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Resumo

CAMPOQOS, Paula Pereira. Desenvolvimento de filmes nanoestruturados Layer-by-Layer com
foco em sistemas de materiais sensiveis a estimulos. 2018. 162 f. Tese (Doutorado em

Ciéncia e Tecnologia dos Materiais) — UNESP, Faculdade de Ciéncias, Sorocaba, 2018.

Neste trabalho foram desenvolvidos diferentes tipos de filmes Layer-by-Layer (LbL)
sensiveis a variagdo de pH, temperatura, exposicdo a luz e presenca de carboidratos, com o
objetivo de criar sistemas com resposta a estimulos que podem ser aplicados na area médica e
ambiental para a entrega modificada de farmacos e pesticidas. O trabalho foi dividido em trés
partes, sendo o primeiro focado na liberagdo da emodina. Foram fabricados filmes com a
emodina imobilizada diretamente e outra em que o farmaco foi encapsulado nos lipossomos
formados por dipalmitoil fosfatidil glicerol (DPPG) e palmitoil fosfatidil glicerol (POPG) e
entdo intercalado com polieletrlitos. Ambos os filmes foram expostos a condicBes
fisioldgicas e liberaram a emodina por um periodo prolongado em funcéo da mudanca de pH
e temperatura. A segunda parte do trabalho é focado na construcdo de filmes com um
polimero baseado em espiropirano (poli(SP-R)), um composto que quando recebe luz UV é
convertido para a forma aniénica merocianina (poli(MC-R)) mudando sua cor e carga
superficial. O filme foi composto pelo polication poli(alilamina hidroclorada) (PAH)
formando o (PAH/poli(SP-R))n que se desprendeu do substrato pelo processo disassembly
apo6s longo tempo de exposicdo a luz branca. Na terceita parte do trabalho foram
desenvolvidos filmes com o polimero baseado em éacido fenil bordnico (PBA), que tem a
capacidade de se ligar covalentemente a acucares. Foram fabricados intercalado com PVS
resultando no filme (PEI/PVS),(PBAp/PVS),. Também foram preparados filmes com o
corante fluorescente piranina como polianion, substituindo o PVS, a fim de verificar o
crescimento e decomposicdo do filme com moléculas relativamente pequenas, formando

(PEI/PVS),(PBApP/PYR), e ambos os filmes foram capazes de responder em segundos a



presenca de frutose.  Os filmes desenvolvidos foram caracterizados por técnicas
spectroscopicas como UV-vis, Fluorescéncia, Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR) e Ressonancia Plasmonica de Superficie, além de elipsometria, Microscopia
Eletronica de Varredura e técnicas eletroanaliticas. As solugcbes usadas no preparo do filme
foram estudadas por Potencial Zeta e Espalhamento de Luz Dindmico. A partir do
desenvolvimento de sistemas responsiveis a estimulos podem ser fabricados no futuro
dispositivos para a area médica como curativos, para a area ambiental que facam um controle
de liberacdo de pesticidas ou mesmo embalagens inteligentes para alimentos que podem

liberar um aditivo ou agir na absorcéo da luz.

Palavras-chave: Layer-by-Layer; Disassembly; Liberacdo modificada; Stimuli responsive.



Abstract

CAMPOS, Paula Pereira. Development of Layer-by-Layer nanostructured films with
focus in systems of materials sensitive to stimuli. 2018. 162 f. Tese (Doutorado em Ciéncia
e Tecnologia dos Materiais) — UNESP, Faculdade de Ciéncias, Sorocaba, 2018.

In this work, we developed some types of Layer-by-Layer (LbL) films sensible to pH
and temperature changes, light exposition and carbohydrates solutions, with the aim of to
create stimuli responsive system that can be applied to medical and environmental area to
drug and pesticide modulated delivery. The work was divided in three parts, the first one is
based on delivery emodin. One film was fabricated with emodin immobilized directly and
other the drug was encapsulated on liposomes formed by dipalmitoyl phosphatidyl glycerol
(DPPG) e palmitoyl phosphatidyl glycerol (POPG) and the carrier was intercalated with
polyelectrolytes. Both systems were exposed to physiologic conditions and released the
emodin for prolonged time in function of pH and temperature changes. On second part of this
work it was focused on construction of film with spyropiran (SP) based polymer (poli(SP-R)).
The UV irradiation over (poli(SP-R)) causes the conversion to anionic and purple
merocyanine molecule (poli(MC-R)) changing the color and surface charge. The film were
composed by poly(allylamine hydrochloride) (PAH) and poly(SP-R) forming the
(PAH/poli(SP-R))n LbL film which disassemble after long time exposed to white light. On
third part of work, films were developed with phenyl borénico acid (PBA) based polymer that
has the capacity to bind covalently on sugars. The films were intercalated with PVS creating
the coating (PEI/PVS),(PBApP/PVS),. It were prepared also a film with the pyranine (PYR),
the fluorescent dye like a polianion, replacing the PVS, in order to check the growing and
deposition of film with relatively small molecules, forming the (PEI/PVS),(PBAp/PYR),.
Both films were able to disassemble fastly on fructose solution. The films developed were

characterized by UV-vis, Fluorescence, Fourier Transform Infrared (FTIR) and Plasmon



