. Sdo aproximadamente 3
unidades trans isoprénicas (parte cristalina), 10.000 unidades cis isoprénicas (parte amorfa,
tipo cabeca-cauda) e um grupo o terminal®*°.

A borracha Natural é uma matéria-prima obtida de fonte agricola renovavel essencial
para a manufatura de um amplo espectro de produtos em todos os ramos da atividade humana
130, Nos dltimos anos, houve um aumento significativo no nimero de artigos publicados e
patentes tratando a aplicacdo da borracha natural na area da satide’*?. Em especial, destaca-se
que, a partir da década de 90, o latex extraido dos clones da seringueira Hevea brasiliensis se
mostrou promissor em varios tipos de aplicacdes biomédicas. Dentre as aplicacbes médicas
destacam-se 0 estudo do uso da borracha natural para fins de regeneragdo tecidual?®,
atividade angiogénica?’, cicatrizagdo conjuntival e neoangiogénese?, baixa antigenicidade®®

31 “aceleracéo da neoformagado dssea e cicatrizagdo.>!

O interesse cientifico no progresso de inovacdes tecnoldgicas com a borracha natural e
implementacdo de metodologias de vulcanizagdo ou incorporacdo de cargas, que aumenta
tanto a resisténcia quimica, quanto a resisténcia mecanica (resisténcia a desgaste, estiramento,
etc.)!*1* permitiu o desenvolvimento de nanocompdsitos aplicaveis como barreira de
gases'*°, atuadores mecanicos que respondem a estimulos elétricos ou térmicos, comparados a
musculos artificiais'*®, materiais “shape memory”, que respondem a estimulos como
temperatura’*’ ou gases presentes no ambiente **41*°, mudando de forma e podendo reassumir
a forma original assim que cessado o estimulo externo, compdsitos poliméricos contendo sais
de fosfonio quaternario ™° e nanoparticulas de prata ' que atuam como materiais

bactericidas.
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No que tange o desenvolvimento de dispositivos eletronicos, estudos cientificos
mostram que borracha natural, usada como matriz, € capaz de amplificar as propriedades de
fotoluminescéncia®> >3, Neste cendrio, aliar a borracha natural a materiais metalicos ou
polimeros semicondutores com propriedades de fotoluminescéncia permiti a construcdo de

dispositivos eletrénicos e opticos.

Em 1911, Henry iniciou os estudos sobre o efeito da luz UV em borrachas naturais e
seus resultados confirmaram a ocorréncia de reacdes de oxidacdo. Ademais, verificou-se que
a absorcdo de oxigénio depende do comprimento de onda e do tempo de exposicdo do
material a luz ultravioleta®’. Neste contexto, a comunidade cientifica buscou compreender os
efeitos da degradacéo da borracha natural (BN), em decorréncia da acdo do oxigénio do ar e,
mais especificamente, compreender o mecanismo responsavel pela cisdo da cadeia que

provoca a diminuicdo da sua elasticidade?*.

Estudos relacionados a fotodegradagdo por irradiacdo ultravioleta dos filmes de
borracha natural, mostraram que a presenca de grupos cromoéforos na cadeia polimérica,
capazes de absorver luz UV-visivel, gerou a ruptura de ligac6es das cadeias principal e lateral
do polimero, possibilitando assim a absorcio de oxigénio®“. Experimentalmente, foi possivel
observar, por espectros de absorcdo no infravermelho, que a exposi¢do a luz UV (253 e 300
nm) provocou reducdo da intensidade nas regides de estiramento envolvendo ligagdes
carbono-hidrogénio e carbono-carbono (C=C (1664 cm™)), e simultaneamente a formagio de
bandas de 3435, 1766, e 1166 cm™, as quais correspondem aos modos estiramento (O-H), n
(C=0), e n (C-0), respectivamente, caracterizando a presenca de &cidos carboxilicos C=0
(1720 cm™) ™4, Estes resultados foram encontrados para membranas de borracha natural
preparadas a 65°C durante 10 horas.

Ademais, ao relacionar as propriedades fotoluminescentes dessas mesmas membranas
supracitadas em funcdo da temperatura da amostra observou-se que com o aumento na
temperatura houve um decréscimo na intensidade dos picos de luminescéncia®>®. Atribuiu-se a
variacdo na intensidade de emissdo em relacdo a temperatura a diminuicdo da dissipacdo de
energia através da geracdo de fonons (vibrages reticulares) *°°. Portanto, neste estudo,
concluiu-se que as propriedades fotoluminescentes das membranas de borracha natural estdo
intimamente relacionadas aos acidos organicos aromaticos com excitagdo em 285 nm e

emissdo em 385 nm, contendo grupos carboxilicos ligados'*.
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Portanto, no geral, as mudancas quimicas que ocorrem durante o tratamento de
polimeros por fotodegradacdo (em radiagdes UV) devem-se a ruptura de ligagdes das cadeias
principal e lateral, o que pode ser comprovado pela diminuicdo da massa molar e pela
formacdo de produtos volateis de baixa massa molar, respectivamente. Na presenca de
oxigénio, as reacdes de degradacdo ocorrem facilmente. A probabilidade da ruptura da cadeia
aumenta com o aumento da exposi¢do do material & luz ultravioleta para todos os tipos de

ligacGes, embora as energias de dissociacdo das ligacGes sejam diferentes entre si'>*.

2.5.2. Polimeros luminescentes: Poli[2-metoxi,5-(2’-etil-hexiloxi)-p-
fenilenovinileno]-MEH-PPV

Segundo Jong e Vissenberg, 1998, em polimeros conjugados (PC), tais como
polifluoreno, poliacetileno, poli (p-fenileno), e poli (fenileno-vinileno) (PPV), os atomos de
carbono ao longo da cadeia polimérica sdo alternadamente ligados por ligacBes simples e
duplas. As propriedades eletronicas dos PCs sdo determinadas por elétrons fracamente ligados
com um intervalo de banda (band gap) relativamente pequeno. Uma cadeia PC pode, portanto,
ser considerada como um semicondutor unidimensional. Por esse motivo, os PCs séo
utilizados como material ativo em dispositivos optoeletronicos, ja que manifestam tanto o
fendmeno da eletroluminescéncia quanto da fotoluminescéncia, ou seja, emitem a partir de
estimulo elétrico ou via fétons, respectivamente. Embora ambos processos eletro e
fotoluminescente sejam devido a emissdo excitbnica, a natureza exata e a cinética dos
éxcitons nesses sistemas ainda estdo em debate. Neste contexto, foi sugerido que a energia de
ligacdo de Coulomb do par elétron-buraco dentro do éxciton é desprezivel, de modo que as
foto-excitacbes primarias sao portadores livres. Outros estudos sugerem uma grande energia
de ligacdo elétron-buraco de algumas centenas de meV, de modo que o éxciton seja localizado
em uma parte da cadeia PC, ou seja, semelhante aos éxcitons de Frenkel encontrados nas

moléculas™®31%,

Neste contexto, a presenca de interacfes intracadeias ou inter-cadeias nos polimeros
condutores inevitavelmente altera suas cores emitidas nos espectros de fotoluminescéncia
(PL) e eletroluminescéncia (EL) em comparacdo com as de suas cadeias isoladas, gerando
novos picos de emissdo, indesejaveis para a maioria das aplicagdes Opticas e optoeletrdnicas.
Portanto, além da cadeia isolada que ndo interage, ou seja, de uma espécie emissora que nao
interage, € importante entender as caracteristicas estruturais e as propriedades optoeletronicas

das espécies emissoras formadas por interagdes intra-cadeia ou inter-cadeia (as denominamos
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espécies emissoras em interagio)**°.

Antes de discutir sobre o comportamento de espécies emissoras, € apropriado
introduzir dois tipos de luminescéncia frequentemente observada em polimeros conjugados:
fluorescéncia e fosforescéncia. Utilizando uma classificacdo baseada em mecanismos
cinéticos de emissdo, a fluorescéncia é um processo de decaimento radiativo da molécula a
partir de seu estado singleto excitado para o estado fundamental singleto, enquanto a
fosforescéncia é um processo de decaimento radiativo da molécula de seu estado tripleto
excitado para o estado fundamental singleto. Uma vez que a transicdo Optica entre o estado
excitado tripleto e o estado fundamental singleto é proibida pela regra de selecdo de spin, o
tempo de vida fosforescente € tipicamente microssegundos a segundos, que é maior que 0O
tempo de vida da fluorescéncia (~ 0,1-100 ns), e as informacdes sobre a fosforescéncia dos
polimeros conjugados sdo escassas, ao contrario da fluorescéncia. Devido a transicdo Optica
proibida por spin tripleto-singleto decair ndo radiativamente & temperatura ambiente, medidas
de fosforescéncia em polimeros conjugados sdo geralmente realizadas a baixa temperatura

para reduzir esse decaimento ndo-radiativo™*®*¥',

As interacBes entre os lumindforos, ou seja, grupos emissores de uma cadeia ou de
cadeias diferentes, resultam na formacdo de excimero, exciplex e agregado. Um excimero é
um dimero dos mesmos luminéforos, sendo que um estd originalmente no estado foto-
excitado e o outro estd no estado fundamental. Além disso, outro tipo de dimero que se
comporta da mesma forma que o excimero, mas consiste em diferentes luminoforos, é
denominado complexo ou exciplex excitado. Esses dois dimeros existem apenas sob foto-
excitagdo, mas estdo dissociados no estado fundamental. Em contraste, um agregado envolve
interagdo0 mutua entre dois ou mais lumindforos no estado fundamental, estendendo a
deslocalizacdo de elétrons sobre esses segmentos conjugados. A emissdo de agregados pode
resultar de excitacdo direta e/ou transferéncia de energia de espécies monoméricas excitadas
correspondentes (cadeia isolada sem interacdo), dependendo do comprimento de onda da
excitacdo. No entanto, estas trés espécies emissoras podem gerar um novo pico sem estrutura
definida na regido de maior comprimento de onda no espectro de fluorescéncia e usualmente
causa uma diminuicdo da eficiéncia quéntica de fotoluminescéncia (EQFL). Deve-se destacar
que eximero, exciplex, e agregado podem ser observadas em ambos espectros de foto e

eletroluminescéncia®®®,
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A luminescéncia destes materiais foi descrita pela primeira vez em 1990, usando
poli(p-fenileno vinileno), como monocamada semicondutora entre eletrodos metalicos™’. A
Figura 11, mostra a estrutura molecular do PPV, no qual produz emissao luminosa verde-

amarelada®’.

Figura 11: Estrutura molecular do poli(p-fenileno vinileno)-PPV**°.

Desde entdo, por meio da introducdo de grupos laterais no PPV foi possivel obter
derivados com emissao luminosa centrada em comprimentos de onda ligeiramente deslocados
daquela observada na molécula de origem. Isso permite a construcao de dispositivos emitindo
em diferentes cores. Um dos polimeros conjugados, derivado do PPV mais estudados em
relagdo as propriedades e aplicacfes luminescentes € o poli[2-metdxi,5-(2’-etil-hexiloxi)-p-
fenilenovinileno]-MEH-PPV*?! (Figura 12).

(OCH;
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Figura 12: Estrutura molecular do poli (2,5-dimetoxi-para fenileno vinileno)-MEH-PPV*2,

A introducdo de substituintes ligados a cadeia principal durante a sintese, sem
prejudicar a conjugacdo da cadeia principal, permitiu um ligeiro deslocamento no
comprimento de onda do verde-amarelado no PPV para uma emissdo luminosa centrada na
regido do vermelho no MEH-PPV. Como no no PPV os substituintes estdo localizados nas

posicdes orto em relacdo a cadeia arilica as substituicbes podem levar a uma distor¢do da
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cadeia principal, reduzindo o comprimento médio de conjugacdo’?!. Ademais, a solubilidade
também foi modificada pela funcionaliza¢do dos grupos substituintes, uma vez que 0 MEH-
PPV ¢é um derivado soltuvel do PPV. O PPV, assim como varios outros polimeros conjugados,
apresenta algumas dificuldades de processamento oriundas do fato de ndo ser sollvel, que
dificultam ou até mesmo impedem a sua utilizacdo direta para construcdo de dispositivos.
Este fato foi contornado acrescentando a cadeia do PPV grupos laterais que tornem o

polimero derivado do PPV, soltvel, como no caso do MEH-PPV.

