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RESUMO

Nanoparticulas de ouro (AuNPs) s3o nanomateriais com propriedades unicas, como a
ressonancia de plasmons de superficie (SPR), que exibem uma banda plasmonica de absor¢ao
entre 520 e 540 nm quando sdo esféricas, o que a confere uma emissao na cor vermelha no
espectro visivel. Esta propriedade ¢ bastante explorada em aplicagdes biologicas, como na
entrega de farmacos, mas também podem ser utilizadas no sensoriamento quimico de
contaminantes emergentes, como o cromo hexavalente [Cr(VI)]. No entanto, as AuNPs
produzidas com borohidreto de sodio (BH-AuNPs) apresentam baixa estabilidade, o que
compromete a especificidade de interacdo com o Cr(VI), além de ser toxico. O objetivo geral
deste trabalho ¢ propor uma rota de sintese verde de AuNPs mediante o uso de k-carragenana
semirrefinada e extraida de Hypnea musciformis, uma macroalga vermelha abundante na
costa da regido Nordeste do Brasil, com o intuito de melhorar, também, a estabilidade do
nanomaterial. Foram feitas duas sinteses de AuNPs, a primeira com o redutor quimico forte,
que foi realizada utilizando &cido clorodurico e borohidreto de sddio a temperatura ambiente e
a segunda foi realizada apenas com a k-carragenana em duas etapas sob aquecimento,
mantendo a concentragdo de ouro em 250 umol L. Além disso, a caracterizacdo dessas
nanoparticulas foi feita por técnicas espectroscopicas e estruturais, buscando também avaliar
sua interagdo com o ion alvo. A morfologia de ambas as AuNPs foram elucidadas por
microscopia de for¢a atomica (AFM), ao passo que foram determinados tamanho e carga,
respectivamente, pelas técnicas de espalhamento de luz dindmico (DLS) e potencial zeta (ZP).
Os testes cinéticos mostraram que a interagao entre BH-AuNPs e o dicromato de potéssio
(K,Cr,0,) ¢ melhor percebida em um tempo de 20 minutos de reagdo, todavia isso indica mais
um colapso do sistema do que uma interacao especifica, além disso, mesmo ap6s 90 minutos,
nao houve mudangas relevantes na banda plasmonica da k-AuNP quando submetida a mesma
concentracdo de K,Cr,O,;. Apesar disso, as k-AuNPs apresentaram potencial citotoxicidade
em células de osteossarcoma humano (linhagem MG-63) a partir da concentragdo de 250 pg

mL™" apos 48h, reduzindo a viabilidade celular de forma estatisticamente significativa.

Palavras-chave: Nanoparticulas; alga; sintese verde; cromo; banda plasmdnica.



ABSTRACT

Gold nanoparticles (AuNPs) are nanomaterials with unique properties, such as surface
plasmon resonance (SPR), exhibiting a plasmonic absorption band between 520 and 540 nm
when spherical, resulting in red emission in the visible spectrum. This property is widely used
in biological applications, such as drug delivery, but it can also be employed in the chemical
sensing of emerging contaminants, such as hexavalent chromium [Cr(VI)]. However, AuNPs
produced with sodium borohydride (BH-AuNPs) exhibit low stability, which compromises the
specificity of interaction with Cr(VI), in addition to being toxic. The overall objective of this
work is to propose a green synthetic route for AuNPs using semi-refined k-carrageenan
extracted from Hypnea musciformis, a red macroalga abundant on the coast of Northeast
Brazil, with the aim of also improving the stability of the nanomaterial. Two syntheses of
AuNPs were performed: the first using a strong chemical reducing agent, which was carried
out using chloroauric acid and sodium borohydride at room temperature; and the second using
only k-carrageenan in two steps under heating, maintaining the gold concentration at 250
umol L. Furthermore, the characterization of these nanoparticles was performed using
spectroscopic and structural techniques, also seeking to evaluate their interaction with the
target ion. The morphology of both AuNPs was elucidated by atomic force microscopy
(AFM), while size and charge were determined by dynamic light scattering (DLS) and zeta
potential (ZP) techniques, respectively.. Kinetic tests showed that the interaction between
BH-AuNPs and potassium dichromate (K,Cr,05) is best observed after a reaction time of 20
minutes; however, this indicates more of a system collapse than a specific interaction.
Furthermore, even after 90 minutes, there were no relevant changes in the plasmonic band of
k-AuNP when subjected to the same concentration of K,Cr,0,. Despite this, the k-AuNPs
showed potential cytotoxicity in human osteosarcoma cells (MG-63 cell line) from a
concentration of 250 ug mL™" after 48h, reducing cell viability in a statistically significant

way.

Keywords: Nanoparticles; algae; green synthesis; chromium; plasmonic band.
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1 INTRODUCAO

Nanomateriais sdo materiais que possuem pelo menos uma das suas dimensdes
dentro da escala nanométrica (COMISSAO EUROPEIA, 2022), como nanotubos de
carbono, pontos quanticos de carbono, grafeno, nanoparticulas de prata, entre outras
nanoestruturas que sdo muito estudadas e trabalhadas em diversas aplicacdes (SUHAS et
al., 2025). Nesse campo, as nanoparticulas de ouro (AuNPs) possuem propriedades Opticas
de exceléncia que podem ser utilizadas em aplicagcdes que vao do sensoriamento quimico
(SHRIVAS; SHANKAR; DEWANGAN, 2015) a biomedicina (SUHAS et al., 2025).

As nanoparticulas de ouro t€ém suas propriedades elucidadas e estudadas na
literatura, apresentando uma diversidade de tamanhos, geometrias e rotas de sintese. Essas
caracteristicas possuem grande importancia para a determinacdo das suas propriedades e,
por conseguinte, para as aplicagdes destes nanomateriais, sendo a ultima que, geralmente,
determina as demais. A reducdo quimica ¢ uma das rotas sintéticas mais exploradas do
ponto de vista historico até o0 momento presente, com métodos bem estabelecidos, como o
de Turkevich (TURKEVICH; STEVENSON; HILLIER, 1951), baseado na reducao de
ions de ouro a ouro metdlico, além de sinteses que utilizam a recursos naturais como
agentes redutores (IELO et al., 2021).

A carragenana ¢ um polissacarideo sulfatado de algas muito utilizado na industria
alimenticia como agente gelificante e espessante (PACHECO-QUITO; RUIZ-CARO;
VEIGA, 2020). A k-carragenana ¢ uma dos tipos desse polimero, diferenciando-a das
outras ocorréncias pelo numero de grupamentos éster-sulfato na estrutura dos dimeros que
a constituem (JIANG et al.,, 2021). O presente trabalho propde a utilizagdo deste
polissacarideo extraido de Hypnea musciformis e semirrefinado para a biorredu¢do do ouro
e para estabiliza¢do durante e apds a sintese das AuNPs. Além da proposicdo de uma rota
sintética verde que explora a dupla acdo deste biopolimero de maneira sustentavel, ocorre a
valorizacdo da macroalga vermelha Hypnea musciformis que ¢ abundante na costa da
regido Nordeste para uma diferente aplicagao.

As sinteses de duas nanoparticulas, uma verde e outra tradicional com borohidreto
de sodio (NaBH,), foram produzidas a fim de compara-las e observar as mudangas
estruturais e opticas que a k-carragenana ocasionou, avaliando o seu impacto na quimica de
superficie quando aplicada para sensoriamento quimico de cromo hexavalente [Cr(VI)].
Ademais, foi avaliada a capacidade citotoxica das AuNPs produzidas com k-carragenana

frente a duas linhagens de células, uma linhagem saudavel e uma linhagem cancerigena, as
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quais sdo respectivamente 1929 (fibroblastos de camundongo) e MG-63 (osteossarcoma

humano), a fim de investigar possivel atividade antitumoral destas AuNPs.

2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Definicoes, historico e evoluciao dos nanomateriais

Segundo a Recomendagdo 2022/C 229/01 da Comissdo Europeia, nanomateriais
sdo materiais naturais, fabricados ou incidentais que sdo compostos por particulas solidas
que podem estar distribuidas de forma isolada, agregada ou aglomerada desde que seja
possivel identifica-las e que satisfagam uma ou mais das premissas estabelecidas pela
comissdo em questdo, uma das quais ¢ de que pelo menos 50% das nanoparticulas em sua
distribuicdo numérica possuam pelo menos uma dimensao na escala nanométrica, ou seja,
em um intervalo de 1 a 100 nm.

A nanotecnologia tem se consolidado como uma das vertentes mais promissoras €
robustas da ciéncia de materiais, apresentando um histdrico que remonta a pré-histdria com
as pinturas rupestres no periodo paleolitico (26.000 a 10.500 a.C.) e vai até a descoberta do
grafeno no inicio dos anos 2000. Nanoestruturas eram obtidas a partir de minérios brutos
para a obten¢do de pigmentos no paleolitico como o 6xido de manganés que conferia a cor
preta e era obtido a partir de técnicas de moagem e fricgdo que, a posteriori, passou a ser
chamada de técnica de fop-down (CHALMIN et al., 2006), sendo um dos primeiros povos
a manipularem nanomateriais.

No Egito Antigo, cerca de 2000 a.C., houve a primeira sintese empirica de
nanoparticulas utilizando galena (contém sulfeto de chumbo, PbS), cal (composto por
oxido de célcio, CaO) e agua para a producdo de uma tinta de cabelo. Uma pasta era
preparada com estes ingredientes e aplicada no cabelo, os ions chumbo (Pb*") reagiam com
o enxofre (S) presente na molécula de queratina formando o crescimento e deposicao de
nanoparticulas pretas, tingindo o cabelo (WALTER et al., 2006). Centenas de anos depois,
no Império Romano (século IV d.C.), artesdos produziam vidros coloridos com a adi¢ao de
poeira de ouro e de prata em vidro de silicato soda-cal fundido, os metais eram moidos até
alcangarem dimensdes diminutas, ou seja, formando nanoparticulas e apresentando cores
diferentes, como vermelho no caso do ouro (BARBER; FREESTONE, 1990).

Os vitrais das catedrais na Idade Média (século XIV) possuiam cores obtidas,
também, pela formagao de nanoparticulas de prata (Ag) e de cobre (Cu). A adicao de uma

lama contendo argila, sais de prata e sais de cobre na superficie do vidro, forneciam os ions
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precursores que migraram para o interior do vidro quando este era posto no forno e sofriam
o processo de reducdo ao passo que formavam os primeiros nicleos de metais, ou seja, as
nanoparticulas (PADOVANI et al., 2004).

