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RESUMO

SCHIEFER, Elberth Manfron. Avaliagao do papel de nanoparticulas de prata e de
ouro no sensoriamento de toxinas urémicas por meio de técnicas de
espectroscopia otica e aplicagdo do modelo pix2pix no ensaio de migragao
celular. 2023. 97 f. Tese (Doutorado em Engenharia Elétrica e Informatica Industrial)
— Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Curitiba, 2023.

Este trabalho propde um sensor colorimétrico baseado em nanoparticulas metalicas
para quantificagdo de toxinas urémicas ligadas a proteinas (PBUTs), assim como a
aplicagdo do modelo pix2pix no aprimoramento do ensaio de migracao celular. Na
doenca renal crénica (CKD) os rins perdem de maneira parcial ou total a capacidade
de remocao de toxinas urémicas (UTs) da circulagdo sanguinea, que comumente
seriam excretados pela urina, resultando em uma maior concentracido destes
compostos no sangue. Esta condigdo se chama uremia e esta fortemente associada
a diversos efeitos deletérios no organismo, dentre eles as doengas cardiovasculares
(DCV), principal causa de morte dos pacientes acometidos pela doenga. A migragao
celular também pode ser afetada pela uremia. A fim de compreender e avaliar estes
efeitos, se faz necessario monitorar e quantificar as concentragées de UTs em meios
bioldgicos, assim como avaliar a capacidade de adesado e migracao celular. Foram
realizados experimentos de produgdo, caracterizacdo e fotoconversdo de
nanoparticulas, que permitiram observar que a relagdo da Ressonancia plasmonica
de superficie localizada (LSPR) e o tamanho médio das NPs quase-esféricas
produzidas nas condi¢des testadas ndo corroboraram com alguns artigos encontrados
na literatura. O tamanho médio das nanoparticulas de prata (AgNPs) e de ouro
(AUNPs) proximo aos primeiros 20 min de ablagao a laser pulsado em liquido (PLAL)
diminuiu apesar do desvio da LSPR para o vermelho, sendo acompanhado pelo
acréscimo da temperatura da solucdo. Com base nesses ensaios foi desenvolvido um
sensor com AgNPs capaz de detectar concentragdes urémicas e normais de PBUTSs,
como o indoxil sulfato (IS) e p-cresil sulfato (PCS) com o uso de técnicas de
espectroscopia otica. A resposta do sensor a interferentes como a ureia e creatinina
também foi avaliada e se mostrou reduzida quando comparada com a resposta do
sensor frente as PBUTSs, estando dentro do erro do controle mesmo apds exposi¢cao
ao peroéxido de hidrogénio (H202). Para o melhoramento do ensaio de migragao celular
foi aplicado o modelo pix2pix, uma rede neural capaz de reduzir o viés humano na
analise do experimento, a qual automatizou o processo de analise, e se mostrou
eficiente na minimizacéo ou eliminagao do viés da analise manual.

Palavras-chave: Nanoparticulas; Sensoriamento; Ressonancia plasmébnica de
superficie localizada; Colorimetria; Toxinas urémicas.



ABSTRACT

SCHIEFER, Elberth Manfron. Evaluation of the role of silver and gold
nanoparticles in the sensing of uremic toxins through optical spectroscopy
techniques and application of the pix2pix model in the cell migration assay.
2023. 97 p. Thesis (Doctorate in Electrical Engineering and Industrial Informatics) —
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Curitiba, 2023.

This work proposes a colorimetric sensor based on metallic nanoparticles for
quantification of protein-bound uremic toxins (PBUTSs), as well as the application of the
pix2pix model in the improvement of the cell migration assay. In chronic kidney disease
(CKD), the kidneys partially or completely lose their ability to remove uremic toxins
(UTs) from the bloodstream, which would normally be excreted through the urine,
resulting in a higher concentration of these compounds in the blood. This condition is
called uremia and is strongly associated with several deleterious effects in the body,
among them cardiovascular disease (CVD), the leading cause of death in patients
affected by the disease. Cell migration can also be affected by uremia. In order to
understand and evaluate these effects, it is necessary to monitor and quantify the
concentrations of TUs in biological media, as well as to evaluate the capacity of cell
adhesion and migration. Experiments of production, characterization and
photoconversion of nanoparticles were performed, which allowed the observation that
the ratio of localized surface plasmon resonance (LSPR) and the average size of the
quasi-spherical NPs produced under the tested conditions did not corroborate with
some articles found in the literature. The average size of the silver nanoparticles
(AgNPs) and gold nanoparticles (AuNPs) near the first 20 min of pulsed laser ablation
in liquid (PLAL) diminished although the LSPR redshifted, which was followed by the
increase of the solution temperature. Based on these assays, a AQNPs sensor capable
of detecting uremic and normal concentrations of PBUTs, such as indoxyl sulfate (IS)
and p-cresyl sulfate (PCS) was developed using optical spectroscopy techniques. The
sensor response to interferents such as urea and creatinine was also evaluated and
was shown to be reduced when compared to the sensor response to PBUTSs, being
within the control error even after exposure to hydrogen peroxide (H202). To improve
the cell migration assay, the pix2pix model was applied, a neural network capable of
reducing human bias in the analysis of the experiment, which automated the analysis
process, and proved efficient in minimizing or eliminating the bias of manual analysis.

Keywords: Nanoparticles; Sensing; Localized surface plasmon resonance;
Colorimetry; Uremic toxins.
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1 INTRODUGAO

Entre as fungbes basicas dos rins, esta a excregcado de toxinas metabdlicas
que devem ser eliminadas do corpo (CLARK et al., 2019). Pacientes com doenga renal
cronica (CKD), caracterizada pela perda progressiva da funcédo renal, sofrem de
acumulo destas toxinas na corrente sanguinea, condigdo conhecida como uremia
(VANHOLDER, 2003, AMABILE et al., 2011, MACIEL et al., 2018). A uremia esta
relacionada a diversas patologias como desnutricdo, anemia, atrofia dérmica,
dislipidemia, acidose metabdlica, processo inflamatério e doengas cardiovasculares
(GO et al., 2004, VANHOLDER et al., 2005, VANHOLDER; LAECKE; GLORIEUX,
2008). Atualmente, ja foram identificados mais de 150 compostos urémicos que estao
relacionados a esses efeitos deletérios como, por exemplo, indoxil sulfato, p-
cresilsulfato, acido indolacético e hipurato (VANHOLDER et al., 2003; VANHOLDER
et al., 2005), sendo denominados de toxinas urémicas (UTs).

Métodos para quantificar UTs, como indoxil sulfato (IS) e p-cresil sulfato (PCS)
de soro requerem, por exemplo, espectrbmetros de massa ou sistemas de
cromatografia liquida de alta pressao (SMET et al., 1998, LIN et al., 2019). Apesar de
precisos e exatos, esses métodos ndo sido custo-efetivos, exigindo a utilizacéo de
equipamentos especificos. Além disso, requerem procedimentos, ha muito descritos
na literatura, para um adequado isolamento e purificacdo de certas moléculas
(SCHIEFER et al., 2021, ELLINGER; PRUTZ, 1903, EUA, 1984).

Nanoparticulas (NPs) vem sendo utilizadas como uma alternativa no
sensoriamento de biomoléculas, o que indica a possibilidade de uso para o
sensoriamento e quantificacdo de UTs. Estas NPs sdo particulas com tamanhos
variando de 1 a 100 nm (tamanho proximo as macromoléculas bioldgicas, como
enzimas e receptores) que apresentam também alteracdes de propriedades de acordo
com seu didmetro. NPs podem ser usadas como sondas quando cobertas com
peptideos, anticorpos e/ou acidos nucleicos para detectar alteracbes moleculares
relacionadas a processos patologicos. NPs metalicas possuem amplo campo de
aplicagao que inclui o monitoramento de células in vitro e exames de imagens in vivo
(NAVAS-MORENO et al., 2017).

Elementos do grupo IB (CAS) ou, como definido recentemente, o Grupo 11

(IUPAC) sdo um grupo de metais de transicao que incluem cobre (Cu), prata (Ag) e
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ouro (Au) (LIPSHUTZ; YAMAMOTO, 2008). Metais deste grupo sdo comumente
utilizados na producgao de NPs devido a sua baixa reatividade e a sua alta estabilidade
como, no caso do ouro, ou devido ao uso de passivantes (TAURAN et al., 2013). A
principal caracteristica que leva alguns materiais a assumirem papéis predominantes
nesta area de estudo, principalmente as NPs de Au (AuNPs) e as NPs de Ag (AgNPs),
€ a absorcao de plasmon de superficie (SPA), que tem uma secéao transversal de
extingdo de 10% a 10° vezes maior que os cromoéforos moleculares comuns e também
€ mais intensa que a de outras particulas de metais, devido ao fraco acoplamento as
transigcdes interbandas. A frequéncia do SPA tanto de AuNPs quanto de AgNPs pode
ser ajustada do visivel ao infravermelho préoximo, quando agindo na forma, tamanho
ou montagem das nanoparticulas (AMENDOLA, 2008).

Ainda na CKD, ha um aumento no risco de desenvolvimento de doencas
cardiovasculares (DCV) devido a diversos fatores, sendo um deles a disfungao
endotelial. O endotélio vascular é o revestimento celular interno de artérias, veias e
capilares e sofre devido a exposicdo as UTs. Um dos modos de avaliar os efeitos
desta exposic¢ao € a analise da capacidade de migragao das células endoteliais. Esta
avalicao é feita por meio do ensaio in vitro de migracgao celular, conhecido como wound
healing ou ensaio de cicatrizagao de feridas. Esse ensaio € amplamente utilizado em
pesquisas na area, poréem apresenta limitagdes quanto a obtencao de resultados
rapidos e fidedignos, principalmente, devido ao viés humano que esta presente na
avaliagao dos resultados obtidos.

Uma alternativa para otimizacdo deste ensaio € o uso de redes neurais e
redes adversarias geradoras (GANs) como, por exemplo, o modelo pix2pix, que faz
uso da inteligéncia artificial (IA) para obtengdo e analise de resultados. Ainda sao
escassos os trabalhos que otimizam ensaios laboratoriais fazendo o uso de IA (ISOLA
etal., 2017).

1.1 OBJETIVO GERAL

Nesse sentido, este trabalho propde desenvolver um sensor colorimétrico
baseado em NPs metalicas para quantificar IS e PCS, reduzindo custos e
complexidade de analise, assim como aplicar o modelo pix2pix nho ensaio de migragao

celular, o tornando eficiente e fidedigno.



18

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Produzir e caracterizar nanoparticulas de prata (AgNPs) e ouro (AuNPs)
para realizacdo do sensoriamento;

e Foto converter nanoparticulas de prata (AgNPs) a fim de avaliar a
interferéncia do tamanho e formato das NPs nas caracteristicas da solugao
coloidal;

e Desenvolver o sensor colorimétrico de toxinas urémicas (UTs) com o uso
de AgNPs;

Aplicar o modelo pix2pix no ensaio de migragao celular.

1.3 ESTRUTURA DO DOCUMENTO

O presente trabalho utiliza a seguinte estrutura: revisédo de literatura, onde sao
descritos os conceitos basicos utilizados para descrever os problemas e solugdes
referentes a tematica proposta e também s&o discutidos trabalhos anteriores
realizados na area; metodologia, onde material, métodos e laboratérios utilizados para
a realizagao da producgao, caracterizacao e fotoconversao de nanoparticulas (NPs) e
sensoriamento de toxinas urémicas foram descritos, assim como os equipamentos
necessarios para a utilizagcdo do modelo pix2pix; resultados e discussao, neste item
sao apresentados os resultados da producéo, caracterizacao e fotoconversédo de NPs,
0 esquema de sensoriamento de toxinas urémicas baseado em NPs, e os resultados
da aplicacdo do modelo pix2pix no ensaio de migracao celular, tanto para a etapa de
treinamento quanto para a etapa de teste; conclusao, séo apresentadas as conclusdes
do presente do trabalho com base nos itens descritos anteriormente; o trabalho é
finalizado com os itens de perspectivas futuras e publicacbes, onde sao citados

possiveis desenvolvimentos futuros e publicagdes advindas do doutorado.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 SINTESE DE NANOPARTICULAS

Para sintetizar NPs metalicas, existem basicamente trés rotas principais, a rota
bioldgica (por exemplo, com o uso de compostos bioativos (AMINI, 2019), a quimica
e a fisica. As rotas se separam em dois grandes grupos conhecidos como top-down e
bottom-up, onde a primeira parte da substancia pura que é fracionada até que suas
partes possuam tamanhos nanométricos e a segunda parte dos constituintes da
substancia para forma-la como um todo ja em tamanho nanométrico (IQBAL et al.,
2012). Contudo, uma técnica top-down com resultados reprodutiveis e que faz uso de
um aparato relativamente simples é conhecida como ablacéo a laser em liquidos. Esta
técnica foi desenvolvida em 1993 (NEDDERSEN et al., 1993) e é utilizada até hoje em
diversos materiais com uma ampla variedade de solventes (AMENDOLA;
MENEGHETTI, 2009).

A ablacdo a laser também pode ser realizada com laser pulsado e entdo a
técnica passa a ser chamada de ablagao a laser pulsado em liquido (PLAL), a qual &
baseada na fragmentacdo do alvo submerso no solvente induzida pelo laser e é
caracterizada pela emissao visivel de plasma e pela produg¢do de ondas de choque e
de bolhas de cavitacdo. Com o colapso da bolha, as NPs, que sado produzidas durante
a fase de resfriamento do plasma, podem se difundir no liquido circundante e formar
uma solugéo coloidal (DELL’AGLIO et al., 2015) de NPs quase-esféricas.

Algumas variaveis que podem alterar a solugao coloidal final na PLAL sao a
poténcia, o comprimento de onda, duragio do pulso e o tempo de exposi¢ao ao laser,
a temperatura ambiente e, claro, o passivante e o solvente. Um substrato (agente
surfactante ou capeador) amplamente utilizado para NPs é o citrato de trissddio, um
sal que, quando em solugao, prové ions negativamente carregados que se ligam as

NPs e tendem a impedir o processo de agregacgao destas (NANOMETAL, 2018).

2.2 FOTOCONVERSAO DE NPs

A primeira prova experimental de fotoconversao (PS) mudando a forma de NPs
foi descrita pela primeira vez em 1983 com intensidade de luz incidente de 1 W/cm?
(CHEN; OSGOOD, 2003). A PS guiada por um unico comprimento de onda levou a
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sintese de dois tamanhos diferentes - denominados tipos 1 e 2 - de NPs. No entanto,
em 2003, houve evidéncias de que a incidéncia de feixe duplo definido em diferentes
comprimentos de onda - uma excitagdo na posigédo de pico LSPR (aproximadamente
400 nm para nanoparticulas de prata de cerca de 10 nm) e ambos os feixes com
poténcia aproximada de 200 mW induziram a produg¢do de nanoprismas (NPRs)
pequenos e de tamanho unico (tipo 1) (JIN et al., 2003).

A sintese de NPs esféricas em NPR por meio de menores poténcias de
incidéncia de luz verde (tdo baixo quanto 10mW) levou 96 h a 37°C até 185 h a 25°C.
A exposigao de solugdes coloidais de NPs a um unico comprimento de onda, mesmo
com menor poténcia, produz multiplos picos de LSPRs, indicando mais de uma
distribuicdo de forma ou tamanho (BASTYS et al., 2006).

A variagao do pH na solucéao coloidal de NPs controla a taxa de reagao do PS,
altera a aglomeracgao e, consequentemente, altera a morfologia das NPs resultantes.
A taxa de consumo de Ag* ocorre mais rapidamente em pHs mais basicos (ZHANG,;
LANGILLE; MIRKIN, 2006), enquanto a variagado do pH leva a PS a formar diferentes
formas de NPs (LANGILLE; PERSONICK; MIRKIN, 2013). Uma vez que pHs mais
altos resultam em superficie mais carregada negativamente de NPR, ha um
interrompimento da agregagao de NPR tipo 2 por repulsao elétrica (XUE; MIRKIN,
2007).