Ressonance Surface spectroscopy techniques, besides Ellipsomtry, Scaning Electronic
Mycroscopy (MEV) and electroanalitical techniques. The solutions used to fabricated the
films was studied by Zeta Potential and Dynamic Ligth Scaterring. Therefore, with
development of responsive systems can be fabricated on future devices on medical field to
apply on patches, on enviroment area to pesticide control release or even in smart packaging

to food that can release additions or to age on light absorption.

Keywords - Layer-by-Layer; Disassembly; Modified release; Stimuli responsive.
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Figura 40 — Potencial zeta da solucdo de poli(MC-R) em DMF, 0,1 mg.mL™, dez minutos
apos ser exposta a luz UV, com um pico em 39,6 mV e contagem de 2304, indicando que a
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Figura 41 — (A) Espectros de cada bicamada do filme (PAH/poli(SP-R))10 com a solucdo de
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Figura 43 — (A) Espectro UV-vis do filme (PAH/poli(SP-R))s submetido a ciclos de UV/LB
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Figura 44 — Absorbancia em A = 345 nm do filme (PAH/poli(MC-R))s em diferentes tempos,
depois de exposto a luz branca (A ), controle (filme dentro da caixa protegido de luz) (m) ¢ da
linha de base (cubeta de quartzo com solugdo de DMF e agua) (e). A linha vermelha
representa 0 modelo de cinética de primeira Ordem. ..........cceveeiiiiesieese e 102
Figura 45 — Perfilometria do filme (PAH/poli(SP-R)); com uma bicamada sobre o silicio,
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Figura 47 - Perfilometria do filme (PAH/poli(SP-R))s com cinco bicamadas sobre o silicio,
apos ter sido exposto a luz branca por periodo prolongado, apresentando em média 11 nm de
altura, como indicado pela linha vermelha. ... 104
Figura 48 — Esquema de fabricacdo do filme (PAH/poli(SP-R))s em degraus (A). Imagens de
MEV de cada uma das 5 bicamadas do filme (PAH/poli(SP-R))s representado por Bi 1
(bicamada 1), Bi 1 (bicamada 2), Bi 3 (bicamada 3), Bi 4 (bicamada 4), Bi 5 (bicamada 5). A
barra vermelha representa a escala de 2 M. ..o 106
Figura 49 — Esquema de adsor¢do de polieletrolitos com baixa densidade de carga (acima) e
alta densidade de Carga (ADAIX0).......cuerurrriiirerieiesiei et 106
Figura 50 — Esquema de ligag&o covalente entre a molécula de PBA e um diol em meio &cido
(o TU I 0 ] T o TSRS 109
Figura 51 — Esquema de hibridizacdo das formas sp? para sp® do 4cido borénico................. 110
Figura 52 — Esquema de ligacdo pelo boronato ester entre o dendrimero e o PVS no filme
LbL, a esquerda. Decomposicdo do filme pela troca da ligacdo do dendrimero com o PVA

pela ligagdo com a gliCoSE, & QITEITA. ......c.eeviieieieie e 112
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Figura 53 - Esquema de montagem do filme LbL de PVA e PBA, e decomposi¢ao na presenca
de peroxido de hidrogénio (H,O;) com a quebra da ligacao carbono-boro, a partir da oxidagéo
02 glICOSE PEIA GOX. .. eiiiice ettt et e et e et enreenteenaenraere s 113
Figura 54 — Estrutura quimica do mondmero e polimero baseado em &cido fenil borénico
(PBA) nomeados de MEAFB e APEAFB a esquerda e a direita respectivamente. ............... 115
Figura 55 — Representacdo esquematica do processo disassembly do filme (PBAp/PVS),, 0
vermelho representa o polimero poli(PBA), o azul o PVS e o amarelo a frutose. ................. 117
Figura 56 — Potencial zeta da solugdo de poli(BA) analisado em intervalos de pH entre 5,2 e
12,1. A curva de calibragdo mostra a variacdo do potencial zeta em funcdo do pH. A figura
também apresenta as estruturas quimicas do PBA em solucdo acida e basica...................... 120
Figura 57 — Estrutura quimica dos isémeros do polimero de BA na posicdo (A) orto, (B) meta
L (O3] o2 L VSO SSUS TSROSO 121
Figura 58 - Espectros UV-vis de cada bicamada dos filmes (PEI/PVS),(PBAO)s,
(PEI/PVS)2(PBAM)5 € (PEI/PVS)2(PBADS ..o eeeeseeeseeeseessse s snseesses s e 122
Figura 59 - Relacdo entre a absorbancia em A = 230 nm e o numero de bicamadas dos filmes
(PEI/PVS),(PBA0/PVS)s, (PEI/PVS),(PBAM/PVS)s e (PEI/PVS),(PBAP/PVS)s. As linhas
vermelhas representam regresséo linear da deposic¢éo de cada filme.........cccccovevininiiinnnn. 122
Figura 60 — (A) Espectros UV-vis de cada bicamada do filme LbL (PEI/PVS),(PBAp/PVS);s.
(B) Relagdo entre a absorbancia em A = 230 nm e o numero de bicamadas do filme............ 123
Figura 61 — Espectros de FTIR dos filmes feitos por drop casting dos materiais puros PEI,
PVS e poli(PBAp) e do filme LbL (PEI/PVS),(PBAp/PVS);s. As setas vermelhas indicam as
diferengas entre os materiais puros € 0 filme LBL.........ccooooiiiiiiiiiiiiiee e 126
Figura 62 — Espectros do filme (PEI/PVS),(PBAp/PVS)s em: (A) em tampéo fosfato e em

