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RESUMO

Infeccdo bacteriana sempre foi uma grande preocupacdo para medicina, principalmente
devido a capacidade de adaptacdo de bactérias, e consequente aparecimento de cepas
resistentes aos medicamentos convencionais. Como alternativa a esta problematica, estudos
vem comprovando a eficicia de ions metélicos, no combate a diferentes tipos de
microrganismos. Dentre metais com propriedade bactericida, ha o galio, elemento com
interessante conjunto de propriedades que possibilitaram seu uso em tratamentos terapéuticos,
entretanto sua acao bactericida ainda se encontra pouco explorada na literatura. Como forma
veiculacdo deste metal, escolheu-se a polidopamina, um polimero baseado em compostos
presentes na composicdo de moluscos, 0s quais Ihe conferem interessantes propriedades de
adesdo em diferentes superficies e capacidade de ancoragem de ions ou moléculas. Com base
nas informacBes expostas, a presente dissertacdo tem por objetivo produzir particulas de
polidopamina com incorporagdo de géalio para aplicacdo biomédica. Para isso, inicialmente o
polimero foi sintetizado a partir da polimerizacdo do hidrocloreto de dopamina em ambiente
alcalino, com ph ajustado em 9,0 a temperatura ambiente e com agitacdo magnética. Em
seguida o material foi centrifugado e seco. Em fase posterior, a incorporacéo do galio se deu a
partir da dissolucdo de nitrato de galio na presenca das particulas previamente produzidas,
sendo mantido em solugdo por 18 horas. O material resultante foi novamente centrifugado e
seco para posterior analises. O acompanhamento do processo de sintese mostrou a diminuicao
do pH, assim como o0 aumento da absorbancia na regido entre 300 nm e 600 nm, dados que
evidenciam a formagéo de polidopamina. Com base nos resultados de microscopia eletrénica
de varredura, pode-se perceber a formacgdo de estruturas esféricas, com didmetro médio de
320 nm. Resultados de EDS mostraram que ocorreu efetivamente a incorporacdo de galio,
com base nestes resultados, foi possivel concluir foi possivel sintetizar particulas de
polidopamina com as condic¢des adotadas, além da efetiva incorporacdo de galio no material.
Em ensaios in vitro foi possivel constatar que a incorporacdo de galio favoreceu a interacao
com células tronco originarias de material adiposo, melhorando a viabilidade celular em
comparagdo com o material sem o metal. Com base em todos estes resultados, foi possivel
concluir que foi possivel produzir um material com propriedades adequadas e boa interagdo
com celular, para possivel aplicagdo biomédica e bactericida.

PALAVRAS-CHAVE: Sintese. Polidopamina. Galio. Particula biocompativel.



ABSTRACT

Bacterial infection has always been a major concern for medicines, mainly due to the ability
of bacteria to adapt and the consequent appearance of strains resistant to the drugs used. As an
alternative to this problem, studies have proven the effectiveness of metal ions against
different types of microorganisms. Among the metals with bacterial property, there is the
gallium, an element with interesting set of properties that allow their use in therapeutic
treatments, however, their bacterial action remain little explored in the literature. As a carrier
for this metal, select polydpamine, that is a polymer based on compounds present in the
shellfish composition, which give to it good abilities to attach on different surfaces and can be
associated with different ions or molecules to anchor. Based on the information presented, this
dissertation aims to produce polydopamine particles with incorporation of gallium to
biomedical aplication. For this, initially, the polymer was synthesized from the polymerization
of dopamine hydrochloride in the alkaline environment, with pH adjusted to 9.0 at room
temperature and with magnetic stirring. Then the material was centrifuged and dried. In the
later phase, an incorporation of gallium resulted from the dissolution of gallium nitrate in the
presence of the initial material produced, being kept in the solution for 18 hours. The material
was centrifuged again and dried for further analysis. The monitoring of the synthesis process
showed a decrease in pH, such as increased absorption in the region between 300 nm and 600
nm, data showing the formation of polydopamine. Based on the results of scanning electron
microscopy, the formation of spherical structures with an average diameter of 320 nm can be
seen. EDS results that effectively exhibited gallium uptake but did not form a noticeable
crystalline phase in X-ray diffraction. Based on the results, it was concluded that it was
possible to obtain polydopamine particles synthesized with the adopted conditions, in addition
to the incorporated uptake of gallium in the material. In in vitro tests, it was found that the
incorporation of gallium favored the interaction with stem cells originating from adipose
material, improving cell viability in comparison with material without metal. Based on all
these results, it was possible to conclude that it was possible to produce a material with
characteristics and allow cellular interaction, for possible biomedical and bactericidal

application.

KEYWORDS: Synthesis. Polydopamine. Gallium. Biocompatible particle.
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1 INTRODUCAO

No ultimo século, importantes avancos foram realizados na area de biomateriais, como
o desenvolvimento de implantes biodegradaveis, tecidos e 6rgdos artificiais, técnicas de
remediacdo localizada ou hipertermia para tratamento de cancer, entre outras significativas
conquistas. Apesar dos efetivos avangos e novas tecnologias desenvolvidas, questdes
fundamentais como as interaces de superficie, a exemplo da interagdo implante-corpo,
implante-microrganismos e corpo-microrganismos. Este Gltimo tem especial apelo, uma vez
que a relacdo entre corpo e microrganismos como bactérias, fungos e virus. Esta relacdo tem
grande importancia devido ao grande perigo representado por estes microrganismos a satde
humana.

De modo a minimizar os efeitos destes no bem-estar e salde dos pacientes, diferentes
estudos foram realizados em busca de materiais com potencial ndo citotdxico e bactericida.
Nesse contexto as melaninas representam grande potencialidade, devido as possiblidade de
servirem como plataforma para obter materiais bactericidas, com efeito antioxidante, protecédo
foto e eletromagnética, capacidade de eliminacdo de radicais livres, capacidade de interacdo
com diferentes moléculas, ions e compostos inorganicos, biodegradabilidade,
biocompatibilidade e facilidade de reproducdo em laboratério (Liu et al., 2020).

A palavra melanina deriva do grego “pélac” que significa preto e dei que significa
sempre, que pode ser traduzida como sempre preto (Pavan, Lépez e Pettinari, 2020), sendo
atualmente a denominacdo para o conjunto de pigmentos formados pela polimerizacdo de
compostos inddlicos ou fendlicos, sendo encontrados em animais, plantas e fungos (Toledo et
al., 2017), sendo a polidopamina um dos mais famosos representantes desta classe de
compostos.

Nesse sentido, a polidopamina apresenta a grande vantagem de ser de féacil
processamento, sendo uma excelente plataforma para incorporacdo de ions metalicos capazes
de produzir efeito bactericida e bacteriostatico, podendo ser utilizada na forma de filmes ou
particulas, isoladamente ou como revestimento em outros materiais.

Sua utilizagdo na forma de filmes ja € amplamente discutida na literatura, sendo
utilizada como revestimento bactericida com incorporacdo de prata (GhavamiNejad et al.,
2015; Xu et al., 2017; Yin et al., 2019), sendo investigado também no grupo de biomateriais
da faculdade de engenharia de Guaratinguetd, a partir da incorporagdo de prata em filmes de
polidopamina depositados em nanotubos de TiO: crescidos na liga Ti7,5Mo (Alves Claro et

al., 2018), obtendo excelentes resultados na reducao de bactérias.
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Por outro lado, sua utilizagdo na forma particulada ainda apresenta grande lacuna na
literatura, principalmente no que diz respeito da efetividade da sua funcéo bactericida apds
incorporacdo de metais, devido as possiveis formas de ligacdo entre este material e 0
organismo humano, efeito da concentracdo de metal na citotoxicidade e do tamanho de
particula na sua efetiva interagdo.

Buscando o aperfeicoamento da resposta bactericida e citotoxica desta forma de
polidopamina, diferentes composi¢cdes sao propostas, com uso de ferro, manganés, zinco
(Vega et al., 2018), cobre e prata (Yeroslavsky et al., 2016), os quais contribuiram para a
compreensdo este material particulado e microrganismos prejudiciais ao ser humano, assim
como efeito do concentracdo do metal na citotoxicidade. Entretanto, ainda h&d uma lacuna na
utilizacdo de particulas de polidopamina com incorporacdo de galio.

Este metal além de apresentar efeito bactericida, também é associado a diversos
tratamentos terapéuticos, tais como prevencao de reabsorcao dssea, tratamento contra diversos
tipos de cancer e doencas auto imunes (Minandri et al., 2014; Strazic-Geljic et al., 2016), os
quais o tronam excelente candidato a incorporacdo em particulas de polidopamina. Portanto,
nesta dissertacao sera abordada a proposta de utilizacdo de um novo material obtido a partir
da sintese de polidopamina particulada com incorporacdo de galio, com baixa toxicidade e

acao bactericida.
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2 OBJETIVOS

Com base nas informacdes evidenciadas, a presente dissertacdo tem por objetivo geral
sintetizar particulas de polidopamina com incorporacao de galio para aplicacdo biomédica.

Tendo como objetivos especificos:

Sintetizar particulas de polidopamina por meio da auto-oxidacdo em meio basi-

CO;

Analisar o processo de sintese e 0s possiveis compostos formados durante a oxi-

dacdo e ciclizacdo da dopamina em meio basico;

Incorporar galio na superficie da polidopamina previamente sintetizada por maio

da sua reducdo via interacdo com grupos catecolaminas presentes no material;

Avaliar a interacdo entre as particulas sintetizadas com e sem incorporacdo de

galio e células humanas;

Com base nestes objetivos, pretende-se estabelecer um protocolo para sintese e utilizacéo

deste material futuramente em conjunto com outros materiais.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 CONCEITOS GERAIS EM BIOMATERIAIS

Um dos termos imediatamente associados a biomateriais é biocompatibilidade, o qual
ainda apresenta controvérsias em relacéo a sua definicdo. Segundo Willians (2017),a primeira
defini¢ao do termo data de 1980, quando definiram como “a habilidade de um material
executar uma aplicacdo especifica com uma resposta apropriada do hospedeiro”, sendo esta
uma tentativa inicial de definir biocompatibilidade, sendo vaga e imprecisa.