A PS é baseada principalmente no consumo de um agente surfactante, como
o citrato de sédio, e na agregagao de nanoparticulas. O citrato ndo sé permite que a
solucado seja estabilizada, mas também atua como um agente de redugao de Ag”*
(STAMPLECOSKIE; SKAIANO, 2012) - uma etapa necessaria para reagdes mediadas
por plasmon. Ha também evidéncias solidas de que o oxigénio, em solug¢ao coloidal
de NPs, pode dissolver sementes de NP (sementes plasmdnicas) e gerar Ag* e OH-,
aumentando significativamente o pH da solucéo (XUE et al., 2008).

A PS é guiada por varias equagdes quimicas envolvendo prata, citrato, oxigénio
e agua. Atomos de prata em contato com oxigénio e agua produzem ions de prata
carregados positivamente e hidroxido (Equagéao 1); citrato e hidroxido, produzem 1,3-
acetonedicarboxilato, diéxido de carbono, agua e elétrons livres (Equagéo 2) (XUE et
al., 2008, WU et al., 2008), 1,3-acetonedicarboxilato e diéxido de carbono degradam
em aceto acetato e didxido de carbono (Equagao 3) (XUE et al., 2008), e ions de prata
carregados positivamente e elétrons livres, liberam os atomos de prata (Equacéo 4)
(XUE et al., 2008, WU et al., 2008).
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g +_2 2 + 0 — g+
(1)

. hv, Ag* . .
citrato + OH™ —— 1,3 — acetonadicarboxilato + CO, + H,0 + 2e~

(2)

hv
1,3 — acetonadicarboxilato + CO, — acetoacetato + CO,

(3)

2e” + 2Ag* ZZAgO
(4)
Tomando as Equacgbes 1-4 em consideracdo, a influéncia de prétons e
concentragbes de oxigénio na PS é claramente notavel. Como Ag° e H,0 sé&o
abundantes na solugao coloidal, a inser¢cao de oxigénio acelera a Equagao 1 taxa,
enquanto um aumento da densidade de proétons ira interagir rapidamente com OH™ e
com e~ e reduzir as taxas dos processos quimicos descritos nas Equacdes 2 e 4;

corroborando os resultados encontrados na literatura (XUE et al., 2008, ZHANG et al.,
2010, LANGILLE; ZHANG;MIRKIN, 2011, XUE; MIRKIN, 2007).

2.3 CARACTERIZAGAO DE NANOPARTICULAS

A técnica de referéncia para investigacao de NPs metalicas € a microscopia
eletronica de transmissao (TEM) (DANIEL; ASTRUC, 2004), a qual permite medidas
precisas de tamanho médio das particulas e de distribuicdo de tamanho destas
particulas. O espalhamento de luz dinamico (DLS) s6 pode prover informagdes sobre
a distribuicdo média de tamanhos de NPs na solugao coloidal, mas pode ser utilizado
juntamente com espectroscopia Zeta para determinar a carga superficial média das
particulas no meio (potencial Zeta), provendo assim dados mais robustos.

Gracas a SPA e as transigdes interbandas de aglomerados de metais, a
espectrometria UV-Vis-NIR de absorcao € de particular interesse para determinar o
tamanho, a forma e a composi¢cao de NPs de maneira custo-efetiva (AMENDOLA,
2008), ja o estudo de ligantes nas superficies destes metais pode ser realizada com
espectrometria Raman (DANIEL; ASTRUC, 2004).
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2.4 CARACTERISTICAS DE Au E Ag

Tanto Ag quanto Au sao conhecidos por serem inertes, especialmente o ouro
por ndo ser gravemente afetado por O2 e por resistir fortemente a fortes agentes
oxidantes ou ambientes acidos (GREENWOOD; EARNSHAW, 1997).

Um fendmeno que ocorre nas NPs constituidas por estes metais € chamado de
plasmon — banda de absor¢do de polariton devido as oscilagbes coerentes dos
elétrons da banda de condugéo 6S' para o Au e 5S" para a Ag na presenga de ondas
eletromagnéticas ressonantes (KREIBIG; VOLLMER, 1995). O movimento dos
elétrons em relagao as suas posigdes de equilibrio (plasmon) produz campos elétricos
fortes na superficie destes metais. Assim, estes materiais se caracterizam como
sendo excelentes conversores de energia eletromagnética em calor (BURDA et al.,
2005).

2.5 ABSORCAO DE PLASMON DE SUPERFICIE (SPA)

Plasmons s&o oscilagdes coletivas dos elétrons que estao presentes no volume
e na superficie dos materiais condutores (MAIER et al., 2006), tal como em metais do
Grupo 11. Neste caso, a absorcéo interbandas ocorre de 5d para 6s/6p para Au e de
4d para 5s/5p para Ag (KELLY et al., 2003) e a SPA ira depender ndo s6 do tamanho
destas nanoparticulas, mas também do seu formato, da distadncia média que as separa
e do meio em que estao envoltas (AMENDOLA, 2008). Em caso de incidéncia de uma
onda eletromagnética externa ao sistema, quando satisfeitas as condigdes
necessarias, ocorre o fenbmeno denominado de ressonéncia de plasmon de
superficie (SPR), uma oscilagao coletiva dos elétrons da banda de conducdo que
estdo em ressonancia com o campo eletromagnético incidente, produzindo elétrons
plasmdnicos energéticos (LI; ZHANG, 2017). Oscilacbes de densidade de carga
confinadas que, quando excitadas, levam a um realce (ou intensificagdo) dos campos
eletromagnéticos locais, assim como a SPR, mas em materiais nanométricos, recebe
o nome de ressonancia de plasmon de superficie localizado (LSPR) (HUTTER;
FENDLER, 2004).
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2.5.1 Modelo de Mie

O modelo de Mie faz uso da eletrodindmica classica para descrever a seg¢ao
transversal de extingdo de NPs de metais nobres, podendo assim resolver o problema
da difragao da luz para uma unica esfera (MIE, 1908).

As expressdes para as segOes transversais de espalhamento (o,,), extingdo
(0.xt) € absorcao (o,,s) para uma unica esfera de raio r sédo (KREIBIG; VOLLMER,
1995).

2
Gesp =77 2L+ D] + b, %)
L=1

(5)

21T -
Oppe = EZ(ZL + 1)Re[a, + b,]
L=1

(6)

Oext = Ogbs T+ Oesp

(7)

onde k € o nimero de onda dado por k? = w?eu, w = 2nv, v a frequéncia da onda no

meio, € a permissividade complexa, u a permeabilidade,

L mPLmn) PO — Yrim) - ()
LT ey (mi) -, () — Y (mx) - 7, (%)

(8)

_ Pr(mx) - (x) — mypp (mx) - P (x)

P ) Ge) — g () )

(9)

onde x € o parametro de tamanho dado por 27n,q,¢icuia?/A, T O raio da particula, 1 o

comprimento de onda incidente, m o indice relativo de refracdo (vide m =

Nparticuta/Mmeio)» Y1, € @ fungéo esférica de Riccati e 7, € a fungéo esférica de Bessel.
L indica a ordem multipolar.

Contudo, para os casos em que r < A (particulas muito pequenas), entdo |x| <

1, reduzindo a equacgéo (6) para
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3
wezV & (w)
¢ [g(w) +2&,]? + &3(w)?

Oext =
(10)

onde

g(w) = g (w) + ig(w),
(11)

V o volume da esfera, g, a constante dielétrica real do meio, ¢(w) a constante
dielétrica da esfera, sendo ¢, a parte real e ¢, a parte imaginaria. O valor de ¢; pode
ser obtido por &; = n% — k,* e €, pode ser dado por &, = 2nk,, onde k, é o coeficiente
de extingao.

Da Equacgéo 10, é possivel obter o,,; para AQNPs (Figura 1a) e AuNPs (Figura
1b) para os raios 2, 4, 6, 8, 10 e 12 nm para efeitos meramente ilustrativos. Foram
utilizados os seguintes valores para esta ilustragédo: ¢ = 3 x 108 m/s, ¢,, = 1.33 e 0s
valores de k, e n foram adquiridos de (JOHNSON; CHRISTY, 1972).
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Figura 1 - Valores de o,,; obtidos para AgNPs (a) e para AuNPs (b) de raios variando de 2 a 12
nm de acordo com a Equacgao 10.
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Fonte: O autor.

2.5.2 Fatores diversos que influenciam a SPA

Existem varios fatores que podem influenciar a SPA de nanoparticulas,
incluindo o tamanho da nanoparticula (MIE, 1908; LI et al., 2008), a forma da
nanoparticula (GUSTAFSON et al.,, 1999; BAFFOU et al., 2010), a composicéo da
casca (LIN et al., 2007; SCHATZ et al., 2001), a composi¢ao do meio (LIN et al., 2007;
SCHATZ et al., 2001), o tamanho da banda proibida (KREIBIG; VOLLMER, 1995) e o
tamanho da banda de conducgao. (KREIBIG; VOLLMER, 1995)

O tamanho da nanoparticula é um fator crucial para o deslocamento do pico da
LSPR, pois quanto menor a nanoparticula, maior concentracido de campos elétricos

na superficie o pico da LSPR sofre um desvio para o azul. (MIE, 1908; LI et al., 2008).
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Além disso, a forma da nanoparticula também é importante, nanoparticulas esféricas
apresentam menor desvio para o vermelho do que as nanoparticulas com formas
anisotropicas, como as formas de bastbes (GUSTAFSON et al., 1999; BAFFOU et al.,
2010).

A presenca de uma casca em volta da nanoparticula metalica pode aumentar o
SPA devido a interagao entre a casca e a superficie da nanoparticula (LIN et al., 2007;
SCHATZ et al., 2001). A natureza do meio em que a nanoparticula esta imersa, como
a concentracdo de outras espécies quimicas ou o pH, também pode influenciar o
desvio para o vermelho (LIN et al., 2007; SCHATZ et al., 2001).

As nanoparticulas metalicas com banda proibida maior e banda de condugao
maior tendem a apresentar maior desvio para o vermelho devido a maior concentracao
de estados excitados proximos a essas bandas. Isso ocorre porque a banda proibida
maior permite que mais estados excitados estejam disponiveis para interagir com a
radiacdo incidente, o que resulta em um desvio para o vermelho maior (KREIBIG;
VOLLMER, 1995).

Um exemplo de estudo que investigou o SPA em nanoparticulas de prata é o
trabalho de Li et al. (2008) no qual os autores estudaram como o tamanho da
nanoparticula afeta o desvio para o vermelho utilizando nanoparticulas de prata
esféricas com diametros variando de 10 a 40 nm. Os resultados mostraram que o
desvio para o vermelho aumentou com o aumento do tamanho da nanoparticula,
consistente com as previsdes tedricas baseadas na teoria de Mie (LI et al., 2008).

Outro exemplo é o trabalho de Lin et al. (2007) no qual os autores estudaram o
efeito da composicao da casca em nanoparticulas de prata revestidas com diferentes
ligantes organicos. Eles descobriram que a presenga de uma casca organica
aumentou o desvio para o vermelho devido a interacdo entre a casca e a superficie
da nanoparticula (LIN et al., 2007).

2.5.3Modelo de Mie para NPs esféricas tipo core@shell

O modelo de Mie pode ser aplicado para o caso de esferas constituidas por um
nucleo (core) e uma casca (shell) e para o caso de uma esfera com uma unica casca
na aproximacao dipolar, o.,; pode ser dado por (KREIBIG; VOLLMER, 1995).
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Ocxt = 4k - Im(a)
(12)

onde o,,; € proporcional a parte imaginaria da polarizabilidade (a) da NP, K o vetor de

onda e

r 3
a=4?7'[.(r+d)3£0. (SC—Sm)'(8+2€C)+(r+—d) -(g—gc)-(gm-l—ZgC)

(ec + 2&) - (e + 2¢.) + (r _T_ d)3 (e—¢€.)  (2e, — &)

(13)

em que r é o raio do nucleo, d € a espessura da casca, € ¢, &, & € &, Sa0 as
constantes dielétricas do nucleo, da casca, do vacuo e do meio, respectivamente.

Para uma NP com 10 nm de raio, g,,; s€ comporta conforme o demonstrado
na Figura 2, de onde é possivel observar efeitos similares no deslocamento do pico
para o vermelho em ambos os casos (AgNPs e AuNPs). Para esta simulagao, foram
utilizados os valores de ¢ = 3 x 108 m/s, ¢ = 1.58, g, = 8.85 X 10712, ¢,, = 1.33 e 0s
valores de k e n foram adquiridos de (JOHNSON; CHRISTY, 1972), do qual ¢, foi
calculado.

Pode-se entdo afirmar que, a partir do espectro de extingdo, nao seria possivel
definir o tamanho médio de uma nanoparticula desconhecida por meio do desvio do
pico da LSPR para o vermelho ou pelo aumento da intensidade da mesma, sendo que
a alteragcédo da espessura do capeamento e da carga da nanoparticula influenciam

diretamente nestes mesmos aspectos da LSPR (vide itens 2.4.1-2.4.3).
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Figura 2 - Valores de oex: para o caso core@shell de NPs de 10 nm de raio com capeamentos
de citrato de sédio com espessuras de 0 (de acordo com as Equagées 10 e 11, core), 3,6,9 e

12 nm (de acordo com as Equagées 12 e 13, core e shell) para a prata (a) e para o ouro (b).
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Fonte: O autor.

2.5.4 Sensoriamento a partir da SPA

Uma solugao coloidal de AgNPs quase-esféricas de aproximadamente 10 nm
apresenta uma coloragcao amarelada devido a sua SPA e esta coloracdo pode ser
alterada pelo tamanho, forma e agente surfactante (relagdo core@shell) das NPs e
pelo solvente da solugdo coloidal (GONZALEZ et al., 2014). O fenédmeno ligado a
agregacao das NPs esta, por exemplo, associado a ligagdo de surfactantes (ou
agentes de capeamento) as moléculas alvo, e quando estas sdo anexadas a um
grande numero de NPs através do surfactante, um dos possiveis resultados é a

agregacao das NPs, causando o deslocamento da SPA e permitindo o sensoriamento
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destas moléculas alvo (HUNG et al., 2010). Estes sensores que, muitas vezes fazendo
uso de AuNPs e AgNPs, utilizam comprimentos de onda na faixa do visivel, sdo
classificados como sensores colorimétricos.

Sensores colorimétricos a base de NPs para a afericdo de UTs estdo sendo
desenvolvidos como, por exemplo, um sensor colorimétrico a base de uma solugao
coloidal de AuNPs para a detecgao de creatinina (DU et al., 2016). Neste caso, a
solucdo avermelhada de AuNPs de aproximadamente 13 nm se torna azulada na

presenca de ions de prata, adenosina e creatinina.

2.6 ESPALHAMENTO RAMAN REALCADO POR SUPERFICIE (SERS)

O espalhamento inelastico decorrente de uma radiagéo incidente que interage
com os modos rotacionais e vibracionais da matéria € denominado espalhamento
Raman (RAMAN; KRISHNAN, 1928). Este espalhamento pode ser causado pelo
fornecimento de energia ao sistema, espalhando assim um conjunto de fétons de
maior comprimento de onda (Stokes) ou no caso em que as moléculas ja estejam
excitadas de antemao, o espalhamento € dado por um conjunto de fotons de menor
comprimento de onda (Anti-Stokes).

O espalhamento Raman possui uma relagao sinal-ruido muito baixa, mas este
sinal pode ser intensificado por um campo eletromagnético intenso, tal como acontece
nos arredores das NPs quando existe uma radiagao incidente, excitando a LSPR
destas. Esta intensificacdo € chamada de Espalhamento Raman realgcado por
superficie (SERS, do inglés Surface-enhanced Raman Scattering) e é capaz de
ampliar o sinal Raman em até 14 ou 15 ordens de magnitude (ROELLI et al., 2015;
STROBBIA et al., 2015).

