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Resumo

Biomateriais poliméricos e nanoestruturados foram preparados, caracterizados e suas
propriedades foram investigadas visando avaliar o potencial de aplicacdo de
biomateriais multifuncionais como sistemas de liberacdo de farmacos e agentes de
separagdo magnética. As poliaspartamidas responsivas a temperatura obtidas pela
reacao de amindlise da polissuccinimida com a isopropilamina tém sido propostas como
materiais promissores para aplicacBes biomédicas. Devido a que sdo susceptiveis a
hidrélise, a temperatura critica inferior de solugdo (LCST) das poliaspartamidas
depende do pH. Um conjunto de amostras de poliaspartamidas com diferentes graus de
hidrolise (DH) e grau de substituicdo (DS) foram preparadas. A influéncia do DH, do
DS e do pH na LCST foi investigada. Os resultados sugerem que a LCST pode ser
ajustada em funcdo do DS, do DH e do pH permitindo o uso de poliaspartamidas
responsivas em diferentes aplicacbes biomédicas. Agregados de nanoparticulas
magnéticas tem sido propostos como materiais adequados para processos de separacao
magnética. A sintese de agregados de nanoparticulas 6xido de ferro com uma casca de
silica na superficie foi realizada em trés etapas. Primeiro, um ferrofluido orgéanico foi
preparado. Em seguida, o ferrofluido foi usado para preparar a emulsdo magnética e
posteriormente obteve-se agregados de nanoparticulas de éxido de ferro com tamanhos
similares. Finalmente, os agregados foram recobertos com uma casca de silica usando o
processo sol-gel e o TEOS como precursor. Foi investigado o processo de formacéo da
casca de silica em funcdo do teor de TEOS. Determinou-se aproximadamente a
quantidade minima de TEOS necessaria para induzir a formacdo da casca de silica ao
redor dos agregados de nanoparticulas de éxido de ferro. A deposi¢do de silica comeca
nos intersticios dos agregados e depois forma a casca na superficie dos agregados. A
espessura da casca de silica depende da concentragdo de TEOS utilizada durante a
sintese. As nanoparticulas hibridas podem combinar as funcfes de diagndstico e terapia
de seus componentes em um Unico sistema nanoestruturado e, portanto, podem ser
ajustadas de acordo com as aplicagcfes almejadas. Nanoparticulas hibridas de silica tem
recebido grande interesse na area biomédica pela capacidade de combinar em um anico
sistema as propriedades da silica com as funcionalidades oferecidas pelos componentes
organicos e bioldgicos. A albumina, uma proteina natural, possui a habilidade de formar
ligagbes com uma ampla variedade de moléculas. Portanto, pode servir como um

excelente transportador de farmacos e outras biomoléculas. Nanoparticulas hibridas de



silica e albumina foram sintetizadas através da deposicdo de silica em molde nas
nanoparticulas de albumina. Foi investigado o efeito da concentracdo de TEOS e de
hidréxido de ambnio nas caracteristicas das nanoparticulas hibridas. Foram obtidas
nanoparticulas esféricas com tamanhos homogéneos. Os resultados sugerem que 0
tamanho das particulas, o ponto isoelétrico e o conteudo de silica das nanoparticulas
dependem da concentracdo de TEOS e hidroxido de amonio usado na sintese. A
distribuicdo de silica nas nanoparticulas de albumina ndo foi uniforme, aparentemente
variou com as condicdes de sintese. Os biomateriais preparados apresentaram
caracteristicas preliminares adequadas para as aplicacGes previstas nos capitulos da tese.
Porém, é necessario continuar os trabalhos com ensaios de biocompatibilidade e testes
de aplicacgdo tecnoldgica.



Abstract

Polymeric and nanostructured biomaterials were prepared, characterized and their
properties were investigated in order to evaluate the potential of application of
multifunctional biomaterials as drug release systems and magnetic separation agents.
The temperature-responsive polyaspartamides obtained by the aminolysis reaction of
polysuccinimide with isopropylamine have been proposed as promising materials for
biomedical applications. Because they are susceptible to hydrolysis, the lower critical
solution temperature (LCST) of the polyaspartamides is pH dependent. A set of
polyaspartamide samples with different degrees of hydrolysis (DH) and degree of
substitution (DS) were prepared. The influence of DH, DS and pH on LCST was
investigated. The results suggest that LCST can be adjusted as a function of DS, DH
and pH allowing the use of responsive polyaspartamides in different biomedical
applications. Magnetic nanoparticle aggregates have been proposed as suitable materials
for magnetic separation processes. The synthesis of aggregates of iron oxide
nanoparticles with a surface silica shell was performed in three steps. First, an organic
ferrofluid was prepared. Thereafter, the ferrofluid was used to prepare the magnetic
emulsion and subsequently aggregates of iron oxide nanoparticles with similar sizes
were obtained. Finally, the aggregates were coated with a silica shell using the sol-gel
process and TEOS as precursor. The process of formation of silica shell was
investigated according to the content of TEOS. The minimum amount of TEOS required
to induce the formation of the silica shell around the iron oxide nanoparticle aggregates
was determined. Silica deposition begins at the interstices of the aggregates and then
forms the shell on the surface of the aggregates. Hybrid nanoparticles can combine the
diagnostic and therapeutic functions of their components into a single nanostructured
system and therefore can be adjusted according to the intended applications. Hybrid
silica and albumin nanoparticles were synthesized by deposition of silica in template
onto albumin nanoparticles. The effect of TEOS and ammonium hydroxide on the
characteristics of hybrid nanoparticles was investigated. Spherical nanoparticles with
homogeneous sizes were obtained. The results suggest that the particle size, isoelectric
point and silica content of the nanoparticles depend on the concentration of TEOS and
ammonium hydroxide used in the synthesis. The prepared biomaterials presented

adequate preliminary characteristics for the applications intended in the thesis chapters.
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Motivacéao
Os biomaterias sdo materiais destinado a interagir com sistemas biol6gicos para avaliar,
tratar, incrementar ou substituir qualquer tecido, 6rgdo ou funcdo do corpo. Assim 0s
biomateriais melhoram a qualidade de vida dos seres humanos e de outros animais. O
desenvolvimento de novos biomateriais € um campo multidisciplinar em continuo
crescimento o qual recebe aportes da fisica, quimica, biologia, engenharia de materiais e
biomedicina. Particular interesse tem recebido os polimeros responsivos a estimulos e
as nanoestruturas pelas propriedades unicas que introduzem novas funcionalidades e a
versatilidade para atuar em distintos ambientes biologicos. Esta tese apresenta
contribuicbes na elaboragcdo de biomateriais poliméricos e nanoestruturados que
representam um avango na engenharia de materiais. Atualmente procura-se um
substituto ao PNIPAAmM que possua as mesmas caracteristicas, porém que apresente
uma maior biocompatibilidade, assim o primeiro biomaterial preparado é a

poliaspartamida que poderia ser o candidato a substituto de PNIPAAm.

A técnica de separacdo magnética pode ser empregada na separacdo de acidos
nucleicos. Para diminuir o tempo de separacdo & necessario utilizar materiais que
respondam rapidamente a presenca de um campo magnético. Os agregados de
nanoparticulas superparamagnéticas de oxido de ferro (SPION) sdo separadas
rapidamente de uma suspensao aquosa em presenca de um campo magnético externo, o
segundo biomaterial preparado sdo agregados de SPION recobertos com silica os quais

poderiam ser utilizados na técnica de separa¢do magnética de acidos nucleicos.

A albumina forma parte da formulacéo de sistemas de liberacdo controlada de farmacos
por sua capacidade de interagir com biomoléculas. O Abraxane® é um sistema de
liberacdo controlada baseado em nanoparticulas de albumina disponivel no mercado.
Atualmente existe um interesse em aprimorar as capacidades destes sistemas. A
introdugdo de silica nas nanoparticulas de albumina fornece ao sistema novas
funcionalidades. O terceiro biomaterial preparado neste trabalho sdo nanoparticulas
hibridas de albumina e silica, as quais poderiam ser utilizadas como sistemas de

liberac&o controlada de farmacos.
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Prefacio

Esta tese de doutorado foi elaborada de maneira que o leitor possa compreender
isoladamente as amostras dos materiais preparados. Cada capitulo foi dividido da
seguinte forma: introdugdo com uma revisdo dos principais conceitos necessarios para
compreender o capitulo, objetivos, materiais e métodos, resultados e discussdo e as

conclusoes.

No Capitulo 1 descreve-se a sintese e caracterizacdo de uma série de
poliaspartamidas responsivas a temperatura e ao pH. Avalia-se a influéncia do grau de
hidrélise, do grau de substituicdo e do pH na temperatura critica inferior de solugdo
(LCST) das poliaspartamidas.

No Capitulo 2 descreve-se a elaboracdo de agregados de nanoparticulas de 6xido
de ferro de tamanhos homogéneos envolvidos por uma casca de silica. As condicdes

necessarias para a formacéo da casca de silica na superficie sdo estudadas.

No Capitulo 3 descreve-se a preparacdo de nanoparticulas hibridas compostas
por albumina de soro bovino e silica através do método de deposicdo em molde. Foi
estudada a influéncia da quantidade do precursor de silica e do catalisador nas

propriedades das nanoparticulas hibridas preparadas.
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Objetivo Geral da Tese

Esta tese de doutorado tem por objetivos gerais as preparacgoes de trés tipos de

biomateriais visando a:

1. Contribuir para a preparacao de poliaspartamida responsiva a temperatura com

propriedades fisico-quimicas adequadas como candidata a substituicdo de PNIPAAmM.

2. Obter particulas homogéneas formadas por agregados de nanoparticulas de 6xidos de
ferro recobertos por uma casca de silica para atuar como adsorventes no processo de

separacdao magnética de &cidos nucleicos.

3. Desenvolver nanoparticulas hibridas de albumina e silica e propor como um potencial

sistema de liberacao controlada de farmacos.
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Capitulo 1: Poliaspartamida responsiva a temperatura e ao
pH

1. Introducéo

1.1. Polimeros responsivos a estimulos

Polimeros responsivos a estimulos sofrem mudancas fisicas e quimicas abruptas
em resposta a um estimulo (mudancas no ambiente). Em nivel macromolecular as
cadeias poliméricas podem ser alteradas de diferentes maneiras, incluindo mudangas no
equilibrio entre regides hidrofilicas e hidrofobicas, conformag¢do macromolecular, grau
de associacdo intermolecular, solubilidade, degradacao e clivagem de ligacGes, e estas
causardo mudancas fisico-quimicas detectaveis [1]. Uma caracteristica importante deste
tipo de material é a reversibilidade, isto €, a capacidade do polimero para retornar ao seu
estado inicial quando as condi¢Bes iniciais sdo restauradas. Os estimulos séo
comumente classificados em trés categorias: fisico, quimico ou biolégico. Estimulos
fisicos (luz, temperatura, ultrassom, campo magnético, campo elétrico) geralmente
modificam a dindmica da cadeia, ou seja, a energia do sistema polimero/solvente,
enquanto estimulos quimicos (solvente, forga ibnica, potencial redox, pH) modulam
interacdes moleculares entre moléculas de polimero e solvente, ou entre as cadeias
poliméricas. Estimulos bioldgicos (enzimas e outras biomoléculas) relacionam-se com o
funcionalidade real das moléculas: reagBes enzimaticas e reconhecimento de receptor de
moléculas [1]. Além disso, existem os polimeros que respondem simultaneamente a
mais de um estimulo [2]. Uma ilustracdo com as trés categorias de estimulos esta

esquematizada na Figura 1.

Nos ultimos anos, os polimeros responsivos a estimulos receberam grande
interesse devido as suas destacadas propriedades para o campo tecnoldgico,
principalmente em multiplas aplicagdes biomédicas, tais como em sistemas de
transporte e liberagdo controlada (farmaco, genes, etc.), engenharia de tecidos,
bioanalise, geragdo de imagens, etc.. Polimeros estruturados responsivos a estimulos,
tais como dendrimeros, micelas, vesiculas, nanoparticulas e superficies responsivas
mostraram resultados favoraveis no diagnostico e tratamento de doencas, 0 que 0s torna

uma ferramenta comumente utilizada em biomedicina [3, 4].
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Figura 1. Classificacdo dos estimulos aos quais respondem alguns polimeros.

Enzima

O,
OH

OH OH

Glucose

Bioldgico

Elaborado pelo autor.

1.2. Polimeros responsivos ao pH

Polimeros responsivos ao pH normalmente contém grupos fracamente acidos
(grupo carboxila) ou grupos fracamente basicos (grupo amina), estes liberam prétons ou
aceitam proétons, respectivamente, em resposta ao pH do ambiente. Sob certos valores
de pH, os grupos funcionais apresentados ao longo da cadeia principal e das cadeias
laterais do polimero podem ser dissociados, o que leva a uma mudancga conformacional,
resultando na sua expansdo ou dissolucdo [1]. Em um polimero com grupos carboxila,
um aumento no pH (acima do pK,) gera um aumento no grau de ioniza¢do, ou seja uma
maior quantidade de grupos carboxila (-COOH) transforma-se em grupos carboxilato (-
COO0), resultando em maior repulsdo eletrostatica entre as cadeias e em um aumento na
afinidade do polimero pela dgua. Assim, estes polimeros experimentam uma transicdo
de fase hidrofilica/hidrofébica induzida por mudangas no pH. A Figura 2 ilustra este
comportamento. A transicdo de fase acontece perto do valor de pKa associado ao grupo
carboxila do polimero. O estado de dissociagdo nestes materiais é facilmente revertido
pelo restabelecimento do pH da solucéo, assim, o comportamento de comutacdo de
materiais responsivos ao pH é reversivel. Um comportamento similar acontece em

polimeros com secfes basicas como o grupo amina, porém o grau de dissociagdo
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aumenta ao diminuir o pH. Por outra parte, ligacGes labeis responsivas ao pH, tais como
hidrazona, imina, acetal, etc. sdo estaveis no pH fisiolégico, porém, sdo hidrolisadas
quando séo transportados para ambientes com outro valor de pH [5].

O pH é um pardmetro ambiental importante para aplicagdes biomédicas porque
ocorrem mudancas de pH em muitos compartimentos especificos ou tecidos
patoldgicos. O valor do pH € de aproximadamente 7,4 na circulacdo sanguinea e nos
tecidos saudaveis, enquanto que o pH dos sitios extracelulares do tumor e dos tecidos
inflamados é aproximadamente 6,5. O valor do pH pode até diminuir no citoplasma
intracelular ou nas organelas celulares, tais como os endossomas (pH ~ 5-6), 0s
lisossomas (pH ~ 4-5) e o aparelho de Golgi (pH ~ 6,4) [4, 5]. Os gradientes
significativos de pH no trato gastrointestinal que passam de um intervalo de pH 1-3 no
estdmago para um intervalo de pH 5-8 no intestino, fornecem boas condic¢des para a

para administracdo oral de farmacos [6].

Os polimeros responsivos ao pH sofrem alteracdes de conformacédo ou clivagem
de ligacdes em valores de pH especificos [5]. Os polimeros responsivos ao pH mais
utilizados sdo: quitosana, poli(acido acrilico), polietilenoimina, polilisina, poli(acido
metacrilico), poli(acido glutamico), polivinilpirrolidona, polihistidina, entre outros [1,
5].

Figura 2. Representacdo do comportamento responsivo ao pH de um polimero com

grupos carboxila.
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1.3. Polimeros responsivos a temperatura

Os polimeros responsivos a temperatura, conhecidos também como polimeros
termorresponsivos exibem uma transicdo de fase a certa temperatura em torno da qual
as interacGes hidrofébicas e hidrofilicas entre as cadeias poliméricas e 0 meio aquoso
mudam abruptamente dentro de uma pequena faixa de temperatura. Isto pode ser visto
como uma mudanga na solubilidade do polimero causada pelas alteragfes na
configuragdo da cadeia polimérica. Os polimeros termorresponsivos que se tornam
insolUveis apds aquecimento tém uma temperatura critica inferior de solugdo (LCST).
Por outra parte, polimeros termorresponsivos que se tornam solGveis apds o
aquecimento tém uma temperatura critica superior de solu¢cdo (UCST) [7]. Num
polimero com LCST a eficiéncia das interacdes solvente-polimero diminui com o
aumento da temperatura, ocorrendo um aumento na associacao de ligacdes hidrofdbicas,
enquanto as ligacbes de hidrogénio entre o polimero e a 4gua enfraquecem, resultando
na separacdo de fases acima da LCST. O valor de LCST define, portanto, a temperatura
na qual o polimero transita de uma formacdo de cadeias poliméricas hidratadas e
solGveis em &gua para um estado de glébulo colapsado e insoltvel, o qual pode ser
observado macroscopicamente como uma transicdo de uma solucdo translucida para
uma suspensdo turva [8]. Uma representacdo esquematica desse fendmeno é ilustrada na
Figura 3. A LCST (ou UCST) pode ser finamente ajustada alterando a composicao
guimica e a massa molar do polimero. Pela incorporacdo de monémeros que apresentam
dominios hidrofilicos ou dominios hidrofobicos, a LCST do copolimero resultante
aumenta ou diminui, respectivamente. Alternativamente, os polimeros podem ser
reticulados para formar hidrogéis, nesse caso, a temperatura de transicdo é conhecida

como temperatura de transicdo de fase volumétrica (VPTT) [9].