Para Pappalardo e colaboradores (2019), estd definicdo ndo consegue abranger a
complexidade das interacGes entre biomateriais e o hospedeiro, devida a diversidade de
aplicacdes possiveis, as quais demandam diferentes propriedades e interacdes. Tendo em vista
que este primeiro conceito tratava de materiais ndo absorviveis e ndo biodegradaveis, tal
definicdo ndo consegue abranger esta nova classe emergente de materiais.

Em uma definicdo mais recente, e que pretende abranger estes novos materiais,
Ghasemi-mobarakeh e colaboradores (2019) definem como sendo “a habilidade de um
material executar sua funcdo desejada, com respeito a uma terapia médica, para induzir uma
respostar apropriada no hospedeiro em uma especifica aplicacdo e interagir com sistemas
Vivos sem causar riscos de injuria, toxicidade, ou rejeicdo pelo sistema inume ou efeito
sistémico inapropriado”.

Em termos mais abrangentes, algumas interacfes especificas também sdo necessarias
em diversas aplicacGes, para considerar um determinado material biocompativel, as quais sao
apresentadas no quadro 3.1, e dizem podem ser requeridas ou ndo em uma determinada
aplicacdo.

Todos os termos apresentados sdo relacionados a materiais que interajam diretamente
com sistemas vivos, sejam eles animais ou humanos, e estes materiais, quando possuem as
caracteristicas. Em uma defini¢ao recente, estes (bio)materiais sdo “ substancias projetadas
para tomar forma, sozinha ou como parte de um sistema complexo que sera utilizado para
controlar interagcbes com outros componentes do sistema vivo , no curso de um determinado

tratamento terapéutico’(Chen e Thouas, 2015).
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Quadro 3.1 — Termos relacionados a biocompatibilidade.

_ o Habilidade de um material de
Citotoxicidade _ ) _ (Chen e Thouas, 2015)
induzir morte celular ou tecidual

Habilidade de um material em
contato como o0 sangue de ter
. minima interacdo com plaquetas,
Hemocompatibilidade | 5
evitando a formacao de trombos e
ndo liberacdo de substancias

nocivas na corrente sanguinea.

Habilidade de um determinado
elemento, composto ou material de

Carcinogenicidade induzir a ocorréncia de um tumor ]
(Ghasemi-Mobarakeh

Ou aumentar sua incidéncia quando
etal., 2019)

em contato com o hospedeiro.

Habilidade de um elemento,
Trombogenicidade composto ou material de formar

trombos.

Tendéncia do material em formar

uma camada densa e ndo
Encapsulamento _ )
) vascularizada de colageno que age
fibroso ] . o
como barreira fisica e biologica

entre o tecido e o biomaterial.

Fonte: Autoria prépria

3.2 ASPECTOS GERAIS EM BIOMATERIAIS BACTERICIDAS

Os microrganismos estdo entre 0s seres vivos mais antigos a habitarem a terra (Kheiri,
Liu e Thompson, 2019), majoritariamente devido a sua adaptabilidade e proliferagdo nos mais
diversos ambientes (Hasan, Crawford e Ivanova, 2013). Muitas vezes, esta adesdo e
proliferacdo levam a danos ao corpo humano, devido a processos infecciosos relacionados a
bactérias e fungos.

Geralmente o organismo tem estratégias proprias de combate a estas infecgdes, por

meio do seu sistema imunologico, geralmente iniciado pelo encapsulamento fibroso da zona
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afetada, para minimizar os danos. Entretanto, quando estas zonas estdo associadas a
biomateriais, a situagdo se torna mais adversa, pois este procedimento tende a afetar a
aplicabilidade do material para a devida funcdo (Ahmed, Zhai e Gao, 2019).

Tendo em vista a necessidade de ser ter biomateriais com capacidade antimicrobiana,
evitando assim danos ao hospedeiro, foram sistematizadas diversas classes de materiais, de
acordo com seu espectro de acédo, conforme pode ser observado na Figura 3.1

Figura 3.1 — classes de materiais em funcéo da sua interacdo com microrganismos.

MATERIAL ANTI INFECCIOSO: material capaz de
previnir 2 infecao causada por qualquer tipo de
patogeno (fungo, bacteria, virus, helmintos e

protozodrios)
1
|
) MATERIAL ANTI- MATERIAIS ANTI-
Eﬁﬁ%fﬁz{zes MICROBIANO: capazes de causar ADESIVOS: capazes de
——— m;:rrtepde a morte de microbios (bacterias, previnir a adesdo de
helmintos fungos e protozoirios) qualquer tipo de patogeno
MATERIAL | MATERIAL MATERIAL MATERIAL
BACTERICIDA: BACTERIOSTATIC ANTIFUNGICO: FUNGISTATICO:
capazes de causar ; o . : capazes de
2 morte de O: capazes de previnir capazes de causar previti 2 adeso
bactérias a adesdo de bacterias amorte de fungos de fungos

Fonte: Adaptado de Campoccia, Montanaro, Arciola (2013).

A partir desse ponto, 0s materiais projetados passaram a buscar possuir uma ou mais
propriedades listadas acima, de acordo com a sua func¢do a ser exercida, seja por meio de

novas rotas de processamento, ou por meio de modificacdes de sua superficie.
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3.3 NANOPARTICULAS E NANOCAPSULAS DE USO BIOMEDICO

Sistemas em escala micrométrica e manométrica tem atraido grande atencéo para apli-
cacOes biomédicas, devido a capacidade de se obter maior eficacia em detrimento aos siste-
mas convencionais de tratamento farmacologico (Wu, Wang e Li, 2020), devido a sua elevada
relacdo de &rea e volume e consequente capacidade de interacdo com tecido bioldgico e pene-
tracdo na parede celular (Bansal e Zhang, 2014).

Essa tecnologia pode ser empregada em sistema de transporte (proteinas, farmacos, bi-
omoléculas e DNA)(Gong e Winnik, 2012), sistema de resposta para bioimagem (Kim et al.,
2018), terapia foto-termal (Gao et al., 2020), regeneracdo tecidual (Liu et al., 2018) e aplica-
cOes bactericidas (Xu, J. et al., 2017). Entretanto, a maior parte das solu¢cdes médicas disponi-
veis na literatura ainda se encontra em estagio de estudos iniciais, ndo disponiveis comercial-
mente.

Em outubro de 2019, havia 343 estudos clinicos registrados no instituto americano de
salde, sendo 99 deles nos estagios iniciais de registo de procedimentos e recrutamento
(“National Library of Medicine”, 2019). Dentre estes numeros, estimativas indicam que ape-
nas uma pequena parcela dos farmacos propostos consegue atingir a producdo em escala in-
dustrial, devido principalmente as dificuldades de controle das propriedades em sistemas de
producdo escalonado (Wu, Wang e Li, 2020).

O primeiro farmaco nanoestruturado a atingir a producao industrial foi o Doxil ®, um
sulfato de doxorrubicina encapsulado em polietilenoglicol (PEG) (Figura 3.2), aprovado em
1995 pelo departamento administrativo americano de alimentos e drogas (FDA)(Wu, Wang e
Li, 2020), sendo outros 50 aprovados nos anos seguintes até 2017, dos quais 34% sdo nanoes-
truturas poliméricas (Ventola, 2017).

Em todos os casos aprovados, o sistema apresentou em ensaios clinicos melhor controle
de liberacdo do principio ativo em relacdo aos sistemas convencionais, meia vida prolongada
e menor acumulo dos materiais no organismo, em funcdo do controle da interacdo entre o
material e o organismo (Ventola, 2017), com controle do tamanho, formato, carga superficial,
dispersao e hidrofilicidade (Behzadi et al., 2017).

Para o controle do tamanho, trabalhos recentes apontam a utilizacdo de modelos bem
estabelecidos, com a silica como material de nucleo, devido as ja estabelecidas técnicas de
sintese deste material. Utilizando esta abordagem, Liu e colaboradores (2018) sintetizaram
nanoparticulas de polidopamina com ntcleo de silica, objetivando obter materiais com estreita

faixa de distribuicdo de tamanho para tratamento de injurias na pele. Ao observar imagens de
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microscopia eletronica de varredura, os autores observaram que a utilizacdo do modelo possi-
bilitou a obtencgdo de materiais com distribuicdo de tamanho uniforme, mimetizando a confi-

guracdo da silica.

Figura 3.2 — Micrografia do medicamento Doxil® (A) e representacdo do sistema de encapsu-

lamento utilizado (B).
-

Fonte: Wu, Wang e Li (2020).

Resultados semelhantes também foram observados por Nador e colaboradores (2017),
ao utilizarem nanoparticulas de silica mesoporosa como suporte para polimerizagdo de poli-
dopamina, obtendo assim um material com tamanho controlado e uniforme, além da possibi-
lidade de remocdo do seu nudcleo, para obtencao de nucleos ocos capazes de armazenar farma-
cos ou outras biomoléculas de interesse.

Uma vantagem deste tipo de metodologia para obtencdo de sistemas nanoparticulados é
a capacidade de modificar materiais ja existentes, atraves da utilizacdo de agentes capazes de
modificar a superficie do modelo, podendo assim obter grupos funcionais disponiveis que
favorecam a interacdo com meio, controlando hidrofilicidade, cargas superficiais e conse-
guentemente o estado de dispersdo do material (Vijayakumar et al., 2019). Entretanto, pode
ser considerado como desvantagem a necessidade de compra deste material, ou até mesmo
etapas prévias de sintese destes modelos.

No caso do controle da geometria, estratégias de modificagdo dos parametros de sintese
demonstraram eficazes no controle da geometria final do material. Em exemplo recente, Era-
zo e colaboradores (2019) conseguiram controlar a forma de nanoparticulas de oxido de zinco
através da variacdo do solvente. No experimento no qual o &cido acético produziu material
acicular, o uso de etilenoglicol formou material esferoidal.

