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1. Introducao

A. Biomateriais

Nas Ultimas décadas os biomateriais tém recebido bastante atencdo da
comunidade cientifica no que se refere a sua utilizacdo tanto em salde quanto em
tecnologia. Eles vém apresentando enorme sucesso em diversas aplicagoes, tais como o
tratamento de feridas e doencas e, reparo ou substituicdo de orgdos e tecidos. Alguns
exemplos mais especificos consistem em sua utilizacdo como préteses ortopédicas [1],
placas Osseas [2], cimento dsseo [3], ligamentos e tendfes artificiais [4], implantes
dentérios [5, 6], dispositivos de reparacdo da pele [7, 8], proteses de vasos sanguineos
[9] e tantos outros.

Os biomateriais sdo considerados quaisquer materiais ou substancias, diferentes
de um farmaco, concebidos para serem empregados em um tecido, 6rgdo ou ainda, para
desempenhar alguma fungéo no organismo [10]. De uma forma geral, séo utilizados em
qualquer procedimento ou propdsito médico e/ou biomédico. Para ser um biomaterial, é
necessario apresentar certas caracteristicas fisicas e quimicas, tais como: ser
biocompativel, apresentar estabilidade mecénica, massa e densidade compativeis e
ainda, ndo ser toxico ou carcinogénico [11].

Os biomateriais podem ser naturais ou sintéticos. Os biomateriais naturais
geralmente sdo representados por biopolimeros, tais como colageno, seda, queratina,
polissacarideos e outros. Os sintéticos, por sua vez, podem ser metais, ceramicas,
polimeros sintéticos e materiais compdsitos [5, 12]. Através de sua sintese controlada,
0s biomateriais podem ser projetados para desempenhar funcdes especificas como
substituir 6rgdos ou tecidos [9, 13-15], liberar farmacos, nanoparticulas e ions [16-19]
ou ainda estimular reagGes bioldgicas [20, 21].

Pesquisas com produtos naturais tém crescido consideravelmente nos altimos
anos, com interesses de diversas areas do conhecimento. Extratos de um cacto
conhecido como pera espinhosa, estdo sendo utilizados para fornecer agua potavel a
populacdo de paises vitimas de desastres naturais. A mucilagem deste vegetal reduz a
niveis aceitaveis a quantidade de metais perigosos na agua [22]. Outro produto natural
que tem recebido grande atencdo é a celulose, particularmente a bacteriana, cujas
aplicacdes tem-se mostrado promissoras em reparacdo de pele, liberacdo de farmacos,
dentre outros [23-25]. Neste contexto, cabe destacar o uso do latex de Hevea



brasiliensis, conhecida como seringueira. Os produtos derivados deste latex tém
apresentado importantes propriedades biomédicas e tecnoldgicas que lhe conferiram
uma posicdo de destaque [7,11, 18, 19, 21].

B. Latex

O latex assemelha-se a um leite que é exsudato por algumas plantas lactiferas,
geralmente em resposta a algum ferimento em seu caule. Possui importante funcéo
protetora que proporciona uma rapida cicatrizacdo de feridas no tronco da planta [26,
27]. O latex é uma disperséo estavel contendo microparticulas poliméricas em um meio
aquoso constituido por micelas de borracha, proteinas, lutdides, particulas Frey-
Wyssling [11], sendo o cis e/ou trans poli-isopreno 0 seu componente majoritario
(Figura 1.01).

H,C H
\C_C/
N,
N\ /
H H
isopropeno

HyC H HC H HC H
\C: / \C:C/ \C:C/
—CH, CH,—CH, CH,—CH, \CHQ—
cis-1,4-paliisopreno
H4C, CH,—CH, H  He H
N N N/
/ — \ /C:C\ c—=¢C
—CH, LG CH,—CH, CH,—

trans-1,4-poliisopreno

Figura 1.01- Férmulas Estruturais do isopreno e cis/trans- 1,4 — poli-isopreno [28].

O latex proveniente da seringueira tem sido explorado comercialmente desde a
década de 1840 quando foi descoberta a técnica de vulcanizagdo, que proporcionou a
impulséo da industria pneumatica [29]. Atualmente, os produtos provindos do latex de
seringueira se fazem presentes no cotidiano da populacdo mundial de forma bastante
expressiva, como em pneus, luvas, botas, preservativos, dentre tantos outros.

Além das aplicag¢Oes habituais do latex oriundo da H. brasiliensis, é importante
destacar seu uso em pesquisas relacionadas a substituicdo e regeneracdo de tecidos.

Pesquisas com este tipo de latex tém se mostrado promissoras, pois 0 mesmo apresenta



uma interessante propriedade angiogénica [7, 30, 31]. A angiogénese & um processo
biolégico que favorece a formacdo de novos vasos sanguineos a partir de tecidos
vasculares pré-existentes com a proliferacdo, migracao, regulacdo e diferenciacdo de
células vasculares [27]. Do ponto de vista da aplicacdo médica, as propriedades
angiogénicas permitem materiais bioativos com revestimentos para melhorar a
proliferacdo celular e sdo importantes para o desenvolvimento de curativos para feridas
de dificil cicatrizacdo [32, 33].

Estas propriedades e seus potenciais angiogénicos e de neoformacdo, foram
descobertos por Mrué e colaboradores (1996), quando uma espécie de molde para
aplicacdo em oncologia foi desenvolvida. Neste trabalho, verificou-se que ao substituir
parte do es6fago canino por uma protese de latex, havia regeneracdo completa da parte
lesada do Orgdo, proporcionada pela indugdo da cicatrizacdo da parede esofagica,
estimulacdo do aumento do numero de vasos e pela reepitelizacéo [7, 34].

A partir de tal pesquisa, uma biomembrana de latex foi criada e passou a ser
empregada em outras aplicacdes biomédicas, onde se observou a regeneracéo de tecidos
0sseos [35], o aumento da vascularizacdo no timpano [36], e tratamento de Ulceras
cuténeas de dificil cicatrizagcdo (comuns em pessoas com diabetes) [8]. Além disso,
também foi empregada como molde em neovaginoplastia, timpanoplastia, substitui¢do
do alvéolo dental e outros [37, 38, 6].

Com o sucesso das aplicacdes desta biomembrana foi criado um produto na forma
de bandagem, uma espécie de band-aid natural, batizado e patenteado com 0 nome de
Biocure® [39]. Esse foi um passo importante que culminou na criacdo da empresa Pele
Nova, a qual explora e utiliza as propriedades e produtos originados do latex.
Atualmente, o Biocure® teve sua fabricacdo descontinuada e deu lugar a um creme
sintetizado a partir do soro do latex, o Regederm®. Esse creme possui atividade
angiogénica aceleradora do processo cicatricial, sendo indicado para o tratamento e
cicatrizagdo de Ulceras cutaneas de diversas etiologias [39].

Além destas aplicagdes, outras potencialidades dessas biomembranas tém sido
exploradas. Em particular, pesquisas recentes mostraram que a borracha de latex
natural, derivada da seringueira, pode ser usada com sucesso em técnicas de liberacéo
controlada de proteinas [21], farmacos [18] e nanoparticulas [17]. Neste caso, a
biomembrana atua como uma matriz hospedeira, na qual, substancias podem ser

adicionadas ao latex ainda in natura, e entdo liberadas de forma controlada. A



temperatura a que sdo tratadas as membranas € o fator essencial para promover a
liberacdo das substancias por mais ou menos tempo [17-19, 21]. Este sistema € bastante
simples, envolvendo apenas o latex e a substancia que se deseja liberar, permitindo que
seja um processo economicamente viavel e de facil reprodutibilidade.

Contudo, apesar dos significativos resultados apresentados pelas biomembranas
de seringueira, especialmente em aplicagdes biomédicas, existem relatos sobre alergia a
produtos derivados deste latex [40-43]. Geralmente, a alergia ao latex de seringueira
pode manifestar-se como eczema, urticaria, simples rinite ou conjuntivite, angioedema,
asma e até choque anafildtico [40, 43-45]. A alergia ocorre quando h& uma
sensibilizacdo, pelo contato inicial com o latex, por conta de antigenos presentes neste
[44, 45]. Atualmente, sabe-se que as causadoras da alergia sdo algumas proteinas
encontradas no latex [46].

Diante das potencialidades dos produtos oriundos do latex de seringueira e das
limitacbes impostas pelos problemas alergénicos, a busca por materiais naturais que
possuem propriedades similares as do latex de seringueira torna-se um desafio de
interesse cientifico. A procura por estes materiais levou a busca por latex de outras
plantas que apresentem uma menor carga de proteinas e que entdo poderiam apresentar
um menor potencial alergénico [46, 47].

Embora o latex seja produzido por aproximadamente 35.000 espécies vegetais,
menos de 1% dessas espécies foram devidamente investigadas visando explorar seu
potencial farmacoldgico [48]. Dentro de tantas possibilidades, um bom indicativo dos
potenciais dos compostos naturais para a descoberta de novas substancias terapéuticas é
se guiar pelo seu frequente uso na medicina popular [26, 27]. A qual torna-se uma
grande aliada do meio cientifico, indicando o0s potenciais candidatos a serem
investigados. Ela traz a tona o conhecimento que ha anos, ou mesmo geracdes, vem
sendo empregado popularmente para a cura de algumas enfermidades. Nesse sentido,
frequentemente se encontram relatos populares sobre o uso de gotas de latex de
mangabeira, diluidas em &gua para o tratamento de gastrites, diabetes e traumas com
respostas inflamatorias [49-52].

Entretanto, o uso tradicional e popular de plantas e seus extratos, ndo e suficiente
para valida-las como medicamentos eficazes e seguros, sendo necessarios estudos
sistematicos para compreender a verdadeira agdo destas substancias no organismo, bem

como seus potenciais riscos a saude da populacdo. Particularmente no caso do latex de



mangabeira, algumas de suas propriedades tecnoldgicas ja foram investigadas
previamente [46], inclusive foi relatada uma menor carga de proteinas em relagdo a
existente no latex da seringueira. Tal fato desperta interesse, por latex de menor efeito
alergénico e ainda mais que seu aspecto de uso biomédico para regeneracao de tecidos

ainda ndo foi devidamente explorado.

C. Mangabeira

A mangabeira € uma planta lactescente pertencente a familia Apocinacea, com
predominancia no Cerrado e na regido Nordeste do Brasil [53]. E conhecida
regionalmente por seu saboroso fruto, a mangaba, que também é consumido na forma
de sorvetes tipicos em algumas regides.

Em algumas regiGes brasileiras, outras partes da planta, como caule e folhas, sdo
utilizadas também na medicina popular [27, 52, 54]. Recentemente mostrou-se que a
partir da casca podem ser extraidas diversas substancias como flavonoides, taninos e
antocianinas, utilizadas, por exemplo, no tratamento e cura de gastrite causada por
Helicobacter pylori [50]. Além disso, pesquisadores mostraram que o latex desta
espécie também apresenta atividade anti-inflamatéria [52]. Constatou-se ainda, que
administracdo oral do latex em baixas concentracGes ndo possui efeitos toxicos, 0 que
permitiu validar a utilizacdo popular do latex quando administrado com agua ou leite.

Os extratos etanolicos produzidos a partir das folhas de mangabeira promoveram
efeitos vasorrelaxantes na aorta e artérias mesentéricas de ratos através da producdo
endotelial de 6xido nitrico [54]. Como vasodilatadores sdo clinicamente utilizados no
tratamento de hipertensdo pontuou-se a mangabeira como potencial agente anti-
hipertensivo. Os resultados destes pesquisadores mostraram que 0s extratos de
mangabeira utilizados, reduziam a pressao sanguinea sistolica de ratos, dando suporte
ao uso desta planta como anti-hipertensivo na medicina popular, e comparando-0s com
medicamentos como o Captopril, chegando a conclusdo de que seriam 10 vezes mais
eficientes na atividade hipotensiva [55, 56].

E importante ressaltar ainda que ha também estudos sobre extratos de mangabeira
mostrando certa atividade antimicrobiana [57], o que impulsiona a criacdo e validagédo
de métodos para testar este tipo de atividade com o latex de mangabeira, aumentando a
possibilidade de sua aplicagdo como novo biomaterial.



D. Ensaios biologicos para avaliacdo da potencialidade de novos

biomateriais

Qualquer novo material com potencialidade farmacologica deve primeiramente
passar por determinados testes bioldgicos antes da sua aplicacdo em humanos [58]. A
determinacdo da citotoxicidade e genotoxicidade sdo partes iniciais dos processos de
avaliacdo estipulados por normas de padronizacdo regidas pela International
Organization for Standardization (ISO) [58, 59]. Entretanto, ndo somente a auséncia de
efeitos tdxicos descreve algum material como biocompativel, mas também a presenca
da influéncia positiva em termos de sua biofuncionalidade [27], como no caso da
angiogénese, para o latex de seringueira.

A propriedade de uma substancia de ser toxica as células é chamada de
citotoxicidade [60]. Os ensaios para a avaliacdo deste parametro sdo interessantes por
serem rapidos, envolverem baixo custo e permitirem a avaliacdo de diversos alvos
celulares. Estes estudos fornecem informacgdes sobre diferentes funcdes celulares,
possibilitando a ampliacdo do conhecimento sobre os efeitos citotdxicos causados por
agentes quimicos e a estimativa destes efeitos em humanos. J& a genotoxicidade pode
ser definida como qualquer substancia que tenha efeito nocivo sobre 0 DNA, ou seja,
sdo substancias mutagénicas e/ou cancerigenas [61]. Dentre os agentes genotdxicos,

incluem-se 0s compostos quimicos e certos tipos de radiacéo.