O polimero termorresponsivo mais estudado e usado como modelo em sistemas
com possiveis aplicacbes biomédicas é a poli(N-isopropilacrilamida) (PNIPAAm),
devido ao valor de LCST ser proximo da temperatura do corpo humano, a sintese nao
complicada, a transicao de fase nitida e a copolimerizacao facil com outros monémeros.
QOutros polimeros também utilizados sdo poli(N,N-dietilacrilamida), poli(N-
vinilcaprolactama) (PNVCL), poli(2-isopropil-2-oxazolina), poli(metilvinileter),
polimeros derivados da agarose ou celulose, etc [7, 8]. A maioria das aplicacBes
biomédicas desses polimeros baseia-se na mudanca de temperatura, como por exemplo

da temperatura ambiente para a temperatura do corpo, a qual induz alteragdes nas
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propriedades fisico-quimicas do polimero. Por exemplo, o processo de gelificacdo é
empregado especialmente em aplicagbes topicas e em scaffolds biodegradaveis
injetaveis. Aplicacdes em cultura de células utilizam os polimeros termorresponsivos
como substratos para regular a adesao das células a superficie. Sistemas de transporte e
liberacdo controlada sdo elaborados a partir de polimeros termorresponsivos para
armazenar moléculas com atividade bioldgica e liberd-las especificamente no tecido

desejado quando se produz uma mudanca de temperatura [6, 8].

Figura 3. Representacdo do comportamento responsivo a temperatura de um polimero que
apresenta LCST.
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1.4. Polimeros responsivos ao pH e a temperatura

Em um esforgo para aumentar a eficacia terapéutica dos sistemas responsivos a
estimulos, polimeros sofisticados que respondem a estimulos duplos ou maltiplos foram
desenvolvidos. Os polimeros responsivos ao pH e a temperatura estdo entre os sistemas
de dupla responsividade mais estudados. Muitos sd@o concebidos e preparados
incorporando componentes sensiveis ao pH ( acidos fracos ou bases fracas), em
polimeros termorresponsivos, o que confere aos copolimeros resultantes uma LCST
dependente do pH. A combinacdo de propriedades responsivas ao pH e a temperatura
em uma plataforma Unica permite alteragdes fisico-quimicas no polimero em meios
bioldgicos, como a variagdo na estrutura conformacional e na solubilidade, resultando
em um sistema adequado de administracdo de farmacos para administragdo oral, uma
vez que o0 ambiente do trato gastrointestinal pode controlar as propriedades do polimero

multiresponsivo [2].
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1.5. Polimeros biocompativeis e biodegradaveis

Um biomaterial pode ser definido como um material destinado a interagir com
sistemas biologicos para avaliar, tratar, incrementar ou substituir qualquer tecido, 6rgéo
ou funcéo do corpo [10]. O pré-requisito essencial para qualificar um material como um
biomaterial é a biocompatibilidade, que € a capacidade de um material para atuar em
uma aplicacdo especifica com uma resposta apropriada do hospedeiro. Em geral,
elevado grau de biocompatibilidade é conseguido quando o material interage com o
corpo sem induzir resposta toxica, imunogénica, ou cancerigena. Geralmente, a
depuracdo dos polimeros em aplicacbes biomédicas é muitas vezes um objetivo

desejavel apds a sua introducdo no corpo e o desempenho de sua funcédo [11].

Polimeros biodegradaveis, ou seja, aqueles que sdo degradados internamente e
posteriormente eliminados do organismo sdo preferidos muitas vezes mais do que
polimeros ndo-biodegradaveis, porque eles ndo exigem remocdo futura [11]. A
biodegradacdo de polimeros envolve a clivagem das ligacdes no polimero em presenca
de &gua ou enzimas, o que produz a degradacdo do polimero. Polimeros sintéticos e de
derivados biol6gicos (ou naturais) tém sido amplamente estudados como biomateriais

poliméricos biodegradaveis.

Os polimeros biodegradaveis e biocompativeis mais utilizados sdo o poli(acido
lactico-co-acido glicolico) (PLGA), poli(acido lactico) (PLA), poli-e-caprolactona
(PCL), quitosana e gelatina [11]. Algumas das aplicacbes biomédicas atuais de
materiais poliméricos biodegradaveis incluem: (a) grandes implantes, tais como
parafusos dos 0ssos, placas Osseas e reservatérios contraceptivos, (b) pequenos
implantes, tais como grampos, suturas e nano ou micro veiculos de liberacdo controlada
de farmacos, (c) membranas lisas e para a regeneracdo guiada de tecidos, e (d) malhas

de multifilamentos ou estruturas porosas para a engenharia de tecidos [10].

1.6. Polissuccinimida, poli(acido aspartico) e poliaspartamidas

A polissuccinimida (PSI) € um polimero biodegradavel e biocompativel, cuja
unidade monomerica € a succinimida, uma imida ciclica de 5 membros, representada na
Figura 4. O carbono do grupo carbonila da unidade monomeérica é susceptivel a ataques
nucleofilicos [12, 13]. Aproveitando esta caracteristica foram produzidos muitos

derivados poliméricos da PSI. O processo mais utilizado para sintetizar a
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polissuccinimida € a policondensagdo térmica do acido aspartico em uma atmosfera
inerte, geralmente catalisada com &cido fosforico, um método de sintese facil e que ndo
produz subprodutos tdxicos. A PSI também pode ser obtida pela reacdo de anidrido
maleico e amonia, a limitacdo deste método € que produz polimeros com baixa massa
molar ( 1000 — 3000 g/mol). PSI com maior massa molar (> 5000 g/mol) é usada
principalmente como agente espessante, modificador de viscosidade e umectante ou em
muitas aplicagdes biomédicas, tais como imobilizagdo enzimatica e entrega de drogas
[12]. PSI, assim como seus copolimeros e polimeros derivados sdo aplicados como
inibidores de corrosdo, inibidores de incrustacdes minerais, aditivos para cosméticos e
produtos de toucador e higiene pessoal, intensificadores de absorcéo de nutrientes para
plantas, lubrificantes para correias transportadoras, agentes preventivos para o tartaro na

preparacdo de dentifricos e hidrogeéis para aplicacdes médicas [12].

Figura 4. Sintese do PAA através da hidrolise da PSI.
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O poli(acido aspartico) (PAA) é preparado pela hidrolise basica da PSI. Uma
representacdo esquematica da hidrdlise de PSI é mostrada na Figura 4. Devido a que
PSI tem dois sitios reativos para a hidrolise, o PAA é um polimero formado por duas
unidades monoméricas isoméricas conhecidas como estrutura o e estrutura 3. A razao
entre as unidades o e f no PAA pode ser alterada ajustando-se o pH do meio no qual a

hidrolise ocorre. Quanto mais elevado o pH do meio, menor sera propor¢do da estrutura
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a no produto [12]. A proporcao dessas unidades é quase ndo influenciada pela forca
ibnica e temperatura. O PAA ¢é um polimero com uma estrutura similar as proteinas,
solivel em agua, biocompativel e biodegradavel (os produtos da degradacdo ndo séo
toxicos). Devido a estas carateristicas é atrativo para aplicagdes em biomedicina,
cosméticos e alimentos. Também é considerado como um produto quimico sustentavel e
ecologicamente correto. Este polimero i6nico é usado como material de troca de ions
metalicos para remover residuos metalicos de Aaguas residuais, como um anti-
incrustante, detergente, dispersante, fertilizante, como agente gquelante e complexante,
em cosmeéticos e em creme dental para evitar a formacao de placa [12]. Hidrogéis de
poli(acido aspartico) sensiveis ao pH sdo formados por cadeias de poli(acido aspartico)
reticuladas quimicamente. Eles apresentam capacidade de absorver grandes quantidades
de &gua, esta capacidade é depende do pH do meio ambiente, portanto ao variar o pH do
ambiente, o hidrogel sofre intumescimento ou encolhimento [14, 15]. O PAA degrada
rapidamente sob condigdes bioldgicas e fisioldgicas. A biodegradabilidade do PAA
pode ser influenciada pelas estruturas ramificadas e pelos grupos terminais irregulares.
Foi reportado que o PAA preparado na presenca de catalisador &cido foi
significativamente mais biodegradavel (100% de degradacdo) do que o PAA sintetizado

via polimerizacéo térmica sem catalisador &cido [12].

As poliaspartamidas, derivados da PSI que sdo produzidos por amindlise, tém
sido amplamente propostas para aplicaces biomédicas na entrega de farmacos, entrega
de genes, scaffolds de gel entre outras. Estas poliamidas s&o formadas pelo ataque de
uma molécula com um grupo amina (normalmente amina primaria) aos anéis da PSI,
produzindo ligagfes amida através de ambos grupos carboxila a ¢ B nos anéis imida
[12]. Uma representacdo desta sintese pode ser observada na Figura 5 e por
simplicidade foi considerado s6 a formacgéo de estruturas o. As poliaspartamidas séo
semelhantes as proteinas e pode-se pressupor que estes compostos sdo clivados e
degradados no corpo em pequenos peptideos. Essas pequenas fracbes ndo sdo toxicas e
sdo facilmente eliminadas. Usualmente a sintese de poliaspartamidas acontece em
DMSO ou DMF devido a que conseguem dissolver a PSI e sdo solventes aproticos o
que favorece a reacdo da amina com os anéis da PSI. Devido a fécil reacéo entre a PSI
e as aminas primarias, muitas poliaspartamidas com distintas funcionalidades tem sido
preparadas para aplicagbes em biomedicina. Destacam especialmente as

poliaspartamidas responsivas a estimulos como temperatura (PSI + isopropilamina)
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[16], pH (PSI + 3-(dietilamino)propilamina) [17], potencial redox (PSI + cistamina)

[18], poliaspartamida multirresponsivas [19], etc.

Figura 5. Sintese de poliaspartamida através da amindlise da PSI.
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A reacdo da PSI com isopropilamina produz uma poliaspartamida com uma
unidade de repeticdo (unidade N-isopropilaspartamida) semelhante a PNIPAAm (Figura
6). Devido a esta semelhanca, a poliaspartamida possui um comportamento responsivo a
temperatura, e portanto torna a poliaspartamida um substituto importante da PNIPAAm.
No entanto, nem todas as succininimidas da PSI reagem com a isopropilamina devido
ao impedimento estereoquimico do volumoso grupo isopropila da isopropilamina.
Portanto, esta molécula sofre impedimento estérico para reagir com grupos succinimida
que estejam perto de unidades N-isopropilaspartamida, pois estas unidades também
possuem o0 grupo isopropila volumoso. Artigos cientificos tem reportado que no
méaximo somente 80% das succinimidas na PSI reagem com a isopropilamina [16]. Gu
et al. [16] estudaram o efeito dos grupos pendentes no comportamento sensivel a
temperatura, substituindo os grupos succinimida remanescentes usando aminas lineares
que reagem eficientemente, porque ndo apresentam impedimento estérico. Tanimoto et
al. [20] propuseram a reacdo de PSI com isopropilamina e reconheceram as

succinimidas remanescentes. No entanto, eles ndo consideraram que a hidrolise da
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succinimida remanescente acontece mesmo em pH 7 produzindo grupos carboxila
responsivos ao pH, pelo qual a LCST das poliaspartamidas dependem do pH da solucdo
[21, 22]. Portanto, a proposta deste capitulo é avaliar a influéncia do pH, o grau de
hidrolise e o grau de substituicdo na LCST de poliaspartamidas.

Figura 6. Semelhanca entre a PNIPAAmM e a estrutura produzida pela amindlise da PSI
(N-isopropilaspartamida).

PNIPAAM Estrutura produzida pela
amindlise da PSI

Elaborado pelo autor.
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2. Objetivos
-Preparar poliaspartamidas responsivas ao pH e & temperatura a partir da
polissuccinimida, como possiveis substitutos a PNIPAAm.

-Caracterizar as propriedades fisico-quimicas dos polimeros preparados atraves das
técnicas GPC, FTIR, 'H-NMR e medidas de transmitancia UV-Vis em funcdo da

temperatura para determinar a LCST.

-Avaliar a influencia do pH, do grau de hidrolise e do grau de substituicdo na LCST

dos polimeros obtidos.

3. Experimental

3.1. Materiais e reagentes

N, N-dimetilformamida (DMF, 99,8%), acido L-aspartico (ASP, 98%),
isopropilamina (99,5%) e membrana de celulose para dialise (MWCO 14 kDa) foram
adquiridos de Sigma-Aldrich. Hidréxido de sodio (NaOH, 97,0%) e &cido fosférico
(H3PO4, 85%) foram obtidos da Synth. Eter etilico (98,0%) foi adquirido & Quemis.

3.2. Sintese da polissuccinimida (PSI)

A PSI foi sintetizada a partir do &cido L-aspartico (ASP) pelo método de
policondensacdo térmica de acordo com JC Yeh et al [23]. Uma mistura de ASP e acido
fosférico 10:1 (massa) foi introduzida num bal&o de vidro de fundo redondo equipado
com condensador e armadilha Dean-Stark e aquecido a 200°C sob fluxo de argénio
durante 24 horas. O polimero obtido foi lavado com metanol e agua deionizada 7 vezes

e depois a amostra foi seca a 60 °C em uma estufa por 24 horas.

3.3. Sintese de polissuccinimida responsiva a temperatura (PSI-TS)
PSI (0,2 g) foi dissolvida em 2,4 mL de DMF a 70 °C durante 3 horas. Apos
resfriar a solucdo até 30 °C, adicionou-se 1,4 mL de isopropilamina a solucédo e

manteve-se sob agitacdo magnética durante 36 horas. Eter etilico frio (5 °C) foi
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adicionado a solucdo para promover a precipitacdo do polimero. O precipitado foi

lavado quatro vezes com éter etilico frio e seco a 50 °C durante 24 horas.

3.4. Sintese de poli (&cido aspartico) responsivo a temperatura (PAA-TS) e poli
(&cido aspértico) (PAA)

Dissolveu-se PSI-TS numa solucdo aquosa de NaOH 1 mol.L™ e agitou-se
durante 3 horas a temperatura ambiente para obter a amostra de PAA-TS. Em seguida, a
solucdo foi dialisada em &gua deionizada por 24 horas. O polimero seco foi obtido por
liofilizacdo. O mesmo procedimento foi realizado para obter PAA a partir do polimero
PSI.

3.5. Sintese de poli (acido aspartico) responsivo a temperatura com diferentes
graus de substituicdo (PAA-TS)

Foram preparadas amostras de PAA-TS com diferentes graus de substituicao.
Dissolveu-se PSI (1,75 g) em DMF (21 mL) a 70 °C durante 3 horas. Apos resfriamento
até 30 °C, isopropilamina (12,25 mL) foi adicionada a solu¢do e mantida sob agitacdo
magnética. Foram tomadas aliquotas de 5 mL da solucéo de reacdo em 10, 12, 16, 20,
26, 34 e 48 horas. Foram adicionados 2 mL de solucdo NaOH 1 mol.L™ a cada aliquota
e agitados magneticamente durante 3 horas a temperatura ambiente. Em seguida, cada
solugdo foi dialisada em &gua deionizada durante 24 horas. O polimero seco foi obtido
por liofilizacdo. Cada amostra foi denominada PAA-TS seguida pelo nimero de horas
nas quais a aliquota foi retirada da sintese. Uma rota sintética esquematica para a PSl e

seus derivados esta na Figura 7.
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Figura 7. Rota Sintética da PS| e seus derivados. Acido L-aspartico (ASP), polissuccinimida (PSI),
polissuccinimida responsiva a temperatura (PSI-TS), poli(acido aspartico) responsivo a temperatura
(PAA-TS) e poli(acido aspartico) (PAA).
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Elaborado pelo autor.

3.6. Caracterizacdo das amostras

3.6.1. Espectroscopia no infravermelho (FTIR)

Os espectros no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) foram
registrados em um espectrometro PerkinElmer Frontier Dual Range FT-IR. Amostras
secas foram moidas com KBr e as misturas foram comprimidas em discos. Os espectros
foram registrados na faixa de 4000 - 400 cm™ com resolucdo nominal de 4,0 cm™ e 64
varreduras. Esta técnica foi empregada para determinar a presenca de grupos organicos
funcionais caracteristicos de cada polimero e assim confirmar a modificagdo dos

polimeros.
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3.6.2. Espectroscopia por ressonancia magnética nuclear (*H-NMR)

Os espectros *H-NMR foram registados num espectrometro Bruker Fourier 300.
As medidas foram realizadas a temperatura ambiente. As amostras secas PSI e PSI-TS
foram dissolvidas em DMSO-ds (Dimetilsulfoxido deuterado). As outras amostras secas
foram dissolvidas em D,O (6xido de deutério). O Tetrametilsilano (TMS) foi usado
como agente de referencia nas medidas em DMSO-ds e 0 pico da agua foi ajustado em
4,79 ppm nas medidas em D,0. Os espectros foram analisados empregando o programa
MestReNova.

3.6.3. Cromatografia de permeacdo em gel (GPC)

A massa molar e a distribuicio de massa molar do polimero PAA foram
avaliadas por cromatografia de permeacdo em gel (GPC) usando um cromatografo
Viscotek RImax (Malvern Instruments) equipado com trés colunas termostatizadas (35
°C) Shodex SB-806 HQ (SHOWA Denko, Tokyo, Japéo ). Uma solucdo de NaNO; 0,1
mol L™ desgaseificada foi utilizada como fase mével, com uma taxa de fluxo de 1 mL
min™. O volume de injecdo foi de 100 pL de solugdes estoque. Os polimeros foram
caracterizados pelo tempo de eluicéo relativo dos padrbes de PEO (6xido de polietileno)
na faixa de 224000 - 195 Da (Varian Palo Alto, CA) usando a curva de calibracdo

adquirida antes das medidas.