solucdo glicose 100 mmol.L™ e (B) em tampéo fosfato e em solucéo de frutose 100 mmol.L™.
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Figura 63 — Absorbancia do filme (PEI/PVS),(PBAp)s inicial, 30 e 60 minutos apds
mergulhado em tampdao fosfato e segundos na solucéo de frutose na concentragcdo de 10 mmol
L et 130
Figura 64 - Absorbancia do filme (A) (PEI/PVS),(PBAO0)s e (B) (PEI/PVS),(PBAM)s inicial,
30 e 60 minutos ap6s mergulhado em tampéo fosfato e segundos em solucdo de frutose na
concentragio de 10 MMOLL™. ...ttt 131
Figura 65 — (A) Espectro de absorbancia da solucdo de piranina, no eixo y & esquerda, e de
cada bicamada do filme LbL (PEI/PVS),(PBAp/Pyr)s & direita. (B) Estrutura quimica da
piranina. (C) Relacdo entre a absorbancia do filme (PEI/PVS),(PBAp/Pyr)sem A =410 nm ¢ o
NOMET0 de DICAMATAS. ........oviiiieei bbb 133
Figura 66 — Espectro de excitacdo do filme (PEI/PVS),(PBAp/PVS)s para emissao em A = 500
nm (linha preta) e espectros de emissdo quando excitado em A = 376 nm (linha vermelha) e A
=405 NM (HNNA QZUL). ©.oveeieee et re e e e re e e 134
Figura 67 — Espectros FTIR dos filmes casting de PEI, PVS, piranina, PBAp e do filme LbL
(PEI/PVS)2(PBApP/PYR)20. As setas vermelhas indicam as diferengas entre o filme LbL e os
V=] S S o1 U] (0 RSP PR UT TP 136
Figura 68 — Analise de perfildmetria do filme (PEI/PVS)(PBAP/PYR)s .....oovvieiiiierninnns 139
Figura 69 — Espectros de absorbancia do filme (PEI/PVS),(PBAp/PYR)s inicial e ap6s 15
MINUEOS €M TAMPEO. ... ettt ettt b b bbbt e e e e et e bbb ene e 140
Figura 70 — No eixo esquerdo, em preto esta a absorbancia do filme (PEI/PVS),(PBAp/PYR)s
em  A=410 nm inicial, minutos em tampdo e segundos em solucéo de frutose, 30 mmol.L
! No eixo direito, em azul esta a intensidade das solucdes provenientes de cada etapa do

ProCeSSO A8 HIDEIAGAD. ......ecuieieieiee ettt bbb eneas 141
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Abreviaturas

DCU - Universidade da Cidade de Dublin, do inglés Dublin City University
DLS - Espalhamento de Luz Dinamico, do inglés Dynamic Light Scattering
DMF - Dimetilformamida

DPPG - Dipalmitoil fosfatidil glicerol

EM - Emodina

FTIR - Espectroscopia por transformada de Fourier, do inglés Fourier Transform Infrared
Spectroscopy

GOx- Glicose Oxidase

LB — Luz branca

LbL — Camada por camada, do inglés Layer-by-Layer

LMV — Vesicula multilamelar grande, do inglés large multilamellar vesicles
LUV — Vesicula unilamelar grande, do inglés large unilamellar vesicles

MC — Merocianina

nm - nanébmetros

NTA - Anélise e Rastreamento de Nanoparticulas, do inglés Nanoparticle Tracking Analysis
PAH - Poli(alilamina hidroclorada)

PBS - Tampao fosfato-salino, do inglés Phosphate Buffered Saline

Pdl - indice de Polidispersdo, do inglés, Polydispersion Index

PEI - Poli (etileno imina)

pH - Potencial de Hidrogénio

Poli(MC-R) - Polimero de merocianina

Poli(SP-R) - Polimero de espiropirano

POPG - Palmitoil oleil fosfatidil glicerol



PVS - Poli(vinil sulfonato de sodio)