O primeiro trabalho seguindo o rigor cientifico em que houve a formagdo de
nanoparticulas, foi a obtengao de ouro coloidal por Michael Faraday, em 1857, descrito no
seu trabalho intitulado por “Experimental relations of gold (and other metals) to light”
publicado na renomada revista Philosophical Transactions of Royal Society of London. A
sintese foi realizada mediante reducdo quimica utilizando cloroaurato de s6dio (NaAuCl,)
e dissulfeto de carbono (CS,) e constatando pela primeira vez na histéria o porqué da
mudanca de cor acontecer.

Em 1959, ap6s mais de um século do marco experimental de Faraday, o fisico
Richard Feynman sugeriu de forma inédita a possibilidade tedrica de manipular e controlar
a matéria a nivel atdmico e molecular em sua palestra intitulada “7There’s Plenty of Room
at the Bottom” (FEYNMAN, 1959). Apesar da importancia de suas colocagdes, o impacto
real de seu discurso foi percebido anos depois na década de 80 com a invencdo do
microscopio de tunelamento (STM), em que permitia a movimentacdo de atomos
individuais como previu Feynman (TOUMEY, 2009), exemplificando uma das aplicagdes
de sua previsdes feitas a respeito da nanotecnologia. ApoOs esse periodo, outras
nanoestruturas foram descobertas, como os nanotubos de carbono (CNTs) em 1991
(IIJIMA, 1991), os pontos quanticos de carbono (CQDs) em 2004 (XU et al., 2004) e o
grafeno em 2004 (NOVOSELOV, 2004), os quais sdo utilizados em diversas aplicacdes.

2.2 Fundamentos e propriedades das nanoparticulas de ouro (AuNPs)

Nanoparticulas de ouro (AuNPs) sdo estruturas nanométricas metélicas,
geralmente, fotossensiveis de tamanhos que variam de acordo com a metodologia de
sintese e que, devido as suas dimensdes diminutas, apresentam propriedades quanticas
Unicas, como o confinamento quantico e a ressonancia de plasmons de superficie (SPR).
Esta ultima ¢ um fendmeno caracterizado pela oscilacao coerente dos elétrons de conducao
presentes na superficie do metal que estabelece ressonancia com a radiacao
eletromagnética incidente, promovendo uma banda de absor¢cdo no espectro visivel e
ultravioleta, o qual ocorre quando nanoparticulas metéalicas sdo expostas a luz. Importante
ressaltar que o tamanho das AuNPs influencia diretamente nas propriedades supracitadas

(DARUICH DE SOUZA; RIBEIRO NOGUEIRA; ROSTELATO, 2019).
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A SPR resulta da resposta dos elétrons de conducdo que estdo confinados na
estrutura nanométrica de ouro quando interagem com a luz eletromagnética incidente. Isso
aliado a alta propor¢cdo de atomos de superficie em relagao ao volume e demais efeitos
quanticos, promove a alteragdo de caracteristicas fisicas, quimicas, térmicas e Opticas em
relacdo a sua forma macroscopica, o que explica mudancas como de cor na luz visivel de
amarelo para vermelho e alteragdo do material de condutor para semicondutor. Além disso,
a SPR potencializa a conversdao de luz em calor, que ¢ muito utilizado em aplicacdes
biomédicas (IELO et al., 2021).

As propriedades oOpticas, térmicas e elétricas dependem nao s6 do tamanho das
AuNPs mas também de sua geometria, as quais podem assumir diversos formatos como
nanobipiramide (RAZACK; KIM; KANG, 2025), nanomakura (DAS et al., 2024), clbica,
cubica truncada, octaédrica estrelada, cuboctaédrica, cubica concava, dodecaédrica

rombica (SINGH et al., 2021), esférica e em forma bastonetes (AHMAD, 2024) (Figura 1).

Figura 1 - Geometrias de AuNPs produzidas por diferentes rotas sintéticas.
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Fonte: Elaborada pelo autor com imagens de artigos de referéncia (RAZACK; KIM; KANG, 2025; DAS et
al., 2024; SINGH et al., 2021; AHMAD, 2024)
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A posicdo da banda de SPR varia de acordo com o tamanho e forma das AuNPs,
sendo aquelas com cantos agudos (pontas) e arestas, por exemplo, as octaédricas e
octaédricas estreladas, as que possuem um deslocamento de banda de SPR para o vermelho
(612 a 623 nm) em comparagao as formas mais arredondadas e compactas como o cubo (~
583 nm), cuboctaedro (~ 562 nm), dodecaedro rémbico (~562 nm) (SINGH et al., 2021).
Esse fenomeno acontece devido ao comportamento dos elétrons de superficie das
nanoestruturas em resposta a um campo eletromagnético externo, que depende do metal
que as formam, do meio em que estdo inseridas e da sua geometria, podendo ser
comparado a um sistema oscilatério elétrico e mecanico que possui massa e forca
restauradora. Em nanoparticulas com arestas e pontas agudas ocorre uma concentracao de
cargas nas pontas e um aumento na distancia efetiva das cargas, que, por conseguinte,
diminui a forga restauradora, levando aos deslocamentos para o vermelho (redshift), além
de concentrar o campo elétrico nessas extremidades, o que aumenta a absor¢do de energia
luminosa e a conversao de calor de forma localizada (efeito fototérmico) em comparagdo a
forma mais arredondadas de AuNPs (MAIER, 2007).

Os estudos que incluem as palavras “gold nanoparticles” e “green synthesis”
depositados na base de dados Scopus cresceram em uma tendéncia linear entre os anos
2006 a 2025, considerando que 2026 ainda estd em curso (Figura 2a). Além disso, os
trabalhos publicados neste intervalo de tempo com as palavras supracitadas estdo bem
distribuidos em diferentes areas tematicas, em que a ciéncia de materiais estd como
segundo eixo tematico com maior numero de publicagdes dentro deste espago amostral
(Figura 2b). Isso evidencia o crescimento do interesse por essas areas seja pela importancia
da nanotecnologia, sobretudo das nanoparticulas de ouro, no cendrio atual da ciéncia de
materiais dada a relevancia e a exceléncia de suas propriedades seja pela necessidade da
proposi¢ao de sinteses mais sustentaveis no ponto de vista da preservagdo do meio

ambiente.
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Figura 2 - Numero de documentos publicados por ano na base de dados Scopus no intervalo de 2006 a 2026:
(a) contendo as palavras gold nanoparticles e green synthesis; (b) por area tematica.
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2.3 Estratégias de sintese: da reducdo quimica convencional a biorreducio sustentavel

As metodologias de sintese de AuNPs variam de acordo com a necessidade das
aplicagdes desejadas. O tamanho, a uniformidade da distribuicdo do tamanho e a
composi¢ao de superficie sao parametros fundamentais das AuNPs que sdo influenciados
de forma direta pela natureza da sintese e pelos precursores utilizados. Isso determina a
interagdo destes nanomateriais com a luz e com a matéria, tendo em vista que a SPR ¢ um

fendmeno de superficie, a qual ¢ a chave para as aplicagcdes do nanomaterial (IELO et al.,
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2021). Método de Turkevich, Método de Brust, crescimento mediado por sementes e
maturacgdo digestiva sdo algumas das metodologias de sintese que envolvem em certo nivel
a reducdo quimica, a qual ¢ promovida muitas vezes pelo NaBH, (AMINA; GUO, 2020).

A sintese a quente com o citrato de s6dio (Método de Turkevich) e a sintese a
temperatura ambiente com borohidreto de sddio sdo rotas sintéticas por reducao quimica
bastante consolidadas na literatura, em que esta Gltima possui um protocolo simples e
rapido, promovendo a formagao de AuNPs em poucos minutos devido o grande potencial
de reducdo do borohidreto de sodio, como observado em WAN et al. (2021).
Diferentemente da sintese com o citrato de sodio, o borohidreto de s6dio ndo realiza uma
estabilizacdo permanente e robusta, pois promove a forma¢do de uma fina camada i6nica
com os ions borato que ¢ desestruturada por pequenas perturbagdes no sistema, como
variacao de pH e forca idnica (AMINA; GUO, 2020).

As sinteses por redug¢do quimica sdo extremamente exploradas na literatura e
apresentam uma alta versatilidade, seja pela mudanca dos precursores seja pela variagao
em numero ¢ em complexidade dos processos necessarios para a formacao de AuNPs. Essa
rota sintética ocorre, principalmente, em trés etapas: nucleacgao, crescimento e estabilizacdo
(DARUICH DE SOUZA; RIBEIRO NOGUEIRA; ROSTELATO, 2019).

O ouro ¢ proveniente, muitas vezes, do acido cloroaurico que dispde deste metal
na sua forma idnica (Au’") e, inicialmente, é reduzido a ouro metalico (Au®) na fase de
nucleacdo mediante um precursor com potencial redutor maior, aumentando a
concentragcdo de ouro na solugdo até uma concentragao critica a partir da qual os 4&tomos de
ouro comecam a se agrupar formando sitios de nucleacdo ou pequenas sementes (LAMER;
DINEGAR, 1950). O crescimento desses sitios se da pela deposi¢io de mais Au’ na
superficie dessas nanoestruturas ao passo que mais Au®" ¢é reduzido na suspensio,
possibilitando que as AuNPs cheguem em um tamanho a partir do qual as propriedades
comecem a se manifestar, podendo serem observadas pela cor vermelho rubi intensa que
surge indicando a formagdo do ouro coloidal (LINK; EL-SAYED, 1999). A interrup¢ao do
crescimento ¢ necessaria para evitar a agregagdo e, por conseguinte, a precipitacdo do
material, o que levaria a perda das suas propriedades Oticas, que pode ser observada pelo
aparecimento de uma coloragdo cinza acompanhada de um precipitado escuro (DREADEN
etal., 2012).

A estabilizagdo ¢ indispensavel tanto para a interrup¢do do crescimento quanto
para evitar a agregagcdo poés sintese e este processo pode ser realizado mediante o

capeamento ou funcionalizagdo das AuNPs de forma a gerar uma repulsdo entre estas
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devido aos grupos funcionais depositados na superficie (IELO et al., 2021). A utilizagdo de
polimeros para este fim ¢ bastante consolidada nos estudos cientificos, por exemplo, o
polietilenoglicol 200 (PEG200) (LIMA et al., 2025). Os polimeros servem como agente
estabilizante, formando uma espécie de capa na superficie das nanoparticulas como
relatado em De Almeida et al. (2022) com o uso da k-carragenana, um biopolimero
advindo de algas. Assim, o uso de biopolimeros se mostra interessante sobretudo no ponto
de vista da estabilizagdo, mas também no que tange a sustentabilidade do processo de
sintese.