3.6.4. Determinacdo da LCST

O comportamento responsivo a temperatura das solucdes aquosas dos polimeros
(0,5% m/v) foi estimado por medicdo da turbidez a 500 nm utilizando o
espectrofotobmetro UV/Vis Lambda 465 equipado com uma célula com controle de
temperatura. A transmitancia foi medida a diferentes temperaturas e as amostras foram
equilibradas durante 4 min antes de cada medida. A temperatura critica inferior de
solugdo (LCST) do polimero é definida como a temperatura correspondente a uma
reducdo do 50% da transmitancia da solucdo a 20 °C [24]. Determinou-se a LCST das
amostras PSI-TS e PAA-TS variando o pH entre 3,2 e 3,8. Os polimeros foram primeiro
dissolvidos em agua com pH 3,2. Apds as medidas, o pH foi aumentado com NaOH 0,1
mol.L™. A LCST das amostras de PAA-TS com diferentes graus de substituicdo foi

medida em pH 3,4.
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4. Resultados e discusséo
4.1. Caracterizacdo dos polimeros produzidos

4.1.1. Cromatografia de permeacdo em gel (GPC)

Devido a sintese da PSI ocorrer sem agitacdo e livre de solvente foi esperado
obter polimeros com uma distribuicdo de massa molar heterogénea. Para diminuir a
heterogeneidade o acido fosférico e o &cido aspartico foram misturados em um
almofariz durante um tempo prolongado para assegurar uma mistura homogénea. O
tempo de reacdo, a temperatura de reacdo e a porcentagem de catalisador influenciam
significativamente na massa molar, assim um aumento na temperatura ou no tempo de
reagdo produz um aumento da massa molar da PSI. Devido a elevada temperatura de
sintese é necessario trabalhar numa atmosfera inerte para evitar a degradacdo da PSI
[12, 25, 26].

O resultado da andlise por GPC mostrou que a massa molar do poli(acido
aspartico) (PAA) era 40000 g/mol para a massa molar média numérica (Mn) e 52400
g/mol para a massa molar média massica (Mw). A distribuicdo da massa molar mostrou
o valor médio para o comportamento de polidispersdo (PDI = 1,31), como pode ser
observado na Figura 8. O valor de PDI é similar ao valor reportado em artigos
cientificos [16, 27]. Usando esses valores foi calculada a massa molar da PSI em 33700
g/mol 44200 g/mol para a Mn e a Mw, respectivamente. A determinagdo da massa
molar da PSI é importante porque a massa molar influencia no valor da LCST dos

polimeros responsivos a temperatura [28].
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Figura 8. Cromatograma de permeacdo em gel da amostra PAA.

80

Indice de refragdo (MV)
s
o

OF
20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Volume de retencdo (ML)

Elaborado pelo autor.

4.1.2. Espectroscopia no infravermelho (FTIR)

A Figura 9 mostra os espectros FTIR das amostras PSI, PSI-TS, PAA e PAA-
TS. A Tabela 1 apresenta as principais bandas avaliadas. No espectro da PSI, as bandas
centradas em 1796 e 1712 cm™ estéo relacionadas aos modos de estiramento simétrico e
assimétrico dos grupos carbonila na imida ciclica de cinco membros (succinimida),
respectivamente. Isto confirmou a presenca da unidade repetitiva succinimida na

polissuccinimida [29, 30].

O espectro FTIR do PAA apresenta uma banda larga a 1580 cm™ atribuida &
superposicao das bandas amida I (principalmente estiramento da ligagdo C=0), amida Il
(combinacdo da flexdo da ligagdo N-H e do estiramento da ligagdo C-N), o modo de
vibracdo de estiramento da carboxila e do modo de vibragéo de estiramento assimétrico

do carboxilato. A banda a 1396 cm™ ¢ atribuida ao modo de vibracéo de estiramento
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simétrico de carboxilato. Apo6s a hidrolise alcalina da PSI, a conversdo total das
unidades de repeticdo (succinimida) foi confirmada pela auséncia das bandas tipicas da
PSI e a presenca das bandas relacionadas aos grupos amida e carboxila na amostra PAA

como era esperado segundo a estrutura do PAA (Figura 7) [31-33].

O espectro FTIR da PSI-TS apresenta bandas em 1636 e 1530 cm™, as quais s&o
atribuidas aos modos de vibracdo amida | e amida 11, respectivamente. Os grupos amida
foram formados como produto da reacdo entre uma das carbonilas da succinimida com a
isopropilamina. Além disso, o espectro da PSI-TS ndo mostrou as bandas atribuidas ao
grupo succinimida indicando que a maioria das succinimidas reagiu com a
isopropilamina [32, 34]. Os espectros FTIR do PAA-TS e PSI-TS sdo muito
semelhantes, o que indica que ambos os polimeros estdo compostos por quase as
mesmas unidades repetitivas. As diferencas nas suas estruturas sdéo melhor avaliadas por

espectroscopia *H-NMR.

Tabela 1. Atribuicfes das bandas caracteristicas de amostras analisadas por
espectroscopia infravermelho (FTIR) referentes aos grupos funcionais de polimeros
PAA, PAA-TS, PSI, PSI-TS.

Ndmero de onda (cm™) Modo de vibracéo

1796 Estiramento simétrico C=0 na succinimida
1712 Estiramento assimétrico C=0 na succinimida
1396 Estiramento simétrico COO

1636 Amida |

1530 Amida 1l
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Figura 9. Espectros FTIR das amostras PAA, PAA-TS, PSI, PSI-TS.
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4.1.3. Espectroscopia por ressonancia magnética nuclear (*H-NMR)
A Figura 10 mostra os espectros *H-NMR de PSI, PSI-TS, PAA e PAA-TS com
as respectivas estruturas quimicas de cada polimero marcadas com as letras que

relacionam os picos com o tipo de atomos de hidrogénio na estrutura quimica.

A Figura 10.a mostra o0 espectro e a estrutura quimica da PSI. A PSI é um
polimero cuja unidade monomerica é uma imida ciclica de 5 membros conhecida como
succinimida. O pico em 5,3 ppm ¢é atribuido ao préton do metino (-CH-), os sinais em
3,2 ppm e 2,7 ppm sdo atribuidos aos protons do metileno (-CHy-), e o pico em 2,5 ppm
¢ atribuido ao sinal do solvente DMSO [35-37]. O espectro apresenta também outros
picos de intensidade tdo baixa que ndo sdo observadas na figura, estes picos sao
atribuidos aos grupos finais da cadeia polimérica. Este resultado confirma que a PSI foi

sintetizada com sucesso.

Nem todas as succinimidas da PSI reagem com a isopropilamina, portanto a PSI-
TS é um copolimero formado majoritariamente por duas estruturas: a unidade
responsiva a temperatura produzida pela reacdo entre a succinimida e a isopropilamina
e a succinimida pura. O espectro da PSI-TS (Figura 10.b) apresenta um pico em 3,2
ppm o qual é atribuido aos prétons do metileno na succinimida, este pico indica a
presenca de succinimidas que ndo reagiram com moléculas de isopropilamina. O pico
largo em 2.1-2.3 ppm é atribuido aos prétons do metileno da unidade responsiva a
temperatura. O pico largo em 4,3-4,6 ppm € atribuido a superposicdo dos protons dos
metinos que formam ligacdo entre duas estruturas destacada pela letra “a” na Figura
10.b. O sinal em 3,8 ppm corresponde ao proton do metino no grupo isopropilo. O pico
em 1,02 ppm ¢ atribuido aos seis prétons dos radicais metila (-CH3) no grupo
isopropilo. A presenca de picos em 1,12 ppm e 1,14 ppm estd relacionada a

isopropilamina que nédo reagiu com polimero [16, 31, 38, 39].

O oxido de deutério foi usado como solvente para obter os espectros do PAA e
do PAA-TS e o sinal da agua foi suprimido nos espectros. O PAA € um copolimero
formado por duas estruturas isoméricas usualmente denominadas estrutura o e f.
Durante a hidrélise da PSI para produzir o PAA o ataque nucleofilico da agua pode
acontecer em uma das duas carbonilas presentes na PSI, dependendo da carbonila
atacada pode ser formada a estrutura a ou 3. O espectro do PAA (Figura 10.c) mostra

sinais em 4.7 ppm e 4.5 ppm que estdo relacionados com os prétons do metino resultado
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da hidrolise por abertura a ¢ B, respectivamente. A relacdo entre as areas expressa a
proporcdo molar entre os isomeros, a razdo molar f/a foi 3, e concorda com os valores
reportados em artigos cientificos [40, 41]. O sinal largo em 2,6-2,8 ppm é atribuido aos
prétons do metileno das estruturas isoméricas [40]. Nao foi observado qualquer pico

associado com a PSI, portanto a hidrélise da PSI foi total.

Devido a hidrélise alcalina das succinimidas presentes na estrutura quimica da
PSI-TS, o PAA-TS é formado pelas estruturas responsivas a temperatura e as estruturas
a e B da hidrolise da succinimida. O espectro do PAA-TS (Figura 10.d) mostra um sinal
em 4,6 ppm e um sinal muito pequeno e largo, dificil de observar no espectro em 4,5
ppm, ambos atribuidos aos prétons dos metinos de todas as unidades monomeéricas
(exceto os metinos do grupo isopropilo) que formam o copolimero. Por analogia com o
espectro do PAA, considerou-se que o sinal em 4,6 esta relacionado com as estruturas
resultantes de ataques nucleofilicos na posicdo o, e o pequeno pico em 4,5 com as
estruturas resultantes de ataques nucleofilicos na posi¢ao p. Aparentemente, a amindlise
aconteceu preferencialmente via abertura o. Este resultado contrasta com o resultado
obtido no espectro do PAA no qual a hidrélise aconteceu em 75% das unidades
monoméricas via abertura f. O pico em 3,9 ppm € atribuido ao proéton do metino no
grupo isopropilo. O pico largo entre 2,9 ppm e 2,5 ppm € atribuido aos protons do
metileno de todas as unidades monoméricas, enquanto o sinal em 1,1 ppm ¢é atribuido
aos protons do metilo no grupo isopropilo [16, 23]. Embora os sinais correspondentes as
estruturas produzidas pela hidrélise ndo sejam diferentes dos sinais correspondentes as
unidades responsivas a temperatura no espectro do PAA-TS, a auséncia de sinais
relacionados a PSI no espectro do PAA-TS permite confirmar que as succinimidas
presentes na PSI-TS foram completamente hidrolisadas e que a estrutura da PAA-TS é
formada pelas unidades responsivas a temperatura ¢ as estruturas o ¢ [ da hidrolise da
succinimida. Se a amostra PAA-TS fosse formada exclusivamente por estruturas
responsivas a temperatura entdo o grau de substituicdo seria aproximadamente 100%,

mas como é mostrado na Tabela 2 esse valor € menor do que 100%.

Devido as diferencas entre as estruturas quimicas da PSI-TS e do PAA-TS,

esperava-se distintos valores de LCST das solugdes aquosas destes polimeros.
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Figura 10. Espectro *H-NMR de a) PSI e b) PSI-TS em DMSO-dg
e ¢) PAA e d) PAA-TS em D,0.

Elaborado pelo autor.
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4.2. Determinacdo da LCST

4.2.1. A influéncia do pH e do grau de hidrdlise na LCST

O comportamento responsivo a temperatura das solu¢es aquosas de PSI-TS e
PAA-TS foi avaliado por medidas de transmitancia em funcdo da temperatura (Figura
11.a). Observa-se uma diminuicdo na transmitancia quando a temperatura da solucao
aumenta pois a medida que aumenta a temperatura a solucédo torna-se mais turva. Este
fendmeno é resultado da formacgéo de aglomerados que espalham a luz. Um aumento da
temperatura favorece a formacdo de mais aglomerados, portanto aumenta a turbidez da

solucdo (Figura 3).

Embora ambas as amostras apresentem curvas semelhantes, a diminuicdo
abrupta da transmitancia no PAA-TS ocorre em temperaturas mais altas em comparagéo
com a PSI-TS. A LCST da PSI-TS e do PAA-TS é de 34,2 °C e 38,4 °C,
respectivamente. A diferenca no valor da LCST entre o PAA-TS e a PSI-TS deve-se a
maior presenca de grupos carboxila no polimero PAA-TS (Figura 7). A incorporagao de
dominios com maior afinidade pela 4gua na estrutura quimica produz um aumento na
LCST do polimero original. As estruturas produzidas pela hidrélise da succinimida,
presentes no PAA-TS, tem uma maior afinidade pela agua do que as succinimidas
presentes na PSI-TS (Figura 7). Por isso o PAA formado por estruturas de hidrélise da
succinimida tem alta solubilidade em &gua ,enquanto a PSI possui baixa solubilidade em
agua. Assim, o PAA-TS tem maior afinidade pela agua do que a PSI-TS, por isso a
LCST do PAA-TS é maior do que a LCST da PSI-TS [21]. Na presenca de agua, 0
grupo carboxila € susceptivel a dissociacdo para produzir os anions carboxilato. Como a
fracdo dos grupos carboxilato aumenta com o aumento do pH da solucdo, era esperado
gue o comportamento responsivo a temperatura do polimero PAA-TS seja influenciado
pelo pH da solugdo. Também foi considerado que o copolimero PSI-TS contenha alguns
grupos carboxila na sua estrutura quimica, pois normalmente estes grupos estdo
presentes nos extremos das cadeias poliméricas da PSI ou poderia ter ocorrido a
hidrolise parcial das succinimidas, porém a quantidade destes grupos € menor em PSI-
TS do que em PAA-TS [42].
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Figura 11. a) Transmitancia em funcao da temperatura das solucdes aquosas de PAA-TS e PSI-
TS (0,5% m/v) a pH 3,4. b) Influéncia do pH na LCST de solucGes aquosas de PAA-TS e PSI-TS
(0,5% m/v).
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A Figura 11.b mostra a LCST dos polimeros PSI-TS e PAA-TS em uma faixa de
pH entre 3,2 e 3,8. Abaixo do pH 3,0 a LCST das amostras € menor do que a
temperatura ambiente e acima do pH 4,0 a LCST € superior a 50 °C, o que é inadequado
para aplicacdes biomédicas. A LCST do PAA-TS € maior do que a LCST da PSI-TS em
todos os valores de pH medidos. Observa-se uma relacdo aproximadamente linear entre
a LCST e o pH em ambas solu¢des de polimeros, um incremento no pH aumenta a
LCST. Quando o pH da solucdo aumenta, a proporcdo de grupos carboxilato aumenta
nos copolimeros, e devido ao grupo carboxilato ser mais fortemente solvatado pela dgua
do que o grupo carboxila (ou seja, o grupo carboxilato tem maior afinidade pela dgua do
que o grupo carboxila), a afinidade dos copolimeros pela dgua também aumenta e
produz o aumento na LCST dos copolimeros. Este comportamento também é explicado
considerando que o anion carboxilato gera repulsdo eletrostatica entre as cadeias dos
copolimeros, de forma que é necessario mais energia térmica para superar a repulsdo
eletrostética quando a proporcéao de grupos carboxilato aumenta [32, 43]. Como a LCST
da PSI-TS é influenciada também pelo pH, confirma-se a presencga de grupos carboxila
na estrutura quimica da PSI-TS. No entanto, como foi mencionado anteriormente, o
PAA-TS apresenta uma maior concentracdo de grupos carboxila devido a hidroélise total
dos grupos succinimida. Embora a PSI-TS tenha sido primeiramente dissolvida em uma
solucdo aquosa a pH 3,2 para evitar a hidrélise da succinimida, os grupos
carboxilato/carboxila estdo presentes em uma quantidade muito baixa na estrutura da
PSI como grupos terminais, como estruturas de anel aberto ou como produto da
hidrélise de algumas succinimidas durante a lavagem do polimero, ou seja produto de
uma hidrolise parcial. Estes resultados demonstram a influéncia do grau de hidrélise
(DH) ou seja a quantidade de grupos succinimida que foram hidrolisadas no

comportamento sensivel a temperatura das poliaspartamidas [22, 26, 38, 44].

Considerando a faixa de trabalho do pH (3,2-3,8), esses polimeros podem ser
usados em sistemas de liberagdo oral de farmacos para transportar e liberar farmacos no
intestino, evitando a degradacdo do farmaco pelo fluido gastrico do estdmago. No
ambiente &cido do estdmago, o polimero estaria no estado colapsado protegendo o
farmaco, enquanto no pH neutro intestinal o polimero se dissolveria e liberaria o
farmaco [35, 45, 46]. Além disso, os sais dissolvidos nos fluidos fisiolégicos poderiam

interagir com as cargas negativas dos grupos carboxila, levando a uma diminuic¢do na
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repulsdo eletrostatica, o que poderia aumentar a faixa de trabalho do pH acima de 3,8
[47].