PYR - Piranina, do inglés pyranine

SCE - Eletrodo de calomelano saturado, do inglés Saturated Calomel Electrode

SUV - Vesicula unilamelar pequena, do inglés small unilamellar vesicles

SP - Espiropirano, do inglés Spiropyran

SPR — Ressonancia Plasmodmica de Superficie, do inglés Surface Plasmon Resonance
THF - Tetraidrofurano

T, - Temperatura de transicao vitrea

UV- Ultravioleta

UV-vis - Ultravioleta-visivel

A = Comprimento de onda
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Apresentacédo

Este trabalho estd estruturado em 5 capitulos, sendo o Capitulo 1 dedicado & uma

revisao geral sobre os conceitos de sistemas de liberagdo modificada, filmes Layer-by-Layer e

objetivos gerais. O Capitulo 2 descreve a fabricagdo de filmes de emodina e liberacdo do

farmaco. O Capitulo 3 aborda a fabricacdo e caracterizacdo de filmes LbL com o agente

fotoresponsivo espiropirano e suas propriedades opticas. No Capitulo 4 estd descrito a

fabricacdo de filmes LbL de &cido fenil borénico aplicados a resposta & agucares e no 5 estdo

as Conclusbes gerais e perspectivas futuras. Os resultados mostrados no Capitulo 2 foram
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Capitulo 1 — Introducéo e Objetivos

1.1.  Sistemas de liberacdo modificados

Os tratamentos farmacologicos necessitam que as substancias ativas atinjam o tecido
alvo e mantenham uma concentracdo grande no local por tempo necessario para produzir o
efeito desejado. ldealmente, apenas o tecido alvo deveria ser exposto a substancia,
minimizando os efeitos colaterais, porém, para a substancia chegar ao tecido, nas formulactes
convencionais, grandes doses sdo necessarias em intervalos de tempo pegquenos, uma vez que
as substancias sdo perdidas ao longo do caminho por serem degradadas por enzimas ou pelas
condicdes fisico-quimicas do sistema e baixa permeabilidade dos tecidos. Por isso 0s sistemas
de liberagdo modificados tém sido cada vez mais estudados. *

O desenvolvimento de novas drogas requer alto investimento financeiro e longos
periodos de pesquisa. A demanda pelo desenvolvimento de sistemas de liberacdo modificados
é devido a eficacia de a droga ser frequentemente alterada pela biodistribuicdo inespecifica
nas células e tecidos e porque algumas drogas sdo rapidamente metabolizadas e excretadas.
Assim esses sistemas podem melhorar as propriedades farmacoldgicas e terapéuticas das
drogas ja conhecidas, mudando as formas de administracdo, superando as barreiras comuns do
corpo humano até chegar na célula de destino, solubilizando e carreando as drogas
hidrofébicas. ®

A ideia da liberagdo modificada de farmacos surgiu em 1960, por Judah Folkman, que
estudava o desvio de sangue arterial venoso com o uso de borracha de silicone em coelhos.
Quando ele impregnava gases anestésicos no tubo e 0s usava nos animais, 0S mMesmos
dormiam. Assim ele sugeriu que se implantassem pequenos pedagos da borracha impregnada

nos animais, poderia ocorrer liberacéo dos anestésicos lentamente. *°
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Os primeiros sistemas desenvolvidos foram baseados em escala macroscopicos.
Ocusert® é um dispositivo que libera pilocarpina colocado no olho sob a palpebra inferior,
para tratamento de glaucoma. ® O dispositivo contém a pilocarpina entre duas membranas de
acetato de vinil etileno e quando o fluido lacrimal penetra, o material dissolve e libera a
pilocarpina impregnada. O Progestasert®, comercializado desde 1976, ¢ um dispositivo
empregado em sistemas de liberacdo que contém progesterona. E colocado no Utero e libera
horménio continuamente e em baixa quantidade quando comparado a outros métodos
contraceptivos. A partir disso varios tipos de produtos comecaram a ser lancados no mercado
baseados nesse conceito. °

Entre os anos de 1960 e 1970 microparticulas de polimeros biodegradaveis foram
desenvolvidos para suturas e entre 1970 e 1980 comecaram a ser usados na liberacdo
modificada, de forma que o processo passou a ser em escala microscopica introduzindo o
conceito de “liberacao sustentada”. Também na década de 70 comecaram os estudos na area
de nanotecnologia, em vérias partes do mundo concomitantemente, onde surgiu o conceito
“direcionamento ao alvo”, o qual possibilita o direcionamento do farmaco diretamente para
seu sitio especifico através do uso de biomoléculas como anticorpos e peptideos. > A partir do
advento da nanotecnologia varios materiais comecaram a ser empregados na liberacdo
modificada, como nanoparticulas poliméricas biodegradaveis, lipidios (lipossomos e
nanoemulsdes), moléculas anfifilicas, dendrimeros, metais, nanoparticulas e etc. Assim, a
composicdo dos materiais passou a ser manipulada para responder a estimulos desejados
como pH, temperatura e microambiente redox, com propriedades que podem ser exclusivas
para certas doencas.