O uso de extratos naturais para sintese verde de AuNPs vem crescendo, dada a
viabilidade deste tipo de rota sintética para diversas aplicagdes e a relevancia em aspectos
ecoldgicos. A presenca de proteinas, flavonoides, alcaloides, fenois, acidos carboxilicos
entre outros compostos em extratos de plantas, por exemplo, promovem a redugdo do ouro
catidnico em ouro metalico dando inicio a formacdo das AuNPs. Além de func¢do de
redu¢do quimica, esses compostos podem funcionalizar as AuNPs, o que faz das sinteses

verde vantajosas no aspecto de dupla agdo dos extratos supracitados (IELO et al., 2021).

2.4 A x-carragenana como agente de dupla a¢ido: reducio e funcionalizacgio.

A carragenana (CG) ¢ um nome generalista de uma familia de polissacarideos
anidnicos sulfatados de cadeia linear, de alto peso molecular e soliveis em dgua extraidos
de algas marinhas vermelhas (Rhodophyceae) (PACHECO-QUITO; RUIZ-CARO;
VEIGA, 2020), por exemplo a Hypnea musciformis que ¢ uma alga vermelha abundante na
costa da regido Nordeste do Brasil, da qual se ¢é possivel extrair k-carragenana
(RODRIGUES et al., 2025). Os tipos de carragenana se diferenciam, dentre outros fatores,
pela quantidade de sulfato nos dimeros constituintes (Figura 3). Os dimeros galactose
4-sulfato e 3,6-anidrogalactose que formam «-carragenana possuem um grupo
éster-sulfato. Os mondmeros galactose 4-sulfato e 3,6-anidrogalactose 2-sulfato que
formam a t-carragenana possuem dois grupos éster-sulfato. Por fim, os mondmeros
galactose 2-sulfato e D-galactose 2,6-dissulfato que formam a A-carragenana, possuem trés
grupos éster-sulfato. Essas unidades se unem por ligacdes alternadas a-1,3 e

B-1,4-glicosidicas (JIANG et al., 2021).
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Figura 3 - Estrutura dos principais tipos de carragenana.
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Fonte: Adaptado de Jabeen ef al., 2025.

A solubilidade das CGs ocorre em agua quente e varia de acordo com
temperatura, pH e presenga de solutos. A capacidade de gelificagdo ¢ uma das
propriedades mais exploradas destes polissacarideos sulfatados para aplicagdes
farmacéuticas e comerciais. A k-carragenana € a 1-carragenana sao capazes de formar géis
com propriedades diferentes, a primeira forma géis mais rigidos e quebradigos aos passo
que a segunda forma géis mais macios, elasticos e adesivos. A gelificacdo ¢ mediada por
ions metalicos, como K" e Ca?" eficientes para «k-carragenana e 1-carragenana
respectivamente, ocorrendo com o resfriamento das suspensdes de CGs que tem uma parte
da sua estrutura linear convertida em dupla ou tripla hélice, as quais se ligam e estabilizam
com os respectivos ions formando uma rede gelatinosa tridimensional firme
(PACHECO-QUITO; RUIZ-CARO; VEIGA, 2020).

Apesar de serem vastamente exploradas pelas suas capacidades gelificante e

espessante, as CGs se mostram promissoras para a produ¢do de AuNPs, tendo em vista a
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presenga de grupos hidroxila e éster-sulfato que apresentam capacidade de reducdo, o que €
necessario para a reducdo do ouro. Além disso, as moléculas de CG podem auxiliar na
estabilizacdo promovendo o capeamento das AuNPs. A funcdo dupla de reducdo e
funcionalizacdo ¢ relatada na literatura, principalmente, com k-carragenana comercial ou
extraida de algas marinhas, como Gracilaria canaliculata (NUNES et al., 2025), pois
trata-se de uma rota sintética mais sustentavel e vidvel economicamente se comparadas a
sinteses tradicionais que levariam dois ou mais reagentes para garantir a reducdo e a
estabilizagdo do nanomaterial. O uso da «-carragenana de Hypmnea musciformis se
apresenta, entdo, como uma alternativa ao uso de agentes redutores convencionais dada a
importancia local desta macroalga vermelha, o que promove a valorizacdo dos recursos
naturais locais e a sustentabilidade do processo de sintese sendo superior dada a dupla agao

do polissacarideo sulfatado.

2.5 Monitoramento de cromo hexavalente e os desafios da seletividade em
nanosensores

A SPR ¢ explorada em diversas aplicacdes, dentre as quais muitas estdo
relacionadas a medicina, como transporte de agentes terapéuticos, terapias fotodinamicas,
detectores de biomarcadores (DARUICH DE SOUZA; RIBEIRO NOGUEIRA;
ROSTELATO, 2019) e nanocarreadores antitumorais (GUO et al., 2022). Essa propriedade
das AuNPs pode também ser aproveitada para o desenvolvimento de sensores
colorimétricos, explorando a capacidade de alteracdes na sua superficie, causando
mudangas no espectro de absorbancia e na cor (QIN, L. et al., 2018).

O sensoriamento quimico colorimétrico se mostra relevante dada a necessidade do
monitoramento da presenga de contaminantes emergentes no meio ambiente. Um exemplo
desta urgéncia ¢ a presenca de espécies de Cr(VI) no solo, como o ion dicromato (Cr,0;%),
o qual ¢ um oxidnion extremamente toxico que tem interferéncia tanto sistémica,
principalmente, no trato respiratdrio superior, causando problemas como “rinite por
cromo” quanto molecular, pois é capaz de interagir com o material genético, causando
mutacdes potencialmente carcinogénicas. Estes contaminantes sdo encontrados em
residuos de industrias, por exemplo a de galvanizacdo, produ¢do de couro, mineragdo de
carvao e de outros minerais (RODRIGUES, 2025).

As AuNPs, entdo, se apresentam como potencial alternativa para o sensoriamento
quimico colorimétrico de ions Cr,0O.,*, tendo em vista que as metodologias tradicionais

dependem de uma estrutura laboratorial, de equipamentos custosos e de profissionais

23



qualificados, que incluem espectrometria de absor¢do atdmica (AAS) e cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) associado a espectrometria de massa por plasma
acoplado indutivamente (ICP-MS). Mesmo a técnica de reacdo com 1,5-difenilcarbazida
(DPC), que ¢ mais simples que as demais supracitadas, ainda apresenta entraves, como a
toxicidade do reagente utilizado (RODRIGUES, 2025).

Apesar de apresentar bons pré-requisitos para a aplicacdo desejada, a
fotossensibilidade, a instabilidade e a dependéncia do meio dielétrico para a integridade e
propriedades oOpticas das AuNPs, tornam-nas pouco versateis no que diz respeito a forma
de aplicagdo deste sensor (SAHA et al., 2012). O uso, por exemplo, de AuNPs sintetizadas
com borohidreto de sddio possui alguns gargalos como a especificidade de interacao dado
que, na etapa de estabilizagdo, uma fina e fragil camada ¢ formada na superficie das
nanoparticulas, o que as tornam sensiveis a perturbagdes na forga i6nica (AMINA; GUO,
2020) da matriz que estdo inseridas, as quais podem ser causadas por concentragdes de
diversos ions.

Estes empecilhos se voltam para uma das etapas determinantes da producao destes
nanomateriais, a estabilizac¢do, pois esta determina o fim do crescimento e a estabilidade
como apresentado anteriormente. As interacdes de superficie ¢ que vao determinar o
sensoriamento quimico, o que refor¢ca a importancia da composi¢ao de superficie para a
aplicacdo de AuNPs. O uso de biopolimeros, mais especificamente a k-carragenana
extraida de Hypnea musciformis, mostra-se como uma alternativa forte para a resolugao

dos diversos entraves colocados nesta ¢ nas demais subsecoes.

2.6 Versatilidade de AuNPs e métodos de estabilizacdo para aplicacdes biomédicas

As diversas geometrias de AuNPs possuem caracteristicas diferentes que as fazem
promissoras em diversas aplicagdes biomédicas. Alguns exemplos sdo as nanoparticulas
esféricas que sdo utilizadas para a administracdo de medicamentos, as AuNPs em forma de
estrela que sao utilizadas para fototerapia termo-termologica, as AuNPs em forma de haste
que sdo utilizadas para gerar imagem biomédica e em forma de nucleo-casca que sdo
utilizadas para tratamento de cancer (GUL et al., 2025).

A utilizagdo de biomateriais para funcionalizagdo das AuNPs ¢ uma excelente
estratégia para a estabilizacdo destas que podem ser do tipo eletrostatica, estérica ou
eletroestérica (MOORE et al., 2015). A estabilizagao eletrostatica diz respeito a utilizagao
de moléculas carregadas, como o revestimento de tris(sodio-m-sulfonatofenil)fosfina

(TPPTS), na superficie das nanoparticulas capaz de causar repulsdo entre suas proprias
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moléculas. Todavia, a presenga Unica desse tipo de estabilizagdo torna as AuNPs
vulneraveis a alteracdes na forga idnica do meio, o que faz dessa estratégia pouco eficiente
em meio biologico, tendo em vista a presenca de proteinas e ions essenciais para o
funcionamento das células (HALL; HALL, 2021; MOORE et al., 2015).

A estabilizagdo estérica ¢ a estratégia mais utilizada devido ao impedimento
espacial causado pela barreira neutra, por exemplo o PEG, na superficie das
nanoparticulas, contornando os problemas supracitados. Além disso, existe a estabilizagao
eletroestérica que combina as duas estratégias, propondo uma maior estabilizacao. No
entanto, existem casos especificos em que essa estabilizacdo nao ¢ suficiente sozinha sem
outras estratégias (MOORE et al., 2015). Assim, explorar a capacidade dos biomateriais
na estabiliza¢cdo dessas nanoparticulas ¢ de suma importancia para a proposi¢ao de sinteses
verdes, as quais incentivam a valorizacdo dos recursos naturais de preferéncia locais e a
sustentabilidade do processo de sintese.