Outra caracteristica relevante quando se trata de polimeros conjugados luminescentes
€ a susceptibilidade a processos de oxidacdo ou fotodegradacdo. O processo de
fotodegradagdo ocorre pela ativacdo e degradacdo do polimero, causada pela absorcdo de
fotons na presenca de oxigénio. Assim, neste processo 0 oxigénio atua na quebra da cadeia
polimérica, resultando na interrupcdo da conjugacédo, ou seja, a quebra das ligacGes vinilicas
(C=C) das cadeias poliméricas dao lugar a ligacdes carbonilicas (C=0). Em outras palavras, a
carbonila atua como centro de aniquilacdo dos éxcitons singletos. Portanto, se 0 comprimento
da conjugacdo é reduzido, modifica-se também as propriedades eletrdnicas bem como sua
eficiéncia luminosa®®. Além disso, compostos carbonilicos exibem um baixo rendimento
quantico de fluorescéncia, pois as energias associadas as transi¢gdes n — 7* sdo baixas € 0
decaimento dos elétrons envolvidos nessa transicdo é lento, que favorece a ocorréncia de
cruzamentos intersistemas'®®. Dessa forma, tem-se que a instabilidade fotoquimica dos
polimeros conjugados apesar de deletéria as diversas de suas aplicacdes tecnoldgicas, é o fator

chave para o desenvolvimento de sensores de radiacdo baseados nestes materiais.

S&o encontradas na literatura cientifica*>®1%* divergéncias em relagdo mecanismos de
reacdo do processo de fotodegradacdo. No entanto, é fatidico que a exposicao a radiacdo na
presenca de oxigénio diminui comprimento de conjugacdo efetivo do polimero, causando
diminuicdo da intensidade e deslocamento dos espectros de absorcdo no UV-VIS e
fotoluminescéncia para menores comprimentos de onda. Portanto, a titulo de ilustragdo, segue

na Figura 13 o mecanismo de fotodegradacdo do PPV proposto por Cumpston et al, 1997.
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Figura 13: Mecanismo de fotooxidagdo do PPV proposto por Cumpston et al em 1997 1,

Neste mecanismo a fotooxidagcdo ocorre com a formacgdo de estados excitados do
oxigénio singleto (espécie eletroquimica da molécula de oxigénio excitada onde os spins estdo
emparelhados). Este por sua vez é formado via transferéncia de energia do estado tripleto
(spins ndo estdo emparelhados) do MEH-PPV que acontece durante a operacdo de
fotoluminescéncia ou eletroluminescéncia. Durante 0 processo de relaxagdo de éxcitons é,
estatisticamente mais provavel a relaxagdo através do estado tripleto do que através de uma
transicdo singleto. O oxigénio singleto ataca a ligacdo dupla do grupo vinil, ocasionando a
quebra da conjugacio’®?. Portanto, a fotooxidacgdo, também conhecido como fotodegradagao,
ocorreu devido a absorcdo de fotons e levou a perdas das propriedades elétricas e Opticas do
MEH-PPV.

Essas alteracbes ocasionadas pelo processo de fotooxidacdo dos polimeros
conjugados, podem ser deletérias para algumas aplicacdes, por exemplo, displays luminosos,
células fotovoltaicas e transistores. Entretanto, abrem perspectivas para 0 uso dos compostos
luminescentes como elemento ativo de dosimetros para radiacdo, tanto para radiacdo nédo
ionizante quanto para confeccdo de sensores para raios X (aceleradores lineares para
tratamento oncoldgico) de alta energia e para radiacdo ultravioleta, bem como para radiacdo

gama'®,
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2.6 Dispositivos biocompativeis (sensores)

A biocompatibilidade pode ser definida como a habilidade de um material em ser
compativel com tecidos vivos, em especial, 0 corpo humano*®®. Materiais biocompativeis s&o
desenvolvidos especificamente em funcdo da aplicacdo a que se destinam e tém de obedecer a
um amplo espectro de pardmetros de qualidade e seguranca’®’. Alguns protocolos
experimentais para avaliagdo da biocompatibilidade estdo de acordo com a ISO 10993-
Biological evaluation of medical devices, atendendo desde a etapa de P&D até necessidade
regulatérias junto a entidades no Brasil (ANVISA) e internacionais (FDA, CE, etc). Neste
contexto, estes estudos podem ser delineados em etapas ou em protocolos combinados. Dentre
0s protocolos de avaliacdo de biocompatibilidade que s&o aplicados principalmente aos
segmentos de Dispositivos Médicos e Odontoldgico estdo: Citotoxicidade; Sensibilizacdo
Dérmica; Irritacio Dérmica; Toxicidade Sistémica (aguda); Toxicidade Subaguda /
subcronica; Genotoxicidade; Implante; Hemocompatibilidade (trombogenicidade, adesdo

plaquetéria, coagulacdo, sistema complemento e hematologia); Biodegradacao, dentre outros.

Com advento cientifico bem como seu progresso no desenvolvimento de dispositivos
biocompativeis, destaca-se a incorporacdo de tecnologias vestiveis para o tratamento de
doencas, diagnosticos e o monitoramento da satde em tempo real. Esta classe de dispositivos
sdo altamente sensiveis a mudangas sutis nos indices fisioldgicos e sdo capazes de capturar
variag0es pequenas no corpo humano, pois podem ser um indicador precoce de problemas de
salde *681%°  Além de sustentarem a seguranga tecnoldgica, outros diferenciais desses
dispositivos vestiveis sdo a flexibilidade, elasticidade, biocompatibilidade baseados nas
caracteristicas da pele'’® e sobretudo ao seu baixo custo, a facilidade de coleta de dados,
diagnosticos ndo invasivos, possibilidade de monitoramento remoto e continuo da salde, além
da capacidade de deteccdo de doencas em desenvolvimento em intervalos entre exames de

rotinal7l,l72

Além disso, com o desenvolvimento de novas tecnologias atrelado ao uso de novos
materiais tornou-se possivel a fabricacdo de dispositivos vestiveis portateis, modernos, mais
baratos, menores e mais confiaveis'’®. Neste contexto, 0 uso de materiais organicos, nos
varios tipos de dispositivos tem, entre suas principais vantagens, a imensa possibilidade de
preparacdo de sistemas com distintas propriedades. Tém, entretanto, alguns problemas
tecnoldgicos importantes ainda ndo resolvidos, relacionados com a menor estabilidade
quimica quando comparados com materiais inorganicos ou organo-metalicos. Contudo, a
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possibilidade de mistura fisica entre componentes naturais e sintéticos permitindo a obtencéao

de sistemas luminescentes biocompativeis €, sem ddvida, uma forma atraente e de custo

reduzido de preparacdo de novos materiais. Na Figura 14 encontra-se o fluxograma que ilustra

0 raciocinio abordado para confeccdo desses sistemas luminescentes a partir de polimeros

conjugados. J& na Figura 15 encontra-se o fluxograma que ilustra o raciocinio abordado para

incorporar a BN para confeccdo de sistemas luminescentes biocompativeis.
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Figura 14: O Fluxograma acima ilustra o raciocinio abordado para confeccdo das membranas
luminescentes a partir de polimeros conjugados.
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Figura 15: O Fluxograma acima ilustra raciocinio abordado para confeccdo desses sistemas
luminescentes biocompativeis, a partir da incorporacdo da borracha natural, para
implementacao em fototerapia.

“...the capacity to create and use technology should be a key development measure
and a focus for global action.”

Technologies for global health (2012)

Reducdo da mortalidade é um dos Objetivos de Desenvolvimento
do Milénio das NagGes Unidas
(ODM - ONU)
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3. MATERIAIS E METODOS

No presente capitulo sdo apresentados os materiais e procedimentos experimentais
utilizados na preparacéo e caracterizacdo das membranas luminescentes. Dessa forma, esse
capitulo apresenta desde a coleta do latex até a confecgdo dos sistemas luminescentes,
sobrepondo a camada ativa de poli[2-metoxi,5-etil(2-hexiloxi)parafenilenovinileno] - MEH-
PPV a matriz de borracha natural, até os procedimentos experimentais usados para a

caracterizacdo Otica, quimica, morfoldgica, térmica e citotoxica.

3.1 Coleta do latex

A matéria prima utilizada para a fabricacdo das membranas de borracha natural foi a
seiva bruta, chamada latex. A coletada foi realizada de arvores Hevea brasiliensis (RRIM 600
clone) em uma fazenda experimental na cidade de Indiana, na regido de Presidente Prudente,
Estado de Séo Paulo, Brasil. O latex foi obtido por sangria e este método de extragdo consiste
no corte em forma de U, com comprimento igual a metade da circunferéncia do tronco e com
0 angulo de 30° em relacdo a horizontal. A figura 16 mostra os sucessivos cortes realizados

para se atingir os vasos lactiferos e consequente coleta do latex.

Figura 16: Método sangria para coleta de latex.
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Ap0s a coleta do latex, estes foram armazenados em vidros ambar, estabilizados com
hidroxido de aménio a 2% m/m e mantidos em ambientes refrigerados. E por fim, é
importante destacar que a amdnia € um bactericida muito eficiente em concentracfes acima de
0,35% em massa'’# e portanto, a adicio de amdnia ao latex aumenta a sua estabilidade em
virtude do aumento da quantidade de espécies anidnicas como carboxilatos na superficie das
particulas de borracha ",

3.2 Preparo das Membranas de Borracha Natural

A obtencdo do borracha natural advém da coagulacdo do latex. Neste sentido, para
preparar as membranas de BN optou-se por realizar um tratamento térmico para que a
coagulacdo do latex fosse controlada. Portanto, sobre a lamina (7,5 x 2,5 cm) foram pipetados
2 mL de Latex (deposicéo via casting). Em seguida, em uma estufa as laminas com o latex
foram submetidas a uma temperatura de 65°C por 10 horas. A Figura 17 mostra as etapas

deste processo.

Figura 17: (a) Cada lamina cotem 2 mL de Latex depositado e (b) Ldminas com latex seco
apos o tratamento térmico para obtengdo das membranas de matriz polimérica de borracha
natural.
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3.3 Poli[2-metdxi,5-etil(2-hexiloxi)parafenilenovinileno] - MEH-PPV

Para atuar como camada ativa das membranas foi escolhido como matéria prima o
polimero fotoluminescente MEH-PPV. Possui férmula molecular (C1sH2802)n € segundo
especificacbes do fabricante, 0 MEH-PPV (CAS No. 138184-36-8) utilizado nesse trabalho
apresenta massa molar numérica media (Mn) dentro do intervalo 70.000 a 100.000 g/mol e
absorcdo e emissdo méximas em comprimentos de onda em torno de, respectivamente, 495
nm e 555 nm quando solubilizado em tolueno. Ademais, se trata de um polimero sensivel a
radiacdo cujo o espectro de absorcdo e emissdo na regido do visivel tornando-se translucido
ao ser foto degradado. Quando exposto a radiacdo ndo ionizante, sobretudo luz azul, os
espectros de absorcdo e de emissao dos derivados do PPV sofrem mudancas em suas formas e
intensidades devido a fotooxidacdo da cadeia polimérica principal. A principal consequéncia
desse efeito é a reducdo da intensidade e o deslocamento dos espectros para menores
comprimentos de onda, 0 que é de suma importancia para o desenvolvimento dos sensores de
radiacdo, pois permite associar a cor e intensidade de emissdo do polimero com a dose de
radiacdo a qual ele foi exposto®™. Uma caracteristica relevante a ser mencionada é que a
escolha do polimero MEH-PPV se baseou nos estudos propostos por Ferreira et al com qual
demostraram a relacdo linear de reposta 6tica do polimero luminescente e a bilirrubina frente
ao tratamento da ictericia neonatal por fototerapia, como também demonstrado por Ferreira et
al (2017).