A maioria das drogas é administrada em quantidades intermediarias, numa
concentracdo minima que cause o efeito desejado (Concentracdo Minima Eficaz — CME), mas

ndo tdo alta a ponto de causar efeitos toxicos (Concentragdo Maxima Tdxica — CMT).
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Portanto, repetidas doses sdo necessarias em curtos espacos de tempo para que a droga cause
o efeito esperado. As formas de dosagem que prolongam a liberacdo podem manter a
concentracdo da droga dentro de uma faixa terapéutica desejada por longos periodos e

minimizar a subexposicao e toxicidade.

1.2.  Materiais inteligentes

Na natureza € possivel encontrar uma grande quantidade de materiais e sistemas que
tem sua estrutura e propriedades ajustadas de forma reversivel em resposta aos estimulos do
ambiente, como por exemplo, a camuflagem de camaledes e o padréo de difragdo nas asas das
borboletas. Seguindo estes modelos, varios materiais tém sido sintetizados com capacidade de
“ligar” e “desligar” que podem ser aplicados frente a necessidade de uma resposta para uma
mudanca do meio em que se encontra. As vantagens desses materiais é que eles podem atuar
em um tempo e espaco fisico preciso, em um sistema fechado como o corpo humano, por
exemplo, sem a necessidade de incisdes. ° A Figura 1 ilustra um exemplo de trés tipos de

propriedades dos materiais alteradas como hidrofobicidade, tamanho e formato.

Figura 1 — Exemplos de transi¢Ges associadas aos materiais estimulo responsiveis, (i) desagregacao de
polimeros anfifilicos, (ii) mudanca de volume e (iii) mudanca de conformacéo de estrutura, esticado ou
enrolado.

i) z@?; -
= MWW
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Fonte: Adaptado de Lorenzo et al. *
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1.3.  Liberacdo modificada de farmacos em resposta a estimulos

Com o desenvolvimento dos materiais inteligentes a aplicacdo voltada para criar
sistemas com resposta a estimulos tém aumentado significativamente. Esses sistemas
frequentemente exibem propriedades de sensores e sdo conhecidos como estimulo responsivo,
ambientalmente sensivel ou sistemas inteligentes *° e podem ser aplicados na area médica e
ambiental para entrega modificada e modulada de farmacos ou pesticidas.

O conceito “entrega de drogas em resposta & estimulos”, do inglés drug delivery
stimuli-responsive, foi sugerido na década de 70 pelo uso de lipossomos termossensiveis.
Nos ultimos anos essa ideia tem recebido mais atencdo por permitir um maior controle sobre a
dosagem, tempo e espaco dos sistemas de entrega. > A Figura 2 exemplifica a diferenca entre
um sistema de liberagcdo responsivo e ndo responsivo. No primeiro, a droga € liberada de
acordo com um padrdo de comportamento do material ocorrendo por mecanismos como
difusdo, dissolucdo e osmose, por exemplo. No segundo a liberacdo € desencadeada e
modulada por estimulos do meio como alteragbes quimicas (pH, forca ibnica,
oxidacdo/reducdo) ou fisicas (campo magnético, elétrico, temperatura). O sistema responsivo
tem a vantagem sobre o0 ndo responsivo de comecar a liberar apenas quando o estimulo for
dado, permitindo um controle maior sobre o tempo de inicio, se o estimulo for externo ou

apenas se for necessario quando o estimulo for interno.
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Figura 2 — Diferenca entre um sistema de liberagdo responsivo e ndo responsivo.
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Fonte: Adaptado de Shi et al. ™

Outro conceito a ser explorado é a liberacdo de medicamento regulada por feedback,
na qual idealmente a substancia ativa chega no alvo e ha uma retroalimentacdo, ou seja, a

prépria resposta do sistema gera o aumento do farmaco no tecido ou a diminuicao,

dependendo da necessidade, Figura 3. *

Figura 3 — Sistema de liberacdo controlada por retroalimentagéo

Necessidade do farmaco Problema controlado
= Estimulo = Sem estimulo

Droga

Tempo

Fonte: Adaptado de Alvarez-Lorenzo. *
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Ambos os sistemas regulados por estimulo ou por feedback, requerem componentes
que hajam como “sensores” ¢ “atuadores” com a habilidade de desencadear a liberacdo do
farmaco pelo estimulo e ajustar minunciosamente a taxa de entrega no caso do feedback, * por
isso materiais inteligentes sdo bastante empregados nesses sistemas.