Sensores baseados no efeito SERS também ja foram desenvolvidos,
detectando, por exemplo, acido urico, ureia e creatinina (UTs soluveis em agua) e p-
cresol (PBUT) com o uso de AgNPs em nano folhas feitas de 6xido de grafeno
modificado (JUANG et al., 2019). Outrora, o efeito SERS também ja foi descrito no
tratamento da CKD, como no desenvolvimento de um rim artificial aprimorado por
AuNPs sob a incidéncia de diodos emissores de luz (LEDs), reduzindo o estresse
oxidativo, a expressao de fibronectina e a resposta inflamatéria induzidos pela dialise
(CHEN et al., 2016).
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2.7 A DOENCA RENAL CRONICA (CKD)

Os rins desempenham um papel fisiolégico fundamental para a vida, tem
como uma de suas fungdes realizar a filtragem do sangue e excre¢gao de compostos
urémicos por meio da urina, o que contribui diretamente para a manutencdo da
homeostase corporal (BARRETO et al., 2014; MAHOMED, 1877).

A CKD é uma patologia que acomete os rins e pode ser definida como a perda
parcial ou total da funcao renal, levando a uma reducao da taxa de filtragdo e excregao
de compostos urémicos e, portanto, levando ao acumulo destes compostos no
organismo, este quadro € conhecido como uremia e causa diversos danos ao
individuo (VANHOLDER, 2003, 2005, 2008), como processos inflamatérios e doengas
cardiovasculares (VANHOLDER et al., 2003; AMABILE et al., 2011; MACIEL et al.,
2018).

De acordo com a National Kidney Foundation (NKF, 2012), a CKD é uma
doencga progressiva, que pode ser categorizada de acordo com presenga de lesao
renal por tempo igual ou superior a trés meses, acompanhada por anormalidades
estruturais ou funcionais dos rins, com ou sem reducao na taxa de filtragdo glomerular
(TFG). O néfron é considerado a principal unidade funcional dos rins, no qual os
glomérulos estdo presentes e ocorre a filtragcdo do sangue, e considerando a TFG

classifica-se a progressao da CKD por estagios (Tabela 1).

Tabela 1 - Estadiamento da doenga renal crénica (CKD).

Estagio Taxa de filtragdo glomerular (TFG) Descrigao
(ml/min/1,73 m?)

G1 290 Normal ou alta

G2 60-89 Ligeiramente reduzida

G3a 45-59 Ligeiramente ou moderadamente reduzida
G3b 30-44 Moderadamente ou severamente reduzida
G4 15-29 Severamente reduzida

G5 <15 Faléncia renal

Fonte: Adaptado de NFK, 2012.

A prevaléncia mundial de CKD em 2016 variou de 11 a 13 % (HILL et al.,
2016). Aproximadamente 37 milhdes de pessoas somente nos Estados Unidos da
América (EUA) apresentam esta patologia (EUA, 2021). No Brasil, dos anos de 2009
a 2018, dados apontam mais de 133 mil pacientes em tratamento dialitico e mais de

29 mil aguardando em fila de espera para transplante renal. A faixa etaria com maior
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acometimento por CKD e que esta realizando didlise € a entre 45 e 64 anos. A taxa
de mortalidade anual de pacientes em didlise estd em torno de 20 % (NEVES et al.,
2020).

O tratamento de pacientes em estagio avancado da CKD (G5) (Tabela 1)
consiste em terapias substitutivas da funcdo renal, como a hemodialise (HD),
hemodialise peritoneal e o transplante renal (STINGHEN et al., 2010; NFK KDIGO,
2018). Porém, apesar dos avangos da tecnologia na area meédica, algumas das
toxinas urémicas dificilmente sdo removidas por terapias renais substitutivas, como a
hemodialise, principalmente as UTs ligadas a proteinas (PBUTs). O IS e o PCS sao
considerados UTs de baixo peso molecular que se ligam as proteinas e promovem
varios efeitos deletérios no organismo (VANHOLDER et al., 2008; NIWA, 2010).

2.7.1 Sensoriamento de toxinas urémicas (UTs)

Para que um composto seja considerado uma UT, ele deve ser (i) medido com
precisao e identificado quimicamente, (ii) sua concentracdo deve ser maior que a
concentragcdo em individuos ndo urémicos, (iii) sua concentracdo deve estar
correlacionada com disfungdes ou sintomas adversos; e (iv) sua atividade bioldgica
deve ser comprovada in vitro, in vivo e ex vivo, enquanto suas concentragoes
coincidem com as encontradas em fluidos corporais de pacientes urémicos
(BARRETO et al., 2014; MAHOMED, 1877).

Além disso, as UTs podem ser classificadas de acordo com seu peso
molecular em (i) pequenos compostos soluveis em agua (peso molecular menor que
500 Dalton) que incluem creatinina e ureia, (ii) moléculas intermediarias (peso
molecular superior a 500 Dalton), como peptideos, e (iii) moléculas ligadas a proteinas
(principalmente de peso molecular pequeno) que incluem indoxil sulfato (IS) e p-
cresilsulfato (PCS) (VANHOLDER, 2003, BARRETO et al., 2014). Toxinas urémicas
ligadas a proteinas (PBUTSs) se ligam principalmente a albumina por meio de ligacoes
nao covalentes, resultando de pontes salinas, eletrostaticas e forgas de van der Waals
(DEVINE et al., 2014).

Desde 1984, as UTs sao detectadas e quantificadas por varias tecnologias,
dentre elas, a espectrometria de massa (MS) (SCHOOTS et al., 1984; NIWA, 1986;
VANHOLDER; RINGOIR, 1992). O uso desta técnica na detecgao e quantificacao de

UTs é amplamente conhecida e aprovada pela comunidade cientifica (NIWA, 1997;
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NIWA, 2011). A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) também é utilizada
para determinar a concentragado de UTs, tal como o caso do p-cresol (SMET et al.,
1998).

A extracdo de UTs, tais como o IS e o PCS do soro de pacientes, € bem
descrita na literatura (ELLINGER; PRUTZ, 1903; SMET et al., 1998; LIN et al., 2019),
mas a quantificagdo destes compostos requer, por exemplo, espectrébmetros de
massa ou sistemas de HPLC que podem ser dispendiosos para o caso da
quantificacdo por MS e HPLC, respectivamente. Neste sentido, as NPs podem
oferecer uma solugao de baixo custo e com desempenho satisfatorio do ponto de vista
metrolégico para a quantificacdo destas moléculas por intermédio de técnicas
colorimétricas.

Por outro lado, AgNPs ja tém sido utilizadas no desenvolvimento de sensores
colorimétricos, tal como para deteccao de residuos perigosos (WU et al., 2018), dentre
outras (WU et al., 2015, SUNG et al., 2013, DEWANGAN et al., 2019). Esses estudos
forneceram alta seletividade para seus alvos, com estabilidade da amostra e limites

de detecgéao (LoDs) relativamente baixos e os dados estdo resumidos na Tabela 2.

Tabela 2 - Caracteristicas de sensores colorimétricos baseados em AgNPs encontrados na

literatura.
Tamanho Materiais extras .
Referéncia meédio das adicionados MoLehc;glas R2 (rlr_10/[I)_)
AgNPs (ou surfactantes) g
Qreatinina 0,98 0,7
JUANG et ) Nano folhas de arafeno Acido urico 0,93 4,2
al., 2019 9 Ureia 0,99 0,6
p-Cresol 0,95 1,1
g\(l)lalset al., - Fe304 magnético Cartap 0,99 0,01
WU et al., 15 nm Piro fosfato de sddio e Cu?* 0,99 0,0001
2015 hidroxipropilmetilcelulose Mn2* 0,99 0,001
30 nm
SUNG et al., . Co?* 0,99 -
2013 40 nm Glutationa cuzt 0.99 )
(nanoprismas)
DEWANGAN 4315 nm Colesterol oxidase ~ Colesterol 099 0,000005
etal., 2019

Fonte: Adaptado de SCHIEFER et al., 2021.

Os efeitos deletérios que a presenga destas toxinas na corrente sanguinea
pode trazer para o organismo sao bem descritos na literatura, o desfecho clinico para
os pacientes tende a ser o indesejado, como o desenvolvimento de comorbidades

como, doencas cardiovasculares e até mesmo a morte (NASEEM, 2005; MARTENS
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et al., 2016; KRUGER-GENGE et al., 2019). Frente a isso, se faz necessario o estudo
de técnicas que permitam uma avaliacao rapida e precisa da presenga destas UTs em
meios biolégicos a fim de otimizar o tratamento e possivelmente interferir

positivamente no desfecho clinico dos pacientes acometidos pela doenca.
2.7.2 Toxinas urémicas e as células endoteliais

Na CKD ha um aumento no risco de desenvolvimento de doencas
cardiovasculares, grande parte deste aumento se deve a disfungdo endotelial, que é
causada pela presenga de UTs em elevada concentragdo no sangue. O endotélio
vascular, € uma monocamada formada por células endoteliais que constitui o
revestimento celular interno de artérias, veias e capilares e, portanto, esta em contato
direto com os componentes e células do sangue (MARTENS et al., 2016; KRUGER-
GENGE et al., 2019).

O endotélio vascular € um 6rgao dindmico e funcionalmente complexo,
modulando multiplos processos bioldgicos, incluindo tdnus vascular e permeabilidade,
respostas inflamatérias, trombose e angiogénese. A disfungdo endotelial é uma
ameaca para a integridade do sistema vascular, e é fundamental para a patogénese
da aterosclerose e de doencas cardiovasculares (MARTENS et al., 2016; KRUGER-
GENGE et al., 2019).

Um dos possiveis mecanismos que levam a disfuncado endotelial é a redugao
da biodisponibilidade do o6xido nitrico (NO), que é uma marca registrada da CKD,
sendo este disturbio quase universal em pacientes que atingem a fase mais avangada
da CKD, a faléncia renal (ROUMELIOTS et al., 2020). O NO produzido pelo endotélio
tem fungao vasodilatadora, quando reduzido pode levar a perda da homeostase e
ténus vascular (NASEEM, 2005; MARTENS et al., 2016; KRUGER-GENGE et al.,
2019). Estudos também confirmaram que o NO desempenha um papel importante na
adesao e migragao celular. Foi demonstrado que a liberacdo de NO aumenta a
migragdo celular e diminui a adesdo celular em alguns tipos de células e,
inversamente, reduz a migragao celular e aumenta a adesao celular em outros tipos
de células (JADESKI et al., 2000; LAHIRI et al., 2009; MESQUITA et al., 2022).

O endotélio vascular também possui a capacidade de regular o transporte de
liquidos e solutos no sangue para a parede do vaso sanguineo e uma perturbacao

neste transito, causada por uma lesdo endotelial, pode levar o desenvolvimento de
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patologias associadas. Uma melhor compreensao desse fendmeno de causa-efeito
requer o reconhecimento dos mecanismos de migragao celular que mantém a
homeostase do tecido (PAWAR; EDGAR, 2012). A migragéo celular ocorre devido a
motilidade que as células apresentam e este processo € essencial para a vida e o
desenvolvimento. A capacidade das células de migrar depende de muitos fatores
como, por exemplo, seu fendtipo e nas propriedades do microambiente ao redor. A
literatura define a migracdo celular como um fendmeno extremamente complexo
(PAWAR; EDGAR, 2012; MERINO-CASALLO et al., 2022).

Os principais processos fisiolégicos dos organismos multicelulares dependem
da migracéo celular, desde o desenvolvimento embrionario até a formagao 6ssea mais
especifica e a angiogénese (formacédo de novos vasos sanguineos). A capacidade
das células de migrar também é critica durante a reparacao dos tecidos e as respostas
inflamatdrias e imunoldégicas. Mas a migracao celular também esta associada ao
desenvolvimento de doencgas, incluindo algumas das principais causas de morte,
como a metastase cancerigena. Uma compreensao abrangente deste processo
biolégico é, portanto, essencial. A migracdo celular é geralmente estudada para
linhagens de células epiteliais, endoteliais e de fibroblastos, assim como células
cancerigenas, (PAWAR; EDGAR, 2012; MONSUUR et al., 2016; MERINO-CASALLO

et al., 2022) devido ao seu potencial de aderéncia.

2.7.2.1 Analise da migragao celular

Uma das maneiras de avaliar os efeitos da CKD e, por consequéncia, das UTs
sobre a capacidade de migracao das células endoteliais € por meio do ensaio in vitro
conhecido como wound healing ou ensaio de cicatrizagao de feridas. Os ensaios in
vitro sdo excelentes abordagens para extrapolar para situag¢des in vivo e estudar o
comportamento de células vivas (PIJUAN et al., 2019).

O ensaio de cicatrizagdao de feridas € um dos métodos mais antigos
desenvolvidos para estudar a migragéo celular in vitro. Este método é baseado na
observagao da migragao celular em uma "ferida" que é criada em uma monocamada
de células. Esta observacao é realizada com auxilio de um microscopio 6tico e ao
longo do tempo, sdo realizadas fotos da ferida, a fim de acompanhar o seu
fechamento. Posteriormente, estas fotos sdo analisadas para averiguar o processo de
“cicatrizacdo. Este ensaio mimetiza em certa medida a migracédo das células na

cicatrizacao de feridas. Com exemplo, temos o reparo tecidual de vasos sanguineos
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apo6s um corte, as células endoteliais tendem a migrar para a area lesionada a fim de
fechar a ferida, o wound healing permite a analise desse processo de maneira
laboratorial e controlada (RODRIGUEZ et al., 2005; JONKMAN et al., 2014; PIJUAN
et al., 2019).

A cicatrizagcado de feridas € um processo complexo do corpo, que envolve
diferentes populacgdes de células e da matriz extracelular. O processo de cicatrizagao
ocorre em quatro etapas: hemostasia, inflamacéo, proliferacdo e remodelacao
tecidual. A migracdo ocorre como uma resposta celular ao estimulo de uma lesao,
envolvendo queratindcitos, fibroblastos, macrofagos, plaquetas e células endoteliais.
Esses tipos celulares rettm e mantém a cura por meio de varios fatores de
crescimento e citocinas (GUO; DIPIETRO, 2010, VELNAR; GRADISNIK, 2018); além
disso, oxigenagao, estresse, infecgdes, hormdnios, idade, diabetes, medicamentos e
obesidade também podem interferir nesse processo (RODRIGUES et al., 2019).

Apesar de muito utilizado por pesquisadores o ensaio de wound healing
apresenta algumas limitagdes como, por exemplo, a obtengcdo dos dados finais por
meio da analise das imagens das células € comumente realizada manualmente (DE
IESO; PEI, 2018), o que, além de ser demorado, leva a subjetividade e,
ocasionalmente, a erros de interpretacao dos dados (JOHNSTON et al., 2014). No
entanto, com o avanco de ferramentas da informatica, como o advento das redes
adversarias geradoras (GANs), a geragao de imagens e a tradugado imagem-a-imagem
evoluiram bastante (GOODFELLOW et al.,, 2020). Um exemplo de software de
traducdo imagem-a-imagem € o meétodo pix2pix, que ja demonstrou sua ampla
aplicabilidade (ISOLA et al., 2017).