Em analises de espectroscopia de infravermelho (FTIR), os autores perceberam que ao
se modificar o solvente, além de obter morfologias diferentes, também obtiveram grupos fun-

cionais presentes distintos, o que segundo eles, tem grande efeito na funcionalidade do mate-
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rial. Tais afirmacdes foram corroboradas ao analisar o efeito antifingico das nanoparticulas,
onde o material acicular apresentou maior eficacia em relacdo ao oxido de zinco esferoidal na

eliminacdo de Aspergillus niger e Botrytis cinerea.
3.4 POLIDOPAMINA

A polidopamina é um polimero derivado da polimerizacao do hidrocloreto de dopamina
em ambiente alcalino, sendo importante devido a sua capacidade adesiva e redutora, devido
aos grupos catecdis presentes. O primeiro relato atribuindo a capacidade adesiva aos catecois
na natureza data de 1981, quando os pesquisadores Waite e Tanzer (WAITE e TANZER, 1981)
ao estudarem a capacidade adesiva de moluscos, identificaram o0s catecois presentes nos
bissos destes animais como agente responsavel pela sua ancoragem nas superficies, devido a
sua elevada reatividade, podendo se ligar, interagir ou oxidar substancias ao seu entorno,
conforme mostrado na figura 3.3. Este fendbmeno ocorre devido a presenca de catecois
capazes de formar ligagGes de ponte de hidrogénio e do tipo n-7t, junto aos atomos disponiveis

na superficie de qualquer substrato (Jiang et al., 2011).

Figura 3.3 — Representacdo das principais propriedades dos catecdis.

OR 0
OH 0
0

Fonte: Faure et al. (2013).

Os pesquisadores descobriram que os catecOis presentes nos bissos destes animais se
encontram na forma de 3,4-dihidroxifenilamina (DOPA), com teores variando de 1 a 30%

dependendo da proteina na qual esté ligado, chamadas de Mefp (Mytilus edulis foot protein),



conforme mostrado no Quadro 3.2.

Quadro 3.2 — Relacao de proteinas tipo Mefp.
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Proteina Massa (KDa) | DOPA mol% Local
Mefp - 1 108 10-15 Cuticula
Mefp — 2 45 5 Bisso
Mefp — 3 5-7 10-20 Bisso
Mefp — 4 90 2 Bisso
Mefp — 5 9 30 Bisso
Mefp — 6 11 2 Bisso

Fonte: Lin et al. (2007).

Nos anos seguintes o estudo dos catecOis se tornou de grande interesse, em busca de
materiais que conseguissem imitar a caracteristica adesiva dos moluscos, com aplicacGes nos
mais diversos setores da engenharia, tais como membranas, engenharia tecidual, superficies
bactericidas, antiferrugem e outras (Zhu e Edmondson, 2011).

Na medicina, polimeros com grupos catecois ativos, como a polidopamina, apresentam
grande potencial de uso em diversas func@es, devido a sua excelente biocompatibilidade(Han
et al., 2016), servir como carreador de farmacos (Gao et al., 2020), capacidade de se ligar a
biomoléculas e ions (Dong et al., 2016), Favorecer a cicatrizacdo da pele através da
coagulacdo do sangue (Sun et al., 2014) e apresentar comportamento bactericida apos
exposicdo a radiacdo UV (Lei et al., 2016).

No corpo humano, um composto analogo a dopamina apresenta grande importancia. Sa
0 conjunto de compostos derivados da melanina, podendo ser eumelanina (pigmento insoltvel
fotoprotetivo da pele e olhos), pheomelanina (pigmento de pele de pessoas ruivas, o qual as
torna propensas a desenvolver cancer de pele) e neuromelanina (composto insolavel de
coloracdo escura, associado a degeneracdo neuroldgica e doenca de Parkinson) (D’Ischia et
al., 2014).

Tais compostos, assim como a dopamina, apresentam propriedades singulares, e dificeis
de reproduzir, devido a dificuldade de controle dos compostos formados no organismo
(D’Ischia et al., 2014), assim como garantir que o produto final tenha cadeias com tamanho
suficiente para serem chamados de polimeros, sendo usualmente utilizado o tempo monémero

tipo melanina (Chen e Buehler, 2018).
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Apesar de haver ainda grande controversia na literatua, varios autores sugerem
mecanismos de sintese para a formacgdo da polidopamina, geralmente partindo premissa de
que este composto reage de forma similar a eumelanina (Zhu e Edmondson, 2011), porém
podendo variar de acordo com os reagentes utilizados, assim como natureza da solucéo
alcalina (Habibi Rad et al., 2018), partindo da formacdo de 5,6 dihidroxilindol (DHI) em
funcdo da oxidagdo da 3,4-dihidroxi-feniletanamina (dopamina) (Hong et al., 2012), como

pode ser visto na figura 3.4.

Figura 3.4 — Representacao do processo de polimerizacao do hidrocloreto de dopamina

Dopamina Dopaminoquinona  5,6-dihidroxindol Polidopamina

NH, NH,
7\ /\/NH

Oxidacao Ciclizagdo / \ Polimerizacéo
_— — a———d |
OH OH 0// \\0 OH OH OH OH

Fonte: Zhao etal. (2018).

As etapas seguintes ainda sdo controversas, tendo em vista que dependendo das
condicdes do meio, o DHI pode se polimerizar formando DOPA, assim como se manter na
forma de pequenos monémeros, reagindo com compostos de baixo peso molecular através de
ligacGes ndo covalentes (Dreyer et al., 2012; Martin E Lynge] et al., 2015).

Devido a diferenca de estado de oxidacdo e cicliza¢do, os compostos com diferentes
cargas tendem a se aproximar, interagindo por ligacBes ndo covalentes as quais criam
desordem supramolecular, também chamada de aglomerados (D’Ischia et al., 2014), os quais
tendem a precipitar e formar filmes de espessura manométrica sobre qualquer superficie
disponivel, da ordem de 40 nm (Ball et al., 2012).

Em funcdo desta grande dispersdo de possiveis produtos durante a sintese, alguns auto-
res indicam a possibilidade de que durante certas condic¢des, ndo ocorrer a formacdo efetiva de
polimeros, ocorrendo a formagdo de “dopamina tipo melanina”(D’Ischia et al., 2014), tendo
em vista que o conjunto de particulas agregadas pode ser formada por oligbmeros e mondme-

ros com interagfes de empilhamento &, = — cation ou pontes de hidrogénio (Martin E Lynge}
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et al., 2015), devido aos seus diferentes estagios de abertura de cadeia e insaturagdo possiveis,
de acordo com a figura 3.5.

Outra vertente assumida para a polimerizacdo da dopamina, indica que apos a formacéo
de DHI, ocorre a formacdo de compostos de elevado peso molecular (polimeros), devido as
ligacOes covalentes entre as cadeias, assim como interacdes fracas, formando sobreposicdes
tridimensionais de cadeias poliméricas, com crescimento continuo via transferéncia de carga
nos grupos de ligacdo (Moulay, 2014), como exemplificado na figura 3.6.

Devido a estas divergéncias, ainda hd uma grande lacuna literatura acerca de como as
variaveis de sintese podem influenciar no produto formado, entretanto, em trabalho recente,
Patel e colaboradores (2018) indicaram que o solvente, tem grande influéncia nas proprieda-
des finais do material, em funcdo de possiveis variacGes na estrutura formada. Em seu estudo,
foram utilizados solucdo tampdo tris, tampéao fosfato salino, bicarbonato de sodio e hidréxido
de sédio. Ao fixar a concentracdo em 10 mM e o pH em 8,5, os autores identificaram varia-
cOes significativas na acdo bactericida e molhabilidade de filmes de PDA formados na super-

ficie de politereftalato de etileno (PET).
Figura 3.5 — Representacao dos possiveis estagios de abertura de cadeia e ciclizacao.
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Fonte: Bende et al. (2018).
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Outro fator determinante pode ser a concentragéo inicial de dopamina, a qual pode in-
fluenciar na quantidade de oxigénio disponivel para oxidacdo, o que foi evidenciado por Ball
e colaboradores (2012)(Ball et al., 2012), ao estudarem a cinética de deposicdo de polidopa-
mina em substratos de silicone. Em suas conclusdes os autores sugerem que em elevadas con-
centracdes, acima de 5 g.L™, o consumo de oxigénio exigido para a quebra inicial da dopami-
na em DHI possa exceder a disponibilidade do meio, influenciando na capacidade de forma-
cdo de polidopamina estavel na superficie do substrato. Neste caso, os compostos formados

podem ser oligbmeros intermediarios, com agregacdo em funcao de ligacdes fracas.

Figura 3.6 — Representacao das possibilidades de interagdo entre os monémeros de DHI.

Fonte: Moulay (2014).

3.5 NANOPARTICULAS DE POLIDOPAMINA

Atualmente é de grande interesse a obtencdo de polidopamina ndo somente como
revestimentos com propriedades adesivas, mas também na forma de particulas e capsulas,
principalmente para uso na medicina, devido as suas propriedades ja citadas, o que torna
possivel sua utilizacdo em ressonancia magnética, uso terapéutico, agente anti-inflamatorio,
compostos bactericidas, agente anti-inflamatério e outros (Zhao, H. et al., 2018).

Seu uso na forma particulada pode ser classificado em 3 tipos, de acordo com a rota de
obtencdo utilizada, assim como os reagentes empregados, como exemplificado na figura 3.6.
No primeiro grupo, ocorre a obtencdo de particulas macicas, a partir da reacdo de oxidagdo da
dopamina na em ambiente alcalino, com pH variando entre 8 e 10, em agitacdo. Nesta rota
ocorre a competicdo entre nucleacdo de oligdbmeros, e crescimento a partir da formacédo de
agregados e unido de cadeias (Yu et al., 2014), indo desde alguns nanémetros e podendo

chegar a escala micrométrica.
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O segundo tipo é composto por particulas ocas, geralmente obtidas a partir de um
modelo esférico sacrificial, comumente composto por silica. Nesta rota o didmetro é
predominantemente controlado pelo modelo, ocorrendo a formagdo de uma camada
manométrica de polidopamina devido a sua auto-polimerizacdo em ambiente alcalino. Em
seguida, o nucleo é removido via ataque acido, permanecendo apenas a capsula de polimérica
(Nador et al., 2017).

