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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 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,
apresentando em média 27,5 nm de altura, como indicado pela linha vermelha. .................. 103
Figura 46 - Perfilémetria do filme (PAH/poli(SP-R))s com cinco bicamadas 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

provenientes do trabalho realizado na UFSCar/CCTS, enquanto os Capitulos 3 e 4 séo do

periodo de doutorado sanduiche realizado na Dublin City University na Irlanda, no grupo

Insight Centre for Data Analytics, com o professor Dr. Dermot Diamond financiado pela

Capes/POSMAT.
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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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| J—
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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 2 — Desenvolvimento de filmes Layer-by-Layer de emodina

3.1. Introducéo

3.1.1. Emodina

A emodina € um composto alaranjado proveniente da planta Rheum palmatum, mais
conhecida como ruibarbo ou frangula. E bastante tradicional em terapias chinesas, mas tem
despertado grande interesse em pesquisas académicas na area da saude pelas suas
funcionalidades. *" Apresenta efeito antibacteriano *® para alguns tipos de bactérias, anti-
inflamatério, % imunossupressor, *° vasorelaxante, ** antiulcerogénico, antineoplasico com
vérios estudos mostrando a inibicdo do crescimento de varios tipos de células tumorais ** e
acdo em infeccBes subcutdneas causadas por parasitas. 2 O composto possui Varios
sinbnimos, tais como: 1,3,8-Trihidroxi-6-metil-9,10-antracenodiona, emodol e frangula-

emodina. Sua estrutura quimica pode ser observada na Figura 6.

Figura 6 — Estrutura quimica da emodina.

OH O OH
AL
0

Fonte: Adaptado de Campos et al. *
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3.1.2. Lipossomos

Os lipossomos sdo vesiculas compostas de fosfolipidios muito utilizadas como
carreadores de farmacos devido as suas caracteristicas e semelhanga com as membranas
celulares. A formacdo do lipossomo se da pelo fechamento de uma ou mais bicamadas
lipidicas em meio aquoso. A bicamada é composta de lipidios arranjados de forma que a
cabeca hidrofilica interage com a agua, e as caudas hidrofobicas interagem entre si. Porém,
essa forma é instavel, pois as extremidades hidrofobicas da bicamada ficam em contato com a
agua e a tendéncia é que 0s grupos apolares se organizem em compartimentos ordenados,
diminuindo a entropia e levando assim ao fechamento da bicamada, formando o lipossomo. **
De tal modo farmacos e biomoléculas podem ser encapsuladas nos lipossomos, tanto
hidrofilicas quanto hidrofébicas, de forma que as primeiras ficam no compartimento aquoso
interno ou ligadas na regido externa, e as segundas ficam na regido hidrofébica das caudas. A
representacdo de uma bicamada lipidica e um lipossomo pode ser vista na Figura 7.

Os lipossomos podem ser classificados conforme a quantidade de bicamadas que
circundam o compartimento aquoso interno, podendo ter uma Unica bicamada ou mdltiplas, e
conforme seu tamanho: vesicula unilamelar grande (LUV, do inglés large unilamellar
vesicles), vesicula unilamelar pequena (SUV, small unilamellar vesicles) ou vesicula
multilamelar grande (LMV, large multilamellar vesicles) (formados por bicamadas
conceéntricas de lipidios), representadas na Figura 8. O método de preparacao é que determina
o tamanho da vesicula. 3%

Os lipossomos tém propriedades fisico-quimicas bastantes caracteristicas em funcao
da sua temperatura de transicdo vitrea (T,), na qual abaixo da T, as cadeias ficam mais
rigidas, em arranjos bem ordenados, conhecida como fase-gel, enquanto que acima da Ty, as

cadeias ficam mais fluidas, em uma fase cristal-liquido. A T, varia para cada fosfolipidio, de



44

forma que a T, do lipossomo pode ser alterada combinando fosfolipidios de diferentes T, em

funcdo da temperatura desejada. 3%

Figura 7 - Representacdo de uma bicamada lipidica partir de fosfolipidios e um lipossomo

Bicamada
fosfolipidica

Lipossomo

Fonte: Adaptado de Salunkhe et al. *

Figura 8 - Representacdo de uma molécula de fosfolipidio e classificagdo dos lipossomos em relacéo
ao seu tamanho: SUV, LUV e MLV.

Polar

)

©)
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(

MLV

20-100 nm > 100 nm

Fonte: Adaptado de Periyasamy et al. *’
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3.2 Revisao de literatura

Devido as propriedades farmacoldgicas da emodina e sua baixa solubilidade em agua
%8 varios sistemas tém sido desenvolvidos para facilitar sua aplicacdo, como nanoemulsdes de

40,41

capriol, cremofor e transcutol, *° poloxamers, microesferas de poliacido latico, ** silica

mesoporosa “** e lipossomos revestidos com seda de fibroina. ** Para aplicactes
transdérmicas, a partir da imobilizacdo da emodina em suporte solido, os filmes LbL sdo uma
alternativa préatica visto que oferecem a vantagem da facilidade de aplicacdo e remocéo,
enguanto os cremes e pomadas precisam ser espalhados e sdo dificeis de remover,
principalmente se a pele estiver lesionada.

Jate et al “°

produziram fibras de acetato de celulose ultrafinas pela técnica de
eletrofiacdo ou em inglés Electrospinning, e encapsulou emodina com o objetivo de testar a
liberacdo por imersdo em tampdo PBS e 10% de metanol. Todas as fibras apresentaram um
burst release (alta taxa de liberagdo em pouco tempo) nos primeiros 6 minutos, seguida de
uma liberagdo sustentada por até 120 minutos e finalizou em 360 min. A citotoxicidade foi
avaliada em cultura de células e mostrou que o material ndo é tdxico e é capaz de promover a
producdo de colageno.

Dai et al *’ também produziram membranas de nanofibras de polivinilpirrolidona por
eletrofiagdo. Depois de 120 minutos quase 100% da emodina incorporada na membrana foi
liberada, enquanto a droga pura foi liberada apenas 4,2% em todo esse tempo. Testes em
animais foram realizados e foi demonstrado que a membrana com emodina acelerou o
processo de cicatrizagdo de feridas. */

Wang et al produziu filmes LbL com microgel cationico de polialilamina hidroclorada

e dextran (PAHD) intercalado com carboximetilcelulose de sddio (CMC) formando o filme

LbL (PAHD/CMC), que foi imerso em uma solu¢do de emodin boronato para adsorgéo das
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moléculas na estrutura do filme. A liberacdo da emodina foi testada em quatro condigdes:
4gua, tampdo fosfato salino em condicdes fisiolégicas, 5 mmol L™ de glicose e em
bicarbonato de sddio isotdnico, sendo que quase nada foi liberado nos dois primeiros casos,
um pouco no terceiro e 100% no quarto, o que levou em torno de 120 segundos para a
liberacdo completa da emodina.

O presente trabalho oferece duas rotas de liberacdo da emodina por filmes LbL a fim
de prolongar seu tempo de liberacdo, uma na qual a emodina é diretamente intercalada com
polieletrolito e devido a diferenca de pH e forca idnica da solucdo de preparacdo do filme e
das condicGes de liberacdo (em meio fisiologico) as intera¢bes sdo afetadas e a emodina se
desprende do filme. E a segunda é com o uso de lipossomos, que apresenta a resposta em
funcdo da variacdo de temperatura e assim em temperatura fisioldgica (37°C) liberam a
emodina. Desta forma, foram preparados dois tipos de filmes LbL, um composto de emodina
e polieletrélito PEI formando (PEI/PVS),(PEI/EM)n e outro em que a emodina foi
encapsulada em lipossomos formados pelos fosfolipideos dipalmitoil fosfatidil glicerol
(DPPG) e palmitoil fosfatidil glicerol (POPG) e em seguida os lipossomos foram intercalados
com o PEI, formando o filme (PEI/PVS),(PEI-DPPG-POPG-EM)n. Esta capitulo foi realizada
no laboratério Finep 1, da Universidade Federal de Sdo Carlos, campus Sorocaba, sob

supervisao da Profa. Dr. Marystela Ferreira, credenciada a POSMAT.

3.3.  Objetivos

Desenvolver sistemas de liberacdo modificados de emodina utilizando a técnica de

automontagem de filmes nanoestruturados LbL. Os objetivos especificos sdo imobilizar a

emodina diretamente no filme ou encapsulada em um carreador, avaliar o perfil de liberacao
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dos dois sistemas e caracterizar os filmes por UV-vis, fluorescéncia, angulo de contato,

voltametria ciclica e determinar a espessuras das camadas por SPR.

3.4. Materiais e métodos

A emodina (C15H100s) proveniente da casca de Frangula (planta), com massa molar
270,24 g.mol™, ponto de fusio de 253°C e pureza > 90%, a polietilenoimina (PEI) (50% em
H.0) (grau analitico) e o poli(vinil sulfénico) (PVS) (25% em H,0) (grau técnico) foram
obtidos comercialmente pela Sigma Aldrich e usados como recebido. Os lipideos dipalmitoil
fosfatidil glicerol (DPPG) e palmitoil fosfatidil glicerol (POPG) foram adquiridos pela Avanti

Polar Lipids - Polar Lipids, Inc.

3.4.1. Preparo de solucdes

Todas as solucdes foram preparadas com agua ultrapura do sistema Sartorius modelo
Arium confort, com resistividade de 18,2 MQ.cm a 25°C. O tampao fosfato-salino (PBS, do
inglés Phosphate Buffered Saline) foi feito da seguinte forma: uma solucdo contendo cloreto
de sodio (NaCl) a 150 mmol L™ e fosfato de sédio bibasico anidro (Na,HPO,) a 6 mmol.L™
foram preparados juntos no mesmo recipiente, sem completar o menisco. Foi ajustado o pH
em 7,4 com uma solucdo de fosfato de potassio monobésico (KH,PO,) a 150 mmol.L™. Apés
alcancar o valor desejado de pH o volume foi completado com agua.

O tampéo fosfato foi feito de forma similar ao PBS, uma solugéo de fosfato de sodio
monobasico a 10 mmol L™ e outra de fosfato de sédio bibasico anidro de 10 mmol.L™ foram
preparadas separadamente, uma solucdo ajustou a outra com valores de pH entre 55 e 8 e

apos o volume foi completado com &gua.
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A emodina foi solubilizada em etanol 8,8 mmol L™, e posteriormente diluida em
tampdo fosfato, na razdo 1/10 (V:V) de etanol/tampdo. Para os filmes de emodina os
polieletrolitos foram preparados em tampédo fosfato no pH 8 e para os filmes de lipossomos
foram preparados em 4gua. A concentracdo foi a mesma para ambos os filmes (PEl 1 mg mL™

ePVSa4puLmL?).

3.4.2. Preparacédo dos lipossomos

O processo de preparacdo dos lipossomos foi baseada no trabalho de Lima, et al.*® Os
lipidios (DPPG) e (POPG) foram dissolvidos na concentragdo de 0,95 mmol.L™* e 0,05
mmol.L™, respectivamente, na mistura metanol/cloroférmio (1:8) para formacgdo de
lipossomos (DPPG/POPG). Para a formacéo de lipossomos contendo emodina incorporada, o
farmaco foi solubilizado previamente em metanol, na concentracio de 24 mmol L™ e ento os
lipossomos foram solubilizados em metanol-emodina/cloroférmio (1:8). As solugdes foram
adicionadas em tubos de destilacdo acoplados a um rotaevaporador IKA modelo RV10 basic,
mantidos a 38°C, 35 rpm e pressdo de 400 mmHg, até a secagem dos solventes e formacao do
filme no fundo do tubo. Os filmes foram hidratados com agua ultrapura e colocados em banho
de ultrassom Unique Maxiclean 750, por 2 horas, para obtencdo de lipossomos, 0 processo
esta esquematizado na Figura 9. Para fins comparativos, 0 mesmo procedimento foi realizado

apenas com os fosfolipidios, sem a presenca da emodina.
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Figura 9 - Representacdo esquematica da prepara¢do do lipossomo.

Temperatura Hidratacio
+ vacuo e sonicacio
— e
o— -/-0
a7~ A
=0
DPPG/POPG em metanol Formacio de filme FormagZo dos lipossomos
c/ou s/ (EM) + cloroférmio lipidico DPPG-POPG ou

DPPG-POPG-EM

Fonte: Elaborado pelo autor

3.4.3. Limpeza dos substratos

As laminas de quartzo e vidro foram limpas seguindo as etapas do processo de
hidrofilizacao:
1) 10 minutos em solucéo basica contendo NH,OH:H,0,:H,0 na proporcdo 1:1:5
a temperatura entre 75 e 85 °C.
2) Lavagem em &gua ultrapura.
3) 10 minutos em solucdo acida de HCI:H,0,:H,0 (1:1:6) a temperatura entre 75
e 85 °C.

4) Lavagem e armazenamento em agua ultrapura.

As laminas de silicio foram limpas usando hastes flexiveis com cloroférmio e etanol e

colocadas em banho de ultrassom por 30 minutos em alcool isopropilico.
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3.4.4. Fabricacdo dos filmes

Todos os processos de deposicdo foram monitorados por espectroscopia UV-vis. Para
todos os filmes, antes de iniciar a montagem com o material de interesse foram depositadas 2
bicamadas apenas de polieletrolitos na sequéncia: (i) 3 minutos em PEI, (ii) 30 segundos em
agua ultrapura ou tampdo, (iii) 3 minutos em PVS e (iiii) 30 segundo em agua ultrapura ou
tampédo, formando (PEI/PVS), para minimizar a interferéncia do substrato na deposi¢do do
filme. *°

Os tempos de imersdo para o PEI, PVS e lipossomos foram baseados em trabalhos
anteriores do grupo *****!. O tempo ideal da emodina foi determinado por um teste de cinética
na qual o tempo de imersao do substrato na solucéo foi aumentado gradativamente e analisado
por espectrocopia UV-vis, até a absorbancia estabilizar, significando que a partir daquele
tempo nao houve mais deposicao de material.

Os filmes de emodina foram produzidos nas seguintes etapas: (i) 3 minutos em PEI (ii)
30 segundos em tampdo fosfato (iii) 7 minutos em emodina e (iiii) 30 segundos em tampé&o
fosfato, formando (PEI/PVS),/(PEI/EM),.

A producdo dos filmes de emodina encapsulada em lipossomos foi nas seguintes
etapas: (i) 3 minutos em PEI, (ii) 30 segundos em &gua ultrapura, (iii) 10 minutos na solugéo
de lipossomos (DPPG-POPG-EM) e (iiii) 30 segundo em 4agua ultrapura, formando
(PEI/PVS),(PEI/DPPG-POPG-EM);. O processo foi repetido (n) vezes até obter o nimero de

bicamadas desejadas.
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3.4.5. Liberacao dos filmes

Membranas de dialise foram empregadas para realizar os testes de liberacéo in vitro
dos filmes LbL como o modelo de dois compartimentos. Este modelo € baseado em separar
dois compartimentos com a membrana, deixando de um lado o farmaco e do outro uma
solucdo receptora, que serd analisada para quantificar a quantidade de farmaco que
atravessou. Para tal foi necessario fazer uma adaptacao, pois a membrana é bastante maleavel
e ndo teria estrutura para suportar o substrato de quartzo dentro dela. Assim, foi preparado um
suporte, usando tubo Falcon de 10 mL que foi cortado com aproximadamente 4 cm de altura,
e foram feitos cortes como “janelas” de 2 cm de altura e 1,5 cm de comprimento. O substrato
contendo o filme foi colocado dentro deste suporte e o sistema foi envolvido pela membrana
de dialise, como esta indicado nas Figuras 10A e 10B, respectivamente. A membrana possuli
cut-off de 12000 a 16000 Daltons.

Os filmes (PEI/PVS),(PEI/EM); e (PEI/PVS),(PEI/DPPG-POPG-EM); foram
colocados dentro do suporte contendo a membrana de diélise e o conjunto foi inserido em um
béquer. Foram adicionados 3 mL de tampdo PBS dentro do suporte, e 3 mL ao lado externo.
A cada tempo pré-determinado o béquer contendo 3 mL de tampdo externo foi trocado, a
solucdo ja usada foi analisada por UV-vis e uma nova solugdo receptora foi colocada, para

garantir que toda emodina que saia do filme fosse solubilizada.
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Figura 10 - (A) Suporte adaptado do tubo Falcon com o substrato de quartzo. (B) Suporte envolvido pela
membrana de dialise, presa por elastico e tampa.

A B
Suporte preparado Tampa para proteger Nt Tk
como tubo Falcon o filme e tampao R
Substrato de quartzo Elastico para prender
contendo o filme LbL a membrana

Fonte: Elaborado pelo autor

3.4.6. Instrumentagéo

As medidas de absorbancia realizadas para monitorar a deposi¢do dos filmes e os
testes de liberacdo foram feitas no equipamento Thermo Scientific Genesys 6 ™. A linha de
base para filmes foi feita com lamina de quartzo, enquanto para solugdes utilizou-se cubeta de
quartzo com caminho 6tico de 1,0 cm contendo o solvente correspondente ao usado na
medida.