As GANs sdo baseadas em um modelo gerador destinado a criar imagens
sintéticas e em um modelo discriminador que classifica as imagens como falsas
(imagens criadas pelo gerador) ou reais (imagens de entrada). Enquanto o
discriminador é atualizado diretamente para melhor classificar as imagens, o gerador
€ atualizado de acordo com o discriminador, visando enganar melhor o discriminador
(GOODFELLOW et al., 2020). Um caso especial de GANs sao os GANs condicionais
(ou cGANs), onde o gerador é condicionado a uma entrada (MIRZA; OSINDERO,
2014). No caso do modelo pix2pix (um tipo de cGAN), o gerador é condicionado a
uma imagem de entrada e é baseado em uma arquitetura “U-Net”, e o discriminador

€ baseado em um classificador convolucional “PatchGAN” (ISOLA et al., 2017).
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Sendo assim, com a evolugao e criacdo de novas e mais efetivas ferramentas
da informatica, se mostra necessario o estudo e aperfeicoamento de ensaios bem
estabelecidos como o wound healing, que apresenta limitagdes, contribuindo assim
para uma maior exatidao nos resultados obtidos por meio deste ensaio. Portanto, além
da sintese, caracterizacido e fotoconversido de NPs e do sensoriamento de UTs, o
presente trabalho teve como objetivo aplicar o modelo pix2pix no ensaio de migragao

celular.
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3 METODOLOGIA

3.1 PRODUGAO E CARACTERIZACAO DE NPs

A producdo de AgNPs e AuNPs quase-esféricas por PLAL foi realizada no
Laboratério de Laser (LablLaser) da Universidade Tecnoldégica Federal do Parana
(Figura 3) com um laser Nd:YAG pulsado a 532 nm (New Wave Tempest 20, EUA)
em frequéncia de 10 Hz e energia de pulso de 17 mJ. O feixe de laser foi focado em
uma placa de prata (Sigma-Aldrich, 99,0 % de pureza, espessura de 1 mm) ou em
uma placa de ouro (Sigma-Aldrich, 99,0 % de pureza, espessura de 1 mm) no fundo
de um béquer contendo 10 mL de uma solugao aquosa de 1 mM de citrato de trissédio
diidratado (Biotech, 99,0 %). Em uma tentativa de controlar as caracteristicas
morfolégicas das NPs capeadas com citrato (Cit-AgNPs e Cit-AuNPs) produzidas por
PLAL, foi adotada uma metodologia para investigar a influéncia da temperatura da
solugdo (relacionada ao tempo de ablagdo) na distribuicdo de tamanho das

nanoparticulas sintetizadas.

Figura 3 - Instrumentacéo utilizada no processo de ablagao a laser (PLAL) no Laboratério de
Laser (LabLaser) da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana.




38

Fonte: Laboratorio de Laser, 2023.

A temperatura da solugao e a temperatura do ambiente foram monitoradas com
termopares (resolugcéo de = 0,1 °C) durante a ablagdo com tempos de exposi¢cao
variando até 40 min. A temperatura ambiente foi medida a 10 cm do béquer, enquanto
a temperatura da solugéo foi medida a 2 cm do feixe do laser na solugdo. A afericéo
da temperatura também foi realizada no Laboratério de Laser (LablLaser) da
Universidade Tecnologica Federal do Parana.

Os espectros de extincdo das solugdes coloidais foram aferidos com um
espectrometro de fibra éptica UV-VIS (HR4000, Ocean Optics, resolugao de 1,8 nm)
acoplado a uma fonte de luz halégena de tungsténio (LS-1, Ocean Optics) no
Laboratério de Laser (LablLaser) da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana
(Figura 4). Cada espectro foi ajustado a uma distribuicdo Voigt para avaliar a
densidade 6ptica (OD), posi¢ao do pico (1) da LSPR.

Figura 4 - Instrumentacao utilizada no processo de obtengado dos espectros de extingao das
solugées coloidais de nanoparticulas de prata e ouro no Laboratério de Laser (LabLaser) da
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana.

Fonte: Laboratério de Laser, 2023.

As NPs produzidas por PLAL foram avaliadas por Microscopia Eletrdnica de
Transmissdo (TEM, JEOL JEM 1200EX-Il, resolugédo de 0,5 nm) no Centro de
Microscopia Eletrénica (CME) da Universidade Federal do Parana (Figura 5), e seus

tamanhos médios foram avaliados por espalhamento dindmico de luz (NanoDLS, DLS,
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Brookhaven Instruments, resolugcéo de 10 %, tamanho detectavel minimo de 0,9 nm)
a 90° (DLSd) no Laboratério de Biopolimeros (BIOPOL) da Universidade Federal do
Parana no departamento de quimica (Figura 6).

Figura 5 - Microscépio Eletronico de Transmissao JEOL JEM 1200EX-Il do Centro de
Microscopia Eletronica (CME) da Universidade Federal do Parana. Equipamento utilizado para
fotografar e afe\rir o tamanho e formato de nanoparticulas de prata.

Fonte: Centro de microscopia eletrénica, 2023.

Figura 6 - Equipamento de espalhamento dinamico de luz (Nano DLS) do Laboratério de
Biopolimeros (BIOPOL) da Universidade Federal do Parana, utilizado para aferir o tamanho
_meédio das nanoparticulas de prata e ouro.
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Fonte: Laboratério de Biopolimeros, 2023.

O potencial Zeta e o pH foram medidos por um analisador de titulagdo de carga
de particulas (Stabino Microtrac, Alemanha) no Laboratério de Biopolimeros (BIOPOL)
da Universidade Federal do Parana no departamento de quimica (Figura 7), enquanto
as cores das soluc¢des foram obtidas por estratificacdo de cores RGB (vermelho (R),
verde (G) e azul (B)) a partir de imagens de cubetas adquiridas com uma camera de

smartphone de 12 mega pixels (Motorola MotoG5plus, Schaumburg, EUA).

Figura 7 - Equipamento (Stabino Microtrac) para afericao de pH e potencial Zeta das solugdes
coloidais de nanoparticulas de prata e ouro.

Fonte: Laboratério de Biopolimeros, 2023.

A correlagao entre as caracteristicas das amostras e das LSPRs foi realizada
através da correlagdo de Pearson com Python, onde o coeficiente de correlagcéo é
dado por R e sua significancia, por P. Um teste ANOVA com post-hoc Dunnet foi
realizado a fim de verificar diferencas significativas entre a média de tamanhos das

NPs mensuradas por DLS em relacédo ao primeiro tamanho médio avaliado.

3.2 FOTOCONVERSAO DE NPs

Para a fotoconversao de nanoparticulas foi desenvolvido o aparelho de perdxido
de hidrogénio (LIPS), o qual conta com duas fitas comerciais de diodos de emissao
de luz (LEDs) de baixa intensidade: uma composta por LEDs azuis (faixa centrada em
458 nm e FWHM de 33 nm) e outra composta por LEDs verdes (faixa centrada em
514 nm e FWHM de 47 nm), Figura 8a.
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Figura 8 Caracteristicas do hardware. (a) Irradiancias dos LEDs. (b) Temperatura e umidade

relativa no interior da camara.
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Fonte: O autor.

Essas fitas sdo enroladas formando um cilindro. As fitas azul e verde tinham 1
metro de comprimento, contendo LEDs de baixa intensidade (poténcia individual de
10 mW) separados por 5 cm. A irradiancia relativa de LEDs individuais e espectros de
extingdo foram medidos por um espectrdmetro de fibra optica UV-VIS (HR4000,
Ocean Optics, resolugdo de 1,8 nm) acoplado a uma fonte de luz halégena de
tungsténio (LS-1, Ocean Optics).

Um sistema de refrigeracdo também foi construido neste hardware, visando
controlar a temperatura, enquanto a umidade relativa se apresentou constante ao
longo dos experimentos. A temperatura e a umidade relativa foram medidas a cada
10 s até 30 min, a cada 500 s até 24 h, e acada 1 h até 72 h por um sensor de umidade
e temperatura DHT11 (OSEPP Eletronics, resolugdo de temperatura e umidade
relativa de 1 °C e 1%, respectivamente) sdo mostrados na Figura 3b. Uma estagnagéao
de temperatura e umidade relativa foi observada em (27,18 + 0,06) °C e (44,6 + 0,2)
% apos 0,5 h, respectivamente (Figura 8b).

A geometria do aparelho permite a fotoconversao simultdnea de um conjunto
de amostras sob igual condi¢des de irradiancia de luz, temperatura e umidade relativa.
O numero de amostras é definido pelo raio do cilindro formado pelas fitas de LED

enroladas.
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3.2.1 Analise dos impactos das caracteristicas intrinsecas da amostra no processo de

fotoconversao

A fim de monitorar a evolugdo de parametros distintos na fotoconversédo de
forma promovida pela técnica LIPS proposta, foi utilizado um lote de seis solugdes
coloidais ligeiramente diferentes de nanoparticulas de prata abladas a laser (T3, T4,
T5, T6, T7 e T8) produzidas nas condigdes citadas anteriormente. Cada solugéo
coloidal resultou em quatro aliquotas de 1 mL cada, contendo concentragdes de 0,00,
0,57,1,14 e 1,71 mM de perdxido de hidrogénio. As aliquotas, preparadas em cubetas
de 2,5 mL, foram entdo inseridas no aparelho LIPS e expostas as luzes dos LEDs por
até 72 h.

Cada amostra de espectro de solugdo coloidal primaria (adquirida do
espectrometro HR4000 acima mencionado) foi ajustada a uma distribuicao Voigt pela
ferramenta de ajuste de pico multiplo no software OriginPro 2016, avaliando a
densidade oOptica LSPR (OD), posigao do pico (l), area integrada do pico (A), largura
total na metade do maximo (FWHM) e larguras Gaussianas (wG) e de Lorentz (wL).

As imagens das nanoparticulas presentes nas aliquotas das solugdes
submetidas ao aparelho foram avaliadas por Microscopia Eletrénica de Transmissao
(TEM, JEOL JEM 1200EX-II, resolugao de 0,5 nm). As cores de cada aliquota foram
obtidas por estratificagédo de cores RGB a partir de imagens de cubetas adquiridas
com uma camera de smartphone de 12 mega pixels (Motorola MotoG5plus,
Schaumburg, EUA). A correlacdo de Pearson apresentando a correlagéo (R) e a

significancia (P) foi realizada utilizando a linguagem Python.

3.3 SENSORIAMENTO COLORIMETRICO DE UTs COM USO DE AgNPs

A producao de AgNPs quase-esféricas capeadas com 0,1 mM de citrato de
trissddio diidratado foi realizada de acordo com o item 3.1.

BSA (Sigma-Aldrich) foi adicionada (em proporgdes de 4%, 0,4% e 0,04%) as
Cit-AgNPs (solugdo aquosa 0,1 mM de citrato trissddico diidratado (Biotec, 99,0%))
logo apds o PLAL para auxiliar a ligagcao entre UTs e NPs. Buscando avaliar o efeito
da adicao de IS (Sigma-Aldrich) as nanoparticulas, os espectros de UV-Vis de BSA,
IS e Cit-AgNPs, antes e depois da adicao de BSA e BSA + IS foram comparados.

Para identificar a ligagcado das Cit-AgNPs e BSA, a espectroscopia Raman foi

conduzida em Cit-AgNPs com e sem a adicdo de BSA e com BSA em pé6. Um
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espectrometro Raman (HR-TEC-X2 StellarNet, resolugdo de 4 cm-', faixa de
deslocamento Raman de 200 - 3900 cm™') excitado por um laser de semicondutor de
modo unico estabilizado de espectro centrado em 638 nm com 50 mW (StellarNet,
Lab-LS-638) acoplado com um microscopio CX31 com uma objetiva de 10x foi usado
para medidas de Raman e SERS. As linhas de base foram corrigidas aplicando um
meétodo de suavizagdo de minimos quadrados assimétricos.

O peroxido de hidrogénio em contato com Cit-AgNPs reage para formar
nanoparticulas menores através do mecanismo de carga-descarga de elétrons
(DEWANGAN et al., 2019; HE; GARG; WAITE, 2012). No entanto, a presencga de
diferentes ligantes altera a dissolugao oxidativa das nanoparticulas de prata pelo H20:2
(SIGG; LINDAUER, 2015). A oxidacdo das Cit-AgNPs por H202 é potencializada
devido a presenca de PBUT na solugdo, que induz a desvinculacdo do BSA das Cit-
AgNPs (HE; GARG; WAITE, 2012). A fim de investigar o papel do IS na oxidagao de
NPs, espectros de UV-Vis de Cit-AgNPs + BSA 0,4% e Cit-AgNPs + BSA 0,4% + IS
236 mg /L contendo H202 (35% PA, NEON, Brasil) foram aferidas nas concentragdes
de 20, 30, 40, 50 e 60% (v/v) de uma solugao de 0.35% de H20x2.

Para a calibragcado do sensor, as amostras contendo IS e PCS foram preparadas
adicionando 100 uyL de uma solugao de toxina urémica (IS ou PCS) a 900 uL de Cit-
AgNPs + BSA 0,4%. Solugbes com concentragdes de toxina urémica de 0, 0,5, 1, 5,
10, 15, 30, 50, 75 e 100 mg/L foram utilizadas, resultando em amostras com
concentracéo de BSA de 0,36% e concentragbes de toxinas urémicas uma ordem de
magnitude menor que a solugéo original. Esse procedimento produz amostras com
concentragdes de toxinas urémicas na faixa de ambientes normais e urémicos.

As faixas de deteccdo para IS e PCS foram determinadas de acordo com as
concentragbes normais e urémicas livres e totais (EUTOX, 2023), resumidas na
Tabela 3. A proporgao de concentragdo urémica para concentragao media normal é
mais de 7 vezes maior para IS livre e mais de 68 vezes maior para IS total. Para o
PCS, essa proporcao é mais de 32 vezes maior para o PCS livre e mais de 12 vezes

maior para o PCS total.
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Tabela 3 - Concentragdes de toxinas urémicas ex vivo como descritas por (EUTOX, 2023).

PBUT Normal Urémica
(livre ou total) (mg/L) (mg/L)
IS livre 0,53+ 0,29 3,83 +£ 2,46
IS total 0,54 + 4,00 37,07 + 26,50
PCS livre 0,08 + 0,09 2,60 + 5,10
PCS total 1,87 + 2,31 23,00 + 16,90

Fonte: Adaptado de SCHIEFER et al., 2021.

As absorbancias, antes e apds a inserg¢ao de 40% (v/v) de H202 (0,35%), foram
medidas a 405 nm usando 150 pL de cada amostra em um leitor de placa de 96 pocos
(Kasuaki DR-200BS-NM, WUXI HIWELL DIATEK INSTRUMENTS CO. LTD., China,
resolucao de 0,001 OD). Um diagrama esquematico mostrando as etapas para uma

medicdo de amostra é apresentado na Figura 9.

Figura 9 - Demonstragao do funcionamento do sensor baseado na oxidagao de Cit-AgNPs.
Primeiramente Cit-AgNPs sédo produzidas ou adquiridas comercialmente, sdo entao
submetidas a uma concentragao de 0.36% de BSA por 5 a 10 min e entdo a UT é adicionada a
solugao coloidal em uma placa de leitura na razdo 1:9, entdo a primeira leitura é realizada em
405 nm. Apés 5 a 10 min da primeira leitura, uma solugao de 40% v/v de uma solugao de 0,35%
de H20; é inserida no pogo que é entdo submetido a uma nova leitura em 405 nm. Por fim, a
razao das densidades o6ticas das duas leituras indicara a concentragao de PBUT inserida na

placa.
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A fim de inferir o erro médio na preparagao das amostras, foram medidas as
absorbancias para réplicas de amostras com as concentragdes mais altas e mais

baixas de IS.
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As caracteristicas metrolégicas do sensor foram determinadas de acordo com
(BIPM et al., 2008). O limite de detecgéo (LoD) e o limite de quantificagao (LoQ) foram
calculados para P < 0,05 como 2S/AN = 3 e 2S/AN = 10, respectivamente, onde S é
o sinal e AN é o ruido do sinal em branco (DESIMONI; BRUNETTI, 2015).

Para determinar a resposta do sensor frente a uma concentragao de PBUT,
como o caso de IS (Sigma-Aldrich) e 2 UTs que néo se ligam as proteinas (NPBUTS),
como creatinina (INLAB) e ureia (Thermo Fisher Scientific), foi avaliada pelo sensor 2,
5, 8, e 10 min apds a insergéao de H20:.

Para esta avaliagao, pipetou-se 150 uL de uma solugéo de Cit-AgNPs com BSA
produzida por 20 min de PLAL e 15 uL de agua (CTRL). Foram adicionados creatinina
(1 g/L) ou IS (250 mg/ L) ou ureia (20 g/L). A absorbancia foi lida antes e apos a

insercéo de H202, a partir da qual foi obtida a razdo das densidades épticas (DO).