Figura 3.7 — Representacdo dos possiveis tipos de nanoparticula de polidopamina.

Metal/ceramica
~~ Polimero/peptideo

:C/\/'- Dopamina

Fonte: Autoria propria

O terceiro grupo é formado pela interagéo entre a particulas de PDA e uma segunda fase,
dando origem a um material composito. Nesta classe estdo particulas macicas ou capsulas, as
quais sdo utilizadas ap6s incorporacdo de uma substdncia com propriedade especifica,
podendo ser um farmaco, metal, cerdmica ou peptideo. Sendo este procedimento realizado
apos a obtengdo do PDA, em uma segunda etapa.

Nas particulas macicas, esta segunda fase é incorporada por meio da imersdo do
polimero em uma solucdo contendo o composto ou ion de interesse, via interagdo entre o0s
grupos funcionais presentes na superficie, servindo de nucleo e com liberagdo do agente

terapéutico vinculado a decomposicao das cadeias de PDA (Park et al., 2016).
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No caso dos compositos que utilizam capsulas, fase de interesse terapéutico geralmente
compde o nucleo, com polimerizacdo do PDA em uma solugdo contendo esta biomolécula,
formando assim uma pelicula protetora, a qual tem por finalidade controlar a liberagcdo no
organismo do farmaco contido em seu interior, mediante degradacdo controlada da capsula
polimérica (Li et al., 2017).

Os compositos acima mencionados aliam as propriedades de biocompatibilidade,
degradabilidade, e capacidade se ligar a compostos presentes na proximidade do PDA, ao
efeito terapéutico da segunda fase, ampliando assim as possiveis aplicaces deste polimero na

medicina, como pode ser visto no Quadro 3.3.

Quadro 3.3 — Relacao de nanoparticulas produzidas, de acordo com sua finalidade.

Compdsito Finalidade Referéncia

Nanocaps8ulas de PDA | Liberacdo controlada de | (Lietal., 2017)

com insulina insulina

Nanoparticulas de | Diagndstico por imagem (Xiong et al., 2019)
dopamina com ion

metalico (Al, Cu e Fe)

Nanoparticulas de PDA | Acdo bactericida (Wu et al., 2015)
com Ag

Nanoparticulas de PDA Quimioterapia (Wu et al., 2018)

amido hidroxietilico

Nanoparticulas de PDA | Terapia foto-termal (Gao et al., 2020)

com cloridrina e6 (Ce")

Nanoparticulas de PDA | Ressondncia magnética e | (Liu et al., 2015)

com polietileno glicol e | terapia foto-termal

fons Fe3*

Nanoparticulas de PDA | Terapia foto-termal (Zhou et al., 2019)
com peptideos (RGD e

PPB)

Nanoparticulas de PDA | hemostasia (Zhou et al., 2019)
com silica

Fonte: Autoria propria
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3.6 AGENTE BACTERICIDA

Os metais sdo usados para conter a degradacdo de alimentos e proliferacdo de
microrganismos, sendo utilizados como recipientes de armazenamento, sais de prata tinham
uso terapéutico durante a idade média e inicio da idade moderna (Zamboni, 2017), porém,
apos a descoberta da penicilina durante a segunda guerra, seu uso foi drasticamente diminuido.
Entretanto, com o passar do tempo e com uso indiscriminado de antibioticos, as bactérias
antes eliminadas, comecaram a sofrer mutac6es, dando origem a estirpes (cepas) resistentes a
esses medicamentos.

Com o aparecimento das chamadas superbactérias, houve a necessidade de se buscar
novas alternativas ao tratamento de infeccdes, com especial enfoque em pesquisas sobre a
acao bactericida de amplo espectro de materiais metalicos, seja na forma idnica ou metalica,
com acao bacteriostatica e bactericida. Atualmente, infeces por cepas de bactérias resistentes
séo considerados um dos 3 maiores problemas da atualidade, segundo a organizagdo mundial
de saude (OMS)(Cochis et al., 2016), representandol% das incidéncia nas cirurgias de
implantacdo de préteses de quadril, e 5% em cirurgias de revisdo de prétese (Sjollema et al.,
2018).

Atualmente, 80% das infe¢fes decorrentes de procedimentos operat6rios é decorrente
de contaminag¢fes com staphylococcus, podendo ser do tipo aureus e/ou epidermidis,
culminando em procedimentos de retirada dos implantes, com consequente permanéncia do
paciente em ambiente hospitalar e perda da qualidade de vida e risco de vida (Oliveira et al.,
2018).

Um esquema de um processo infeccioso tipico pode ser observado na Figura 3.8, onde
se inicia pela interacdo de bactérias na forma plancténica com a superficie do implante,
seguindo entdo pela secrecdo de proteinas e facilitacdo da adesdo das demais bactérias na
superficie do material. No terceiro estagio, ocorre a maturacdo do biofilme, com formacéo de
vasos difusores de nutrientes e proliferacdo de col6nias dentro do biofilme. No quarto e
ultimo estagio, o biofilme maduro se torna resistente a antibidticos, devido & penetracéo
insuficiente dos farmacos nas camadas mais internas das coldnias formadoras, além da rapida

adaptacdo dos organismos sobreviventes aos medicamentos utilizados.(Chouirfa et al., 2018)
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Figura 3.8 — Representacdo dos estagios de contaminagdo bacteriana.
NPs 4

Biofilme
Bactéria Lodo

Titénio

Fonte: Chouirfa et al. (2018).

Atualmente, os esforgcos se encontram sem prevenir as fases 1 e 2 da formacdo de
biofilmes, com a utilizacdo de diversas estratégias utilizando materiais com comportamento
bactericida ou bacteriostatico intrinseco, aliados a modificacGes superficiais.

Especificamente, relacionado as estratégias utilizadas para ligas de titanio, dados
bibliométricos cruzando referencias de trabalhos publicanos dentre 2000 a 2018 disponiveis
na base de dados Web of Science (Clarivate Analytics) utilizando os termos de busca titanium
alloy, antibacterial e surface, apresentam 399 resultados, com primeira publicacdo datada de
2005, de Heidenau e colaboradores, os quais avaliaram a incorporacéo de ions metalicos (AI®*,
Co?*, Zn?*, Hg?*, Ag" e Cu?") na superficie da liga TisAlsV, cujo resultado comprovou a
eficacia destes metais como agentes bactericidas, assim como inspirou outros estudos, sendo
referenciado por 154 trabalhos nos anos posteriores (Heidenau et al., 2005).

Posteriormente, Necula e colaboradores (2011)(Necula et al., 2011) investigaram a a¢ao
bactericida de nanoparticulas de prata incorporadas durante o processo de oxidacdo
eletrolitica por plasma da liga TisAlzNb, obtendo superficie nanoporosa com possivel
atividade bactericida devido a presenca de nanoparticulas de prata, evidenciando assim que
materiais manométricos podem ser incorporados em regides porosas de ligas de titénio, tais
como nanocavidades ou nanotubos, com significativa eficiéncia na inibicdo bacteriana.

Contribuindo para a compreensdo da interacdo entre ions metalicos depositados em
superficies de titanio, Wojcieszak e colaboradores ao investigarem o efeito bactericida do
cobre depositado por sputtering sobre a superficie de titdnio comercialmente puro esta
diretamente relacionada a sua liberagéo e interagdo entre os ions disponiveis em solucdo e a

parede celular das bactérias.(Wojcieszak et al., 2017)
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3.7 GALIO

O gélio foi descoberto em 1875 pelo quimico francés Paul Emile Lecoc de Boisbaudran
(Chitambar, 2016; Verron, Bouler e Scimeca, 2012). Este elemento pertence ao grupo 3A da
tabela periddica, podendo ser encontrado na crosta terrestre como subproduto da exploragéo
de aluminio a partir da bauxita (Chitambar, 2016; Lu et al., 2017).

No estado solido, o galio se organiza atomicamente na forma ortorrdmbica e possui
peso atdmico de 69,723 g/mol (Lu et al., 2017). O estado de oxidacdo mais abundante ¢ Ga®*,
sendo utilizado para produzir compostos GaN e GaAs, os quais sdo amplamente utilizados em
eletronica como semicondutores (Macias-Macias et al., 2019), podendo também ser utilizado
na medicina em tratamentos contra cancer, agente bactericida e tratamento de osteoporose.

Quando disponivel meio corpdreo, sais de galio dissociam-se, com formacdo de
hidréxidos insolGveis, conforme pode ser observado na Figura 3.9. em pH altamente &cido, o0s
fons ficam disponiveis na forma de Ga®', e ao se elevar o pH, os ions disponiveis tendem a
formar Ga(OH)s, podendo se converter em GaO(OH)s em condi¢bes de envelhecimento
(Verron, Bouler e Scimeca, 2012). Em meio fisioldgico, o Ga®* se liga a seis moléculas de

agua, sendo rapidamente trocado por grupos OH- presentes, com precipitacio de Ga(OH)3.

Figura 3.9 — Representacao das formas apresentadas pelo galio em funcdo do pH.
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Fonte: Verron, Bouler e Scimeca (2012).

Na medicina o uso do galio data de 1931, quando Constantin Laviditi evidenciou a
eficacia do uso terapéutico do tartarato de galio no tratamento de sifilis (Verron, Bouler e
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Scimeca, 2012). Posteriormente, na década de 60 iniciou o uso do citrato de galio na
identificacdo por imagem de tumores. Além destas aplicacdes, sais de galio apresenta
potencial de uso em inibicdo de reabsorcdo Ossea, acdo anticancerigena e antimicrobiana
(ALESSANDRA FLAVIA DIAS RAMALHO, 2017), devido as semelhancas do ion Ga®*
com o Fe®, tais como raio inico octaédrico de 0,620 A (Ga®*) e 0,645 A (Fe®,
respectivamente (Chitambar, 2017).