E. AplicacOes tecnoldgicas para o latex de mangabeira

Os ions da familia dos lantanideos sdo bem conhecidos e utilizados, por
apresentarem propriedades como forte emisséo, longo tempo de vida de fluorescéncia e
alta eficiéncia luminescente [62]. Pesquisas recentes mostram que a insercdo de
determinados ions terra-raras em polimeros podem permitir seu uso em diversas
aplicacdes como, por exemplo, dispositivos eletro-Opticos [62, 63], sensores bioldgicos
[64-66] e nanofibras luminescentes [63].

Além dos estudos com compostos inorganicos, como complexos contendo
eurdpio, térbio e itrio, recentemente, pesquisadores inseriram moléculas organicas de

porfirinas na estrutura de polimeros e obtiveram nanofibras luminescentes [63], com
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potencial para detec¢do de vestigios de vapor de TNT. Além de produzir as nanofibras
com as peculiares propriedades luminescentes, a inser¢do das porfirinas aumentou a
estabilidade do material produzido.

Nesse sentido, além da motivacao para estudar o uso das biomembranas de latex
de mangabeira em biomedicina, vé-se a oportunidade em avaliar seu uso em aplicacoes
tecnoldgicas. Relatos de que polimeros suportam tanto compostos luminescentes
inorganicos quanto organicos despertaram 0 interesse em incorpora-los as
biomembranas de latex de mangabeira, no intuito de produzir sistemas luminescentes
flexiveis que possam ser empregados em diferentes aplicacGes. Cabe salientar que, pelo
nosso conhecimento, as biomembranas de latex ainda ndo foram investigadas com esse

propasito.



2. Objetivos

2.1. Objetivos gerais

Aplicacdes do latex como biomaterial continuam despertando o interesse de
pesquisadores de diversas areas. Neste sentido, este projeto apresenta como objetivo
geral avaliar as potencialidades de biomembranas naturais a base latex de mangabeira

visando potenciais aplicaces nas areas médica e tecnoldgica.

2.2. Objetivos especificos

Especificamente, os objetivos do presente trabalho estdo listados abaixo:

1. Avaliar a obtencdo de biomembranas a base de latex de mangabeira, a partir do
controle do volume de latex empregado;

2. Realizar sua caracterizagdo fisico-quimica, com o intuito de estabelecer
comparagdes entre as biomembranas de latex de mangabeira e seringueira;

3. Realizar ensaios bioldgicos visando sua aplicacdo na area médica;

4. Avaliar o uso das biomembranas como matrizes hospedeiras para materiais

luminescentes propondo-se aplicagdes tecnoldgicas.



3. Materiais

Nesta secdo serd apresentado o latex de mangabeira, 0s procedimentos de
preparacdo das biomembranas, a incorporacdo de materiais luminescentes, bem como

as técnicas experimentais empregadas para as devidas caracterizacdes.
3.1. Léatex de mangabeira

O latex utilizado neste trabalho foi coletado na estacdo experimental da
Universidade Estadual de Goias (UEG), no municipio de Ipameri - GO, onde as arvores
de mangabeira foram plantadas em novembro de 2003. Este latex foi gentilmente
fornecido pelos professores Dra. Luciane M. de Almeida e Dr. Nei Peixoto, atraves de

acordos de colaboracéo.

3.1.1. Coleta do latex

Pouco se sabe sobre os métodos de coleta e a produtividade de latex em
mangabeiras. Nesse sentido, o grupo da professora Dra Luciane M. de Almeida tém
desenvolvido um estudo sistematico sobre a melhor forma para extracdo do latex, bem
como as influéncias climéticas sobre sua producdo durante o ano [27]. Foi observado
que a metodologia de sangria tal como é aplicada em seringueiras ndo produz 0 mesmo
efeito nas mangabeiras. Nas seringueiras, este processo € realizado com facas
especificas e em formatos apropriados no tronco do vegetal. Entretanto, nas arvores de
mangabeira a forma mais apropriada para a sangria é obtida através do uso de um corte
realizado por um facdo na regido do caule. Isto esta associado ao fato de que a casca da
mangabeira é espessa no tronco e o numero de vasos lactiferos é superior na regido
interna, evidenciando que sangrias utilizando cortes superficiais ndo sdo eficientes, pois
ndo atingem os vasos lactiferos, diferentemente de quando sdo realizados cortes em
seringueira [27]. Tais resultados sdo importantes como base para futuras analises
visando o melhoramento genetico e aumento da producao de latex da espécie.

O latex da mangabeira, quando extraido, é um liquido branco e de aspecto leitoso
como o latex da seringueira. Entretanto, em contato com o ar pode se tornar rosado. A
polimerizacdo do latex ocorre de forma muito acelerada e existem duas hipdteses que

explicam este processo: a primeira, leva em consideracdo a acdo de micro-organismos
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reagindo com a por¢do ndo-borracha do latex, o que ocasionaria a redugdo de sua
estabilizacdo e, a outra, confere esse fenbmeno a liberacdo de anions de acidos graxos
através da hidrdlise de varias substancias lipidicas presentes no latex [67]. Para retardar
e/ou evitar o processo de polimerizacao € adicionado um estabilizante, como a amonia
ou mesmo a propria agua. A quantidade de amonia e dgua empregadas foi de 0,1 % e
50%, respectivamente. E interessante destacar que a adicdo da amonia ao latex torna-o
instantaneamente cor de rosa. Na presenca de estabilizantes e a baixas temperaturas, é
possivel armazenar o latex por um periodo de alguns meses sem que a polimerizacéo

seja verificada.

3.1.2. Preparacdo das biomembranas de latex de mangabeira
Com o intuito de reduzir as impurezas, em decorréncia da coleta no campo, 0
latex foi centrifugado a 1.500 rpm durante 5 minutos a 10°C. Em seguida, o latex foi
acondicionado em tubos estéreis (Falcon) e depositado em um refrigerador comum.
Para a preparacdo das biomembranas, o latex é depositado em placas de petri e
entdo levado a estufa (40°C) até sua completa polimerizacdo. A polimerizacédo do latex
estard concluida e a biomembrana pronta quando estiver completamente seca, 0 que

pode durar alguns dias, dependendo do volume de latex utilizado.

3.1.3. Esterilizacdo das biomembranas

Para os testes bioldgicos é necesséaria a esterilizacdo das biomembranas. Foi
entdo, empregada a esterilizacdo por radiacdo ionizante, que é uma técnica altamente
eficiente, econdmica e segura, que tem tido um rapido crescimento na industria médica
nos Ultimos anos [68]. A radiacdo ionizante destr6i 0s microorganismos presentes em
produtos médicos e/ou previne sua reproducdo. Ela quebra suas cadeias moleculares e
induzindo reacdes dos fragmentos com o oxigénio atmosférico ou compostos
oxigenados [68].

A esterilizagdo das membranas que foram utilizadas nas andlises in vitro foi
realizada no IPEN (Instituto de Pesquisas Energeticas e Nucleares) em Sao Paulo, SP.
Ela foi realizada através de um acelerador de elétrons com fonte de cobalto,
GAMMACELL 220, através de acordo de colaboracao, via Prof. Carlos F. O. Graeff, da
UNESP, Bauru, SP. Este irradiador proporciona elevada homogeneidade de dose de

radiacdo que € monitorada pelo Servico Internacional de Garantia de Dose (IDAS) da
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Agéncia Internacional de Energia Atomica (IAEA). A dose utilizada para a esterilizagéo
das membranas foi de 25 kGy, baseadas na norma ISO 11137 e a radiagdo utilizada foi
radiacdo gama [68, 69].

3.2. Biomembranas de latex de mangabeira como matrizes para

materiais luminescentes

Visando explorar o potencial do latex para aplicacdes tecnoldgicas, foi avaliado o
uso das biomembranas como matriz hospedeira de compostos luminescentes. Foram
incorporados ao latex in natura, tanto compostos dopados com eurdpio, como algumas
moléculas orgéanicas de porfirinas. Ambos os sistemas apresentam caracteristicas
luminescentes com emissdo na regido visivel do espectro eletromagnético. Neste
estudo, as biomembranas formadas foram analisadas pelas técnicas espectroscépicas de

absorcéo no ultravioleta e visivel e emisséo fluorescente.

3.2.1. O complexo inorganico luminescente Eu(TTA);

O elemento eurdpio (Eu) com numero atdbmico 63, pertence a familia dos
Lantanideos, também conhecidos como terras-raras (quando incluem o escandio e o
itrio). As inUmeras aplicacBes das terras-raras sdo devidas as suas propriedades
impares, principalmente as espectroscopicas e magnéticas [70-72].

As propriedades quimicas e fisicas dos elementos lantanideos sdo muito
semelhantes, isto € uma consequéncia da sua configuracdo eletrénica. Com exce¢do dos
elementos escandio (Sc), itrio (), lantanio (La), itérbio (Yb) e lutécio (Lu), todos os
outros possuem a camada 4f incompleta o que lhes confere uma configuracdo eletronica
[Xe] 4f"f™ 5dt 6s2 (0< n < 14) [73]. As camadas pertencentes aos ions lantanideos que
participam das ligacGes quimicas com outros elementos sdo as camadas 6s e 5d,
mantendo a camada 4f (mesmo sendo incompleta) blindada.

Em sua maioria os lantanideos, quando estdo na forma de ions, se encontram no
estado trivalente de oxidacdo (+3), por ser o estado mais comum e ainda 0 mais estavel
termodinamicamente [73]. Os ions lantanideos, por apresentarem grandes nimeros de

niveis de energia, proporcionam emissdes desde o infravermelho até o ultravioleta.
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Os compostos de ions terras-raras tém despertando grande interesse em diversas
areas, entre as quais destacamos sua utilizacdo como dispositivos eletroluminescentes.
Eles vém sendo empregados e mostrado bons resultados como alta eficiéncia em
dispositivo eletroluminescente [74], agente de contraste para ressonancia magnética
nuclear [65], sonda luminescente para biomoléculas [66] marcadores bioldgicos [75] e
em nanofibras luminescentes [62].

O eurdpio, assim como o térbio sdo os elementos das terras-raras mais analisados
por apresentarem maior intensidade luminescente [76]. Ambos quando formam
complexos com ligantes orgénicos, como o tenoiltrifluoroacetonato (TTA), que é uma
molécula alifatica no qual dois grupos cetona encontram-se localizados nas posicdes 1,3
separadas por um carbono [77], tém sua emissdo intensificada [78]. De maneira geral,
estes complexos exibem bandas de emisséo estreitas e longos tempos de vida do estado
excitado, devido a eficiéncia da transferéncia de energia intramolecular destes ligantes
coordenados aos ions metalicos centrais [77, 79, 80]. Por esta razdo, optou-se por
utilizar o ligante TTA com Eu®" e incorpora-los as matrizes de latex. O elemento Eu é
um metal ductil e quase tdo rigido quanto o ferro, de configuragéo eletronica [Xe] 4f’
65, que apresenta alta luminescéncia na regido do vermelho [73].

O ligante de carater organico quando interage com o fon lantanideo Eu®*, sob as
condicBes para a sintese classica descrita por Charles e colaboradores [78], forma o
complexo inorganico dihidratado Eu(TTA)3.2H,0 (sera utilizada apenas a abreviatura
Eu(TTA)s, como forma de simplificar o texto). Este complexo foi gentilmente fornecido
pelo professor Dr. Lauro Maia, do Grupo Fisica de Materiais, do Instituto de Fisica (IF)
da Universidade Federal de Goias (UFG), através de acordos de colaboracdo. Estudos
relacionados a fluorescéncia da matriz de latex complexada com Eu(TTA); realizados
estdo apresentados nas secédo 5.2.2.

3.2.1.2. Preparacgéo das biomembranas como matrizes para Eu(TTA);

A preparagédo das biomembranas de latex com a presenga do terra-rara e o ligante
deu-se da seguinte forma:

I. Aferiu-se 10 mg do material a ser utilizado: Eu(TTA)3

I. A solubilidade do complexo inorganico Eu(TTA); foi avaliada em diferentes

solventes, sendo melhor solubilizado em alcool isopropilico (iPrOH). Os testes de
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solubilidade foram realizados com o intuito de incorporar totalmente o complexo ao
latex.

I11. Foi solubilizado 10 mg do p6 de Eu(TTA);em 10 pL de iPrOH. Desta forma,
0 composto foi dissolvido em iPrOH de maneira que o volume de alcool estivesse em
1% em relagdo ao volume total de latex , em que seria posteriormente adicionado. Desta
forma, a concentracdo do composto Eu(TTA); adicionado ao latex in natura foi de 10
mg/mL. A justificativa para a escolha da pequena quantidade de solvente estd centrada
no fato de que o contato de solventes polares com o latex induz sua polimerizacéo
instantanea.

As amostras foram entdo levadas a estufa a 40°C por periodo aproximado de 6
horas, até que a biomembrana estivesse completamente seca e polimerizada. Desta

forma, foram obtidas membranas com espessuras de aproximadamente 0,3 mm.

3.2.2. Moléculas organicas luminescentes

As porfirinas sdo moléculas orgénicas que apresentam uma extensa conjugacao n
em sua estrutura e sdo constituidas por quatro anéis pirrélicos ligados por pontes metil.
Estdo presentes em importantes sistemas vivos e atuam em processos como a
fotossintese e a hematose. S&o conhecidas por possuirem alta absorcdo na regido
visivel do espectro eletromagnético, bem como eficiente emissdo fluorescente.
Atualmente, vém sendo estudadas no intento de aplicagdes tecnoldgicas em diversas
areas tais como, catalise [81], limitacdo dptica [82], chaveamento Optico [83], em
Terapia Fotodindmica [83], sensores de TNT [63] e outros.