3.4 APLICACAO DO MODELO PIX2PIX NO ENSAIO DE MIGRACAO CELULAR

3.4.1 Conjunto de dados

Este trabalho usa imagens de ensaios de cicatrizagao de feridas de um banco
de dados contendo 341 imagens adquiridas por trés pesquisadores de dois
laboratdrios independentes. As linhagens celulares foram cultivadas de acordo com
(FAVRETTO et al., 2021). Imagens de linhas de células endoteliais humanas
EA.hy926 (ATCC®CRL2922, Manassas, VA, EUA) foram adquiridas com uma ocular
digital DEM35 para microscépio (0,3 Mpixels, MiniSee Software, ampliagdo de 5 X,
SCOPETEK, Hangzhou, China) com uma ampliacdo de microscopio de 4 X
(microscopio invertido OPTIPHASE, Los Angeles, EUA). Um microscopio invertido
AE2000 (MOTIC, Hong Kong, China) com uma ampliacédo de 40 X foi usado para obter
imagens das linhagens celulares de adenocarcinoma MCF-7 (ATCCR®HTB-22) e
MDA-MB-231 (ATCCR®HTB-26).

3.4.2 Conjunto de dados verdade

Para obter as imagens de dados verdade, foi realizada uma sequéncia de
operagodes de processamento de imagens, com etapas ilustradas na Figura 10. Dentro
deste algoritmo, a largura real (RW, em mm) da area fotografada é utilizada como
regulador de parametros (Etapa I).
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Figura 10 - Etapas do algoritmo desenvolvido para obter o conjunto de dados verdade a partir
de imagens de entrada brutas. Essas etapas incluem redimensionamento, desfoque
gaussiano, ajustes automaticos de brilho e contraste, limite adaptavel e método de detecgéo
de bordas Canny.
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(@) (b) © @
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2 Lo
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Fonte: Adaptado de SCHIEFER et al., 2022.

A Figura 10a mostra a imagem original que esta configurada para 1000 x 1000
pixels, e convertida para tons de cinza resultando na imagem da Figura 10b. Entao,
as distorgdes da luz de fundo sao eliminadas subtraindo-se a imagem submetida a um
desfoque gaussiano (Figura 10c) dela mesma (Figura 10b, Etapa Il), resultando na
imagem da Figura 10d. Uma corregao automatica de ajuste de brilho e contraste dada
por um recorte do histograma da imagem (Figura 10e, Etapa Ill) é seguida por um
limiar adaptativo (Figura 10f, Etapa IV) para eliminar detritos (pequenas particulas).
Este limiar € utilizado como método de binarizacdo para segmentar a imagem de
acordo com um corte de intensidade de pixel, que transforma cada intensidade de
pixel em 0 ou 100 % (preto e branco, respectivamente). O método de detecgéo de
bordas de Canny (CANNY, 1986) é entdo usado para realgar as bordas das células,
quando segue um método para desenhar contornos (Figura 10g, Etapa V). Este
método de deteccido de borda permite o aprimoramento da localizagao das células
(Figura 10h e i) por um método de dupla etapa baseado na repeticdo de um borrdo
gaussiano seguido por um limiar (como o limiar descrito anteriormente), com grandes
(Etapa VI) e pequenos tamanhos de kernel (Etapa VII), respectivamente. A etapa
realizada da Figura 10g até a Figura 10h € baseada em um kernel grande que permite

que as arestas detectadas se tornem homogéneas (sem pontos de inflexdo), enquanto
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a etapa realizada da Figura 10h para Figura 10i preenche a area total ocupada pelas
células. Por fim, a imagem é redimensionada para 256 x 256 pixels (Figura 10j), a
partir da qual é calculada a propor¢ao de pixels brancos e pretos.

Cada uma das etapas mencionadas (I-VIl) foi avaliada individualmente para
uma imagem selecionada aleatoriamente a fim de verificar os efeitos de variaveis de

cada funcao aplicada, conforme demonstrado na Figura 11.

Figura 11 - Efeitos da alteragado dos valores das varidveis em cada uma das 7 etapas do
algoritmo na imagem de saida e na area ocupada calculada da imagem.
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Fonte: Adaptado de SCHIEFER et al., 2022.

Na utilizagado desta sequéncia de operagdes de processamento de imagens, €
possivel definir uma unica configuracao de parametros (como valor de RW e tamanho
do kernel) para um conjunto de imagens ou adaptar estes parametros para cada caso
visando obter o melhor caso de saida. Assim, embora esse método tenha sido usado
para eliminar resultados tendenciosos, esses parametros foram alterados em alguns
casos para melhorar o conjunto de dados verdade.

Pequenos ajustes nas variaveis, conforme indicado pela Figura 11, resultaram
em variagdes de até 9% na Etapa |, 1% na Etapa Il, 3% na Etapa lll, 15% na Etapa
IV, 4% na Etapa V, 1% na Etapa VI e 6% na Etapa VII. Um 15% na area detectada
final ocupada por células, conforme indicado pelo grafico da Figura 11 Etapa IV, indica
0 viés presente neste tipo de avaliagdo manual.
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Como a entrada original e a saida esperada (verdade basica, GT) estao
definidas, 400 imagens foram separadas em conjuntos de treinamento e teste usando
70% (280 imagens) e 30% (120 imagens) do numero total de imagens,

respectivamente.

3.4.3 Pix2pix

O modelo pix2pix, conforme descrito na introdugéo, € um GAN condicional, no
qual o discriminador (D) aprende a discriminar entre combinag¢des reais e falsas,
enquanto o gerador (G) aprende a enganar D, conforme contextualizado ao aqui

apresentado problema na Figura 12.

Figura 12 - Treinando um pix2pix para mapear a imagem de entrada para a imagem em preto e

branco. O discriminador indica que o dado verdade corresponde a saida correta da imagem de

entrada original (esquerda). O gerador tenta enganar o discriminador criando uma imagem de

saida falsa (G(x)) enquanto o discriminador aprende a distinguir entre imagens de saida falsas
e reais (direita).

FALSO

REAL

Fonte: Adaptado de SCHIEFER et al., 2022.

O modelo pix2pix foi implementado com Keras usando o Tensorflow como
backend (ABDELMOTAAL et al., 2021) (com uso de GPU), no qual o treinamento foi
realizado com o conjunto de dados de treinamento por 100 épocas, salvando o estado
a cada 10 épocas para a avaliagao do progresso. Para atingir esse objetivo, foi
utilizado um computador com sistema operacional Windows 10 com 16 GB de RAM,
CPU Intel® Core™ i7-7700HQ @ 2,80 GHz, processador baseado em x64 e NVIDIA
GeForce GTX 1070. As areas ocupadas adquiridas a partir do conjunto de dados

verdade foram comparados com as areas ocupadas obtidas a partir das imagens
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emitidas pela rede desenvolvida. Os tempos de processamento entre a rede e o
algoritmo de verdade também foram avaliados.

Para testar ainda mais os limites do modelo treinado, as imagens de teste de
entrada foram giradas 90, 180 e 270° enquanto eram invertidas horizontal e
verticalmente, gerando 7 novas imagens por imagem original do conjunto de dados.
Como as imagens de entrada ndo sdo quadradas, o processamento das imagens
pelos modelos (que é baseado em imagens 256x256) pode ser avaliado pela
comparagao de imagens originais, giradas e invertidas, que devem apresentar areas
ocupadas idénticas.

Também foi realizado o ensaio de wound healing, utilizando células endoteliais
submetidas a tratamento com as NPs, a fim de avaliar mais uma vez a capacidade do
modelo na avaliagdo da migracéo celular. Para o ensaio, foram cultivadas células
EA.hy926, células endoteliais humanas, em meio de cultivo Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM, Life Technologies, NY, EUA) suplementado com 10% de soro fetal
bovino (FBS, Gibco, Grand lIsland, NE, EUA) e 10 mg / mL de penicilina /
estreptomicina (Gibco, Grand Island, NE, EUA), mantida a 37 °C com 95% de umidade
sob atmosfera contendo 5% de CO:..

O ensaio foi realizado em ftriplicata usando placas para cultivo celular de 12
pocos, cada pogo contendo 160.000 células EA.hy926 cultivadas até a formagao da
monocamada. As células foram submetidas a uma baixa concentracédo de SFB (1%)
por 18 h em DMEM para reduzir a interferéncia da proliferagdo. Cada monocamada
celular foi riscada em linha reta (0,5 mm, usando uma ponta de pipeta) para gerar a
“ferida” e expostas aos tratamentos presentes na Tabela 4. A seguir foram incubadas
por 24,48 e 72 h a 37 °C em atmosfera umida contendo 5% de COo..

Tabela 4 - Tratamentos usados no ensaio de migragao celular. Nota: * Produzidas com 20 min
de PLAL. ** Produzidas com 40 min de PLAL. D 50% do volume de tratamento padrao.

Tratamento Tratamento Meio de cultivo

(pL) (ML)
Cit 250 750
Cit-AgNPs 20* 250 750
Cit-AgNPs 40** 250 750
Cit-AuNPs 20* 250 750
Cit-AuNPs 40** 250 750
Cit-AgNPs 20* D 125 875
Cit-AuNPs 20* D 125 875

Fonte: O autor.

Para determinar a concentracdo de AgNPs nas solugdes finais, 3 solug¢des

aquosas contendo citrato e BSA, 3 solugdes coloidais de Cit-AgNPs capeadas com
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BSA produzidas por 20 min de PLAL, e 3 solugdes coloidais de Cit-AgNPs capeadas
com BSA produzidas por 20 min ou 30 min de PLAL foram obtidos.

Para testar o peso solido presente em cada uma dessas solugdes, primeiro, a
agregacao foi induzida pela adicdo de 500 mM de NaCl (99%, Sigma-Aldrich)
(HUYNH; CHEN, 2011). Em seguida, 2 mL de cada solugao foram inseridos em trés
tubos Eppendorf de 2 mL que foram previamente pesados em balancga analitica (BEL,
resolucao de 0,0001 g), entdo submetidos a ultracentrifugagéo a 35.000 RCF (MCD-
2000, HSIANGTAI) por 2 h (modificado de (MIDELET et al., 2017)). O sobrenadante
foi removido dos tubos, resultando em um tubo Eppendorf com um pellet. O tubo com
o pellet foi pesado novamente e a ponderacgao inicial foi subtraida. Este procedimento
foi realizado em triplicata para cada uma das 9 solugdes finais. Os resultados foram
submetidos a um teste ANOVA com post-hoc Dunnet para investigar diferengas
estatisticamente significativas (P < 0,05) entre o controle e os tratamentos.

Cada poco foi fotografado com uma ocular digital DEM35 para microscopio (0,3
Mpixels, MiniSee Software, ampliagcdo de 5 X, SCOPETEK, Hangzhou, China) com
uma ampliagdo de microscopio 4 X (microscopio invertido OPTIPHASE, Los Angeles,
EUA) em trés diferentes localizagbes da ferida em 0, 24, 48 e 72 h, enquanto as
células ainda estavam submersas no meio celular. Foi considerado 0 h o momento do
risco.

As imagens foram analisadas com a rede neural para avaliagdo de migragao
celular descrita neste item. Os resultados foram submetidos a um teste ANOVA com
post-hoc Dunnet para investigar diferencas estatisticamente significativas (P < 0,05)

entre o controle e os tratamentos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PRODUCAO E CARACTERIZAGCAO DE NPs

4.1.1 Produgéao e caracterizagdo de AgNPs

Os parametros dos espectros de extingdo para trés coloides de Cit-AgNPs
produzidos com 8 periodos diferentes de exposi¢ado ao PLAL (variando de 5 a 40 min)
estdo demonstrados na Figura 13a-c e com 11 periodos de exposi¢ao diferentes ao
PLAL (5 a 40 min).
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Figura 13 - LSPR (a) posigao do pico, (b) densidade dptica maxima do pico, (c) temperaturas
do ambiente e da solugéao, (d) tamanho médio das Cit-AgNPs aferido por DLS (DLSd), (e)
potencial Zeta e pH e (f) estratificagdo das cores das solugées coloidais. Notas: As linhas

representam ajustes logisticos dos dados. *P < 0.05 e **P < 0.01.
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Fonte: Adaptado de SCHIEFER et al., 2021.

Mesmo com a temperatura ambiente mantida em (19,2 £ 0,1) °C durante os 40

min, a temperatura da solugdo aumentou de 19,7 °C para 20,6 °C entre 15 e 25 min
de PLAL, estabilizando em (20,6 + 0,1) °C.



53

Os tamanhos médios menores (P < 0.05) estdo presentes na faixa de 16 até 23
min de PLAL, apresentando seu menor valor em 23 min. De acordo com a literatura
(BILLAUD et al., 2007), com o aumento do tamanho médio das AgNPs, a LSPR
experimenta um desvio para o vermelho (aumento de A1) e um aumento da OD.
Contudo, comparando os resultados da Figura 13a e Figura 13d, existe um indicio de
que as NPs estdo reduzindo de tamanho médio até 23 min de PLAL enquanto A
aumenta e OD aumenta.

De acordo com a Figura 13e, houve um aumento do potencial Zeta também até
23 min de PLAL e uma diferenga nao significativa no valor do pH nestes tempos de
exposicao. A estabilizagcdo do potencial Zeta apds os 23 min de exposi¢cao ao PLAL
pode ser um indicativo de um limite apds o qual novas NPs ndo séo geradas, ja que o
potencial elétrico entre o fluido que permanece em contato com a NP e o fluido moével
nao se altera significativamente e o tamanho médio de nanoparticulas ndo € mais
reduzido apds este periodo de tempo.

A avaliagdo das cores das amostras esta descrita na Figura 13f, onde € possivel
verificar que o valor de B decresce enquanto o tempo de exposi¢cao ao PLAL aumenta.
A reducao do valor de B indica que a solugado se torna cada vez mais amarela,
corroborando com a Figura 13a e Figura 13b.

Assim, € possivel verificar, a partir da Figura 14, que o tamanho médio minimo
de Cit-AgNPs esta localizado em 23 min, onde a taxa de aumento da temperatura é
reduzida de (0,17 + 0,07) °C/min para (0,02 + 0,01) °C/min. Antes disso, o potencial
Zeta aumenta e o DLSd diminui. Porém, apds esse tempo, o potencial Zeta atinge um
plateau e o DLSd aumenta.

As solucgodes de 6, 10, 13, 16 e 20 min de exposicdo a PLAL foram avaliadas
por MET (ver Figura 14c-g), de onde é possivel verificar que existe uma tendéncia de
reducao do tamanho médio das Cit-AgNPs e ndo existe uma alteragao consistente no

formato destas NPs.
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Figura 14 - Resultados de MET e correlagdes de Pearson para 6, 10, 13, 16 e 20 min de PLAL.
(a) Histograma de tamanhos de Cit-AgNPs obtidas a partir de imagens de MET de 0 a 20 nm
(NPs maiores foram identificadas, mas suas contagens sao insignificantes quando
comparadas com esta faixa de tamanho), (b) matriz de correlagdo de Pearson de 6, 10, 13,16 e
20 min de PLAL fornecidos na faixa de cores conforme apresentado na barra de cores (lado
direito). Imagens de MET de Cit-AgNPs em 6 (c), 10 (d), 13 (e), 16 (f) e 20 min (g) de exposi¢do
ao PLAL. Nota: Zeta representa o potencial Zeta, TIME o tempo de exposi¢do ao PLAL e TEMP
a temperatura média da solugdo. As caracteristicas das LSPRs e os dados de temperatura
média da solugao foram adquiridos a partir dos ajustes apresentados na Figura 9. *P < 0,05 e

* P <0,01.
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Fonte:

A partir das correlagcbes de Pearson (Figura 14b), é possivel verificar
correlagdes positivas significativas (P < 0,05) (R > 0) entre o tempo e 4, OD, potencial
Zeta e temperatura da solugao, enquanto uma correlagao negativa significativa (P <
0,01) (R < 0) entre o tempo e B é observada, estando de acordo com a Figura 8f.