O Ferro ¢ um elemento primordial no metabolismo de varios organismos, sendo
adquirido do ambiente na forma de ions Fe®*, podendo ser confundido pelas células com o
Ga®*. Entretanto, diferentemente do ferro, o galio ndo pode ser reduzido em meio fisioldgico
para Ga®*, como foi mostrado na figura 2.11, o que ocasiona a desrupc¢do do ciclo bioldgico
das células, com consequente morte celular.

Outra hipdtese indica que ao entrar em contrato com parede celular, ions Ga3+ causam
deterioracdo desta, e consequente morte celular(Minandri et al., 2014).Quando presente no
metabolismo de bactérias, os ions Ga3+ agem impedindo a expressao de genes dependentes
do ferro, impedindo a sintese e reparo do DNA, além de favorecer o aparecimento de espécies
reativas de oxigénio (ERO), os quais tendem a deteriorar enzimas as quais entram em contato,
evidenciando assim um duplo efeito deletério do galio sobre estes organismos (Chitambar,
2016; Minandri et al., 2014).

Tal efeito bactericida é de grande interesse atualmente, tendo em vista a crescente
preocupacdo em relacdo a adaptacdo de bactérias a antibidticos, e até mesmo a prata e cobra,
metais que sdo amplamente utilizados em funcdo da sua acdo sobre estes microrganismos
(Argudin, Hoefer e Butaye, 2019). Entretanto, ultimamente bactérias tem apresentado
mecanismos de defesa a presenca desses metais, com secrecdo de polissacarideos que
protegem a parede celular, impedindo a morte por ruptura desta membrana (Rafinska,
Pomastowski e Buszewski, 2019; Xu, Z. et al., 2017).

Nesse sentido, até onde foi possivel verificar na literatura, ainda ndo estdo presentes
relatos de resisténcia de bactérias ao galio durante sua acdo sobre seu processo metabolico,
indicando assim seu promissor uso em substituicdo aos agentes bactericidas convencionais,
com inibicdo da adesdo e crescimento destes microrganismos sobre a superficie de

biomateriais, conforme mostrado no quadro abaixo.
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Quadro 3.4 — Relagdo dos compostos de gélio utilizados na literatura com funcéo bactericida.

Composto Superficie Bactéria Acdo Ref.
utilizado
Ga(NOs)3 Titanio CP S. Mutans Inibicdo da (Cochis et
proliferacdo | al., 2015)
Ga(NOz)3 Titanio CP S. aureus Inibicdo da (Wadge et
adesdo e al., 2018)
proliferacéo
GaCis/GaOss Titanio CP | Acinetobacter Inibicdo de (Cochis et
baumannii adesdo al., 2016)
Ga(NOs)s/Paa Titanio CP E. Coli Inibicdo da | (Bonifacio
P. aeruginosa adeséo e etal.,
proliferagéo 2017)
Ga(NOz3)s/PDLLA | Titanio CP S. aureus Inibicdo de (Dong et
anodizado E. Coli adesdo al., 2019)

Fonte: Autoria propria

Além das propriedades bactericidas, é amplamente conhecido o efeito do Ga®* na

reabsorcdo Ossea (Strazic-Geljic et al., 2016; Strazic Geljic et al., 2018). Durante 0 processo

de formacdo Ossea, os ions Ga®* promovem uma reducio da osteoclastogénese, sem afetar

significativamente a osteoblastogénese e diferenciacdo de osteoblastos durante a formacéo

Ossea (Gomez-Cerezo et al., 2018; Verron et al., 2012), viabilizando seu uso no tratamento de

osteoporose e doencas relacionadas a deterioracao 6ssea.

Em estudo recente, a Pourshahrestani e colaboradores (2016)(Pourshahrestani et al.,

2016) indicaram o efeito do éxido de galio na prevencao de trombos e efeito anti-hemorragico,

quando incorporado em pequenas quantidades em vidros metélicos, ampliando assim as

possibilidades de uso do géalio e seus compostos na medicina.
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4 MATERIAIS E METODOS

Na realizacdo desta dissertacdo foram utilizados os seguintes reagentes, hidrocloreto de
dopamina (Sigma-Aldrich Brasil Ltda.), hidroxido de sodio (Exodo cientifica) e Nitrato de
galio (Sigma-Aldrich Brasil Ltda.), os quais foram utilizados para realizar a sintese das
particulas e incorporacdo do ion metalico na sua superficie. Tais etapas sdo mostradas na

Figura 4.1, a qual mostra o procedimento experimental adotado nesta dissertacéo

Figura 4.1 — Fluxograma das atividades realizadas.
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Fonte: Autoria propria

4.1 SINTESE DAS NANOPARTICULAS

Para a obtencdo das nanoparticulas de polidopamina pelo método da auto-
polimerizacdo de dopamina em meio alcalino, foi utilizada a metodologia descrita por Zhao e
colaboradores (2018), com algumas modificacdes. Para tanto, foi utilizado hidrocloreto de
dopamina (Sigma-Aldrich Brasil Ltda.), férmula (HO).CsH3CH2CH2NH2-HCI, peso
molecular 189,64 g/mol e 98% de pureza, hidroxido de s6dio (Exodo cientifica), com formula
quimica NaOH, peso molecular 40g/mol, os quais podem ser observados na Figura 4.2.

A sintese foi realizada em solugdo com concentracdo de 2g/L, para tanto, foi

solubilizado 0,2 g de hidrocloreto de dopamina (DA) em 100 mL de 4gua Milli-Q. Sendo em
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seguida o pH ajustado em 9,0 utilizando uma solugdo de hidroxido de sédio 1M. Rapidamente
a solugcdo mudou de coloracgdo, partindo do incolor para uma tonalidade marrom, a qual é
amplamente descrita na literatura, atribuida ao processo de desprotonacdo da dopamina
(Saloméki et al., 2018), a qual foi gradativamente se intensificando pelo periodo de 4 horas,

tempo adotado nesta dissertacao.

Figura 4.2 — Reagentes utilizados (A e B) e sistema de sintese de polidopamina (C).
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Fonte: Autoria prépria

Apos decorrido esse tempo, a solucdo foi entdo centrifugada durante 15 minutos a
12000 RPM, no equipamento de centrifugacdo da marca Hermile, modelo Z306 (Figura 4.3),
disponivel no laboratorio de materiais avancados e nanotecnologia da Faculdade de ciéncias
da Unesp Bauru. Posteriormente o material foi disperso em placas de Petri e seco em estufa
em 35°C durante 24 horas, com circulacdo de ar. Ao fim deste periodo, o material seco foi
removido do fundo das placas de Petri com auxilio de espatula metalica e depositado em
tubos Eppendorf de 1 ml, sendo em seguida armazenado a temperatura ambiente, em
dessecador com silica.

Para a incorporacao de galio, o material previamente seco foi disperso 50 ml de agua
MilliQ com ajuda de um sonicador da marca SONICS, modelo VCX-750, em 40% da
poténcia total do equipamento (750 W) (Figura 4.4) por 60 segundos. A solucdo foi entdo
mantida em agitacdo com auxilio de agitador magnético por 10 minutos e apos esse periodo
foi adicionado 150 ml de solugdo com concentracdo molar 1M de nitrato de galio hidratado

(Sigma-Aldrich Brasil Ltda., férmula Ga(NO3)z - XH.O, peso molecular 255,74 g/mol e

99,9% de pureza), permanecendo por 18 horas.
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Apos esse periodo o material foi centrifugado em 4000 RPM no equipamento de
centrifugacdo da marca Hermile, modelo Z306 por 20 minutos e seco em estufa por 24 horas a
35°C, com circulagdo de ar. Apds este periodo, 0 material seco foi armazenado em Eppendorfs
de 1 ml e armazenado em dessecador com silica.

Figura 4.3 — Equipamento de centrifugacdo utilizado para separagdo do material solido da

solucéo.

Fonte: Autoria propria

Figura 4.4 — Equipamento utilizado para realizar a dispersdo das nanoparticulas previamente

sintetizadas.

Fonte: Carolina Costa (2014).
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4.2 ACOMPANHAMENTO DOS PARAMETROS DE SINTESE

Tendo em vista a necessidade de compreender os fendmenos que poderiam ocorrer
durante a sintese, assim como ter parametros capazes de garantir a reprodutibilidade do
processo, foram realizados ensaios espectroscopia ultravioleta e visivel (UV-VIS) e
acompanhamento da variacdo do pH durante o tempo de reacdo do hidrocloreto de dopamina
em ambiente alcalino.

Para tanto, aliquotas de 1 ml foram recolhidas logo apds o ajuste do pH em 9,0 e a cada
60 minutos, sendo entdo analisadas no equipamento de espectrofotometria UV-VIS da marca
PerkinElmer, modelo 1050 (Figura 4.5) disponivel no laboratério de materiais avangados e
nanotecnologia da Faculdade de ciéncias da Unesp Bauru. Foram realizadas medidas na faixa
de comprimento de 300 nm a 800 nm, com intervalo de medicdo de 1 nm em uma velocidade

de 141,2 nm/min e com monocromador de 860,8 nm.

Figura 4.5 — Equipamento de espectrofotometria UV-VIS PerkinElmer utilizado.