As analises de espectroscopia no infravermelho foram feitas no modo transmissdo no
equipamento Agilent Technologies, modelo Cary 630 FTIR, com linha de base feita com
laminas de silicio, adquiridas pela Sigma Aldrich. As solucdes de emodina e DPPG-POPG
foram preparadas pelo método drop casting e os filmes (PEI/PVS)yo, (PEI/PVS),(PEI/EM); e

(PEI/PVS)10(PEI-DPPG-POPG-EM); por LbL, ambos sobre o silicio.
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Os lipossomos de DPPG-POPG e DPPG-POPG-Emodina foram analisadas pela
técnica de Andlise e Rastreamento de Nanoparticulas (NTA, do inglés Nanoparticle Tracking
Analisis). Os dados foram obtidos em uma célula NanoSigth LM 10, com laser verde em
comprimento de onda de 532 nm e camera sCMOS (Complementary Metal Oxide
Semiconductor) com software NanoSigth (versao 2.3). As solucbes foram diluidas 50 vezes e
foram feitas 5 medidas diferentes para cada amostra. Para cada medida, um novo volume foi
injetado dentro da célula volumétrica, para remoc¢do da solucdo anterior e insercdo de nova
solucdo e com isso foram obtidos dados do tamanho das nanoparticulas e imagens da
dispersdo de luz pelos lipossomos. ®> A NTA é uma técnica que permite monitorar o
movimento individualizado de cada nanoparticula. A equacéo de Stokes-Einsten determina a
dimensdo da nanoparticula:

Dt= TKb (1)

3nnd

Onde Kb ¢ a constante de Boltzmann, T ¢ a temperatura absoluta, 1 ¢ a viscosidade, d
é o didmetro da nanoparticula e Dt é a constante de difusdo em funcdo do tempo.

Voltametrias ciclicas foram feitas no Autolab PGSTAT 30, com uma célula
eletroquimica de um compartimento contendo tampdo fosfato de sédio no pH 5,5, 6,7 e 8,0,
com um eletrodo auxiliar de folha de platina (1,0 cm?). A varredura de potencial foi feita entre
-0,9 a 0,5 V versus o eletrodo de calomelano saturado (SCE, do inglés Saturated Calomel
Electrode). O eletrodo de trabalho foi uma lamina de vidro recoberto com Oxido de indio
dopado com Estanho (ITO, do inglés Indium Tin Oxide) da marca Delta Inc. modificado com
os filmes LbL (PEI/PVS)(PEI/EM); e (PEI/PVS)1o(PEI-DPPG-POPG-EM);.

Para as analises de superficie dos filmes (PEI/PVS),(PEI/EM); e (PEI/PVS)1o(PEI-

DPPG-POPG-EM); foi utilizado um medidor de dngulo de contato da Hamé-hart modelo 250



54

Standard, e as imagens foram analisadas no software DROPimage Advanced. Foi utilizada
agua em todas as andlises para checar a hidrofilicidade dos filmes.

Nas analises de determinacdo de espessura (d) do filme (PEI/PVS),(PEI/EM); pela
técnica de Ressonancia Plasménica de Superficie (SPR) do inglés Surface Plasmon
Resonance, os materiais foram depositados sobre um eletrodo de ouro adquirido da
Bionavis® previamente hidrofilizado com a solucdo bésica como descrito na Secéo 2.4.3.
(Limpeza dos substratos) e funcionalizado com é&cido 11-mercaptundecanoico (11-MUA)
preparado & 10 mmol.L™* em etanol por uma noite. O filme foi preparado seguindo o mesmo
procedimento descrito no topico 2.4.4. (Fabricacdo dos filmes), apenas no lado do eletrodo
gue contém o ouro, e inserido no equipamento SPR Navi 200 (Bionavis, Finlandia) apds o
preparo de cada camada. Foram realizadas analises em dois canais independentes, com lasers
de 670 e 785 nm em ar.

As curvas obtidas pelo equipamento foram simulados pelo software WinSpall versdo
3.02. As curvas angulares do substrato de ouro puro com 11-MUA foram ajustadas de acordo
com os parametros fornecidos pela BioNavis para o prisma (d = 0; n = 1.5202, fixos), a
camada de adesdo de Cr (d = 2; n = 2.5, variaveis), a camada de Au (d = 50; n = 0.2,
variaveis) e o meio de ar (d = 0; n = 1.000273, fixos). Os valores de espessura e indice de
refracdo (n) obtidos com o ajuste foram: i) Cr: 1,23 nm e 3,4032, (ii) Au: 53,98 nm e 0,1896 e
(iii) 11-MUA: 3,44 nm e 1,4436. O sistema experimental do SPR que usa dois comprimentos
de onda permite encontrar simultaneamente os valores de n e d de cada camada do filme,
conforme descrito previamente. >*** Os parametros obtidos a partir da modelagem do
substrato de ouro com 11-MUA, foram usados para simular as camadas subgsequentes. Para
tal, foram atribuidos valores de n entre 1,2 a 1,7 com um intervalo de 0,1 para cada camada
fornecendo uma curva continua d — n. O procedimento foi repetido para os dois comprimentos

de onda e as curvas d — n foram comparadas. O ponto de interseccdo representa um valor
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unico de d e n para os dois comprimentos de onda, fornecendo o valor de d. Nos graficos onde
ndo houve interseccdo, foi realizado um deslocamento de uma das curvas d — n através da
Equacdo 2 devido a dispersdo dn/dL (na qual L representa 0 comprimento de onda), como

proposto Liang, H. et al. e Granqvist, N. et al. >*>*,

n(deslocado) = n(original) + (dn/dL). 110 (2)

3.5. Resultados e Discussoes

3.5.1. Obtencdo dos lipossomos

Os fosfolipidios DPPG e POPG foram misturados a fim de obter um lipossomo com
temperatura de transicdo vitrea (T,) préxima ao fisiologica, 37°C. O DPPG possui T, em
41 °C e 0 POPG -2 °C. # Assim, com a proporcdo de lipidios (DPPG/POPG) (9,5/0,5)
trabalhos anteriores do grupo observaram que a temperatura obtida pela mistura resulta em
uma T, proxima & 37°C. ** Os lipossomos preparados a partir dessa composicdo DPPG/POPG
puros e com emodina (DPPG/POPG-EM) foram analisados por NTA para verificar a
formacéo, tamanho e dispersao.

As Figuras 11A e 11B sdo imagens obtidas a partir dos videos gravados na analise. Os
circulos vermelhos estdo destacando exemplos de dispersdes de luz que o programa monitora

o trajeto e reconhece como lipossomo, apresentando tamanhos variados.
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Figura 11 - Foto de momento do video gravado a partir da dispersao de luz causada por lipossomos
(A) DPPG-POPG e (B) DPPG-POPG-EM, obtidos pela técnica de NTA.

Fonte: Elaborado pelo autor

Os gréficos das Figuras 12A e 12B representam a distribuicdo de tamanhos dos
lipossomos DPPG-POPG, sendo que na Figura 12A, cada cor € referente a uma das 5 analises
e a Figura 12B representa a média das 5. Observa-se que a maior quantidade de lipossomos
tem o tamanho da ordem de 167 nm, mas existem outras popula¢es que tem tamanhos até
1079 nm, de forma que a média de tamanho dessa particula é 222,8 nm e a concentracao €
6,59 x 10*° particulas mL™.

Nas Figuras 13A e 13B podemos ver a distribuicdo de tamanho dos lipossomos
contendo emodin DPPG-POPG-EM. Neste caso 0 maior nimero de particulas mede 172,6
nm, com tamanhos até 1059 nm, média de 243,3 nm e a concentracao € em torno de 5,42 x
1010 particulas.mL™. Trabalhos na literatura mostram que o tamanho de lipossomos formados
apenas por DPPG estdo entre 150 e 300 nm, > assim os obtidos neste trabalho com e sem a
emodina estdo dentro do valor esperado. O aumento do tamanho do lipossomo com emodina
pode estar relacionado a presenca do farmaco em sua estrutura. A partir dessas analises 0s
lipossomos foram entdo empregados na construgdo dos filmes LbL. A Tabela 1 resume os

valores obtidos por NTA.
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Figura 12 - Distribuicdo de tamanho dos lipossomos DPPG-POPG obtidos a partir das analises de
NTA: (A) cada cor representa uma das 5 medidas e (B) média da distribui¢do do tamanho.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Figura 13 - Distribuicdo de tamanho dos lipossomos DPPG-POPG-EM obtidos a partir das anélises de
NTA: (A) cada cor representa uma das 5 medidas e (B) média da distribuigdo de tamanhos.
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Tabela 1 — Valores de moda, média e concentracdo dos lipossomos obtidos por NTA.

Concentragéo
Moda (nm) Média (nm)
(particulas.mL™)

DPPG-POPG 167,5 +/-6,2 222.8 +/-3,8 6,59 x 10" +/- 3,36 x 10°

DPPG-POPG-EM 172,6 +/-4,3 243,3 +/-4,7 5,42 x 10'°+/- 357 x 10°

Fonte: Elaborado pelo autor

3.5.2.  Solugédo de emodina

Antes da fabricagéo dos filmes LbL a emodina foi preparada em diferentes solventes e
analisada por UV-vis para obter seu espectro puro. E conhecido que a emodina é mais soltvel
em solventes organicos como etanol, metanol, cloroférmio, acetona, etc., e pouco soltivel em
4gua. *° Dessa forma ela foi solubilizada em misturas de etanol/tamp&o fosfato em pH 8 e
etanol/agua. Os espectros UV-vis das duas solucdes estdo apresentados nas Figuras 14A e
14B com as quatro principais bandas de absorgdo em 219 nm, 254 nm, 310 nm e 423/490 nm
relacionadas as transi¢des do tipo @ — 7*, na concentragdo de 15 ug.mL™ de emodina. A
banda na regido de 423/490 nm é associada a transicdo dos grupos fenolicos e aos grupos
carbonila, responsaveis pela absor¢ao no espectro visivel.

A emodina fica facilmente deprotonada em solucdo polar agua-etanol e em solucgéo
alcalina, protonada em solucéo &cida e encontra-se nas duas formas em pH neutro. Segundo
Cunha, *® a absorbancia da emodina na regido do visivel varia conforme o seu estado de
protonacdo, ou seja, desloca de valores menores para maiores do estado protonado para

deprotonado. Por isso a banda do espectro visivel varia entre 423 a 490 nm como pode ser
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visto nas Figuras 14A e 14B. Assim, é possivel supor que a emodina preparada em
etanol/tampédo em pH 8, com banda em 490 nm esta deprotonada e com carga negativa, o que
pode ser importante para a fabricacdo dos filmes LbL e interacdo com o polieletrdlito de carga
oposta.

No espectro UV-vis da emodina incorporada em lipossomos, DPPG-POPG-EM, como
pode ser visto na Figura 15, a banda na regido visivel encontra-se em 443 nm, indicando um
estado intermediario de protonacdo. Todavia, como o lipossomo é uma estrutura grande, de
aproximadamente 200-300 nm e acredita-se que a emodina possa estar encapsulada em seu
interior, 0 seu estado de protonacdo ndo é relevante para a fabricacdo do filme, pois o

lipossomo é que ira interagir com o polieletrélito de carga oposta.

Figura 14 - Espectro UV-vis de solucdo de emodina em (A) tampao/etanol e (B) 4gua/etanol.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 15 - Espectro UV-vis da solucdo de lipossomos DPPG-POPG-EM
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Fonte: Elaborado pelo autor

3.5.3. Fabricacéo do filme (PEI/PVS),(PEI/EM)n

Estudos de cinética de adsorcdo em funcdo do tempo sao feitos para determinar quanto
tempo é necessario que o substrato fique mergulhado na solugcdo do material de interesse e
haja a adsorcdo com maior eficiéncia. Alguns materiais necessitam de tempos mais longos,
enquanto outros, mais curtos. Assim, manteve-se o tempo de adsor¢do para o PEI que ja é
estabelecido na literatura >" e variou-se apenas o tempo da emodina. A variacdo do tempo a
cada ciclo é somada, de forma a obter o gréfico da absorbancia em funcdo do tempo, como
ilustrado na Figura 16. Ha um aumento da absorbancia em 310 nm até 380 segundos (6,33
minutos) seguidos da estabilizacdo, o que significa que ap6s 7 minutos ndo ha mais deposicao
de material sobre o substrato. Desta forma, este foi o tempo adotado para a construcdo dos

filmes de emodina e polieletrdlito.
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Figura 16 - Cinética de adsor¢do da emodina em filme LbL alternada com PEI
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Fonte: Elaborado pelo autor

O processo de adsorgdo da emodina em filmes LbL foi monitorado por espectroscopia
UV-vis. Como ilustra a Figura 17, para o filme (PEI/PVS),(PEI/EM); a cada bicamada
depositada h4 um aumento na absorbancia indicando o aumento da quantidade de emodina
presente no filme. O filme apresenta as mesmas bandas de absor¢do da emodina em solucao,
indicando o0 sucesso na deposicdo. Apesar da deposicdo de material ndo seguir um regime
linear, pode-se notar que nos 7 ciclos de deposicdo houve um aumento da absorbancia
indicando aumento da quantidade de material no filme. O crescimento do filme estabilizou na

7° bicamada, apds isso a absorbancia ndo aumentou mais.
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Figura 17 — Espectros UV-vis de cada bicamada do filme (PE/PVS),(PEI/EM); e absorbancia em
310 nm em fun¢do do numero de bicamadas.
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Fonte: Adaptado de Campos et al. **

O filme LbL (PEI/PVS),(PEI/EM); foi caracterizado por espectroscopia FTIR para
confirmar a presenga da emodina e obter informagdes sobre a interagdo dos materiais no
filme. Sobre o silicio foram preparados filmes LbL de polieletrélitos (PEI/PVS)1 € um filme
de emodina pelo método drop casting. A linha de base para a andlise foi realizada com o
silicio limpo. A Figura 18 ilustra os espectros para os trés filmes. O espectro da emodina pura
apresenta os picos em 1095, 1060, 980, 865 e 526 cm™ relacionados & vibracéo & C-C e C-H

fora do plano do anel, **°

enquanto o filme (PEI/PVS)io nessa regido apresenta 0s picos em
1180 e 1030 cm™ relacionados a vibrag&o do & C-C do PEI e estiramento simétrico do grupo
v-sim SO do PVS. °"® O espectro do filme (PEI/PVS),(PEI/EM); apresenta
predominantemente as bandas da emodina em 980 cm™, 865 cm™ e 526 cm™. Na regio entre
1100 e 1020 cm™ aparece uma banda alargada resultante da soma do pico do PVS em 1030
cm™ e da emodina em 1095 e 1060 cm™, ela também aparece mais intensa na regido de 1067

cm™ que normalmente é associada a vibrac&o do grupo C-O. A interagdo entre os materiais no

filme pode estar ocorrendo entre o oxigénio da emodina e o grupo NH™ do PEI o que resulta
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na alteracdo da intensidade da vibracdo do grupo C-O da emodina. O pico do PVS em 1180
cm™ que aparece no filme (PEI/PVS)y ndo aparece no (PEI/PVS),(PEI/EM)y, pois 0 primeiro

tem 10 camadas do polimero e o segundo apenas 2. Todos 0s picos e atribuicdes estdo

resumidos na Tabela 2.

Figura 18 — Espectro infravermelho do filme cast de emodina e dos filmes LbL (PEI/PVS),e

(PEI/PVS),(PEI/EM),
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Fonte: Adaptado de Campos et al. **
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Tabela 2 - AtribuicGes das bandas observadas no espectro FTIR dos filmes: cast de emodina e LbL do
(PEI/PVS), e (PEI/PVS),(PEI/EM);.

Bandas da

emodina (cm™)

Bandas do filme

(PEI/PVS), (cm™)

Bandas do filme

(PEI/PVS)»(PEIEM)

Atribuicbes

(cm™)
o-fora do plano
526 526 C-C dos anéis
aromaticos *°
o-fora do plano
865 865
C-H e C-C >
8- no plano do C-H anel
980 980
59
1030 1030 & C-C do PEI >’
od-fora do plano
1065 1065
C-C no anel *®
1180 v-sim SO do PVS >

Fonte: Adaptado de Campos et al. *

3.5.4. Fabricacdo do filme (PEI/PVS),(PEI/DPPG-POPG-EM),

Os lipossomos ja sdo conhecidos por sua capacidade de carrear farmacos e modular a

liberacdo pela temperatura. Assim, nesta etapa do trabalho foram incluidos no filme LbL

encapsulando emodina. Foram usados DPPG e POPG que apresentam carga externa negativa

e assim puderam ser intercalados com um polieletrdlito de carga positiva, o PEI.
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O processo de deposicdao do filme (PEI/PVS)2(PEI/DPPG-POPG-EM); monitorado
por UV-vis estd ilustrado na Figura 19. Podemos observar que as trés bandas de absorcéo da
emodina, 220 nm, 250 nm e 310 nm aparecem, evidenciando a presenca do farmaco no filme.
Porém, a banda na regido do visivel ndo fica aparente. Isto é devido a caracteristica de
espalhamento de luz pela presenca dos lipossomos, fato também observado em trabalhos
anteriores e nas analises de NTA.

A deposicdo das bicamadas pode ocorrer de forma linear ou exponencial e o regime
esta relacionado ao pH, temperatura, forca ionica das soluces de preparo ® e natureza,
morfologia e tamanho das particulas. O filme (PEI/PVS),(PEI/DPPG-POPG-EM); apresentou
um regime de crescimento exponencial, sendo que nas trés primeiras bicamadas a adsor¢éo
ndo foi tdo acentuada como foi entre a quarta até a sexta e a partir da sexta a deposicdo
estabilizou, ndo adsorvendo mais material. O crescimento exponencial pode ser devido ao
lipossomo ser relativamente grande (200-300 nm) o que acarreta em uma distribuicdo
heterogénea do lipossomo sobre o substrato. E provavel que o processo de deposicdo ndo seja
exatamente como idealizado no qual uma camada de PEI recobre o substrato inteiro e outra de
lipossomo respectivamente, mas sim, que haja o recobrimento de algumas partes, resultando
na imobilizacdo de uma maior quantidade de material em algumas bicamadas mais do que em

outras.
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Figura 19 — (A) Espectros UV-vis de cada bicamada do filme (PEI/PVS),(PEI/DPPG-POPG-EM);. (B)
absorbancia em 310 nm em funcdo do nimero de bicamadas
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Fonte: Adaptado de Campos et al. **

Assim como o filme (PEI/PVS),(PEI/EM); o (PEI/PVS),(PEI/DPPG-POPG-EM); foi
analisado por espectroscopia FTIR. A solugcdo de lipossomos puros DPPG-POPG foi
depositada no silicio pelo método casting, e comparada com 0s espectros ja citados
anteriormente de (PEI/PVS);0 e emodina pura. Na Figura 20 estdo as principais bandas dos
polieletrélitos, emodina, lipossomos e filme (PEI/PVS),(PEI/DPPG-POPG-EM);.