Embora o valor do tempo ndo esteja significativamente correlacionado com DLSd ou

com TEMd, esta significativamente (P < 0,05) correlacionado positivamente (R > 0)
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com OD, que esta significativamente (P < 0,05) correlacionado negativamente (R < 0)
com DLSd.

Uma vez que OD aumenta com o tempo e de acordo com as Figura 13d e f, é
viavel sugerir uma correlagao negativa (R < 0) entre o tempo de exposi¢cao de PLAL e
o DLSd nos 20 primeiros minutos de PLAL. Tanto a Figura 13a quanto a Figura 13a
indicam uma distribuicdo de tamanho que tende a ficar ligeiramente mais estreita, bem
como uma diminui¢do no tamanho médio de NPs.

Por outro lado, a Figura 15, que se refere ao tempo de ablagédo apds 23 min,
nao demonstra correlagéo estatisticamente significativa (P > 0,05) entre o DLSd e as
demais variaveis, assim como o potencial Zeta ndo apresenta correlacoes
significativas com as demais variaveis. Portanto, o tamanho médio das nanoparticulas
uma vez significativamente (P < 0,05) correlacionado negativamente (R < 0, ndo
diretamente) com o tempo de ablagdo até 20 min, ndo esta correlacionado (nem

indiretamente) com o tempo de ablagao apds 23 min.

Figura 15 - Matriz de correlagao de Pearson para tempos de exposi¢cdo ao PLAL superior a 23
min, dadas as correlagdes na faixa de cores conforme apresentado na barra de cores (lado
direito). Nota: Zeta representa o potencial Zeta, TIME o tempo de exposi¢dao ao PLAL e TEMP a
temperatura média da solugao. As caracteristicas das LSPRs e os dados de temperatura média
da solugdo foram adquiridos a partir dos ajustes apresentados na Figura 9. *P < 0,05 e ** P <
0,01.
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Fonte: Adaptado de SCHIEFER et al., 2021.

De acordo com os resultados apresentados neste item, verifica-se que um
tamanho médio minimo de Cit-AgNPs poderia ser monitorado pela evolugdo do
aumento da temperatura. O potencial Zeta seria uma segunda alternativa, mas o
monitoramento da temperatura tende a ser mais barato e simples do que o

supramencionado.
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4 1.2 Producao e caracterizacdo de AuNPs

Os parametros dos espectros de extingdo para trés coloides de Cit-AgNPs
produzidos com 8 periodos diferentes de exposi¢ao ao PLAL (variando de 5 a 40 min)
estdo demonstrados na Figura 16a-c e com 11 periodos de exposi¢ao diferentes ao

PLAL (5 a 40 min) estdo demonstrados na Figura 16d-f.
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Figura 16 - LSPR (a) posigao do pico, (b) densidade dptica maxima do pico, (c) temperaturas

do ambiente e da solugao, (d) tamanho médio das Cit-AuNPs aferido por DLS (DLSd), (e)
potencial Zeta e pH e (f) estratificagao das cores das solugées coloidais. Notas: As linhas

A (nm)

Temperatura (°C)

representam ajustes logisticos dos dados. *P < 0.05 e **P < 0.01.
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Novamente foi visto que, para o ouro, a temperatura ambiente ndo apresentou
alteracao, mantida em (19,1 £ 0,1) °C durante os 40 min, ja a temperatura da solugéo
aumentou de 19,8 °C para 20,5 °C entre 15 e 25 min de PLAL, estabilizando em (20,6
+0,1) °C.

Os tamanhos médios menores (P < 0.05) estdo presentes na faixa de 20 até 26
min de PLAL, apresentando seu menor valor em 26 min. Novamente, comparando os
resultados da Figura 16a e Figura 16d, existe um indicio de que as NPs estdo
reduzindo de tamanho médio até 26 min de PLAL enquanto 2 aumenta e OD aumenta,
mesmo fendmeno observado para AgNPs. De acordo com a Figura 13e, houve um
aumento do potencial Zeta também até 26 min de PLAL e uma diferengca né&o
significativa no valor do pH nestes tempos de exposicao.

A avaliagao das cores das amostras esta descrita na Figura 16f, onde é possivel
verificar que o valor de R, G e B decresce enquanto o tempo de exposicdo ao PLAL
aumenta. A reducido mais acentuada dos valores de G e de B indica que a solugao se
torna cada vez mais vermelha, corroborando com a Figura 13a e Figura 13b. Assim,
€ possivel verificar, a partir da Figura 16, que o tamanho médio minimo de Cit-AuNPs
esta localizado em 26 min, onde a taxa de aumento da temperatura € reduzida de
(0,22 £ 0,07) °C/min para (0,01 £ 0,01) °C/min. Antes disso, o potencial Zeta aumenta
e 0 DLSd diminui. Porém, apds esse tempo, o potencial Zeta atinge um plateau e o
DLSd aumenta.

Comparando os tempos até 26 min e apds este periodo por meio de matrizes

de correlacado, a Figura 17 emerge.
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Figura 17 - Matrizes de correlagdao de Pearson de (a) 6, 10, 13, 16, 20 e 23 min de PLAL e de (b)
26, 30, 33, 36 e 40 min de PLAL fornecidas na faixa de cores conforme apresentado na barra de
cores (lado direito) para AgNPs. Nota: Zeta representa o potencial Zeta, TEMPO o tempo de
exposicao ao PLAL e TEMP a temperatura média da solugédo. As caracteristicas das LSPRs e
os dados de temperatura média da solugao foram adquiridos a partir dos ajustes apresentados
na Figura12. *P < 0,05 e ** P < 0,01.
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e

A Figura 17a indica, assim como a Figura 16b, que existem correlagbes entre
DLSd e as demais variaveis que nao sao mais observadas em um tempo posterior a
26 min (Figura 17b), onde, por exemplo, DLSd se correlaciona significativamente (P <
0.01) negativamente (R < 0) com as variaveis TEMPO, 4 e OD em um primeiro
momento (Figura 17a) e entdo se correlaciona significativamente (P < 0.05)
positivamente (R > 0) para tempos de exposi¢cao ao PLAL superiores a 26 min (Figura
17b).

Conforme observado na reviséo de literatura, diferencas no raio (entre 2 e 12

nm) nao causam desvios para o vermelho significantes, mas aumentam a OD
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(conforme sugere a Figura 1). Ja o aumento de densidade do agente surfactante ao
redor da NP (aumento da espessura @shell) causa desvio para o vermelho e aumento
da densidade dtica (Figura 2).

De tal forma, tanto para as Cit-AgNPs quanto para as Cit-AuNPs, um padrao
igual foi observado, em que o desvio para o vermelho ndo esta associado ao aumento
do tamanho médio destas particulas no meio coloidal, mas é possivel encontrar a
regido temporal de PLAL em que s&o encontrados os menores tamanhos médios de

NPs a partir do simples monitoramento da temperatura da solugao.

4.2 FOTOCONVERSAO DE NPs

4.2.1 Repetibilidade do aparelho

Para verificar a repetibilidade e os resultados do LIPS, duas aliquotas da
mesma solucdo coloidal ablada, de nanoparticulas de prata quase esféricas de
diametro médio de 5 nm, foram submetidas simultaneamente ao aparelho aqui
descrito por 72 h (ver Figura 18a); a Figura 18 demonstra a conversao de forma em
nanoprismas de didmetro circunscrito de (74 + 21) nm e (80 + 12) nm (Figura 18b) e
nanohexagonos de diametro circunscrito de (102 + 14) nm e (96 + 10) nm (Figura
18c) para cada aliquota, respectivamente. Um teste de ANOVA unidirecional indicou
uma diferenca nao significativa entre os resultados das aliquotas, a partir das quais
um valor de P de P = 0,39 e um valor de razdo F = 0,76 foram adquiridos para

nanoprismas e P = 0,29 e F = 1,20 para nanohexagonos.

Figura 18 - Analises MET de duas aliquotas de uma unica solugao coloidal ablada submetida a
LIPS. (a) Exemplo de imagem MET adquirida. Duas aliquotas da mesma solucao sao
apresentadas em preto (esquerda) e vermelho (direita), respectivamente. (b) Distribui¢gées
normais de didmetros circunscritos de nanoprismas e (c¢) nanohexagonos.
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Fonte: O autor.
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A partir da Figura 18, é possivel identificar o diametro médio circunscrito dos
nanoprismas como sendo (28 + 5) % menor que o tamanho médio do didmetro
circunscrito dos nanohexagonos, enquanto uma boa concordancia das distribuigdes
de tamanho pode ser observada entre as aliquotas para nanoprismas e
nanohexagonos. Assim, este resultado demonstra a capacidade do aparelho de foto
converter multiplas aliquotas ao mesmo tempo sob as condigdes ideais de iluminagao,
temperatura e umidade relativa, permitindo a analise dos efeitos do perdxido de

hidrogénio no processo.

4.2.2 Avaliagao de multiplas amostras submetidas ao aparelho

Como a cor das solugdes coloidais pode indicar mudangas na forma,
densidade, distribuigao e tamanho das proprias nanoparticulas, as cores das aliquotas
foram obtidas em intervalos de 24 h ao longo de 72 h, conforme mostrado em Figura
19.

Figura 19 - Seis amostras de solugdes coloidais (T3 — T8) avaliadas em 24, 48 e 72 h de exposigao
ao aparelho. Essas aliquotas continham 0,00, 0,57, 1,14 e 1,71 mM de peréxido de hidrogénio.
T3 T4 TS Té6 T7 T8

0,00 mM
0,57 mM
1,14 mM

1,71 mM
24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h

Fonte: O autor.

Da Figura 19, pode-se notar 3 principais comportamentos distintos para as
cores de dispersao foto convertidas, tais como:
¢ Aliquotas sem peroxido de hidrogénio, com mesmo volume, citrato, incidéncia
de luz, temperatura, umidade relativa, tempo de exposicéo e pH, apresentaram
cores distintas. Como Figura 18 indica que o aparelho esta causando efeitos
similares em aliquotas de uma mesma amostra, pequenas variagdes nas
caracteristicas das solugbes coloidais originais de nanoparticulas de prata
cobertas com citrato quase esféricas causadas por tempos de ablagao

ligeiramente diferentes (< 2 min) pode interferir no processo de sintese



62

e Aliquotas de uma mesma solucédo coloidal, com a mesma concentracdo de
H,0, ou sem peroxido de hidrogénio, tém sua cor alterada de acordo com o
tempo de exposicdo, demonstrando uma dependéncia direta da sintese e do
tempo de exposicao

e Aliquotas de uma mesma solugao coloidal com diferentes concentracdes de
H,0, no mesmo tempo de exposicdo apresentam cores diferentes, indicando
uma estrita dependéncia entre forma-fotoconversdo e concentragdo de

peroxido de hidrogénio.

A partir de Figura 19 pode-se inferir, independentemente da solugéo coloidal
primaria e mesmo apos 72 h de exposi¢cado ao aparelho, que as cores da solugao vao
ficando mais vermelhas a medida que a fotoconverséo progride (de 24 h para 72 h).
Como a sintese mediada por plasmon € baseada na agregacdo de sementes e
pequenas nanoparticulas em nanoparticulas maiores, € possivel indicar uma
progressao da sintese de Figura 20a para Figura 20b para Figura 20d, também
concordando com a tendéncia da solugdo se tornar mais vermelha quando

nanoparticulas quase esféricas sdo convertidas em nano prismas € nano hexagonos.

Figura 20 - Imagens MET de AgNPs submetidas ao LIPS com as cores das solugdes abaixo delas
(a) RIG = 1,06, R/B = 1,33 (T3, 0,00 mM, 48 h), (b) R/G = 1,10, R/B = 1,27 (T7, 0,00 mM, 72 h), (c)
R/G = 0,99, R/B = 0,99 (T7, 1,71 mM, 24 h), e (d) R/G = 1,32, =1,34 (T8, 0,57 mM, 24 h).

(3
&

Fonte: O autor.

Portanto, se esta tendéncia de fato representa o progresso da sintese mediada
por plasmon, pode-se sugerir que nanoparticulas quase esféricas (diametro médio
circunscrito de (6 + 5) nm, Figura 20a) tornam-se nano prismas (diametro médio
circunscrito de (30 + 8) nm, Figura 20b), que eventualmente se agregam para formar

nano hexagonos (diametro médio circunscrito de (70 + 4) nm, Figura 20d).
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Um fenémeno intrigante acontece quando a solugédo se torna transparente -
NPs ainda sao visiveis na solugao e sado fortemente cobertos por citrato (a regiao mais
escura formando um halo ao redor dos NPs em (Figura 20c).

Figura 20b (um exemplo de sintese mediada por plasmon de baixa intensidade
sem H,0,) indica a capacidade dessas nanoparticulas de sofrer sintese mediada por
plasmon com incidéncia de luz de baixa intensidade, enquanto H,0,, alias, serve como
catalisador desse processo (como visto em Figura 20d). A Figura 20d descreve T8
com 1,71 mM em 24 h, o que indica um estagio final (formag¢ao de nano hexagono) de
sintese mediada por plasmon em 24 h, o que diminui drasticamente o tempo
necessario para sintetizar nanoparticulas quase esféricas em nano hexagonos com a
adicao de perodxido de hidrogénio.

No entanto, quantidades especificas de peréxido de hidrogénio induzem as
razdes R/G e R/B a se tornarem unitarias (como mostrado em Figura 20c); uma
possivel blindagem do LSPR.

Para relacionar as caracteristicas de LSPR (densidade o6ptica (OD), posigao de
pico (1), largura total na metade do maximo (FWHM), razdo Gaussiana para
Lorentziana (wG/wL), e area (A)) da solugao coloidal primaria (solugao coloidal antes
de ser submetida ao aparelho) com as razées R/G e R/B (estagio de sintese - apos
ser submetida ao aparelho), temos definiram as quantidades a, B, u, v € &, que
representam o desvio percentual de A, FWHM, wG/wL, A e OD, respectivamente. A

partir dessas quantidades, surge um mapa de calor em Figura 21.
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Figura 21 - Mapa de calor da razdo de cor para q, B, 4, v e § (desvio percentual de A, FW HM,
wG/wL, A e OD, respectivamente — superior esquerdo e superior direito) de acordo com as
concentragdes molares de peréxido de hidrogénio (0,00, 0,57, 1,14 e 1,71) para cada periodo de
24,48 e 72 h para T3, T4, T5, T6, T7 e T8. (inferior esquerdo) razao R/G. (canto inferior direito)
Relag¢ao R/B. As médias foram 402,07 nm, 67,20 nm, 1,40, 28,03 nm e 0,31 para A, FW HM,
wG/wL, A e OD, respectivamente.
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Identificando R/G > 1,3 e R/B > 1,3 simultaneamente (R sendo, no minimo, 30

% superior a G e B) em:
e T40,57mM48h
e T40,57mM72h
e T41,71mM48h
e T41,71mM72h
e T80,57mM24h
e T80,57mMM48h
e T80,57mMM72h
e T81,71mM48h

T4 e T8 tiveram as melhores respostas, onde os valores de ¢ foram

significativamente maiores em comparagao com outras amostras. Valores maiores de

¢ refletem maiores ODs, e maiores relagbes R/G e R/B indicam um estagio

possivelmente mais avancado da sintese. Uma correlagdo de Pearson entre OD e
tamanho hidrodindmico médio de NPs (DLSd) (obtida de SCHIEFER et al., 2021)



65

resulta em um coeficiente de correlacdo de Pearson (R) de R = -0,91 e uma
significancia de P = 0,03.