As carragenanas em geral sdo utilizadas em diversos trabalhos como indutoras de
inflamacdo, como em NINGARAJU et al. (2021), JABER et al. (2021) e BIDIAN et al.
(2022). A A-carragenana comercial ¢ a mais utilizada para esse fim por dois motivos, os
quais s3o a reologia, pois nao gelifica, facilitando e possibilitando a inje¢do do material no
tecido a ser avaliado e o grau de sulfatagdo, pois em comparacdo a forma kappa, a
A-carragenana mostra capacidade superior de ativar receptores imunoldgicos e desencadear
resposta inflamatéria (CAMPO et al., 2009). O mecanismo de inflamacao ndo se da pela
toxicidade quimica, pois a carragenana ¢ praticamente inerte neste quesito, no entanto,
apesar de ndo causar lesao nas células, ela se liga a receptores que disparam uma resposta
imunoldgica, apresentando sintomas de inflamagdo, por exemplo o edema, mas ndo ha
destruicao celular (BHATTACHARYYA; DUDEJA; TOBACMAN, 2008).

A utilizag¢do desse biomaterial para a sintese de nanoparticulas é pouco utilizada,
mas aparece em alguns trabalhos que utilizam carragenanas comerciais (CHEN et al.,
2022; WAN et al., 2021). Trabalhos que fazem a extra¢do de k-carragenana para a sintese
de AuNPs s3ao ainda mais raros como o uso de Chondrus crispus em MILENA
ALVAREZ-VINAS et al. (2022) e o wuso de Mastocarpus stellatus em
GONZALEZ-BALLESTEROS et al. (2021), o que revela a necessidade e uma grande
oportunidade para explorar as carragenanas de forma diferente na biomedicina que ndo so6
a induc¢dao de inflamagdo, pois sdo tdo relevantes quanto outras biomoléculas, como
proteinas, flavonodides e acidos nucleicos que ja sdo utilizados para esse fim (DYKMAN;

KHLEBTSOYV, 2012).
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A proposicdo de uma rota de sintese verde para as AuNPs aliada a aplicacdes em
sensoriamento quimico e biomedicina vai ao encontro do que ¢é previsto pelos Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel (ODS) para a Agenda 2030 da Organizacdo das Nacgdes
Unidas (ONU). Os objetivos 3, 6 e 15 intitulados, respectivamente, “saude e bem-estar”,
“agua potavel e saneamento” e “vida terrestre” estimam necessidades que sdo atendidas
pela proposicao deste trabalho.

O primeiro objetivo citado tem como uma de suas metas a redu¢do da mortalidade
precoce por doencas nao transmissiveis por meio da prevengdao e do tratamento, o que
engloba o tratamento de cancer. O objetivo 6 prevé a melhoria da qualidade da agua
mediante diminuicdo da polui¢do, eliminacdo de despejos e a reducdo da liberacdo de
produtos quimicos perigosos, relacionando-se com o trabalho no que diz respeito a
proposi¢do de um sensor analitico para cromo hexavalente. O ODS 15 apresenta como uma
de suas metas promover a conservacgao, a recuperagao, o uso sustentavel de ecossistemas
terrestres e de dgua doce interiores, o que ¢ compreendido pelo trabalho pelo mesmo
motivo que o ODS 6. Dessa forma, o trabalho propde contribuir para o cumprimento de

ODS importantes para a preservagdao do meio ambiente e dos seres que o habitam.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Propor uma sintese verde utilizando k-carragenana semirrefinada extraida de
Hypnea musciformis como agente redutor e estabilizante por meio do método de reducdo
quimica e comparar a sintese tradicional realizada mediante redutor quimico forte, o

borohidreto de sddio.

3.2 Objetivos Especificos

1)  Realizar as caracterizagdes Opticas e estruturais das AuNPs;

2)  Avaliar a interacdo das AuNPs com contaminantes emergentes, como
Cr(VD);

3)  Otimizar a sintese das AuNPs produzidas por rota sintética verde;

4)  Aumentar a estabilidade das AuNPs mediante o uso de k-carragenana;

5)  Aumentar a monodispersao das AuNPs;

6)  Testar a capacidade antitumoral da x-AuNP.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Sintese de AuNPs com borohidreto de sodio

A sintese foi realizada utilizando 2 mL de borohidreto de sodio a 0,1% de
concentra¢do e 50 mL de 4cido clorodurico a 250 pmol L', mediante o método de redugio por
borohidreto de sodio adaptado de Aryal et al. (2006). O preparo de ambas solugdes foi feito
com agua ultrapura, a fim de ndo ter presenca do ion cloreto (CI). O procedimento foi
realizado em temperatura ambiente, na auséncia de luz e sob agitagdo magnética com a adigao
de NaBH, sob gotejamento lento na solugdo de AuCl*. Apos a adi¢do de NaBH,, esperou-se 3
min para que houvesse a formagdo das nanoparticulas de ouro. Dessa forma, a agitacao foi
interrompida e a suspensao de nanoparticulas foi formada, apresentando cor vermelha intensa,

a qual indica a formag¢ao do nanomaterial.

4.2 Obten¢ao de k-carragenana de Hypnea musciformis

Os processos de extracdo e semirrefino da k-carragenana de Hypnea musciformis
foram realizados seguindo o protocolo de extragdo adaptado de HOLANDA et al., (2025). A
K-carragenana ja extraida e semirrefinada utilizada no presente trabalho foi adquirida no
Laboratério de Biotecnologia de Algas e Bioprocessos do Departamento de Bioquimica e
Biologia Molecular (DBBM) da Universidade Federal do Ceara (UFC). Para a obtencdo do
polissacarideo em po, foi necessaria a moagem em moinho elétrico de graos de café¢ e a

peneiragem em peneiras de 800 mesh.

4.3 Sintese verde de k-AuNPs

A sintese foi realizada utilizando «-carragenana de H. musciformis a uma
concentragdo variavel, as quais sao 0,5%, 1,0% e 1,5% (m/v), além de acido clorodurico a 250
umol L', mediante 0 método de redugdo quimica adaptado de WAN et al. (2021). O preparo
de ambas solugdes foi feito com agua ultrapura, a fim de nao ter presenga do ion cloreto (CI").
O procedimento foi realizado em duas etapas, em que a primeira consistiu na solubilizagdo do
agente redutor/estabilizador a 60 °C por 2h na auséncia de luz e sob agitacdo magnética. A
segunda etapa foi a adi¢do da solu¢do de AuCl* a solugdo de k-carragenana sob agita¢do
magnética a 80 °C por 30 minutos. Dessa forma, a agitagdo foi interrompida e as suspensoes
de nanoparticulas foram formadas, apresentando cor vermelha intensa, a qual € caracteristica
do nanomaterial em questdo. A sintese com 0,5% de «x-carragenana foi escolhida para

prosseguir o trabalho, pois obteve maior banda de absorbancia e, por conseguinte, maior
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concentragdo de k-AuNPs em relacdo as demais (Figura 6). Para a remogao de k-carragenana
e oligossacarideos redutores que ndo reagiram, foi realizado um ciclo de centrifugagdo de 5

min a 3000 rpm seguindo o protocolo adaptado de DE ALMEIDA, D. A. et al.(2022).

4.4 Purificacao das AulNPs

A remocao do excesso de k-carragenana e oligossacarideos redutores da sintese de
k-AuNPs foi realizada mediante um ciclo de centrifuga¢do de 5 min a 3000 rpm seguindo o
protocolo adaptado de DE ALMEIDA, D. A. et al.(2022).

A purificacdo das AuNPs geralmente ¢ feita por centrifugacdo, no entanto as
BH-AuNPs estavam perdendo sua propriedade dptica quando feita a centrifugagdo, o que
sugere degradacdo ou agregacdo das AuNPs. Dessa maneira, a didlise foi utilizada como
método de purificacdo para essa, a qual foi realizada em dois ciclos de 12 h utilizando uma
membrana de 1 kDa de medida de poro (ZHAO; FRIEDRICH, 2015). A medigdo da banda
plasmdnica foi obtida mediante o espectro de UV-Vis para verificar a integridade do material,

atestando a presenca da banda caracteristica do nanomaterial.

4.5 Técnicas de caracterizacio

A andlise de microscopia de for¢a atomica (AFM) foi realizada no microscopio
Asphalt Research, modelo MFP-3D. A amostra foi diluida em agua ultrapura e gotejada
em uma placa de silicio previamente limpa seguindo protocolo semelhante a ZHANG et al.
(2019). Uma aliquota da amostra foi liofilizada para a andlise de espectroscopia
vibracional na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) utilizando o
equipamento Shimadzu modelo IRTracer-100 com faixa de medigdo de 4000 a 400 cm™, e
a amostra foi analisada em pastilha de KBr. As medi¢des de absorbancia foram feitas em
um espectrofotdometro de UV-Vis Agilent modelo Cary 60 Uv-Vis com leituras em
varredura de 200 a 800 nm.

As técnicas de potencial zeta (ZP) e de espalhamento dinamico de luz (DLS)
foram realizadas no equipamento de DLS da Malvern modelo Zetasizer Nano ZS em que o
laser tem comprimento de onda de 632,8 nm. O preparo das amostras inclui a diluicdo em

agua ultrapura até que a amostra fique transparente (BHATTACHARIJEE, 2016).

4.6 Ensaio de Citotoxicidade
A suspensdao de k-AuNP foi previamente filtrada em filtro millipore 0,22 pm e sua

concentragdo foi determinada por técnica de gravimetria por evaporacao de solvente (SKOOG

28



et al.,2023,Cap.10). Para isso, uma laminula foi pesada para se obter a massa desta limpa e
vazia (Mipca), logo em seguida um volume (V) de 1 mL da suspensdao de AuNP foi colocada
na laminula e sua massa foi determinada 24 horas depois da sua completa secagem (myg,,). O
Experimento foi feito em 2 replicatas, logo foi utilizada a Equagdo 1 para o célculo da

concentragdo e, posteriormente, a média foi calculada, resultando em 5,25 mg mL".