Os picos da emodina e dos polieletrolitos ja foram discutidos na Secdo anterior. Os
lipossomos DPPG/POPG exibiram picos caracteristicos em 1737, 1464, 1216 e 1091 cm™
relacionados ao estiramento dos grupos carboxilicos, v C-H, v-ass do grupo fosfato e v-sim do
grupo C-O-C respectivamente. °** Os picos da emodina em 1635, 865 e 526 cm™ aparecem
no filme (PEI/PVS),(PEI/DPPG-POPG-EM); mas a maior parte das bandas s&o provenientes
dos lipossomos que sdo estruturas grandes e estdo presentes em maior quantidade. Os picos
em 1065 e 526 cm™ aparecem alongados no filme em comparagdo aos materiais puros, que
sdo causados pela soma dos espectros da emodina e do lipossomo que ocorrem na mesma
regido. Assim, fica comprovado a presenca de ambos os materiais na estrutura do filme LbL.

Os picos dos espectros de infravermelho estéo listados na Tabela 3.
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Figura 20 - Espectro infravermelho dos filmes cast da emodina (preto), de lipossomos

DPPG/POPG (vermelho) e dos filmes LbL de polieletrélitos (PEI/PVS),, (verde) e
(PEI/PVS),(PEI/DPPG-POPG-EM); (azul).
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Fonte: Adaptado de Campos et al. **

Tabela 3 - Atribui¢des das bandas observadas no espectro FTIR dos filmes cast de emodina,
lipossomos DPPG/POPG e LbL de polieletrélito (PEI/PVS), e (PEI/PVS),(PEI/DPPG-POPG-EM);.

Bandas do
Bandas do
Bandas da emodina (PEI/PVS),(PEI/
DPPG/POPG AtribuicGes
(cm™) DPPG-POPG-

(cm™)

EM); (cm™)
526 526 o-fora do plano
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C-C dos anéis
aromaticos *°
o-fora do plano
865 865
C-He C-C %%
1065 1065 v-sim C-O-C *
1091 1091 v-ass fosfato ®*
1216 1216 v-ass fosfato **
1464 1464 vC-H”
1635 1635 v benzil
1737 1737 v carboxilico

Fonte: Adaptado de Campos et a

3.5.5. Teste de liberacdo

Para verificar a capacidade de

14
l.

liberagdo da emodina a partir dos filmes

(PEI/PVS),(PEI/EM); e (PEI/PVS),(PEI/DPPG-POPG-EM); foi preparado o sistema como

consta na Secgdo 2.4.5. (Liberagdo dos filmes). Os filmes foram colocados dentro suporte

envolvido com a membrana e as solugdes externas provenientes das liberagbes foram

analisadas por UV-vis em 310 nm. Cada ponto das Figuras 21 e 22 correspondem a

absorbancia de cada solugéo nos tempo de 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 150, 180, 240,

300, 360, 480, 720, 1440, 2880, 4320 e 5760 minutos para os filmes (PEI/PVS),(PEI/EM)7, e

30, 60, 120, 180, 240, 360, 480, 720, 1440, 2880, 4320, 5760 e 7200 minutos para

(PEI/PVS),(PEI/DPPG-POPG-EM);. N&o foram realizadas medidas por UV-vis diretamente

nos filmes, pois no caso do (PEI/PVS),(PEI/DPPG-POPG-EM); os lipossomos podem
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continuar presentes no substrato, dando uma alta absorbancia devido ao espalhamento e nao

pela presenca da emodina no filme.

A Figura 21 indica que com aproximadamente 1440 minutos (24 horas) a liberacdo da
emodina dos filmes (PEI/PVS),(PEI/EM); fica estavel. Assim, ampliando o grafico até 720
minutos vemos que até 120 minutos a liberacdo segue uma tendéncia e que a partir deste

momento ha uma diminuicdo da taxa de liberacdo. Porém ainda assim, a liberagdo se mantém

em 720 minutos (12 horas).

Figura 21 - Somatdria da absorbancia das solucdes provenientes do filme (PEI/PVS),(PEI/EM); a0
longo do tempo. A esquerda o gréafico completo e a direita um aumento até 720 minutos.
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Fonte: Adaptado de Campos et al. *

A Figura 22 apresenta a absorbancia das solugdes provenientes dos filmes
(PEI/PVS),(PEI/DPPG-POPG-EM); em fungdo do tempo. Neste caso, em 1440 minutos
também ha uma pequena mudanga na taxa de liberago, sendo mais expressiva até esse ponto.

A partir disso uma menor quantidade de emodina é liberada, mas o processo ainda ocorre até

5760 horas (4 dias).
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Figura 22 - Somatoria da absorbancia das solugdes provenientes do filme (PEI/PVS),(PEI/DPPG-
POPG-EM); ao longo do tempo.
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Fonte: Adaptado de Campos et al. **

A diferenca entre o perfil de liberacdo dos sistemas é relacionada a interagdo que
ocorre entre a emodina e os materiais no filme. No caso do (PEI/PVS),(PEI/EM); a interagédo
que ocorre é entre o grupo OH e o grupo amina do PEI, que com a mudanca de pH da
fabricacdo e liberacdo, pH 8,0 e 7,4 respectivamente, essa carga € diminuida e o filme se
desmonta mais rapidamente, uma vez que a emodina tem o pKa;=8 e pKa,=10,9. *® No filme
(PEI/PVS),(PEI/DPPG-POPG-EM); a emodina estd incorporada no lipossomo e fica mais
protegida contra as variacdes de pH, de forma a responder apenas & variacdo de temperatura, 0
que torna um pouco mais lento o processo. Isto ja era esperado pelo emprego dos fosfolipidios
com temperaturas de transicdo vitrea diferentes, que resultam em um lipossomo com T,
proxima a 37°C.

Nesse trabalho foi obtido tempo mais longo de liberacdo pelos filmes
(PEI/PVS),(PEI/EM); e (PEI/PVS),(PEI/DPPG-POPG-EM); em condicdes fisioldgicas,
quando comparado ao de Wang et al * que usou um filme LbL de polialilamina hidroclorada

com dextran (PAHD) e carboximetilcelulose de sodio (CMC) formando o filme LbL de
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(PAHD/CMC)n como suporte para mergulhar em uma solucdo de emodina e ficar encharcado
de farmaco. A liberacdo 100% deste filme ocorreu em 120 minutos, em solucdo de
bicarbonato de sodio, mas ndo em agua ou tampado PBS em condicdes fisioldgicas.

Assim, os dois filmes fabricados neste trabalho promoveram a liberagdo da emodina
de forma eficiente e apesar da diferenca de tempo entre eles, ambos podem ser aplicados a

sistemas de liberacdo com variacdo de pH ou temperatura.
3.5.6. Estudos eletroquimicos

Estudos eletroquimicos do (PEI/PVS),(PEI/EM); e (PEI/PVS),(PEI/DPPG-POPG-
EM); podem dar informacdes relevantes sobre as caracteristicas de oxidagdo/reducdo da
emodina presente nos filmes em funcdo do pH. De acordo com Pal e Jana ®°, a molécula de
emodina pode ficar deprotonada nas posi¢fes do carbono 8, 3 e 1 conforme aumenta o pH,

como indicado na Figura 23.

Figura 23 — Mudancas da estrutura da emodina com a mudanca de pH.
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Fonte: Adaptado de Jana e Pal.®
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As Figuras 24A, 24B e 25C mostram os voltamogramas ciclicos dos filmes
(PEI/PVS),(PEI/EM); e (PEI/PVS),(PEI/DPPG-POPG-EM); realizados a 100 mV.s® e a
estrutura quimica da emodina. O filme (PEI/PVS),(PEI/EM); em pH 5,5 exibe os trés picos
caracteristicos da emodina que sdo o P1 e P2 do par redox quase-reversivel e o P3 do pico
anadico irreversivel. ®® O P1 e P3 sdo relacionados ao processo de oxidacdo enquanto o P2
corresponde ao processo de reducdo. ®’ Neste valor de pH e abaixo a emodina é mais
protonada e assim apresenta os trés picos, em pH 6,7 0s picos de oxidacdo Sdo menos
evidentes e em pH 8 os picos de oxidacdo desaparecem, indicando aumento de deprotonacgéo
da emodina proporcional ao pH no qual os filmes estdo. A emodina € conhecida por ser um
acido fraco, ou seja, perde prétons para formar anions. Considerando a aplicacdo dos filmes
de emodina em sistemas transdérmicos, é conhecido que acidos fracos apresentam maior
dificuldade de difusdo nas membranas celulares quando estdo deprotonado, assim deduz-se
que o filme (PEI/PVS),(PEI/EM); quando em contato com a pele que possui carater acido
(abaixo de pH 5) tera mais chance de atravessar a membrana celular e agir dentro da célula.
14,68,69

A voltametria ciclica do filme (PEI/PVS),(PEI/DPPG-POPG-EM);em pH 5,5 exibe 0s
picos P2 e P3, mas ndo o P1, enquanto em pH 8 o P1 aparece, contrario ao filme anterior. Os
lipossomos sdo preparados em agua, resultando em um estado de protonacdo diferente, como
mencionado na Secéo 2.5.2 (Solucdo de emodina). A incorporagdo da emodina no lipossomo
altera o comportamento dentro da estrutura, e assim, como foi visto nos testes de liberacdo, a

emodina ndo sofre com a alteragdo do pH.
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Figura 24 — Voltametria ciclica dos filmes (A) (PEI/PVS),(PEI/EM), e (B) (PEI/PVS),(PEI/DPPG-
POPG-EM), em tampéo fosfato de sdédio com valores de pH de 5,5, 6,75 e 8 e velocidade de varredura
de 100 mV.s™. (C) Estrutura quimica da emodina.
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Fonte: Adaptado de Campos et al. **

3.5.7. Estudo de superficie

O éangulo de contato é uma técnica interessante para estudar a interacdo entre uma
superficie em um liquido. Através dela pode-se determinar se a superficie de um material €
hidrofilica ou hidrofébica. A técnica consiste em pingar uma gota sobre a superficie, de agua,
por exemplo, e medir o angulo formado. Se o angulo for até 5° a superficie é considerada
superhidrofilica, até 90° hidrofilica, entre 90 e 150° hidrofobica e entre 150 e 180°

superhidrofobica, como esquematizado na Figura 25.
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Figura 25 - Representacdo da formacédo da gota sobre as superficies hidrofilicas e hidrofébicas.

P x
/ | .

Superhidrofilico Hidrofilico Hidrofébico Superhidrofébico
0 <5%m0.5 seg 0<90° 6=90°-150° 0 =150° - 180°

Em aplicacGes biomédicas as caracteristicas superficiais dos materiais tem grande
influéncia na biocompatibilidade, pois afeta diretamente o desenvolvimento das células que
estdo em contato. Em particular, um alto grau de molhabilidade da superficie facilita a adesao
e multiplicacdo celular ajudando no reparo de tecido cutaneo, sendo o oposto para materiais
hidrofobicos que atrapalham a cura do tecido lesado. Desta forma, foi verificado o angulo de
contato dos filmes (PEI/PVS),, (PEI/PVS),(PEI/EM); e (PEI/PVS),(PEI/DPPG-POPG-EM);
a fim de correlacionar o grau de molhabilidade com a superficie dos filmes. Na Figura 26
estdo as fotos da gota de agua sobre o vidro hidrofilizado e sobre os filmes (PEI/PVS),,
(PEI/PVS),(PEI/EM); e (PEI/PVS),(PEI/DPPG-POPG-EM); com seus respectivos angulos de
contato. Sobre o vidro ndo ha formacao da gota, como ja era esperado, por ter sido submetido
ao processo de hidrofilizacdo descrito na Secdo 2.4.3 (Limpeza dos substratos). Apds a
adsorcdo dos polieletrélitos (PEI/PVS), o angulo de contato passa a ser 80,75° £0,872, no
filme de emodina (PEI/PVS),(PEI/EM); 86,15° +1,12 e 84,34° +0,737 para O
(PEI/PVS),(PEI/DPPG-POPG-EM);. Esse aumento pode ser devido a presenca da emodina
na superficie do filme que ndo é totalmente solivel em &gua ou no caso do filme
(PEI/PVS),(PEI/DPPG-POPG-EM); pode ter uma parcela de emodina na superficie do
lipossomo e causar essa alteracdo. Também pode estar relacionado a superficie rugosa
normalmente associada aos filmes LbL, ? pois é conhecido que quanto maior a rugosidade da

superficie maior é o angulo de contato.
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Figura 26 — Perfil de gotas de 4gua deionizada sobre o vidro hidrofilizado e os filmes LbL (PEI/PVS),
(PEI/PVS),(PEI/EM);4 e (PEI/PVS),(PEI/DPPG-POPG-EM);j.

(PEI/PVS),
(PEI/PVS),(PEI/EM);o (PEI/PVS),(PEI/DPPG-
POPG-EM)4,

Fonte: Elaborado pelo autor.

O desenvolvimento celular é favorecido em superficies moderadamente molhaveis
com valores de angulos de contato entre 48 e 62°, quando comparado & superficies mais
hidrofébicas (>80°) ou mais hidrofilicas (<35°). ™ Desta forma, os filmes
(PEI/PVS),(PEI/EM); e (PEI/PVS),(PEI/DPPG-POPG-EM); podem ser aprimorados nesse
quesito para aplicacdes biomédicas, visto que estdo acima da faixa considerada ideal. Isso
pode ser feito em trabalhos futuros estudando a rugosidade do filme em funcdo do niamero de
bicamadas, pois esses dois parametros estdo relacionados, % e conferindo se ha alteracéo na

molhabilidade ou investindo em outros tipos de recobrimento sobre os filmes LbL.

3.5.8. Analises por SPR

A Ressonancia Plasmdmica de Superficie € um fendmeno que acontece quando um

feixe de luz polarizado atinge uma camada condutora de um metal nobre. A um angulo

determinado ocorre a excitagéo dos plasmons, resultando na diminuicdo da intensidade de luz
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refletida, o que gera a curva angular obtida pela técnica. O SPR é afetado pela constante
dielétrica do meio (¢) e, portanto, pelo indice de refracao (n), uma vez que estao relacionados
pela expressdo € =n’ A adsorcdo de moléculas sobre a superficie destas nanoestruturas
resulta em mudancas no indice de refracdo préximo a superficie do metal e como
consequéncia o sinal ocorrera em uma frequéncia diferente. 72

A técnica SPR ¢ interessante por permitir a determinacdo simultanea da espessura e
indice de refracdo de filmes organicos ultrafinos, principalmente em valores pequenos entre
0,1 a 10 nm, dificeis de detectar por outras técnicas. >* O filme (PEI/PVS),(PEI/EM); foi
analisado a cada camada depositada resultando em uma curva angular para cada etapa do
processo, que podem ser visualizadas na Figura 27. O angulo minimo da refletividade foi
deslocado para valores maiores a cada camada depositada devido ao aumento da espessura do

filme.

Figura 27 — Curvas angulares de SPR do filme Au-MUA/(PEI/PVS),(PEI/EM), a cada etapa de
fabricacdo. Pontos e linhas tracejadas indicam resultados experimentais e curvas simuladas,
respectivamente.
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Au-MUA/(PED),

Au-MUA/(PEUPVS),
Au-MUA/(PEVPVS) /(PEI),
AuMUA/(PEVPVS),
AUMUA/(PEVPVS) /(PE),
Au-MUA/(PEVPVS) /(PEVEM)

*

>

4 v & 4

1

Espessura (nm)

Angulo (graus)



77

A Figura 28 apresenta as curvas d — n obtidos com lasers de 670 e 785 nm para cada
camada do filme Au-MUA/(PEI/PVS),(PEI/EM);. Foram atribuidos valores para n entre 1,2 a
1,6 resultando em diferentes valores de espessura para cada valor de n. O ponto de interseccao
das curvas d — n para os dois comprimentos de onda representa a d e o n para camada. Nos
casos em que ndo houve interseccdo, uma das curvas foi deslocada conforme descrita na
Secdo 2.4.6 (Instrumentacao).

A Tabela 4 apresenta os valores de espessura e n para cada camada. Pode-se notar uma
variacdo na espessura das camadas de alguns nandmetros sugerindo um crescimento
heterogéneo do filme. A espessura ndo é relacionada somente com a quantidade de material
depositado, mas também com a forma com que o material se acomoda na superficie. Ja é
conhecido que as cadeias poliméricas podem interpenetrar-se umas as outras, e que o padrdo
de deposicdo pode variar com a densidade de carga do polimero, pH das solucdes, forca
idnica e temperatura resultando em camadas mais compactas ou menos densas. >

A somatdria da espessura das trés bicamadas resultou em 25,1 nm, que é um valor
tipico de filmes nanoestruturados, enquanto os valores do indice de refragdo foram coerentes
para a camada de PEI na faixa de 1,4 e do PVS de 1,3, similar a valores previamente

reportados na literatura. ">"®

Tabela 4 - Espessura e indice de refracdo de cada camada do filme AU-MUA(PEI/PVS),(PEI/EM);.

Camada Espessura (nm) n
PEI, 1,325 1,474
PVS; 0,74 1,384
PEI, 4,58 1,492
PVS, 6,00 1,354
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2,14

0,9

PEI; 0,39 1,486
EM; 12,1 1,429
TOTAL 251 -

Figura 28 — Determinacéo do indice de refracdo e da espessura de cada camada do filme Au-

MUA(PEI/PVS),/(PEI/EM); através da interseccéo das curvas d — n para cada camada.
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3.6. Conclusao

As andlises de rastreamento de nanoparticulas indicaram que foram obtidos
lipossomos a partir da mistura de fosfolipidios DPPG/POPG e DPPG/POPG com emodina
encapsulada que puderam ser empregados na construcdo dos filmes LbL. O didametro médio
do DPPG-POPG-EM aumentou em relagdo ao DPPG-POPG puro devido a presenca do
farmaco em sua estrutura.