Ha duas classes de materiais responsivos: (a) aqueles que respondem aos estimulos
internos como mudanca de pH, forca idnica ou presenca de substancias, ou (b) os que
respondem aos estimulos externos como luz, campos elétrico ou magnético. * Fontes de calor
externas podem ser usadas para aquecer uma parte do corpo apos a aplicacdo de um carreador

de farmaco termossensivel, por exemplo.

1.4,  Técnica Layer-by-Layer

A versatilidade da técnica LbL permite a construcdo de filmes com uma vasta gama de
materiais e aplicacdes, entre eles os materiais inteligentes, que permite que frente a um
estimulo o filme tenha uma resposta que pode ser ajustavel a assim ser aplicado a sistemas
biol6gicos e ambientais.

A liberacdo modificada de farmacos baseada em filmes LbL apresenta diversas
vantagens, como (1) permitir o emprego de moléculas solGveis e ndo sollveis em agua, (2) ser
projetados para serem estaveis dentro de uma ampla faixa de temperatura e pH, inclusive em
condicdes fisioldgicas, (3) as multicamadas podem preservar estruturas proteicas, (4) os
filmes podem ser desenvolvidos sobre diferentes substratos incluindo adesivos para a pele,
fibras, micro agulhas, superficie de implantes e stents, (5) a liberacdo pode ser modificada
por estimulos externos, (6) pode-se utilizar varios farmacos em um mesmo filme e (7) fatores
como espessura, rigidez, estabilidade, permeabilidade e composicdo podem modular a

liberagdo. 213
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As drogas podem ser incorporadas nos filmes LbL por trés rotas, (i) usada como
polication ou polianion interagindo diretamente com o polieletrélito de carga oposta, ** (ii) ser
incorporada apés o filme estar pronto, mergulhando-o em uma solucéo concentrada da droga,
viavel para moléculas de baixo peso molecular que podem se difundir facilmente entre as
camadas, (iii) encapsular a droga em um carreador que serd o polication ou polidnion e ira
interagir diretamente com o polieletrélito de carga oposta. **'* As rotas podem ser usadas de
forma combinada, como por exemplo, fabricando um filme com a droga como polieletrdlito e
apos finalizar, imergir o filme novamente na solucdo da droga para ter uma concentracao
maior de farmaco na estrutura.

A ideia da fabricacdo de filmes pela técnica LbL surgiu em 1983, por Sagiv, *> mas
apenas em 1997, Decher *® desenvolveu o procedimento que consiste na adsorcio espontanea,
quimica ou fisica, sobre uma superficie, de camadas com espessura entre 10 e 100 A. A
montagem do filme é feita com a adsorcdo de materiais de cargas opostas. Um exemplo tipico
de fabricacdo de um filme LbL é imergir um suporte s6lido em uma solu¢do com material de
carga positiva, a qual ird4 adsorver sobre a superficie, solu¢do de lavagem para remocao do
excesso de material, seguido de solugdo de carga negativa, a qual ird adsorver sobre primeira
camada e lavagem novamente. O processo pode ser realizado repetidas vezes, formando assim

um filme com varias bicamadas, *® como ilustrado na Figura 4.
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Figura 4 - Esquema de montagem de um filme pela técnica LbL.
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Fonte: Adaptado de Decher, Gero. *°

A técnica LbL tem atraido a atencdo dos pesquisadores pela sua simplicidade,
facilidade e ser relativamente barata, visto que pode ser realizada a temperatura ambiente em
solugdes aquosas e o processo de construcdo pode ser manual ou automatizado. > Permite o
uso de uma vasta gama de materiais e as solu¢fes ndo precisam ser muito concentradas e nem
em grande volume e podem ser reutilizadas gerando economia de material.

A técnica permite a construcdo dos filmes por diferentes mecanismos de deposicéo,
tais como:

Interacdo eletrostatica — esse é 0 meio mais comum de construcdo de um filme LbL, na
qual a interacdo entre as camadas ocorre devido as cargas positivas e negativas dos materiais
usados. A vantagem € que aproveita a densidade de carga natural das biomoléculas e pode ser
ajustado com o pH. *°

Ligacdo de hidrogénio — ocorre nos materiais entre as camadas e a ligag&o resultante é
uma atracdo dipolo-dipolo. Possibilita 0 uso de materiais eletricamente neutros que ndo

poderiam ser incorporados nos filmes por interacdo eletrostatica. 19
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Ligacdo através de reconhecimento de biomoléculas — nesta técnica um anticorpo pode
ser adsorvido na superficie e o antigeno ser adicionado e se ligar ao anticorpo. O método &
mais utilizado para sistemas de sensoriamento e pode ser usado também com DNA e
enzimas. *°

Os mecanismos de deposicdo podem coexistir em um mesmo filme, quando as
moléculas tém um grupo carregado e induz a interacdo eletrostatica e outra porcdo com

oxigeénio, nitrogénio ou fluor que possam interagir formando uma ligacdo de hidrogénio.