3.4 Solucédo de BN/MEH-PPV

Para preparar a solucdo de BN/MEH-PPV, em um baldo volumétrico, a membrana BN
e 0 MEH-PPV foram dissolvidos em tolueno com uma razdo igual a 4000 %m / %m. Esta
solugdo luminescente de BN/MEH-PPV apresentou coloragdo vermelha com aparéncia
gelatinosa, Figura 18. Esta, por sua vez, pode ser justificada pela dissolu¢gdo da membrana de
borracha seca em solvente organico. Tal dissolucdo produz sempre uma fase solivel e um gel
macroscopico consequente das ligacGes de hidrogénio formadas entre proteinas e grupos
funcionais oxigenados associados as cadeias de borracha, além das ligacbes que envolvem

fons célcio'’.
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Figura 18: Solucao luminescente de BN/MEH-PPV em tolueno sob luz ambiente.

A intencdo inicial foi fabricar uma membrana bem fina a partir desta solugdo. No
entanto, para fabricar 314 cm? foram necessarios 50 mL desta solucéo. Disto torna-se inviavel
fabricar membranas luminescentes tanto pelo custo quanto pelo rendimento. Ademias, apesar
da membrana fina formada ter aspecto de tecido maleavel, elastico e autocolante, infelizmente
a sua auto aderéncia prejudicou a analise. A Figura 19 mostra a membrana luminescente

formada.

Figura 19: Membrana luminescente ultrafina obtida a partir da solu¢do luminescente de
BN/MEH-PPV sob luz ambiente.
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Portanto, optou-se por depositar esta solugédo sobre as membranas de BN a fim de
obter melhor rendimento, maior facilidade de manuseio e melhor custo beneficio. Neste
contexto, para verificar se tal procedimento iria interferir nas respostas éticas, fez-se a analise
de Espectroscopia de absorcdo UV-vis primeiro, para entdo, dar continuidade a construcao
das membranas luminescentes de MEH-PPV/BN. A Figura 20, mostra o espectro de absorcédo
das solugdes de MEH-PPV e BN/MEH-PPV e da membranas de BN.
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Figura 20: Espectroscopia de absor¢do UV-vis das solucgdes de BN (20 g/L), MEH-PPV (2,5
mg/L) e BN/MEH-PPV (1: 400 m/m) .

Através do espectro UV-vis verificou- se que dentro da regido espectral analisada a
BN ndo apresentou minimo de absorcdo e as solucbes de MEH-PPV e BN/MEH-PPV
absorveram respectivamente em 498 e 512 nm. Diante desta analise verificou-se que apesar
do pequeno deslocamento na regido de absorcdo das solucdes, a solucdo de BN/MEH-PPV
continua absorvendo na regido azul dentro do espectro eletromagnético. Sugere-se entdo que a
deposicdo da solucdo luminescente possivelmente ndo ird4 prejudicar na construgdo da
membrana luminescente de MEH-PPV/BN.
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3.5 Membranas luminescentes de MEH-PPV/BN

Sobre a membrana de BN foram depositados, via casting, 2 mL da solucéo
luminescente de BN/MEH-PPV. As membranas foram mantidas em ambiente escuro a 18°C
para total evaporacao do solvente. Ao final do processo, obteve-se membranas luminescentes
de MEH-PPV/BN. A figura 21 mostra as membranas de BN e MEH-PPV/BN sob luz

ambiente.

Figura 21: (a) Membrana de Borracha Natural e (b) Membrana luminescente de BN/MEH-
PPV. Ambas sob luz ambiente.

A aparéncia amarelada da membrana de BN pura é caracteristica da composicdo do
latex In-Natura, ou seja, presenca das fases de soro e fracdo de fundo, e por consequéncia
todas as proteinas e resinas passiveis de estarem contidas no latex. J& a coloragdo avermelhada
da membrana de MEH-PPV/BN é caracteristico do composto organico conjugado MEH-PPV.

Paralelamente, fabricou-se (via casting) membranas luminescentes com diferentes
camadas (até 10) contendo o polimero fotossensivel a partir da deposicdo sucessiva de 2 mL
da solugéo de BN/MEH-PPV.
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3.6 Técnicas de Caracterizacao

A influéncia da radiagdo ndo ionizante nas propriedades Opticas, quimicas,
morfologicas, térmicas e citotoxicas das membranas luminescentes biocompativeis foram
avaliadas e estudadas por meio de espectroscopia de absor¢do no UV-Vis, luminescéncia,

diagramas de cromaticidade e testes de citotoxicidade in vitro.

3.6.1 Espectroscopia de absor¢do no UV-Vis

Para a avaliacdo das regides de absor¢do das membranas de BN e MEH-PPV/BN foi
utilizado o espectrofotdmetro da marca Varian, modelo Cary 50, operando numa faixa de 190
a 800 nm, com razéo de scan de 600 nm.min*. O equipamento esta disponivel na disponivel
no Laboratério de Tecnologia da Borracha Natural da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia -
UNESP de Presidente Prudente, sob responsabilidade do Prof. Dr. Aldo E. Job.

3.6.2 Espectroscopia de Luminescéncia

Para a avaliacdo das regides de excitacdo e emissdo das membranas foi utilizado o
espectrofluorimetro de bancada PerkinElmer Modelo LS55, o qual € equipado com lampada
de Xendnio pulsante para analise de Fluorescéncia e de Fosforescéncia de 9,9 Watt de
poténcia, com indicador de tempo de deterioracdo /decaimento. Excitacdo no intervalo de 200
a 800 nm e emissdo no intervalo de 200 a 900 nm com comando de ordem zero selecionével.
Fotomultiplicadora R928 PMT disponivel para toda a escala e sincronicidade de varredura
com comprimento de onda constante ou da diferenca de frequéncia incluida. Os espectros de
excitacdo foram corrigidos automaticamente. Excitacdo variavel de 2,5 nm até 15 nm e fenda
da emissdo de 2,5 nm até 20 nm em 0,1 de incremento de fenda. As velocidades da varredura
foram selecionadas em incrementos de 1 nm e velocidades de varredura de 10 a 1500
nm/minuto. Também esta equipado com uma roda de filtros controlada por software no
monocromador de emissdo, com filtros de interrup¢do em 290 nm, 350 nm, 390 nm, 430 nm e
515 nm, um atenuador de 1% T e um modo de feixe desobstruido. No caso das medidas
efetuadas neste equipamento, utilizou-se acessorio para amostra sélida com detec¢édo do tipo
front face e suporte de silica fundida para acondicionar as amostras. O equipamento utilizado
estd disponivel no Laboratério de Luminescéncia em Materiais e Sensores (LLuMeS) da
Faculdade de Ciéncias e Tecnologia - UNESP de Presidente Prudente, coordenado pela Prof?.

Dr2. Ana Maria Pires.
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Para acompanhar o processo de fotodegradacdo da camada ativa em tempo real das
membranas luminescentes foi utilizado o Espectrofotdmetro Ocean Optics USB 2000. E a este
foi acoplado a uma lampada de LED Spot Ligth azul (A max = 460 nm, MCL 127-00-F), como
fonte de excitacdo das amostras. A Figura 22 mostra o espectro de emissdo do LED utilizado,
0 qual apresenta regido de sobreposicdo com o0s espectros de absor¢cdo do material
luminescente utilizado, o MEH-PPV. Tal sobreposicao justifica sua utilizagdo neste trabalho.
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Figura 22: Espectro de emissao do LED azul utilizado para excitacdo das membranas
luminescentes biocompativeis de BN/MEH-PPV.

Para a realizagdo das medidas de emissdo das membranas luminescentes
biocompativeis foi ajustado um suporte de amostras. A esse suporte foi acoplado acessos
oOpticos para a fixacdo da fibra optica. Por sua vez, a fibra Optica guia a resposta de emissao
das membranas investigadas e da fonte de excitacdo para o espectrofotbmetro. Essa fibra esta
conectada a um computador para aquisi¢do e tratamento dos sinais captados. A amostra foi
posicionada a 8 cm da fonte de excitacéo e a radiancia obtida foi de 40 uW/m?2/nm. Optou-se
por essa radiancia por ser utilizada no tratamento de fototerapia para neonatos com
hiperbilirrubinemia. A Figura 23 mostra o sistema construido para a investigacdo da

luminescéncia das membranas.
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Figura 23: Sistema adaptado para investigacdo da luminescéncias das membranas de
BN/MEH-PPV em funcdo do tempo de exposicao a radiacdo ndo ionizante (azul).

O equipamento esta disponivel no Laboratério de Polimeros e Propriedades
Eletronicas de Materiais — LAPPEM, do Departamento de Fisica da Universidade Federal de

Ouro Preto, sob responsabilidade do Prof. Dr. Rodrigo F. Bianchi.

3.6.4 Medidas de Cromaticidade

O diagrama de cromaticidade da membrana foi confeccionada a partir das coordenadas
cromaticas extraidas do espectro de Iluminescéncia. O software Color Calculator,
desenvolvido pela empresa Radiant Imaging foi adquirido de forma gratuita e esta disponivel
para download *"°. O software fornece o diagrama de cromaticidade quando Ihe sio dadas as
coordenadas x e y de determinada cor. O tracado dos valores normalizados de x e y para as
cores no espectro visivel resulta na curva ilustrada na Figura 26 conhecida como Diagrama de

Cromaticidade.
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Figura 24: Modelo para construgio do Diagrama de Cromaticidade'®.

3.6.5 Espectroscopia de absorcéo no infravermelho- FTIR modo ATR

A andlise quimica qualitativa foi realizada por espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier (FT-IR). O equipamento da marca Bruker, modelo Vector 22,
investigou na regido entre 4000 - 570 cm™, com resolucdo de 2 cm™ e 32 varreduras. O
equipamento esta disponivel na disponivel no Laboratorio de Tecnologia da Borracha Natural
da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia - UNESP de Presidente Prudente, sob
responsabilidade do Prof. Dr. Aldo E. Job.

3.6.6 Microscopia Confocal

Para obtencdo de imagens de alta resolucdo através de cortes épticos foi
utilizado o Microscopio Confocal Nikon modelo C2/C2si com um sistema avangado de
microscopio invertido (Eclipse Ti-E). O sistema também inclui captura de imagens
fluorescentes confocais em quatro canais (Laser 1 = 405 nm; Laser 2 = 488 nm; Laser 3 = 561
nm; Laser 4 = 640 nm) e capacidades espectrais amplamente expandidas, com a habilidade de
capturar e discriminar dados adquiridos em qualquer resolucdo de canal, ao longo de toda a
largura de banda do detector. O equipamento esta disponivel na disponivel no Laboratorio

Multiusuario de Microscopia Confocal da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia - UNESP de
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Presidente Prudente, sob responsabilidade do prof. Prof. Dr. Carlos José Leopoldo
Constantino.

3.6.7 Microscopia Eletrénica de Varredura

A caracterizacdo morfologica foi realizada por microscopia eletrénica de varredura
fabricado pela Carl Zeiss modelo EVO LS 15. O MEV permitiu a obtencdo de imagens
ampliadas e tridimensional da amostra, com alta resolucdo e profundidade de campo, a partir
da interacdo de um feixe de elétrons com o material. O equipamento esta disponivel na
disponivel no Laboratorio Multiusuario de Microscopia Eletronica de Varredura (LabMMEV)
da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia - UNESP de Presidente Prudente, sob

responsabilidade do prof. Prof. Dr. Carlos José Leopoldo Constantino.