Fonte: Autoria prépria

Concomitantemente, foi realizado o acompanhamento da variagdo do pH durante
liberacdo de hidrogénio devido a desprotonacdo da dopamina e formacdo das espécies
intermediarias da polimerizagdo. Para este procedimento foi utilizado um pHmetro de
bancada da marca ORION, modelo 310, com eletrodo de Ag/AgCl. O procedimento foi
realizado pela imersdo do eletrodo previamente lavado com agua MilliQ na solucdo em
intervalos de 30 minutos, até o fim do tempo estipulado de sintese.
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4.3 CARACTERIZAGCAO DAS NANOPARTICULAS

4.3.1 Microscopia eletrénica de Varredura

Para avaliar a morfologia e distribuicdo de tamanho das particulas, foi utilizado o
microscopio eletronico de varredura (MEV) da marca TESCAN, modelo MIRA 3 (Figura 4.6),
com equipamento espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDS), disponivel no
laboratério de microscopia do laboratdrio associado de sensores e materiais (LABAS) do

instituto nacional de pesquisas espaciais (INPE).

Figura 4.6 — Microscopio eletrénico de varredura utilizado.

Fonte: Autoria propria.

Para a realizacdo desta andlise, as amostras foram divididas em 2 grupos, sendo o
primeiro composto por polidopamina e o segundo por polidopamina com incorporagdo de
galio. O preparo das amostras foi realizado com a dispersdo de 100ug de cada amostra em 10
mL de agua MiliQ, sendo posteriormente agitado em sonicador com 40% da sua poténcia total
(750 W) durante 30 segundos. A partir desta solugdo com material disperso foi coletado 1 mL,
o qual foi armazenado e levado para analise, sendo utilizado 30uL, da solugdo previamente
armazenada, dispersa em placas de silicio e secos com auxilio de Na.

Adicionalmente, material aglomerado foi adicionado nas placas de silicio para a
obtencdo de area com aglomerados, as quais foram utilizadas para a realizacdo da
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identificacdo quimica do material por meio de espectroscopia de energia dispersiva de raios X
(EDS).

4.3.2 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier FTIR

Para obter informacGes sobre as alteracGes estruturais decorrentes da reacdo do
hidrocloreto de dopamina, e avaliar a possivel formacdo de polidopamina, foi realizada a
determinacdo das bandas de ligacdo presentes no material por meio da técnica de
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) utilizando o
equipamento PerkinElmer, modelo Vortex 70, disponivel no laboratério de materiais
avancados e nanotecnologia da Faculdade de ciéncias da Unesp Bauru (Figura 4.7). A
medidas foram realizadas no modo de refletancia total atenuada (ATR), com varredura de 400
cm™a 4000 cm™. Para a obtencdo dos espectros foi utilizado amostras de dopamina (DA),
polidopamina (PDA) e polidopamina com incorporacdo de galio (PDA@Ga), todas na forma

de po e previamente secas em estufa a 35°C com circulagéo de ar.

Figura 4.7 — Equipamento utilizado para medidas de espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier em modo de refletancia total atenuada.

Fonte: Autoria propria.
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4.3.3 Viabilidade Celular

A realizacdo do ensaio de viabilidade celular foi realizada no instituto de biomateriais,
biodegradaveis e biomiméticos (Minho - Portugal), no laboratério do Doutor Joaquim Miguel
Oliveira, o qual tem parceria com a orientadora desta dissertagdo. Para tanto, foram utilizadas
células adiposas derivadas de procedimentos de lipossuc¢édo realizada no hospital da Preleda,
cidade do Porto. Todo material celular foi utilizado apds consentimento dos pacientes e
autorizacdo de comité de ética.

Inicialmente, para a obtengdo de células tronco derivadas de tecido adiposo, o material
coletado foi misturado com colageno tipo Il (Sigma-Aldrich), sob agitacdo constante durante
1 hora em temperatura de 37 °C. Em seguida o material foi filtrado e centrifugado a 800 G por
10 minutos, sendo o sobrenadante descartado apos essa etapa.

Em seguida o material granulado resultante foi re-disperso em PBS e centrifugado a 350
G por 5 minutos. Ap6s esse processo, 0 granulado foi novamente suspenso em meio essencial
minimo o (a-MEM, Gibco), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB, Invitrogen) e
1% de antibidtico/antimicotico (Invitrogen). O meio de cultura foi mantido em 37°C em
ambiente com passagem de ar umido com 5% V/V de COa. As células tronco utilizadas foram
as que apresentaram 80% de confluéncia apds 3 passagens consecutivas da solu¢do no tubo
plastico.

A cultura de células foi realizada conforme estabelecido na ISO 10993-5. Inicialmente,
3 mil células tronco derivadas de tecido adiposo foram depositadas em 48 pocos cada, sendo o
meio de cultura meio essencial minimo o (a-MEM, Gibco) suplementado com 10% de soro
fetal bovino (SFB, Invitrogen) e 1% de antibiotico/antimicético (Invitrogen), sendo mantidas
em proliferacdo por 24 horas.

O material utilizado para os ensaios bioldgicos foi previamente esterilizado por meio de
radiacdo UV, exposto dentro de tubos Falcon posicionados perpendicularmente a fonte de
radiacdo e sistemas de circulacdo de ar, como pode ser observado na figura 4.8. tal
procedimento foi necessario para que o material a ser esterilizado ndo fosse arrastado pelo

sistema de circulacdo existente na cdmara.
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Figura 4.8 — Processo de esterilizagdo UV, com detalhamento do posicionamento do material
em relagéo a fonte UV.
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Fonte: Autoria propria

O ensaio foi realizado com os grupos de polidopamina (PDA) e polidocpamina com
incorporagdo de galio (PDA@Ga), sendo utilizado as concentragdes de 0,25 mg/mL, 0,1
mg/mL, 0,05 mg/mL e 0,01 mg/mL de nanoparticulas, em diferentes grupos de pocos, sendo
utilizado pocos apenas com meio essencial minimo como grupo controle, analisados
posteriormente apds 24 e 48 horas.

A avaliacdo da viabilidade e dano celular foi realizada ap6s o tingimento das células em
contato com as particulas com reagentes Phalloidin—Tetramethilrhodamina B isothiocianato
(Sigma- Aldrich, 1:80) e 4,6- Diamidina-2-fenilindole, em solugdo (DAPI, 1 mg/mL, Biotium,
1:5000) Apo6s tal processo, os materiais resultantes foram analisados em microscopio de
fluorescéncia confocal Zeiss Axio observer.

Complementarmente foi realizada analise quantitativa de proliferacdo celular via
quantificacdo dupla de DNA (dsDNA), a qual indicou numericamente a relacdo entre
concentracdo de particulas e proliferacdo celular na presenca e auséncia de galio nas
nanoparticulas.

Para tanto, em 24 e 48 horas células de cada poco foram coletadas e mantidas por uma
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hora em &gua ultrapura a 37,0 °C, sendo posteriormente transferidas para tubos de 1,5 mL e
mantidas armazenadas a -80 °C. Kits Quant-iT PicoGreen dsDNA (Molecular probes,
Invitrogem) foram utilizados de acordo com especificagdes do fabricante. O material foi
analisado por fluorescéncia usando micro-pratos de leitura com picos de excitacdo e emissdo
em 480 nm e 530 nm respectivamente. Os dados obtidos estdo expressos em medica + desvio

padréo, com significancia estatistica para p > 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 SINTESE DAS NANOPARTICULAS DE POLIDOPAMINA

Durante o processo de converséo do hidrocloreto de dopamina para 5,6 dihidroxilindol,
ocorre a oxidacdo da hidroxila presente na dopamina, com consequente liberacdo de
hidrogénio e diminui¢do do pH do meio (Qiu, Yang e Xu, 2018). Tais fendmenos podem ser
observados indiretamente pelo acompanhamento do pH reacional e mudanca na coloracdo do
meio, por meio da técnica de espectrofotometria UV-VIS.

Sendo assim, para obter informagdes sobre a possivel formacdo de polidopamina a
partir da rota adotada nesta pesquisa foram realizados o acompanhamento da varia¢do do pH
no decorrer do tempo e espectrofotometria UV-VIS, sendo os resultados obtidos apresentados

nas figuras 5.1 e 5.2, respectivamente.

Figura 5.1 — Variacdo do pH durante a sintese de polidopamina.
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Na Figura 5.1 pode ser observado a rapida diminui¢do do pH nos primeiros 60 minutos,
com leve decréscimo nas medidas seguintes. Esta tendéncia também foi observada por
Ghorbani e colaboradores (2018), os quais obtiveram resultados semelhantes, com maior
decréscimo na primeira hora, a qual ele credita a oxidacdo inicial da dopamina e fechamento
do anel formador de 5,6 dihidroxilindol na fase posterior, e também pode ser explicado por
Salomaéki e colaboradores (2018) em seu estudo sobre o processo de sintese de polidopamina.

Inicialmente, a molécula de DA, gquando em contato com meio basico e aerado, reage
com o oxigénio disponivel, conforme observado na figura 5.2, liberando ions H*. Em seguida,
estas semiquinonas formadas continuam reagindo, formando dopaminocromo. Tais reacgoes
que ocorrem no inicio do processo de sintese sdo responsaveis pelo decréscimo do potencial

hidrogednico ocorrido nos primeiros 60 minutos.

Figura 5.2 — Representacao das etapas de formacdo de dopaminocromao.
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Fonte: Adaptado de Xu, et al. (2017).

Apos esse periodo ocorre a predominancia de formacdo de ligacGes ndo covalentes,
ligadas a formacdo de agregados oligoméricos (Lyu, Hsueh e Chai, 2019). Tais processos nao
interferem de forma significativa no pH reacional, causando principalmente o crescimento
desordenado das particulas e formacdo de aglomerados heterogéneos (Yakhlifi, El e Ball,
2020).

Tais fendmenos também podem ser observados por meio da analise dos espectros de
absorcdo obtidos por meio da espectroscopia UV/Visivel apresentado na Figura 5.3. Na qual é
possivel observar o aumento gradativo da absorbancia na faixa compreendida entre 300 e 600
nm, com picos especificos, caracteristicos dos compostos intermediarios do processo de
sintese de polidopamina.