Para a realizacdo desta etapa do trabalho foram utilizadas as porfirinas anionica
meso-tetrasulfonatofenil (TPPS) e catidnica meso-tetrametilpiriumil (TMPP), cujas
estruturas quimicas sao mostradas na figura 3.01. As porfirinas utilizadas nesta etapa do
trabalho foram adquiridas da empresa Porphyrin Products Inc. e usadas sem

purificagdes posteriores.
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(a) (b)

Figura 3.01 - Estrutura quimica da porfirina TPPS (a) e estrutura quimica da porfirina TMPP (b).

3.2.2.1. Preparagéo das biomembranas como matrizes para porfirinas

Os procedimentos de preparo das amostras ocorreram da seguinte forma:

I. Inicialmente, as amostras de porfirinas (TMPP e TPPS) foram diluidas em
agua Milli-Q, sendo obtida uma solucdo estoque em alta concentracgéo.

Il. Uma pequena aliquota foi adicionada ao latex de forma que a concentracédo de
porfirina fosse ajustada a 50 uM. Este ajuste foi obtido a partir dos espectros de
absorcédo das amostras pela lei de Beer-Lambert, conforme sera mostrado na se¢éo 4.

I11. Um determinado volume do latex contendo as porfirinas foi entdo depositado
em placa de petri e levado a estufa a 40°C até sua completa polimerizacdo, que ocorreu
em cerca de 8 horas.

O estudo espectroscopico e os resultados de FTIR e de microscopia deste

sistema estéo apresentados na se¢do 5.2.3.
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4. Técnicas Empregadas

Para a devida caracterizagdo das biomembranas foi empregado um conjunto de

técnicas experimentais e estas serdo apresentadas brevemente a seguir.

4.1. Técnicas espectroscopicas

Muito do atual conhecimento acerca da estrutura da matéria é baseado em
investigacbes fornecidas por técnicas espectroscopicas. Elas empregam radiacao
eletromagnética de diferentes comprimentos de onda para obter informacgdes valiosas
sobre atomos, moléculas, grupos funcionais bem como sobre suas interacbes com a
vizinhanca. Permitem obter informagfes sobre estrutura molecular, processos de
absorcdo e emissdo luminescentes, ligacGes quimicas, constantes de ligacéo,
transferéncia de energia e outros [85, 86].

Uma forma usual de andlise espectroscopica é a obtencdo de espectros que
representam uma grandeza (transmitancia ou absorbancia) em funcdo do comprimento
de onda da radiacdo. Tal espectro se deve as transi¢cdes entre estados de energia e pode
fornecer informacGes quando uma molécula absorve, emite ou espalha a radiacdo
eletromagnética [87], tal qual foi relatado na se¢do 3.2.1 para o caso de matrizes
hospedeiras e ions com propriedades luminescentes.

Para melhor explicar os processos envolvidos nesse trabalho, sera feito o uso de
um diagrama de niveis de energia, conforme apresentado na figura 4.01. Nesta figura as
linhas horizontais representam os estados de energia permitidos da molécula, singletos
(So e Sy) e tripletos (Ty). As linhas verticais representam as transi¢cdes envolvidas e as
setas onduladas os processos de relaxacdo de converséo interna, externa e cruzamento

entre sistema.
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Figura 4.01 - Diagrama de Jablonski, mostrando os processos fisicos que podem ocorrer apds
absorcdo de energia por uma molécula. [88].

No equilibrio termodindmico, a molécula se encontra no estado fundamental S,.
Ao absorver um féton de energia apropriada, ela sofre uma transi¢do eletrdnica para um
estado singleto excitado (S; ou S;). Considerando que ocorra uma transicdo para o
estado singleto excitado S, (Sp — S,), teremos, apos a absor¢do, uma série de processos
de relaxacdo vibracional que ocorrem até a estabilizacdo no nivel vibracional de menor
energia deste estado. Neste processo, ocorrera a relaxagdo entre niveis de energia do
estado S, para o estado S;. O processo ndo radiativo entre bandas é denominado
conversdo interna. Uma vez no estado S;, ocorrera novamente relaxagdo vibracional
dentro desta banda até que ela se estabilize no nivel de menor energia. A partir disto, a
molécula ou o complexo, possui trés caminhos a seguir:

1 — Transigdo eletronica do estado singleto excitado S; para o estado singleto
fundamental (S; — So) através do fendmeno da fluorescéncia, emitindo fétons;

2 — Transicdo eletrénica (S; — So) através do processo de conversdo interna,
sem emisséo de fotons;

3 — Transicdo eletronica entre o estado singleto excitado S; e o estado tripleto
excitado T; (S; — Ty), sendo o processo S; — T, chamado de cruzamento intersistemas.
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A molécula volta para Sy através do processo de conversao interna ou pelo processo de
fosforescéncia, emitindo fotons, sendo este processo mais lento que os demais, por
apresentarem spins eletrénicos antiparalelos, devido a inversdo de spins que ocorre na
transicdo S; — Ty,

As transicOes eletronicas representadas pela absorgdo (Sp—S; ou Sp—S;) sdo
avaliadas pela técnica espectroscopica de absor¢do UV/Vis, a emissdo radiativa
(S1—So) pela espectroscopia de fluorescéncia. As transi¢des intrabanda, sdo processos
vibracionais e rotacionais e sdo investigadas pela espectroscopia de infravermelho.
Devido estas diferentes transicdes em diferentes regides espectrais sdo necessarios
diferentes dispositivos para detectar cada fendmeno. Desta forma, cada espectroscopia
necessita de um equipamento especifico. Neste trabalho serdo apresentados estudos
espectroscopicos de membranas de latex de mangabeira (com e sem Eu) nas regies do
infravermelho, visivel e ultravioleta, bem como resultados de espectroscopia de

luminescéncia.

4.1.1. Espectroscopia no Infravermelho

A espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) mostra
transi¢des vibracionais entre os niveis de energia das moléculas [85]. A condigdo para
que a radiacdo infravermelha seja detectada por esta técnica é que haja variacdo do
momento de dipolo elétrico da molécula como consequéncia de seu movimento
vibracional ou rotacional. Somente nessas circunstancias, o campo elétrico alternante da
radiac&o incidente interage com a molécula, originando os espectros [89].

A regido espectral do infravermelho compreende radiagdo com nimeros de onda
no intervalo de aproximadamente 12.800 a 10 cm™ ou comprimentos de onda de 0,78 a
1.000 um [89]. Por conveniéncia, divide-se o espectro infravermelho em infravermelho
préximo, médio e distante. A espectroscopia de infravermelho € aplicada para analises

quantitativas e qualitativas. A tabela Il mostra limites aproximados de cada um.
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Tabela | — Regides do Espectro Infravermelho

Regido Intervalo de compr. de | Regido de nimero de Regido de frequéncia
onda (1), pm onda (v), cm-? (v), Hz

Proximo 0,78a2,5 12.800 a 4.000 3,8x10"a1,22x10"

Médio 2,5a50 4.000 a 200 1,2x 10" a6,0 x 10™

Distante 50 a 1.000 200 a 10 6,0 x 10°a 3,0 x 10™

Fonte: [89] (adaptada)

A espectroscopia na regido do infravermelho é uma das técnicas mais empregadas
para a identificacdo de materiais poliméricos [89]. Este recurso analitico baseia-se no
fato de que os diferentes grupos funcionais que compdem as moléculas absorvem a
radiacdo na regido do infravermelho do espectro eletromagnético em comprimentos de
onda caracteristicos.

Neste trabalho foi utilizado o espectrofotdbmetro da marca Bruker, modelo Vertex
70, na UNESP — Bauru e da PerkinElmer, modelo Spectrum 400 TF-IR/FT-FIR, com
acessorio HATR da mesma marca, na Central Analitica do Instituto de Quimica da UFG.

As medidas foram feitas no modo ATR (Reflectancia Total Atenuada).

4.1.2. Espectroscopia no Ultravioleta e Visivel

Absorcdo molecular na regido do Ultravioleta e Visivel (UV/Vis) é dependente
da estrutura eletrénica da molécula. Medidas de absorcdo tendo como base radiacéo
UV/Vis apresentam inimeras aplicacdes em se tratando da identificacdo e determinacéo
de vérias especies organicas e inorganicas [89]. A espectroscopia no UV/Vis envolve a
absorcéo da radiacdo eletromagnética por atomos e moléculas na faixa de comprimento
de onda de 190 a 800 nm, causando a transi¢do eletronica do estado fundamental para
estados excitados [90]. As transi¢cGes eletrbnicas entre os orbitais moleculares
dependerdo de cada sistema e, principalmente, da energia necessaria para levar o
elétron do estado fundamental para o estado mais excitado, correspondendo a energia
absorvida de um foton de radiagcdo UV/Vis incidente [89-91].

Quanto maior for o nimero de moléculas e quanto maior a eficiéncia de uma

molécula em absorver luz em um determinado comprimento de onda, maior serd a
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intensidade desta absorcdo [90]. Nesse sentido, a espectroscopia de absorcdo UV/Vis
estd baseada na medida da transmitancia (T) ou absorbancia (A) de solugcbes contidas
em células transparentes, com um determinando caminho Optico ou espessura da
amostra (l). A concentracdo (c) de um composto absorvente estd relacionada
linearmente a sua absorbéncia [89] conforme representado pela expressdo matemaética

da lei de Beer-Lambert:

A=-InT=-log I/l = ecl Q)

Onde | é a intensidade da radiacdo transmitida e Iy a intensidade da radiagédo
incidente (a transmitancia T € dada pela razdo entre |1 e I,) e €€ o coeficiente de
absorcdo molar. Para realizar as medidas de absorbancia foi utilizado o
espectrofotdbmetro Lambda 1050 da Perkin-Elmer, no laboratério do Grupo Fisica de
Materiais do IF — UFG.

4.1.2.1. Espectroscopia por reflectancia difusa

O espectro de reflectancia (R) é similar e complementar ao espectro de absorcao
[92]. O espectro R pode ser muito vantajoso a medida que manifesta as singularidades
causadas pelo processo de absorcdo, mas com a possibilidade de se utilizar amostras

solidas. Pode-se relacionar R e A, a partir da relacéo:
R=1/p 2

A reflectancia pode ser registrada em dois modos: reflectancia direta, cujas
medidas sao feitas com amostras bem polidas e incidéncia normal e, reflectancia difusa,
onde uma esfera de integracdo (totalmente refletora) ¢ usada. Esta esfera tem um
orificio atraveés do qual a luz passa e € transmitida para a amostra. A luz refletida atinge
0 detector depois de sofrer multiplas reflexdes no interior da esfera. Esta esfera é
utilizada como acessorio em espectrofotdbmetros convencionais e neste trabalho, as
medidas de reflectancia foram realizadas no espectrofotometro Lambda 1050 da
PerkinElmer, com esfera integradora para reflexdo no laboratorio do Grupo Fisica de
Materiais do IF — UFG.
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4.1.3. Espectroscopia de fotoluminescéncia

A fotoluminescéncia abrange os fendmenos de fluorescéncia, sendo esta, a
emissdo de radiacdo eletromagnética de um material, apos este ter sido submetido a
uma excitacdo luminosa [91]. A frequéncia do foton emitido pela amostra esta
intimamente relacionada com o material que a compde, pois é resultante de uma
transicéo eletronica.

Um dos aspectos mais atraentes dos métodos luminescentes é sua grande
sensibilidade, com limites de deteccdo de ordem de grandeza menores que as
encontradas em espectros de absor¢do. As medidas de fotoluminescéncia se baseiam na
andlise da luz que € emitida pela amostra quando este é submetido a uma excitagéo.
Esta excitacdo, (proveniente de uma radiacdo) faz com que os elétrons da amostra,
absorvendo energia, sejam levados a um nivel de energia mais alto. Os elétrons
excitados tendem a voltar para o estado fundamental, emitindo a energia que
absorveram em forma de calor e luz. Analisada, através de um espectrofotdmetro, a luz
emitida pela amostra, fornece informacgdes sobre os estados existentes no gap do
material.

As medidas de fluorescéncia foram realizadas no espectrofluorimetro da marca
Fluorolog FL3-221 — Horiba Jobin-Yvon no Grupo Fisica de Materiais do IF-UFG.

4.2. Analise Térmica e Estrutural

4.2.1. Anéalise Elementar

A fim de determinar os principais constituintes de uma determinada amostra,
realiza-se a analise elementar, também conhecida como microanalise [93]. Através da
pirdlise de um determinado composto que contenha carbono, nitrogénio e hidrogénio,
principalmente, e da analise dos gases resultantes de sua decomposicédo, podemos saber
a composicdo percentual em massa destes elementos.

Realizamos a analise elementar na Central Analitica do Instituto de Quimica da
UFG. Os experimentos foram realizados no aparelho Analyser Organic Elementar,
Flash 2000 da Thermo Scientific.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Pir%C3%B3lise
http://pt.wikipedia.org/wiki/Carbono
http://pt.wikipedia.org/wiki/Nitrog%C3%AAnio
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4.2.2. Andlise Termogravimétrica

A anélise termogravimétrica consiste na medida da massa da amostra em funcéo
da temperatura. E utilizada para medir variagbes de massa de uma amostra durante o
aquecimento ou resfriamento ou quando mantida constante uma determinada
temperatura. Os principais itens medidos nessa técnica incluem: evaporagao,
sublimacdo, decomposi¢do, oxidacdo, reducdo, adsor¢édo e dessorcdo de gases [89]. A
utilizacdo da TG é muito importante na avaliacdo da estabilidade térmica de um
material com o intuito de definir a aplicacdo deste. Para verificar o comportamento
térmico das membranas de latex foram feitos estudos termogravimétricos com objetivo
de analisar as perdas de massa, 0 processo termodegradativo delas e a estabilidade da
amostra.

Para obter o resultado de TG, as medidas foram realizadas utilizando um cadinho
de alumina, na faixa de temperatura 20 a 600°C, sob atmosfera controlada de N2, no
aparelho DTG 60/60H da Shimadzu na Central Analitica do Instituto de Quimica da
UFG.