C = mfmaz:/mmmaz )
O teste de citotoxicidade foi realizado de acordo com as ISOs 10993-5 e 10993-12,
utilizando o método MTT (M5655), (3-(4,5-dimetiltiazol-2-11)-2,5-difenil tetrazolio). Para
essa analise foram utilizadas duas linhagens, a L929 (fibroblastos de murino) e MG-63
(osteossarcoma humano) originadas do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ). A
linhagem L1929 foi escolhida por ser um excelente modelo padrdo para células sauddveis
(ISO, 2009), ao passo que a linhagem MG63 proporciona um excelente crescimento,
semelhanga morfologica a fibroblastos (BCRJ, 2026), além de que o osteossarcoma ¢ uma
neoplasia Ossea com altamente metastitica e possui prognodstico resistente as terapias
convencionais (KUMAR et al., 2023). Uma dilui¢do seriada foi realizada a fim de ser
observada a concentracdo viavel de trabalho, com concentragio inicial de 500 pg mL™"'.

Para o inicio do teste, foram preparadas 4 placas de 96 pocos com as células
seguindo a logica da Figura 4, em que foram adicionados 100 pL da suspensdo celular em
cada pogo para a obten¢ao de uma proporg¢ao de cerca de 6.000 células/poco no caso de L.929
(2 placas) e de 8.000 células/pogo no caso de MG-63 (2 placas). Em seguida, as placas foram
incubadas por 24 h a 37 °C, 95% de umidade e 5% de CO,. Apds isso, o meio foi removido, a
solucdo de k-AuNPs (1 mg mL") foi diluida na propor¢do de 1:1 em meio de cultura DMEM
(c6d. D5648, Sigma-Aldrich, USA) de alta glicose (concentragdo de 4.500 mg/L)
suplementado (1% de antibidtico penicilina-estreptomicina ¢ 10% de soro fetal bovino)
previamente preparado e foi adicionada nos pogos. Para o controle negativo foram preparados
pocos contendo células expostas somente a meio DMEM suplementado. Por fim, as placas

foram incubadas nas mesmas condigdes por 24 h e 48 h.
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Figura 4 - Configuracdo das placas de L929 e MG-63 (24 ¢ 48 h) em que as colunas ¢ as linhas que t¢ém C1 a
C11 sdo, respectivamente, as replicatas e as concentragdes de k-AuNP do tratamento em que as células foram
submetidas. As colunas e as linhas que tém B1 a B11 sdo, respectivamente, as replicatas e as concentragdes de
k-AuNP na auséncia de células, seguindo a mesma logica e concentragdo inicial (C1 = B1 =500 pg mL'l) do
tratamento. A ultima coluna representa o controle negativo, o qual tem apenas células sem tratamento.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O liquido presente nas placas foi descartado apds a incubag¢do e os pogos foram
lavados com PBS 1x, ao fim desse procedimento foram adicionados 100 pL de meio contendo
MTT a 10% e as placas foram incubadas por mais 4 h. Em seguida, removeu-se o meio com
cuidado para que os cristais de formazan formados ndo fossem puxados e entdo estes foram
dissolvidos adicionando 100 pL de dimetilsulféxido (DMSO) por poco. A leitura foi realizada

em um leitor de placas ELISA no comprimento de onda de 570 nm.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagoes opticas e estruturais das BH-AuNPs
As nanoparticulas sintetizadas apresentaram banda de SPR caracteristica entre 520
nm ¢ 540 nm (Figura 5), o que reitera a formacao de nanoesferas metalicas de ouro em estado

coloidal (HAISS et al., 2007; LINK; EL-SAYED, 1999).

30



Figura 5 - Espectro de absorbancia da suspensdo de BH-AuNPs e imagem da amostra sob luz visivel.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A morfologia e o tamanho da particula foi determinado por microscopia de forca
atomica (AFM). Conforme apresentado na Figura 6a, a morfologia das AuNPs se aproxima de
um formato esférico conforme esperado para este material (HAISS et al., 2007; LINK;
EL-SAYED, 1999). O perfil de altura obtido mediante AFM, atestou a presenca de particulas
com diversos tamanhos variando de 10 nm até valores um pouco maiores que 30 nm (Figura
6b). Essa distribuicdo mais difusa comprova que o uso borohidreto de sodio na sintese
promove a redugdo, a nucleagdo e o crescimento de forma rapida e menos controlada se
comparada a metodologia mais utilizada, que ¢ a redugdo por citrato de sodio, além da

auséncia de uma estabiliza¢ao mais robusta.
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Figura 6 - Caracterizagdo morfologica das BH-AuNPs: (a) imagem de AFM com perfil de altura
topografica; (b) grafico de altura.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O potencial zeta (ZP) obtido da amostra de BH-AuNP foi de -20,8 £ 1,8 mV, valor
caracteristico de sistemas estabilizados por ions borato e cloretos remanescentes do precursor
HAuCl,.3H,0 (GRABAR et al., 1995). Este valor se encontra distante em modulo de 30 mV,
enquadrando-se entre relativamente estaveis e moderadamente estaveis (BHATTACHARIJEE,
2016), o que torna as BH-AuNPs mais suscetiveis a mudangas de pH, de forca ionica e de
temperatura (AMINA; GUO, 2020). O tamanho hidrodindmico obtido por espalhamento
dindmico de luz (DLS) foi de 49,2 + 1,4 nm com alta reprodutibilidade, atestando um valor

maior se comparado ao obtido na varredura feita no AFM, devido & natureza da técnica, a
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qual considera o movimento browniano das particulas no solvente e contabiliza a camada de

solvatagdo para a determinagao do didmetro médio (BHATTACHARIJEE, 2016).

5.2 Caracterizagoes opticas e estruturais das k-AuNPs

As k-AuNPs também apresentaram banda de SPR caracteristica entre 520 nm e 530
nm, mais especificamente em 527 nm, como apresentado na Figura 7, indicando a formacao
de nanoesferas metalicas de ouro em estado coloidal (HAISS et al., 2007). Estima-se que o
nucleo metalico real seja inferior a 30 nm devido a presenga de uma camada organica ao redor
deste nucleo, o que altera o indice de refracao nas proximidades, promovendo o deslocamento
da banda plasmonica para maiores comprimentos de onda (red shift) que se comporta como
nlcleos maiores em meio puramente aquoso (HAISS et al., 2007; LINK; EL-SAYED, 1999).

O percentual de k-carragenana influenciou na concentrag¢do final das x-AuNPS de
forma ndo linear como pode ser observado na Figura 7, todavia ambas as xk-AuNPs
produzidas com maior percentual de x-carragenana (1,0% e 1,5%) apresentaram sinal
analitico menos intenso se comparadas a de menor percentual do polissacarideo (0,5%)
(LIZ-MARZAN, 2006), o que sugere que a viscosidade causada pela presenca de
K-carragenana influencia de forma resistiva o processo de difusdo, o qual ¢ fundamental para
cinética da reagdo. Esse comportamento pode ser descrito pela equacdo de Stokes-Einstein
(Equagdo 2), em que relaciona coeficiente de difusdao (D), temperatura (T), constante de
Boltzmann (kg), viscosidade dinamica do meio (7) e raio hidrodindmico da espécie difundente
(r), sendo o coeficiente de difusdo inversamente proporcional a viscosidade dindmica do meio
(ATKINS; DE PAULA; KEELER, 2026, cap. 16). Assim, a reagdo deixa de ser limitada pela
cinética quimica e passa a ser controlada por difusao nas sinteses com percentuais maiores de
k-carragenana (1% e 1,5%), visto que o emaranhamento dos polissacarideos dificulta o
encontro efetivo dos ions precursores com a propria k-carragenana (ATKINS; DE PAULA;

KEELER, 2026, cap. 18).

_ B
D = 6nnr (2)
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Figura 7 - Espectros de absorbancia das suspensoes de k-AuNPs produzidas com, respectivamente, 0,5% (linha
preta), 1,0% (linha vermelha) e 1,5% (linha azul) de k-carragenana; imagens das amostras sob luz visivel (canto
inferior esquerdo).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Assim como as BH-AuNPs, a morfologia e o tamanho da particula foram
determinados por microscopia de for¢ca atdomica (AFM). A morfologia das k-AuNPs se
aproxima de um formato esférico (Figura 8a), que em analise conjunta ao perfil de altura
(Figura 8c), infere-se um formato proximo ao esferdide oblato, o que ¢ esperado dada a
composi¢do da k-AuNP. O alargamento lateral pode ser explicado em partes por ser
considerado um artefato instrumental de convolu¢do dado a interagdo antecipada das laterais
da ponta do microscopio com particulas muito pequenas em raio (2 a 10 nm), como
observa-se na Figura 8¢ (EATON; WEST, 2010, cap. 4). Todavia, esse alargamento da base
acontece, principalmente, pela espalhamento da k-carragenana e seus oligossacarideos que
compdem a capa da k-AuNP na placa de silicio motivada pela pressdo que surge das forcas
capilares e de adesdo a medida que a 4gua evapora no preparo da amostra, o que ¢ conhecido
por flattening effect ou efeito de achatamento (MOURDIKOUDIS; PALLARES; THANH,
2018).
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O tamanho obtido mediante AFM, atestou que a maior populagdo esta em torno de 2
nm de altura e apresentou algumas outras populagcdes em menores quantidades com tamanhos
muito préximos a 1,5 nm (Figura 8c). No entanto, essa divergéncia no tamanho em relacao ao
que foi estimado pela espectroscopia de UV-vis resulta da disposicdo da amostra que, no
processo de secagem, sugeriu a formag¢do de um filme na placa de silicio, mascarando e
suavizando o tamanho real das k-AuNPs de forma semelhante ao mascaramento topografico
que ocorre no trabalho de Dolinska et al. (2020) em que houve a incorporagdo de
nanoparticulas metalicas em matrizes de pectina. Assim, fica claro que os dados de AFM sao
demasiadamente mais assertivos e relevantes na determinagdo da topografia se comparado a

determinagdo de tamanho.

Figura 8 - Caracterizagdo morfologica das k-AuNPs: (a) mapa de topologia 2D das nanoparticulas; (b) mapa de
fase em 3D; (c) grafico de altura.

(b)
48.79°
45.63°
42.47°
39.31°

36.15°

0 0.5 1.0 15 2.0

Altura (nm)
o -
1 L

1
-
1

\
A\

1
0 1 . 0.3 0.4
pm

2 -*\ (c)
\ /
\\\ / /\ ///\ \\
VEYAAVS
\. \//
0. OIZ

Fonte: Elaborado pelo autor.