Nos espectros de emodina preparada em solucdo de tampdo/etanol, agua/etanol e
lipossomos observou-se diferentes estados de protonacdo da molécula. Um maior grau de
deprotonacédo € encontrado para tampé&o/etanol, ficando mais protonada quando encapsulada
em lipossomo seguido da preparagdo em agua/etanol, de forma que a banda na regido visivel
varia de 490, 442 e 423 nm respectivamente. Dessa forma, para os filmes de emodina e
polieletrolito o ideal foi trabalhar em tampéo/etanol em pH 8, mantendo o grau de protonacao
e a carga da molécula para interagir com a carga positiva do grupo amina do PEI e estar

préximo ao pH fisioldgico.
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A imobilizacdo da emodina com polieletrolitos e incorporada em lipossomos geraram
os filmes LbL (PEI/PVS),(PEI/EM); e (PEI/PVS),(PEI/DPPG-POPG-EM)7, os quais foram
depositados com eficiéncia, tendo um aumento da absorbancia nas bandas respectivas da
emodina para cada bicamada. Ambos os filmes foram eficientes no processo de liberagéo,
sendo que o (PEI/PVS),(PEI/EM); apresentou um decréscimo mais acentuado, enquanto o
(PEI/PVS),(PEI/DPPG-POPG-EM); teve um perfil mais lento em funcdo do tempo como
resultado das interacdes da emodina com os materiais dos filmes.

Nos testes eletroquimicos foi possivel correlacionar os picos de oxidacéo e reducao da
emodina nos filmes para pH 8, 6,7 e 5,5 e inferir que em o filme em pH 5,5 teria uma melhor
absorcédo pelas células em aplicacdes transdérmicas. Enquanto nas analises de superficie, 0s
filmes apresentam carater mais hidrofébico, o que pode ser aprimorado com estudos de
rugosidade e outros tipos de recobrimento em trabalhos futuros. A encapsulacdo da emodina e
imobilizacdo no filme LbL resultou em um aumento do tempo de liberagdo em relacdo aos

demais sistemas contendo o farmaco favorecendo o seu uso em periodos prolongados.
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Capitulo 3 — Filmes Layer-by-Layer de espiropirano

5.1. Introducéo

Fotocromismo é um fendémeno no qual espécies quimicas sdo convertidas durante a
irradiaco de luz entre duas formas que tém distintos espectros de absorcdo. ’* Vérios tipos de
moléculas fotoresponsivas sdo encontradas na literatura destacando 0s azobenzenos,
estilbenos, diariletenos, fulgides e entre eles o espiropirano. Este tem a vantagem em relacao
aos outros de ser isomerizado reversivelmente com diferentes estimulos, como o uso de
solventes, fons metalicos, pH, temperatura, potencial redox e forca mecanica. °

O espiropirano (SP, do inglés spiropyran) é uma molécula composta pelos grupos
benzopirano e indolina unidos, que quando recebe radiagdo UV, em A = 365 nm, da origem ao
isbmero de anel aberto, a merocianina (MC, do inglés merocyanine), como esquematizado na
Figura 29. O processo se d& na abertura entre a ligagdo C-O. ° O espiropirano é incolor
enquanto a  merocianina  tem uma  forte absorbdncia na  regido de
A =500 a 620 nm, apresentando cor purpura. A MC retorna espontaneamente para SP e o

processo pode ser acelerado com a luz branca ou termicamente. >
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Figura 29 - Mudanga reversivel entre a forma fechada espiropirano (SP) e aberta merocianina (MC)
induzido por luz.

7
|7

Fonte: Adaptado de Floreal et a

O espiropirano foi descoberto no inicio do século XX, mas seu comportamento
fotocrdmico comecou a ser observado em 1952 por Fisher e Hirshberg. ™ A partir disso,
muitos trabalhos estdo sendo desenvolvidos pelas suas interessantes propriedades e tem sido a
molécula mais popular da classe de compostos fotocrdmicos, com aplicacdo em diversas areas

! microvalvulas, 8 sensores % e

como dispositivos de meméria, ® interruptores e monitores, ®
na 4rea biolégica como atividade enzimatica, 3 polipeptidios fotocromicos, ® incorporagéo de
DNA # entre outros.

Para facilitar o entendimento neste trabalho, o espiropirano foi abreviado para SP e a

merocianina foi abreviada para MC e ambas se referem a mesma molécula, mudando apenas

sua forma isomérica.
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5.2. Revisao de literatura

Alguns trabalhos focam o uso da espiropirona em sistemas de liberacdo modificados.
Son et al., polimerizou a espiropirona na ponta de poliglicerdis ramificados de forma que
guando a molécula estd na forma MC espontaneamente ou por receber luz branca, ela é
convertida para SP, as por¢des hidrofébicas tendem a se unir deixando o poliglicerol voltado
para fora, formando uma micela. Irradiando a solu¢do com luz UV a SP passa para MC, que
representa sua forma zwiteridnica e polar, ocasionando a solubilizacdo das cadeias
poliméricas e assim o desarranjo da micela. Desse modo, o interior da micela pode conter um
farmaco que sera liberado somente com a irradiacdo da luz UV, formando um sistema de

liberacdo inteligente. 8 A representacdo desse sistema esta apresentado na Figura 30.

Figura 30 — Esquema de micelas compostas por SP sintetizadas em poligliceréis que se formam sob luz
visivel e desmancham em resposta a luz UV.
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Fonte: Adaptado de Son et al. ¥
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Li et al. fabricou um filme LbL no qual o SP foi incorporado no copolimero em bloco
(poli(tert-butil acrilato-co-etil acido acrilato-co-metacrilico) (SP-PTBEM) e entdo, intercalado
com hidroxido duplo lamelar de MgAl (LDH, do inglés Layered double hydroxide), formando
o filme (SP-PTBEM/LDHS), que exibiu rapida transformacéo entre SP e MC sob ciclos de
irradiacdo de luz branca e UV com fotoestabilidade e reversibilidade maior do que o SP-
PTBEM em solucdo ou em filme formado por drop-casting. Também observou que sob luz
UV o filme (SP-PTBEM/LDHSs), fica mais hidrofilico, enquanto sob luz branca mais
hidrofébico. ® Em uma composicdo diferente, Pennakalathil et al., fabricou filmes de
poli(acrilato, merocyanine) (PMC) e de poli(cloreto de dialildimetilamonia) (PDADMAC)
formando (PMC/PDADMAC)s de 5 bicamadas e sobre o filme depositou poli(sédio 4-
stirenesulfonato) (PSS) e PDADMAC, formando o filme (PDADMAC/PSS), com 25, 50 e 75
bicamadas, resultando na arquitetura final um filme (PMC/PDADMAC)s(PDADMAC/PSS).
Em &gua e sob irradiacdo de luz branca o filme foi totalmente removido do substrato em

segundos, como ilustrado na Figura 31. %

Figura 31 — (A) Esquema de irradiacdo por luz branca do filme
(PMC/PDADMAC)s(PDADMACI/PSS),. (B) Enxague do filme com agua. (C) O filme apéds ser
removido.

=

Fonte: Adaptado de Pennakalathil et al.?®
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Neste trabalho focamos na sintese de um polimero fotossensivel com grupos de
espiropirano (poli(SP-R)) e sua imobilizacdo em substratos solidos através da técnica LbL
com capacidade de disassemble (desmontar) para aplicacdo em sistemas de liberacdo
controlados pela luz. Os filmes foram montados apos a exposi¢do do polimero poli(SP-R) a
luz UV para sua conversao a forma poli(MC-R) (anidnica) e intercalado com poli(alilamina
hidroclorada) (PAH) (polication) formando o filme LbL (PAH/poli(SP-R))n. Diferente dos
trabalhos citados anteriormente para LbL e liberacdo modificada com espiropirano, o filme
(PAH/poli(SP-R))n focou em um periodo mais longo para liberacdo, em relacdo ao trabalho
de Pennakalathil et al, por exemplo, em que um filme se desprende totalmente em 47
segundos, resultando em um sistema para aplicacbes que necessitam de um tempo
prolongado. Este capitulo foi desenvolvido no laboratério Insight Centre for Data Analytics

do grupo do Prof. Dr. Dermot Diamond, da Dublin City University (DCU), na Irlanda

5.3.  Objetivos

Desenvolver um revestimento fotoresponsivel para aplicagdo em sistemas de liberacao
que seja regulado pela luz, usando a técnica de fabricacdo de filmes LbL e do emprego de
uma molécula fotoresponsiva. Os objetivos especificos para este trabalho sdo comparar as
propriedades fotocromicas do monémero e polimero baseados em espiropirano SP-R/MC-R e
poli(SP-R)/poli(MC-R) em solucgéo, estudar a carga superficial e tamanho de particula do
polimero por potencial zeta e DLS, caracterizar o filme por UV-vis, MEV e perfildbmetria para

obter mais informacdes sobre a sua superficie e rugosidade.
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5.4. Metodologia

5.4.1. Materiais

Os reagentes usados neste trabalho foram: 1-(2-hidroxietil)-3,3-dimetilindolino-6’-
nitrobenzopyrylospiran (SP1), obtido comercialmente pela TCI Europe; 5-norbornene-2-acido
carboxilico, obtido comercialmente pela Alfa Aesar; tetrahidrofurano seco (THF), N,N’-
diciclohexilcarbodiimide  (DCC), 4-(dimetilamino)piridine  (DMAP), Polialilamina
hidroclorada (PAH) com M,, = 15000, Grubbs de segunda geracdo e dimetilformamida
(DMF) obtidos comercialmente pela Sigma Aldrich.

Para a construcdo dos filmes LbL foram usadas laminas de vidro com o tamanho 24 x
60 mm, com espessura entre 0,085 e 0,115 mm, cortadas em retangulos de 7 x 50 mm e

laminas de silicio cortadas em 10 x 20 mm.

5.4.2. Sintese do mondmero

O mondmero 5-norbornene-2-acido carboxilico éster etilico de espiropirano (SP-R) foi
previamente sintetizado pelo grupo de pesquisa Insight Centre for Data Analytics, National,
Centre for Sensor Research, da Dublin City University (DCU), baseado nos trabalhos de
Florea et al e Keum et al, como descrito: o SP1 (0,3 g, 0,851 mmol) e 5-norbornene-2-acido
carboxilico (0,104 mL, 0,851 mol) foram misturados e dissolvidos em tetraidrofurano (THF)
seco (20 mL) e resfriados a 0°C. Durante 1 hora solugdes de DCC (0,21 g, 1,02 mmol) e
DMAP (0,010 g, 0,08 mmol) em THF (5 mL) foram gotejadas. Durante mais duas horas a
solugdo foi mantida resfriada, sob agitacdo, e entdo aquecida até 25°C durante 24 horas.

Durante este periodo, a ureia diciclohexil foi precipitada, filtrada e lavada com THF (3 x 50
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mL). Apos evaporacdo do solvente uma cera vermelha resultante foi purificada usando

cromatografia em coluna de silica gel no escuro com mistura de hexano/acetato de etila. %%

5.4.3. Sintese do polimero

A sintese do poli(5-norbornene-2-acido carboxilico espiropirano etil éster) (poli(SP-
R)) foi realizada baseada em um método previamente descrito: *° uma solucéo do monémero
SP-R e do catalisador Grubbs de segunda geracédo, preparados em clorometano degaseificado
(N2) foram misturados na proporcdo molar final de 300:1 (poly(SP-R)300) € a concentracéo
final do mondémero foi 10 mmol.L™. A mistura foi deixada por 14 horas, tampada, sob
agitacdo, em temperatura ambiente para polimerizacao e entdo foi parada pela adicdo de éter
vinil-etilico e exposto a atmosfera por 30 minutos, ainda sob agitacdo. A solucdo de polimero

foi adicionada em hexano e o precipitado foi removido por filtracdo a vacuo.

5.4.4. Fabricacdo do filme

A limpeza dos substratos foi feita de acordo com a Secdo 2.4.3. (Limpeza dos
substratos). O polieletrolito usado para intercalar com o poli(SP-R) foi o PAH preparado em
solucdo aquosa, a 1 mg.mL™, com pH ajustado para 7 com NaOH. Este pH foi escolhido
baseado no trabalho de Silva, H. S. 2010, no qual explica que em pH &cido o PAH esta mais
carregado enquanto a silica estd menos carregada. Em pH basico ocorre 0 oposto, a silica fica
com mais cargas e o PAH fica quase sem carga. Em pH 7 os dois materiais estdo com carga
intermediaria, tendo assim mais chance de adsorver material na primeira bicamada e assim
sucessivamente. % Trés tipos de solucdes de poli(SP-R) foram testadas, uma em DMF, outra

em uma mistura de DMF:agua na proporcdo de (1:3) e outra em (3:1) (v:v), todas em 1
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mg.mL™. Para iniciar a fabricacdo do filme, as solucdes de poli(SP-R) foram irradiadas 3
minutos por luz ultravioleta cAmara (CL-1000 Ultraviolet Crosslinker UVP) antes do inicio da
fabricacdo dos filmes.

Os filmes foram fabricados sobre laminas de vidro e silicio imersos nas seguintes
solugdes: i) 3 minutos em PAH, ii) 30 segundos de lavagem em agua deionizada, iii) 5
minutos em solucdo de poli(SP-R) previamente irradiada com luz ultravioleta por trés minutos
para a conversao em poli(MC-R) ou sempre que necessario e iiii) 30 segundos de lavagem em
agua deionizada formando (PAH/poli(SP-R)),. O ciclo foi repetido até obter o nimero de
bicamadas desejadas, o qual é representado pela letra (). O esquema de montagem do filme
estd exemplificado na Figura 29. Ao final de cada ciclo a absorbancia do vidro contendo o
filme foi monitorada por espectroscopia UV-vis.

A fim de analisar a morfologia de cada bicamada (da primeira a quinta) através do
MEYV o filme (PAH/poli(SP-R))s foi depositado sobre silicio preparado em diferentes passos.
Inicialmente, as solu¢des de formacédo do filme foram adicionadas em microtubos de plastico
de 2 mL e a cada bicamada 300 pL de cada solugdo foram removidos, obtendo-se assim um

filme com 5 degraus, referente a cada bicamada.

Figura 32 — Esquema de fabricag&o do filme (PAH/poli(SP-R))s. A 1dmina de vidro foi imersa em (1)
solucdo de PAH, (2) agua deionizada, (3) solugdo de poli(MC-R) e (4) agua deionizada, formando
uma bicamada sobre a lamina.

|
el o el -

Fonte: Adaptado de Campos et. al.

o .
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5.4.5. Teste de estimulo a luz UV/branca

As solucdes do mondmero SP-R e polimero poli(SP-R) preparados a 0,17 mg.mL™* em
DMF e o filme (PAH/poli(SP-R))s foram submetidos & ciclos de irradiagdo com luz
ultravioleta e visivel para conferir se 0 polimero manteria a resposta aos estimulos luminosos,
semelhante ao mondmero e apds sua imobilizacdo no filme LbL. As solucdes e o filme foram
colocados em uma camara (CL-1000 Ultraviolet Crosslinker UVP) para irradiagdo com luz
ultravioleta por 1, 2 e 3 minutos intercalados com irradiacdo de luz branca por 1, 2 e 3
minutos da fonte Fiber Lite LMI-6000 da marca Dolan-Jenner Industries, com uma lampada
de 780 lumens, ajustada na poténcia maxima. A cada intervalo de tempo o filme e as solucdes

foram analisados por espectroscopia UV-vis.

5.4.6. Teste disassembly

Para avaliar a capacidade de desmontagem do filme sob luz branca (LB) o
(PAH/poli(SP-R))s foi colocado em uma cubeta de quartzo contendo DMF:agua na proporcao
de (3:1) (v:v) a 10 cm de distancia da fonte de luz branca, por periodo prolongado, a
temperatura ambiente. Um esquema simplificado do processo esta ilustrado na Figura 33. A
absorbancia do filme foi avaliada em intervalos de 30 e 60 minutos por espectroscopia UV-
vis. Um modelo exponencial que melhor se ajusta a curva foi usado para determinar a

constante de desprendimento, usando a seguinte equacao 3:

y=axe ¥ +p (3)
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Onde y € a absorbancia em 345 nm, a é o fator de escala, k é a constante da taxa de
decaimento de primeira ordem (min™), b é o deslocamento da linha de base e t é o tempo em
(min).

A meia-vida (t1) do desprendimento do filme foi calculada usando a equacéo 4:
2

y=n2 @
O teste de controle foi realizado colocando o filme (PAH/poli(SP-R))s nas mesmas
condicdes anteriores (em cubeta de quartzo contendo DMF/agua na proporc¢édo de 3:1 (V:Vv)),

mas, em uma caixa fechada sem receber nenhum tipo de iluminacdo. A analise por

espectroscopia UV-vis foi realizada no mesmo intervalo, sendo a cada 30 e 60 minutos.

Figura 33 — Esquema do teste de desprendimento do filme mergulhado em DMF:4gua sob luz branca.
Os pontos em lilas e as manchas claras na [amina representam pedagos do filme que se ja se soltaram.

Fonte: Adaptado de Campos et al. %

5.4.7. Instrumentagéo

Todas as analises de absorbancia UV-vis deste capitulo foram realizadas em um

espectrometro modelo Cary 50 da marca Varian. Para a deposicéo dos filmes e os testes com

os ciclos de irradiagdo UV/luz branca no filme, a linha de base foi feita com o vidro limpo.
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Para as analises em solucdo, a linha de base usada foi a cubeta de quartzo com caminho 6ptico
de 1,0 cm, contendo o mesmo solvente do analito. Para os ensaios de desprendimento do
filme foi utilizado a cubeta contendo o solvente e a lamina de vidro.