3.6.8 Microscopia de Forgca Atdomica

A caracterizacdo da superficie das membranas luminescentes biocompativeis foi
realizada por Microscopia de Forca Atdmica-AFM, o Nanosurf, modelo easyScan 2, equipado
tanto com o Modo contato quanto com o Modo contato intermitente (tapping). Este
equipamento nos permite, através das medidas das interacfes entre a ponteira e a superficie da
amostram, informagdes a respeito de rugosidade e porosidade em escalas micro e
nanométricas. O equipamento esta disponivel na disponivel no Laboratério de Dispositivos e
Sensores Organicos (LaDSOr) da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia - UNESP de Presidente
Prudente, sob responsabilidade do prof. Prof. Dr. Neri Alves.

3.6.9 Testes de Citotoxicidade in vitro

Linhagem celular
A linhagem celular usada neste estudo foi a CHO-K1 (Células de Ovario de Hamster
Chinés). As células foram cultivadas em 10 mL de DMEM/F10 (Sigma) suplementada com

10% soro bovino fetal em frascos de 25-cm? e mantidas em incubadora com 5% CO, & 37°C.
Protocolos de exposicédo de citotoxicidade in vitro

As andlises de citotoxicidade in vitro foram realizadas sob as seguintes condicfes

detalhadas a seguir:
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a) Membranas luminescentes de MEH-PPV/BN ndo expostas a radiacdo azul
(C1BDg), com o objetivo de se conhecer o potencial tdxico das membranas antes da sua

degradacéo.

b) Membranas luminescentes de MEH-PPV/BN expostas a radiacdo azul (C1DDg),
com o objetivo de avaliar se as membranas liberam compostos durante a sua degradagéo,

ficando disponivel para entrar em contato direto com a pele.

A avaliacdo da citotoxicidade in vitro do material foi realizada por meio de extrato e
do contato direto. Para o teste de citotoxicidade por meio de extrato, os extratos liquidos das
amostras C1BDg e C1DDg foram obtidos seguindo as normas ASTM F619 (2014)°. A
amostra foi cortada em pedacos, misturados com a solucdo de extracdo (Solucdo fosfato
tamponada [PBS], pH 7.4) na proporc¢do de 60 cm? /20 mL, e mantidas nestas condicoes
durante 24 horas sem agitacdo, com ou sem exposicdo a radiacdo azul. Apds 24 horas, 0s
pedacos solidos do material foram removidos, e os extratos liquidos foram filtrados e o pH
ajustado para 7,4 , quando necessario. Apos a preparacdo dos extratos, as células (1,0 x 10°
células por poco) foram expostas a 200 pL dos extratos obtidos a partir de C1BDg e C1DDg.
Para comparacao, as células também foram expostas a extratos obtidos a partir de membrana
de borracha natural (NR) ou PBS como controle negativo (NC) durante 24 h. Uma quantidade
igual de meio de cultura (200 pl) foi adicionado a cada poco. Apds o periodo de exposicdo, a
citotoxicidade foi avaliada pelo ensaio MTT (Mosmann, 1983)'%. Para o método de reducéo
do MTT, foi adicionado 0,3 mg/ml de solucdo de MTT e as células foram incubadas a 37 °C
durante 4 h. Em seguida, o meio de cultura foi removido, e adicionou-se dimetilsulféxido
(DMSO). A absorbancia de cada amostra foi determinada a 492 nm usando um leitor de
microplacas. A absorbancia do CN foi considerada como 100% de viabilidade celular (CV).
A CV das outras amostras foi determinada utilizando a seguinte formula: CVE = [(AE - AB) /
(ANC - AB)] x 100, em gue a viabilidade CVE = Viabilidade celular das células expostas ao
extrato; AE = absorbancia de células expostas ao extrato; ACTR = absorbancia de células
expostas a PBS; e AB = absorbancia do branco (poco contendo somente meio de cultura).

Para o teste de citotoxicidade por meio do contato direto, foram usados fragmentos
quadrados das amostras C1BDg no tamanho de 100 mm? esterilizados com ¢xido etileno. A
suspensdo celular foi distribuida em placas de cultura de 6 pogos a 37°C para a formacédo da
monocamada celular. Em seguida, fragmentos dos compositos ou fragmentos de vidros

atoxicos (NC) foram colocados no centro da placa em contato com as células por um periodo
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de 24 horas. Apo6s o periodo de exposicdo, a citotoxicidade foi avaliada pelo método do
corante cristal violeta. As analises de citotoxicidade foram feitas baseadas em observacoes
macroscopicas e microscopicas, onde foi levado em consideracdo o tamanho do halo formado,
que foi medido com o auxilio de um paquimetro. Entende - se por halo a regido clara, sem
coloracgdo pelo cristal violeta, limitrofe entre as células e o material testado e que indica lise
celular. O grau de citotoxidade do material foi baseado no tamanho do halo baseando-se na
norma ASTM F813'"7, onde: nenhum halo detectado significa nenhuma citotoxicidade (grau
0); halo limitado a amostra significa citotoxicidade leve (grau 1), halo menor que 0,5 cm
significa citotoxicidade branda (grau 2), halo entre 0,5 a 1 cm significa citotoxicidade
moderada e halo maior que 1 cm significa citotoxicidade severa (grau 3).

Paralelamente aos testes supracitados, buscou-se investigar a citotoxicidade por meio
de contato direto em funcdo do nimero de camadas (contendo o polimero fotossensivel MEH-
PPV) depositadas sobre a matriz polimérica de Borracha Natural. Os valores dos respectivos
tamanhos dos halos entre as células e as membranas investigadas, expostas por 24 horas,
foram classificadas segundo a 1ISO 10993/2009.

Andlise Estatistica

Os resultados foram comparados por andlise paramétrica (ANOVA) utilizando-se o
método Student-Newman-Keuls ou o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, em
conformidade com a distribuicdo dos dados (normalidade e homogeneidade da variancia). E

para p<0,05 foi considerado significativo, e os resultados foram expressos em média = DP.

As analises foram realizadas na Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegécios-
Apta de Presidente Prudente, sob responsabilidade do Dr. Eidi Yoshihara
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4. DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Neste capitulo sdo apresentados os resultados experimentais obtidas por meio de
espectroscopia de absor¢do UV-Vis, de luminescéncia e de absor¢do no infravermelho- FTIR,
microscopia confocal, de forga atdmica e eletronica de varredura, analise termogravimétrica,
calorimetria exploratoria diferencial e analise de citotoxica in vitro das membranas do

polimero luminescente MEH-PPV em matriz de borracha natural.

4.1 Caracterizacdo Otica

Para estudar a efeito da radiacdo ndo ionizante nas propriedades Opticas das
membranas de BN e MEH-PPV/BN foram realizadas medidas de espectroscopia de absorcao,
emissdo e fotodegradacdo desses sistemas preparados a temperatura ambiente. O efeito da
irradiacdo da luz azul nas membranas foi investigado usando as mesmas condi¢des para o
tratamento da ictericia neonatal 40 pW/m?2/nm de irradiancia durante 24 horas. Portanto, nesta
etapa de caracterizacdo séo apresentados os resultados experimentais de medidas de absorcao
e luminescéncia das membranas de BN e MEH-PPV/BN expostos ou ndo a radiacdo azul.
Também sdo apresentados os diagramas de cromaticidade para a possivel observacdo da
alteracdo de cor das membranas quando expostas a luz azul. Sendo assim, as membranas
foram caracterizadas conforme os procedimentos experimentais apresentados no capitulo 3,
itens 3.6.1 a 3.6.4.

4.1.1 Espectroscopia de Absorcao UV-Vis

Neste item s&o apresentados os resultados obtidos utilizando a técnica de caracterizacéo de
espectroscopia de Ultravioleta Visivel para as membranas de BN e MEH-PPV/BN. Na Figura 25
encontra-se 0s espectros de absorcdo na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis) obtidos a

partir das membranas de borracha natural e MEH-PPV/ BN.
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Figura 25: Espectroscopia de absor¢do UV-Vis das membranas de BN e MEH-PPV/BN.

A partir da Figura 25, pode-se observar que a membrana de BN nédo apresenta banda
de absorcdo dentro do intervalo de comprimentos de onda investigados. Por outro lado, a
banda de absor¢éo principal da membrana MEH-PPV/BN ocorre em 512 nm. Este valor foi o
mesmo encontrado para solucdo de BN/MEH-PPV, demostrando assim que a matriz ndo
interferiu no processo de absor¢cdo da membrana. No entanto, quando se compara o valor de
absorcdo da solucdo de MEH-PPV (Figura 20) com o da membrana de MEH-PPV/BN
observa-se que houve um pequeno deslocamento do comprimento. Atribuiu-se a esse pequeno
deslocamento da banda de absorcdo de 495 nm para 512 nm a composi¢do da membrana de
BN, ou seja, a presenca de carotenoides, lipidios, proteinas e resinas uma vez que ndo foi
realizado o processo de centrifugacdo e remocéo das fases soro e fracdo de fundo. Outrossim,
os complexos de Frey-Wyssling presentes na membrana de BN conferiram a mesma a
coloragdo amarela diminuindo assim o seu percentual de transmitancia. No entanto o processo
de absorcdo da membrana luminescente ndo foi prejudicada, portanto a membrana de BN

pode atuar como matriz passiva.

Retomando a andlise da figura 25, tem-se que a baixa transmitancia, reflete a intensa

absorcdo da membrana dentro da faixa de comprimento de onda investigado. Ademais,
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observou-se também que a absorcdo tornou-se mais intensa para comprimentos de onda

menores que 400 nm, o que é um comportamento tipico de estruturas organicas®’.

4.1.2 Espectroscopia Luminescéncia

Optou-se por investigar as caracteristicas luminescentes da membranas de BN e MEH-
PPV/BN através da técnica de emissdo fluorescente. Neste contexto, sdo apresentadas nas
Figuras 26 a 28 os espectros de excitagdo e emissao, das respectivas membranas supracitadas,
obtidos a partir de um espectrofluorimetro e suas respectivas imagens obtidas sob radiacéo.

(@)

(b) O Emissdo BN (A= 460 nm)
O Emissdo BN (A= 478 nm)

Emissdo BN (A= 438 nm)

O Emissdo BN (A= 413 nm)
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Figura 26: (a) Imagem da membrana de BN obtida sob radiagdo UV e (b) Espectros de

excitacdo e emissdo da membrana de BN obtidos por fluorescéncia.
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Sabendo-se que a membrana de BN contém diferentes componentes, investigou-se o
comportamento 6tico com irradiacdo ou excitacdo fixada em 460, 478, 438, 413 e 376 nm,
conforme apresentado na Figura 26(b). O espectro de excitacdo foi obtido fixando o
comprimento de onda de emissdo em 539 nm e varrendo os comprimentos de onda de
excitacdo de 250 a 520 nm. Neste contexto, a partir da identificagdo da principal banda de
emissdo, foi obtido o espectro de excitacdo, que permitiu determinar as bandas responsaveis
por cada emissdo. E através dos resultados das bandas de emissdo foi possivel sugerir que ha
na membrana de borracha natural pelo menos um lumindforo. A tabela 3 mostra a relacéo

entre os comprimentos de onda de excitacao e suas respectivas respostas oticas.

Tabela 3: Relacdo entre os comprimentos de onda de excita¢do e emissao.

Tabela 3: Rela¢do Aex Aem
Excitagdo (Aex) | Emissdo maxima (Aem)
460 539
478 547
438 533
413 530
376 530

Realizou-se, também, a investigacdo do comportamento Otico para a solu¢do de MEH-
PPV (Figura 27).
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Figura 27: Espectro de emissdo da solucdo de MEH-PPV 25 (mg/L) obtido por
fluorescéncia.