1.5.  Processo Disassembly

O termo disassembly, do inglés que traduzido significa desmontagem, tém sido muito
utilizado para nomear o processo fisico no qual as camadas dos filmes LbL se desprendem
uma das outras frente a um estimulo fisico ou quimico e ocasiona no desmanche parcial ou
total do filme. Varios estudos tém surgido a partir da capacidade dos filmes LbL serem

2223 astimulos

desmontados a partir de mudanca de pH, %° temperatura, ** irradiagdo de luz,
mecanicos, 2* entre outros. A Figura 5 representa o filme LbL sendo desmontado a partir do

recebimento de estimulos.
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Figura 5 — Esquema do processo disassembly de um filme LbL em resposta ao recebimento estimulos
térmicos, Opticos, mecénicos ou diferencas de pH ou forca ibnica.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Os filmes LbL aplicados na liberacdo modificada apresentam diversos mecanismos de
liberacdo de moléculas, sendo elas:

Temperatura — a mudanca de temperatura pode ser usada para controlar o
carregamento e liberacdo de moléculas. Para a constru¢do de um sistema que estimule ou
iniba a liberacdo pela temperatura duas rotas podem ser usadas: (1) a incorpora¢do de um
material termoresponsivel ou (2) uma estrutura que se expande ou encolhe com a a¢do do
calor. O poli(N-isopropilacrilamida) (PNIPAM) é um exemplo de polimero aplicado pela sua
caracteristica de se tornar hidrofilico abaixo de 32°C e hidrofébico acima. Varios estudos
focam na sintese de polimeros semelhantes que tenham a temperatura de transi¢do proxima a
37°C." Outro exemplo s&o os lipossomos que podem ser preparados com lipidios com
temperatura de transicdo vitrea a 37°C, sendo rigido na temperatura ambiente e em fase fluida

na temperatura fisioldgica de forma a segurar e liberar um ativo.
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pH — a liberacdo por mudanca de pH pode ser ocorrer por dois mecanismos: (1) perda
das forcas eletrostaticas e (2) inducdo da porosidade em um filme de vérias camadas. *° Os
polimeros e biomoléculas apresentam variacdo da carga elétrica de acordo com o pH em
relacdo ao seu pKa podendo ocorrer a protonacdo/deprotonagdo. Assim, as solucbes de
fabricacdo dos filmes podem ser preparadas visando manter os materiais mais carregados
eletricamente. Quando o filme é exposto a um ambiente com pH diferente a carga é reduzida,
as interacOes se desfazem causando o desmanche das camadas. A exposicdo de filmes a meios
acidos pode também criar microporos ou nanoporos na estrutura, o que altera a
permeabilidade do filme e das biomoléculas presentes. 292

Reconhecimento bioquimico — pode ser feito com DNA, antigeno-anticorpo e
enzimas. Neste caso, as enzimas podem ser um componente estrutural no filme ou ser um
mecanismo externo que desencadeia a degradacdo apo6s a exposicdo. A liberacdo do filme
pode ser a partir de um produto gerado pela catéalise enzimatica, ou a enzima pode degradar
uma camada expondo outra abaixo. *?

Forca ionica — a presenca de sais em um filme LbL agem diretamente nas interacdes
eletrostaticas dos polieletrélitos resultando na competitividade da interacdo entre
polieletrolito/polieletrdlito e polieletrolito/contra-ion. Como resultado a estrutura fica mais
solta e incha o que é também devido ao armazenamento de adgua. O processo € semelhante a
alteracdo do pH, porém, nesse caso tambem ocorre em filmes com polieletrélitos fortes. Pode
ocorrer o desmanche do filme e as camadas se desprenderem ou as camadas continuarem
aderidas porem mais soltas, isso aumenta a permeabilidade do filme permitindo que
moléculas fiquem em seu interior ou sejam liberadas. %

Luz — A luz é uma fonte interessante de liberacdo, constituindo um sistema inteligente,

por sua precisao espacial e temporal, e habilidade para ser aplicada de forma nédo invasiva.
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Podem ser utilizadas luz visivel, infra-vermelho e ultravioleta. A liberacdo do filme pela luz
pode ser devido ao:

- Fotoaquecimento gerado no sistema, pela mudanca na estrutura de uma molécula
fotoresponsiva.

- Fotoisomerizacao que é relacionada com as mudancgas conformacionais em torno das
ligacGes e € normalmente acompanhada de alteracdes hidrofilicas/hidrofdbicas.

- Fotodegradacdo que fragmenta o polimero em pedagos pequenos e causa O
desmanche do filme

- Fotocrosslinking e decrosslinking implicam na formacéo e ruptura das ligagdes das
cadeias poliméricas.