O tamanho da particula de polimero determinada por espalhamento dinamico de luz
(DLS) e sua carga superficial, o potencial zeta ({-potencial) foram estimados pelo
equipamento Zetasizer, modelo Nano ZS, com uma célula capilar especial DTS1070 ambos
obtidos pela Malvern Instruments Ltd., UK. A solucdo de poli(SP-R) estudada por DLS ¢ (-
potencial foi preparada em 1 mg.mL™ em DMF e analisada pelo software Zetasizer (Malvern).
As amostras foram feitas em triplicatas. A solucdo de poli(SP-R) foi irradiada com luz
ultravioleta durante trés minutos para a conversdo da poli(SP-R) em poli(MC-R) e analisada
pelo potencial zeta. Ap6s 10 minutos e a partir do retorno espontaneo de poli(MC-R) para
poli(SP-R) a analise foi repetida, para verificar se ha diferenca na carga entre as formas
poli(SP-R) e poli(MC-R). O indice de refracdo usado para o DMF foi 1,431 e para o polimero
1,47.%

A morfologia do filme (PAH/poli(SP-R))s depositado sobre silicio foi analisada por
um Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV) da marca Carl Zeiss EVOLS 15, com uma
tensdo de aceleracdo de 9,64 kV. A morfologia foi verificada nas diferentes etapas de
fabricacéo, nas bicamadas 1, 2, 3, 4 e 5. O filme (PAH/poli(SP-R))s foi previamente revestido
com uma camada de 10 nm de ouro por sputtering. A espessura do filme (PAH/poli(SP-R))s
foi analisada pelo perfildometro de superficie modelo Dektak 150 da marca Veeco Instruments
Inc, sendo feito trés tipos de andlises, a primeira com o filme integro, outra com o filme

submetido ao teste disassembly a o ultimo com o filme contendo apenas uma bicamada.
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5.5. Resultados e discussdes

5.5.1. Caracterizacao do polimero poli(SP-R) em solucao

O SP possui importantes propriedades fotocromicas que podem variar de acordo com
0 meio em que se encontra. "° Dessa forma, para compreender o efeito da polimerizagdo do
SP-R foi realizado um estudo do monémero SP-R e do polimero poli(SP-R) no qual as
solucdes preparadas em 0,17 mg.mL™ em DMF foram expostas & luz na seguinte ordem: luz
UV por 1 min, LB por 1 minutos; UV por 2 min e LB por 2 min e por fim UV por 3 mine LB
por 3 min. Entre cada ciclo de UV/LB as solucBes foram analisadas por espectroscopia UV-
vis e 0s espectros estdo ilustrados nas Figuras 31A e 31B. As duas solucBes apresentaram
absorbancias tipicas da SP em A = 352 nm, A =410 nm e na regido do visivel A =550 nm e 565
nm para 0 mondmero e para o polimero, respectivamente. Essas bandas sdo atribuidas a
excitacdo eletronica m-n* provenientes do grupo benzopirano e da forma conjugada da
merocianina.”* O deslocamento na regio do visivel, é comum, pois a absorbancia desta banda
é fortemente influenciada pela polaridade do solvente e 0 meio em que se encontra. '8392%

As duas solugdes, Figuras 34A e 34B, apresentam respostas similares quando
estimulados com luz. Quando expostos a luz UV a absorbancia em 550 nm e 565 nm aumenta
gradativamente com o tempo de exposicao (1, 2 e 3 minutos), mas quando expostos a luz
branca, a absorbancia decai no mesmo nivel, de forma que a linha vermelha, verde e amarelo
escuro ficam sobrepostas, mostrando que 1 minuto € o tempo suficiente para a MC-R retornar
a SP-R independente do tempo de irradiagdo por UV. Assim a polimerizagdo do mondmero
SP-R ndo interfere na resposta ao estimulo UV/LB. A Figura 34 representa a estrutura
quimica do polimero nas formas poli(SP-R) e poli(MC-R) evidenciando a conversédo

estimulada pela luz UV e branca. As fotos das solu¢des do mondmero nas formas SP e MC e
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do polimero nas formas poli(SP-R) e poli(MC-R) estdo ilustradas nas Figuras 36A, 36B, 37A

e 37B, respectivamente.

Figura 34 — Espectros UV-vis das solucdes de monémero SP-R (A) e polimero poli(SP-R) (B)
preparados em DMF:4gua (3:1) (v:v), 0,17 mg.mL™. As soluces foram expostas & luz ultravioleta
(UV) e luz branca (LB) em ciclos intercalados de 1, 2 e 3 minutos.
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Fonte: Adaptado de Campos et al. %

Figura 35 — Estruturas quimicas ilustrando a mudanca reversivel entre a forma fechada espiropirano
(SP) e aberta merocianina (MC) induzido por luz na matriz polimérica.
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Fonte: Adaptado de Campos et al. %
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Figura 36 - Solucdo do monémero (A) SP-R <-> (B) MC-R em DMF que séo convertidas
com luz UV e visivel.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 37 — Solucéo de (A) poli(SP-R) €<-> (B) poli(MC-R) em DMF que sao convertidas com
luz UV e visivel.

A =
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O tamanho da particula do polimero poli(SP-R) e sua carga superficial foram
determinados por DLS e testes de potencial zeta em uma solucdo preparada a 0,1 mg.mL™ em
DMF. O tamanho da particula determinado para o poli(SP-R) foi em torno de 206,7 nm com
um indice de polidispersédo (Pdl) de 0,43, como apresentado na Figura 38. O potencial zeta da
solugéo de poli(SP-R) irradiada por luz UV e convertida para poli(MC-R) foi realizado para

comparar a carga superficial das duas formas da molécula. Como pode ser visto nas Figuras
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39 e 40, a solucdo de poli(MC-R) apresentou dois picos, um positivo em 95 mV com a
contagem de 22929,7 e outro negativo em -9,87 mV com contagem de 127701. Isso ja era
esperado devido a natureza zwitteribnica da molécula MC. Apo6s 10 minutos,
aproximadamente, outra analise foi feita com a mesma solucdo, a qual ndo apresentou mais a
carga negativa, e a positiva decresceu para 39,6 mV, com uma contagem de 2304, o que
evidencia o retorno espontaneo da forma poli(MC-R) para a estrutura neutra poli(SP-R). Esse
resultado indica que a poli(MC-R) pode ser usada com polianion, pois o pico da carga
negativa é maior que a positiva em termos de contagem, sendo portanto, considerada a carga
dominante. Resultados semelhantes foram encontrados por Thompson, et al, que fez célculos
sobre a estrutura eletrébnica da SP/MC e mostrou que 0 grupo anidnico apresenta uma
densidade de carga muito maior do que o grupo catidnico. ** Além disso, 0 grupo negativo
fica largamente exposto, enquanto o grupo positivo fica préximo a cadeia polimérica, o que
provavelmente dificulta a interacdo eletrostatica nesse ponto com um polieletrélito de carga
oposta para a formacéo do filme LbL. Como indicam as Figuras 39 e 40 as cargas positivas e
negativas sdo canceladas com a exposi¢do do polimero a luz branca, corroborando com a ideia
de desmontar o filme sob a incidéncia de luz branca de forma a suprimir as interacoes

eletrostaticas ali presentes.

Figura 38 — Distribuicdo de tamanho do poli(SP-R) em soluc&o de DMF, 0,1 mg.mL™, com pico
maximo em 206 nm.
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Fonte: Adaptado de Campos et al.
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Figura 39 — Potencial zeta da solucdo de poli(MC-R) em DMF, 0,1 mg.mL™, apresentando dois picos,
um positivo em 95,00 mV com uma contagem de 22929,7 e outro negativo em -9,87 mV com
contagem de 127701,0, coerente com a natureza zwitteriénica da merocianina.
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Fonte: Adaptado de Campos et al.

Figura 40 — Potencial zeta da solucio de poli(MC-R) em DMF, 0,1 mg.mL™, dez minutos ap6s ser
exposta a luz UV, com um pico em 39,6 mV e contagem de 2304, indicando que a forma MC esta
retornando para SP, neutra.
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Fonte: Adaptado de Campos et al.

5.5.2. Caracterizacdo do filme (PAH/poli(MC-R)),

A deposicdo dos polimeros PAH e poli(SP-R) foi monitorada a cada passo por
espectroscopia UV-vis. Apos cada bicamada uma medida foi realizada para verificar se houve

aumento da absorbancia. Como o PAH néo apresenta banda de absor¢do na regido UV-vis,
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somente a absorbancia do poli(MC-R) foi utilizada no monitoramento. O poli(SP-R) tem uma
alta solubilidade em solventes organicos, como DMF, assim, o primeiro filme fabricado
(PAH/poli(SP-R))™° foi feito com este polimero preparado em DMF. Na Figura 41A, pode ser
visto o espectro UV-vis de cada bicamada do filme e na Figura 38B a relacdo entre 0 numero
de bicamadas e a absorbancia em A = 370 nm. Nota-se que houve um aumento da absorbancia
até a quarta bicamada e apds esta apenas uma oscilacdo deste valor, indicando que a
deposicdo do material sobre o substrato ndo esta sendo satisfatorio.

Outra solucao de poli(SP-R) foi preparada em DMF:agua (v:v) (1:3) na tentativa de
fabricacdo de um filme melhor, porém essa solucéo precipitou rapidamente. Assim, uma nova
composicdo da solucdo de DMF:agua (v:v) (3:1) foi utilizada para a construcédo do filme cujo
espectros estdo apresentados na, Figura 41A. Nesta proporcdo o filme cresceu de forma
satisfatoria. Uma possivel explicacdo é o poli(SP-R) ter uma interacdo mais forte com o DMF
do que com o material na superficie do filme. No entanto, na mistura de DMF e agua sdo
mudadas as interacBes intermoleculares e ocorre a interagéo entre o poli(SP-R) e a superficie

do filme.

Figura 41 — (A) Espectros de cada bicamada do filme (PAH/poli(SP-R));ocom a solucéo de poli(SP-R)
preparado em DMF. (B) Absorbancia do filme (PAH/poli(SP-R));pem A = 370 nm vs 0 nimero de

bicamadas.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Na Figura 42A pode ser visualizado a deposicdo do (PAH/poli(MC-R));0 em cada
etapa do processo, e apresenta duas bandas caracteristicas do poli(MC-R) em A=345 nm e
A=590 nm. A Figura 42B é a foto do filme (PAH/poli(MC-R))1o sobre o substrato de vidro
apos ter sido irradiado por luz UV durante 3 minutos ilustrando a deposicéo regular do filme.
As Figuras 42C e 42 D representam a relacdo entre o nimero de bicamadas e a absorbancia
em A=345 nm ¢ A=590 nm respectivamente, ¢ indicam que a deposi¢do do filme nas duas
bandas € do tipo linear. Isso significa que em cada ciclo estd sendo depositada a mesma
quantidade de material. > As bandas que apareceram no filme sdo semelhantes as da
solucdo de poli(MC-R), Figura 34, porém, sdo mais alargadas, o que pode ser atribuida a
agregacdo de material na superficie, o que é um comportamento tipico dos filmes LbL de

polimeros. 9%

Figura 42 - (A) Espectros de cada bicamada do filme (PAH/poli(SP-R));, com a solucdo de poli(SP-R)
preparado em DMF:&gua na proporcédo 3:1 (v:v). (B) Foto do filme (PAH/poli(SP-R))1, ap0ds ser exposto a
luz UV por 3 minutos. (C) Absorbéancia do filme (PAH/poli(SP-R))10em A = 345 nm vs 0 nimero de
bicamadas. (D) Absorbancia do filme (PAH/poli(SP-R));oem A = 590 nm vs 0 nUmero de bicamadas.
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O mesmo teste que foi feito com as solugdes de monémero (SP-R) e polimero poli(SP-
R) em resposta a luz UV e branca, foi realizado com o filme (PAH/poli(MC-R))s para
verificar se o poli(SP-R) manteve suas caracteristicas fotocrdbmicas apds a imobilizac&o.
Assim, o filme foi colocado em uma cubeta com DMF:agua (3:1) (v:v) e irradiado por luz UV
e branca intercalados durante 1, 2 e 3 minutos, e em cada intervalo foi feita uma andlise por
espectroscopia UV-vis. Como pode ser visto na Figura 43A, a banda em A=590 nm da
poli(MC-R) teve um aumento da absorbéancia para 0,050+0,007, 0,095+0,008 e 0,125+0,007
(média e desvio padrdo) conforme o tempo de irradiacdo com a luz UV e decresceu sempre
para 0 mesmo ponto quando irradiado com a luz branca, similar as solu¢fes. Nota-se que a
magnitude da absorbancia do filme é um pouco menor que a da solu¢do, mesmo no tempo
maximo, o que pode ser explicado pela diminuicdo dos graus de liberdade da molécula de SP-
R/MC-R na matriz polimérica apds a imobilizacdo, levando em conta que o tamanho da MC ¢
um pouco maior do que a forma SP e que apos a fabricacdo do filme as moléculas estdo
aprisionadas na estrutura. ° Porém, o filme ainda apresenta resposta quando estimulado com a

luz UV e branca demostrando que pode ser usado com material foto-responsivo em diversas
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aplicacdes. A mudanca na absorbancia em A = 590 nm entre (PAH/poliMC-R))s e

(PAH/poli(SP-R))s a cada ciclo UV/LB em 1, 2 e 3 minutos respectivamente, estdo indicados

na Figura 43B.

Figura 43 — (A) Espectro UV-vis do filme (PAH/poli(SP-R))s submetido a ciclos de UV/LB durante 1,
2 e 3 minutos intercalados, mostrando as mudangas na banda visivel, em A=590 nm. (B) Variagédo da
absorbancia em A=590 nm entre os filmes (PAH/poli(SP-R))s e (PAH/poli(MC-R))sa cada ciclo
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Para testar a capacidade de disassemble do filme do substrato quando estimulado com

a luz, o (PAH/poli(SP-R))s foi colocado em cubeta contendo DMF:Agua (3:1) (v:V) e exposto

a luz branca. Em intervalos inicialmente de 30 e depois 60 minutos a absorbancia do filme foi

monitorada por espectroscopia UV-vis por um periodo prolongado até sua estabilizagdo. O

esperado € que com o filme (PAH/poli(MC-R))s exposto a luz branca as moléculas de

poli(MC-R) retornem a forma poli(SP-R) de natureza neutra (como confirmado pela analise

de potencial zeta) e as interacdes eletrostaticas entre os polimeros no filme fossem reduzidas

desprendendo o material do substrato. Assim, o filme sobre o substrato pode servir como

suporte para a insercdo de outros tipos de moléculas entre as bicamadas que poderdo ser
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liberados a partir do estimulo da luz branca. Como a banda em A = 345 nm ¢ permanente, ela
foi usada e plotada em funcdo do tempo para avaliar o progresso do teste. Para confirmar o
efeito da luz no filme, foi feito um teste controle com (PAH/poli(MC-R))s nas mesmas
condicdes anteriores, em solucdo de DMF e agua, porém em uma caixa de papelao fechada,
sem receber nenhum tipo de iluminacdo. No mesmo intervalo de tempo, 30 e 60 minutos, 0
filme foi retirado e analisado por espectroscopia UV-vis.

A absorbancia em A=345 nm em fun¢do do tempo do filme (PAH/poli(MC-R))s
exposto a luz branca e o controle estdo ilustrados na Figura 44. O primeiro teve um
decréscimo da absorbancia ao longo do tempo e estabilizou em 1320 minutos (22 horas)
guando alcancou um valor préximo da linha de base (cubeta contendo DMF:agua na razéo 3:1
(v:v) com uma lamina de vidro limpa). O decréscimo da absorbancia em relacdo a linha de
base foi 90,4 +2,9% enquanto o controle teve alguma oscilacdo, mas se manteve proximo da
mesma absorbéancia inicial, no mesmo periodo de tempo comprovando a funcdo da luz na
resposta do filme. Um modelo de cinética de primeira ordem foi estipulado, como ilustra a
Figura 44, bastante aproximado do resultado obtido. O valor de k foi estimado em 2,60 x 10

min™ e uma meia-vida (t1) de 257 minutos para o processo de desprendimento.
2
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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) e da linha de base
(cubeta de quartzo com solucdo de DMF e 4gua) (®). A linha vermelha representa o modelo de
cinética de primeira ordem.
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Fonte: Adaptado de Campos et al.

A altura dos filmes (PAH/poli(SP-R))n com 1 e 5 bicamadas em silicio foram
determinadas por perfildmetria, antes e apds serem submetidos ao teste disassembly. O filme
com uma bicamada apresentou uma espessura média de 27,5 nm, o de 5 bicamadas 165 nm, e
apos o disassembly 11 nm, como ilustrado nas Figuras 45, 46 e 47, respectivamente. A
espessura dos filmes com 1 e 5 bicamadas estdo coerentes, somando um valor aproximado a
165 nm. Valores similares sdo encontrados na literatura para filmes poliméricos, Han et al
estudou a espessura de filmes LbL com misturas de polieletrolitos de PSS e PAA formando
(PEI/PSS-PAA)(PAH/PSS-PAA), no qual filmes de 3 e 5 bicamadas apresentaram espessura

de 71 e 123 nm, respectivamente '

enquanto Zhang et al fabricou filmes de PSS intercalado
com misturas de PAA e PAH e encontrou que cada bicamada tem aproximadamente 18,9 +

2,6 nm, porém ambos 0s autores e outros demonstraram que a espessura dos filmes varia de
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acordo com o material usado, tempo de deposicdo, forca ibnica das solugbes e nimero de
bicamadas. 2% Apés o teste de desprendimento a espessura encontrada do filme foi 11 nm,
confirmando o desprendimento dos materiais do substrato como foi observada por
espectroscopia UV-vis (Figura 41). Nas Figuras 46 e 47 podem ser visualizados picos acima

da média da espessura que sao atribuidos a agregados e rugosidade do filme.