A partir do espectro de emissao da solucdo de MEH-PPV (Figura 27) em tolueno foi
possivel observar que dentro da faixa de comprimento de onda investigada (475 a 750 nm) e
com excitacdo fixada em 460 nm, que a solucdo luminescente apresentou emissdo na regido
do vermelho, gerando uma banda larga com dois “ombros” bem caracteristicos, um em 563
nm e o outro 600 nm e um terceiro. De posse desses resultados, foi possivel interpretar a
emissdo da membrana de MEH-PPV/BN bem como os efeitos ocasionados com a
incorporacdo do polimero conjugado MEH-PPV, como camada ativa. Portanto, para a
membrana de MEH-PPV/BN, a emissdo também foi avaliada na faixa de 475 a 750 nm, com
excitacdo fixada em 460 nm, conforme apresentado na Figura 31 (b). Ademais, o espectro de
excitacdo foi obtido fixando o comprimento de onda de emissdo em 460 nm e varrendo 0sS

comprimentos de onda de excitacdo de 250 a 610 nm.

Através da Figura 28 foi possivel observar em (a) a luminescéncia da membrana
MEH-PPV/BN sob exposicdo a luz azul e em (b) que a irradiacdo ou excitacdo em 460 nm
provocou emissdao no vermelho dentro na regido do espectro eletromagnético visivel, gerando
uma banda larga com seu maximo centrado em 588 nm, com dois ombros, um em 533 nm e

outro em 635 nm.
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Figura 28: (a) Imagem da membrana de MEH-PPV/BN obtida sob radia¢&o azul-460nm e (b)
Espectros de excitacdo e emissdo da membrana luminescente de MEH-PPV/BN obtidos por
fluorescéncia.

Com o intuito de se investigar se houve sobreposicdo da camada ativa sobre a
membrana de BN, buscou-se construir nimeros de camadas de material luminescente. A
figura 29 mostra as emissbes das membranas com diferentes camadas de material
luminescente. As camadas foram construidas via casting por deposicdo da solucdo de
BN/MEH-PPV (1: 400 m/m).
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Figura 29: Espectros de emissdo da membrana luminescente de MEH-PPV/BN obtidos por
fluorescéncia com diferentes camadas de material luminescente. Legenda: C (camada).

Nota-se através da Figura 29 que houve sobreposicdo da camada ativa (polimero
luminescente) sobre a membrana de BN, prevalecendo somente as caracteristicas do MEH-
PPV. Isto demostra que a matriz de BN na membrana ndo interferiu nos processos
fotoquimicos e foto fisicos do polimero luminescente. Em contrapartida a deposicdo da
solugdo luminescente de BN/MEH-PPV, via casting, sobre a matriz de BN ndo foi
proporcional a construcdo de camadas. Tal fato pode ser justificado pelo aumento da
concentracdo de MEH-PPV que propiciou processos de interacdo intermoleculares (formacéo
de dimeros, formacdo de excimeros, transferéncia ndo radiativa de energia e transferéncia
radiativa de energia) que diminuem a intensidade de fotoluminescéncia’®® em algumas
camadas. Também, ha a possibilidade que as camadas com material luminescente exercam o
papel de filtro interno, diminuindo a intensidade de radiacdo emitida pelo polimero que chega
ao detector. Portanto, como ndo houve uma relacdo de proporcionalidade entre intensidade de
emissdo e camada/concentragdo do cromoforo optou-se, neste trabalho, por investigar
somente a luminescéncia em tempo real da membrana de MEH-PPVBN (1C) sob fototerapia

neonatal.
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Figura 30: Imagem obtida das membranas de BN e MEH-PPV/BN sob exposicdo ao
tratamento fototerapico para ictericia neonatal.

Apds a caracterizacdo dos espectros de absorcdo (item 4.1.1) e emissdo (item 4.1.2)
das membranas de BN MEH-PPV/BN, estas foram expostas a luz azul, sob as mesmas

condicBes usadas em fototerapia neonatal, e suas propriedades Gticas foram caracterizadas
periodicamente.
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Figura 31: Efeito da luz azul (40 pW/cm2, 460 nm) por tempo de exposicao (te = 24 h) sobre
a membrana do MEH-PPV/BN.
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A Figura 31 mostra a avaliacdo do efeito da luz azul (460 nm) sobre a membrana
luminescente. Através do espectro de fotoluminescéncia da membrana MEH-PPV/BN pode-
se observar uma diminuicdo da intensidade da luminescéncia em funcdo do tempo de
exposicao a radiacdo por 24 horas. Neste contexto, o espectro de Fotoluminescéncia (PL) para
a membrana MEH-PPV/BN se assemelha aos resultados relatados por Ferreira et al (2017)
descritos sobre a influéncia da radiacdo ndo-ionizante, especialmente luz azul. No entanto,
para melhor compreender o comportamento de membrana de MEH-PPV/BN quando exposta

a luz azul foi projetado o espectro de PL em visao tridimensional (3D).

Fotoluminescéncia (u.a.)

550 600 650, 700 750 800
Comprimento de onda (nm)

Figura 32: Viséo tridimensional dos espectros de PL para o efeito da radiacdo ndo ionizante
(luz azul) sobre a membrana de MEHPPV/BN.

Neste cenario, pode ser visto a partir da Figura 32 que a diminuig&o da intensidade néo
foi linear e este resultado também pode ser confirmado pela Figura 33 (a). Em contrapartida,
observou-se que deslocamento dos espectros em dire¢cdo a comprimentos de onda menores.
Esse comportamento, também chamado de blue shift (taxa do deslocamento para o azul) pode
ser confirmado através da figura 33 (b).
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Figura 33: (a) Grafico do comportamento de intensidade e (b) e do comprimento de onda em

funcdo do tempo de exposicédo a luz azul por 24 h.

Diante dos resultados apresentados, pode-se justificar que o deslocamento observado

dos maximos de fotoluminescéncia para menores comprimentos de onda bem como da
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diminuicdo da intensidade desses espectros, sdo caracteristicos dos processos de fotooxidagdo
da cadeia polimérica principal do MEH-PPV que levam a substitui¢do das liga¢Ges vinilicas
(C = C) por carbonilas (C = 0)*. Ademais, o deslocamento blue shift é resultante da
diminuicdo do comprimento conjugacdo do MEH-PPV. Portanto, deve ser concluir que a
mudanca de cor estd intimamente relacionada com o processo de fotodegradacdo de MEH-
PPV.194’195

Por outro lado, a qualidade-intensidade de luz emitida depende da regularidade da
superficie da camada ativa, neste caso o MEH-PPV, e o0 aumento de intensidade PL pode ser
induzido por um irradiagdo a laser no ar, quando a espessura do filme excede a profundidade
de penetracio da luz excitante'®. Neste contexto, este aumento da PL observado na
membrana luminescente pode estar relacionado possivelmente a: i) um processo de
“fotopolimerizagdo”, ou seja, uma polimerizagdo induzida por luz em virtude da etapa final do
processo de polimerizagdo (elimina¢do) em algumas porcdes da cadeia polimérica ndo ter sido
realizada por completo; e/ou ii) uma eficiente difusdo espectral de cargas excitadas dentro da
cadeia polimérica ainda ndo degradada por um processo de transferéncia de energia Forster
como ja relatado na literatura'®’. Outra possibilidade a ser mencionada sobre este
comportamento da PL supracitado é a utilizacdo da técnica de fabricagdo das membranas por
casting, uma vez que, tal procedimento ndo permite o alinhamento das cadeias poliméricas da
BN®. Além disso, Schwartz et al, em seu estudo sobre a influéncia da conformagcéo estrutural
e da morfologia dos filmes para a transferéncia de energia e intera¢fes intercadeias em
polimeros conjugados apontou a dependéncia das propriedades eletrénicas dos polimeros
conjugados com a conformacdo estrutural das cadeias e com o processo de fabricacdo dos
filmes poliméricos. Em suma, mostra que a transferéncia de energia é dependente do método
de processamento, grau de contato entre cadeias, concentracdo, escolha do solvente,

tratamento térmico, entre outros'®’.

Assim como ja foi mencionado, as mudancas nas propriedades Oticas da camada ativa
da membrana luminescente esta intimamente relacionada a mudanca de cor e sdo de extrema
importancia para a confec¢do de dispositivos colorimétricos do tipo sensor de radiagéo.
Portanto, a mudanga de cor permitird uma facil leitura da distribuicdo de dose bem como
acompanhamento em tempo real da exposicao a radiagdo. Sendo assim, no intuito de ilustrar
as mudancgas de cores ocorrida, foi obtido o diagrama de cromaticidade da membrana de

MEH-PPV/BN para representar as alteracOes das cores refletidas e emitidas da membrana
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luminescente sob diferentes tempos de exposi¢do. O diagrama (Figura 34) foi construido

conforme procedimento experimental apresentado no capitulo 3

CIEy
i [ [
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T, = Tempo inicial
.«‘T T;= Tempo final
0.6 - 7
570
590
0.4 )
P 15 00
° 12h 4 81
24h
L4 o 630
430 [ ) 70
0.2
480
40
0.0 “‘“.
CIE x
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8

Figura 34: Diagrama de cromaticidade CIE (1931) representando as mudangas de cor
emissdo ao longo da exposicdo a luz azul.O diagrama foi obtido usando os espectros de PL
mostrados na Figura 31. E o Radiant Imaging Color Calculator Software Livre. Nota: tempo
de exposicao (te), tempo inicial (ti), hora final (tf).

Dos resultados mostrados na Figura 34 observa-se que a exposi¢cdo da membrana
luminescente a luz azul provoca a mudanga da cor emitida de vermelho para o transparente
apos 24 h de exposigdo radiacdo. Esses resultados sdo Uteis ndo apenas para a confeccdo de
uma tabela de cores comparativa com diferentes pontos de dose versus cor, como também
para o desenvolvimento de sensores nos quais a emissé@o de radiacdo vermelha indique que o
tempo de radiacdo necessario ao tratamento, ainda ndo foi alcancado, enquanto a emisséo de
luz branca indica que a exposicdo a radiacdo foi suficiente. Veja na Figura 35 o degrade de

cores em funcgdo do tempo de exposi¢do ao tratamento fototerapico.
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Figura 35: Imagem da membrana luminescente sob luz ambiente, obtida em diferentes
tempos de exposicao ao tratamento fototerapico com luz azul.

E importante destacar também que foi usado neste trabalho tempo de exposicdo a
radiacdo, em vez de dose acumulada de radiacdo, uma vez que esta é a unidade usualmente
utilizada em hospitais para tratamentos fototerapicos™. O tempo médio de avaliagdo da
concentracdo sérica de bilirrubina total no tratamento da hiperbilirrubinemia neonatal é de 8h
Y. No entanto, considerando que cada hospital gerencia o seu proprio protocolo de avaliagio e
ndo havendo portanto um modelo padrdo a ser seguido, foram realizadas as medidas de
espectroscopia de fotoluminescéncia na condicdo extrema de 24h de exposicdo. O que
possibilita futuramente ajustes para atender aos requisitos especificos como sensibilidade e
tempo de resposta do dispositivo de acordo com os protocolos de cada hospital. Outra
caracteristica relevante a ser mencionada é que o MEH-PPV e a bilirrubina respondem
linearmente ao tratamento da hiperbilirrubinemia neonatal por fototerapia, como também

demonstrado por Ferreira et al.

4.2 Caracterizacédo Quimica

Para estudar a efeito da radiagdo ndo ionizante nas propriedades quimicas das
membranas de BN e MEH-PPV/BN foram realizadas medidas de espectroscopia de absor¢éo
no infravermelho desses sistemas antes e apds o tempo de exposicdo a irradiacdo da luz azul.
Sendo assim, as membranas foram caracterizadas conforme os procedimentos experimentais

apresentados no capitulo 3, item 3.6.5.
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4.2.1 Espectroscopia no Infravermelho

Para a caracterizacdo quimica, via espectroscopia de absorc¢do no infravermelho, foram
analisadas tanto a membrana de BN quanto as membranas luminescentes em diferentes
tempos de degradacdo. Sendo assim, 0s espectros de absorcdo na regido do infravermelho séo
mostrados na Figura 36 e as bandas observadas nos espectros bem como os grupos funcionais
as quais elas séo relacionadas estdo listadas na Tabela 4.
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Figura 36: Espectros de infravermelho obtidos para as membranas de BN, MEH-PPV e
MEHPPV/BN durante exposi¢do a luz azul (40 pW / cm2, 460 nm) em diferentes tempos de
exposicdo 0, 12 e 24 h.
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Tabela 4: Relagéo entre os modos vibracionais e suas respectivas atribuigdes.