4.2.2. A influéncia do grau de substituicdo na LCST

O grau de substituicdo (DS) é definido como a razdo molar entre as unidades N-
isopropilaspartamida e as unidades de succinimida iniciais na PSI [48]. O grau de
substituicdo foi determinado a partir do espectro *H-NMR de cada amostra através da
comparacgado das areas do pico em 3,9 ppm (grupo isopropilo) e do pico em 2,9-2,5 ppm
(esqueleto de polimero). O grau de substituicdo das amostras PAA-TS é mostrado na
Tabela 2.

Tabela 2. Grau de substituicdo (DS) das amostras de PAA-TS em funcéo do tempo de

reacao.
Amostra Tempo de reacdo | DS (%)
(horas)

PAA-TS10 10 69
PAA-TS12 12 73
PAA-TS16 16 74
PAA-TS20 20 75
PAA-TS26 26 7
PAA-TS34 34 78
PAA-TS48 48 80

Com os valores da Tabela 2 foi obtida a Figura 12, a qual mostra a influencia do
tempo de reacdo no grau de substituicdo das poliaspartamidas. A funcdo logaritmica foi
a que melhor se ajustou com os dados. Inicialmente a substituicdo aconteceu
rapidamente por isso nas primeiras 10 horas de reacdo o grau de substituicdo foi de
69%, porém nas 10 horas seguintes o grau de substituicdo aumentou apenas em 6%.
Depois de mais 14 horas de reagdo o grau de substituicdo s6 aumentou 3%. Portanto, o
tempo de reacdo torna-se cada vez maior para aumentar o grau de substituicdo até o

valor maximo. A unidade N-isopropilaspartamida possui um grupo isopropilo volumoso
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que dificulta a reacdo entre a succinimida vizinha e a isopropilamina. No comeco da
reacdo nenhuma unidade N-isopropilaspartamida estd presente no polimero e as
moléculas isopropilamina podem reagir sem dificuldade com as succinimidas. No
entanto, com o avanco da reacao, mais unidades N-isopropilaspartamida sdo formadas,
consequentemente aumenta a dificuldade para que as succinimidas remanentes possam

reagir com a isopropilamina.

Figura 12. Grau de substituicdo das poliaspartamidas em funcdo do

tempo de reacéo.
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Elaborado pelo autor.
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Como as amostras PAA-TS apresentam diferentes graus de substituicdo (DS) era
esperado que também apresentassem diferentes valores de LCST. A Figura 13.a mostra
a transmitancia em funcéo da temperatura de cada solucdo aquosa de polimeros PAA-
TS em pH 3,4. A LCST de cada amostra foi obtida da Figura 13.a e foi correlacionada
com o DS (Tabela 2). A Figura 13.b mostra a influéncia do DS dos polimeros PAA-TS
na LCST a pH 3,4. Observa-se que um incremento no DS resulta numa diminui¢do do
valor da LCST. A relacdo entre 0 DS e a LCST € aproximadamente linear. Apos a
amindlise, as unidades repetitivas ndo substituidas (succinimidas) produziram grupos
carboxila devido a hidrdlise alcalina. Assim, copolimeros PAA-TS com menor DS
também possuem a maior concentracdo de grupos carboxila. Como foi explicado
anteriormente, um incremento na concentragdo dos grupos carboxila aumenta a LCST
do copolimero. Por isso 0s copolimeros com menores DS exibem maiores valores de
LCST.
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Figura 13. a) Transmitancia em funcdo da temperatura das solugdes aquosas de
amostras de PAA-TS com distintos graus de substituicao (0,5% m/v) a pH 3,4.
b) Efeito do grau de substituicdo (DS) no polimero PAA-TS na LCST a pH 3,4.
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5. Conclusbes

Poliaspartamidas responsivas a temperatura e ao pH com diferentes graus de
hidrélise e graus de substituicdo foram sintetizadas com sucesso. Devido a presenca de
grupos carboxilato na cadeia, a LCST das poliaspartamidas aumenta quando o pH da
solucdo também aumenta. No mesmo valor de pH, a LCST do PAA-TS é maior do que
a LCST da PSI-TS. Estas diferencas surgem dos distintos graus de hidrdlise dos
polimeros. Além disso, a um valor de pH constante, a LCST dos polimeros PAA-TS €
maior nos polimeros com menor grau de substituicdo. Um incremento no pH ou no grau
de hidrolise aumenta a quantidade de grupos carboxilato nos polimeros. Os grupos
carboxilato tém uma alta afinidade pelas moléculas de 4gua e um incremento desses
grupos nos polimeros responsivos a temperatura aumenta a LCST. Os resultados
obtidos confirmam que a LCST das poliaspartartamidas produzidas pode ser ajustada
fixando-se apropriadamente o pH, o grau de hidrélise e o grau de substituicdo. Embora
ndo tenha sido avaliada a biocompatibilidade e a biodegradabilidade, os polimeros sdo
derivados da polissuccinimida e, portanto, pressupfe-se que sejam biodegradaveis e
biocompativeis, 0s quais junto com a capacidade de ajustar finamente a LCST, o0s

converte em substitutos potenciais da PNIPAAm.

6. Sugestdes para trabalhos futuros

0s resultados indicaram que as poliaspartamidas responsivas poderiam ser
materiais adequados para a construcdo de sistemas de administracdo oral para
transportar e liberar farmacos preferencialmente no intestino, evitando a degradacdo do
farmaco pelo fluido gastrico no estdmago. Portanto, as perspectivas deste trabalho
direcionam para a investigacdo de carga e liberacdo de farmacos em sistemas de
poliaspartamidas em valores de pH e de forca i6nica similares aos das solugfes do
estomago e do intestino. Também € necessario avaliar a biocompatibilidade e

biodegradabilidade das poliaspartamidas atraves de ensaios adequados.
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Capitulo 2: Preparacdo e caracterizacdo de agregados de

oxido de ferro recobertos com uma casca de silica

1. Introducéo

1.1. Nanomateriais

Um nandmetro (nm) representa 10 metros de comprimento. Embora ndo exista
uma definicdo amplamente aceita, em principio os nanomateriais sdo descritos como
materiais com comprimento de 1-100 nm em pelo menos uma dimensdo [49]. A
Comissao Europeia define nanomaterial como “um material natural, incidental ou
manufaturado contendo particulas, em um estado ndo ligado ou como um agregado ou
como um aglomerado e onde, para 50% ou mais das particulas na distribuicdo de
tamanho numérico, uma ou mais dimensdes externas estdo na faixa de tamanho 1 nm -
100 nm” [50]. A US Food and Drug Administration (USFDA) define nanomaterial
como “material que tem pelo menos uma dimensao no intervalo de aproximadamente 1-
100 nm e exibe fendbmenos dependentes do tamanho” [49, 51]. Os nanomateriais tém
recebido destaque nos avancgos tecnoldgicos devido as suas caracteristicas fisico-
quimicas unicas, as quais sdo geralmente diferentes daquelas presentes no material de
mesma composic¢do quimica e com dimens6es maiores (bulk), tais como ponto de fusdo,
condutividade elétrica e térmica, magnetizacdo, atividade catalitica, absorcdo e
espalhamento de luz, etc. Estas propriedades Unicas dependem das dimensdes, formas e
extensdo da superficie dos nanomateriais e sdo produzidas pela elevada relacdo
area/volume (energia de Gibbs de superficie), defeitos superficiais e efeitos quanticos
presentes nos nanomateriais. Nanoparticulas apresentam uma elevada fragdo de seus
atomos na superficie da particula e uma grande area da superficie unidade de volume.
Estas caracteristicas aumentam em magnitude quando o tamanho de particula diminui.
Diversos exemplos de propriedades e aplicacbes sdo descritos na literatura e
mencionados a seguir [52]. Efeitos quanticos séo exibidos em algumas nanoparticulas o
que permite aplicacdes tecnologicas interessantes. Pontos quanticos séo nanoparticulas
com niveis eletrbnicos discretos; frequentemente, eles sdo compostos por
semicondutores tipicos. Algumas nanoparticulas exibem propriedades épticas atipicas ja
que os comprimentos de onda de absorcdo e de emissdo o tamanho de particula e da

funcionalizacdo da superficie. A natureza quimica e o tamanho das nanoparticulas
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controlam o potencial i6nico ou de afinidade de elétrons e deste modo, as propriedades
de transporte de elétrons. Em metais, a diminuicdo do tamanho das nanoparticulas
produz a diminuicdo das temperaturas de sinterizacdo e de fusdo. Nanoparticulas com
alta condutividade térmica sdo incorporadas numa matriz solida para proporcionar
melhor conducdo térmica. A atividade catalitica é aumentada pela elevada area de
superficie por unidade de volume das nanoparticulas. Elevadas &reas de superficie
resultam em fortes interagdes entre as nanoparticulas e a matriz solida em que eles
podem ser incorporados. Para alguns metais e O0xidos metalicos, a diminuicdo dos
tamanhos das particulas resulta no melhoramento do comportamento magnético.
Nanoparticulas magnéticas individuais podem apresentar um comportamento
superparamagnético. Materiais nanocompdsitos exibem diferentes niveis de
propriedades mecanicas dependendo da natureza quimica das nanoparticulas, da sua
razdo de aspecto, do grau de dispersdo e das interagfes interfaciais com a matriz de

polimero [52].

O estudo das propriedades que emergem da nanoescala é conhecido como
nanociéncia. O termo nanotecnologia se relaciona com o uso do conhecimento cientifico
para a fabricacdo de dispositivos funcionais com base na montagem controlada de
objetos em nanoescala para aplicaces tecnoldgicas especificas. A importancia da
nanociéncia e da nanotecnologia tem sido confirmada por uma série de iniciativas

nacionais e internacionais para promover o seu estudo e alavancar a inovagéo [53].

Os nanomateriais podem ser compostos de qualquer substancia, normalmente se

classificam em 4 categorias [49]:

1. Nanomateriais compostos do carbono: Grafeno, fulereno, nanotubos de carbono,

nanofibras de carbono.

2. Nanomateriais inorganicos: Metais e Oxidos de metais na escala nanométrica,

incluem nanoparticulas de Ag, Au, Fe, TiO,, Zn0O, SiO,, etc.

3. Nanomateriais organicos: Dendrimeros, micelas, lipossomas, nanoparticulas

poliméricas, etc.

4. Nanomateriais compositos: Materiais compostos por mais de uma fase, com uma das
fases na escala nanométrica ou nanoestruturada. S&o preparadas com diferentes

morfologias dependendo do tipo de aplicacéo.
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As nanoparticulas sdo preparadas por diferentes métodos que utilizam processos
em fases gasosa, liquida ou solida. Os processos em fase solida incluem processos
mecanicos de reducdo de tamanho, moagem e trituracdo. Processos em fase gasosa
incluem pirdlise, sintese em plasma, irradiacdo de micro-ondas, deposi¢do quimica de
vapor, entre outros. Métodos coloidais sdo baseados em processos de precipitacdo em
solugdes. Solugdes de ions diferentes sdo misturadas em condi¢cBes controladas de
temperatura e pressao para formar precipitados insolGveis [52].

Desde h& alguns anos os nanomaterais estdo conquistando os diferentes
mercados em produtos comerciais. Em 2003, a Samsung introduziu um assessorio
antibacteriano baseado em nanoparticulas de prata com o nome comercial Silver
Nano™ em suas maquinas de lavar roupa, condicionadores de ar, refrigeradores,
purificadores de ar e aspiradores de p6. Também no mesmo ano, a Mercedes-Benz
produziu um verniz transparente composta por nanoparticulas visando a aumentar a
resisténcia a riscos e melhorar o brilho. Em 2014, havia cerca de 1814 produtos de
consumo baseados em nanotecnologia e a maioria estd comercialmente disponiveis em
mais de 20 paises, 0 qual indica o impacto positivo da pesquisa em nanomateriais e

materiais nanoestruturados para o avanco da tecnologia [49].

1.2. Nanoparticulas de 6xido de ferro

As nanoparticulas magnéticas tem sido propostas para muitas aplicacbes na
biomedicina devido ao fato de ser menores do que as células, o qual permite uma
interacdo das mesmas em nivel molecular e devido as suas propriedades magnéticas
adequadas as quais podem ser aproveitadas de diversas maneiras. As nanoparticulas
magnéticas sdo compostas principalmente por ferro, niquel, cobalto e seus respetivos
oxidos [54]. As nanoparticulas magnéticas sdo facilmente manipulaveis utilizando um
campo magnético externo pelo qual podem ser utilizadas em sistemas para transporte
de farmacos, para a separacdo de moléculas e para a purificacdo de solugdes. Aplicacdes
biomédicas exigem que as particulas magnéticas sejam biocompativeis e estaveis em
agua em pH aproximadamente 7. Além disso, para aplica¢Bes in vivo, as particulas
magnéticas devem ser revestidas com um material biocompativel para evitar a formagao
de grandes agregados, alteracbes da composicdo e da estrutura original e a

biodegradacdo quando expostos ao sistema bioldgico. Também é preferido o uso de
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nanoparticulas com comportamento superparamagnético a temperatura ambiente [54].
Materiais superparamagnéticos ndo apresentam magnetizacdo remanescente nem
histerese na curva de magnetizacdo em funcdo do campo magnético externo aplicado e
apresentam uma alta susceptibilidade magnética. Em auséncia de um campo magnético
externo, as nanoparticulas superparamagnéticas ndo apresentam magnetizacao resultante
pois seus spins estdo orientados aleatoriamente devido as flutuacGes térmica. Porém,
quando um campo magnético externo é aplicado, um dipolo magnético € induzido.
Quando o campo magnético € retirado as nanoparticulas retornam para seu estado néo-
magnético. Esta auséncia de comportamento magnético evita a atracdo entre as
nanoparticulas, a qual pode induzir processos de agregacdo que podem provocar
obstrucGes dentro do corpo humano [54]. N&o obstante, algumas nanoparticulas
magnéticas ndo atingiram resultados satisfatorios nos estudos clinicos, principalmente
por causa da sua elevada toxicidade, tais como as nanoparticulas de cobalto, niquel e
ferro [55, 56].

As nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido de ferro: magnetita (FezO,) e
maghemita (y-Fe,O3) com tamanhos entre 5-25nm, também conhecidas como SPION
(superparamagnetic iron oxide nanoparticles) sdo dos poucos nanomateriais que podem
ser injetados no corpo humano sem produzir reagdes toxicas [55]. A Figura 14.a mostra
uma suspensdo de nanoparticulas de magnetita interagindo com um campo magnético.
A magnetita é um 6xido misto de ferro (contem fons Fe** e Fe?* em uma razdo molar
2:1) preto que tem uma estrutura cdbica de espinélio inverso com o oxigénio formando
um empacotamento compacto ctbico de face centrada, os cations Fe?* ocupam os sitios
octaédricos, e a metade de cétions Fe** ocupam os sitios octaédricos e a outra metade
ocupam os sitios tetraédricos (Figura 14.b) [57, 58]. A magnetita em bulk apresenta o
comportamento ferrimagnetico e devido a elevada magnetizacdo de saturacdo é
amplamente utilizada em midias magnéticas. O comportamento superparamagnético €
observado em nanoparticulas de magnetita com tamanhos inferiores a 30 nm [57]. A
maghemita € um material ferrimagnético marrom avermelhado e possui uma estrutura
similar & magnetita. E um importante pigmento magnético com propriedades
semelhantes a magnetita. Geralmente é preparado a partir de magnetita por oxidacao
empregando perdxido de hidrogénio, nitrato férrico ou ar como agente oxidante. A

maghemita possui uma maior estabilidade quimica do que a magnetita, por isso
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frequentemente é indicada como mais adequada para aplica¢fes biologicas. Porém, a

magnetita possui melhores propriedades magnéticas do que a maghemita [57].

Figura 14. a) Suspenséo de nanoparticulas de magnetita atraidas
por um imé. b) Estrutura cristalina da magnetita.

Adaptado de: a) L.M. Rossi et al [138] e b) E. Aquino et al. [139]

Muitos métodos estdo disponiveis para obter SPION com tamanho, distribuicéo
de tamanho e propriedades magnéticas adequadas, controlando os parametros de reacao
e de processo [54, 58, 59]. As rotas quimicas sdo mais viaveis e mais eficientes, com
controle apreciavel sobre tamanho, composicdo quimica e até mesmo a forma das
nanoparticulas. O método mais usado para preparar nanoparticulas de magnetita é a
coprecipitacdo a partir de solucdo de sais de ferro usando uma base como agente de
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precipitacdo. As caracteristicas das nanoparticulas dependem do tipo e da concentracdo
dos sais de ferro e da base, também dependem da temperatura, da forca ibnica, da
agitacdo, da taxa de adicdo da base, do pH, etc. Usualmente, emprega-se sais de
FeCl3.6H,0 e FeCl,.4H,0 em uma propor¢do molar de 2:1 e hidroxido de aménio como
base. O oxigénio na solucdo provoca a oxidagdo parcial das nanoparticulas, portanto
também é importante remover o oxigénio atraves do uso de gases inertes em caso de
produzir magnetita. A temperatura de reacdo varia desde a temperatura ambiente até 90
°C. Uma etapa posterior de oxidacdo das nanoparticulas de magnetita utilizando sais de
nitrato ou borbulhando oxigénio na suspensdo sob agquecimento produz nanoparticulas
de maghemita. Através deste método consegue-se preparar grandes quantidades de
SPION, porém as nanoparticulas tendem a agregar e a distribuicdo de tamanhos é
ligeiramente larga. Outro método usual é a decomposicdo térmica, no qual utiliza-se
solventes organicos, sais organicos de ferro e surfactantes. A presenca de surfactantes
(&cidos graxos ou alquilaminas) controla o crescimento das nanoparticulas e estabilizam
as nanoparticulas. Os precursores metalicos incluem acetilacetonatos, cupferronatos,
etc. Este método oferece um bom controle do tamanho, forma e distribuicdo de
tamanhos, porém exige o uso de altas temperaturas, reagentes caros e toxicos, e produz
baixa quantidade de nanoparticulas. Outros métodos também usados sdo a sintese em
microemulsdo, sintese hidrotérmica, sintese sonoquimica, método poliol, método de

eletrodeposicdo, método sol-gel, etc.