Figura 45 — Perfilébmetria do filme (PAH/poli(SP-R)); com uma bicamada sobre o silicio,
apresentando em média 27,5 nm de altura, como indicado pela linha vermelha.
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Fonte: Adaptado de Campos et al. %

Figura 46 - Perfildbmetria do filme (PAH/poli(SP-R))s com cinco bicamadas sobre o silicio,
apresentando em média 165 nm de altura, como indicado pela linha vermelha.
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Fonte: Adaptado de Campos et al.
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Figura 47 - Perfildmetria 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.
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Fonte: Adaptado de Campos et al.?

A morfologia da superficie do filme (PAH/poli(SP-R))s foi estudada por Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV) para obter informacg6es sobre a distribuicdo de material em
cada bicamada. Para isso o filme foi fabricado removendo a cada bicamada um pouco do
volume de solucdo de polimeros formando degraus na sua arquitetura, como pode ser visto 0
esquema na Figura 48A. Nas Figuras 48B Bi 1-5 estdo as imagens obtidas do MEV de cada
uma das cinco bicamadas do filme. Na primeira e segunda o silicio ndo esta completamente
recoberto o que pode ser atribuido a fraca interacdo entre o substrato e os polimeros,
resultando em um reduzido ndmero de pontos de ligacdo na superficie do substrato. Quanto
maior € a densidade de carga do polimero mais pontos de ligacdo ha na superficie resultando
num filme mais plano, como est4 ilustrado na Figura 46, elaborado por Rojas et al. **% 0
que pode ter sido o caso do PAH que foi preparado em um pH na qual o polieletrélito e o

substrato estdo parcialmente carregados, como explicado na Secdo 3.4.4 (Fabricacdo do

filme).
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A cada bicamada depositada houve um aumento gradual na rugosidade do filme.
Varios trabalhos tém reportado esse comportamento em filmes LbL poliméricos, Lobo et al
fabricou filmes de poly(o-metoxianiline) (POMA) alternado com polyvinylsulfonic acid
(PVS) e verificou que a rugosidade aumenta nas primeiras bicamadas e estabiliza nas ultimas.
1% Dal’Acqua, et al., estudou a deposicdo de filmes de poli(alilamina hidroclorada) (PAH) e
TiO, misturados intercalado com poli(acido acrilico) (PAA) com nanoparticula de ouro com
40, 60, 80 e 100 bicamadas e notou um aumento na rugosidade apesar da absorbancia do
filme ndo aumentar exponencialmente de acordo com os ciclos de deposicdo. Raposo et al
relaciona a fraca interacdo das primeiras bicamadas com o aumento da rugosidade ao longo
do processo de formacdo do filme, que produz ilhas onde os polimeros sdo adsorvidos nas
primeiras bicamadas e facilita a adsorcdo de mais polimeros sobre estes criando uma
superficie irregular. Essa rugosidade também foi observada nas analises por perfildmetria e
que apresentou picos acima da média em 500 e 600 nm no filme de 5 bicamadas (Figura 46)
mas ndo apresentou no filme com uma bicamada (Figura 45) concordando com as imagens de
MEV, que mostra o aumento de agregados com o nimero de bicamadas. Também é coerente
com a espectroscopia UV-vis onde aparecem bandas mais largas no filme do que em solugéo
Figura 42A. O filme apds a exposicdo a luz branca apresentou alguns picos até 120 nm
(Figura 47), sugerindo que o filme foi desmontado em partes e sobraram agregados em sua
estrutura.

Apesar de apresentar superficie rugosa o filme (PAH/poli(SP-R))s manteve suas
propriedades fotocrémicas, como observado na Figura 43 com satisfatorio desempenho nos

testes de desprendimento em resposta a luz, Figura 44.
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Figura 48 — Esquema de fabricacdo do filme (PAH/poli(SP-R))s em degraus (A). Imagens de
MEYV 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 um.

Fonte: Adaptado de Campos et al. %

Figura 49 — Esquema de adsorcéao de polieletrolitos com baixa densidade de carga (acima) e alta

densidade de carga (abaixo).

Fonte: Adaptado de Rojas et al. **'*
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5.6. Conclusao

O polimero poli(SP-R) sintetizado a partir do mondmero SP-norborneno apresentou
propriedades fotocromicas similares ao monémero em solucdo, com a conversdo da poli(SP-
R) para poli(MC-R) com a exposicao a luz UV e retorno da poli(MC-R) para poli(SP-R) com
a exposicdo a luz branca. Da mesma forma, foram preservadas as bandas de absorbancia UV-
vis da molécula apds a polimerizacéo.

O potencial zeta da solucédo do polimero na forma de poli(MC-R) e poli(SP-R) indicou
a mudanca da carga elétrica de zwiteridbnico com predominancia negativa passando para
neutra, respectivamente, suportando a ideia do seu uso na construcao do filme como polianion
e desprendimento do filme quando exposto a luz branca, pela supresséo da carga e assim das
interacdes entre os materiais no filme.

O filme (PAH/poli(SP-R)), é melhor depositado quando a poli(SP-R) é preparada em
mistura de solvente organico (DMF) com agua do que apenas em DMF puro. O filme LbL
apresenta deposicéo linear, bandas de absorbancia por espectroscopia UV-vis e resposta aos
ciclos de luz UV/branca semelhantes a solucdo de polimero, indicando que mesmo
imobilizado, a propriedade fotocrémica da molécula foi preservada. O (PAH/poli(SP-R))s
quando exposto a luz branca se desprende do substrato 90,4 +2,9% em relagéo a linha de base,
por um periodo de 22 horas. Enquanto no teste de controle, a absorbancia se mantém préxima
a inicial, comprovando que o filme apresenta resposta a fotoestimulacao.

As imagens de MEV e a perfildmetria indicam que a superficie do filme € rugosa, o
que aumenta com a deposicdo de cada bicamada. O filme com 5 bicamadas tem uma
espessura de 165 nm e em contraste, quando € submetido a luz branca apresenta uma
espessura de 11 nm comprovando que desmontagem do filme e perda de material esta
ocorrendo, como foi observado por espectroscopia UV-vis. Isto mostra a vantagem do sistema

em relacdo aos demais com um tempo maior de liberagdo e o potencial de uso do filme em
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sistemas para diversas aplicacdes tais como pesticida para plantacdes, agentes terapéuticos em
sistemas biologicos, embalagens inteligentes para alimentos que podem liberar um aditivo ou

agir na absorcdo da luz, entre outros.
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Capitulo 4 — Filmes Layer-by-Layer de acido fenil borénico

7.1.  Introducéo

Materiais que tenham uma resposta para a presenca de carboidratos podem ter grande
impacto sobre aplicages médicas e industriais. *° O 4cido bordnico, (BA, do inglé Boronic
Acid) tem sido foco de muitos estudos devido a sua habilidade em se ligar covalentemente a
diol e acucares, podendo ser empregado em diversas aplicacdes como hidrogéis, sistemas de
liberacdo modificados e sensores, com maior énfase a0 monitoramento de diabetes. %" O
BA pode ser sintetizado com um fenil, originando o &cido fenil borénico (PBA, do inglés
Phenyl Boronic Acid). O PBA em pH acido é encontrado na forma trigonal e em pH basico
reage com os ions hidroxido para formar ions boronato tetraédrico, atraves de ligacdo

covalente. ?® O mecanismo de ligacdo do PBA a diols em meio acido e bésico esté ilustrado

na Figura 50.

Figura 50 — Esquema de ligagdo covalente entre a molécula de PBA e um diol em meio acido ou

basico.
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Fonte: adaptado de Levy et al. %
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O 4tomo de boro do BA é hibridizado em sp?, em solucdo aquosa, e dependendo do
pH, o oxigénio e hidrogénio entram no orbital vazio do boro, gerando a hibridizacdo sp3 e
liberando um préton, como pode ser visualizado na Figura 51. 1% A acidez do 4cido borénico
é determinada pelas propriedades do seu grupo funcional, sendo os valores de pKa para o

acido fenil boronico entre 4,5 ¢ 8,8. 1%

Figura 51 — Esquema de hibridizac&o das formas sp? para sp® do cido bordnico.
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Fonte: adaptado de Fu et al. *®

Outro material empregado neste trabalho foi o 8-hidroxipirene-1,3,6 trisulfonico sal
trissodico acido (HPTS), conhecido como piranina. E um corante altamente fluorescente e
solivel em &gua, com pKa na regido fisiologica, em 7,3. Devido a um grupo hidroxila
presente em sua estrutura no estado protonado tem resposta a variacdo de pH e por isso tem
sido aplicado em varios tipos de sensores, como de gases, aminoacidos, pH, solventes e em
bioimagem. 1%

A piranina é bastante estudada com o BA pela sua propriedade fluorescente, que
diminui conforme se liga ao BA. Em uma solucdo contendo BA e piranina, quando um diol é
adicionado, a interacdo do BA com o diol é mais forte do que o BA com o corante, de forma

que o BA se solta da piranina e se liga ao diol e a intensidade de fluorescéncia da piranina
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aumenta. A partir deste principio, varios sensores opticos para carboidratos sao desenvolvidos
: H : 110-112

para monitoramento de diabetes e agucares em alimentos.

Neste trabalho a piranina foi utilizada como um polianion para ser intercalado com

polimeros baseados em PBA e facilitar o0 monitoramento do sistema de liberacdo pelas suas

propriedades fluorescentes.

7.2. Revisao de literatura

Alguns trabalhos tém utilizado o BA em filmes LbL para a construcdo de
revestimentos que respondam a agucares, de forma que as camadas se desprendem umas das
outras e o filme se desmonta. A velocidade de disassemble pode ser correlacionada com a
concentracdo do carboidrato ou o tipo. A ideia é aplicar esses sistemas para o controle de
carboidratos, colocando por exemplo, insulina entre as camadas e quando o filme é exposto
em um ambiente com alta concentracdo de glicose a insulina é liberada para abaixar a
concentracéo.

Watahiki et al '3, estudou filmes LbL de dendrimeros PAMAM (poli(amido amina))
modificados com PBA e intercalados com poli(alcool polivinilico) em véarios pHs, através das
ligacBes éster do boronato, como ilustrado na Figura 52. Ele verificou que o filme ndo é
estavel em valores de pH entre 4 e 6 pois o filme e se desmonta mesmo sem a presenca de
carboidratos. As ligacbes boronato éster sdo instaveis em pH &cido e a constante de ligacao
aumenta com o aumento do pH. Assim em pH bésico (PBA na forma tetragonal) o filme
tende a ser mais estavel. *** Em pH 7,4, 37°C e presenca de 100 mmol.L™ de glicose o filme
se desmontou de 50 a 60% em 90 minutos. A porcentagem de decomposicdo do filme

diminuiu com a concentracéo da glicose. **3
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| 4 também construiram filmes LbL de PAMAM modificado com 4-

Suwa et a
carboxifenil acido borénico e intercalou com PVS. Os filmes foram construidos em valores de
pH entre 7 e 9 pela ligacGes boronato éster e similar ao trabalho anterior o filme se desmontou
em pH 6 sem a presenca de carboidratos. Outros testes realizados em pH entre 7,4 e 9
mostraram que o filme se desmontou de 20 a 25% em presenca de 30 mmol.L™ de glicose e de

90 a 60% em 10 mmol.L™ de frutose, evidenciando que a resposta para a frutose é melhor do

que para a glicose mesmo em concentracdes mais baixas.

Figura 52 — Esquema de ligacédo pelo boronato éster entre o dendrimero e o PVS no filme LbL,
a esquerda. Decomposicédo do filme pela troca da ligagcdo do dendrimero com o PVA pela
ligacdo com a glicose, & direita.

<o %
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Fonte: adaptado de Watahiki et al. *3

Sato et al ™, funcionalizou o polimero PAH com &cido fenil bordnico e intercalou
com PVA, utilizando a técnica LbL, através das ligacbes boronato ester. Neste caso, 0
diferencial do trabalho foi funcionalizar o substrato previamente com a enzima glicose
oxidase (GOx). Este filme foi estavel em condigdes fisioldgicas e se desmontou em 60
minutos em uma solucdo de 10 mmol.L™* de glicose e 120 minutos em 0,1 mmol.L™% A
concentracédo de glicose interferiu diretamente no tempo de resposta do filme, sendo o tempo

menor para concentragdes maiores. A resposta desse filme ocorreu pela producéo de perdxido
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de hidrogénio proveniente da oxidacdo da GOx pela enzima, que quebra as ligacBes entre o
boro e carbono e assim desmonta o filme, ** . O esquema de formacéo e decomposicdo do

filme esté ilustrado na Figura 53.

Figura 53 - Esquema de montagem do filme LbL de PVA e PBA, e decomposic¢do na presenca de
peréxido de hidrogénio (H,O,) com a quebra da ligacdo carbono-boro, a partir da oxidacao da
glicose pela GOX.

Fonte: adaptado de Sato et al. **°

Neste trabalho foram testados a deposicdo de filmes LbL de polimeros baseados em
PBA, intercalados com polianion PVS, com a intencdo de usar o grupo N+ do polimero de
PBA para interagir com a carga negativa do PVS, como rota alternativa para a fabricacéo de
filmes, diferente dos trabalhos citados que utilizavam a ligagcdo éster e apresentavam maior
sensibilidade a variagdo de pH. Também foi avaliado o efeito da posi¢do dos isbmeros para,
meta e orto na fabricacdo e desmontagem do filme na presenca de glicose e frutose. Para
facilitar o entendimento sera utilizado no decorrer do trabalho as siglas poli(PBA) como nome
genérico para se referir ao polimero baseado em &cido fenil borénico, e as siglas poli(PBAp),
poli(PBAm) e poli(PBAO0) referente aos isOmeros para, meta e orto, respectivamente.

Também sera usada a sigla PYR para a piranina, que vem do inglés, pyranine. Este capitulo
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foi desenvolvido no laboratério Insight Centre for Data Analytics do grupo do Prof. Dr.

Dermot Diamond, da Dublin City University (DCU), na Irlanda.

7.3.  Objetivos

Fabricar filmes responsiveis a carboidratos para aplicacdo em sistemas de liberacdo
que sejam regulados pela concentracao de glicose e/ou frutose no meio, usando a técnica LbL
e um polimero baseado em &cido fenil bordnico. Os objetivos especificos sdo estudar a
variacdo da carga elétrica da solucéo de poli(PBA) em diferentes valores de pH para estimar
qual € o melhor para desenvolver os filmes, investigar qual € o melhor isdmero (para, meta ou
orto) do polimero baseado em &cido fenil borénico para a construcdo do filme e disassemble,
caracterizar os filmes por espectroscopia UV-vis e FTIR, determinar a espessura por
perfilometria e avaliar o comportamento dos filmes em solugdes de glicose e frutose através

de espectroscopia UV-vis e fluorescéncia em funcgdo do tempo.

7.4. Materiais a métodos

Os reagentes utilizados foram a polietilenoimina (PEI) (50% em H,0), Poli(vinil
sulfonico) (PVS) (25% em H,0), &cido 8-hidroxipireno-1,3,6 trisulfénico sal trissodico
(piranina) com massa molar de 524,37 g.mol™, 6xido de fenilbis (2,4,6-trimetilbenzoil)
fosfina (PBPO), D-glicose e D-frutose foram adquiridos pela Sigma Aldrich. Acido 2-
(bromometil) fenilboronico, acido 3-(bromometil) fenilborénico e acido 4-(bromometil)

fenilboronico foram adquiridos pela Fluorochem.
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7.4.1. Polimerizacédo do &cido fenil borénico (PBA) derivado

Neste trabalho foi utilizado o mondmero baseado no &acido fenil bordnico, nomeado de
Metacrilato, etilmetilamina, acido fenil bordnico (MEAFB) que foi polimerizado e resultou no
polimero nomeado de Acido Propandico, etilmetilamina, acido fenil borénico (APEAFB). A
sintese do mondmero e a polimerizacdo foram feitos de acordo com Campos, et al *°. A
estrutura quimica do mondémero e do polimero estdo representadas na Figura 54. No decorrer
do trabalho foram chamados genericamente por monémero de PBA e o polimero poli(PBA)

para facilitar a compreenséo.

Figura 54 — Estrutura quimica do monémero e polimero baseado em &cido fenil bordnico (PBA)
nomeados de MEAFB e APEAFB a esquerda e & direita respectivamente.
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Fonte: elaborado pelo grupo de pesquisa.

7.4.2. Fabricacdo dos filmes

Todos os processos e solugdes foram feitos com agua deionizada (18.2 MQ-cm™) do

sistema de purificacdo de agua da Merck Millipore Milli-Q. O tampéo fosfato foi preparado

com fosfato de potéssio dihidrogenado (KH,PO,, 0,1 mol.L™) e hidréxido de sédio (NaOH,
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0,1 mol.L™) com pH 7,4. A limpeza dos substratos foi realizada como ja descrito no Capitulo
2, Secdo 2.4.3 (Limpeza dos substratos).

Todos os filmes foram feitos com duas bicamadas precursoras, sendo o substrato
mergulhado nas seguintes solugdes: (i) PEI (1 mg.mL™ em é&gua) por 3 minutos, (ii) 30
segundos em agua, (iii) 3 minutos em PVS (4 uL.mL™ em 4gua) e (iiii) 30 segundos em &gua,
este ciclo foi repetido duas vezes, formando (PEI/PVS),. O tempos de imersdo foram
baseados em trabalhos anteriores. >’

Diferentes filmes com os isdmeros orto, meta e para de poli(PBA), (representados
pela letra x) foram preparados com o seguinte procedimento: (i) 5 minutos em poli(PBAX) (1
mg.mL™ em agua, com pH ajustado a 7,4 com NaOH e 4cido acético), (ii) 30 segundos em
agua, (iii) 3 minutos em PVS e (iiii) 30 segundos em agua, formando
(PEI/PVS)./(PBAX/PVS),. O processo foi repetido (n) vezes até obter o nimero de bicamadas
desejadas e resultou em trés tipos de filme, (PEI/PVS),/(PBAp/PVS),,
(PEI/PVS),/(PBAM/PVS), e (PEI/PVS),/(PBAO/PVS),.