Modos vibracionais e suas respectivas atribuicdes

NUmero Atribuicao NuUmero Atribuicao
de onda (cm) de onda (cm™)
3629-3091 v (-OH) 1309 CH2 Twisting
3325 v s (-N-H) 1193-1241 vs (C-0) ,
Va (C-O)
3040 v (=CH) 1240 -CH: Twist
2952 Ba (CH em CHa) 1126 CHzwagging ou
v (C-C)
2901 Bs (~CH em CHzs) 1056 v (C-CH>) ou
CH> Twisting
2845 3 (C-H em CHy) 1000 v (C-CHs)
1657 Amida | v (C=0), 966-957 Ba (C=C)
H (H20)
1562 Amida Il v (CN) e 848 B (C=C-H)
B (NH)
1442 B (-CH2-) 740 CH2 rocking
1373 Bs (CHa) 652 B (C-H)

B= _deformagéo fora do plano, 6= deformacéo angular, v= modo de estiramento, a =
assimétrico, s = simétrico.

A partir dos espectros mostrados na Figura 39, as bandas de absor¢do IV mais intensas
observadas foram associadas aos modos de estiramento vibracional de —OH (3400 — 3200
cm™), modos de estiramento simétrico -C—H de CH2 e CHs (2955, 2912 e 2846 cm™ 1),
deformacéo axial de amida 12 com C = O em ligagdo de hidrogénio com é&gua (1660 cm™ 1),
modo de estiramento de C = O dos grupos —COO- em proteinas (1595 cm™ '), —CH, (1445
cm™?) e deformacgdo angular de —CHs (1380 cm™ 1), modo de estiramento do C-O de éter
alifatico ou éter (1054 cm~ ') e —CH deformagdo angular fora do plano de alcenos
trissubstituidos (840 cm™ '). Com o aumento do tempo de exposicéo, foi possivel observar
pequenos aumentos nas intensidades dos picos ja citados bem como de bandas associadas aos
modos de estiramento simétrico C=H (3042 cm™ '), modos de estiramento de -CH,—C=(CH>)
(2721 cm™ '), C = O modos de estiramento (1742 cm™ '), deformagdo angular fora do plano
simétrica tipo torcdo (twisting) CH2 (1304 cm™!), C-O de ésteres insaturados e aromaticos
(1228 cm™ '), -CH devido a deformagcéo angular no plano ou modo de estiramento do C—C ou
deformacgéo angular fora do plano do tipo wagging de CH> e - (CH2)» em hidrocarbonetos
(739 cm™). Na tabela 4 estdo todos os nimeros de onda atribuidos aos respetivos modos
vibracionais observados para as membranas analisadas por espectroscopia de absor¢do no

infravermelho.
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Apesar de ndo ter sido observado a fotodegradacdo do polimero luminescente por
espectroscopia de absorcdo no infravermelho, foi possivel observar que o elastbmero de
Hevea brasilienses ndo se degrada sob luz azul. Neste contexto, é importante ressaltar que
degradacdo da borracha natural, em decorréncia da acdo do oxigénio do ar, e mais
especificamente, pela cisdo da cadeia, provoca a diminuicdo da sua elasticidade>*. Portanto,
reportar este resultado ressalta que a borracha natural ndo perdera elasticidade por processos
oxidativos sob influéncia da luz azul durante a exposicdo ao tratamento de fototerapia

neonatal.

4.3 Caracterizacdo Morfologica

Para estudar a efeito da técnica de preparacdo sob sua respectiva topografia das
membranas de BN e MEH-PPV/BN foram realizadas anélises morfoldgicas através de
imagens desses sistemas a temperatura ambiente. Sendo assim, as membranas foram

caracterizadas conforme os procedimentos experimentais apresentados no capitulo 3.

4.3.1 Microscopia confocal

A membrana de MEH-PPV/BN foi caracterizada também por microscopia confocal,
afim de caracterizar a topografia da membrana controlando a profundidade de campo,
reduzindo a informacdo periférica ao plano focal, aumentando o0 contraste e

consequentemente a qualidade da imagem.

Figura 37: Imagem obtida por Microscopia confocal da membrana de (a) BN e (b) MEH-
PPV/BN, usando Laser 4 = 640 nm. O diametro do ponto iluminado foi de 0,25 micrémetros.
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A partir das imagens, obtidas por Microscopia confocal das membranas de (a) BN e
(b) MEH-PPV/BN, apresentadas na Figura 37 observou-se em (a) a notoria presenca de
ranhuras desordenadas ao longo de toda membrana de BN e em (b) a presenca de particulas
de MEH-PPV depositadas e distribuidas em toda extensdo de area da membrana. Portanto, a
imagem 2D de microscopia confocal permitiu verificar a inomogeneidade da membrana de
BN possivelmente advindas do processo de secagem do latex e de MEH-PPV/BN pela técnica

de fabricacgdo casting.

4.3.2 Microscopia Eletrénica de Varredura

Por Microscopia Eletronica de Varredura foi possivel analisar a morfologia superficial
das membranas. Nas Figuras 38 a 44 sdo mostradas as imagens das membranas de BN e
MEH-PPV/BN em diferentes aumentos. Como as imagens foram obtidas pela interacdo dos
elétrons secundarios (baixa energia) gerados proximos as superficies das membranas, o

contraste dessas imagens foram dados principalmente devido ao relevo das amostras.

Figura 38: Imagem da membrana de borracha natural tratada a 60°C. Aumento de 5000
vezes.
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Figura 39: Imagem da membrana de borracha natural tratada a 60°C. Aumento de 10000
vezes.

Figura 40: Imagem da membrana de borracha natural tratada a 60°C. Aumento de 15000
Vezes.
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Figura 41: Imagem da membrana luminescente de MEH-PPV/BN. Aumento de 15000 vezes.

Figura 42: Imagem da membrana luminescente de MEH-PPV/BN. Aumento de 10000 vezes.
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Figura 43: Imagem da membrana luminescente de MEH-PPV/BN. Aumento de 15000 vezes.

As Figuras 38 a 40 apresentam as imagens das membranas de BN com ampliacéo de
5000, 10000 e 15000 vezes respectivamente. Nestas imagens foi possivel observar que houve
um processo de evaporacdo muito rapido da agua. De acordo com a literatura, este processo
rdpido leva consigo subprodutos do latex, formando regibes bem caracteristicas. A
evaporacdo destes subprodutos pode diminuir a concentragdo de substancias de grande
importancia no processo de inducdo de angiogénese, impossibilitando o uso desta membrana
como biomaterial®®. No entanto, como o objetivo final desta membrana é a utilizacdo da
mesma como matriz de um sensor de radiacdo, tal aspecto mencionado nédo interfere no
potencial uso da membrana como matriz.

Semelhantemente, analisou-se as membranas luminescentes para verificar a topografia
da mesma apOs a deposicdo da camada ativa. Neste contexto, as Figuras 41, 42 e 43
apresentam as imagens das membranas de MEH-PPV/BN com ampliagdo de 5000, 10000 e
15000 vezes respectivamente. Diante das imagens apresentadas, observou-se uma topografia
mais polida mas com presenca de relevos ondulados e fissuras. Portanto, por casting ndo se

obteve uma uniformidade da superficie bem como um alinhamento da camada ativa.
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4.3.3 Microscopia de Forca Atbmica

Com o intuito de complementar a analise topografica das membranas, obteve-se

imagens superficiais por microscopia de forca atdmica.

249.9 nm 196.1 nm
(a) hen (b) 180.0
200.0 160.0

180.0
160.0
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0.00 ym 120.0
100.0
80.0
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0.0 0.0

140.0

120.0

100.0

80.0

60.0
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Figura 44: Imagens obtidas por microscopia de forca atbmica para (a) a membrana de
borracha natural (b) e a membrana MEH-PPV /BN com tempo de exposi¢édo a radiacdo igual a
zero.

A Figura 44 mostra as imagens AFM das membranas BN e MEH-PPV/BN. A imagem
da membrana BN com uma érea (10 x 10) um? apresenta uma superficie heterogénea com
uma rugosidade média (Ra) de 26 nm e (root mean square) RMS de 33,1 nm. Para a
membrana MEH-PPV/BN, os valores observados para Ra e RMS foram reduzidos para 19,1 e
25,1, respectivamente. Embora a distribuicao das alturas de superficie tenha sido menor para a
membrana luminescente, ndo observamos homogeneidade e uniformidade da superficie da
camada ativa na matriz de BN. Portanto, atraves do estudo complementar por microscopia de
forma atémica, pode-se sugerir que a ndo homogeneidade da membrana se deve a técnica
casting, uma vez que se sabe de relatos anteriores que esse método ndo permite qualquer
controle sobre a ordem do alinhamento molecular final dos filmes/ membranas ‘&, Assim, a
técnica de fabricacdo (casting) das membranas ndao permitiu o controle sobre o alinhamento
molecular e, portanto, os defeitos irdo provocar o espalhamento da luz emitida diminuindo

assim a eficiéncia luminosa da camada ativa de MEH-PPV.

4.5 Caracterizacao Citotdxica

Para estudar o efeito citotoxico das membranas de BN e MEH-PPV/BN foram

realizadas testes in vitro seguindo protocolos de exposicdo foto terapéuticas para o tratamento
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da ictericia neonatal 40 pW/m2nm de irradiancia durante 24 horas. Sendo assim, as
membranas foram caracterizadas conforme os procedimentos experimentais apresentados no

capitulo 3, item 3.9.

4.5.1 Citotoxicidade in vitro

Testes de citotoxicidade in vitro foram realizados para a membrana MEH-PPV/BN
visando potencial aplicacdo biomédica. Diante desse objetivo, este trabalho foi baseado em
estudos cientificos que mostraram que as membranas de BN sdo biocompativeis e podem ser
aplicadas a biomateriais'®'%, Além disso, ha na literatura cientifica poucos relatos sobre a
biocompatibilidade de filmes contendo MEH-PPV, uma vez que as aplicagdes desses filmes

geralmente tém foco em campos ndo bioldgicos.
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Figura 45: Viabilidade celular das células CHO-K1 expostas a diferentes extratos ou apenas
ao meio de cultura (NC) por 24 horas, quantificado pelo ensaio de MTT. As barras
horizontais representam as médias e linhas verticais representam o desvio padrao.

Portanto, a partir dos resultados do teste de citotoxicidade in vitro utilizando o método
de extracdo (Figura 45), pode ser verificado que as membranas ndo apresentaram efeitos
citotoxicos para a linha celular CHO-K1 durante o periodo de exposi¢do de 24h, nem antes
(C1BDg) nem apos (C1DDG) a degradacdo do MEH-PPV. Com base nesses resultados, foi
possivel inferir que 0 MEH-PPV nas membranas ndo foi liberado nos extratos liquidos
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testados e ndo entrou em contato com as celulas. Sabe-se que 0 MEH-PPV é hidrofdbico e
solGivel em solventes organicos'®®. Neste contexto, a insolubilidade aquosa do MEH-PPV ¢é
uma caracteristica favoravel neste caso, uma vez que € sabido que os materiais insoliveis em
agua sdo geralmente menos capazes de penetrar na pele, reduzindo significativamente suas

chances de causar danos bioldgicos **°.
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Figura 46: Extensdo do halo formado entre as células CHO - K1 e os fragmentos (C1BDg)
apos exposicdo de 24 horas. As barras horizontais representam a média e a linha vertical o
desvio padréo. *: Indica diferenca significativa em relacdo ao respectivo controle negativo

(NC) (p <0,05).