4.3. Técnica de Microscopia

4.3.1. Microscopia eletrénica de varredura

Para avaliar a biomembrana de latex de mangabeira bem como a incorporacao
dos compostos luminescentes foi empregada a técnica de Microscopia Eletrnica de
Varredura (MEV). Esta técnica permite avaliar a porosidade e rugosidade das
biomembranas e também como ocorreu a incorporacdo dos compostos as matrizes de
latex.

O principio da microscopia eletronica de varredura consiste na emissdo de um
feixe de elétrons por um filamento de tungsténio, que, concentrado, controlado e
reduzido por um sistema de lentes eletromagnéticas, diafragmas e bobinas incide sobre
a amostra provocando uma série de emissdes de sinais relacionados com interacdo do
feixe incidente de elétrons e a amostra [94].

A tensdo de operagéo pode variar de 1 kV até 40 kV e, quanto maior a tenséo de
aceleracdo, mais fino se torna o feixe de elétrons, o que resulta em uma maior resolucao

[94]. Esta técnica permite a obtengdo de uma imagem ampliada e tridimensional da
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amostra a partir da interagdo de um feixe de elétrons com o material, desde que este ndo
seja transparente aos elétrons.

A preparacdo da amostra é feita sobre suportes metélicos. O revestimento da
amostra por um filme condutor tem como objetivo evitar o acimulo de carga negativa,
no caso de a mesma ser formada por um filme ndo condutor, como no caso de
polimeros. A camada de metal deve ser continua e fina (menor que 20 nm) para ndo
mascarar a topografia. No caso das biomembranas foi utilizado ouro como condutor.

O MEV foi realizado no Laboratério Multiusuario de Microscopia De Alta
Resolucdo — Labmic no Instituto de Fisica da UFG, no Microscopio Eletronico de
Varredura (MEV), Jeol, JSM — 6610, equipado com EDS, Thermo Scientific NSS
Spectral Imaging, utilizando o sistema para deposicdo de filmes de ouro, Denton

Vacuum, Desk V.

4.4. Testes Biologicos

Esta etapa foi realizada em colaboragdo com a entdo doutoranda Juliana Ferreira
Floriano, aluna do professor Dr. Carlos F. O. Graeff e colaboragdo da professora Ligia
S. L. S. Mota, na UNESP, campus Botucatu, SP.

4.4.1. Anélise da Citotoxicidade

O ensaio de citotoxicidade in vitro é um dos primeiros testes para avaliar a
biocompatibilidade de qualquer material para uso biomédico. Somente depois de
comprovada a sua ndo-toxicidade é que o estudo do produto pode ter continuidade,
realizando-se 0s ensaios necessarios em animais de laboratorio [58]. Os métodos in
vitro apresentam vantagens em relagdo aos in vivo, tais como poder limitar o namero de
variaveis experimentais, obter dados significativos mais facilmente, além do periodo de
teste ser, em muitos casos, mais curto.

O teste de citotoxicidade consiste em colocar o material direta ou indiretamente
em contato com uma cultura de células, verificando-se a ocorréncia de morte celular
através da alteracdo colorimétrica da amostra. O pardmetro que foi utilizado para
avaliar a toxicidade das biomembranas de mangabeira foi o teste de viabilidade celular,

no qual se empregam corantes vitais, como vermelho neutro, solivel em agua e que
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passa através da membrana celular, concentrando-se nos lisossomos. E possivel
distinguir entre células vivas e danificadas ou mortas, pela medida de intensidade de cor
da cultura celular.

Estudos com estes metodos demonstraram que os testes com culturas celulares
podem ser utilizados com sucesso, pois sdo reprodutiveis, rapidos, sensiveis e
financeiramente acessiveis para a execugdo do estudo de biocompatibilidade in vitro
[58].

4.4.1.1. Crescimento da Cultura Celular

Nos testes in vitro foi utilizada uma linhagem celular de NIH fibroblastos de
camundongos. As células foram transferidas para frascos de cultura (25 cm?)
juntamente com 3,0 ml de meio de cultivo, suplementado com 20% de soro fetal bovino
e 1% de antibidtico penicilina/estreptomicina e incubadas em estufa a 38 °C, com 95%
de umidade e 5% de CO,, como forma de reproduzir o ambiente natural das células. O
meio de cultivo tem por finalidade manter as células vivas e evitar que
microorganismos indesejaveis (como bactérias) se proliferem.

As culturas foram periodicamente observadas para acompanhamento do
crescimento celular. Houve troca de meio de cultivo, a principio, a cada trés dias.
Durante as trocas foi também avaliado o nivel do pH no meio, mantendo-o sempre em
torno de 7,0. Quando as células atingiram seu grau maximo de proliferacdo, as mesmas
foram isoladas por meio de tratamento com tripsina. A tripsina é uma enzima que, neste

caso, age cortando a matriz extracelular e separa uma célula da outra.
4.4.1.2. Biomembranas de latex de mangabeira e culturas de celulas

As biomembranas produzidas a partir do latex de mangabeira foram colocadas
em contato com uma quantidade conhecida de células (2,5 x 10° células), juntamente
com o meio de cultura, por trés periodos: 24, 48 e 72 horas. A partir de entéo, iniciou-se
0 processo de avaliacdo da citotoxicidade. A partir do procedimento de viabilidade
celular, descrito anteriormente.

Volumes de 0,2 ml de uma suspensdo, com 2,5 x 10° 2,5 x 10° células/ml da

linhagem de fibroblastos foram distribuidas nos pocos de uma microplaca com 48
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orificios. A placa foi incubada por 24 horas a 37 °C para a formacdo da monocamada
celular. As amostras e o0s respectivos controles foram testados em triplicatas. A
microplaca foi novamente incubada a 37 °C. Ap6s 24 horas o meio de cultura foi
substituido por 0,2 ml de solugdo contendo 50 pg de vermelho neutro/ml. A
incorporacdo do vermelho neutro pelas células vivas foi verificada apos 3 horas. O
meio foi removido e as células lavadas com tampéo fosfato-salino, seguida de outra
lavagem com uma solucéo de cloreto de calcio (CaCl2) em formaldeido (1% de CaCl,
em formaldeido 0,5%).

A primeira lavagem é feita para retirada do vermelho neutro em excesso,
restando apenas aquele incorporado pela célula e a segunda, apresenta como finalidade
a reducdo de agua no meio de cultivo. Apds descarte, cada poco recebeu 0,2 ml da
solucdo de &cido acético em etanol (1% é&cido acético em etanol 50%). A placa foi
agitada por 10 minutos e as medidas de absorbéncia foram realizadas num
espectrofotobmetro Organon Teknika Reader 530 versdo 1.24, em uma faixa de 540 -
570 nm. Com os valores obtidos calculou-se a média da porcentagem de viabilidade
celular em relacdo ao controle de células (100%). Através deste resultado pode-se
encontrar o indice de citotoxicidade, chamado de 1Csy que elucida qual amostra induz
50% de lise ou morte celular e como consequéncia a inibicdo de incorporacdo do
vermelho neutro. Para haver uma avaliacdo concisa, a propria placa de cultivo foi

utilizada com controle negativo e como controle positivo foi utilizado fenol 0,2%.

4.4.2. Analise da Genotoxicidade: Teste Cometa

O teste cometa, também conhecido como eletroforese em gel de célula Gnica, é
um método de estudo que tem por finalidade avaliar os danos ao DNA de células
individuais, pois permite analisar as quebras das fitas dos cromossomos.

As células submetidas a este tipo de teste sdo colocadas em gel de agarose e
dispostas em fina camada sobre laminas histoldgicas. Em meios apropriados,
membranas, nucleo e organelas celulares sdo rompidas. Em seguida, os componentes
citoplasmaticos e as proteinas nucleares sdo retirados, submetendo-se o material
genético a eletroforese [95]. A eletroforese € uma técnica de separacdo de particulas que
atua de acordo com sua carga elétrica e peso molecular [96]. Para a separacdo de DNA,

a eletroforese baseia-se na carga total negativa deste, devido aos oxigénios do
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grupamento fosfato. No ensaio realizado, fragmentos de DNA do ndcleo migram para
uma extremidade da placa e ap6s coloracdo, analisada por fluorescéncia, nota-se um

rastro, em forma de cometa, que da nome ao teste.
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4.4.2.1. Procedimentos para realizacéo do teste cometa

As células de fibroblastos de ratos cultivadas para realizar o teste de viabilidade
celular apds 72h de contato com a biomembrana de mangabeira foram submetidas ao
teste para avaliar danos ao DNA, de acordo com o método descrito por Singh e
colaboradores (1994), com leves modificacfes. Foram utilizados 5 uL do meio de
cultivo e as células foram suspensas em agarose e cuidadosamente pipetadas sobre
placas foscas preparadas com este material. As laminas com a suspensdo de células
foram cobertas com lamelas de vidro e subsequentemente colocada durante a noite num
frasco Coplin contendo solucdo de lise (10% de DMSO, 1% de Triton X em tampéo de
lise alcalino: 2,5 mM de NaCl, 10 mM Tris, 100 mM de Na2EDTA, pH 10) para digerir
completamente proteinas celulares. Em seguida, as ldminas foram removidas da solucao
de lise e colocadas numa unidade de eletroforese em gel horizontal, com tampé&o de
eletroforese frio (NaOH 0,3 M e 1 mM de Na2EDTA, pH 13,2). As laminas foram
dispostas sobre o tampao alcalino por 20 minutos para permitir o desenrolar das fitas de
DNA e a expressao de danos. A eletroforese foi realizada durante 20 minutos a 300 mA
e 25 V. Apbs a neutralizacdo, gota a gota (0,4 M de Tris-HCI, pH 7,5) durante 5
minutos, as células foram coradas pela aplicacdo de 50 pl de 20 pug/ml de brometo de
etidio. As laminas foram examinadas e o comprimento da cauda foi medida com um
microscopio de fluorescéncia associada com o sistema de software de imagem (Comet
I1; Instruments Perpective, Suffolk, UK), utilizado para avaliar os danos do DNA, em
termos de percentagem da cauda do DNA. A migragdo do DNA de 50 células
selecionadas aleatoriamente foi analisada para cada amostra.

Por esta razdo, no presente trabalho foram iniciadas andlises sobre a
citotoxicidade e genotoxicidade da biomembrana de H. speciosa em testes in vitro, com

linhagens de celulas de fibroblastos de ratos.
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Resultados e Discussoes

Os resultados obtidos neste trabalho serdo apresentados em trés secdes: a
preparacdo e caracterizacdo fisico-quimica das biomembranas, seu uso como matrizes
hospedeiras para compostos luminescentes e os testes bioldgicos para avaliar suas
potenciais aplicagdes biomédicas.

5.1. Preparacdo e caracterizacdo das biomembranas de latex de

mangabeira

Nesta secdo apresentaremos a primeira etapa dos resultados deste trabalho: a
preparacdo da biomembrana, bem como sua caracterizacdo. Para a andlise estrutural
foram empregadas as técnicas de espectroscopia no infravermelho, anélise
termogravimétrica e andlise elementar. Para avaliar o comportamento luminescente,
foram empregadas as técnicas espectroscopicas de absorcdo no ultravioleta e visivel
(UV/Vis) e emissédo fluorescente. Também foi avaliada a influéncia dos anticoagulantes
(aménia e agua) em sua composicdo. Devido ao sucesso das aplicacBes das
biomembranas de latex de seringueira, parte das analises foi realizada comparando-se
as caracteristicas destas, com as das biomembranas de mangabeira. Além disso, a
morfologia das biomembranas de mangabeira foi verificada pela técnica de microscopia

eletronica de varredura.

5.1.1. Preparacao das biomembranas de latex de mangabeira

Apos a coleta, conforme previamente relatado nas se¢des 3.1.1 e 3.1.2, o latex foi
submetido a um processo de centrifugacdo para eliminacéo de impurezas (1.500 rpm, a
10°C por 5 minutos). Em seguida, determinados volumes foram depositados em placas
de petri e levados a estufa (40°C) para sua polimerizacdo. A figura 5.01, apresenta o

latex in natura, na presenca de amdnia (a) e a biomembrana polimerizada (b).
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(@)

Figura 5.01 - (a) latex estabilizado com aménia em placa de petri e, (b) biomembrana polimerizada.

Visando a reprodutibilidade do processo de preparacdo das biomembranas,
avaliou-se suas espessuras e as massas, em funcdo do volume de latex in natura
adicionado as placas de petri. Também foram avaliadas as perdas de massa durante o
processo de polimerizacdo e a densidade do latex de mangabeira.

As biomembranas foram preparadas utilizando-se volumes conhecidos de latex,
que foram depositados em placas de 5 cm de didmetro interno. Os resultados obtidos

estdo apresentados na tabela I1.

Tabela Il — Volumes e massas de latex in natura empregados e massas das espessuras das biomembranas.

Volume latex in Massa latex in Massa da Espessura da
natura (mL) natura (g) biomembrana (g) | biomembrana (mm)

3 2,98 £0,01 1,04 £ 0,04 0,45+0,05

6 5,88 £0,07 2,08+ 0,02 0,81+0,03

9 8,7+0,1 34+0,1 1,23 +£0,03

Os valores na tabela representam a média £ desvio padrao das analises em triplicata.

A partir dos dados da tabela Il verificou-se que a densidade do latex de
mangabeira foi de 0,98 + 0,01 g/cm®. Além disso, conclui-se que durante o processo de
polimerizacdo da biomembrana, esta, sofreu perdas de aproximadamente 37% de sua
massa em relacdo & massa do latex in natura. A Fig. 5.02 apresenta um grafico da
espessura da biomembrana de latex polimerizada a 40°C em funcdo do volume de latex

in natura adicionado as placas de petri.
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Figura 5.02 — Gréfico da espessura das biomembranas com amdnia, em

funcéo do volume utilizado.