A varredura feita e observada no grafico de perfil de altura mostra uma distribui¢ao
de tamanho mais homogénea, porém isso ndo deve ser atribuido de forma direta a uma
uniformidade real no tamanho desses nanocompdsitos, pois tanto o efeito de achatamento
quanto a formacdo do tapete de carragenana acabam por suavizar o tamanho das
nanoparticulas em questdo, o que interfere diretamente na morfologia podendo suavizar
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diferencas de tamanho. Assim, a andlise de dados de microscopia eletronica de transmissdo
(TEM) ¢ necessaria, pois mediante esta técnica a distribui¢do de tamanho do nucleo de ouro ¢
elucidada, permitindo avaliar a dispersividade dos tamanhos obtidos na sintese verde. Nos
trabalhos de WAN et al. (2021) e de CHEN et al. (2018), os valores de tamanho das AuNPs
produzidas com k-carragenana comercial foram 13,5 = 5,1 nm e 35 £ 8 nm, os quais sdo
considerados valores com uma distribui¢do de tamanho estreita, isso reforga a hipotese de que
a dupla acdo da k-carragenana promove uma sintese mais controlada, o que leva a formagao
de nanoparticulas mais monodispersas, como observado nos trabalhos supracitados.

A Figura 8b ilustra um mapa de fase 3D que é formado a partir da dissipacao de
energia decorrente da interagdo interatomica entre a ponta do microscopio e a superficie da
amostra. Os valores dados em graus (°) correspondem aos angulos de fase, os quais
representam o atraso da oscilagdo do cantilever causado pelas propriedades mecanicas locais.
Angulos menores representam menor atraso (regides mais escuras), indicando interagdo com
superficies mais rigidas, em contrapartida, angulos maiores representam maior atraso (regides
mais claras), indicando interagdo com superficies que apresentam propriedades viscoeldsticas
(GARCIA, 2010, cap. 5, 6). Este mapa das k-AuNPs apresenta regides escuras em forma de
pontos em relevo que estdo circundadas por uma fase continua mais clara, em que a separagao
entre as regides mais claras que sdo atribuidas a presenca de k-carragenana e seus
oligossacarideos livres residuais que eventualmente restaram apos a etapa de purificagdo e as
regides mais escuras que denotam a presenca de pontos mais rigidos ocorre de forma suave,
sugere que o nucleo de ouro esta recoberto pela k-carragenana e seus oligossacarideos. Além
disso, os pontos escuros ndo se encontram sobrepostos, dada a auséncia de manchas maiores
(placas) escuras que denotariam colapso e agregacdo das AuNPs, o que indica o efeito
estabilizador e protetor da k-carragenana contra processos de agregacao (WAN et al., 2021).

A analise do ZP resultou em um valor de -28,1 + 0,2 mV, o que a torna
moderadamente estavel e, como o valor estd bem proximo em mddulo de 30 mV, as k-AuNPs
ficaram proximas da alta estabilidade. Este resultado corrobora com a tese da estabilizagao
estérica feita pela k-carragenana na superficie da nanoparticula, além das cargas dos
grupamentos sulfato que possivelmente colaboram na repulsdo entre as nanoparticulas.

O tamanho hidrodinadmico resultou em um valor abruptamente maior que o obtido
por AFM com o valor médio de 244,8 + 10,1 nm. Existem algumas explicacdes para este
acontecimento, as quais sao a natureza da molécula funcionalizante, a natureza da técnica e
suas limitacdes. A «-carragenana ¢ um polissacarideo sulfatado que possui alto peso

molecular e uma estrutura rica em grupos hidrofilicos como hidroxilas e grupamentos
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¢éster-sulfato (JABEEN et al., 2025; JIANG et al., 2021). Estas caracteristicas corroboram para
um maior tamanho tanto pela extensdo da molécula de k-carragenana quanto pela grande
camada de solvatagdo, tornando as k-AuNPs maiores e mais lentas, o que participa do calculo
do didmetro hidrodinamico de forma a aumentar o valor deste (BHATTACHARIJEE, 2016).

O DLS ¢ um técnica Optica que avalia os planos de espalhamento da luz apos a
incidéncia de um feixe de luz (laser) na suspensdo a ser avaliada, como j4 mencionado, esta
técnica leva em consideragdo o movimento browniano das particulas no dispersante,
moléculas com k-carragenana na superficie contribuem para superestimar o tamanho das
nanoparticulas. Apesar do didmetro hidrodinamico estar fora da escala nanométrica, a banda
plasmonica em torno de 530 nm atesta que a k-AuNP ¢ esférica e ¢ menor que 30 nm de
tamanho, o que aparenta uma inconsisténcia nos dados obtidos, porém esta divergéncia ¢
completamente esperada dado que a espectroscopia UV-Vis mede a banda plasmoénica do
nucleo de ouro, o qual ¢ bem menor pelos dados obtidos do que o esperado para a
nanoparticula como um todo. Assim, os resultados se complementam, refor¢ando a presenca
de um nucleo esférico com uma camada polimérica adsorvida na superficie.

O espectro de FTIR da x-AuNP (Figura 9a) revelou alguns deslocamentos de banda
em relacdo ao espectro da k-carragenana (Figura 9b), os quais foram o estiramento O—H que
passou de 3429 cm para 3423 cm™ e os grupamentos sulfato dos residuos de galactose que
passaram de 1265 cm™ para 1257 cm”. As hidroxilas e sulfatos doaram suas densidades
eletronicas para o nucleo de ouro, a forca de ligacdo interna destes enfraqueceram, gerando
vibragdes de menor energia e, por conseguinte, menor nimero de onda (NAKAMOTO, 2009).
Esses deslocamentos sugerem a participacdo quimica direta dos grupos hidroxila e sulfato,
respectivamente, na redugao e estabilizagdo em um processo de quimisor¢ao na superficie do
nucleo de ouro. Isso proporcionou a formagdo das AuNPs e sua estabilizacdo dada a repulsao
ocasionada pelos grupamentos sulfato ancorados na superficie.

Em 1658 cm™ na Figura 9b, observa-se a vibragdo de flexdo das moléculas de dgua
da camada de hidratagdo da k-carragenana, pois esta ¢ higroscopica, mantendo esta camada
mesmo apds a sua secagem. O espectro de FTIR da k-AuNP mostra um deslocamento da
banda para 1649 cm™, o que se deve a uma sobreposi¢do das vibragdes de flexdo H-O-H
supracitadas e possiveis estiramentos assimétricos de grupamentos carboxilatos que aparecem
geralmente proximos a 1600 cm™ (PAVIA, 2015), o que levou a banda média para o valor
observado no espectro da Figura 9a. Estes ultimos estdo ancorados formando uma ligacao
coordenada na superficie do ntcleo de ouro e surgiram tanto da oxidacdo dos aldeidos de

extremidades redutoras dos oligossacarideos resultantes da hidrdlise 4dcida no momento da
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sintese quanto da formacao de carboxilatos a partir da oxidacdo das hidroxilas (GASILOVA et
al., 2019).

A comparagdo entre os espectros de FTIR (Figura 9b) revela um fendmeno ainda
mais proeminente que os deslocamentos de bandas e sobreposicao citados anteriormente, o
qual ¢ a intensificagdo de quase todas as bandas no espectro da k-AuNP que ocorre quando ha
a adsor¢do de moléculas em superficies metélicas, apresentando propriedades Opticas
diferentes da sua forma livre. Esse fendmeno se compara a um outro mais conhecido chamado
espalhamento Raman intensificado por superficie (SERS), no qual ha a amplificacdo do
espalhamento Raman em milhdes de vezes se comparado as moléculas soltas. Neste caso,
ocorre um efeito semelhante ao SERS denominado absorcdo infravermelha intensificada por
superficie (SEIRA) na regido do infravermelho médio, em que moléculas ancoradas em
superficies metalicas tém absorcao aumentada de 10 a 1000 vezes se comparada a absor¢ao
destas moléculas livres (OSAWA, 2001).

A luz infravermelha incidente sobre as nanoparticulas de ouro interage com os
elétrons de conducdo do nucleo metélico, o que promove uma oscilagdo em conjunto destes
elétrons caracterizado pela SPR que provoca a concentragdo e amplificacdo do campo elétrico
local de forma drastica na superficie das AuNPs. A intensidade da banda do FTIR ¢
diretamente proporcional ao quadrado do campo elétrico ao qual a ligagao ¢ submetida, como
na superficie da AuNP o campo elétrico ¢ mais intenso e as ligagdes da k-carragenana estdo
suscetiveis a isso, ocorre uma maior absor¢cdo de fotons durante a transicdo vibracional
(OSAWA, 2001), o que resulta em bandas significativamente mais intensas no espectro (linha
vermelha da Figura 9b).

A distancia entre as moléculas de k-carragenana e a superficie de ouro, além da
orientagdo do momento de dipolo dinamico das ligacdes das moléculas em questdo sao de
extrema importincia para validar a presenga do efeito SEIRA. O campo elétrico intensificado
decresce exponencialmente com a distancia entre a superficie do metal e molécula de tal
forma que distancias superiores que 4 a 5 nm tornam a influéncia desse campo desprezivel no
sinal analitico. Dado que o campo elétrico resultante ¢ predominantemente perpendicular a
superficie da AuNP, apenas as vibragdes moleculares que possuem mudangas no momento de
dipolo dindmico orientada de forma também perpendicular a superficie de ouro sdo
intensificadas significativamente (OSAWA, 2001). Assim, o curto alcance deste campo
elétrico localizado que caracteriza o SEIRA e a observacdo deste efeito nos dados

experimentais reitera que a K-carragenana estd quimicamente adsorvida e coordenada na

38



superficie do nucleo de ouro, estruturando-se como uma camada de capeamento responsavel

pela estabilizag@o estérica e eletrostatica das nanoparticulas.

Figura 9 - Espectros de FTIR: (a) bandas caracteristicas observadas em k-AuNP; (b) bandas caracteristicas
observadas em k-carragenana (linha azul) em comparagdo ao espectro de k-AuNP (linha vermelha).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

5.3 Intera¢ao da BH-AuNP com contaminantes emergentes

Apos uma investigacdo da morfologia e estrutura das BH-AuNPs, os experimentos

de sensoriamento de Cr(VI) foram iniciados com a avaliacdo da interacdo entre as
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nanoparticulas em questdo e os ions Cr,0,, a qual foi realizada de forma qualitativa pelos
espectros de absor¢ao de amostras contendo diferentes concentragdes do analito, variando de
10 em 10 ppm, em um intervalo de 0 a 100 ppm, conforme representado na Figura 10b, além
de que a adicao do analito na amostra de AuNPs foi feita imediatamente antes da leitura
(tempo zero). O resultado das medidas de absorcdo atestou uma sobreposi¢do entre os
espectros de absorbancia do dicromato de potéssio (Figura 10a) com o da AuNP (Figura 5),
isto se deve, provavelmente, ao tempo que nao foi suficiente para alteragdes na banda

plasmonica.