Pode ser observado que logo apds o ajuste do pH em 9,0, ja é possivel observar um leve
pico em 395 nm, o qual é atribuido a presenca de dopaminoquinona (Bisaglia, Mammi e
Bubacco, 2007), o qual corrobora com os resultados obtidos na analise de variacdo de pH,
evidenciando o processo precoce do primeiros estagio reacional de oxidagéo.
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E importante ressaltar a auséncia do pico referente a dopaminoseminquinona em 305
nm, composto intermediério, precursor da dopaminoquinona, em contradi¢cdo ao observado
por Thompson e colaboradores (1985) APUD Saloméki e colaboradores (2018), ao investigar
0s estagios iniciais de sintese de polidopamina em pH 8,5 e utilizando solugdo tampéo TRIS.
Sendo tal variacdo de espectro provavelmente devido os diferentes protocolos de sintese
adotados pelo autor e nesta dissertacdo, o que favoreceu a conversdo completa de dopamina
para dopaminoquinona, tendo em vista que potenciais hidrogénios mais elevados favorecem a
aceleracao do processo de sintese e diminuicdo de dimensdes (Ball, 2018).

Nos espectros posteriores pode ser observado o aumento de picos relacionados a
compostos proximos a 300 nm, tais como leucodopacromo, dopa e dopacromo, 300 nm, 297
nm e 300 nm, respectivamente. Sendo elas, formas ciclizadas de eumelaninas (doapamina tipo
melanina) (Salomaki et al., 2018), indicando assim a efetiva conversdo de dopamina em

eumelanina.

Figura 5.3 — Grafico da absorbancia da solugédo de polidopamina no decorrer do tempo.
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A presenca de tais compostos indicam a formagdo de material insoltvel, de coloracéo
marrom escuro (pigmentacdo humana), os quais s@o o objetivo desta dissertacdo, além disso,
tais produtos ainda apresentam grupos amina e hidroxila, parcial ou totalmente disponiveis
para interacdo com ions ou moléculas, o que é de grande importancia para a etapa posterior de
incorporacdo do ion metalico, via interacGes de coordenacgdo e atragdo eletrostética (Zeng et
al., 2020), conforme pode ser observado na Figura 5.4.

Figura 5.4 — Representacao das etapas das possiveis posi¢des de interacdo ion

metélico/polidopamina.
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Fonte: Adaptado de Xu, et al. (2017).

5.2 CARACTERIZACAO DO MATERIAL SINTETIZADO

5.2.1 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Ap0s o periodo de polimerizacdo da polidopamina, foi obtido um material esférico, com
pouca aglomeracdo, o qual pode ser observado na figura 5.5.A. Com tamanho de
aproximadamente 320 nm. Com base na andlise quimica realizada na regido da Figura 5.5.C,
foi possivel notar a que o material é formado apenas por carbono e oxigénio.

O tamanho obtido nesta pesquisa estd acima do obtido em trabalhos semelhantes, onde
Vega e colaboradores (2018) obtiveram particulas com didametro de 240 nm em reacdo em
meio alcodlico por 24 horas e por Wang e colaboradores (2019), que obteve particulas com
220 nm, utilizando a mesma rota adotada neste trabalho, pelo periodo de 3 horas. Vale
ressaltar que em comparacao ao procedimento utilizado por Vega e colaboradores (2018), o

procedimento adotado neste trabalho apresenta a vantagem de ser mais rapido, diminuindo
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assim o tempo de produgéo do material.

Entretanto, fatores experimentais, tais como taxa de conversao eumelanina, formacéo de
compostos intermediarios e forcas atrativas devido a cargas superficiais podem ter favorecido
0 maior crescimento, o qual € devido a interacbes ndo covalentes entre as moléculas,
principalmente do tipo ©-m (Lyu, Hsueh e Chai, 2019).

Nas particulas obtidas apds a incorporagdo de galio, ndo € possivel observar nenhuma
mudanca superficial, indicando a presenca do mesmo (Figura 5.5.B). Entretanto, a analise
quimica realizada na area da Figura 5.5.D evidéncia a presenca do elemento, em concentracdo
de 12,6%, além da presenca de Nitrogénio em 4,2%, possivelmente proveniente do nitrato

utilizado como reagente.

Figura 5.5 — Resultados obtidos a partir da microscopia eletronica de varredura da
polidopamina (A e C) e polidopamina com incorporacéo de galio (B e D) e resultados da
analise quimica obtida por EDS (E).

SEM HV: 5.0 kV WD: 4.02 mm | MIRA3 TESCAN SEM HV: 5.0 kV WD: 3.87 mm | MIRA3 TESCAN

View field: 2.77 ym Det: In-Beam SE 500 nm View field: 2.77 pym Det: In-Beam SE 500 nm
SEM MAG: 100.0 kx | Date(m/dly): 10/10/19 LAS - INPE SEM MAG: 100 kx | Date(m/d/y): 10/10/19 LAS - INPE
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Sum

Spum

E | AMOSTRA C 0] G N
Polidopamina 85,1 14,9 - -
Polidopamina com gélio 50,8 32,5 12,6 4,2

Fonte: Autoria propria

5.2.2 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier FTIR

A técnica de Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier FTIR foi
utilizada com o objetivo de compreender as alteragcbes moleculares provenientes do processo
de oxidac&o da dopamina e incorporacdo de ions Ga®*, para tanto, foram analisadas amostras
de hidrocloreto de dopamina (DA), polidopamina (PDA) e polidopamina sintetizada na
presenca de galio (PDA@Ga), cujos resultados podem ser observados na Figura 5.6.

O espectro na regido do infra-vermelho obtido para o hidrocloreto de dopamina (linha
preta) € coerente com outros obtidos por estudos anteriores, podendo ser observado os picos
em 1287 cm? referente a vibragdo do estiramento da ligagdo C-OH entre o carbono do anel
benzénico e a hidroxila, além da vibracdo referente a ligacdo dupla entre os carbonos da
cadeia benzénica (C=C) em 1600 cm™ (Ghorbani et al., 2018).

Também podem ser observados picos de baixa intensidade dispersos entre 2390 cm™ e
2755 cm™, referentes a interagdo entre C-NH,, caracteristicos da fungdo amina presente na

molécula, além da vibracdo de estiramento C-NH2 (Ghorbani et al., 2018), além de picos em
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2936 cm?, 2958 cm® e 3042 cm?, referentes as diferentes possibilidades de interacdo
conformacional do grupo amina presente na extremidade da molécula. Tais picos estdo em
conformidade com dados obtidos por Yadav e Mukhrejee (2018)

Referente a ligacéo entre o carbono e NH>, vale ressaltar a presenca de um possivel pico
parcialmente sobreposto em 1604 cm™ o qual segundo Zhao e colaboradores (2014)(Zhao et
al., 2014), pode ser atribuido a deformacao no plano entre moléculas de carbono e NH2, sendo
geralmente sobreposto pela ligagcdo dupla de carbonos pertencentes a anéis aromaticos, o qual
esta presente em 1600 cm™.

Apo6s a polimerizacdo, ocorre uma mudanca significativa do espectro obtido para
polidopamina (linha vermelha), com desaparecimento de varios picos na regido compreendida
entre 800 cm™ e 1650 cm™. Nessa regido podem ser identificados picos em 1119 cm™ e 1285
cm™ os quais podem ser atribuidos a vibragdo no plano da ligagdo simples entre carbono e
nitrogénio(Yadav e Mukherjee, 2018) e ao estiramento da ligacdo entre o carbono do anel
aromatico e grupos hidroxila, respectivamente.

Em 1498 cm pode ser visto o pico atribuido ao estiramento da ligagdo entre o carbono
e 0 grupo amina, e em 1600 cm™ o pico referente a dupla ligagdo do carbono presente no anel
aromatico, respectivamente o qual permanece inalterado em relagdo ao hidrocloreto de
dopamina, indicando a permanéncia do anel aromético apds polimerizagdo, além do
desaparecimento do pico sobreposto em 1604 cm™, correspondente a ligagdo entre carbono e

nitrogénio do grupo amina.
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Figura 5.6 — Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier das asmostras de
dopamina (DA), polidopamina (PDA) e polidopamina com gélio (PDA@Ga).
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Fonte: Autoria prépria

Ao analisarmos a regido compreendida entre 2000 cm™ e 2800 cm™, também podemos
perceber o desaparecimento dos picos de baixa intensidade anteriormente compreendidos
nesta regido, referentes a funcdo amina, podendo indicar a possivel diminuicdo do grupo
amina em decorréncia do processo de ciclizagdo do DHI durante a polimerizacéo (Ghorbani et
al., 2018).

Na regido de 2900 cm™ a 3700 cm™ pode ser percebido o desaparecimento dos picos
identificados para o hidrocloreto de dopamina, com a formacdo de um Gnico pico largo de
3000 cm™ a 37000 cm™?, atribuido a vibragéo de estiramento da ligagdo -OH, indicando assim
a presenca caracteristica dos catecOis responsaveis pela capacidade de interacdo da
polidopamina com moléculas ou ions disponiveis na vizinhanca (Du et al., 2017)(Lu et al.,
2012).

Os resultados obtidos para o polidopamina estdo em acordo com os espectros obtidos
por LI e colaboradores (2019)(Li et al., 2019) ao sintetizarem nanoparticulas de dopamina
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sintetizadas em solugdo de amonia, e por Dongdong Bi (Bi et al., 2018) ao sintetizar
nanocompositos em pH=8,5, indicando que a rota de sintese escolhida ndo altera
significativamente, os grupos funcionais disponiveis.

O espectro da dopamina sintetizada na presenca de galio apresenta comportamento
semelhante & polidopamina isolada, com algumas pequenas variacdes. Na regido compreendia
entre 800 cm™ e 1650 cm™ pode ser observado o a diminuigdo da absorbéncia das vibracoes
desta regido, com estreitamento do pico referente ao estiramento da ligacdo entre o carbono
do anel aromatico e o grupo hidroxila em aproximadamente 1260 cm™.