As vantagens da utilizacdo de SPION estéo relacionadas com a capacidade de:
guiar o material para sitios especificos no organismo utilizando campo magnético
externo, gerar contraste em imagens por ressonancia magnética (MRI), fornecer calor
mediante a aplicacdo de campo magnético alternado e degradacdo em produtos ndo
toxicos. As principais aplicacdes de SPION em biomedicina sdo: sistemas de entrega
(farmacos, genes, proteinas), agentes de contraste em imagens por ressonancia
magnética, tratamento por hipertermia magnetica, marcacdo e focalizacdo celular,
separacdo e purificacdo celular, bioanalise e imunoanélise. A entrega direcionada de
farmacos antitumorais adsorvidos nos SPION é uma alternativa promissora de
quimioterapia avancada (Figura 15.a). As nanoparticulas carregadas com o farmaco séo
transportadas e concentradas no tecido alvo com o auxilio de um campo magnético

externo e os farmacos séo liberados de maneira controlada [55, 60—62].
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Nanoparticulas de 6xido de ferro de distribuicdo comercial com tamanhos de
nacleo de 3-6 nm e revestimento de dextrana (com tamanhos hidrodindmicos de 20-150
nm) como Feridex®, Endorem® Combidex® e Sinerem® foram aprovados para
ressonancia magnética em pacientes [56]. A hipertermia magnética é um conceito
relativamente novo que encontra a sua aplicacdo no tratamento de diferentes tipos de
cancer e se baseia na geracdo de calor no local do tumor. Isto resulta em alteracdes na
fisiologia de células doentes e conduzem a apoptose. Os mecanismos de tratamento por
hipertermia envolvem stress térmico intracelular no intervalo de temperatura de 41°C -
46 °C, resultando na ativacdo de diversos mecanismos de degradacdo intracelular e
extracelular. Terapia por hipertermia magnética é baseada na geracdo de calor por
SPION quando séo expostas a campos magnéticos alternados (Figura 15.b). Quando
SPION sdo injetadas no tumor e um campo magnético alternado € aplicado, a
temperatura do tumor aumenta e resulta em apoptose de células tumorais [63-65].
Pesquisas cientificas reportam que o tratamento de cancer por hipertermia magnética é
mais efetivo quando é aplicado em combinagcdo com outros tratamentos, tais como
quimioterapia e radioterapia do que aplicando s6 um tipo de tratamento usando as
mesmas concentracdes de farmaco e temperatura de tratamento. Também outros estudos
demonstraram que a atividade citotoxica dos farmacos anticancerigenos ¢ maximizada
as temperaturas utilizadas no tratamento por hipertermia magnética. Estes resultados
indicam que a quantidade de drogas utilizadas em quimioterapia para o tratamento do
cancer pode ser eficazmente reduzida pela combinacdo com tratamento por hipertermia
[65, 66].
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Figura 15. a) SPION empregadas como sistemas de liberacdo controlada. b) SPION empregadas na

terapia por hipertermia magnética.

Liberacao controlada Terapia por hipertermia
de farmacos magnética

b)

Campo magnético
alternado

SPION carregados

3 SPION em
com farmacos

suspensio
Aquecimento >
41°C - 46°C Heating

Adaptado de S. Laurent et al. [62]

Como as SPION sdo facilmente manipulaveis pela acdo de um campo magnético
externo, estas sdo empregadas como adsorventes magnéticos onde moléculas alvo
interagem com as SPION e entdo o sistema é separado do meio de dispersdo
empregando-se 0 campo magnético externo. Esta técnica é conhecida por separagdo
magnética e é muito utilizada em biotecnologia nos métodos de separacao de células,
proteinas, anticorpos e outras biomoléculas, em catalise para recuperar catalisador
suportado na superficie das SPION e em remediacdo ambiental para remover metais
pesados, pesticidas, etc. As vantagens desta técnica sdo a rapidez e o baixo custo em
comparagdo com outras técnicas e evita processos de filtragdo ou centrifugacéo.
Atualmente, varios sorventes magnéticos estdo disponiveis comercialmente, tais como
Sepharose®, Dynabeads® e Chemicell®, alguns contendo o reagente de ativacéo para
imobilizar varias substancias. Os requisitos principais para sorventes magneticos séo a
grande quantidade de grupos funcionais que interajam com a molécula alvo por massa
de material magnético e um apreciavel valor de magnetizacdo de saturacdo. As

microparticulas poliméricas que contem SPION dispersas na matriz respondem mais
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rapidamente que SPION livres, por isso sdo as mais empregadas [58, 60]. A Figura 16

mostra a separacdo magnética de um tipo de peptideo de uma solucéo de peptideos.

Figura 16. Esquema de separacdo magnética de peptideos.
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Adaptado de W. Zhou et al. [140]

1.3. Modificacao da superficie de nanoparticulas de 6xido de ferro

Na preparacdo e armazenamento de nanoparticulas, a estabilidade coloidal é de
extrema relevancia [67, 68]. Para a correta utilizacdo nas aplicacfes biomédicas, as
SPION devem possuir estabilidade coloidal nas condi¢6es de trabalho, normalmente em
solucdo aquosa. Na auséncia de qualquer revestimento de superficie, as nanoparticulas
de oxido de ferro magnético tém superficies hidrofébicas com elevado valor da relacéo
area/volume [56, 68, 69]. Em geral, as particulas de tamanho nanometrico se agregam
em suspensao devido as forcas atrativas de van der Waals para minimizar a energia de
superficie. A formagdo de agregados altera as propriedades superparamagnéticas e
também reduz a area livre para conjugar moléculas na superficie das nanoparticulas. A
superficie das nanoparticulas de Oxido de ferro deve ser modificada para evitar a
agregacédo das nanoparticulas, alcangar a estabilidade cinética coloidal em agua, obter

biocompatibilidade, evitar a adsor¢do ndo especifica em células, e permitir a formacéo
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de ligacBes covalente ou adsorcdo de moléculas com atividade bioldgica (farmacos,
genes, fluordforos, etc.) [56, 68]. A Figura 17 mostra a representacdo de uma SPION
com a superficie modificada, possui um revestimento polimérico e moléculas com
atividade bioldgica como um agente terapéutico (farmaco), um intensificador de

penetracdo em células (acido folico), etc.

Figura 17. Representacdo de um SPION com a superficie modificada.
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Adaptado de C. Sun et al. [141]

Vaérias abordagens para a modificacdo da superficie de nanoparticulas de 6xido
de ferro para aplicacbes em biomedicina foram desenvolvidas [70, 71]. Os métodos
mais mencionados na literatura consistem na modificagdo da superficie com: (1)
Pequenas moléculas com grupos carboxilato, fosfato, didis, tidis, etc. os quais formam
ligagbes com a superficie das nanoparticulas, (2) Polimeros hidrofilicos (sintéticos ou
de base bioldgica), os quais conferem estabilidade mecanica, coloidal e quimica. Além
disso, permitem o encapsulamento de compostos terapéuticos e de agentes de imagem.
Vaérios polimeros, tais como poli(etileno-co-vinil acetato), polivinilpirrolidona (PVP),
poli(acido lactico-co-acido glicolico) (PLGA) ou polietilenoglicol (PEG) tém sido
utilizados como materiais de revestimento em suspensdo aquosa . Polimeros naturais,

incluindo a gelatina, dextrana, poli(acido lactico), amido, albumina e quitosana tém sido
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amplamente utilizados para a dispersdo de nanoparticulas de o0xido de ferro em meio
aquoso. A modificacdo da superficie com polimeros pode acontecer durante a sintese
das nanoparticulas ou em etapas posteriores. Assim também é possivel modificar a
superficie com polimeros previamente sintetizados ou gerar a polimerizacdo dos
mondmeros in situ sobre a superficie das nanoparticulas e (3) Silica, descrita no item
14.

1.4. Modificacao da superficie de nanoparticulas de 6xido de ferro com silica

A funcionalizacdo com Oxido de silicio (SiO,), também conhecido como silica,
consiste na formagdo de uma casca de silica ao redor das SPION obtendo nanoparticulas
com uma estrutura carogo-casca. O emprego da silica apresenta algumas vantagens, tais
como: (1) O revestimento confere a estabilidade coloidal das nanoparticulas de 6xido de
ferro em suspensdo e evita as interacdes entre as nanoparticulas, impedindo a
aglomeracdo. (2) O revestimento também protege a SPION contra a degradacdo quimica
e biologica, a liberacdo de espécies reativas de oxigénio e a ativacdo do sistema imune
[67]. (3) Possui elevada hidrofilicidade, biocompatibilidade e estabilidade quimica. (4)
A tecnologia de preparacdo ja é bem conhecida e a variagdo da espessura da casca é
relativamente facil de controlar. (5) Além disso, o revestimento de silica com funcgdes
organicas (grupos metacrilato, amina, carboxila, etc) auxilia a ligacdo de moléculas com
atividade bioldgica na superficie das nanoparticulas, a qual é importante para varias
aplicacBes em biomedicina [72]. Um tipo especial de silica muito utilizado ¢ a silica
mesoporosa, Pois apresenta poros nos quais é possivel armazenar moléculas de
interesse, sendo mais eficiente esse tipo de silica para armazenar moléculas em
comparagdo com a silica convencional. Usualmente, a silica mesoporosa é sintetizada
utilizando-se moléculas que se adsorvem na silica durante a polimerizacao das espécies
precursoras do Oxido, uma etapa posterior € necessaria para remover essas moléculas

produzindo a silica em estado mesoporoso [73].

A modificacdo de superficie de SPION com silica é realizada através do método
sol-gel, o qual consiste na hidrélise controlada de alcoxisilanos, tal como o ortossilicato
de tetraetila (TEOS), em uma solugdo de alcool em agua e empregando um catalisador
(usualmente hidréxido de amonio) para formar silandis (Equagéo 1). Os oligbmeros sao

formados na solucédo pela condensacdo dos silanois (Equacéo 2). Os oligbmeros ou 0s
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silandis reagem com os grupos hidroxila presentes na superficie das SPION também por
reacOes de condensacdo. Este processo permite inicialmente a formacgdo de ligacOes
covalentes entre a superficie das SPION e a cadeia siloxano, e depois o crescimento da
casca de silica [59, 73]. Um esquema deste processo € mostrado na Figura 18 (R pode

ser qualquer grupo organico funcional).

Hidrolise:  Si-(OR);+4H,0 =  Si(OH), + 4ROH Equacdo 1

Condensagdo: -Si-OH + HO-Si- — -Si-O-Si- + H,0 Equacao 2

A incorporacdo de silica na superficie das SPION produz um aumento no
tamanho das nanoparticulas o qual pode diminuir a estabilidade coloidal e se for usado
para aplicacbes in vivo pode aumentar a probabilidade de captura pelas células do
sistema imunoldégico. Também a incorporacdo de silica afeta a interacdo entre as
nanoparticulas e um campo magnético externo, pois a magnetizacdo de saturacdo é
menor no sistema carogo-casca do que nas SPION sem modificacdo de superficie, o que
pode ser prejudicial quando as aplicacBes envolvem separacdo magnética ou quando as
nanoparticulas sdo dirigidas utilizando um campo magnético externo. Por isso é
importante controlar a quantidade de silica depositada na superficie das SPION. A
espessura da casca de silica formada pelo método sol-gel é finamente ajustada através
do controle da concentracdo do alcoxisilano (usualmente TEOS), a concentracdo do
alcool ou a concentracdo do catalisador (usualmente hidréxido de aménio), o tempo de
reacdo e a temperatura da solugdo. Controlando esses parametros de sintese tem sido
possivel formar cascas de silica com espessuras de 20 até 100 nm. Outra forma de
controlar a espessura da casca de silica é utilizando o método sol-gel em microemulséo,
porém esse método requer uma etapa de lavagem intensiva para eliminar os surfactantes
[74].
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Figura 18. Esquema da modificacdo da superficie de SPION com silica empregando um alcoxisilano.
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A introducdo de grupos funcionais na superficie das SPION empregando
alcoxisilanos acontece por duas vias: a modificacdo da superficie das SPION utilizando
diretamente o alcoxisilano com o grupo funcional de interesse o qual produz a casca de
silica com os grupos funcionais livres na superficie das nanoparticulas ou a formagéo
previa de uma casca de silica empregando TEOS para posteriormente modificar a
superficie com o alcoxisilano que possui o grupo funcional de interesse [75]. O primeiro
método é mais simples e consome menor quantidade de reagentes, porém alguns
pesquisadores asseguram que o segundo método produz nanoparticulas com melhores
propriedades. Uma grande variedade de alcoxosilanos com grupos organicos funcionais

encontra-se disponivel comercialmente, o que facilita muito a introducdo de grupos
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funcionais na superficie das SPION. Os alcoxisilanos com grupos funcionais mais
populares sdo (3-aminopropil)trietoxisilano (APTS, com grupo amina priméria), (3-
mercaptopropil)trietoxisilano (MPTMS, com grupo tiol), 3-(trimetoxisilil)propil
metacrilato (MPS, com o grupo metacrilato) e (3-glicidiloxipropil)trimetoxisilano (com
0 grupo epoxido). A APTS € o alcoxisilano mais empregado pois reagindo com uma
molécula adequada pode deixar um novo grupo funcional na superficie, por exemplo a
reacdo entre a amina primaria e o anidrido succinico deixa grupos carboxila na
superficie da nanoparticulas [73, 76]. A presenca de grupos amina gera uma carga
elétrica positiva na superficie das nanoparticulas a qual pode adsorver moléculas ou
polimeros com carga negativa através da atracdo eletrostatica. Também € muito
empregada a reacdo entre 0 grupo amina primaria e uma molécula com grupo carboxila,
a qual é catalisada geralmente pela 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC)
[73].

A elevada carga negativa da casca de silica em suspensdes com pH>3 fornece
repulsdo entre as duplas camadas elétricas das nanoparticulas, o qual aumenta a
estabilidade coloidal. Em valores altos de pH (solucbes alcalinas) a silica perde
estabilidade quimica, pois dissolve nessas condi¢des. Porém, as condi¢cBes comuns de
trabalho estdo dentro da faixa de pH onde a silica apresenta estabilidade quimica e
coloidal [59].

64



2. Objetivos
-Produzir agregados de SPION com tamanhos homogéneos.

-Estabelecer um método para formar uma casca de silica na superficie dos agregados de
SPION.

-Avaliar a influencia da concentracdo do TEOS na espessura da casca de silica formada.

3. Experimental

3.1. Materiais e reagentes

Cloreto de ferro (Ill) hexahidratado (FeCl;.6H,0), cloreto de ferro (II)
tetrahidratado (FeCl,.4H,0), éacido oleico e dodecilsulfato de sodio (SDS) foram
adquiridos da Sigma-Aldrich e utilizados sem purificacdo. Solucdo de hidroxido de
amonio (NH4OH, 25%) e etanol (96%) foram comprados da VWR Prolabo e usados
como recebidos. Polivinilpirrolidona (PVP) e ortossilicato de tetraetila (TEOS) foram
obtidos da Fluka. O octano foi obtido da Acros Organics e acetona da Laurylab. Agua

deionizada foi usada em todos os experimentos.

3.2. Preparacao do ferrofluido organico

Em 80 mL de agua foram dissolvidos 10,16 g de FeCl;.6H,O e 3,7 g de
FeCl,.4H,0 (razdo molar Fe**/Fe®* = 2) e vazados em um reator de vidro de 250 mL
equipado com um agitador mecéanico. A solucgéo foi agitada a 500 rpm. Depois, 80 mL
de hidroxido de amonio foram adicionados ao reator o qual produz a precipitacdo das
SPION. A agitacdo continuou durante 2 horas para terminar a formacdo das
nanoparticulas. Acido oleico (8 mL) foi adicionado gota a gota ao reator e a agitacio
continuou durante 15 minutos. As SPION com &cido oleico na superficie (OAN) foram
separadas com um ima e lavadas varias vezes com uma solucdo acetona-agua (1:1).
Finalmente, as nanoparticulas foram secas e trituradas até obter um pd fino que se

dispersou em octano, obtendo o ferrofluido organico [77].
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3.3. Preparacéo de agregados de SPION (ME)

Uma emulsdo magnética foi preparada atraves da emulsificacdo do ferrofluido, o
qual foi utilizado como fase dispersa da emulsdo direta (O/W) e a fase continua foi uma
solucdo aquosa de SDS (12% m/v). Solucdo de SDS (9,8 mL) e 0,25 mL de ferrofluido
organico (9,6% m/v) foram colocados cuidadosamente em um frasco e emulsionados
por ultrassom (Vibra -cell 75042, Bioblock Scientific, amplitude 60%) durante 3
minutos. A emulséo obtida foi mantida sob agitacéo rotativa durante uma noite. Depois,
a emulsdo foi aquecida até aproximadamente 95 °C durante alguns dias para evaporar
do octano. Durante este processo o volume foi mantido constante pela reposi¢do da

agua.