O filme de piranina e PBAp seguiu o procedimento semelhante: (i) 5 minutos em
poli(PBAp) (1 mg.mL™ em agua, com pH ajustado a 7,4 com NaOH e 4cido acético), (ii) 30
segundos em &gua, (iii) 5 minutos em piranina (1 mmol.L™* em &gua) e (iiii) 30 segundos em

agua, formando (PEI/PVS),/PBAp/PYR);.

7.4.3. Teste disassembly

O teste disassembly dos filmes (PEI/PVS),/PBAX/PVS), e (PEI/PVS),/PBAp/PYR)s
foi realizado colocando os filmes dentro de um bécker contendo tampéo fosfato, pH 7,4, sob
agitacéo, a 36°C. Ap6s a estabilizacio, os filmes foram imersos em glicose (100 mmol.L™

preparado em tampdo fosfato, pH 7,4) ou frutose (100, 30 ou 10 mmol.L™* em tampéo fosfato,
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pH 7,4) sob agitacdo, a 36°C. A Figura 55 apresenta uma representacdo esquematica do
processo disassembly. Durante esse processo, em diferentes intervalos de tempo o quartzo
contendo os filmes foram secos e monitorados por espectroscopia UV-vis para avaliar o efeito
dos monossacarideos nos filmes.

A solucédo proveniente do filme (PEI/PVS),/PBApP/PYR)s liberada foi monitorada por
espectroscopia de fluorescéncia por conter o corante fluorescente piranina, que deve aumentar
na solucdo conforme as camadas de (PEI/PVS),/PBAp/PYR)s forem sendo desmontadas em

presenca dos monossacarideos.

Figura 55 — Representacao esquematica do processo disassembly do filme (PBAp/PVS),, o vermelho
representa o polimero poli(PBA), 0 azul o PVS e 0 amarelo a frutose.

T
Filme LbL em

Solugédo de frutose

Fonte: Elaborado pelo autor.

7.4.4. Instrumentagéo

As analises por espectroscopia UV-vis foram realizadas em um equipamento modelo

Cary 50, da marca Varian. Para a deposi¢éo do filme e teste disassembly a linha de base foi
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feita com um quartzo limpo, enquanto para solucdes foi utilizado uma cubeta de quartzo com
caminho optico de 1,0 cm e volume de 3 mL, contendo 0 mesmo solvente usado para o
analito. Os testes de fluorescéncia foram feitos em um equipamento JASCO modelo FP-8300
com cubeta de quartzo (quatro lados polidos), com caminho optico de 1,0 cm e volume de 3
mL.

Os espectros de FTIR foram coletados pelo equipamento Nicolet Nexus 470, com
fluxo de nitrogénio, no modo transmisséo, com 128 aquisi¢des. Os materiais foram analisados
em laminas de silicio, no qual foram feitos filmes por drop casting de PEI (1 mg.mL™ em
4gua), PVS (4pL.mL™ em &gua), piranina (1 mmol.L™* em agua), poli(PBAp) (1 mg.mL™* em
solucdo aquosa acertada para pH 7,4 ajustado com NaOH e acido acético) e os filmes LbL
(PEI/PVS),(PBApP/PVS), e (PEI/PVS)(PBAP/PYR)2. O método drop casting consiste em
pingar a solucdo sobre silicio e deixar secar. Neste caso os filmes foram secos em estufa a
vacuo, a 400 mmHg, de um dia para outro.

O potencial zeta ({-potencial) do poli(PBAp) foi estimado pelo equipamento Zetasizer,
modelo Nano ZS, com uma célula capilar especial DTS1070, ambos obtidos pela Malvern
Instruments Ltd. O poli(PBAp) foi preparado a 1 mg.mL™ em solucdo aquosa e foi medido
em diferentes valores de pH, ajustados com NaOH e &cido acético numa faixa de 5,4 a 12,1.

Os experimentos de FTIR foram realizados no Instituto de Fisica de Sdo Carlos, da
Universidade de Sdo Paulo (USP). Os demais experimentos foram realizados no Insight

Centre for Date Analytics, da Dublin City University (DCU), na Irlanda.
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7.5. Resultados e discussdes

7.5.1. Caracterizacao do polimero BA em solucéo

Um estudo inicial foi realizado com a solucao de poli(PBAp) para checar qual o pH
em que a molécula estaria mais carregada e possivelmente resultaria em uma melhor
deposicdo do material pela técnica LbL, por aumentar a interacéo eletrostatica. A solugédo de
poli(PBA) preparada em agua teve o pH corrigido em valores entre 5,2 e 12,1 com NaOH e
acido acético e os valores de potencial zeta foram mensurados para cada um desses intervalos.

Em pH em torno de 5, o poli(PBAp) apresenta uma carga superficial média positiva,
préximo a 40 mV, proveniente do N*, que neste pH é a dominante. Conforme o pH aumenta o
grupamento do BA passa da forma trigonal planar para a tetraédrica % (adicdo de um grupo
hidroxila), se tornando mais negativo gradativamente, de forma que em pH = 12,1 a molécula
fica com carga -5 mV, como segue ilustrado na Figura 56, que apresenta a estrutura quimica
do poli(PBA) em meio &cido e basico e a curva de calibragdo para o potencial zeta da solucéo
em funcéo da variagéo do pH.

Dessa forma, foi escolhido o pH entre 7,3~7,4 que apresenta potencial zeta de +25,4
mV. Esse valor é semelhante a outros polieletrélitos positivos usados para construir filmes
LbL como o PEI e o PAH que s&o usados em alguns trabalhos com potencial zeta de +39,5
mV e +18,9 mV ' e negativos como o PVS -36,4 mV. Assim, esse é o pH ideal para ser

usado como polication além de estar na faixa fisioldgica.
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Figura 56 — Potencial zeta da solucdo de poli(BA) analisado em intervalos de pH entre 5,2 e 12,1. A
curva de calibracdo mostra a variacdo do potencial zeta em funcdo do pH. A figura também apresenta
as estruturas quimicas do PBA em solucdo acida e bésica.
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Fonte: elaborado pelo grupo de pesquisa.

7.5.2. Filmes PVS e PBA

7.5.2.1. Fabricacdo do (PEI/PVS),(PBAX/PVS)s

O polimero de BA pode ser sintetizado com o 4&tomo boro nas posi¢@es orto, meta, ou
para do anel, como ilustra a Figura 57. Para determinar qual é a melhor estrutura para
producdo de filmes LbL os trés isdmeros foram testados em filme com 2 bicamadas
precursoras de polieletrolito PEI e PVS e, posteriormente, os polimeros foram intercalados
com PVS em 5 Dbicamadas, formando os filmes (PEI/PVS),(PBA0/PVS)s,
(PEI/PVS),(PBAM/PVS)s e (PEI/PVS),(PBApP/PVS)s com os polimeros na posigdo orto, meta
e para, respectivamente. Os espectros UV-vis de cada bicamada para cada filme estdo

ilustrados na Figura 58 e a relagéo entre a absorbancia em A = 230 nm, a banda caracteristica
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do poli(PBA) com maior intensidade, e 0 nUmero de bicamadas esta ilustrado na Figura 59. A
partir do ajuste linear da deposicdo dos filmes obteve-se os valores do coeficiente angular
para cada crescimento, sendo 0,03301, 0,04821 e 0,06529 dos filmes
(PEI/PVS),(PBAO/PVS)s,  (PEIPVS),(PBAM/PVS)s e  (PEI/PVS),(PBAP/PVS)s,
respectivamente. O filme com o polimero para foi o que apresentou o maior valor de
coeficiente angular, indicando que mais material esta sendo depositado a cada bicamada
comparado aos demais filmes. Isso pode ser atribuido a posicdo, na qual na estrutura orto o
grupo BA esta mais proximo da carga positiva N* usada na construcdo do filme, atrapalhando
sua interacdo com o polianion PVS. Para a estrutura meta a interferéncia € menor
apresentando um declividade intermediaria. Assim, o isébmero para foi o escolhido para

fabricar os filmes LbL de poli(PBA).

Figura 57 — Estrutura quimica dos isdmeros do polimero de BA na posi¢do (A) orto, (B) meta e (C)

para.
A B {é@ C
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Fonte: elaborado pelo grupo de pesquisa.
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Figura 58 — Espectros UV-vis de cada bicamada dos filmes (PEI/PVS),(PBAO0)s,
(PEI/PVS),(PBAM)se (PEI/PVS),(PBAp)s
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Fonte: elaborado pelo autor

Figura 59 - Relagdo entre a absorbancia em A = 230 nm e o nimero de bicamadas dos filmes
(PEI/PVS),(PBAO0/PVS)s, (PEI/PVS),(PBAM/PVS)s e (PEI/PVS),(PBAP/PVS)s. As linhas vermelhas
representam regressao linear da deposicao de cada filme.
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Fonte: elaborado pelo autor
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Um filme de (PEI/PVS),(PBAp/PVS)15s de 15 bicamadas, similar ao de 5 bicamadas,
foi fabricado para conferir a capacidade de deposi¢do de nimeros maiores de bicamadas. A
Figura 60A mostra os espectros UV-vis de cada uma das 15 bicamadas do filme
(PEI/PVS),(PBApP/PVS)15, com as duas bandas em A=230 nm e A=265 caracteristicas do BA,
relacionadas a transi¢do n-n* do anel fenil e do grupo B(OH),. A Figura 60B relaciona a
absorbancia em A=230 nm com o numero de bicamadas. Como pode ser visto, a regressao
linear descreve o crescimento do filme indicando que a cada bicamada depositada a mesma

quantidade de material esta sendo adsorvida. *°

Figura 60 — (A) Espectros UV-vis de cada bicamada do filme LbL (PEI/PVS),(PBAp/PVS);s.
(B) Relagao entre a absorbancia em A =230 nm e o niimero de bicamadas do filme.
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Fonte: elaborado pelo autor.

7.5.2.1. Analises por FTIR e perfilometria

Analises por espectroscopia FTIR foram realizadas para correlacionar os picos de

absorcdo no infravermelho do filme (PEI/PVS),(PBAp/PVS)1s e dos polimeros usados na sua
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construcdo. Desta forma, o PEI, PBAp e PVS foram pingados em laminas de silicio e secos
em estufa a vacuo. Os espectros estdo apresentados na Figura 61. No espectro do poli(PBAp)
ha um pico largo entre 3600 a 3200 cm™ atribuido ao estiramento v O-H do BA e em 3000
cm’ relacionada ao estiramento v C-H no anel. Em 1580 e 1425 cm™ os picos s&o devido ao
estiramento v C-C do anel, enquanto em 1382 e 1345 cm™ estdo presentes dois ombros
caracterizados pela deformacdo do & B-O. Em 1117 cm™ hé deformag&o §-no plano do C-H,
em 1010 e 926 cm™ estdo relacionados & deformacéo no & B-O-H e em 650 e 618 cm™ sdo
atribuidos a  deformacdo o&-fora do plano de BO; e 6-no plano do anel C-C-C,
respectivamente. 1811

No espectro do PE| estdo presentes os picos relacionados ao estiramento em 3280 cm™

H 120,121

devido ao grupo v N e em 2930 e 2815 cm™ devido ao grupo v CH *?°*2'. O pico em

57,120,121
H,

1573 cm™ é atribuido & deformacéo & N e em 1465 e 1412 cm™ & deformagéo do &

C-H, 25" em 1300, 1100 e 1040 & deformagéo do & C-N *** 12 Enquanto o PVS apresenta

124
4

um pico em 1107, 74 e 620 cm™ correspondente & deformagcéo simétrica do & SO, e C-S.
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O espectro do filme (PEI/PVS),(PBApP/PVS),, apresenta um pico largo na regido entre
3600 e 3150 cm™ resultante do pico da hidroxila entre 3200 a 3600 cm™ do poli(PBAp)
somado ao 3280 cm™ relacionado ao grupo NH do PEI. Na regi&o em 3030-2850 varios picos
apareceram juntos pela soma dos picos em 3000, 2930 e 2815 cm™, provenientes do
poli(PBAp) e do PEI do estiramento v C-H.

Um pico novo aparece no filme em 1730 cm™ que é normalmente associado ao grupo
C=0, mas a probabilidade que tenha surgido uma nova ligacao no filme entre o poli(PBAp) e
0 PVS é baixa. Quando uma ligacdo de hidrogénio é formada com um grupo carbonila a sua
frequéncia de vibracdo é movida para valores mais baixos. *** Comparando o espectro do

filme LbL e do cast de poli(PBAp), observa-se que no segundo ha um ombro em 1705 cm™,
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pouco evidente, enquanto no filme essa banda é suprimida e deslocada para 1730 cm™,
bastante pronunciada. Isso indica que no filme cast de poli(PBAp) pode ter mais ligacGes de
hidrogénio, devido a quantidade de polimero presente causando maior agregacao e interacao
entre suas proprias moléculas. No filme LbL, o poli(PBAp) estd presente em menor
concentracdo e intercalado pelo PVS, e assim ha menos interacdo entre suas cadeias, causando
o0 deslocamento e evidéncia do pico. Em 1580 o pico € proveniente da absorcéo do PBAp e do
PEI, porém, bastante reduzido, quando comparado & regido de 1330 a 1475 cm™, isso pode ser
devido a interacdo eletrostatica na regido do nitrogénio, que apresenta a carga positiva, e com
a proximidade do PVS nessa regido a intensidade da vibracédo foi alterada. Um pico largo foi
encontrada para na regido de 1330 a 1475 cm™ provenientes da mistura das bandas de PEI e
PBAp nessa regido.

O pico em 1107 cm™ que aparece no filme feito por drop casting do PVS é
relacionado a deformacdo do acido sulfénico. No filme LbL (PEI/PVS),(PBApP/PVS),, este
pico se deslocou para uma frequéncia maior e ficou mais alargado, aparecendo na regido entre

1100 e 1265 cm™. Isso pode ocorrer devido & hidratagdo do grupo '**

ou as interacOes
intermoleculares, que ocorre no filme justamente nessa regido com o N* do BA. O pico em
1025 cm™ est4 relacionado as bandas 1046 e 1010 cm™ do poli(PBAp), assim como em 618
cm™ que aparece um pico resultado da soma do PVS em 620 cm™ e 618 cm™ do poli(PBAp).
Desta forma, os espectros indicam a presenca dos picos caracteristicos de cada material e sua
presenca no filme LbL confirmando a montagem do filme. A alteragdo de alguns picos no

filme em relagdo ao material puro indicam que esta ocorrendo interacdo entre os polimeros.

Todos os picos estdo listados na Tabela 5.
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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 diferencas
entre 0s materiais puros e o filme LbL.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Tabela 5 - Atribuigdes das frequéncias de vibracdo dos materiais puros PBAp, PEI, PVS e do
filme LbL (PEI/PVS),(PBApP/PVS)y.

PBAp PEI PVS (PEI/PVS),(PBADP/PVS),0 AtribuicBes
3600-
v O-H 118119
3200 3600 e 3150
3280 v NH 20121
3000 v C-H ™
2930 3030-2850 v CH 12012

2815 v CH 12012
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1730 C=0
1580 § C-C %
1573 1568 5 NH 57120121
1465 5 C-H 2
1425 5 C-C 1810
1412 1330-1490 5§C-H”’
1382 5B-0
1345 §B-0
1300 5 C-N B
1132-1240 6 SO,
5-no plano C-H
1117
119
1107 550,
1100 5§ C-N%
1040 5§ C-N'*
1046 5 B-O-H
1025
1010 5 B-O-H 118
926 5 B_o_H 118
744 744 5 S0,
&-fora do plano
650
802 118
620 5C-S %
610 d-no plano do
618
anel C-C-C'*®

Fonte: Elaborado pelo autor.
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O filme (PEI/PVS),(PBAp)s foi analisado por elipsometria, porém o sinal se manteve
préximo ao zero e assim ndo foi possivel determinar sua espessura. Acredita-se que esse filme

seja mais fino e ficou abaixo do limite de deteccdo da técnica.

7.5.2.2. Teste disassembly

Apols a fabricacdo do filme (PEI/PVS),(PBAp/PVS)s 0 seu desempenho para a
resposta a glicose foi verificada. Os primeiros experimentos foram feitos colocando o
(PEI/PVS),(PBApP/PVS)s em tampdo fosfato, com pH em 7,4, sob agitacdo e ap6s 30 e 60
minutos o filme foi analisado por espectroscopia UV-vis. Ap6s os primeiros 30 minutos em
tampdo a absorbancia em 230 nm decresceu um pouco, provavelmente ocasionado pela perda
de material que ndo estava bem adsorvido no filme ou a mudanca da forca ibnica entre a
solucdo de preparo do filme e tampéo. Mantendo o filme por mais 30 minutos em tampéo este
estabilizou e o efeito real dos monossacarideos pdde ser analisado, como ilustrado na Figura
61A. Em seguida, o filme foi colocado em solucéo de glicose preparada em tampéo fosfato,
pH 7,4, na concentracdo de 100 mmol.L™, sob agitacéo e analisando por espectroscopia UV-
vis nos intervalos de 30, 60, 90 e 120 minutos. Ndo houve decréscimo da absorbancia em
230 nm, significando que o filme ndo responde a glicose e o filme continua adsorvido sobre o
substrato, mesmo em concentracdes consideradas altas como 100 mmol.L™.

O mesmo procedimento foi aplicado para solucéo de frutose, sendo o filme colocado
60 minutos em tampédo para estabilizar e posteriormente, 30 minutos em frutose. A resposta
do filme (PEI/PVS),(PBAp/PVS)s teve um decréscimo quase total de absorbancia, como
apresentado na Figura 62B, significando que o filme apresenta resposta para a frutose. 1sso
ocorre porque a ligacdo do acido borénico com a D-frutose € mais forte do que com a D-

glicose. Varios trabalhos com diferentes compostos de acido borGnico reportam que a
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constante de ligacdo (K) para BA e D-frutose € varias vezes maior do que para BA e D-
g"COSG. 106,112,113

Existem trabalhados com foco na sintese de novos polimeros a fim de aumentar a
seletividade para a glicose. ' Segundo Egawa et al, filmes LbL com polimeros que ficam
menos empacotados tém uma resposta maior para a D-glicose do que 0s que sdo mais densos.