O mesmo ocorre para 0s picos em 1490cm™ e 1600 cm™, os quais se tem menor
absorbancia em relacdo a dopamina, podendo indicar a diminui¢do dos grupos relacionados,
possivelmente devido a sua interacdo com os ions Ga?* disponiveis em solu¢io. O mesmo
pode ser percebido para a banda de vibracdo -OH, a qual apresenta menor absorbancia em
relacdo ao polimero na auséncia de galio.

Fendmeno semelhante foi observado por Yegappan e colaboradores (2019)(Yegappan et
al., 2019) ao incorporarem cisteamina e acido hialurébnico em nanoparticulas de polidopamina,
concluindo que a diminuicdo da absorbancia poderia ser devido a interacdo entre as hidroxilas

do polimero com o farmaco incorporado, visando a¢do angiogénica.

5.2.3 Viabilidade Celular

Para garantir a seguranca na utilizacdo de materiais em aplicacbes biomédicas é
necessario compreender a sua interagdo com tecido celular, e em quais concentracdes ele pode
interferir nos processos biolégicos. Para tanto, foi realizado o ensaio de viabilidade celular por
meio de fluorescéncia confocal, o qual possibilitou obter informacdes qualitativas da
interacdo entre as particulas de polidopamina e polidopamina com incorporacdo de galio e
células adiposas.

Na Figura 5.7 estdo apresentados os resultados obtidos para polidopamina isoladamente
(A) e polidopamina com incorporagdo de galio (B). Pode ser observado que em comparacéo
ao grupo controle, tanto as amostras apenas de polidopamina quanto com incorporagdo de
galio apresentaram decréscimo no crescimento celular (indicado pela coloracdo verde) nas
concentragdes de 0,25mg/mL.

Adicionalmente, na concentragdo de 0,1 mg/mL, as particulas de polidopamina
apresentam restricdo da proliferacdo celular, com diminuicdo da viabilidade em 48 horas, o

que ndo é observado nas particulas com presenca de galio. Tal restricdo de viabilidade
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também foi verificada por Ju e colaboradores (2011) ao analisar nanoparticulas de
polidopamina expostas a células de carcinoma humano. Em seu estudo, Ju e colaboradores
(2011) perceberam que concentracdes de até 0,75 mg/mL ndo afetavam significativamente a
viabilidade de células de carcinoma humano, passando a ter aproximadamente 20% de morte

celular em concentragdes a partir de 100 mg/mL expostas durante 24 horas.

Figura 5.7 — Fluorescéncia confocal de amostras de particulas de polidopamina (A) e
polidocpamina com incorporacédo de galio (B) expostos a células de tecido adiposo por 24 e
48 horas.

CTRL 0.25 mg/mL 0.1 mg/mL 0.05 mg/mL. 0.01 mg/mL

CTRL 0.25 mg/mL 0.1 mg/mL 0.05 mg/mL 0.01 mg/mL

m EE‘ E

Fonte: Autoria propria

Em relacdo ao decréscimo de viabilidade celular ap6s exposicdo a particulas de
polidopamina por periodos de 48 horas, fenémeno que é percebido com maior intensidade em
concentracdes acima de 100 mg/mL, pode ser explicado pelo tempo necessario de interacao
entre celular e polidopamina para que ocorra efetiva interferéncia nos processos metabélicos.

Nieto e colaboradores (2019) observaram este fendmeno apds expor células de
carcinoma humano a nanoparticulas de polidopamina com 115 nm de didmetro em

concentracdo de 0,042 mg/mL por 72 horas. Os pesquisadores constataram que quanto maior
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o0 tempo de exposicdo, maior a citotoxicidade apresentada. Os pesquisadores atribuiram este
fendmeno ao tempo necessario para interacdo das nanoparticulas com as células, e sua
consequente penetracdo na parede celular, o que ocasionaria a formacao de espécies reativas
de oxigénio e consequente interrupcdo do processo metabdlico. Adicionalmente, os autores
também apontaram a reacdo de ferroptose, que consiste na morte celular devido a interrupcao
do processo metabdlico devido ao sequestro de ferro metabolico.

Levando em consideracdo a presenca de grupos quelantes nas particulas de
polidopamina, é possivel afirmar que os mesmos podem produzir ferroptoses apds permeacao
da parede celular, se ligando aos elementos disponiveis no interior celular. Tal fenémeno pode
explicar o aumento gradativo da citotoxicidade, devido ao: 1° tempo necessario para
permeacdo celular e formacdo de espécies reativas e 2° tempo para sequestro do ferro
metabdlico no interior das células.

Entretanto, ao analisarmos as concentrages de 0,05 mg/mL e 0,01 mg/mL tais
fendmenos ndo sdo observados, 0 que pode possivelmente indicar que nestas concentragdes
ndo ha uma quantidade de material significativa para interferir no processo metaboélico destas
células, ou ainda, necessitando de maior tempo para que sua interacao possa causar resultados
prejudiciais a proliferacdo celular. Vale ressaltar que até o tempo méximo de 48 horas nédo foi
possivel observar mudancas no comportamento do nucleo celular, o que corrobora para a
hipo6tese de uso seguro em pequenas concentragdes.

Por outro lado, é possivel perceber que para particulas com incorporacdo de galio, ha
pouca ou nenhuma distingdo entre o comportamento de concentracdes de até 0,1 mg/mL e o
grupo controle, com proliferagdo celular nos periodos entre 24 e 48 horas. Tal resultado indica
uma melhoria na citotoxicidade do material com a incorporacdo do ion metalico em sua
superficie, aumentando assim a sua tolerancia no organismo humano.

Este resultado é de grande importancia, tendo visto que para outros trabalhos na
literatura, o PDA apresentou comportamento oposto apds incorporacdo de outros ions
metalicos tais como ferro, cobre e prata (Shang et al., 2019; Vega et al., 2018), o que indica
possivelmente uma boa interacdo do galio com a linhagem celular utilizada. Adicionalmente,
este comportamento pode estar ligado a diminui¢do de grupos funcionais formadores de
especies reativas de oxigénio (Ghorbani et al., 2018), diminuindo seu efeito deletério no
metabolismo celular e como consequéncia, favorecendo a proliferacdo das células.

Esse comportamento pode ser notado de forma quantitativa por meio da avaliagdo da
atividade metabolica via quantificagdo de DNA, o qual pode ser observado na Figura 5.8, a

qual mostra a atividade metabdlica das células na presenca de diferentes concentracdes de
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polidopamina e polidopamina com incorporagdo de galio durante 24 e 48 horas.

Figura 5.8 — Atividade metabolica de dsSDNA das células tronco derivadas de tecido adiposo

expostas as particulas por 24 e 48 horas.
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Fonte: Autoria prépria

Assim como na fluorescéncia, € perceptivel a diminuicdo da atividade metabodlica para
todas as concentracbes de polidopamina isolada, com diminuicdo expressiva na maior
concentracdo analisada, dobrando quando comparada a mesma concentragdo com
incorporacgdo de galio, mantendo a mesma propor¢do apos 48 horas de exposicao.

Também é perceptivel o aumento geral da atividade metabdlica em todas as
concentragdes com incorporacdo de galio, com excecdo para a concentracdao de 0,01 mg/mL
em 24 horas, onde ambos apresentam o mesmo comportamento, e em 48 horas, onde a
particula sem gélio apresenta maior atividade. E importante levar em consideragéo o elevado
desvio para amostras com 48 horas de exposigéao.

Em comparacdo ao controle positivo, apenas a concentragdo de 0,05 mg/mL com
incorporagdo de galio apresentou atividade semelhante, permanecendo com mesmo
comportamento para 48 horas, sendo excedida pela concentracdo de 0,01 mg/mL de
polidopamina pura.

Tais resultados corroboram o0s resultados qualitativos obtidos por fluorescéncia,

indicando a melhoria geral da interacdo entre as células e o material sintetizado apos
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incorporacgdo de gélio, indicando que a possivel utilizagdo do presente sistema em aplicacdes
biomédicas, assim como dando base suficiente para investigar um futuro potencial bactericida
derivado da interacdo entre o galio e bactérias.

E evidente que a incorporacdo de galio na superficie das particulas melhora sua
interacdo com as células estudadas, entretanto € importante ressaltar que com base nas
andlises realizadas ainda é impossivel afirmar de forma precisa os fatores responsaveis pela
efetiva melhora na citotoxicidade, podendo estar relacionados a boa aceitacdo por parte das

células a presenca do galio.
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6 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos e analise da literatura, é possivel concluir que foi
efetivamente sintetizado particulas micrométricas de polidopamina com efetiva incorporacao
de gélio, utilizando uma metodologia simplificada e de facil reprodutibilidade de resultados
em ambiente laboratorial.

Com base nas técnicas adotadas para acompanhamento do processo de sintese adotado,
foi possivel inferir que o processo de oxidacdo dopamina ocorreu de forma satisfatoria, com
efetiva formagdo de formacdo de formas estaveis ciclizadas de doapminoquinona e
dopaminocromo, as quais sdo estaveis em meios abaixo de pH 12 e semelhantes as
eumelaninas encontradas no corpo humano, o que as torna adequadas para utiliza¢cdo como
biomaterial.

Adicionalmente, resultados de espectroscopia Infravermelho com transformadas de
Fourier indicaram a presenca de grupos — OH ligados ao carbono, indicando assim a
possibilidade de interacdo dos mesmos com ions disponiveis, o que foi confirmado pela
efetiva incorporacdo de galio indicado por espectroscopia por dispersédo de elétrons de forma
qualitativa.

Em estudo in vitro foi possivel concluir a melhora efetiva dos resultados de viabilidade
celular das particulas micrométricas apds incorporacdo de galio, indicando assim as melhoras
das propriedades da polidopamina particulada em aplicagdes biomédicas. Com base na
comparacao visual dos resultados com e sem incorporacdo de galio, foi possivel concluir que
ocorreu efetivo aumento da tolerancia de células tronco de 0,05 mg/mL para 0,25 mg/mL ap6s
incorporacdo do metal, o que indica a possibilidade de uso do material investigado nesta

pesquisa com seguranca dentro das concentracdes limites encontradas.
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