3.4. Preparacdo de agregados de SPION modificados com silica na superficie (Si-
MN)

A modifica¢do da superficie de agregados de SPION com silica foi realizada
pelo processo sol-gel, usando TEOS como precursor da silica e hidroxido de aménio
como catalisador. Os agregados do volume de 10 mL de suspensdo de ME foram
separados com um ima, depois foram lavados com agua deionizada, e entdo redispersos
em 3 mL de solugdo de PVP (10% m/v). A suspensdo preparada foi mantida em
agitacdo durante 3 horas. Em seguida, 5 mL de NH,OH foram adicionados a suspenséo
e a agitacdo continuou durante 15 min. Adicionou-se uma solucdo de TEOS (em etanol)
a suspensdao e manteve-se em agitacdo durante uma noite. As particulas Si-MN foram
separadas por ima e lavadas com agua deionizada. Para avaliar o efeito do TEOS na
espessura do revestimento de silica foram preparadas cinco amostras diferentes,

incorporando TEOS e etanol de acordo com a Tabela 3.

Tabela 3. Volumes de TEOS e de etanol utilizados para preparar amostras Si-MN.

Amostra TEOS (mL) | Etanol (mL)
Si-MN1 0.50 1.0
Si-MN2 0.75 1.0
Si-MN3 1.00 1.0
Si-MN4 1.25 1.0
Si-MN5 2.00 1.0
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3.5. Caracterizacdo das amostras

3.5.1. Medidas de diametro hidrodinamico (Dh)

O diametro hidrodindmico médio (Dh) das particulas em suspensdo aquosa (pH
7) foi determinado no equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern) pela técnica de
Espalhamento de luz dindmico (DLS) com um angulo de dispersdo fixo de 173° em
relacdo a luz incidente usando um laser de He—Ne (A = 632,8 nm) como fonte de luz. O

Dh foi calculado tomando uma média de 3 medidas.

3.5.2. Medidas de Potencial Zeta

As medidas do potencial zeta das particulas foram realizadas utilizando o
método de microelectroforese no equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern
Instruments). O potencial zeta foi medido em funcdo do pH dispersando as
nanoparticulas em uma solucdo aquosa NaCl 5x10° mol.L™Y. O potencial zeta foi
calculado com uma média de 4 medidas. O pH das suspens@es foi variado no intervalo
2,5 - 10,5 utilizando solucdes HCI 0,1 mol.L™ e NaOH 0,1 mol.L™.

3.5.3. Espectroscopia no infravermelho (FTIR)
As andlises de FTIR foram realizadas em um espectrofotémetro FTIR Nicolet
iS50 FTIR (Thermo Scientific). As amostras foram secas antes da analise. Os espectros

foram obtidos no intervalo 4000-500 cm™ no modo ATR.

3.5.4. Microscopia Eletronica de Transmissdo (TEM)

As imagens de microscopia eletronica de transmissdao (TEM) foram obtidas com um
microscopio eletronico Phillips CM120. Uma gota de suspensao de particulas altamente
diluida foi colocada em uma grade de cobre e seca a temperatura ambiente antes da

analise. As andlises foram realizadas a uma tensdo elétrica de 100 kV.
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4. Resultados e discusséo
4.1. Caracterizacdo das nanoparticulas e nanoestruturas

4.1.1. Espectroscopia no infravermelho (FTIR)

A Figura 19 mostra os espectros FTIR do &cido oleico, SPION com &cido oleico
na superficie (OAN), agregados de SPION (ME) e agregados de SPION modificados
com silica na superficie (Si-MN5). No espectro do acido oleico, duas bandas
caracteristicas apareceram em 1710 e 1285 cm™, as quais foram atribuidas & vibracéo de
estiramento das ligacdes C=0 e C-O, respectivamente. O espectro da OAN exibe uma
banda a 1710 cm™ atribuida & vibracdo de estiramento do grupo carboxila do écido
oleico livre. Duas bandas largas estdo presentes em 1560 cm™ e 1420 cm™ atribuidas ao
estiramento assimétrico e ao estiramento simétrico do grupo carboxilato (COQ),
respectivamente, do &cido oleico imobilizado na superficie das nanoparticulas. Além
disso, uma banda intensa em 550 cm™ foi atribuida ao estiramento da ligagdo Fe-O. Esta
banda também est& presente no espectro infravermelho da ME e Si-ME, o que confirma

a presenca do oxido de ferro nas amostras [78-81].

O espectro infravermelho de ME é similar ao espectro de OAN, entretanto
apresenta duas bandas adicionais pouco intensas, uma em 1248 cm™ correspondente &
vibracdo de estiramento assimétrico do sulfato, e a outra em 1060 cm™ atribuidas a
vibracdo por estiramento simétrico do sulfato [82]. Estes resultados confirmam a
presenca de SDS nos agregados de SPION (ME).

O espectro infravermelho do Si-MN5 apresenta trés bandas centradas em 1065,
950 e 795 cm™, as quais correspondem ao estiramento assimétrico Si-O-Si, ao
estiramento Si-OH e ao estiramento simétrico Si-O-Si, respectivamente. Estas bandas
evidenciam a presenca de silica na amostra Si-MN5. Nenhuma banda atribuida a PVP
foi observada no espectro infravermelho da Si-MN5, o qual indica um adequado
processo de lavagem para eliminar PVP, que se adsorve facilmente na superficie da
silica. O espectro FTIR da Si-MN5 confirma que esta amostra esta composta

principalmente por oxido de ferro e silica [83-86].
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Figura 19. Espectros FTIR de acido oleico, SPION com acido oleico na superficie (OAN), agregados
de SPION (ME) e agregados de SPION modificados com silica na superficie (Si-MN5).

Acido oleico

C
>
Z

Si-MN5

Transmitancia (u.a.)

3000 2000
Numero de onda (cm™)

4000

Elaborado pelo autor.

4.1.2. Curvas de potencial zeta

A mudanca da carga de superficie das amostras resulta na mudanca do potencial
zeta. As medidas do potencial zeta foram, portanto realizadas para investigar a
modificacdo da superficie dos agregados de SPION. A Figura 20 representa os valores
de potencial zeta em funcdo do pH das amostras ME e Si-MN5. A amostra ME
apresenta valores negativos de potencial zeta devido a presenca dos ions sulfato com
carga negativa na superficie das nanoparticulas. As moléculas de dodecilsulfato estéo
organizadas ao redor das nanoparticulas de oxido de ferro de forma que as secOes
hidrofobicas estdo em contato com as nanoparticulas hidrofobicas e os grupos sulfato
estdo em contato com 0 meio aquoso, pois estes grupos tem uma alta afinidade pela
agua [87, 88].
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A curva de potencial zeta da Si-MN5 é semelhante a curva do potencial zeta das
nanoparticulas de silica. Este resultado foi o esperado, pois o potencial zeta depende das
propriedades do material na superficie das nanoparticulas. O ponto isoelétrico (PIE) é
definido como o pH no qual o potencial zeta das nanoparticulas é zero. O PIE da Si-
MNS5 ¢é proximo de 2, que € o mesmo valor de PIE de nanoparticulas de silica reportado
em artigos cientificos [89, 90]. Os grupos silanol (-Si-OH) na superficie das
nanoparticulas de silica tendem a dissociar-se para formar uma espécie carregada
negativamente (-Si-O") quando pH> 2. A presenca dessas espécies explica o valor
negativo do potencial zeta quando pH> 2. Da curva do potencial zeta é confirmada a

presenca da casca de silica na superficie dos agregados de SPION [91, 92].

Figura 20. Potencial zeta em funcéo do pH de agregados de SPION (ME) e
de agregados de SPION modificados com silica na superficie (Si-MN5).
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Elaborado pelo autor.
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4.2. Influencia da quantidade do TEOS nas propriedades das amostras Si-MN

4.2.1. Espectroscopia no infravermelho (FTIR)

A Figura 21 exibe os espectros FTIR dos agregados de SPION modificados
superficialmente com silica (Si-MN) as quais foram preparadas com diferentes
quantidades de TEOS. Um incremento na quantidade de TEOS durante a sintese produz
um aumento na intensidade da banda centrada em 1065 cm™. Esta banda esta associada
a silica, isso sugere um aumento na quantidade de SiO, nas amostras quando se utiliza
uma maior quantidade de TEOS na sintese. Ao ser o TEOS a fonte de silica, 0 aumento
na quantidade TEOS produz um aumento na quantidade de silica produzida. Se a
quantidade de oOxido de ferro se mantem constante em todas as preparacdes, um
aumento de TEOS produz uma maior quantidade de silica disponivel para ser
incorporada na superficie das nanoparticulas. Este efeito explica o incremento da silica

nas amostras ao aumentar a quantidade de TEOS.

4.2.2. Medidas de diametro hidrodinamico (Dh)

O diametro hidrodinamico médio (Dh) das amostras Si-MN1, Si-MN2, Si-MN3,
Si-MN4 e Si-MN5 de acordo com a incorporacdo de TEOS (Tabela 3) é mostrado na
Figura 22. O Dh das amostras ndo aumentou abruptamente durante as medidas. O Dh
das 3 primeiras amostras é similar indicando que os nanosistemas tem uma casca de
silica com espessura similar ou que ndo se formou uma casca de silica. No entanto,
notou-se um incremento no Dh com o0 aumento da quantidade de TEOS nas amostras
Si-MN4 e Si-MN5. As medidas de diametro hidrodinamico consideram o tamanho do
sistema formado pelas particulas em suspensdo e as moléculas de adgua adsorvidas na
superficie, por isso os valores de didametro hidrodindmico sdo maiores do que o tamanho
calculado ao analisar as micrografias TEM. O desvio padrdo das medidas de Dh da
amostra Si-MN5 é maior do que o desvio padrdo das outras amostras, o que indicaria
que as particulas Si-MN5 estariam ligeiramente aglomeradas em suspensdo. Para
interpretar melhor estes resultados foi realizada a analise por microscopia eletronica de

transmissao.
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Figura 21. Espectros FTIR dos agregados de SPION modificados com silica na
superficie: Si-MN1, Si-MN2, Si-MN3, Si-MN4 e Si-MNb5.
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Figura 22. Didmetro hidrodindmico (Dh) das amostras Si-MN: Si-MN1, Si-
MN2, Si-MN3, Si-MN4 e Si-MN5 de acordo com a incorporagdo de TEOS
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4.2.3. Microscopia Eletronica de Transmissdo (TEM)

A micrografia TEM da amostra OAN (Figura 23.a) mostra nanoparticulas
aproximadamente esféricas e ligeiramente irregulares com um tamanho médio de 9+1
nm. Geralmente, as nanoparticulas de ¢6xido de ferro preparadas pelo método de
coprecipitacdo exibem forma aproximadamente esférica com algumas irregularidades.
Estas caracteristicas foram observadas também nas nanoparticulas preparadas.
Nanoparticulas de 6xido de ferro com um tamanho menor do que 30 nm usualmente
tem um comportamento superparamagneético a temperatura ambiente, portanto é muito
provavel que as nanoparticulas obtidas sejam superparamagnéticas e por isso foram
consideradas como SPION [57].

Na imagem TEM de ME (Figura 23.b) observa-se agregados esféricos com
tamanhos similares, os quais estdo formados por nanoparticulas OAN. O tamanho
médio dos agregados é 223+67 nm. A micrografia mostrou particulas e ndo goticulas o
qual é o usual quando se analisa emulsdes. Este resultado sugere que a etapa de
aquecimento posterior a emulsificacdo removeu uma parte consideravel do solvente

organico do ferrofluido inicial induzindo a formacéo de agregados de SPION.

Figura 23. Imagens TEM de: a) OAN e b) ME.

Elaborado pelo autor.
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Quando a solucdo concentrada de hidréxido de aménio foi adicionada a solugédo
de sais de ferro, o pH aumentou abruptamente. Em solugdes com o pH alto, a
solubilidade dos sais de ferro em agua é baixissima, portanto a adicdo de hidréxido de
amonio resultou na formacao de espécies de ferro precursoras de baixa solubilidade que
precipitaram juntas formando nanoparticulas de Fe3O,, resultando em uma suspensao
preta similar a observada na Figura 14.a. Os cétions de ferro e os ions hidroxido
reagiram segundo a seguinte equagao:

2Fe**(aq) + Fe**(ag) + 8OH (aq) —> Fes0u(s) + 4H,0(l) Equacéo 3

Embora ndo tenha sido realizada a analise por difracdo de raios X para
confirmar a estrutura de espinélio inverso da magnetita, os parametros de sintese que
foram empregados normalmente produzem nanoparticulas de magnetita. Além disso, as
nanoparticulas obtidas foram atraidas fortemente por um im@ e de cor preta,
caracteristicas tipicas da magnetita. O método de coprecipitacdo utilizado produziu
nanoparticulas de oOxido de ferro sem nenhum adsorbato na superficie das
nanoparticulas que possa estabilizar coloidalmente as nanoparticulas. Devido a pouca
afinidade da superficie pela agua, as nanoparticulas produzidas formam agregados
irregulares e de distintos tamanhos [93-95]. A estabilidade coloidal aumenta quando o
pH da suspensao é muito alto, tipicamente acima de pH 9. Nessas condi¢fes sdo geradas
espécies com carga elétrica negativa na superficie das nanoparticulas que resultam em
estabilidade eletrostatica [57, 96].

A adicdo de &cido oleico as SPION modificou a superficie das nanoparticulas.
Quando o &cido oleico ¢é adicionado a uma suspensdo com um elevado pH o grupo
carboxila (-COOH) do acido oleico se dissocia liberando um ion hidroxdnio para formar
0 grupo carboxilato (-COQO’). O grupo carboxilato possui uma alta afinidade pela
superficie das nanoparticulas de 6xido de ferro, assim 0s grupos carboxilato e os ions
ferro na superficie das nanoparticulas formam uma ligacdo de coordenacdo deixando na
superficie das nanoparticulas uma monocamada de cadeias alifaticas [57, 97]. A Figura
24 mostra um esquema da modificacdo da superficie de SPION com acido oleico onde o
grupo R equivale a —(CH3)sCH=CH-(CH;);-CHs.
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Figura 24. Esquema da modificacdo da superficie de SPION com acido oleico.
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As SPION com &cido oleico na superficie (OAN) ndo formam uma suspensdo
estdvel em agua pois as cadeias alifaticas presentes na superficie tem uma baixa
afinidade pela agua. Porém, possuem uma alta afinidade por solventes apolares, por isso
ao dispersar as nanoparticulas OAN em octano se formou uma suspensdo estavel. Neste
caso a estabilidade da suspenséo foi produto da estabilidade estérica. O acido oleico na
superficie atua como uma barreira fisica que impede o contato entre as nanoparticulas
em suspensdo evitando que as mesmas aglomerem. Este tipo de suspensdes com alta
estabilidade coloidal é conhecido como ferrofluido orgédnico. A formacdo de uma
emulsdo O/W dispersando o ferrofluido em &gua é conseguida com o surfactante SDS
como estabilizante. Uma emulsdo € um sistema produzido pela mistura de dois liquidos
imisciveis através da dispersdo de goticulas de um dos liquidos no outro liquido. Devido
a que os dois liquidos sdo imisciveis € necessaria a introducdo de um surfactante como o
SDS. A molécula de SDS possui uma estrutura similar ao acido oleico, ou seja uma
cadeia alifatica longa com um grupo iénico na extremidade, neste caso o grupo sulfato.
Na emulsdo magnética, as goticula de ferrofluido dispersas em agua possuem
estabilidade coloidal devido a organizacdo das moléculas de SDS ao redor das goticulas
de ferrofluido. A cadeia alifatica do SDS tem alta afinidade pela fase organica apolar
por isso esta parte da molécula esta em contato com o ferrofluido deixando exposto na
parte exterior 0s grupos sulfato, os quais tem afinidade pela fase aquosa polar. As
moléculas de SDS organizadas na interface evitam a coalescéncia das goticulas, pois o
SDS atua como barreira fisica (estabilidade estérica) e também a carga elétrica dos
grupos sulfatos, confirmada pelas medidas de potencial zeta, geram repulsdo

eletrostatica entre as goticulas (estabilidade eletrostatica) [98, 99]. O tamanho das
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goticulas dispersas na emulsdo é controlado pela concentracdo da fase organica, a

concentragdo da fase aquosa e a concentragdo do surfactante, normalmente a

emulsifica¢do produz goticulas com tamanhos similares [100].

Devido a que as goticulas do ferrofluido na emulsdo tinham tamanhos similares

e o ferrofluido foi uma suspensdo muito estavel, a remogéo lenta do octano presente na

fase dispersa produziu agregados de SPION com tamanhos similares. A Figura 25

mostra um esquema deste processo. Apesar da remocdo de uma parte consideravel do

octano, os agregados mantiveram a estabilidade coloidal, pois o SDS mantinha a

interacdo hidrofébica com o acido oleico presente na superficie das SPION e a interacdo

hidrofilica com a solucao.