Figura 10 - Espectros de absorbancia (5 replicatas): (a) dicromato de potassio a 100 ppm de concentragéo; (b)
BH-AuNP com a adi¢do de diferentes concentragdes de dicromato.

AuNP + K,Cr,0, (0 ppm)
chrzo7 (100ppm) AuNP + K,Cr,0, (100 ppm)
AuNP + K,Cr,0, (90 ppm)
AuNP + K,Cr,0, (80 ppm)
—_ AuNP +K,Cr,0, (70 ppm)

—_ N. —— AuNP +K,Cr,0, (60 ppm)

] : AuNP +K.Cr,0, (50 ppm)

] = AuNP + K,Cr,0, (40 ppm)

~ K] AuNP +K,Cr,0, (30 ppm)

8 o AuNP + K,Cr,0, (20 ppm)

g <§ AuNP +K,Cr,0, (10 ppm)

: :

8 7]

- <

<

(a) (b)
v T v T v T v T v T ¥ T T T T y T T T T T
200 300 400 500 600 700 800 200 300 400 500 600 700
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

Fonte: Elaborado pelo autor.

O estudo cinético foi feito para analisar se o tempo influencia no espectro de
absorbancia (Figura 11). Para isso, medi¢des de absorbancia foram feitas em 5 replicatas de
uma mesma amostra contendo BH-AuNP e K,Cr,0, (100 ppm) evoluindo com o tempo da
seguinte forma: 0, 1, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos. O monitoramento cinético da interacao
entre as BH-AuNPs e o dicromato de potassio (100 ppm) revelou a evolugao da instabilidade
coloidal ao decorrer do tempo. O surgimento de uma nova banda de absor¢do em 625 nm,
observada a partir dos 20 minutos de reagdo (Figura 11b), ¢ atribuido ao acoplamento de
plasmons de superficie resultante da agregacao das particulas devido a compressdo da dupla
camada elétrica. Esse fendmeno 6ptico confirma que, apos o periodo de indugdo e adsorcao
i0nica, a forga i6nica do meio promoveu a aproximacdo das nanoesferas até o ponto em que
entraram em contato, resultando em agregados polidispersos (ISRAELACHVILI, 2011;
GHOSH; PAL, 2007), o que pode ser observado pela mudanca de cor de vermelho rubi para

cinza conforme o tempo passou (Figura 11a). O estudo cinético ¢ importante para defini¢ao
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do tempo de resposta da sonda, neste caso, a capacidade da BH-AuNP detectar a presenca de
dicromato ¢ baixa, pois a resposta a adi¢ao de K,Cr,0O; ocorreu pelo aumento da forca idnica e

ndo pela especificidade da interagdo entre a nanoparticula em questdo e os ions Cr,0,>.

Figura 11 - (a) Espectro de absorbancia da amostra de BH-AuNP com dicromato de potéassio a 100 ppm de
concentragdo ao longo do tempo (5 replicatas) e imagem da mudanga de cor com a adi¢do de dicromato de
potassio (100 ppm); (b) espectro de absorbancia anterior em um intervalo menor (400 a 700 nm).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O valor de ZP se deslocou para -26,31 + 10,2 mV com a adicdo de dicromato de
potassio, evidenciando uma possivel adsor¢do especifica de anions Cr,0O,* na superficie
metalica, e favorecendo a afinidade quimica necessaria para o desenvolvimento de um sensor
(BHATTACHARIJEE, 2016; LIU et al., 2012). No entanto, essa carga negativa ndo garantiu a
estabilidade da BH-AuNPs em suspensdo, dado que a transi¢cdo para a colorag¢do cinza ¢ a
posterior precipitacao indicam que o sistema operou sob compressao severa da dupla camada
elétrica, o que pode ser observado estatisticamente pelo aumento no desvio padrao. De acordo
com a teoria Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek (DLVO), o aumento da forga idnica,
contribui indiretamente para que as forcas atrativas de Van der Waals promovam o
acoplamento de plasmons e a agregacao irreversivel (ISRAELACHVILI, 2011; GHOSH;
PAL, 2007). Dessa maneira, com a andlise em conjunto do teste cinético e da mudanca dos
valores de ZP, conclui-se que a suspensdo de BH-AuNP responde facilmente a perturbagdes
na forca idnica do sistema com a formacao de agregados e precipitagdo das AuNPs, o que
sugere que embora haja uma interagao entre BH-AuNP e os anions Cr,0, o colapso geral do

sistema prevalece a especificidade de interagao.
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Os resultados de DLS confirmam a instabilidade coloidal sugerida pelas analises de
ZP. Apés a introdugao de 100 ppm de dicromato, observou-se um grande aumento em relagao
a suspensao somente de BH-AuNPs, que foi de 49,2 £ 1,4 nm para 79,6 £ 6,7 nm,
acompanhado de uma maior dispersao nos valores das replicatas, o que pode ser observado
pelo aumento no desvio padrdo. Esse incremento no tamanho hidrodindmico ¢ indicativo de
agregacao incipiente, em que a redugdo da barreira repulsiva, conforme a teoria DLVO,
permite a formacao desses agregados. Este comportamento explica a transi¢do Optica para a
coloracdo cinza, uma vez que o crescimento dos aglomerados promove o acoplamento dos
plasmons de superficie, o que pode levar a precipitagdo do sistema (HAISS et al., 2007;

GHOSH; PAL, 2007).

5.4 Interagio da k-AuNP com contaminantes emergentes

O estudo cinético foi feito, inicialmente, para avaliar a evolugcdo da interacdo de
K,Cr,0; com k-AuNP (Figura 12). As medi¢des de absorbancia foram feitas em 3 replicatas
de uma mesma amostra contendo k-AuNP e K,Cr,0; (100 ppm) ao longo do tempo. Foi
observado que mesmo apos 90 minutos, nem a cor da k-AuNP mudou, muito menos a sua
banda plasmonica foi reduzida. Isso ocorre devido aos grupamentos €ster-sulfato presentes na
superficie das k-AuNPs, que conferem a ela uma densidade de cargas negativas, gerando
repulsdo eletrostatica contra os ions Cr,O,> quando estes se aproximam (NURAKHMETOVA
et al., 2020).

Neste caso, o aumento da forga i6nica causado pela adi¢ao de dicromato de potéssio
na suspensdo de k-AuNPs para o teste cinético ndo desfaz a barreira eletrostética, pois as
moléculas de k-carragenana e seus oligossacarideos estdo ligados fortemente ao nucleo de
ouro por ligacdes coordenadas, como visto anteriormente nos resultados de FTIR, o que
oferece uma barreira termodinamica que impede que a compressao da dupla camada elétrica
desfaga estas ligagdes. Isso significa que a estabilidade do sistema passa a ser controlada nao
mais pela energia cinética de colisdo dada pela DLVO e sim pela termodindmica, mais
especificamente, por um minimo termodinamico global, pois a energia necessaria para causar
a dessorcdo destes componentes de capeamento ¢ muito alta, mantendo a integridade das
k-AuNP e impedindo a interagdo desta com os ions Cr,0,% (NAPPER 1983, cap. 6-7;
SPERLING; PARAK, 2010). Além disso, ha um impedimento espacial desta interagdo, pois a
capa volumosa ao redor do nucleo metalico, que pode ser observada pelo tamanho obtido na
analise de DLS, forma uma barreira fisica, impedindo a passagem dos ions Cr,0,* até o

nucleo de ouro (TIWARI; NARAYAN, 2025).
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Figura 12 - Espectro de absorbancia de amostra de k-AuNP com dicromato de potassio a 100 ppm de
concentragdo (3 replicatas) ao longo do tempo (demais linhas); espectro de absorbancia de k-AuNP (linha verde
agua).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

5.5 Avaliacio da capacidade antitumoral das k-AuNPs em células MG63

A estabilidade das k-AuNPs mediante alteracdo de forca ionica observada no teste
cinético com o dicromato de potassio possibilitou a avaliacdo do potencial de citotoxicidade
do nanocompdsito, pois ¢ de suma importancia que nao ocorram interagdes prejudiciais com
os ions presentes tanto no meio intracelular quanto no meio extracelular em diferentes
concentragdes, tais como sodio (Na"), potassio (K*), calcio (Ca®"), fosfato (PO,), cloreto
(CI), magnésio (Mg*") e bicarbonato (HCO;) (HALL; HALL, 2021, p. 48). Além de que a
presenca de componentes bioldgicos, como enzimas, também podem interferir na quimica de
superficie das AuNPs e, por consequéncia, na sua estabilidade nesses ambientes (MOORE et
al., 2015), sendo interessante que os nanocompoésitos em questdo ndo interajam de forma
inespecifica com os componentes celulares e extracelulares.

Em testes de citotoxicidade como o ensaio de MTT, a substancia a ser testada precisa
se manter estavel no meio de cultura em que as células crescem e a for¢a idnica ¢ um dos
fatores que poderiam alterar as AuNPs, além de pH, temperatura, com possibilidade de

resposta negativa a essas mudancas, como agregagdo e, por conseguinte, perda das
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propriedades Opticas como ja discutido anteriormente. Dessa maneira, foi realizado o ensaio
de MTT para avaliagdo preliminar da capacidade citotoxica do nanocomposito. Para isso
inicialmente, foi medido o pH da suspensao de AuNPs ja filtrada na concentracdo a ser
trabalhada (1 ug mL™") utilizando uma fita indicadora de pH que resultou em um valor
proximo a 5 e, em seguida, o teste de diluicdo da suspensdo de k-AuNPs no meio de cultura
DMEM foi realizado com a adi¢gdo em uma propor¢do de 1:1 de volumes. Nao houve
nenhuma alteragao de cor, que indicaria mudanca de pH do meio e ndo houve sinal de
agregacdo ou precipitacdo nem de imediato nem apos 24h, homogeneizando-se bem no meio,
0 que permitiu prosseguir como ensaio de MTT.