Esperar que nanoparticulas menores formem nanoprismas de maneira mais
rapida € uma afirmacéo razoavel, uma vez que a sintese mediada por plasmon de
nanoparticulas quase esféricas € baseada na tendéncia de sementes de

nanoparticulas se aglomerarem em nanoparticulas maiores de formas desejadas

4.3 SENSORIAMENTO COLORIMETRICO DE UTs COM USO DE AgNPs

O efeito da interag&o Cit-AgNPs e BSA no LSPR é mostrado na Figura 22a para
amostras com concentracdes de BSA de 0,04% (w/v), 0,4% (w/v) e 4% (w/v). A
interacdo é revelada por mudangas no OD e na simetria da LSPR. Além disso, a
adicao de IS a amostra com 0,4% de BSA nao resulta em efeitos perceptiveis. Essa
interagdo também é observada nos espectros Raman.

Como mostrado na Figura 22b, a adicdo de BSA as Cit-AgNPs reduz a
intensidade do pico de Citrato (Cit) (GRYS et al., 2020) e aumenta os picos de tirosina
(Tyr), fenilalanina (Phe) e Amida-l (FAZIO et al., 2016). Este comportamento esta de

acordo com a literatura e € um indicativo da ligagao Cit-AgNPs e BSA.
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Figura 22 - LSPR de Cit-AgNPs obtidas com uma taxa de aumento de temperatura de (0,02
0,01) °C/min. Foram utilizadas solugées contendo 0,04, 0,4 e 4% de BSA e 236 mg / L de IS; (b)
Espectros Raman de Cit-AgNPs, BSA em p6 e Cit-AgNPs com 0,4% de BSA. Tyr: Tirosina, Phe:

Fenilalanina, CH2, CH3 e desvios Amida-l foram obtidos de (FAZIO et al., 2016) e Cit: Citrato
trissédico de (GRYS et al., 2020) (c) espectros de absorbancia de Cit-AgNPs, BSA 0,4%, IS 236

mg/L, Cit-AgNPs com BSA 0,4% e Cit-AgNPs com BSA 0,4% e 236 mg/L de IS; (d), (e) e (f)
demonstram a correlagao entre a absorbancia e a quantidade de H.02, na amostra.
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Fonte: Adaptado de SCHIEFER et al., 2021.

A Figura 22c mostra os espectros de absorbancia de Cit-AgNPs, BSA, IS, Cit-
AgNPs + BSA e Cit-AgNPs + BSA + IS. Conforme ja verificado na Figura 22a,
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diferengas importantes nao sao observadas apds a adigao de IS a amostra Cit-AgNPs
+ BSA.

Uma vez que a ligagdo de BSA a Cit-AgNPs foi indicada por SERS na Figura
22b e aligagao de IS e BSA foi previamente estudada (DEVINE et al., 2014), os efeitos
dos ligantes na dissolugdo de AgNPs na presenga de H202 foram investigados. A
albumina é uma proteina termossensivel e fluorescente. Quando a albumina é
aquecida a temperaturas elevadas, ocorrem mudangas em sua conformacao
tridimensional, o que pode levar a perda de sua atividade biolégica. A temperatura de
desnaturacao da albumina varia dependendo da fonte e do grau de pureza da
proteina, mas geralmente fica entre 60-80°C (RIZZI et al., 2015). Sendo assim, a
exposicdo prolongada da albumina ao laser utilizado na espectroscopia Raman
acarretara na perda da sensibilidade pela desnaturalizacdo da amostra acrescida pela
perda devida a fluorescéncia da amostra. Desta maneira, o tempo de exposi¢ao da
amostra ao laser deve ser reduzido, comprometendo assim a relagao sinal-ruido.

A ligagdo de PBUTs, como IS e PCS, as Cit-AgNPs e as Cit-AgNPs + BSA pode
permitir sua quantificagao por afetar a OD da LSPR, um comportamento sugerido por
(SIGG; LINDAUER, 2015). Como pode ser visto na Figura 22d-f, quando ambos, BSA
e IS estao presentes na amostra de Cit-AgNPs, as diminuigdes na OD da LSPR para
as concentragdes mais baixas de H202 sao mais pronunciadas. Uma diminuigdo da
OD de mais de 20% ¢é observada para a concentragdo mais baixa avaliada (20% de
H202).

O comportamento indicado pela Figura 22d-f evidencia uma possivel correlagao
entre a concentragdo de PBUTs e a OD da LSPR, sugerindo uma alternativa para
quantificar toxinas como IS e PCS. As razdes das ODs, antes e depois da insercao de
diferentes concentragdes de H202 nas amostras, sdo demonstradas na Figura 23. As
concentragdes de H20: utilizadas na figura 23 foram determinadas experimentalmente
visando reduzir a OD da LSPR para Cit-AgNPs em aproximadamente 50% da OD

original.
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Figura 23 - OD a 405 nm de acordo com a concentragao de H.O. para ambos Cit-AgNPs + BSA
com e sem IS 236 mg/L, Cit-AgNPs com IS 236 mg/L, e a diferenga entre Cit-AgNPs + BSA com
e sem IS (valor absoluto). As linhas tracejadas que conectam os simbolos sdo apenas um
auxilio visual.
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Fonte: Adaptado de SCHIEFER et al., 2021.

A razdo de OD aumenta com a concentracdo de H202 para as trés primeiras
concentragdes, no entanto, para 40% (v / v) de H202 (0,35%) a diferenga entre as
razdes de OD das amostras com e sem IS é maximizada. Portanto, esta concentragao
de H20:2 foi escolhida para a operagdo do sensor de PBUTs. E importante notar que
nao foram encontradas diferengas significativas no pH da solugdo para essas
concentracdes de H20:.

A proporgcao entre a albumina e as toxinas permanece aproximadamente a
mesma que a encontrada em sistemas biolégicos usando uma concentracdo de BSA
de 0,4% (10 vezes mais baixa do que a concentragdo normal de albumina no sangue)
e diluindo as concentragdes de IS e PCS 10 vezes.

A Figura 24a mostra a razdo de OD para diferentes concentragdes de IS nas
amostras de Cit-AgNPs + BSA + IS. Na curva de resposta do sensor da Figura 24a,
duas regides lineares podem ser distinguidas. A faixa inferior, abaixo de 15 mg/L de
IS, com sensibilidade de (0,008 + 0,001) (mg/L)-! e a faixa de 15 a 100 mg/L de IS
com sensibilidade (0,0018 + 0,0002) (mg/L) .
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Figura 24 - Curva de resposta do sensor dada em termos de razdo OD (antes e depois da
insercao de 40% (v/v) de H202 (0,35%)) em fungdo da concentragao de PBUTs em amostras
Cit-AgNPs + BSA 0,36%. Os dados correspondem a NPs obtidas com diferentes taxas de
crescimento de temperatura: (a) Detec¢ao de IS com a taxa de crescimento de temperatura de
0,02 °C/min alcancada ap6s 20 min de PLAL; (b) Detecgédo de IS com taxa de crescimento de
temperatura de 0,08 °C/min, 0,02 °C/min e 0,008 °C/min apés 10, 20 e 30 min de PLAL,
respectivamente; (c) Deteccao de IS e PCS com taxa de crescimento de temperatura de 0,02
°C/min apés 20 min de PLAL. As linhas sdo ajustes lineares para dados em duas regides de
concentracgao, de 0 a 15 mg/L (linhas tracejadas) e de 15 a 100 mg/L (linhas continuas).

e 10 min |
2,104 1 2,104 = 20 min 1

2!15_ T T T T T ™ 2!]5_ T

= 2.054 1 ~2054 4 30min t ]
.g r § r
& 2,00 g 52,00- _ 1
2 1,95 ) 1 %1954 _ . ]
= [ 1 = [ A 1
<1904 1 <1,9- A1 ]
a A 1 2 A& 1
O 1,85- ! 1 © L85 z_;,.. /i
1,801 & E 1,80 go-*v- 1
]’?5_ r T T T T T T T T T r‘ I’?S_ |’ T T T T I—
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
IS (mg/L) IS (mg/L)
(a) (b)
2!]5_ T T T T T T T T T T
2,10 g
= 2,05 ]
2. 2,00 1
a
% 1,954 .
I3}
Z 1,90+ g
= i J
8185 i} ]
1,801 3 1
L 2
1"75_ T T T T T T -
0 20 40 60 80 100

(mg/L)

(c)
Fonte: Adaptado de SCHIEFER et al., 2021.

Para verificar o impacto do tamanho médio das NPs na sensibilidade do sensor,
a razao de ODs foi obtida para Cit-AgNPs produzidas em taxas de crescimento de
temperatura de 0,08 °C/min, 0,02°C/min e 0,008 °C/min. Os resultados mostrados na
Figura 24b e na Tabela 5 estdo de acordo com dados previamente relatados na
literatura (KOZHUSHNER et al., 2014; RATHORE; KURCHANIA; PANDEY, 2015),
que afirmam que maiores sensibilidades sdo obtidas com NPs menores. Embora a
concentragédo de Cit em PLAL tenha mudado de 1,0 para 0,1 mM, a maior
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sensibilidade foi obtida com Cit-AgNPs quando a taxa de crescimento de temperatura
foi de (0,02 £ 0,01) °C/min, que se relaciona ao menor tamanho médio.

Conforme o tamanho de uma NP diminui, os elétrons em sua superficie se
tornam cada vez mais confinados (SCHULLER, 2003), além disto, as particulas
menores tém razdes de superficie-volume maiores, 0 que significa que uma maior
densidade de elétrons total localizada na superficie da NP menor (NOVOTNY, 2011).
Portanto, as NPs menores geralmente s&do mais sensiveis do que as particulas
maiores por apresentarem uma SPR mais intensa, tornando-as melhores para uso em
sensores colorimétricos, como o do tipo aqui apresentado. Isto € um indicativo da
preservagao geral deste comportamento da solugdo coloidal (VERMA et al., 2015),
onde foi possivel observar que NPs produzidas por PLAL com (0,02 £+ 0,01) °C/min
foram as caracterizadas com menor tamanho médio e melhor resposta de
sensoriamento. Além disso, ndo ha diferenca estatistica entre as concentragbes de
NPs nos coloides decorrentes dos tempos de exposigao ao PLAL de 20 e 30 min, um
indicativo de que o principal efeito contribuinte para a sensibilidade do sensor se refere

ao tamanho médio das Cit-AgNPs.

Tabela 5 - Relagao de sensibilidade do sensor com o tempo de exposi¢gdao ao PLAL. Valores
obtidos a partir da Figura 24b.

Taxa de Tempo aproximado de Sensibilidade Sensibilidade
crescimento da exposicao ao PLAL 0-15 mg/L 15-100 mg/L
temperatura (min) (mg/L)" (mg/L)"
°C/min
0.08 10 0,0010+0,0005 0,0006+0,0002
0.02 20 0,008+0,001 0,0018+0,0002
0.008 30 0,004+0,001 0,0001+0,0001

Fonte: Adaptado de SCHIEFER et al., 2021.

Neste sentido, o melhor desempenho do sensor foi obtido nas seguintes
condigdes: utilizando Cit-AgNPs produzidas por PLAL por um periodo de 20 min,
quando a taxa de crescimento da temperatura de (0,02 + 0,01) °C/min & atingida.

De acordo com a literatura e a partir de experimentos realizados neste trabalho,
Cit-AgNPs ligam-se ao BSA (SHRIVASTAVA; DASH, 2010; MAKYLA; PALUCH,
2009). Além disso, € bem conhecido que PBUTs, como IS e PCS, ligam-se a BSA
(DEVINE et al., 2014) enquanto H202 oxida as AgNPs, alterando a cor e afetando a
LSPR da solugéo coloidal (DEWANGAN et al., 2019; SIGG; LINDAUER, 2015).

Portanto, tomando os seguintes pontos:



71

- A alteragdo no espectro de absorgdo das solugbes de AgNPs quando
submetidas a BSA foi verificado;

- Uma concentragdo muito baixa (0.4%) de BSA, quando inserida na amostra
de Cit-AgNPs e submetida a espectroscopia Raman, apresentou picos relacionados a
BSA;

- Quando submetidas a H202, amostras de Cit-AgNPs com e sem BSA sofreram
reducdes préximas da intensidade do pico no espectro de absorgao;

- Amostras de Cit-AgNPs+IS e Cit-AgNPs+BSA+IS sofreram redugdes distintas
da intensidade do pico no espectro de absor¢do quando submetidas a mesma
concentracéo de H20z;

- Amostras de Cit-AgNPs+BSA e Cit-AgNPs+BSA+IS sofreram reducdes
distintas da intensidade do pico no espectro de absor¢do quando submetidas a
mesma concentragao de a H20:2.

Assim, o seguinte mecanismo € sugerido para a deteccdo de PBUTSs:

- As razdes de ODs mais altas para maiores concentracgdes de IS e PCS
indicam uma estabilizacdo elétrica crescente de BSA causada por IS e PCS,
enfraquecendo a ligagdao de BSA e Cit-AgNPs, levando a uma maior oxidacado de

AgNPs devido ao H202. O mecanismo proposto pode ser visualizado na Figura 25.

Figura 25 Representacao esquematica do sensoriamento de toxinas urémicas ligadas a
proteina com o uso de nanoparticulas de prata (AgNPs).
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Fonte: Adaptado de SCHIEFER et al., 2021.
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A fim de avaliar as caracteristicas metrolégicas do sensor para pelo menos
duas PBUTs, o procedimento usado para IS foi repetido para PCS. Os resultados
estdo demonstrados na Figura 24c e resumidos na Tabela 6, juntamente com
caracteristicas de outros sensores encontrados na literatura. As equacdes utilizadas
para este fim foram obtidas de (POSSETTI et al., 2012).

Tabela 6 - Sensibilidades (g) de sensores para PBUTs obtidas da literatura. Nota: s em (mg/L)"!
de ajustes na Fig. 24c, s em (mL/min)(mg/L)" de (LIN, C. et al., 2011), s em (mg/dL)(mg/L)"
estimado para concentragéo total de IS e PCS em (DI IORIO et al., 2019) e %s em (mg/L)".

PBUT IS IS PCS PCS
Intervalo de concentragao (mg/L) 0-15 15-100 0-15 15-100
as 0,008+0,001 0,0018+0,0002 0,008+0,002  0,0025+0,0002
Cit-AgNPs+BSA R 0,97 0,99 0,93 0,99
R? 0,93 0,97 0,82 0,97
bs 1,7+0,6 1,7+0,6 3,540,9 3,5+0,9
TFGe R -0,708 -0,708 -0,511 -0,511
R? - - - -
s 17,857 17,857 7,815 7,815
Azotemia R -0,44 -0,44 -0,46 -0,46
R? - - - -
ds 0,807 - - .
Fluorescéncia R 0,9 - - -
R? 0,81 - - -

Fonte: Adaptado de SCHIEFER et al., 2021.

Os altos coeficientes de correlagado de Pearson (R > 0,90) indicam uma forte
relagéo entre a razdo OD e a concentragdo de IS e PCS. Os coeficientes R? também
indicam que altas concentracdes de IS e PCS podem ser inferidas por este sensor.

Uma comparagdo com sensores descritos, considerando R e R?, a Tabela 6
demonstra a robustez do sensor. Mesmo que seja possivel observar que as
sensibilidades dos outros trabalhos sdo de ordens de grandeza maiores, o intuito
deste sensor é de poder distinguir entre as concentragdes normais e urémicas destas
toxinas com um processo simples, reprodutivel e de baixo custo.

De acordo com a Tabela 6, a incerteza expandida inerente a determinacao da
concentragao de toxina foi 3,88 mg/L para IS (0-15 mg/L), 17,23 mg/L para IS (15-100
mg/L), 4,08 mg/L para PCS (0-15 mg/L) e 12,55 mg/L para PCS (15-100 mg/L) para
um nivel de confianca de 95%. A Tabela 7 indica as principais contribuicdes da
linearidade e reprodutibilidade para a incerteza expandida. Os erros associados a

reprodutibilidade e a linearidade podem estar relacionados aos desvios encontrados
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nas caracteristicas das solugdes coloidais para o0 mesmo tempo de exposi¢cao de

PLAL proximos, como pode ser observado na Figura 16a-b e na Figura 16d.