Os resultados dos testes de citotoxicidade in vitro por contato direto (Figura 46)
indicaram que ocorreu a formacdo de halo entre o fragmento C1BDg e as células expostas.
Com base no padrdo F813 / 201277, foi possivel atribuir a citotoxicidade da grade 2 da
membrana C1BDg, indicando toxicidade leve. E considerado como tendo efeito citotoxico
apenas materiais classificados com grau superior a 2 (ISO 10993-5 / 2009)***. Um halo de
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extensdo semelhante foi observado para as células que entraram em contato direto com a
Borracha Natural (RN) sozinha. De acordo com a literatura cientifica, uma explicacéo para a
formacéo do halo entre as células e 0 C1BDg estaria nos diferentes componentes de latex.
Estes por sua vez podem ser extraidos dependendo do veiculo usado e que o meio de cultura
usado para a manutencdo das células usadas no presente estudo poderia extrair componentes
polares e ndo polares do latex que seriam toxicos para as células'®%?, Assim, inferimos que
os efeitos citotoxicos leves dos filmes de C1BDg podem ter sido diretamente relacionados aos

compostos liberados pela membrana de BN e ndo a presenca de MEH-PPV.

Além disso, com base nos resultados dos testes de citotoxicidade in vitro do presente
estudo, inferimos que as membranas MEH-PPV/BN apresentaram baixa citotoxicidade para o
sistema de teste in vitro utilizado. Esses resultados foram corroborados com os de Filipa et al.
(2015) “estudos estes que avaliaram a citotoxicidade in vitro de filmes finos de MEH-PPV em
celulas de mamiferos pela primeira vez. Foi estabelecido que, ao expor células da linha
celular de fibroblastos L929 a fragmentos de filmes MEH-PPV durante 24 horas, os filmes
ndo tinham efeitos citotoxicos nas células, conforme determinado utilizando o método de
extracdo ou de contato direto. No entanto, realizamos apenas uma avaliacdo preliminar da
toxicidade das membranas MEH-PPV/BN no presente estudo. Neste sentido, mais estudos de
toxicidade in vivo e in vitro serdo necessarios para uma avaliacdo mais completa dos riscos
deste novo material para a saldde humana. Os resultados da citotoxicidade in vitro neste
estudo mostraram-se promissores, deixando em aberto a possibilidade de aplicacdo deste novo

material como dosimetro colorimétrico para o monitoramento da fototerapia neonatal.

Citotoxicidade in vitro, por contato direto, em funcdo do nimero de camadas de material

luminescente.

No que tange a investigacdo da citotoxicidade in vitro por contato direto em funcéo do
nimero de camadas de material luminescente observou-se que os valores dos tamanhos dos
halos encontrados entre as células e as membranas investigadas foram menores que 0,5 cm
por exposicio de 24 horas. Neste contexto, considerando o padrdo F813 / 20127, classificou-
se a citotoxicidade de grade 2, indicando toxicidade leve. A tabela 5 indica os respectivos
valores dos halos em relagdo as camadas depositadas sobre a matriz de Borracha Natural.
Ademais, também foram feiras observacdes microscopicas das células e os resultados obtidos

foram classificados de acordo com o grau de citotoxidade da 1SO 10993/2009. Neste
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contexto, a Tabela 6 indica os as observa¢Bes microscopicas das células bem como seu

respectivo graus de citotoxidade segundo a 1ISO 10993/20009.

Tabela 5: Valores em cm do tamanho dos halos encontrados entre as células e as membranas

testadas e a classificacdo de citotoxicidade correspondente baseada na ISO 10993/2009

Valor
Amostra encontrado Tamanho do Halo | Citotoxicidade | Grau

(mm)
BN. 425+25 Menor que 0,5 cm Branda 2
C1 4.00 +2.94 Menor que 0,5cm | Branda 2
C2 425+1.71 Menor que 0,5cm | Branda 2
C3 450+ 1.73 Menor que 0,5 cm Branda 2
C4 425+1.71 Menor que 0,5cm | Branda 2
C5 3.75+2.22 Menor que 0,5 cm Branda 2
C6 4.00 +£2.16 Menor que 0,5cm | Branda 2
C7 4,25 +0.96 Menor que 0,5 cm Branda 2
C8 400+ 141 Menor que 0,5 cm Branda 2
C9 425+1.71 Menor que 0,5cm | Branda 2
C10 4,00 +£0.82 Menor que 0,5 cm Branda 2

Tabela 6: Resultado das observacdes microscopicas das células em todas as condicdes
experimentais, baseando na classificacéo de grau de citotoxidade da 1ISO 10993/2009.

Amostra  Condigdes da cultura encontradas microscopicamente  Citotoxicidade  Grau
BN e N&do mais do que 20% das células estdo
C1l redondas, frouxamente ligadas sem
C2 granulos intracitoplasmaticos Leve
C3 e apresentam alteracGes na morfologia;
C4 e apenas inibicio do crescimento
C5 observavel.
e N& mais do que 50% das células estdo
C6 : N
o7 redondas, desprovidas de  granulos
intracitoplasmatica
C8 . Branda
co e sem grande lise celular
c10 e ndo mais do que 50% de inibicdo de

crescimento observavel

Diante dos resultados apresentados nas tabelas 5 e 6, inferiu-se que através dos testes

de citotoxicidade in vitro por contato que as membranas MEH-PPV/BN com diferentes
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camadas de material luminescente apresentaram baixa citotoxicidade. Estes resultados sé&o
importantes para a confecgdo de dosimetros uma vez que foi investigada a viabilidade de se
aumentar a quantidade de material luminescente sem que estes sejam nocivos ao usuario. No
entanto, mais estudos de toxicidade in vivo e in vitro serdo necessarios para garantir ao

usuario final deste potencial dosimetro uma seguranca para a salde humana.
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5. CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

Foi relatado neste trabalho o desenvolvimento e o desempenho de uma membrana
luminescente com potencial grau de biocompatibilidade sensivel a radiacdo ndo ionizante,
especificamente a terapia com luz azul. A membrana foi confeccionada em uma matriz
polimérica de BN e utilizou o MEH-PPV como uma camada ativa. Utilizamos as mesmas
condicdes para a fototerapia neonatal para nossa analise optica e os resultados experimentais
mostraram que a resposta optica foi favoravel e proporcional ao tempo de exposicdo a
radiacdo. Assim, foi possivel verificar a mudanga gradual de cor da membrana MEH-PPV/BN
durante sua exposicdo a luz azul. A mudanca de cor foi de facil leitura, pois a membrana
luminescente mudou sua cor de vermelho escuro para amarelo e depois para incolor. Além
disso, ao ser exposto a luz azul, os espectros de luminescéncia da membrana de MEH-
PPV/BN apresentaram reducdo na intensidade e deslocamentos para menores comprimentos
de onda e, portanto, maiores energias. Essas alteracbes foram atribuidas ao fenémeno de
fotodegradacdo no qual a reducdo da conjugacdo efetiva e, consequentemente, a
deslocalizacdo eletrénica é oriunda da oxidacdo das ligacGes vinilicas com a formacdo de
carbonilas.

E importante destacar também que foi usado neste trabalho tempo de exposicio a
radiacdo, em vez de dose acumulada de radiacdo, uma vez que esta € a unidade usualmente
utilizada em hospitais para tratamentos fototerapicos. O tempo médio de avaliacdo da
concentracdo sérica de bilirrubina total no tratamento da ictericia neonatal € de 8 horas. No
entanto, considerando que cada hospital gerencia o seu proprio protocolo de avaliacdo e nao
havendo portanto um modelo padrdo a ser seguido, foram realizadas as medidas de
espectroscopia de fotoluminescéncia na condicdo extrema de 24h de exposi¢do. O que
possibilita futuramente ajustes para atender aos requisitos especificos como sensibilidade e
tempo de resposta do dispositivo de acordo com os protocolos de cada hospital.

Apesar de ndo ter sido observado a fotodegradacdo do polimero luminescente por
espectroscopia de absorcdo no infravermelho, foi possivel constatar que o elastdmero de
Hevea brasilienses ndo se degrada sob luz azul. E importante ressaltar que degradagio da
borracha natural, em decorréncia da agdo do oxigénio do ar, e mais especificamente, pela
ciséo da cadeia, provoca a diminui¢do da sua elasticidade. Portanto, reportar este resultado
ressalva que a borracha natural ndo perdera elasticidade por processos oxidativos sob
influéncia da luz azul durante a exposi¢do ao tratamento de fototerapia neonatal. Outra

caracteristica relevante a ser mencionada é que a incorporagdo de uma matriz de polimero
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natural nos permitiu criar um dispositivo similar ao proposto por Ferreira et al, com processo
de fabricacdo mais simples, com uso de tecnologia verde e com baixo potencial toxico.
Ademais, o0 uso de polimero natural elastomérico de elevado grau de elasticidade,
flexibilidade, de baixo custo, passivel de ser moldado com designs inovadores além de
possuir uma natural capacidade de aderéncia e adesividade. Contudo, considerando que ja foi
relatado na literatura a habilidade de ambos os polimeros (BN e MEH-PPV) apresentarem
potencial afinidade com tecidos vivos, em especial, o corpo humano e diante de todas as
caracteristicas supracitadas a incorporacdo da matriz polimérica de borracha natural como
matriz enobrecem a construgédo desse dispositivo.

Além disso, embora o potencial citotoxico in vitro da membrana para a linhagem de
células CHO-K1 tenha sido leve, mais estudos de toxicidade in vitro e in vivo, assim como
testes de irritacdo e alergenicidade, precisam ser realizados para uma avaliacdo mais completa
desse novo material para a salde humana e para confirmar a seguranca do produto. Portanto,
este estudo nos permitiu sugerir que as membranas MEH-PPV/BN poderiam ser usadas como
sensores visuais e biocompativeis, vestiveis, qualitativos e quantitativos para o acimulo de
radiacdo com intuito de melhorar os tratamentos médicos, especialmente para a
hiperbilirrubinemia neonatal.

Portanto, apesar do avancado grau de desenvolvimento dos sensores de radiacdo para
aplicacdo em fototerapia neonatal e radioterapia relatados na literatura a partir de polimeros
conjugados, a utilizacdo do polimero natural trouxe vantagens e diferentes propriedades aos
sensores que ainda ndo eram conhecidas. Por exemplo, o contato direto do material com a
pele pode ajudar na aquisicdo de dados ou servir como pardmetro de controle do tempo de
respostas Otica desses sensores sem interferéncia externa. A Figura 48 demonstra de maneira

ilustrativa a atuacdo do sensor biocompativel durante junto ao RN durante a fototerapia.
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Figura 47: Demonstracdo ilustrativa do desempenho do sensor biocompativel luminescente
em fototerapia junto ao recém-nascido.
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Anexo |

Estudo do efeito da radiacdo nado ionizante nas propriedades Oticas e

toxicologicas de nanoparticulas de MEH-PPV hidrofilicas

Nanoparticulas de MEH-PPV hidrofilicas
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Resumo

Este trabalho descreve a sintese e a caracterizacdo de nanomateriais fotoluminescentes
hidrofilicas obtidas a partir do polimero conjugado poly[2-methoxy,5-(2'etilhexyloxy-p-
fenilenovileno (MEH-PPV). As particulas foram preparadas usando o método descrito por
Greem et al (2009). A temperatura ambiente, e estas foram irradiadas sob as mesmas
condicdes ideais usadas no tratamento da hiperbilirrubinemia neonatal (460 nm, 40
HW/m?/nm). Neste contexto, as propriedades o6ticas foram investigadas por espectroscopias de
absorcdo e emissdo, microscopia de fluorescéncia e seu potencial toxicol6gico foi investigado
por teste de citotoxidade in vitro pelo método de reducdo do MTT. A partir dos resultados
encontrados, abre-se a possibilidade de aplicacdo destas nanoparticulas de MEH-PPV
hidrofilicas como alternativas atraentes ndo somente para imageamento celular, mas também

para fabricacdo de dispositivos emissores de luz com potencial aplicacdo médico-hospitalar.