As k-AuNP ndo conseguem cruzar a membrana por difusdo passiva devido ndo sé ao
seu tamanho mas também pela presenga de cargas negativas na sua superficie (grupos
¢éster-sulfato). Estas, por sua vez, entram nas células mediante transporte ativo como previsto
por DYKMAN et al. (2013) em que nanoparticulas funcionalizadas com biopolimeros sofrem
endocitose mediada por receptores e aquelas que possuem superficies carregadas
negativamente (polianionicas) tém afinidade natural por receptores da familia Scavenger.
Além de que neste mesmo trabalho ocorre uma via paralela a via anterior que baseia na
ancoragem de algumas proteinas presentes no soro fetal bovino (FBS) na superficie das
AuNPs revestidas com polimeros hidrofilicos como a transferrina capaz de fazer esse
complexo AuNP-transferrina ser reconhecido pelo receptor de transferrina e sofrer endocitose.
Pode-se extrapolar que as k-AuNP adentram as células mediante estas vias dado a semelhanga
de algumas propriedades com os biopolimeros utilizados no trabalho de DYKMAN et al.
(2013).

As vias supracitadas explicam a entrada da k-AuNP em ambas as linhagens de
células, L929 e MG-63, pois ambas foram submetidas ao mesmo meio (DMEM) com a
mesma concentragdo de suplementacdo com FBS, porém a resposta obtida no ensaio de MTT
apresenta uma diferenca no comportamento da viabilidade celular com a progressao da
concentracdo de k-AuNP. A elaboragdo dos graficos e as analises estatisticas foram feitas
utilizando o sofiware GraphPad Prism versdao 8.0 para o Windows. A linhagem MG-63
(Figura 14b) no tempo de 48 h apresentou um crescimento da viabilidade celular muito
significativo em duas concentra¢des 7,8125 € 32,25 pg mL, além de sofrer uma reducdo na
viabilidade celular muito significativa a partir de 250 ug mL™". A linhagem 1.929 (Figura 13)
apresenta um comportamento dose-resposta mais consistente em ambos os tempos de andlise

com a redugdo significativa da viabilidade ocorrendo a partir de 125 pg mL™".
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Figura 13 - Viabilidade celular da linhagem 1.929 apos tratamento com k-AuNP. Efeito de diferentes
concentragdes do k-AuNP (0 a 500 pg mL™") na viabilidade de células 1L929 apds (a) 24 horas e (b) 48 horas de
incubagdo. Os resultados estdo expressos em porcentagem (%) em relagdo ao grupo controle (concentragdo zero).
Os asteriscos indicam diferenga estatistica significativa em comparag@o ao grupo controle (* P < 0,05, ** P <
0,01, *** P < 0,001, **** P < 0,0001), obtida por analise de variancia de uma via (One-way ANOVA) seguida

pelo teste de comparagdes multiplas de Dunnett.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Inicialmente, faz-se necessario entender o que provoca essa redugdo de viabilidade

celular em ambas as linhagens, a interagdo da k-AuNP com proteinas e enzimas intracelulares

¢ a chave esse entendimento. Segundo SUN, H et al.(2018), independente do revestimento

das AuNPs, existe uma afinidade maior dos nucleo de ouro pelo enxofre (S) e pelo selénio

(Se) que promove uma troca de ligante em que ouro passa a se ligar nessas estruturas ricas em

S e Se. Essa liga¢do ocorre inicialmente com o glutationa (GSH), um peptideo responsavel

por proteger as células contra danos oxidativos, pois este estd presente em alta concentracao

no citoplasma e possui grupo tiol (—SH) na sua estrutura. O ouro se liga ao GSH até que se

esgotem suas reservas, causando um desbalanceamento redox nas células, o que faz esses
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nlcleos de ouro desprotegidos se ligarem de forma irreversivel com enzimas muito
importantes para o combate do estresse oxidativo, a glutationa peroxidase (GPx), mediante a
presenca de tiol (—SH), e a tiorredoxina redutase (TrxR), mediante a presenca de grupos
selenol (—SeH), promovendo a inibi¢do destas. Com isso, a produ¢do basal de radicais livres
passa a ser um problema, pois ocorre o acumulo de espécies reativas de oxigénio (ROS) que
atacam a mitocondria que causa o colapso do seu potencial de membrana, levando a
destruicao da integridade mitocondrial. Isso paralisa as enzimas desidrogenases mitocondriais,
0 que ¢ percebido na leitura da absorbancia que ¢ diminuida no ensaio de MTT, pois ha uma
reducdo da formacdo dos cristais de formazan, atestando menores percentuais de viabilidade
celular (SUN et al., 2018; CHEN et al., 2018).

A diferenga no comportamento da viabilidade celular entre as linhagens testadas
ocorre devido a fisiologia e ao metabolismo da célula cancerigena (representada pela
linhagem MG-63), pois estas possuem uma alteragao na homeostase de sinalizagcdo, dado que
os receptores e as vias de crescimento tornam-se hipersensiveis em decorréncia das mutagdes
do cancer de tal maneira que ativam respostas para supercompensagao proliferativa quando
submetidas a doses baixas de um agente causador de estresse em vez de ativar lentos
mecanismos de reparo como ocorre em células normais. Esse fendmeno ¢ conhecido como
hormese e explica o aumento significativo da viabilidade de MG-63 em algumas das
concentragdes mais baixas do tratamento no tempo de 48 h como observado na figura 13

(CALABRESE, 2005; SENA; CHANDEL, 2012).
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Figura 14 - Viabilidade celular da linhagem MG-63 apos tratamento com k-AuNP. Efeito de diferentes
concentra¢des do k-AuNP (0 a 500 ug mL™"') na viabilidade de células MG-63 apds (a) 24 horas e (b) 48 horas de
incubagdo. Os resultados estdo expressos em porcentagem (%) em relagdo ao grupo controle (concentragdo zero).

Os asteriscos indicam diferenca estatistica significativa em comparagéo ao grupo controle (* P < 0,05, ** P <
0,01, *** P < 0,001, **** P <(0,0001), obtida por analise de variancia de uma via (One-way ANOVA) seguida
pelo teste de comparagdes multiplas de Dunnett.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A regressdao ndo linear de 4 parametros foi aplicada para a obten¢do das curvas
dose-resposta de ambas as linhagens, utilizando o software GraphPad Prism (versdo 8), com a
finalidade de determinar o valor da concentracdo inibitéria média (ICsy) no tempo de 48h.
Contudo, as anélises apresentaram valores de coeficiente de determinagdo (R?) muito baixos,
sendo 0,4398 para L929 e, aproximadamente, 0,0017 para MG-63, o que inviabilizou o
calculo confiavel do ICs,. Esse comportamento ocorreu devido a limitagdo do intervalo de
doses testado, em ambas as linhagens, pois as concentracdes que geraram reducdo
significativa da viabilidade celular no tempo avaliado se encontram no limite superior deste
intervalo (valores maiores que 125 ug mL™, Figuras 13b e 14b), impossibilitando a avaliagdo
do comportamento celular em doses maiores. A auséncia de um plato inferior de toxicidade,
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matematicamente, impede o ajuste correto dos pardmetros da curva logistica, tornando a
estimativa do ICs, instdvel e imprecisa (GRAPHPAD SOFTWARE, LLC, 2018). No caso
especifico da linhagem MG-63, a qualidade do ajuste foi extremamente baixa devido a
inadequacdo desse modelo matematico sigmoide convencional para o caso em que ocorre
hormese. Os modelos matematicos cldssicos pressupdem um decréscimo monotonico da
viabilidade, pois estes sdo incapazes de prever ou computar crescimentos temporarios em
baixas concentragdes, impossibilitando a convergéncia dos dados para uma curva logistica
padrao (CEDERGREEN et al., 2005).

O ensaio de MTT permitiu observar a capacidade citotoxica das k-AuNPs apds 48 h
em concentragdes superiores a 250 pg mL"' para a linhagem MG-63. Embora um perfil
citotoxico semelhante tenha se estendido para a linhagem 1929, o ensaio de MTT apresenta
limitagdes intrinsecas bem documentadas. Dentre elas, destacam-se a incapacidade de
determinar a via especifica de morte celular induzida e a impossibilidade de distinguir se as
células estdo sofrendo lise efetiva (efeito citotdxico) ou se apenas tiveram sua taxa de
proliferacdo e metabolismo reduzidos (efeito citostatico) (VAN MEERLOO; KASPERS;
CLOOS, 2011).

6 CONCLUSAO

As sinteses das AuNPs ocorreram com sucesso € suas caracterizagcdes apontaram
maior estabilidade para as k-AuNP em relacdo as BH-AuNPs, pois as primeiras tém
mecanismo de estabilizacdo eletroestérico devido a funcionalizagdo com a k-carragenana o
qual foi elucidado por FTIR e ZP. Os testes cinéticos com dicromato de potassio atestou que
as BH-AuNPs sofrem agregacao e perda de propriedade Optica que evolui com o tempo de
forma nao seletiva enquanto as k-AuNPs ndo reagiram com os ions dicromato, mantendo a
intensidade da banda plasmonica praticamente inalterada. Essa estabilidade combinada a rota
sintética verde proporcionou uma avaliagdo preliminar da capacidade citotoxica desses
nanocompositos em linhagem de células cancerigenas (MG-63) e saudaveis (L929). O
resultado desse teste preliminar revela que as k-AuNPs possuem capacidade citotoxica para
ambas as linhagens. Assim, conclui-se que os objetivos foram em sua maioria atingidos com

éxito.

7 PERSPECTIVAS
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A determinacdo do tamanho dos nucleos de ouro, do grau de dispersividade destes
tamanhos e da geometria destes de forma direta deve ser feito por microscopia eletronica de
transmissao (TEM), pois possibilita a obtencao da distribui¢do de tamanho e da morfologia
das AuNPs respectivamente.O ensaio de MTT possui limitagdes, sendo necessario repeti-lo
pelo menos mais uma vez para verificar a reprodutibilidade do experimento, além de que
outras analises s30 necessarias, como citometria de fluxo para avaliar a resposta das células ao
tratamento de forma mais direta, possibilitando saber se as células morreram por apoptose ou
por necrose, pois esta ultima envolve processos inflamatérios, o que nao ¢ interessante para
fins terapéuticos. Além disso, a inclusdo de concentra¢des maiores de k-AuNP no ensaio de
MTT ¢ de suma importancia para o calculo do ICs, com maior precisao para as duas linhagens
e, no caso da linhagem MG-63, também ¢ necessario o ajuste do modelo de regressao

utilizado que possa prever a hormese.
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