196 Em trabalhos futuros poderdo ser testados outros polianions que deixem o filme mais

poroso e possa facilitar a ligacdo entre a D-glicose e o acido bordnico.

Figura 62 — Espectros do filme (PEI/PVS),(PBAp/PVS)sem: (A) em tampao fosfato e em solucdo
glicose 100 mmol.L™ e (B) em tamp#o fosfato e em solucdo de frutose 100 mmol.L™.
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Fonte: elaborado pelo autor.

A partir da resposta positiva do filme (PEI/PVS),(PBAp/PVS)s para a frutose, varios
experimentos foram feitos para encontrar o tempo real de disassembly do filme. A principio o
filme foi colocado em solucdo de frutose preparada em tampéo fosfato a 100 mmol.L™, sob
agitacdo durante 30 minutos, e quase todo o filme foi removido. Assim, outra tentativa foi
realizada mergulhando o filme em solucéo de frutose a 10 mmol.L™, por 30 minutos, e

novamente o filme foi removido totalmente. O intervalo de tempo foi sendo reduzido
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gradualmente, de minutos para segundos e assim foi possivel determinar o tempo real de
desmontagem do filme.

A Figura 63 ilustra a absorbancia inicial do filme (PEI/PVS),(PBAp/PVS)s, apos 30 e
60 minutos em tampdo fosfato, e em seguida em solucéo de frutose 10 mmol.L™, ambos em
pH 7,4, sob agitacdo e 36°C. Como pode ser visto, o filme tem uma absorbancia diminuida
nos primeiros 30 minutos em tampao, pela perda de material, como ja citado, seguido da
estabilizacdo. Quando colocado na presenca de frutose, a absorbancia decresceu 88% em

relacdo ao valor estabilizado no tampéo em cerca de 90 segundos.

Figura 63 — Absorbancia do filme (PEI/PVS),(PBAp)sinicial, 30 e 60 minutos ap6s mergulhado em
tampao fosfato e segundos na soluco de frutose na concentracdo de 10 mmol L™.
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Fonte: elaborado pelo autor.

A fim de comparagdo foi verificada a capacidade de liberacdo dos filmes
(PEI/PVS),(PBAO/PVS)s e (PEI/PVS),(PBAM/PVS)s usando 0s mesmos parametros do
(PEI/PVS)(PBApP/PVS)s. As Figuras 64A e 64B ilustram os espectros dos filmes

(PEI/PVS)2(PBA0/PVS)s e (PEI/PVS)(PBAM/PVS)s, respectivamente, com as 5 bicamadas
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iniciais, depois de 60 minutos estabilizado em tampéo e segundos em solucéo de frutose a 10
mmol.L™ . O (PEI/PVS),(PBA0O/PVS)s levou 380 segundos para liberar 80,7% do filme,
enquanto o (PEI/PVS),(PBAmM/PVS)s levou 180 segundos para liberar 70,0% do filme, ambos
em relacdo ao valor apoOs estabilizado em tampédo. ApoOs esse tempo ndo houve mais
decréscimo na absorbancia dos filmes. Assim, foi confirmado que o polimero para € o melhor
para o sistema de liberacdo do filme na presenca de frutose, bem como o melhor para a

fabricacdo do filme LbL.

Figura 64 - Absorbancia do filme (A) (PEI/PVS),(PBAO0)s e (B) (PEI/PVS),(PBAm)sinicial, 30 e
60 minutos apds mergulhado em tampéo fosfato e segundos em solugao de frutose na
concentracio de 10 mmol.L™.
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Fonte: elaborado pelo autor.

7.5.3.  Filmes de piranina e PBA

7.5.3.1. Fabricagédo do filme (PEI/PVS),(PBApP/PYR)s

O sistema de fabricacéo e disassembly do filme de poli(PBA) proposto nesse trabalho

tem a finalidade de ser aplicado a sistemas fisioldgicos para liberacdo de diferentes moléculas
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que possam agir sob altas concentragdes de monossacarideos. Para investigar a construcao do
filme com uma molécula de tamanho menor, quando comparada ao PVS que possui longas
cadeias poliméricas, foi escolhido como modelo de droga o corante fluorescente piranina, que
possui carga negativa, pode substituir o PVS e com isso verificar a fabricacdo e disassembly
do filme pela técnica de fluorescéncia.

A Figura 65A ilustra o espectro da soluc&o de piranina em 1 mmol.L™ preparada em
agua ( eixo y a esquerda) e o filme preparado com duas bicamadas de (PEI/PVS), precursoras
e 5 bicamadas de poli(PBAp) intercalado com piranina (PYR) formando o filme
(PEI/PVS),(PBApP/PYR)s, monitorado por espectroscopia UV-vis a cada bicamada (eixo y a
direita). Desta figura é possivel observar as bandas caracteristicas da piranina na solucdo em
A =245 nm, A =290 nm, A =373 nm e A =410 nm. No filme a banda em A = 245 nm aparece
dividida em A = 230 nm proveniente da transicdo n-n* do grupo sulféoxido e em A = 250 nm,
que ¢ devido a transi¢do n-n* do anel 124 agsim como em A = 290 nm. As bandas em A = 373
nm e A = 410 nm sdo mantidas e aparece uma nova em A = 450 nm. Essas duas bandas estao
relacionadas com o estado de protonagdao da molécula, ocorrendo um aumento da banda em A
= 410 e diminuicdo em A = 450 nm quando ela estd protonada e o oposto quando esta
deprotonada. ' Assim, é possivel observar uma mudanca no estado de protonacdo da
piranina da solucdo para o filme pela variacdo dessas bandas. A Figura 65B apresenta a
relagdo entre a absorbancia do filme em A = 410 nm versus o nimero de bicamadas, indicando
a deposicéo linear do material sobre o substrato, mesmo utilizando como modelo a molécula

pequena piranina.
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Figura 65 — (A) Espectro de absorbancia da solucéo 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),(PBApP/Pyr)sem A =410 nm e o niimero de

bicamadas.
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Fonte: elaborado pelo autor.

A andlise do filme (PEI/PVS),(PBAp/PYR)s pela técnica de fluorescéncia pode ser
visto na Figura 66. O espectro do filme para emissdo em A = 500 nm apresentam as bandas de
excitagdo em A = 290 nm, 376 nm ¢ 405 nm, similar ao espectro de absor¢ao no UV-vis.
Quando o filme ¢ excitado em A = 376 nm ou 405 nm ambos resultam na banda de emissao

em A =500 nm, como segue no grafico em vermelha e azul, respectivamente.
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Figura 66 — Espectro de excitagdo do filme (PEI/PVS),(PBApP/PVS)s para emissdo em A = 500
nm (linha preta) e espectros de emissao quando excitado em A = 376 nm (linha vermelha) e A =
405 nm (linha azul).
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Fonte: elaborado pelo autor.

7.5.3.2. Analises por FTIR e perfilometria do filme (PEI/PVS)2(PBAp/PYR)s

A espectroscopia FTIR dos materiais puros poli(PBAp), PEI, PVS e piranina e do
filme LbL (PEI/PVS),(PBApP/PYR),o podem ser vistos na Figura 67. A atribuicdo dos picos
do poli(PBAp), PEI e PVS ja foram feitos na Secdo anterior 4.5.2.1 (Analises por FTIR e
perfildmetria). A piranina apresenta picos em 3380 cm™ devido & deformagéo do grupo v O-
H, em 1180 e 1110 cm™ relacionados & deformagéo do v S=O, em 1062 e 1010 cm™ atribuidos
a0 grupo SO3 e 668 e 620 cm™ devido & deformacéo v C-S. %

Assim como no filme LbL  (PEI/PVS),(PBApP/PVS),, no  filme
(PEI/PVS),(PBAP/PYR), aparece o pico alargado entre 3150 e 3600 cm™ devido &

deformacdo do v OH do poli(PBA) e do NH do PEI, e outra entre 3000 e 2915 cm™
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relacionado ao C-H do PEI. Também aparecem os picos novos em 1730 e 1580 cm™ como no
filme anterior, como ja explicado na Secdo 4.5.2.1. Um pico largo pode ser observado na
regido de 1330 a 1475 cm™ provenientes da mistura das bandas de PEI e PBAp nessa regiao.
Aparece também em 1186 relacionado ao S=0 da piranina e 1110 e 1000 devido & mistura
das bandas do PEI, PVS, poli(PBA) e piranina nessa regido. '8’

Na regido de 610-620 cm™ tem um pico muito semelhante ao do piranina. Em 664 um
pico mais alongado foi observado que pode ser a somatéria do pico em
650 cm™ do PBA e 668 cm™ da piranina. Os espectros confirmam a presenca dos materiais no
filme, principalmente do PBAp e piranina que estdo em maior quantidade e os deslocamentos

indicam a interacdo dos materiais, o que é esperado em filmes LbL. **® Todos os picos estdo

listados na Tabela 6.
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Figura 67 — Espectros FTIR dos filmes casting de PEI, PVS, piranina, PBAp e do filme LbL
(PEI/PVS),(PBAP/PYR),. As setas vermelhas indicam as diferencas entre o filme LbL e os
materiais puros.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Tabela 6 — Atribuicbes das frequéncias de vibracdo dos filmes feitos pelo método drop casting de
PBAp, PEI, PVS, Piranina e do filme LbL (PEI/PVS),(PBApP/PYR)y0.

PEI PVS PYR | (PEI/PVS),(PBAD/PYR)z0
PBAp AtribuicGes
(cm™) (cm™) (cm™) (cm™)
(cm™)
3600- v O-H
3600 e 3150
3200 118,119




3280
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v NH 120,121

3000

2930

2815

2915-3000

vC-H™
v CH 012

v CH 2012t

1730

C=0

1705

C=0...0H

1580

1573

1580

§ C-C 1811
o NH

o NH

57,120,121

1465

1425

1412

1382

1345

1300

1330-1475

5 C-H ™
§ C-C o1

§C-H>
§B-0™

§B-0 ™

S C-N 123

1180

1186

§S=0"'

1117

1110

1100

1107

1110

0 C-H no

plano
6 S=0

§ C-N™

§ S0,

1062

6803”7

1040

§ C-N 122
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1010 § B-O-H 118
1000
1010 5 SO,
926 B-O-H '8
744 744
6 BO, fora
650
664 do plano '
668
620 §C-8
618 610-620 5C-C-C™®
610-620

Fonte: Elaborado pelo autor.

A espessura do filme (PEI/PVS),(PBAp/PYR)s foi determinada por perfilometria,

como apresentado na Figura 68. Houve um aumento gradual da altura, provavelmente devido

a variacao de volume das solucdes usadas para preparar o filme, que dificulta o inicio de todas

as bicamadas exatamente no mesmo ponto. O filme tem em média 64,15 nm de espessura,

como indicado pela linha vermelha na Figura 68, e picos até 174 nm devido aos agregados

que formam sobre o filme, um comportamento comum da técnica LbL. %
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Figura 68 — Anélise de perfildmetria do filme (PEI/PVS),(PBApP/PYR)s
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Fonte: elaborado pelo autor.

7.5.3.3. Teste disassembly

A partir da formacdo do filme de poli(PBAp) e o corante fluorescente piranina foi
possivel acompanhar a liberacdo do filme (PEI/PVS),(PBAp/PYR)s através de espectroscopia
UV-vis e fluorescéncia. Para realizar esse teste foram utilizados os mesmo parametros
determinados para o filme (PEI/PVS),(PBAp/PVS)s na Secdo 4.5.2.2 (Teste disassembly). O
filme (PEI/PVS)(PBAp/PYR)s foi colocado em tampéo fosfato pH 7,4, sob agitagédo e 36°C,
durante 60 minutos, sendo que a cada 10 minutos o filme foi avaliado por espectroscopia UV-
vis e a solucdo por espectroscopia de fluorescéncia.

Os espectros UV-vis do filme com 5 bicamadas e 15 minutos apos ter sido mergulhado
em tampdo pode ser visualizado na Figura 69. No espectro € possivel observar um decréscimo
da absorbancia do filme no tampao, e que a bandas em A = 410 nm desloca para A = 450 nm.
Como foi explicado na Segéo 4.5.3.1 de fabricagdo do filme, essa variacéo esté associada ao
estado de protonacdo da molécula. No pH 6, em que a piranina foi preparada e utilizada para a

construcdo do filme ela estava protonada e uma porcdo das moléculas de piranina interagiu
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com o poli(PBAp) por ligacbes de hidrogénio, enquanto a outra por interacdo eletrostatica.
Quando esse filme foi mergulhado em pH 7,4 a piranina passou para um estado mais
deprotonado e desfez as ligacbes de hidrogénio, deixando que o filme fosse parcialmente
desmontado e restou a porcdo do filme que foi montada por interacbes eletrostaticas. 1sso
pode ser constatado na Figura 70 pelas duas técnicas espectroscopicas, a qual mostra que a
absorbancia do filme apds 10 minutos em tampao decaiu 44,1% em relacdo a inicial, enquanto
a fluorescéncia da solugcdo aumentou 47,3% (considerando a intensidade da solucdo em 3850
segundos como 100%). Nos proximos 20, 30, 40, 50 e 60 minutos em tampéo, o filme e a
solucdo se mantiveram estaveis. A partir disso, o filme foi mergulhado em frutose
30 mmol.L™ preparada em tampédo fosfato, pH 7,4, sob agitacdo e 36°C, para estimar a real
resposta do filme ao monossacarideo. As duas técnicas foram complementares, de forma que
enquanto a absorbancia do filme diminuia a intensidade da solucdo da fluorescéncia
aumentava, estabilizando em aproximadamente 180 segundos. Pela absorbancia 67,8% do

filme foi desmontado (calculo feito com o valor de absorbancia apds 60 minutos no tampéo).

Figura 69 — Espectros de absorbancia do filme (PEI/PVS),(PBAp/PYR)s inicial e ap6s 15 minutos em

tampéo.
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— Filme 15 min em tampéo
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 70 — No eixo esquerdo, em preto esta a absorbancia do filme (PEI/PVS),(PBAp/PYR)sem
A =410 nm inicial, minutos em tamp&o 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 de liberagéo.
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Fonte: elaborado pelo autor.

O filme (PEI/PVS),(PBAp/PVS)s se decompbs 88% em 90 segundos em solucdo de

frutose a 10 mmol.L™ enquanto o (PEI/PVS),(PBAP/PYR)s se decompds 67,8% em 180

segundos em solucdo de frutose a 30 mmol.L™. Esta diferenca de comportamento pode estar

associada a forca da interacdo eletrostatica maior entre o poli(PBAp) e piranina do que com o

PVS. Cada material usado resulta em um filme LbL com caracteristicas particulares, porém

tanto o PVS quanto o corante podem ser empregados nos sistemas de resposta a frutose. Esse

resultado mostra a versatilidade do sistema e possibilidade de emprego de outros materiais e

biomoléculas.
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7.6. Conclusao

O pH do poli(PBA) tem uma relacdo direta com a carga do polimero. Em pH acido a
carga superficial & predominantemente positiva, diminuindo gradativamente com o aumento
da acidez, devido a incorporacdo de mais uma hidroxila ao grupo bordnico, tornando-o mais
negativo. Desta forma o pH 7,3-7,4, foi o escolhido para o estudo, no qual a carga de
superficie do PBAp é 25,4 mV, por ser um valor proximo dos polieletrélitos usados em filmes
LbL e estar na faixa fisioldgica.

Entre os isdbmeros de PBA orto, meta e para, o para foi o que apresentou o maior
indice de crescimento, indicado pelo coeficiente angular obtido aplicando a equacédo da reta
nos graficos de crescimento dos filmes. No isdbmero para o BA estd mais distante do grupo
positivo que interage com o polieletrolito de carga oposta, apresentando menor interferéncia
do que o meta e orto. O mesmo padrao foi observado nos testes disassembly do filme, no qual
o filme com o isdmero para foi o que apresentou maior porcentagem de disassembly.
Portanto, o PBA para, foi o escolhido para os demais experimentos.

A espectroscopia UV-vis comprovou a montagem dos dois filmes a cada camada de
poli(PBA) usado como policétion intercalado com os polidnions PVS ou piranina, com a
formagéo de (PEI/PVS),(PBAp/PVS), e (PEI/PVS),(PBAp/PYR),, com a apresentacdo das
principais bandas de absor¢do do PBA e da piranina, respectivamente. A técnica FTIR
apresentou picos correspondentes a cada material usado e alguns picos deslocados indicando
sua presenca nos filmes e possiveis interacdes entre seus componentes.

Os testes disassembly indicaram que o filme (PEI/PVS),(PBAp/PVS), ndo apresenta
resposta a glicose, mas sim a frutose, devido ao valor da constante de ligacdo do PBA e
frutose ser maior do que com a glicose. Os parametros para determinar o tempo de
decomposicéo dos filmes foram otimizados e foi encontrado que em 10 mmol.L™ de frutose o

(PEI/PVS),(PBAp/PVS)s desmonta 88% em 90 segundos, enquanto 0
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(PEI/PVS),(PBAP/PYR)s desmonta 67,8% em 180 segundos em uma solucdo de 30 mmol.L™
de frutose. Isso indica que apesar do filme (PEI/PVS),(PBAp/PYR)s ser construido com uma
molécula de polianion relativamente pequena em relacéo ao polimero PVS, a interacdo é mais
forte, o que tém influéncia no processo, mas ainda assim permite a construcao e aplicacédo
deste filme em sistemas inteligentes de resposta a frutose com o uso de moléculas pequenas.
Em relacdo aos demais sistemas criados com PBA este oferece uma maior seletividade e

resposta extremamente rapida para a frutose.



144

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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