E bem documentado que a porosidade da biomembrana é um fator importante no
processo de liberagcdo controlada de farmacos. Dependendo da densidade de poros, a
liberacdo pode durar horas, dias ou semanas [18, 19, 21]. Desta forma, acredita-se que a
espessura da biomembrana também possa ser um pardmetro a ser monitorado no
processo de liberacdo de substancias, pois pode influenciar a permeacdo de um farmaco
dentro da prépria membrana. Neste sentido, € importante destacar que foi possivel obter
biomembranas de espessuras desejadas, a partir do simples controle da quantidade de
latex in natura depositada na placa de petri. Apesar de ser um resultado bastante
simples, este é um pardmetro importante quando se necessita controlar a
reprodutibilidade das caracteristicas das biomembranas, ao se pensar num pProcesso

industrial.

5.1.2. Caracterizacgao estrutural

No intuito de avaliar a utilizacdo das biomembranas de mangabeira em aplicagdes
semelhantes as das biomembranas de seringueira, foram realizados testes que
permitissem a comparacdo estrutural entre os dois tipos de biomembranas. Para isto,
foram empregadas as técnicas de analise elementar, analise termogravimétrica (TG) e
espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR). Os resultados
destas andlises sdo mostrados nas subsecfes a seguir.
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5.1.2.1. Anélise Elementar

Na técnica de andlise elementar, os elementos quimicos constituintes das
substancias objeto de estudo sao identificados e quantificados. Nas anélises realizadas
para as biomembranas de latex de mangabeira e seringueira, foram avaliadas as
quantidades percentuais dos elementos carbono, hidrogénio e nitrogénio. Os resultados
da andlise elementar para as biomembranas estdo apresentados na tabela I11.

Tabela I11 — Resultado da analise elementar de amostras de latex de seringueira e mangabeira.

Amostras | Carbono (%) | Hidrogénio (%) | Nitrogénio (%) | Outros (%)

Mangabeira | o, , 11,4+0,1 0,08 + 0,03 8521
com agua

Mangabeira | g, , , 114401 04+0,1 62+26

com amonia

Serlng,uelra 82 +1 113+0,1 0,6+0,2 6,1+16
com agua

Seringueira | - o) 5, o5 11,4+0,1 0,70 £ 0,02 59+0,6

com amonia

Os valores na tabela representam a média + desvio padrao das analises em triplicata.

A tabela Il mostra que o principal componente das biomembranas é o carbono,
chegando a atingir valores maiores que 80% de sua composi¢do. O hidrogénio possui
presenca significativa de 11%, enquanto que o nitrogénio é menor que 1%. Sabendo
que a soma total dos constituintes da amostra deve ser igual a 100 %, a porcdo de
elementos nao identificados por esta analise, esta apresentada na tabela como “Outros”.
Os dados desta tabela mostram uma grande semelhanca entre as quantidades dos
principais constituintes das biomembranas. Pode-se destacar que o pequeno aumento
observado na quantidade de nitrogénio em algumas amostras esta associado a amonia
adicionada ao latex.

Os dados obtidos a partir da analise elementar mostram a semelhanga entre as
biomembranas de latex de mangabeira e seringueira. Além disso, é possivel observar
que a adicdo de amodnia ndo provoca mudancgas significativas na estrutura das

biomembranas.
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5.1.2.2. Andlise termogravimétrica

A estabilidade térmica das biomembranas foi analisada por meio de anélise
termogravimeétrica (TG). Este € um estudo que permite avaliar a influéncia da
temperatura sobre a estabilidade térmica das amostras. Na figura 5.03 apresenta-se as
curvas de TG das biomembranas de mangabeira e seringueira, ambas na presenca de

amonia e na presenca de &gua.
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Figura 5.03 - Perda de massa em funcéo do tempo, de amostras de latex de mangabeira com aménia
(preta); mangabeira com agua (verde); seringueira com amdnia (azul) e seringueira com agua (vermelha).

Aregido ampliada mostra os comportamentos semelhantes entre as biomembranas preparadas com agua

e com amonia.

Nota-se, a partir da analise das curvas mostradas na Fig. 5.03, que todas as
membranas sdo termicamente estaveis até aproximadamente 200°C. Acima desta
temperatura inicia-se a mais significativa perda de massa pelas biomembranas, onde
poder ser observado que as amostras de mangabeira iniciam sua degradacdo a
temperaturas menores do que as de seringueira.

As perdas de massa iniciais (até 200°C) podem estar associadas a liberacdo de
subprodutos de baixa estabilidade térmica presentes no latex, como proteinas,

aminoacidos, carboidratos, lipidios, acidos nucléicos e agua. Para temperaturas
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superiores a 260°C a perda de massa estd associada a formacdo de novos produtos
(aldeidos, cetonas) e por volta de 400°C, a degradagdo das cadeias poliméricas do poli-
isopreno [11]. Perdas de massa acima de 420°C podem estar associadas a degradacao
das cadeias poliméricas mais estaveis. Como pode ser visto na imagem ampliada da
figura 5.03, as biomembranas preparadas com &gua (tanto de mangabeira quanto de
seringueira) mostram comportamentos semelhantes no que se refere a estabilizacdo do
processo de degradacdo térmica em torno de 455°C. As biomembranas preparadas com
amoOnia, também mostram comportamentos semelhantes nesta temperatura, porém,
nota-se uma pequena banda, que pode ser atribuida ao estabilizante.

A primeira derivada da curva da TG (em funcgdo da temperatura ou do tempo) é
chamada de DTG e pode ser empregada para identificar as perdas de massa de forma
mais clara. As figuras 5.04 (a), (b), (c) e (d), apresentam as curvas TG/DTG das
amostras exibidas na figura 5.03.
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Figura 5.04: Curvas TG/DTG das biomembranas de latex de mangabeira (a) sem aménia, (b) com
amonia e latex de seringueira (c) sem amodnia e (d) com amdnia. As curvas DTG, identificadas pelas

curvas com sinal geométrico, mostram exatamente o pico onde ha a fase de perda de massa.
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A tabela IV apresenta a média das perdas de massa (Am, %) referentes a principal
etapa de decomposi¢do térmica das biomembranas e das temperaturas de pico (T pico)
encontradas nas curvas DTG. Pode-se observar que todas as amostras apresentam o pico
maior de perda de massa acima de 370°C, sendo a mangabeira em 371°C e a seringueira
em 376°C. A comparacdo das curvas e o0s resultados exibidos nesta tabela permitem
concluir que presenca de aménia ndo influencia significativamente no processo de
perda massa das membranas, permanecendo o Tpico €M torno do mesmo valor. A perda
de massa total para todas as biomembranas chegou a cerca de 100% de sua massa

inicial.

Tabela IV- Resultados das analises térmicas das biomembranas de latex de seringueira e mangabeira

Amostras Am (%) Tpico o6 (°C)
Mangabeira sem amonia 89,3+3,4 3745+35
Mangabeira com aménia 88,6 £0,7 376,52
Seringueira sem amonia 876+24 377,5+0,7
Seringueira com amonia 88,4+1,6 3763

Os valores na tabela representam a média £ desvio padrao das anélises em triplicata.

Diante desses resultados pode-se observar comportamentos bem semelhantes
entre os dois tipos de biomembranas. A similaridade entre as curvas de TG das duas
espécies indica que os mecanismos de decomposicdo possam ser os mesmos, fato este
esperado, ja que tanto a mangabeira quanto a seringueira apresentam o cis-1,4-pol-
iisopreno como principal constituinte, com poucas modificacGes na composicdo de seus
latex, podendo ser atribuidas a por¢céo nao-borracha [97].

Assim como os resultados da analise elementar, os resultados de TG sugerem
gue as membranas de seringueira e mangabeira apresentam propriedades bastante
semelhantes, fornecendo indicativos de que ambas as biomembranas possam ser

utilizadas para os mesmos fins.

5.1.2.3. Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier
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A figura 5.05 mostra os espectros de FTIR obtidos a partir das biomembranas de
latex de mangabeira. Foram avaliadas: a influéncia do estabilizante (agua e amonia), o
efeito da esterilizacdo por irradiacédo ionizante, e a comparacdo com a biomembrana de

latex de seringueira.

Transmitancia (u.a)

2960 — 2924 . 1448 1377
4000 3000 2000 1000

Numero de onda (cm-1)
Figura 5.05 - Biomembranas de (a) seringueira, (b) mangabeira estabilizada com &gua (c) mangabeira
estabilizada com aménia e (d) mangabeira irradiada.

Alguns dos vérios grupos funcionais presentes no latex de seringueira j& estdo
reportados na literatura através de estudos de FTIR [11, 17, 46]. Na figura 5.05, as setas
indicam as principais bandas atribuidas ao cis-1,4-poli-isopreno, 0 componente
majoritario do latex. Pode ser observada a presenca do poli-isopreno tanto na
biomembranas de seringueira (a) quanto nas de mangabeira (b), (c) e (d). Isto indica
uma grande semelhanca estrutural entre as biomembranas. Os espectros (c) e (d)
mostram, respectivamente, que a presenca de amonia, assim como a submissdo destas
biomembranas a radiagdo esterilizante, ndo provocam altera¢Ges significativas em suas
caracteristicas estruturais.

As atribuicdes para as principais bandas de vibracdo das biomembranas estdo
associadas ao estiramento de ligacdes C — H em 2960 cm™ e estiramentos simétricos e
assimétricos do grupo CHs em 2920 e 2852 cm™. Na regido de 1448 a 1377 cm™ o
mesmo grupo (CHs) sofre torcBes simétricas e assimétricas [98]. Em 1651 cm™ a banda
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é referente a amida I, presente na parte ndo-borracha do latex [17, 30]. A banda larga,
situada na regido hidroxil, entre 3700 e 3000 cm™, tem um méaximo de absorgéo entre
3400 a 3300 cm™ e pode estar relacionada & sobreposicéo de estiramentos vibracionais
de OH e NHj, tipicos de proteinas e 4gua, oriundos da porcéo soro [17].

A adicdo de aménia é uma metodologia comumente empregada nos campos de
coleta de latex de seringueira para evitar sua coagulagdo em um curto intervalo de
tempo. Este é um procedimento relevante, pois normalmente a extracdo ¢ feita em local
distante e o tempo entre a coleta e seu processamento pode ser longo. Nesse sentido, foi
observado durante este trabalho que, na presenca da amdnia, o latex de mangabeira
refrigerado permanece sem polimerizar por um periodo de até seis meses. Com base
nos espectros de FTIR apresentados, pode-se verificar que ndo ha diferencas
significativas entre as membranas estabilizadas com &gua e as estabilizadas com
amonia. Desta forma, esses resultados trazem bons indicativos de que a adi¢do da
amonia néo afeta a estrutura da biomembrana de mangabeira.

Segundo as normativas da ISO 11137, produtos destinados a aplicacdo em saude
devem ser submetidos a processos de esterilizacdo, no intuito de evitar infeccdes por
contaminantes como virus e bactérias [69]. Visando o uso das biomembranas para
aplicacdes in vivo, as mesmas devem ser esterilizadas, para que microrganismos, que
podem estar presentes no latex in natura, sejam eliminados. Este procedimento pode ser
efetuado via radiacdo ionizante, conforme descrito na se¢édo 3.1.3.

Os efeitos de irradiacdo por raios gama sobre o poli-isopreno foram investigados
através das técnicas de DSC e FTIR por Polovkova e Cibulkova e seus colaboradores
[99, 100]. Eles observaram que em altas doses de irradiacdo gama, o poli-isopreno pode
sofrer modificacdes estruturais devido a sua oxidacdo. As bandas associadas a oxidacao
se encontram na regido hidroxil, de 3400 a 3290 cm™. A menores doses, na faixa de 20
a 50 kGy, foi verificada a formacéao de bandas que séo atribuidas a alcoois (3430 — 3440
cm™), hidroperdxidos (3325 cm™), cetonas e/ou éteres ([11, 17, 99, 100]. No presente
trabalho, as doses de 25 kGy empregadas para a esterilizagdo ndo provocaram
mudangas significativas que possam ser atribuidas tanto a oxidacdo quanto a formacéo
de outros produtos, mostrando que houve preservacgdo das caracteristicas estruturais da
biomembrana de mangabeira.

Assim como o0s resultados das analises elementar e termogravimétrica, 0s

resultados de FTIR reiteram a similaridade entre as biomembranas de mangabeira e
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seringueira. Desta forma, devido & semelhanga entre as caracteristicas estruturais das
biomembranas de latex mangabeira e de seringueira, acredita-se que as biomembranas
de mangabeira possuam um grande potencial para diversas aplicacdes, tais quais as ja
existentes para produtos oriundos do latex de seringueira.

5.1.3. Microscopia eletrénica de varredura

As imagens obtidas a partir da microscopia eletronica de varredura (MEV) séo
geralmente utilizadas para analisar materiais solidos em escala micrométrica [94, 101]
A morfologia dos materiais submetidos a este tipo de andlise é visualizada de forma
muito nitida, devido ao grande poder de resolucdo e ampliacdo deste tipo de aparelho.
Utilizando esta técnica, foi avaliada a morfologia das superficies das biomembranas de

mangabeira, conforme apresentado na figura 5.06.

SEl  5kV WD11mm  SS40 x300 50um —
Latex

WD11mm  SS30 x5,000 S5um
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Latex




37

Figura 5.06 - Imagens de MEV da biomembrana de latex de mangabeira com magnificacdes de (a) x 300
(b) x 5.000 e (c) x 10.000.