Figura 25. Formacéo dos agregados de SPION.
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Agregado de SPION

As imagens TEM das amostras Si-MN1, Si-MN2 e Si-MN3 (Figura 26) exibem

agregados de nanoparticulas com auséncia de uma casca de silica similar as particulas

mostradas na microscopia TEM da amostra ME (Figura 23.b). Este resultado indica que

ndo foi formada a casca de silica nas condicGes de preparacéo, por isso estas amostras

apresentaram um didmetro hidrodindmico similar (Figura 22).
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Figura 26. Imagens TEM de: a) Si-MN1, b)Si-MN2 e ¢)Si-MN3.

Elaborado pelo autor.
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As imagens TEM das amostras Si-MN4 e Si-MN5 (Figura 27) mostram
particulas esféricas formadas pelos agregados de SPION recobertos com uma casca de
outro material, o qual é identificado como silica de acordo com os resultados prévios de
FTIR e medidas de potencial zeta. A espessura da casca de silica de Si-MN4 e de Si-
MNS5 é de 10 nm e 20 nm, respectivamente. A presenca da casca de silica produziu um
maior diametro hidrodindmico nas amostras Si-MN4 e Si-MN5 em compara¢do com as
amostras Si-MN1, Si-MN2 e Si-MN3 (Figura 26). Aparentemente a silica se depositou

também entre as SPION separando estas nanoparticulas.

A casca de silica é formada diretamente pelo método sol-gel quando existe
afinidade quimica entre a superficie das nanoparticulas e a silica. Superficies de silica,
titAnia, minerais, hematita, magnetita e outros 6xidos podem ser facilmente modificadas
com silica empregando o método de sol-gel. Usualmente estas superficies possuem
grupos hidroxila disponiveis para reagir com o0s grupos hidroxila das espécies
precursoras da silica através da reacdo de condensacdo formando ligacGes covalentes.
Porém, outras superficies precisam da ajuda de estabilizantes, surfactantes ou agentes de
acoplamento para ser revestidas com uma casca de silica. As moléculas de SDS
presentes na superficie dos agregados de SPION ndo possuem grupos hidroxila para
reagir através da condensacdo, portanto é necessaria a utilizacdo de um agente de
acoplamento para conseguir a formacdo da casca de silica. O PVP é um polimero
anfifilico ndo i6nico usado amplamente e que se adsorve facilmente em metais e 6xidos
de metais. Devido as suas propriedades tem sido utilizado como agente de acoplamento
para permitir a formacdo de casca de silica na superficie de nanoparticulas. Quando os
agregados de SPION s&o suspensos em uma solucdo de PVP e se deixa em agitacdo por
um tempo, as cadeias poliméricas de PVP se adsorvem na superficie dos agregados
deixando na superficie suas se¢des que interagem melhor com a dgua, ou seja 0S grupos
amida [101].
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Figura 27. Imagens TEM: a) Si-MN4 e b) Si-MN5.

Elaborado pelo autor.
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O TEOS incorporado na suspensdo hidrolisa para formar silandis, os quais
polimerizam atraves da reagdo de condensacdo formando oligdbmeros de Oxido de
silicio. A formac&o da casca de silica ao redor dos agregados de SPION provavelmente
seja produto da afinidade do grupo amida da PVP pelos oligdmeros de 6xido de silicio.
Os oligdbmeros interagem com os grupos amida da PVP formado uma primeira camada
Oxido de silicio sobre a superficie dos agregados de SPION. Esta camada contem
grupos hidroxila para reagir com os oligbmeros através da condensacdo e assim se
consegue formar a casca de silica ao redor dos agregados de SPION [102-104]. Um

esquema deste processo é mostrado na Figura 28.

Os resultados de TEM e DLS indicam que a casca de silica ao redor dos
agregados de SPION é detectada quando 1,25 mL ou um volume maior de TEOS é
usado no procedimento descrito. No entanto, os resultados FTIR evidenciaram a
presenca de silica em todas as amostras Si-MN. Provavelmente, nas amostras Si-MN1,
Si-MN2 e Si-MN3, a silica se depositou entre 0s intersticios presentes nos agregados de
SPION, o que explicaria a presenca de silica nestas amostras e a auséncia de uma casca
de silica. Por isso nas imagens TEM das amostras Si-MN4 e Si-MN5 parece que a silica
se depositou também entre as SPION. Para formar a casca de silica é necessario gerar
uma quantidade de silica maior do que aquela necessaria para preencher os intersticios
do interior dos agregados, assim o excesso de silica se deposita na superficie dos
agregados. Também é provavel a formacdo de uma fina camada de silica na superficie
dos agregados, a qual ndo é detectada pelas técnicas utilizas.

Figura 28. Formacao da casca de silica ao redor do agregado de SPION.
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5. Conclusbes

Agregados de nanoparticulas magnéticas de ¢xido de ferro com tamanhos
similares foram recobertos com uma casca de silica de espessura controlada (Si-MN)
pela quantidade de TEOS utilizado como precursor. A superficie de nanoparticulas de
oxido de ferro foi modificada com acido oleico e depois suspensas em octano para obter
um ferrofluido. O ferrofluido orgénico obtido foi emulsionado em uma solucdo aquosa
de SDS. Os agregados de SPION foram submetidos a reacdo sol-gel empregando PVP
como agente de acoplamento. As particulas Si-MN estdo compostas pelos agregados de
SPION recobertos com uma casca de silica. Determinou-se aproximadamente a
quantidade minima de TEOS necessaria para induzir a formagao da casca de silica ao
redor dos agregados de nanoparticulas de 6xido de ferro. Abaixo da quantidade minima,
provavelmente acontece a deposi¢do de silica nos intersticios dos agregados, ou a

formacdo de uma fina camada de silica na superficie dos agregados.

6. Sugestdes para trabalhos futuros

A adsorc¢do acidos nucleicos na superficie da silica é utilizada como método de
separacgdo deste tipo de moléculas. Os agregados de SPION modificados com silica na
superficie (Si-MN) podem ser utilizados para a separacdo magnética de &cidos
nucleicos. Assim, a perspectiva de continuidade deste trabalho € estudar a capacidade

das particulas Si-MN visando a separacéo de acidos nucleicos.

Ademais, a eficacia de adsorcdo de adsorventes multifuncionais é aprimorada
pela introducdo de grupos funcionais na superficie para prover a eficiéncia com
diferentes sitios de adsorcdo. Em experimentos preliminares foram introduzidos grupos
amina, carboxila e anilina na superficie de amostras de Si-MN e a adsorcdo de &cidos

nucleicos ainda nao foi avaliada.
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Capitulo 3: Sintese e caracterizacdo de nanoparticulas

hibridas de silica e albumina

1. Introducéo

1.1. Albumina

A albumina, um componente do sangue humano, € uma proteina natural
biocompativel, biodegradavel, solivel em agua, relativamente barata de obter, os
produtos de sua degradacdo ndo sdo tdxicos, possui uma alta estabilidade, sua meia vida
é 19 dias in vivo e se encontra em forma pura em varias fontes. A funcdo natural da
albumina é trabalhar como transportador de varias moléculas no sistema circulatério.
Para cumprir com a essa fungéo, a albumina possui a habilidade de formar ligagdes com
uma ampla variedade de moléculas [105, 106]. Essa caracteristica é produzida pela
grande quantidade de residuos de aminoacidos com carga elétrica que permite interagir
com outras moléculas através de interacOes eletrostaticas [107]. Portanto, pode servir
como um excelente transportador de farmacos e outras biomoléculas. Existem diferentes
tipos de albumina segundo sua origem, as mais estudadas sdo a albumina de soro
humano (HSA) e a albumina de soro bovino (BSA) [106]. A HSA e a BSA
compartilham muitas propriedades, tais como, solubilidade em agua, massa molecular
similar, nimero aproximado de residuos de aminoacidos, etc. A BSA é a albumina
empregada na maioria dos estudos publicados devido a sua aceitacdo pela inddstria

farmacéutica e seu uso como proteina modelo em estudos fundamentais.

Nanosistemas com albumina sdo facilmente dispersaveis e exibem boa
estabilidade coloidal. Todas estas caracteristicas fazem da albumina um material
adequado na preparacdo de nanomaterias para sistemas de liberacdo controlada [106].
Estudos prévios confirmaram a utilidade da albumina nesta area tecnoldgica e alguns
sistemas estdo atualmente disponiveis no mercado como por exemplo o Abraxane®,
aprovada pela FDA em 2005, consiste em paclitaxel (Taxol®, farmaco anticancerigeno)
encapsulado em nanoparticulas de albumina (Figura 29) [105]. As nanoparticulas
preparadas a base de albumina poderiam ser utilizadas em terapia fototérmica, terapia
fotodindmica, obtencdo de imagens, ressonancia magnética, tomografia fotoacustica ou

imageamento multimodal [106]. Mais de 100 diferentes moléculas ativas ou de
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diagnostico foram incorporadas em particulas de albumina para serem administradas por
diferentes vias [105].

Figura 29. Representacdo esquematica do Abraxane®.

Albumina
Paclitaxel

Adaptado de M. Otagiri et al. [142]

Nanoparticulas de BSA podem ser preparadas por métodos distintos, 0s
principais sdo o0 método de emulsificacdo e o método de nanoprecipitacdo. O primeiro
método envolve a emulsificacdo da solucdo de albumina em uma fase oleosa e a
solidificacdo por desnaturacdo térmica ou reticulacdo quimica usando formaldeido ou
glutaraldeido [105, 107]. Uma limitacdo deste método é a necessidade de usar solventes
organicos, para a remocao de ambos os residuos oleosos e os surfactantes necessarios
para a estabilizacdo da emulsdo. Outra desvantagem deste método € que € dificil
controlar o tamanho das particulas de albumina. O método de nanoprecipitagdo consiste
na mudanga da solubilidade da albumina em agua. A diminui¢do de solubilidade se
consegue mediante alteragcdes no pH, na concentracdo de sais, nas condicfes de
solubilidade e mais comumente pela adi¢do de outro liquido miscivel, conhecido como
ndo-solvente [107]. Esta técnica permite aprimorar o controle na distribuicdo de
tamanhos das nanoparticulas. A presenca de grupos tiol na albumina, devido ao
aminoacido cisteina, tem sido aproveitada para empregar a albumina como um molde
(template) para a sintese de nanoparticulas inorganicas. Este processo é similar a
biomineralizagcdo que acontece nos seres vivos. Os grupos tiol interagem com ions

metalicos e fornecem a estrutura de suporte para a formacdo das nanoparticulas
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inorganicas [106]. Lomis et al. prepararam nanoparticulas de HSA carregadas com
paclitaxel pelo método de emulsificacdo, obtendo nanoparticulas com tamanho
controlavel entre 100 e 200 nm. Os parametros como concentracdo de reagentes e as
condi¢des de homogeneizacdo foram avaliados e correlacionados com as propriedades
dos nanosistemas. Também foram estudadas a liberacdo do farmaco e a citotoxicidade
em células de céncer, e os resultados mostraram que 0 nanosistema possui uma
eficiéncia terapéutica 6tima e apresenta poucos efeitos colaterais [108]. Recentemente,
Tarhini et al. prepararam nanoparticulas de BSA empregando o método de
nanoprecipitacdo e estudaram o efeito da concentracdo dos reagentes, a proporcao
solvente/ndo-solvente e a forga ibnica da solugdo tampédo. A estabilidade coloidal, o
potencial zeta e o tamanho das nanoparticulas foram avaliadas, encontrando as
condi¢cdes Otimas para produzir nanoparticulas de BSA adequadas para aplicacGes
biomédicas [107].

1.2. Nanoparticulas hibridas

A preparacdo de nanoparticulas € um campo de pesquisa que tem experimentado
um alto desenvolvimento tecnoldgico e interesse comercial durante as Gltimas décadas
devido a producdo de materiais com propriedades Unicas que tém sido amplamente
utilizados para inovacdo. Particularmente, no dominio biomédico e farmacéutico, as
nanoparticulas tém recebido atencdo consideravel devido a sua capacidade de interagir
intimamente com estruturas biolégicas. As nanoparticulas podem ser sintetizadas a
partir de diferentes compostos precursores, tais como, polimeros, metais, Oxidos,
calcogénios, etc. Em outros casos, as hanoparticulas hibridas ou nanocompositos podem
ser feitos com mais de um componente. O livro de ouro da IUPAC define materiais
hibridos como: “Material composto por uma mistura intima de componentes
inorganicos, componentes organicos ou ambos o0s tipos de componentes. Nota: Os
componentes geralmente se interpenetram em escalas inferiores a 1 um” [109]. Na
escala nanométrica a interpenetracdo de dois materiais acontece sempre em escalas
inferiores a 1 um, pelo qual a mistura de dois ou mais materiais quaisquer na escala
nanométrica podem ser denominados como nanomateriais hibridos [110]. A presenca de
diferentes materiais em um Unico sistema permite a interacdo entre eles e pode levar a
alteracbes nas propriedades, tais como estabilidade coloidal, estabilidade quimica,

biodegradabilidade, capacidade de carga, toxicidade, etc. As nanoparticulas hibridas
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estdo principalmente correlacionadas com a integragdo de componentes organicos,
macromoléculas biodegradaveis, macromoléculas sensiveis a estimulos, lipidios,
macromoléculas anfifilicas e dendrimeros, com ingredientes inorganicos, tais como
nanoparticulas de ouro, prata, silica, 6xido de ferro, pontos quanticos, etc [111]. A
maior parte dos nanosistemas hibridos consiste em nanoparticulas inorganicas com uma
propriedade especifica encapsuladas em uma matriz orgdnica que protege a
nanoparticula inorganica e confere estabilidade coloidal ao sistema.

Nanoparticulas hibridas compostas de polimero e material inorganico podem ser
preparadas por varios métodos de sintese, gracas a capacidade de combinar diferentes
maneiras para introduzir cada fase no nanosistema. Entre os método mais comuns estdo
[110]:

1. Métodos nos quais a formacao de componentes poliméricos e inorganicos ocorre ex
situ e a nanoparticula hibrida é formada pela combinagdo dos componentes. Dois casos
podem ser diferenciados: (i) aqueles em que cadeias poliméricas estdo ligadas as
particulas inorganicas; e (ii) aqueles em que nanoparticulas poliméricas e nanoparticulas
inorganicas sao combinadas. Em ambos os casos, a ligacdo quimica dos componentes

pode ser covalente ou ndo covalente.

2. Estratégias em que o componente inorganico (tipicamente nanoparticulas
inorganicas) é formado ex situ e, depois a polimerizacdo do material organico ocorre

€m Sua presenca.

3. Estratégias em que a fase de polimero ou as particulas de polimero sdo formadas ex

situ e a precipitacdo do componente inorganico ocorre in situ.

4. Estratégias em que tanto o polimero quanto os componentes inorganicos sdo

formados simultaneamente in situ, durante a formac&o de nanoparticulas hibridas.

Algumas nanoparticulas hibridas combinam sinergicamente as fungdes
terapéuticas e de diagnostico de seus componentes em um Unico nanosistema,
melhorando a eficiéncia dos tratamentos de doencas. Esses sistemas seguem o conceito
de dispositivo terandstico. Por exemplo, em sistemas que combinam geragdo de
imagens com fungdes terapéuticas, a biodistribuicdo dos materiais pode ser monitorada

in vivo, reduzindo o potencial de efeitos colaterais ndo intencionais da toxicidade do
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farmaco e também permite que a equipe médica monitore o progresso e a eficacia de

uma terapia durante todo o curso do tratamento [111, 112].

1.3. Nanoparticulas de silica e nanoparticulas hibridas de silica

As nanoparticulas de silica (SiO,) tém muitas propriedades adequadas que as
tornam uma plataforma promissora para o desenvolvimento da nanomedicina. Elas
mostram uma extensa area de superficie, biocompatibilidade, alta estabilidade quimica e
coloidal, baixo custo, facil funcionalizacdo da superficie, transparéncia Optica e facil
difusdo por todo o corpo. O tamanho, forma, porosidade e carga de superficie de
nanoparticulas de silica sdo facilmente controlados. Além disso, o revestimento de silica
na superficie de outras nanoparticulas € um processo comum de modificacdo de

superficie de nanoparticulas [113].

O método de sintese de nanoparticulas de silica mais empregado é o método de
Stober [114], o qual permite a producdo de nanoparticulas de silica esféricas e
monodispersas a partir de solugdes de mistura dgua e &lcool de ortossilicato de tetraetila
(TEOS) na presenca de hidroxido de amdnio como catalisador. A concentracdo do
alcoxisilano, agua, alcool, hidréxido de aménio e a temperatura da reacdo sdo 0s
pardmetros que determinam o tamanho e a distribuicdo das nanoparticulas [115, 116]. A
geracdo de silica envolve dois tipos de reacBes quimicas: os silanois (Si-OH) sédo
formados pela hidrélise do TEOS (equacdo 4), e as ligacdes siloxano (Si-O-Si) sdo

formadas pela policondensacao entre os silandis (equacéo 5).
Hidrolise: Si-(OC,Hs)s + H,O —  Si-( OC,Hs)s0H + C,HsOH Equacdo 4

Policondensacdo:  -Si-OH + HO-Si- — -Si-O-Si- + H,0 Equagdo 5

A formacdo das nanoparticulas de silica pode ser dividida em duas etapas: (1) a
nucleacdo, a qual envolve a formacdo de nucleos iniciais de silica atraves dos processos
de hidrolise e de condensacdo, e (2) o crescimento, esta etapa pode acontecer pela
adicdo dos mondmeros ou oligbmeros de silica na superficie dos nucleos ou pela
agregacdo controlada dos nucleos para formar particulas maiores [115]. Para o
crescimento uniforme das nanoparticulas é melhor ter um tempo de nucleacdo curto

para que durante o crescimento das particulas todos o0s nucleos possam crescer pelo
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mesmo periodo de tempo [113]. O controle sobre o crescimento das nanoparticulas no
processo de Stober permite a sintese de muitas variedades de particulas de silica.
Embora existam muitas técnicas sintéticas exclusivas para a criacdo de nanoparticulas
de silica, a maioria das técnicas para sintetizar particulas mesoporosas, ocas e de varias
formas € fundamentalmente derivada do processo de Stéber [113]. A Figura 30 mostra

um esquema da sintese de nanoparticulas de silica através do método de Stober.