- Foto-oxidacdo induzida € a geracdo de um agente oxidante forte, apds a iluminacéo
de uma molécula sensibilizadora.

- Fotoexcitacdo explora a habilidade das nanoparticulas metalicas absorverem luz

eficientemente devido as oscilagbes nas bandas de conducéo eletrénica em certas frequéncias
de luz. 2%
Presenca de acucares — filmes LbL construidos com materiais sensiveis a presenca de
acucar sao capazes de se desprender do filme para se ligar a acucares ou diol presente em uma
solugdo. Esses sistemas tém sido bastante estudados pela possibilidade de aplicagdo em
liberagdo modificada de farmacos ou agente quimicos, microdispositivos sensiveis a
estimulos e fabricagdo de sensores e atuadores. 2°

Vibragdo — a vibracdo aplicada a um filme LbL em um sistema aquoso leva a uma

tensdo nas bicamadas e faz com que elas se desmontem pelo processo mecanico. %
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1.6.  Objetivos gerais

Desenvolver sistemas de liberagdo construidos pela técnica LbL com capacidade de
liberar moléculas de sua estrutura ou desmontar em resposta a estimulos fisicos ou quimicos.
Para tal pretende-se empregar diferentes materiais e estudar as particularidades de cada
sistema, sendo eles:

1) Fabricar filmes LbL de polieletrdlitos e lipossomos para liberagdo do farmaco
emodina sensiveis a variacdo de pH e temperatura.

2) Desenvolver um filme LbL que responda a estimulos luminosos, utilizando um
polimero foto-responsivel que tenha a capacidade de desmontar e sirva de suporte para a
inclusdo de moléculas em sua estrutura para liberacdo com a luz.

3) Empregar polimeros responsiveis a carboidratos em filmes LbL que possam
desmontar na presenca de frutose e glicose, e sirva com suporte para emprego de
biomoléculas que possam agir em altas concentragdes dos monossacarideos.

4) Caracterizar cada filme com as espectroscopias UV-vis, Fluorescéncia, FTIR e
SPR, além de elipsometria, Microscopia Eletrénica de Varredura e técnicas eletroanaliticas a
fim de monitorar a deposicdo e presenca dos materiais nos filmes bem como as interagdes
entre eles, processo de liberacdo ou disassembly, espessura, morfologia e propriedades

eletroquimicas.
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Capitulo 5 — Conclusdes gerais e perspectivas futuras

A fabricacdo dos filmes Layer-by-Layer com materiais inteligentes mostrou-se
eficiente nas trés propostas deste trabalho, mostrando a versatilidade da técnica na criacéo de
sistemas com resposta aos diferentes estimulos como o térmico, Optico, variacdo de pH e
presenca de monossacarideos.

Os filmes visando a liberacdo de emodina foram efetivos no processo, sendo que o
filme de polieletrdlito apresentou um decréscimo mais acentuado enquanto o de lipossomo o
teve um perfil mais lento em funcdo do tempo, como resultado da presenca das vesiculas no
filme que respondem mais lentamente a temperatura do que o com polieletrélitos que
apresenta uma resposta mais rapida a variacdo de pH. As analises eletroquimicas da emodina
no filme confirmaram os resultados obtidos por UV-vis do estado de protonacdo da molécula
e seu possivel comportamento frente a aplicacdo transdérmicas.

O filme de poli(SP-R) apresentou as propriedades fotocrémicas caracteristicas do
polimero e quando exposto aos ciclos UV/branca apresentam a conversdo entre
poli(SP-R) < -> poli(MC-R). Assim quando exposto & luz branca por tempo prolongado o
filme se desmontou, demonstrando o potencial de aplicacdo dos filmes.

Com os estudos dos filmes de acido fenil borénico verificou-se a influéncia da posicao
do boro na estrutura dos polimeros e seus efeitos na construcdo dos filmes e disassembly.
Tanto os filmes de PBA com polieletrolitos quanto o preparado com corante fluorescente
apresentaram resposta a frutose ocasionando no disassembly do filme em segundos, revelando
a capacidade de criagdo do sistema com diferentes tipos de moléculas.

Nos diferentes sistemas pode-se notar semelhangas como a necessidade de encontrar o
melhor pH para o processo de montagem e disassembly dos filmes e a presenca de

aglomerados na superficie dos revestimentos indicando que o crescimento nem sempre €
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homogéneo. Apesar disso, todos 0s sistemas se mostraram eficientes no proposito e que o
melhor ira depender da aplicacdo em relacdo ao tipo de estimulo e velocidade de entrega das
moléculas.

As perspectivas futuras sdo relacionadas ao desenvolvimento de novos materiais e
sistemas e aperfeicoamento dos existentes que poderdo criar filmes que apresentem maior
controle sobre a resposta, de forma a liberar o farmaco e cessar de acordo com a necessidade

do meio num sistema de retroalimentacéo e controle.
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