A imagem apresentada na Fig. 5.06 (a), com magnificacdo de 300 vezes, mostra
uma regido com certa rugosidade. Entretanto, as imagens 5.06 (b) e (c), de maiores
magnificagdes, mostram superficies aparentemente homogéneas, apresentando pouca
rugosidade, bem como auséncia de poros.

Herculano e colaboradores (2010) mostraram a influéncia da temperatura no
processo de polimerizagdo e suas consequéncias para a liberagdo controlada de
farmacos por biomembranas de latex de seringueira. Os resultados revelaram que, na
faixa de -100°C a 40°C, a densidade de poros é inversamente proporcional a
temperatura do tratamento térmico.

Uma vez que neste trabalho sera avaliado o uso da biomembrana como matriz
hospedeira é desejada a retencdo dos compostos na biomembrana e espera-se que esta
apresente uma caracteristica homogénea, sem a presenca ou com a minima densidade
de poros. Para tanto, levou-se em conta os resultados obtidos por Herculano e
colaboradores (2010), e a temperatura de polimerizacdo escolhida foi de 40°C [17, 18].

A rugosidade observada na imagem 5.06 (a) pode estar associada as
deformac0es provocadas pelo manuseio da biomembrana durante o processo de retirada
da placa de petri e fixacdo no suporte para a analise por MEV.

Desta forma, devido a baixa porosidade das biomembranas produzidas sob as
condicgdes escolhidas nesta etapa do trabalho, acredita-se que elas podem apresentar
potencial aplicacdo quando o objetivo é a retencdo de compostos e ndo a permeacao ou
liberacdo destes para o meio.

Com o intuito de analisar mais detalhadamente a estrutura interna da
biomembrana, ela foi submetida a um processo de fratura manual, ap0s sua imersao em
nitrogénio liquido por aproximadamente 5 minutos. Os detalhes da regido fraturada

analisados por MEV podem ser visualizados na Fig. 5.07.
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Figura 5.07— Imagens de MEV da biomembrana de latex de mangabeira ap6s fratura ocasionada por imersédo em
nitrogénio liquido, com magnifica¢des de (a) x 370 (b) x 5.000 e (c) x 10.000.

As fissuras observadas no corte transversal exibidas na Fig. 5.07 (a) (linhas
escuras) devem ter surgido devido a imersdo da amostra em nitrogénio liquido, visto
que este é um efeito caracteristico deste procedimento. Estas microestruturas podem
ainda ter surgido devido ao processo de fratura da amostra, ou, tal qual relatado por
Agostini (2009), devido a evaporacdo da 4gua contida no latex.

As imagens 5.07 (a), (b) e (c), em diferentes magnificacfes sugerem uma
biomembrana com o interior bastante irregular, no entanto, sugerem ainda, a pouca
formacdo de poros, 0s quais poderiam atuar como canais permeadores de quaisquer

substancias inseridas ao latex.
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5.2. Biomembrana de latex de mangabeira: matriz

hospedeira para materiais luminescentes

Nesta secdo sera apresentada a avaliagdo do uso das biomembranas como
matrizes hospedeiras para materiais luminescentes. Foram estudados complexos com
fons luminescentes de lantanideos (Eu®*) e moléculas organicas fotoluminescentes
(porfirinas). Para isto foram empregadas as técnicas espectroscopicas de absorcéo
UV/Vis e emissédo fluorescente, FTIR e microscopia eletronica de varredura (MEV). Na
subsecdo 5.2.1 seré apresentado o estudo apenas das biomembranas. Em seguida, nas
subsecdes 5.2.2 e 5.2.3, serdo apresentados os efeitos da incorporacdo de compostos

luminescentes as biomembranas.

5.2.1. Avaliagéo luminescente das biomembranas de mangabeira

A Fig. 5.08 apresenta a curva de transmitancia da biomembrana de latex de
mangabeira na regido do UV/Vis.
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Figura - 5.08- Espectro de transmitancia das biomembranas de latex de mangabeira na regido do UV/Vis.

A analise da figura 5.08 mostra que a baixa transmitancia, apresentada na regiao
de comprimentos de onda menores que 500 nm, reflete a intensa absor¢do da

biomembrana nesta. Pode ser observado que a absor¢do torna-se ainda mais intensa
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para comprimentos de onda menores que 400 nm, o que € um comportamento tipico de
estruturas organicas. [102, 103]. Além disso, também pode ser observada uma pequena
banda proxima a 500 nm. Na regido acima de 600 nm, nota-se uma regido de baixa
absorbancia.

As caracteristicas luminescentes da biomembrana foram avaliadas através da
técnica de emissdo fluorescente. Uma vez que o latex contém diferentes componentes,
0S quais podem absorver e/ou emitir luminescéncia em diferentes regides do espectro
eletromagnético, sua emissao foi avaliada de 290 nm a 630 nm, com excitacdo a cada 5

nm, conforme apresentado na Fig. 5.09.
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Figura 5.09 — Espectros de emisséo da biomembrana de latex de mangabeira excitada desde 290 a 630

nm, em intervalos de 5 nm. Os valores indicam o pico das principais bandas

Na Fig. 5.10 séo apresentadas as principais bandas da emisséo fluorescente
identificadas a partir dos espectros apresentados na Fig. 5.09. Estdo indicados tanto os
principais picos de emissdo (330, 432, 455, 550 e 634 nm) quanto os comprimentos de
onda de excitacao utilizados (300, 330, 360 e 490 nm).

A partir da identificacdo das principais bandas de emissdo, foram obtidos os
espectros de excitagdo, que permitem determinar as bandas responsaveis por dada
emissdo. O espectro de excitacdo é obtido fixando o comprimento de onda de emisséo e
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varrendo os comprimentos de onda de excitagdo. Desta forma, pode-se dizer que este
espectro é o correspondente ao espectro de absorcdo da amostra. Os espectros de

excitacdo obtidos estdo apresentados na Fig. 5.11.
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Figura 5.10- Principais bandas observadas no espectro de emissdo das biomembranas de latex de

mangabeira obtidos em diferentes comprimentos de onda de excitacdo. Os valores abaixo das curvas
indicam o comprimento de onda de excitacdo e os valores acima das curvas os picos das principais

bandas.
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Figura 5.11- Espectros de excitacdo da biomembrana de latex de mangabeira obtidas analisando suas
principais bandas de emissao (330, 432, 456, 550 e 634 nm).
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A Fig. 5.10 mostra que a excitagdo em 300 nm (linha preta) provoca emisséo,
gerando quatro bandas centradas em 330, 432, 550 e 634 nm. A excitacdo em 330 nm
(linha vermelha) gera duas bandas: em 432 e em 550 nm. Para a excitacdo em 360 nm
(linha azul) identifica-se diretamente a banda em 550 nm e percebe-se um
deslocamento da banda de 432 para 438 nm. Além disso, mostra um pequeno ombro em
455 nm. A excitagcdo em 490 nm gera apenas uma banda em 550 nm.

Diante dos resultados apresentados, pode-se observar que as bandas de emisséo
em 432 e 550 nm foram observadas em quase todos os espectros (Fig. 5.09 e 5.10).
Entretanto, as bandas em 330 e 634 nm foram observadas apenas para excitagéo
proxima de 300 nm. Indicativo de que existe mais de uma espécie na biomembrana
(fluoroforos) responsavel pela sua emissao.

Através dos espectros de excitacdo apresentados na figura 5.11 € possivel
visualizar que os fluor6foros que emitem na regido entre 432 e 550 nm, absorvem na
regido de 300 a 400 nm, com bandas bem definidas em 322 e 366 nm. A espécie que
emite em 330 nm corresponde a um fluoréforo que absorve intensamente em 300 nm.
Para a emissdo em 550 nm, verifica-se uma pequena contribuicdo das bandas de 322 e
366 nm juntamente com uma banda larga entre 400 e 550 nm. A espécie que emite em
634 nm mostra uma banda larga que vai de 350 a 600 nm.

E importante destacar que através dos espectros de excitacdo pode-se identificar
as bandas de absorcdo da biomembrana, o que nao foi possivel através do espectro de
transmitancia devido as intensas absor¢cdes na regido proxima do UV, conforme
apresentados na figura 5.09. Além disso, os resultados das bandas de emissdo indicam a
da existéncia de ao menos dois fluoréforos presentes na biomembrana.

Uma vez caracterizada as propriedades espectroscopicas e luminescentes da
biomembrana, serd avaliado seu uso como matriz hospedeira para compostos

luminescente nas proximas se¢oes.

5.2.2. Caracterizacdo das biomembranas de mangabeira como matrizes para o
complexo Eu(TTA);

Na presente secdo sera avaliada a inser¢cdo do complexo Eu(TTA)s; ao latex,

visando a obtencdo de biomembranas com propriedades luminescentes. Para este estudo
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foram empregadas as técnicas espectroscépicas de absor¢do UV/Vis, emissdo
fluorescente e FTIR, além de anélise via MEV.

A luminescéncia do fon Eu®* é bastante conhecida na literatura, com uma intensa
emissdo na regido do visivel e maxima eficiéncia em 612 nm [62, 63, 77]. Entretanto,
para intensificar a luminescéncia do Eu®*, geralmente se usa associa-lo com alguns
ligantes orgénicos [77, 78]. Neste sentido, o Eu®" tem sido preparado em TTA, onde foi
observado um significativo aumento em suas propriedades luminescentes [78].

Uma vez que o complexo Eu(TTA)3 se encontra na forma de pd, o espectro de sua
absorbancia foi obtido através da andlise da reflectancia, que fornece informacdo
similar a seu espectro de absorcdo, conforme apresentado na Fig. 5.12.
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Figura 5.12 - Espectro de reflectancia do Eu(TTA)s; em pé obtido por meio da técnica de

reflectancia difusa.

O espectro de reflectancia do complexo Eu(TTA)s; apresentado na Fig. 5.12
mostra uma intensa absor¢éo entre 260 e 450 nm. Pode ser identificada uma banda com
absorcdo em 340 nm e outras bandas de menor intensidade em 465 e 505 nm. Pode ser
observado ainda um pequeno ombro em 384 e em 262 nm. Na regido de 560 a 800 nm
houve grande reflexdo do composto, indicando uma baixa absorcdo. O espectro de
emissdo do complexo Eu(TTA); solubilizado em alcool isopropilico (iPrOH) esta
apresentado na Fig. 5.13, cujos comprimentos de onda de excitagdo foram selecionados

de acordo com as bandas mencionadas acima.
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Figura 5.13 - Espectro de emissdo do complexo Eu(TTA); obtidos com excitagcdes em diferentes
comprimentos de onda (265, 295, 340, 380, 394, 465, 492 e 505 nm).
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Figura 5.14 - Mecanismo de emissao de fluorescéncia do ion Eu®*

O espectro de emissdo do Eu(TTA);z apresentado na figura 5.13 mostra, além da

banda relativa ao comprimento de onda de méxima eficiéncia (612 nm), outras bandas
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bem definidas em 577, 590, 650, e 700 nm. Estas cinco bandas de emisséo s&o bem
conhecidas. Elas correspondem a transicdo de °Do—'F; (J= 0-2) do fon Eu®**,
especificamente: °Do—'Fo (577 nm), °Do—'F1 (590 nm), °Do—'F, (612 nm), *Do—'F3
(650 nm) e °Dy—'F,4 (700 nm), como pode ser visto no diagrama da figura 5.14. E
importante destacar que, diferentemente das biomembranas apenas com latex, o
espectro de emissdo do Eu(TTA)s; foi independente do comprimento de onda de
excitacdo.

Conforme relatado na secdo 5.2.1, as caracteristicas luminescentes da
biomembrana foram avaliadas através da analise de sua absorcdo e também de sua
emissdo com excitacdo em diferentes comprimentos de onda. Da mesma forma, a
biomembrana contendo Eu(TTA); foi avaliada e 0s espectros de emissdo e excitacdo
sdo mostrados nas Figuras 5.15 e 5.16.

Os comprimentos de onda utilizados para a excitacdo da biomembrana com
Eu(TTA);3 (265, 300, 340, 380, 465 e 505 nm) foram escolhidos a partir do espectro do
Eu(TTA); em pé (Fig. 5.12). A excitacdo em 495 nm ocorreu devido a absorcdo
caracteristica da biomembrana, conforme apresentado na Fig. 5.08, a qual coincide com

a uma regido de baixa absorcdo do complexo Eu(TTA)s.

—— Membr + Eu(TTA)3 Exc_265nm 612
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)
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1,5x10° H — Membr + Eu(TTA)3 Exc_ 465nm
Membr + Eu(TTA)3 Exc_495nm
|| — Membr + Eu(TTA)3 Exc_505nm
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Figura - 5.15 - Principais bandas observadas no espectro de emisséo das biomembranas de latex de
mangabeira utilizadas como matrizes para incorporacdo de Eu(TTA); obtidos com diferentes
comprimentos de onda de excitacdo (295, 300, 330, 380, 465, 495 e 505 nm).
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Figura 5.16 — Espectros de excitagdo das principais bandas observadas para as biomembranas de
latex de mangabeira utilizadas como matrizes para incorporacdo de Eu(TTA); obtidos ao analisar as
principais bandas de emisséo (330, 428, 590 e 610 nm).

No espectro apresentado na figura 5.15, pode-se observar que a biomembrana
com o complexo Eu(TTA)z apresenta a combinacao das principais bandas de emissao de
ambos constituintes: as bandas estreitas e localizadas do Eu(TTA); em 590, 612 e 700
nm e as bandas largas da biomembrana em 330, 465 e 580 nm. Entretanto, as principais
bandas de emissdo atribuidas ao Eu(TTA); ndo foram observadas para excitagdes em
465, 495 e 505 nm. Entretanto, elas poderiam ter sido encobertas pela emissdo
caracteristica da biomembrana.