Tabela 7 - Caracteristicas metrolégicas do sensor. Resolugéo e Linearidade sao representadas
por Res. e Lin., respectivamente. A repetibilidade (Rep.) e a reprodutibilidade (Repro.) tiveram
4 graus de liberdade. U95% é a incerteza expandida para um nivel de confianca de 95%.

Incertezas (mg/L)

Faixa de
PBUT concentragido Tipo A Tipo B 055
(mg/L) Rep. Repro. Res. Lin. u
IS 0-15 0,82 1,35 0,13 2,86 3,88
IS 15-100 2,03 5,94 0,56 13,91 17,23
PCS 0-15 0,86 1,42 0,13 3,00 4,08
PCS 15-100 1,47 4,33 0,41 10,12 12,55

Fonte: Adaptado de SCHIEFER et al., 2021.

Para a plataforma de deteccdo baseada na sensibilidade dependente do
tamanho de Cit-AgNPs + BSA, LoDs de 5,7 mg/L para IS e 3,2 mg/L para PCS foram
obtidos para um nivel de confiangca de 95%, os valores de referéncia normais e
urémicos estdo presentes na tabela 3. Esses valores de LoD sdo comparaveis aos
obtidos por (JUANG et al., 2019), em que foram usados nano folhas de grafeno, muito
mais complexas e caras para se produzir quando comparadas com as NPs, além de
ser uma ordem de magnitude maior do que aqueles obtidos com kits de ensaio
(FUSHIMI et al., 2019) n&o utilizados para estes fins. Como o limite de quantificagcao
(LoQ) é 19 mg/L para IS e 10,7 mg/L para PCS, uma medigdo quantitativa sé pode
ser realizada acima desses limites. Como a resposta do sensor ndo pode ser baseada
em poucos interferentes, visto que o soro humano € um meio complexo, novos testes
ex vivo devem esclarecer a melhor resposta deste sensor as PBUTs. No entanto,
essas substancias podem ser isoladas do soro humano por meio de técnicas quimicas
bem conhecidas, que ndo exigem que esse sensor seja altamente seletivo para
quantificar essas toxinas.

Com base nos dados de trabalhos anteriores relatados na Tabela 6, € possivel
verificar que os valores de R? (Tabela 5) e LoDs (5,7 mg/L para IS e 3,2 mg/L para
PCS) obtidos com o Cit-AgNPs + BSA, sao semelhantes aos relatados na referéncia
(JUANG et al., 2019), que quantificam moléculas usando nano folhas de grafeno.
Portanto, este sensor possui caracteristicas metrolégicas comparaveis as
apresentadas na literatura, mas pode quantificar PBUTs com a necessidade de uma
fracdo do volume da amostra exigida pelo padréao ouro (HPLC / UPLC) sem materiais
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complexos ou caros como nano folhas de grafeno (JUANG et al., 2019) ou colesterol
oxidase (DEWANGAN et al., 2019).

A resposta do sensor foi avaliada para concentracdes de um PBUT e 2 NPBUTs
com concentracdes superiores as encontradas no soro urémico, como pode ser visto
na Figura 26. Os valores para as PBUTs podem ser encontrados na Tabela 3, a

concentragcado urémica de creatinina € de 136mg/L e de ureia 1.57g/L (EUTOX, 2023).

Figura 26 - Concentragdes de metabdlitos e seu efeito no sensor de acordo com o tempo de
exposicao ao peréoxido de hidrogénio. Creatinina, ureia e IS foram adicionados separadamente
nas amostras analisadas.
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Fonte: Adaptado de SCHIEFER?® et al., 2022.

Como pode ser afirmado na Figura 26, toxinas urémicas, como creatinina e
ureia, ndo afetaram o sensor apds 2 minutos, enquanto a razdo IS OD continuou
aumentando até 10 minutos apés a insergcao de H20o.

As razoes entre CTRL e IS, CTRL e creatinina e CTRL e ureia sao

apresentadas na Tabela 8.

Tabela 8 - Relagdo de ODs entre compostos e CTRL.

Tempo Razdo OD composta para CTRL (%)
(min) IS Creatinina Ureia

2 10,48+0,45 5,51+0,25 -0,471-0,02

5 20,35+0,87 3,95+0,2 1,8740,09

8 21,7+0,93 1,3610,07 -0,53+-0,02

10 24,79+1,01  -0,95%+-0,04 -3,18+-0,13

Fonte: Adaptado de SCHIEFER?® et al., 2022.

A partir da Figura 26 e da Tabela 8, & possivel verificar que, entre os periodos

de tempo escolhidos, a maior razao OD de IS e CTRL é obtida em 10 min. Também é
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possivel determinar que, aos 10 min, a raz&o entre ODs ¢é (26 + 4) % maior na
comparacgao de IS com creatinina e (29 + 4) % maior na comparacao de IS com ureia.
Um teste ANOVA com Dunnett como post-hoc ndao mostrou diferencga
estatistica entre CTRL e creatinina, assim como entre CTRL e ureia em todos os
periodos investigados. No entanto, ao considerar IS, mesmo apds 2 min de exposigao
a H202, é possivel verificar um P < 0,05 quando comparado ao CTRL.
A resposta para cada composto de acordo com o intervalo de tempo entre 2 e

10 min quando um ajuste linear é realizado é apresentada na Tabela 9.

Tabela 9 - Resposta linear da relagcao de ODs entre 2 e 10 min.

Razao OD do composto
CTRL IS Creatinina Ureia
Interceptacéo (razdo OD) 1,57 £ 0,05 1,71 £ 0,10 1,69 + 0,06 1,59 + 0,07
Inclinagdo (razdo OD/min) 0,031 + 0,007 0,06 + 0,01 0,017 +£ 0,008 0,02 + 0,01
R 0,95 0,95 0,84 0,86
R? 0,91 0,91 0,70 0,74

Fonte: Adaptado de SCHIEFER?® et al., 2022.

Ajuste Linear

Da Tabela 9 é possivel observar que, embora a creatinina tenha apresentado
um valor de interceptacado proximo ao relacionado ao IS, tanto a creatinina quanto a
ureia apresentaram uma inclinagdo menor que o CTRL, enquanto o IS apresentou
uma inclinagéo 2 vezes maior do que a inclinagdo do CTRL.

A Tabela 9 também indica que tanto o R quanto o R? apresentam valores
maiores para CTRL e IS quando comparados a creatinina e ureia. Um R mais alto
representa uma correlacdo mais alta entre tempo e a razdo OD, enquanto um valor
de R? mais alto indica que o ajuste linear descreve bem os dados observados.

Mesmo obtendo estes resultados satisfatérios, sabe-se que o sangue humano
€ um meio complexo que ndo apresenta apenas toxinas urémicas. Assim, essas
investigacbes devem avancgar antes de determinar a resposta real deste sensor para
uma gama maior de compostos, para posterior aplicacdo deste sensor para analise

ex vivo.

4.4 APLICAGCAO DO MODELO PIX2PIX NO ENSAIO DE MIGRAGCAO CELULAR

O tempo total de treinamento foi de 1 h 26 min, dos quais 10 modelos
resultantes (e10-e100) foram usados para avaliar a area ocupada pelas células nos
conjuntos de dados de treinamento e teste contendo 280 e 120 imagens,

respectivamente (veja a Figura 27).
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Figura 27 - Desvio médio das saidas GT de todo o conjunto de dados para as imagens do (a)
conjunto de dados de treinamento e (b) conjunto de dados de teste processado pelos
modelos. Nota: Cl Erro significa intervalo de erro médio de confianga.
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Fonte: Adaptado de SCHIEFER et al., 2022.

A partir da Figura 27a é possivel verificar que e60-e100 apresentou a
porcentagem média de desvio da area em relagcéo a GT semelhante entre os modelos
gerados pelo modelo pix2pix, mas €90 apresentou o menor valor, que sera, portanto,
usado para testes adicionais.

Avaliando a area ocupada pelas células obtidas por GT e por €90 em cada
saida de imagem individualmente, é possivel observar que suas diferengcas podem
chegar a até 18% para casos especificos. A Figura 28 mostra aquelas imagens para
as quais a diferenga na area ocupada pelas células resultante do processamento da

imagem pelo €90 foi superior a 10% quando comparado com o GT.
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Figura 28 - Imagens processadas pelo €90 que apresentaram diferengas médias superiores a
10% quando comparadas com saidas do GT. (a) Imagens de entrada brutas, (b) Saidas do GT e
(c) Saidas do modelo €90.

(a) |

Fonte: Adaptado de SCHIEFER et al., 2022.

Embora tenham sido observadas diferencas de mais de 10% da area ocupada
entre as saidas apresentadas na Figura 28b e na Figura 28c, os padrbes apresentados
sao semelhantes e as saidas do €90 tendem a ser mais sensiveis para areas vazias
do que as saidas GT. Isso pode indicar mais uma vez os efeitos do viés no
processamento manual da imagem, que € drasticamente reduzido no método pix2pix.

Girando e invertendo as imagens do conjunto de dados de teste, gerando 8
entradas de cada imagem original que deveriam resultar na mesma area ocupada, o

modelo €90 resultou em um erro médio de cerca de 0,3% (veja a Figura 29).
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Figura 29 - Erro médio das 120 areas ocupadas resultantes do processamento de 90 para o
conjunto de dados de teste invertido e girado. Nota: A curva ajustada aos pontos de dados é
uma curva normal.
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Fonte: Adaptado de SCHIEFER et al., 2022.

Assim, o modelo €90 apresentou erros dentro de (5,1 + 0,3) % da area ocupada
quando comparado com o GT e a orientagdo da imagem nao causou grande desvio
(erro de (0,27 + 0,02) %). Esses erros apresentam um desvio percentual menor do
que os demonstrados pela Figura 11, onde uma unica modificacdo de variavel
originada de viés pode levar a erros de até 15%, sugerindo que a analise manual,
mesmo usando um algoritmo, é tendenciosa. O processamento da imagem por esses
modelos levou em média 0,14s. No entanto, uma limitacdo desse modelo € que ele
ainda é desenvolvido com base em um processo tendencioso, 0 que pode levar a
erros de identificacdo no processamento da rede.

Ap0s a realizagao do ensaio de wound healing, fizemos uso do modelo gerado,
podendo avaliar a migracao celular das células submetidas aos tratamentos com
diversas concentragdes de NPs, tendo como controle a migragao induzida pelo citrato
em 0, 24, 48 e 72h.

A concentracado de AgNPs foi aferida conforme presente no item 3.4.3 e gerou

o resultado presente na Figura 30.
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Figura 30 - Média e desvio padrao da média da diferenca de peso do Eppendorf vazio e com a
presenca do pellet de AgNPs para AgNPs produzidas com 20 e 30 min de PLAL. Nota: *
Representa P < 0.05 e ** P < 0.01.
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Fonte: Adaptado de SCHIEFER?® et al., 2022.

Como é possivel observar na Figura 30, ndo ha alteragdo significativa na
concentragcéo de AgNPs entre aquelas produzidas com 20 e 30 min de PLAL. Contudo,
€ possivel verificar uma concentracdo de (2.2 + 0.4) mg para 20 min de PLAL e (2.1
+ 0.4) mg para 30 min de PLAL. Desta maneira, a concentracdo média de AgNPs é
de (370 £+ 70) ug/mL para 20 min de PLAL e (350 + 70) ug/mL para 30 min de PLAL.
Contudo, estes dados nao foram obtidos para AuNPs.

Fazendo uso destes resultados e observando a Figura 31 tanto as AgNPs
quanto as AuNPs nao induziram ou inibiram a migracdo em 24 ou em 48h. Contudo,
Cit-AgNPs produzidas com 20 min de PLAL (que representa uma concentragéo de
(370 + 70) ug/mL) inibiram a migracdo em 72h de exposi¢cao, corroborando com
experimentos ja publicados (VIEIRA et al., 2017; MA et al., 2014; HU; CHENG,; LIANG,
2022).
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Figura 31 - Média e desvio padrao da média da migragao celular analisada pelo modelo pix2pix
para 24, 48 e 72h. Nota: * Representa P < 0.05 e ** P < 0.01.
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5 CONCLUSAO

Este trabalho desenvolveu um sensor colorimétrico baseado em NPs metalicas
para quantificar IS e PCS, reduzindo custos e complexidade de analise, assim como
aplicou o modelo pix2pix no ensaio de migracdo celular, o tornando eficiente e
fidedigno, refletindo diretamente na qualidade dos resultados.

Um equipamento de sintese mediada por plasmon de baixa intensidade capaz
de sintetizar amostras multiplas simultaneamente foi construido com sucesso e
demonstrou reprodutibilidade. Nano prismas de tamanho unico foram formados e, se
a incidéncia de luz continuar, os nano prismas tendem a se agregar em
nanohexagonos de maneira rapida. A medida que a quantidade de nano prismas e
nano hexagonos aumenta, suas razées R-para-G e R-para-B da solugdo aumentam
(de acordo com o sistema de cores RGB). As razdes R-para-G e R-para-B aumentam
mais rapidamente quando a solucao original tem uma densidade 6ptica mais alta, que
esta estritamente correlacionada com a diminuigdo do tamanho meédio das
nanoparticulas quase esféricas.

As caracteristicas do aqui desenvolvido sensor de UTs permitem a distingao
entre concentragdes urémicas destas toxinas por um simples ensaio colorimétrico que
requer um minimo volume de amostra. Este sensor fornece um método que nao
depende do uso de equipamentos caros exigidos por outras técnicas para a
quantificagdo dessas moléculas, como as usadas para HPLC e UPLC. Sugerimos que
as razdes OD mais altas para concentragdes de IS e PCS indiqguem uma aumentada
estabilidade elétrica da BSA por IS e PCS, enfraquecendo a ligacdo BSA para com as
Cit-AgNPs e levando a uma maior oxidacdo de AgNPs por H20:.

Embora existam muitos interferentes presentes no soro humano, os resultados
obtidos das NPBUTs no sensor sdo um forte indicativo de que este sensor pode ser
uma alternativa para a distingdo entre amostras de soro normal e urémico.

Também foi observada uma relacao entre a temperatura da solugéo coloidal e
o tamanho médio das nanoparticulas que foram utilizadas no sensoriamento, durante
o processo de producado destas NPs, e investigagbes adicionais devem ser
conduzidas para entender melhor a relagao entre o tamanho médio minimo das Cit-
AgNPs e Cit-AuNPs e a taxa de crescimento da temperatura da solugao durante o
PLAL.
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O comportamento observado pode estar relacionado a efeitos como a oxidagao
de nanoparticulas (ZHANG; HU; DENG, 2016), ou a processos de agregacao e
fragmentacdo e ser um meio efetivo para determinar o tamanho médio das
nanoparticulas durante a produgao por PLAL.

O modelo pix2pix, foi utilizado para a avaliagdo da migragao celular, e
quantificou a area total ocupada pelas células por meio da rede neural, o que difere
de trabalhos publicados anteriormente (GEBACK et al., 2009, NUNES; DIAS, 2017),
assim abolindo a interacdo humana, potencialmente reduzindo o viés, reduzindo a
forca de trabalho e melhorando os resultados do ensaio. Além disso, todo o conjunto
de épocas pode ser obtido em menos de 2 horas com o hardware apropriado e as
imagens podem ser processadas em menos de 1 segundo. Embora as imagens nao
tenham sido adquiridas com valores iguais de pixels nas dire¢des x e y, a rotagcéo
dessas imagens nao apresentou alteragdes significativas nos resultados finais. Assim,

redimensionar essas imagens nao afeta significativamente as saidas.
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6 PERSPECTIVAS FUTURAS

Em trabalhos futuros, as NPBUTSs serdo colocadas juntas com as PBUTs para
avaliar a interferéncia direta na resposta do sensor, assim como uma gama maior de
toxinas e metabdlitos urémicos sera investigada a fim de verificar os limites deste
sensor.

A aplicagao da regularizagdo ao cGAN, como € o caso do Early Stopping
baseado em validacdo ou validacdo cruzada podera ser realizada em trabalhos

futuros, a fim de aprimorar os resultados do modelo.
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