Palavras-chave: nanomateriais, particulas luminescentes, radiacdo, sensor colorimétrico, toxicidade.

Introducéao

Diversos tipos de radiagBes sdo usados em tratamentos médicos, como radioterapia para cancer, a
fototerapia com luz azul para ictericia. Por isso, alguns dispositivos que auxiliem no progresso do
tratamento médico sio de suma importancia 1. Nos Gltimos anos, a biotecnologia de fluorescéncia atraiu
atencdo consideravel e forneceu ferramentas poderosas para uma variedade de aplicacdes, como a
imageamento celular 2. Neste contexto, os polimeros conjugados se tornaram alternativas atraentes pois
s80 materiais extremamente luminescentes feitos inteiramente de constituintes relativamente benignos °.
A fotofisica destes polimeros ja € bem compreendida devido a aplicagdes em dispositivos de emissdo de
luz, células solares e eletroeletronicos organicos. Ademais, varios grupos ja exploraram o seu potencial
em biologia e em escalas nanométricas e também ja induziram a sua hidrofilicidade através da
incorporagao de grupos laterais ionicos ou solUveis em agua. No entanto, o efeito da radiagdo sobre essas
nanoparticulas luminescentes ainda ndo foi compreendido. A este respeito, buscou-se neste trabalho

investigar os efeitos Gticos e citotoxicos da radiacdo azul nas nanoparticulas hidréfilas de MEH-PPV.
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Materiais e Métodos

O poli[2-metoxi,5-etil(2-hexiloxi) parafenilenovinileno] -MEH-PPV foi adquirido da
Sigma Aldrich. O MEH-PPV (CAS No. 138184-36-8) utilizado nesse trabalho apresenta
massa molar numérica média (Mn) dentro do intervalo 70.000 a 100.000 g/mol e absorcao e
emissdo maximas em comprimentos de onda em torno de, respectivamente, 495 nm e 555 nm

45 quando solubilizado em tolueno. As nanoparticulas foram sintetizadas a partir do método

descrito por Gerhardt et al (2009), como mostrado as etapas na Figura 1.

Figura 1: (a) Solucdo MEH-PPV (b) As nanoparticulas foram preparadas usando o método
similar ao descrito por Gerhardt et al (2009), (c) banho ultrassonico por 2 h e (d) solugéo
contendo particulas de MEH-PPV hidrofilicas néo filtrada.

Apbs a preparacdo das particulas hidrofilicas de MEH-PPV, a solucdo contendo as
mesmas foi filtrada em filtro de seringa de 220 nm, Figura 2. Em seguida, a solucdo filtrada
contendo nanoparticulas foi condicionada as mesmas condi¢fes usadas no tratamento de

hiperbilirrubinemia neonatal (40pW/m?/nm,460nm), como mostrado na Figura 3.
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Figura 2: (a) Solugdo ndo filtrada contendo particulas de MEH-PPV hidrofilicas, sob luz
azul. (b) Solucdo filtrada, em filtro de seringa de 220 nm, contendo nanoparticulas de MEH-
PPV hidrofilicas.

Fibra ética
Amostra

Fonte de luz
(460 nm, 40pW/m?/nm)

Figura 3: Sistema adaptado para investigacdo da luminescéncia da solugdo contendo
nanoparticulas de MEH-PPV em fun¢do do tempo de exposicdo a radiacdo ndo ionizante
(azul).

O efeito da radiacdo ndo ionizante (luz azul) sobre as nanoparticulas luminescentes foi
investigado através de caracterizacBes Oticas (UV-Vis, Fluorimetro e Fotoluminescéncia),
microscopia de fluorescéncia e seu potencial citotoxico foi investigado pelos
testes de citotoxidade in vitro pelo ensaio MTT (Mosmann, 1983) usando células CHO-k1
(Células de Ovério de Hamster Chinés). As células foram cultivadas em 10 mL de
DMEM/F10 (Sigma) suplementada com 10% soro bovino fetal em frascos de 25-cm? e
mantidas em incubadora com 5% CO; a 37°C.

Ensaio de citotoxicidade baseado na atividade metabolica — MTT: A citotoxicidade
sera avaliada pelo método de redugdo do MTT (brometo de 3-4,5-dimetiltiazol-2-il-2,5-
difeniltetrazélio) (MOSMANN, 1983). Para tanto, as células serdo semeadas em uma
densidade de 1,2 x10° células por poco, em placa de 24 pogos transparente. Apds 48 horas de
estabilizacdo em estufa com CO, a 37° C, as células serdo expostas tanto as amostras solidas

guanto aos extratos liquidos por periodos a serem determinados. O controle negativo e o
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controle positivo também serdo realizados. Para confiabilidade dos resultados, foram feitas 2
réplicas (em periodos diferentes) de cada uma das condi¢cdes experimentais, sendo que em
cada condicdo experimental serdo feitas 4 repeticGes. ApOs o periodo de incubagdo sera
adicionado o MTT e as células serdo novamente incubadas por mais 4 horas. Em seguida, o
meio de cultura sera retirado, e serd adicionado DMSO para a precipitacdo do cristal de
formaram e a absorbancia correspondente a cada amostra sera determinada em leitora de
microplaca a 540 nm. A absorbancia obtida para as células do CTR sera considerada como
100% de viabilidade celular (VC). A VC das outras amostras serd determinada pela seguinte

férmula:

VCeLc = [(AbS eLc— Abs Br) / (AbS cTr— Abs Br)] X 100.

VC eLc = Viabilidade Celular das células expostas ao ELC

Onde:  Abs ar = Absorbancia encontrada para as células expostas a ELC
Abs cTtr = Absorbancia encontrada para as células do controle
negativo
Abs gr = Absorbancia encontrada para o branco (pogo apenas com
meio de cultura)

Resultados preliminares e Discussao
Caracterizacdo oOtica das nanoparticulas hidrofilicas de MEH-PPV

Por espectroscopia de absor¢do e emissdo foi possivel identificar as principais
respostas Oticas frente a uma irradiacdo. As respostas dpticas das nanoparticulas hidrofilicas
de MEH-PPV foram mostradas na Figura 4. Neste contexto, para as nanoparticulas de MEH-
PPV observou-se que as principais bandas foram em 495 nm para absorcdo e em 603 nm
emissdo. Quando comparado aos dados fornecidos pelo fabricante, detectou-se que houve um
deslocamento da banda de emissdo, de 555 nm para 603 nm. Essa pequena diferenca
observada na banda de emissdo pode ser justificados segundo a literatura %7 pelo efeito de
solvatocromismo uma vez que as nanoparticulas estdo sollveis em agua. No entanto, as
caracteristicas do croméforo MEH-PPV prevaleceram pois as nanoparticulas absorvem no

azul e emitem no vermelho
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Comprimento de onda (nm)

Figura 4: Espectros de Absor¢do e Emisséo da solucéo filtrada (filtro de seringa de 220 nm)
contendo nanoparticulas de MEH-PPV. O espectrofotdmetro de absorcdo da marca Varian,
modelo Cary 50, operando numa faixa de 190 a 800 nm, com razdo de scan de 600 nm.min.
Para a avaliacdo das regifes de emissdo das membranas foi utilizado o espectrofluorimetro de

bancada PerkinElmer Modelo LS55 com emissdo no intervalo de 200 a 900 nm.

Ja a Figura 5 mostra a avaliacdo do efeito da luz azul (460nm) sobre as nanoparticulas
luminescentes. O espectro de fotoluminescéncia das nanoparticulas luminescentes mostra uma
diminuicdo da intensidade da emissdo em funcdo do tempo de exposicdo a radiacdo durante
aproximadamente 15 horas. Neste contexto, o espectro de Fotoluminescéncia (PL) para a
membrana MEH-PPV/BN se assemelha aos resultados relatados por Ferreira et al (2017)
descritos sobre a influéncia da radiacdo ndo-ionizante, especialmente luz azul. Outra

caracteristica relevante é o deslocamento para menores (blue shift) comprimentos de onda

também observados na Figura 5.
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Figura 5: Espectro de fotodegradagdo por tempo de exposicdo da solucdo filtrada (filtro de

seringa de 220 nm) contendo nanoparticulas de MEH-PPV sob irradiacdo de luz azul (460

nm, 40uW/m?/nm). Espectrofotdmetro Ocean Optics USB 2000 acoplado a uma lampada de

LED Spot Ligth azul (A max = 460 nm, MCL 127-00-F), como fonte de excitagcdo das

amostras.
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Figura 6: Gréfico de Intensidade da luz emitida da solu¢do de nanoparticulas hidrofilicas de

MEH-PPV por um tempo de exposicao (te).
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O deslocamento blue shift é resultante da diminuigdo do comprimento conjugacao do
MEH-PPV ocasionado pelo processo de fotooxidacdo dos das ligacfes vinilicas (C = C) por
carbonilas (C = O). Este comportamento confere ao cromoforo perda da luminescéncia bem
como alteracéo da sua cor caracteristica®®°,

Para melhor compreender o comportamento das nanoparticulas luminescentes quando
exposta a luz azul foi projetado o Diagrama de Cromaticidade CIE como mostrado na Figura
7. Os dados foram extraidos da Figura 5 obtidos por medicéo direta. E, para a visualizacao da
cor real encontra-se ao lado do diagrama uma imagem obtida por um microscépio de

fluorescéncia. Neste contexto, foi possivel observar que houve um degrade de cores.

CIEy

[

MEH-PPV nanoparticles
te= Exposure time
t;= Initial time
t= End time

430~

0.2

0.0

Figura 7: Diagrama de cromaticidade CIE (1931) representando as mudancas de cor refletida
ao longo da exposicdo a luz azul. Ao lado encontra a imagem obtida a partir de um
microscopio de fluorescéncia (com aumento de 1000 vezes) de um conjunto de nanoparticulas

luminescente sob a luz azul.

Os resultados 6ticos encontrados a partir das Figuras 5, 6 e 7 corroboram com 0s
descritos na literatura ®7 sobre a influéncia da radiagdo ndo-ionizante, especialmente luz azul,
sobre os espectros de absorcdo e emissdao do MEH-PPV. Estes sofrem alteracbes em suas
formas e intensidades devido principalmente aos efeitos de fotooxidagdo da cadeia principal
do polimero.
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A avaliagdo da citotoxicidade in vitro do material foi realizada através do teste de

citotoxicidade pelo método MTT.

100% -
80% -
60% -
40% -

20% A

0%

Controle Negativo = MEHPPV - 48h

Figura 8: A avaliacéo da citotoxicidade in vitro do material foi realizada através do teste

de citotoxicidade pelo método MTT.

Observando os resultados, percebe-se que a viabilidade das células expostas as
nanoparticulas na diluicdo 1:1 foi estatisticamente menor (64%) quando se compara com 0
seu respectivo controle negativo (100 %). Segundo a norma ISO 10993/5, um material que
apresenta uma viabilidade celular maior que 70 %, € considerado atoxico para 0 meio
biolégico. Sendo assim, baseado nestes resultados, novos experimentos precisam ser
realizados com diluicdes maiores de solucdo de nanoparticulas, afim de estabelecer uma curva

dose - resposta e enquadrar das nanoparticulas de MEH —PPV como biocompativeis.

Concluséao

A partir dos resultados encontrados, abre-se a possibilidade de aplicacdo destas
nanoparticulas de MEH-PPV hidrofilica como alternativas atraentes ndo somente para
imageamento celular, mas também para fabricacdo de dispositivos emissores de luz com
potencial aplicagdo como nano sensores de radiacdo médico-hospitalar. E apesar do seu
potencial citotoxico in vitro ter sido téxico para a linhagem celular CHO-K1 mais estudos
experimentais de toxicidade tanto in vitro quanto in vivo e testes de irritagdo e de

alergenicidade, precisam ser executados, a fim de realizar uma avaliagdo de risco mais
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completa sobre os potenciais riscos deste novo material para a saide humana e garantir a

seguranca do produto.
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