Os espectros de excitagdo mostrados na figura 5.16 permitem que sejam
visualizadas mais claramente as regides de absorcdo dos fluoroforos da biomembrana
contendo Eu(TTA)3;, Novamente, as bandas em 300, 320 e 360 nm, indicam as espécies
absorvedoras relativas as biomembranas. Ja a regido entre 350 e 360, responsavel pela
emissdo em 612 nm, pode ser atribuido ao complexo Eu(TTA)s. A emissdo em 612 nm
tambem é gerada por uma banda larga entre 450 e 550 nm. A banda de emissdo em 590
nm, é gerada por uma banda larga desde 300 a 560 nm.

Para avaliar a incorporacdo do complexo Eu(TTA)3; as biomembranas, também foi

empregada a técnica de FTIR. A figura 5.17 mostra os espectros do Eu(TTA)z; em pé
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(a), da biomembrana de mangabeira livre do composto (b) e da biomembrana utilizada
como matriz para o0 Eu(TTA)3(c).
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Figura 5.17 — Complexo Eu(TTA)s; em p6 (a), Biomembrana de latex de mangabeira (b) e

biomembrana como matriz para Eu(TTA); ().

A Fig. 5.17(a) apresenta o espectro do complexo Eu(TTA)s, onde pode-se
observar maior concentracdo de bandas entre 1.700 e 500 nm. A banda na regido
hidroxil, referente aos grupos OH, pode ser atribuida a dgua presente no complexo. A
comparacao entre espectros (b) e (c), relativos as biomembranas sem e com Eu(TTA)s,
respectivamente, permitem inferir que a presenca do complexo na biomembrana, néo
produz alteracdes significativas no seu espectro no infravermelho. Além disso, pode ser
observado que as estruturas da matriz de latex permaneceram praticamente preservadas
devido ao processo de inser¢cdo do composto luminescente. Observou-se apenas uma
reducéo na intensidade da banda em 1727 cm™, que pode ser atribuida ao estiramento
simétrico de C=0 em ésteres [98, 104]. Isto pode estar associado a ligacdo do complexo
Eu(TTA)3; com estes grupamentos ésteres presentes no latex.

O processo de obtencdo da biomembrana contendo Eu(TTA)s foi realizado
visando o preparo de uma matriz hospedeira que apresentasse uma superficie lisa e
homogénea. Para avaliar estas condi¢Ges, a biomembrana contendo Eu(TTA)s foi
analisada através de imagens de MEV. A figura 5.18 exibe uma imagem da



48

biomembrana preparada com o proprio p6 do Eu(TTA)z dissolvido diretamente no latex.

A imagem mostra, claramente, a formacgdo de grumos na biomembrana.

SEl  2.5kV WD11mm  $S40
L01 2500

Figura 5.18 - Biomembrana preparada com Eu(TTA)z; em po, na auséncia de

solvente. Magnificacdo de x 35.

Apesar de reter uma grande quantidade de material luminescente, propiciando
uma biomembrana que pudesse apresentar forte emisséo devido ao fon Eu®" preservado
e sem influéncia de algum solvente, o objetivo principal é a formacdo de uma matriz
lisa e uniforme. Desta forma, foi testada a solubilidade do Eu(TTA); em diferentes
solventes antes de dissolvé-lo no latex in natura. A melhor solubilidade do composto
foi verificada em isopropanol. As imagens da biomembrana com Eu(TTA)s,

solubilizado em isopropanol, sdo mostradas pelas micrografias mostradas na Fig. 5.19.
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SElI  5kV WD13mm  SS40 x300 50um S—

SEI  5kV WD13mm  $S30 x6,000  5um
TTA (Eu)

TTA (Eu)
(b)

SEl  5kV WD13mm  SS30 x10,000 1pm N—

TTA (Eu)

(©)

Figura 5.19 — Imagens de MEV da biomembrana de latex de mangabeira como matriz para Eu(TTA); com
magnificacdes de (a) x 300 (b) x 5.000 e (c) x 10.000.

Pelas imagens mostradas em 5.19(a), (b) e (c) pode-se observar novamente o
aspecto liso e homogéneo, encontrado nas biomembranas preparadas apenas com 0
latex. Além disso, também pode ser observada a inexisténcia de regiées com rugosidade
e porosidade. Esta homogeneidade sugere que a solucdo de Eu(TTA); solubilizada em
isopropanol foi devidamente incorporada ao latex.

O processo de fratura realizado com o uso de nitrogénio liquido, previamente
descrito na secdo 5.2.1, também foi realizado para as biomembranas contendo
Eu(TTA)s e estdo apresentados na Fig. 5.20.
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SEl  5kV S0um  e—
TTA (Eu) fratura

SEl  7kV x5,000 S5um

TTA (Eu) fratura

SEI  7kV x10,000 1um —
TTA (Eu) fratura

Figura 5.20 - Imagens de MEV da biomembrana de latex de mangabeira como matriz para Eu(TTA); apds fratura

ocasionada por imersdo em nitrogénio liquido, com magnificagdes de (a) x 400 (b) x 5,000 e (c) x 10,000.

As imagens 5.20(a), (b) e (c), que apresentam 0 corte transversal da
biomembrana em diferentes magnificacfes, indicam a auséncia de poros em sua
estrutura. As irregularidades observadas para as amostras apenas de latex repetem-se
para esta biomembrana. Estas regides de irregularidade mostram granulos (visualizados
pelos pontos brilhantes na imagem) alusivos ao complexo Eu(TTA)s, que pode ndo ter
sido solubilizado completamente pelo alcool isopropilico.

Os resultados de FTIR mostrados nesta se¢do sugerem que a biomembrana néo
sofreu alteracBes significativas em sua estrutura. Além disso, foi obtida uma matriz
hospedeira de superficie lisa e homogénea, que pode combinar propriedades fisicas
(como flexibilidade e resisténcia), e luminescentes da biomembrana as caracteristicas
luminescentes dos compostos inseridos. Os dados apresentados nesta se¢do sugerem
que a biomembrana de latex pode ser utilizada como matriz hospedeira para compostos
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luminescentes inorganicos, pois além de ndo alterar o comportamento luminescente do
Eu(TTA)s, preserva suas principais bandas de emissé&o.

5.2.3. Biomembranas de mangabeira como matrizes para moléculas organicas
fluorescentes

Nesta subsecdo sera avaliada a incorporacdo de moléculas organicas fluorescentes
de porfirinas as biomembranas. Inicialmente serd apresentada a caracterizacdo das
amostras em solucdo aquosa e em seguida sua incorporacdo nas biomembranas. Na

Fig.5.21 séo apresentados os espectros de absorcdo das porfirinas aninica (TPPS) e
catidnica (TMPP) em solucao aquosa.
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Figura 5.21 — Espectro de absorcao das porfirinas diluidas em dgua. A banda de intensa absorcao, em torno
de 400 nm é conhecida como banda de Soret, ou banda B. As outras bandas caracteristicas das moléculas,

entre 500 e 650 nm, sdo chamadas de bandas Q.

Atraveés da figura 5.21 é possivel visualizar a regido de mais intensa absorcéo das
porfirinas (banda B, ou banda de Soret). Para a TMPP esta banda é centrada em 423 nm

e para a TPPS em 414 nm. As porfirinas também possuem uma regido de menor
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absorcéo (bandas Q) que se encontra entre 490 a 680 nm. Dentre as bandas Q, a mais
intensa para a TMPP se encontra em 520 nm e para a TPPS em 515 nm.

Os espectros de emissdo das porfirinas em solucdo aquosa estdo mostrados na
figura 5.22. Pode-se observar que a porfirina TMPP apresenta banda larga de emissao
com pico em 665 nm. A TPPS apresentou trés bandas, sendo a mais intensa centrada em
640 nm.
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Figura 5.22 - Espectro de emissédo fluorescente das porfirinas TMPP (linha pontilhada) e TPPS (linha

continua) diluidas em agua.

A Fig. 5.23 apresenta 0 espectro de transmitancia das biomembranas com as
moléculas organicas de porfirinas ja incorporadas, conforme procedimento descrito na
secdo 3.2.2.1.
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Figura 5.23 — Espectro de transmissdo das porfirinas incorporadas as biomembranas. A banda com

transmissdo reduzida indica intensa absorcéo, em torno de 400 nm.

Os espectros de transmissdo da figura 5.23 mostram a presenca das bandas
caracteristicas das porfirinas, (entre 420 e 440 nm e entre 515 e 650 nm) quando
incorporadas as biomembranas. Para a banda de Soret, pode ser verificado um
deslocamento para o vermelho, de 9 nm, para a TPPS e 12 nm para a TMPP. Este efeito
estd associado a mudanca de ambiente sofrida pelas amostras ao serem incorporadas ao
latex. Entretanto, é interessante observar que este deslocamento ndo foi observado para
as bandas de menor intensidade (bandas Q). Pode-se observar ainda a presenca da
banda caracteristica da biomembrana em 500 nm, como identificada previamente nos
resultados mostrados nas se¢fes 5.2.1 e 5.2.2.

As analises da incorporagdo das porfirinas nas biomembranas seréo realizadas
separadamente a partir deste ponto. Para as biomembranas contendo TPPS, 0s espectros
de emissdo, mostrados na Fig. 5.24, foram obtidos a partir de diferentes comprimentos
de onda de excitagdo. Estes foram selecionados devido as bandas de maior absorgéo,
que conforme a Fig. 5.23, estdo centradas em 435 nm (banda de Soret) e 515 nm (na
banda Q). As bandas em 300, 400 e 500 nm, foram escolhidas por estarem relacionadas

as bandas da biomembrana de latex.
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Figura 5.24 - Espectros de emissdo da biomembrana utilizada como matriz para a
porfirina TPPS.
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Figura 5.25 - Espectros de excitacdo das biomembranas utilizadas como matrizes para a porfirina
TPPS.

Atraves dos espectros de emissédo (figura 5.24) pode-se observar a formagéo de
duas bandas de emissdo bem distintas, centradas em 648 e 712 nm, para todos 0s

comprimentos de onda de excitacdo. Estas bandas estdo atribuidas a emisséo da TPPS,
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conforme as figuras 5.21 e 5.23. Além disso, pode ser identificado um deslocamento
para o vermelho de 7 e 10 nm, para estas bandas em 648 e 712 nm, respectivamente. A
maxima emissdo foi observada para o 435 nm e corresponde a excitacdo do pico de
maior absorcdo da TPPS na biomembrana. Enquanto que a menor emissdo, para a
excitacdo em 500 nm, corresponde a uma regido de baixa absor¢do da porfirina e
grande absorcdo para o latex. Pode ser observado ainda, que as bandas de emisséo da
porfirina sdo muito mais intensas que as da biomembrana.

A figura 5.25 mostra 0s espectros de excitacdo destas biomembranas. Fica claro
que as bandas de absorcdo responsaveis pelas emissfes em 648 e 712 nm, sdo
caracteristicas da porfirina TPPS (Soret, em 422 nm e bandas Q, em 515, 555, 592 nm).
Enquanto que as bandas responsaveis pelas emissdes em 330 e 457 nm sdo bandas
atribuidas a biomembrana.

Na figura 5.26 sdo apresentados os espectros de FTIR para a biomembrana

preparada com TPPS.
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Figura 5.26 — Porfirina TPPS (a), biomembrana de latex de mangabeira (b) e biomembrana

como matriz para a TPPS (c).

Na Fig. 5.26, as bandas relativas a estrutura da porfirina (a) ndo apareceram no

espectro da matriz na qual foi inserida (c). A supressdo destas bandas deve estar
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relacionada a baixa concentracdo da porfirina adicionada & matriz. A seta indica uma
banda que surge para a biomembrana preparada apenas com latex e é suprimida para a
biomembrana na presenca da TPPS. Esta banda, em 1730 cm™, é caracteristica de
estiramento simétrico de C=0 em ésteres [98, 104], como relatado para o complexo
inorganico inserido na biomembrana. A supressao desta banda na biomembrana pode
estar relacionada com o sitio de ligagcdo da TPPS com o latex.

A incorporacdo da TPPS também foi analisada via MEV. A figura 5.27 mostra a

biomembrana utilizada como matriz para incorporacdo da TPPS com diferentes

magnificagdes.

SElI  5kV WD12mm  SS30 x5,000 S5pum

TPPS (b)

5kv WD12mm  SS40 x300 50um —

SElI  5kV WD12mm  SS30 x10,000 1pm S—

TPPS

(©)

Figura 5.27 - Imagens de MEV da biomembrana de latex de mangabeira como matriz para TPPS, com
magnificagdes de (a) x 300 (b) x 5.000 e (c) x 10.000.

A Fig. 5.27(a) mostra uma biomembrana com superficie aparentemente

uniforme. No entanto, a medida que a magnificacdo aumenta (b) e (c), muitas
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irregularidades ficam aparentes, deixando explicita a produgdo de uma biomembrana
rugosa. Cortes transversais também foram realizados com esta amostra através de sua

imersdo em nitrogénio liquido, e estdo apresentando na Fig. 5.28.

SElI  7kV X700 20um SEl  7kV
TPPS fratura TPPS fratura

SElI  7kV
TPPS fratura

Figura 5.28 - Imagens de MEV da biomembrana de latex de mangabeira como matriz para TPPS apés fratura

ocasionada por imersdo em nitrogénio liquido, com magnificacdes de (a) x 700 (b) x 5.000 e (c) x 10.000.

A Fig. 5.28 mostra regifes bastante irregulares da biomembrana. A Fig. 5.28(a)
reporta as fissuras ocasionadas pelo nitrogénio liquido e indica uma baixa densidade de
poros. As figuras 5.28(b) e (c) permitem que seja visualizada de forma mais clara a
baixa densidade de poros. Estruturas sélidas confinadas pela biomembrana aparecem de
forma nitida em 5.28 (c). Provavelmente estas estruturas surgiram por alguma interacdo
entre a TPPS (anibnica) e algum constituinte do latex, possivelmente da fracdo ndo-
borracha. Além disso, mostram microestruturas (relatadas para as biomembranas
preparadas sem compostos luminescentes) que podem ser caracteristicas da

biomembrana.
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As mesmas analises feitas para a porfirina aniénica TPPS foram realizadas para a
porfirina catibnica utilizada neste trabalho. As anélises de FTIR, fotoluminescéncia e
MEV para a TMPP estdo descritas a seguir.

A obtencdo dos espectros de emissdo e excitacdo da biomembrana contendo
TMPP, mostrados nas figuras 5.29 e 5.30, respectivamente, foi realizada a partir de
comprimentos de onda selecionados por meio de suas bandas de absorcéo
caracteristicas, mostradas em seu espectro de transmitancia. Estas bandas estdo
centradas em 435 nm (banda de Soret) e 520 nm (na banda Q), conforme apresentado
previamente na figura 5.21. As bandas em 345 e 500 nm, foram escolhidas por estarem
relacionadas as bandas da biomembrana de latex.
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Figura 5.29 — Espectros de emissdo da biomembrana utilizada como matriz para a
porfirina TMPP.
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Figura 5.30 - Espectros de excitacdo das biomembranas utilizadas como matrizes

para a porfirina TMPP.

Os espectros de emissdo apresentados na figura 5.29 mostram que para excitacoes
entre 435 e 520 nm, duas bandas de emisséo sdo geradas em 655 e 715 nm. Para a
TMPP estas bandas além de isoladas, apresentam intensidades reduzidas em relagao a
TPPS. Para excitacdes em 300 e 345 nm, uma banda em comum é mostrada, centrada
em 415 nm. Novamente, a emissdo em 330 nm aparece, sendo estas Ultimas, bandas
caracteristica da biomembrana.

Como mencionado previamente, 0s espectros de excitacdo mostrados na figura
5.30, correspondem aos de absorcdo, e podem servir para identificar as bandas
responsaveis por dadas emissdes. Pode-se observar a similaridades entre os espectros de
emissdo da figura 5.30 e o espectro de absor¢do da TMPP em &gua (Fig. 5.21), com
bandas muito bem definidas para a banda de Soret, em 434 nm e para a absor¢do mais
intensa na banda Q, em 520 nm. As bandas em 300 e em 326 nm, caracteristicas da
biomembrana, também séo reportadas nas se¢des 5.2.1 e 5.2.2 para as biomembranas
apenas com latex e com Eu(TTA)s.

Os espectros de FTIR para a biomembrana preparada com a porfirina TMPP sao

mostrados na Fig. 5.31.
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Figura 5.31 — Porfirina TMPP (a), Biomembrana de latex de mangabeira (b) e biomembrana como matriz
paraa TMPP (c).

As bandas relativas a estrutura da porfirina TMPP, mostradas no espectro (a) da
Fig. 5.31, assim como para a TPPS, ndo apareceram na matriz de latex (c). Novamente,
pode-se relacionar a supressdo destas bandas a baixa concentracdo da porfirina
adicionada a matriz, tal qual ocorreu para a porfirina TPPS. O possivel sitio de ligacdo
entre a porfirina e algum componente do latex, em 1730 cm™ novamente aparece e esta
indicado pela seta.
A incorporacdo da porfirina TMPP, assim como da TPPS, foi analisada via
MEV. A figura 5.32 mostra a biomembrana utilizada como matriz para incorporacdo da
TMPP.
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Figura 3.32 - Imagens de MEV da biomembrana de latex de mangabeira como matriz para porfirina TMPP com
magnificacdes de (a) x 300 (b) x 5.000 e (c) x 10.000.

A Fig. 3.32 (a) mostra que a biomembrana com a TMPP nédo apresentou
uniformidade, mas algumas fissuras e certas “ilhas”. Observa-se, nesta regido quando
ampliada (Fig. 3.32 (b) e (c)), que tal membrana pode exibir um aspecto quebradico,
ndo relatado em nenhuma outra imagem de MEV deste trabalho. Possivelmente, este
fato pode estar associado a natureza catibnica da TMPP em sua interagdo com a
biomembrana de latex.

A fratura da biomembrana com TMPP, obtida através do mesmo procedimento

mencionado previamente, é mostrada na figura 3.33.
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Figura 3.33- Imagens de MEV da biomembrana de latex de mangabeira como matriz para TMPP ap6s fratura

ocasionada por imers&o em nitrogénio liquido, com magnificagdes de (a) x 1.500 (b) x 5.000 e (c) x 10.000.

A Fig. 3.33 mostra uma superficie lateral irregular, no entanto, com reduzida
densidade de poros. Como discutido nas se¢Oes anteriores, estas estruturas podem ter
relacdo com a interacdo com nitrogénio liquido, com o processo de quebra da
biomembrana ou com o processo de evaporagdo da &gua presente no latex. Estas
microestruturas, presentes em todas as amostras estudadas, porém mais acentuadas para
algumas delas.

De maneira geral, os resultados desta secdo, em que é apresentada a incorporagao
de porfirinas as biomembranas, sugerem que a biomembrana de mangabeira apresenta
potenciais para a retencdo de compostos organicos. A analise de fotoluminescéncia
tanto para a porfirina TMPP quanto para a TPPS, sugere que a biomembrana de latex

incorporou as moléculas, mantendo as bandas caracteristicas de cada uma delas. Além
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disso, ndo foram observadas alteragcdes significativas nos espectros de FTIR, com
excecdo da banda em 1730 cm™, que sugere uma interacdo das moléculas organicas
com o latex. Apesar de terem sido obtidas biomembranas com superficies rugosas e
irregulares, muito provavelmente devido as moléculas serem catidonicas (TMPP) e
aniodnicas (TPPS), os resultados sugerem que moléculas orgénicas fluorescentes possam

ser empregadas visando o uso de biomembranas como matrizes hospedeiras.

5.3. Biomembranas de latex de mangabeira para aplicacoes

biomédicas.

Com objetivo de avaliar o potencial das biomembranas de mangabeira em areas
biomédicas, serdo apresentados nesta secdo 0s resultados dos testes de avaliagdo de
danos as células e ao DNA, conforme previamente descritos na se¢ao 4.4.

5.3.1. Andlise da citotoxicidade através do método de viabilidade celular

Com o intuito de avaliar o efeito citotoxico das biomembranas de mangabeira,
foi realizado o teste de viabilidade celular, com auxilio do corante vermelho neutro. O
teste foi realizado in vitro com linhagem NIH de células de fibroblastos de ratos. Além
de avaliar a citotoxicidade do latex, a presenca de amonia também foi um parametro
considerado no teste. Para tanto, foram utilizados dois grupos de biomembranas: com
amonia (LA) e com agua (LW).

O controle negativo foi o préprio meio de cultivo, e o positivo foi o fenol, que
deve induzir morte celular. As amostras foram submetidas aos testes durante 24, 48 e 72
horas, segundo recomendacg6es da ISO 10993-5.

Na Fig. 5.34 esta apresentada a quantidade de células viaveis apds o contanto
com os controles e biomembranas preparadas com agua e amonia, em diferentes tempos

de exposicéo.
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Figura 5.34 - Resultados obtidos a partir do teste de viabilidade celular. As barras representam a
média + desvio padréo das culturas celulares expostas ao meio de cultivo (controle negativo), a fenol
(controle positivo) e as biomembranas com agua (LW) e com amdnia (LA), em 3 diferentes tempos.

* indica a significancia dos resultados.

ICs0 € 0 indice que mede qudo toxica € uma substancia para 50% das células
utilizadas. Ele mostra quando algum tipo de substancia induz 50% de morte celular. Os
resultados mostram que para o controle negativo, ndo ha morte celular em nenhum dos
tempos de contato, como se esperava, ja que se trata do proprio meio de cultivo. Para o
controle negativo, observa-se o ICsq: € vista 50% de morte celular j& nas primeiras 24h
de contato. Apds 48 e 72h nota-se morte total do meio. Este resultado também é
esperado, pois 0 meio utilizado propicia a morte das células. Para os grupos LW e LA,
nota-se que, para as primeiras 24h ndo ha toxicidade em nenhum das biomembranas de
latex e quando comparadas ao controle negativo, nota-se proliferacdo celular, sendo
este um resultado de grande relevancia, pois € um dos primeiros indicativos de que o
material pode ser utilizado como biomaterial.

Comparando a biomembrana de mangabeira do grupo LW com a do grupo LA é
possivel visualizar uma pequena diferenca entre o numero de células sobreviventes
apos 48h de exposicdo. A quantidade de células vivas é maior para a cultura exposta a
biomembrana do grupo LW, mostrando que o grupo LA induziu uma pequena

quantidade de morte celular. Esta é uma importante informacéo para o estabelecimento
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da metodologia de coleta e estabilizacdo do latex. Quando o objetivo é sua aplicacdo
em saude, deve-se optar por estabilizantes que provoquem o minimo de morte celular
possivel, ficando clara a escolha pelo latex de mangabeira estabilizado com agua.

Os resultados sdo promissores no que concerne a confirmacdo de que o material
ndo causa morte celular. Ao contrario, é capaz de induzir proliferacdo de células, sendo

superior ao proprio meio de cultivo.

5.3.2. Teste Cometa: Avaliacdo de danos no DNA

Este teste, realizado de forma simples, foi utilizado para medir os danos no DNA
das células de fibroblastos de ratos (utilizadas nos testes de viabilidade celular), apos
72h de exposicdo as biomembranas de latex preparadas tanto com aménia quanto com
agua.

A ruptura dos filamentos de DNA esta representada pela média do tamanho e da
intensidade da “cauda” de 50 células escolhidas aleatoriamente. A representacdo dos
resultados mostram na Fig. 5.35 (a) o tamanho da cauda e (b) a intensidade da cauda em

porcentagem, das células expostas aos grupos LW e LA.
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Figura 5.35 — Efeitos da biomembrana de mangabeira com agua (LW) e com aménia (LA) na
estabilidade do DNA no (a) tamanho e na (b) intensidade da cauda de células de fibroblastos. As barras

representam a media de 50 células + o desvio padrdo. * indica a significancia dos resultados.

A analise da Fig. 5.35 (a) e (b), mostra que a biomembrana LW ndo induziu ruptura
no DNA, por néo apresentar valores de significancia maiores que 1 para o tamanho e

10% para a intensidade da cauda. Entretanto, hd um significativo aumento no dano de
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DNA com a adicdo de aménia ao latex, ficando claro em 5.09 (b) o aumento na
intensidade da cauda, com valores proximos de 80%. A significancia destes resultados
esta ligada ao fato de que houve danos significativos no DNA celular, quando utilizado
0 grupo LA.

O latex de H. brasiliensis, muito utilizado na fabricacdo de bens de consumo
como luvas, brinquedos, balBes, catéteres e preservativos, geralmente é estabilizado
com amonia apos sua coleta, em quantidades que variam de 0.2% a 0.7% [105]. Alguns
estudos também tém mostrado que a adicdo de amonia altera, destroi ou modifica
algumas estruturas dos componentes do latex, podendo intensificar as caracteristicas
alergénicas dos produtos produzidos com ele [106]. No latex de mangabeira, a adicdo
de aménia foi utilizada como forma de evitar sua coagulacdo durante a realizacdo da
coleta. Contudo, os resultados obtidos e aqui apresentados, mostraram que a adi¢ao de
amonia reduz a viabilidade celular quando comparada ao latex com agua. Além disso,
causa danos no DNA. Sendo assim, os melhores resultados, visando aplicacdes de
materiais que precisem ser biocompativeis, apareceram para as biomembranas
preparadas com agua como anticoagulante.

Logo, quando analisados em conjunto, 0s ensaios de citotoxicidade e
genotoxicidade, mostram que ndo ha toxicidade notavel no latex de mangabeira quando
utilizada agua como estabilizante, indicando que este, seria um bom produto com
propriedades que o viabilizam como biomaterial. Como ja discutido, um biomaterial
ndo deve simplesmente preservar a integridade das células, mas também propiciar
vantagens com sua utilizacdo. Estes testes sdo os primeiros indicativos de que o latex de

mangabeira mostrou ter potencial aplicacdo como biomaterial.
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6. Conclusoes

Este trabalho de pesquisa mostrou a preparagdo, caracterizagdo fisico-quimica,
andlise fotoluminescente e testes bioldgicos de biomembranas de latex de mangabeira
visando aplicaces biomédicas e tecnoldgicas.

Foi possivel obter biomembranas de forma controlada, de acordo com a quantidade
de latex in natura empregada. No que diz respeito a composicdo quimica, as
biomembranas de mangabeira foram comparadas as de seringueira e foi verificada a
grande similaridade entre elas, onde o poli-isopreno € o principal componente de
ambas.

Os resultados obtidos a partir dos testes de citotoxicidade e genotoxicidade mostram
que a biomembrana de latex de mangabeira ndo apresenta caracteristicas toxicas as
células e nem ao DNA. As biomembranas preparadas com agua apresentaram
proliferacdo aumentada e ndo ocasionaram danos ao DNA das células. Entretanto, as
biomembranas produzidas com a presen¢a de amonia induziram, em escala reduzida,
morte celular, bem como causaram danos ao DNA das células empregadas.

As imagens de MEV mostraram gque as biomembranas obtidas a 40°C apresentam
superficies lisas e homogéneas, com pouca porosidade e rugosidade. Os resultados das
analises fotoluminescentes indicam ainda que a biomembrana de latex de mangabeira é
um material luminescente e que, além disso, pode ser empregado como matrizes

hospedeiras para compostos luminescentes tanto de origem organica quanto inorganica.
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