Figura 30. Sintese de nanoparticulas de silica através do método de Stober.
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Adaptado de K. Panwar et al. [86] e de V. Masalov et al. [143]

Nanoparticulas hibridas de silica tem recebido grande interesse na area
biomédica pela capacidade de combinar em um Unico sistema as propriedades da silica
com as funcionalidades oferecidas pelos componentes organicos e biologicos. Assim
foram propostos muitos sistemas hibridos de silica para serem empregados como
sistemas de liberacdo controlada de farmacos, agentes para obtencdo de imagens,

plataformas para tratamento de inflamacdes e agentes terandsticos [117].
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Entre os métodos de producdo de nanoparticulas hibridas de silica, destaca-se o
método de deposi¢do em molde (template deposition) [118, 119]. Alguns polimeros sdo
capazes de se organizar em solucdo para formar uma variedade de estruturas, tais como
micelas, vesiculas, microgeis, particulas, etc. Estas geometrias confinadas podem ser
usadas como suportes ou moldes para a precipitacdo e cristalizacdo de matéria
inorganica e, em geral, tornam-se ocluidos na estrutura durante a formacdo do
componente inorgénico, o que resulta em um hibrido polimero/matéria inorganica. Os
polimeros atuam como agentes controladores e orientadores da precipitacdo dos
materiais inorganicos [110]. Este método é empregado pelos organismos vivos no
processo de biomineralizacdo, no qual as biomoléculas (aminoacidos, proteinas,
polissacarideos, lipidios e peptideos) desempenham um papel crucial na formacéo dos
minerais. Algumas algas conhecidas como diatoméaceas conseguem produzir silica na
escala nanométrica em condicBes bioldgicas, ou seja em solucdo aquosa, baixas
temperaturas, e meio aproximadamente neutro, o qual resulta muito atrativo no campo
de sintese de nanoparticulas [120]. O método de deposicdo em molde permite obter
nanoparticulas de silica e nanoparticulas de silica oca com um bom controle do
tamanho, forma e porosidade de amostras. Além disso, permite a producdo de
nanoparticulas hibridas com controle sobre a relagdo silica-material organico, as quais
recebem especial atencdo devido ao potencial para aplicagdes no campo biomédico.

Quando sdo usadas particulas poliméricas coloidais como moldes, 0 método
apresenta duas variantes dependendo do uso de um molde duro ou de um molde mole
[110, 118]. A primeira variante permite a deposicao de material inorganico na superficie
das particulas duras, as quais atuam como suporte para 0 crescimento do material
inorganico, resultando geralmente em estruturas carogo-casca. Particulas ocas sdo
obtidas removendo o carogo organico através da calcinacdo. Chen et al. obtiveram uma
casca de silica de espessura controlavel ao redor de nanoparticulas de poliestireno. O
carogo organico foi removido por calcinacdo a 550 °C para obter nanoparticulas de
silica ocas com uma distribuicdo de tamanhos uniforme [121]. Na segunda variante,
usando moldes moles como microgeis ou nanogeis, a precipitacdo da fase inorganica
acontece na rede polimérica, ou seja dentro dos moldes e ndo se limita a superficie das
particulas, obtendo nanoparticulas formadas por duas redes (uma organica e a outra
inorganica) interpenetradas. Pi et al. sintetizaram microgeis catibnicos com estrutura

carogo-casca para a deposicdo de silica em molde. A silica foi formada exclusivamente
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na casca dos microgeis, ou seja a casca dos microgeis atuou como um molde mole e o
carogo atuou como um molde duro. As nanoparticulas obtidas tiveram um caroco de
polimero compacto e uma casca hibrida silica-polimero. A calcinagdo posterior do
material organico permitiu obter nanoparticulas ocas de silica. As composicdo e a
morfologia da superficie das nanoparticulas hibridas foram controladas ao ajustar os
pardmetros de sintese com o teor de agua e do precursor de silica [120]. Wang et al.
empregaram as proteinas fibroina e sericina extraidas da seda para produzir
nanoparticulas de fibroina e nanofilamentos de sericina, as quais foram usadas como
moldes para a deposi¢do de silica na superficie obtendo nanoparticulas e nanofilamentos
hibridos silica-fibroina e silica-sericina, respetivamente. O tamanho e a morfologia dos
nanomateriais foi controlado pela concentracdo dos reagentes e pelas condicdes de
sintese. A deposicdo da silica foi produzida pelas ligacGes de hidrogénio e pelas
atracdes eletrostaticas entre as proteinas e a silica. Os nanomateriais hibridos
mostraram uma alta capacidade de carga de farmacos como doxorrubicina (hidrofilico)
e a paclitaxel (hidrofébico). A liberagdo dos farmacos foi considerada rapida em
solucdes com pH 5,4 e foi lenta em solugbes com pH 7,4. Também foi comprovada sua
capacidade para eliminar células cancerigenas. Os resultados indicaram que 0s
nanomateriais hibridos preparados sdo transportadores de farmacos promissores na
terapia de cancer [122]. Zhang et al. sintetizaram nanoparticulas hibridas de silica
empregando nanogeis como moldes e foi avaliada a capacidade para carregar e liberar
albumina de soro bovino (BSA). Utilizando o mesmo copolimero, foram preparados
nanogeis compactos e soltos que atuaram como moldes duros e moldes moles,
respetivamente. A estrutura e o tamanho das nanoparticulas hibridas dependeram do
tipo de molde empregado. As nanoparticulas preparadas a partir dos moldes duros
possuiam uma casca de silica compacta na superficie, enquanto que as nanoparticulas
preparadas com moldes moles possuiam uma casca de silica porosa na superficie, pois a
silica tinha sido depositada na rede polimérica. As primeiras nanoparticulas exibiram
uma liberacdo de BSA mais lenta, ou seja conseguiam reter a BSA por mais tempo. As
nanoparticulas preparadas com o molde mole conseguiram encapsular uma maior
quantidade de BSA. Pela incorporacdo de nanoparticulas magnéticas e pelo processo de
modificagdo de superficie com um copolimero pH-responsivo, as nanoparticulas

hibridas adquiriram novas funcGes que melhoraram sua atividade farmacoldgica [123].
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2. Objetivos
-Sintetizar nanoparticulas monodispersas de albumina (BSA) através do método de

nanoprecipitacao.

-Sintetizar nanoparticulas hibridas BSA-silica empregando o método de deposi¢do de

silica em molde de nanoparticulas de BSA.

-Avaliar o efeito da concentracdo do TEOS e de hidroxido de amdnio nas caracteristicas

das nanoparticulas hibridas obtidas.

3. Experimental

3.1. Materiais e reagentes

A albumina de soro bovino (BSA, 96%) foi obtida da Sigma-Aldrich.
Polivinilpirrolidona (PVP) e ortossilicato de tetraetila (TEOS) foram adquiridos da
Fluka. Glutaraldeido (25%), etanol (96%) e hidroxido de aménio (NH;OH, 25%) foram
adquiridos da VWR Prolabo e usados como recebidos.

3.2. Nanoparticulas de BSA (BSA-NP)

Preparou-se uma solucdo aquosa de BSA (20 mg/mL). As nanoparticulas de
BSA foram obtidas adicionando etanol (ndo solvente) a solucdo de BSA (volume de
solvente/volume de ndo solvente = %2) sob agitacdo magnética a temperatura ambiente.
Apos a adicdo do etanol, adicionou-se glutaraldeido (8% em massa em relacdo a BSA)
como agente de reticulacdo e manteve-se sob agitagdo magnética durante 10 minutos. O
etanol foi entdo removido por evaporacao rotativa e as nanoparticulas de BSA dispersas

em agua foram recuperadas.
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3.3. Preparacdo de nanoparticulas hibridas BSA-silica (BS)

Em 4 mL de suspensdo aquosa de BSA-NP (2% m/v) foi dissolvido 0,2 g de
PVP e mantido em agitagdo magnética durante 3 horas. Em seguida adicionou-se
hidroxido de amdnio a suspensdo. Posteriormente, uma solucdo de TEOS em etanol
(25% v/v) foi adicionada a suspensdo e mantida sob agitacdo magnética por
aproximadamente 18 horas. As nanoparticulas hibridas obtidas foram separadas da
solucdo por centrifugacdo e resuspensas em agua utilizando uma ponteira de ultrassom.
Este procedimento foi repetido cinco vezes para garantir a remocao do material que ndo
reagiu. Amostras secas foram obtidas através da liofilizacdo. Diferentes amostras de
nanoparticulas hibridas BSA-silica foram preparadas variando a quantidade de
hidréxido de amoénio e TEOS utilizada na preparacdo de acordo com a Tabela 4.
Avaliou-se a influéncia da concentracdo de hidroxido de amoénio e de TEOS nas

propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas obtidas.

Tabela 4. Quantidade de hidroxido de aménio e solugdo de TEOS usada para preparar
as amostras.

Amostra NH4OH (uL) Solucdo de TEOS
(25% v/v, pL)

BS1 280 160

BS2 280 320

BS3 280 480

BS4 160 480

BS5 400 480
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3.4. Caracterizacdo de amostras

3.4.1. Espectroscopia no infravermelho (FTIR)

As anélises de FTIR foram realizadas pelo espectrofotémetro FTIR Nicolet iS50
FTIR (Thermo Scientific) no modo ATR. A suspensdo de nanoparticulas foi colocada
no cristal de ATR e deixada secar antes da analise. Os espectros foram obtidos no
intervalo de 4000-500 cm™,

3.4.2. Medidas de potencial zeta

As medidas do potencial zeta das nanoparticulas foram realizadas utilizando o
método de microelectroforese no equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern
Instruments). O potencial zeta foi medido em funcdo do pH dispersando as
nanoparticulas em uma solucdo aquosa NaCl 5x10° mol.L™Y. O potencial zeta foi
calculado com uma média de 3 medidas. O pH das suspensdes foi variado no intervalo
2,5 - 9,5 utilizando solugdes HCI 0,1 mol.L™ e NaOH 0,1 mol.L™.

3.4.3. Analise termogravimétrica (TGA)

As analises termogravimétricas (TGA) das amostras secas foram realizada em
um equipamento TG 209 F1 ASC (Netzsch) em um intervalo de temperatura de 25 °C a
1000 °C, a uma taxa de aquecimento de 10 °C/min e sob fluxo de nitrogénio de 20

mL/min.

3.4.4. Microscopia Eletronica de Transmissdo (TEM)

As imagens de microscopia eletronica de transmissdao (TEM) foram obtidas em
um microscopio eletrénico Phillips CM120. Uma gota da suspensdo de nanoparticulas
altamente diluida foi colocada em uma grade de cobre e seca a temperatura ambiente
antes da analise TEM. As analises foram realizadas a uma tenséo elétrica de 100 kV.
Foi medido o tamanho de pelo menos 100 nanoparticulas de cada amostra usando o
programa ImageJ. O tamanho médio e o desvio padrdo foram calculados admitindo a
distribuicéo lognormal.
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4. Resultados e discusséo
4.1. Caracterizacdo das nanoparticulas produzidas

4.1.1. Espectroscopia no infravermelho (FTIR)

A Figura 31 mostra os espectros FTIR das amostras BSA-NP e BS. O espectro
de BSA-NP exibe bandas de 1520 e 1645 cm™, as quais s&o atribuidas aos modos de
vibracdo amida Il e amida I, respectivamente. Estas bandas sdo produzidas pela
presenca de ligacdes peptidicas na proteina BSA. Bandas em 3060 e 3280 cm™ estéo
relacionadas com a vibracdo de estiramento da amina (N-H) e hidroxila (O-H). Bandas
em 2960, 2930 e 2870 cm™ estdo associadas ao estiramento da ligacdo C-H. Estas

ultimas bandas confirmam a natureza organica do material examinado [124, 125].

As nanoparticulas hibridas BSA-silica (amostras BS) apresentam bandas
centradas em 1060, 950 e 795 cm™ associadas as vibracdes de estiramento assimétrico
Si-O-Si, estiramento Si-OH e estiramento simétrico Si-O-Si, respectivamente, o que
confirma a presenca de silica nessas nanoparticulas [86, 126]. Os espectros BS1 e BS4
apresentam bandas atribuidas a BSA e a silica. No entanto, os espectros de BS2, BS3 e
BS5 nédo apresentam bandas intensas relacionadas com a BSA. Atribuiu-se que o teor de
BSA nas amostras BS2, BS3 e BS5 € tdo baixo que as bandas relacionadas a BSA néo
sdo observadas nos espectros FTIR. Para determinar o conteldo de silica nas
nanoparticulas BS foram realizadas analises termogravimétricas (TGA).
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Figura 31. Espectros FTIR: a) Amostras preparadas variando a concentragédo de TEOS: BS1,
BS2, BS3 e BSA-NP. b) Amostras preparadas variando a concentragdo de hidréxido de aménio:
BS4, BS3, BS5 e BSA-NP.
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4.1.2. Analise termogravimetrica (TGA)

As curvas TGA das nanoparticulas BSA-NP, BS1, BS2, BS3, BS4 e BS5 séo
mostradas na Figura 32. As derivadas das curvas (DTGA) sé@o mostradas no anexo 1. As
perdas de massa na faixa de 25 a 200 °C sdo atribuidas a perda de &gua absorvida
fisicamente nas nanoparticulas. Acima de 200 °C, as perdas de massa sdo atribuidas a
decomposi¢do do material organico, que é principalmente alboumina. A curva da amostra
BSA-NP apresenta uma queda de massa abrupta perto de 300 °C e depois uma
diminuicdo continua de massa até a total calcinacdo, a qual confirma que efetivamente a

amostra BSA-NP esta formada por material organico.

As amostras BS hibridas diminuiram de massa com o aumento da temperatura
devido a calcinacdo do material organico (BSA) no seu interior. Porém, a massa final
das amostras BS foi diferente de zero, pois estas amostras também contem silica, a qual
ndo se decompBe com o0 aumento da temperatura no intervalo da medida.
Consequentemente, a massa remanescente apos a calcinacao corresponde a silica [124].
O contetdo de silica nas nanoparticulas de BS estd listado na Tabela 5. As
nanoparticulas BS2, BS3 e BS5 sdo as que tém maior porcentagem de silica e que
também pode ser interpretado como que sdo as de menor porcentagem de BSA como foi
sugerido pela analise FTIR. As curvas TGA das amostras BS1 e BS4 exibiram uma
gueda de massa ligeiramente abrupta perto de 300 °C similar ao comportamento da
amostra BSA-NP. No entanto, a diminuicdo da massa acima de 200 °C nas amostras
BS2, BS3 e BS5 ndo foi abrupta sendo continua. Estas diferencas nas curvas TGA das
amostras BS foram atribuidas ao contetdo de silica. A incorporacdo de material
inorganico em uma matriz organica normalmente favorece a estabilidade térmica, ou
seja, retarda o processo de decomposicdo térmica do material organico o que pode ser
observado na curva TGA como 0 aumento da temperatura de decomposi¢do e como a
diminuicdo menos abrupta da massa da amostra [122, 127, 128]. Este efeito foi
observado nas curvas TGA das amostras BS, onde as amostras com maior contetido de

silica apresentaram uma diminui¢do mais lenta e continua da massa.

Devido a que o TEOS ¢ a fonte de silica e a presenca de hidroxido de aménio
aumenta a taxa das reacdes de hidrolise e de condensagdo, 0 aumento da concentragédo
de hidroxido de aménio ou de TEOS deveria aumentar a quantidade de silica gerada.
Assim mais silica estaria disponivel para ser incorporada nas nanoparticulas de

albumina resultando em nanoparticulas hibridas BS com maior conteudo de silica. Os
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resultados apresentados na Tabela 5 revelam um aumento no contetdo de silica nas
nanoparticulas BS quando a quantidade de TEOS foi aumentada na sintese das
nanoparticulas, o qual era esperado como foi discutido anteriormente. Uma tendéncia
similar era esperada para a influéncia da concentracdo de hidroxido de amonio no
conteudo de silica em nanoparticulas preparadas com a mesma concentracédo inicial de
TEOS. A amostra BS3 tem maior conteldo de silica do que a amostra BS4, o que
concorda com a suposicdo anterior que sugere um aumento no conteldo de silica
quando a concentracdo de hidroxido de amonio aumenta. Embora a quantidade de
hidroxido de amonio adicionada as BSA-NP foi maior em BS5 do que em BS3 (Tabela
4), o conteudo de silica em BS5 foi menor do que em BS3 (Tabela 5). Apesar de que a
silica seja um material quimicamente estavel em soluces com baixo pH e em solugdes
neutras, sua solubilidade em solucBes alcalinas aumenta com o aumento do pH [116,
129, 130]. As nanoparticulas BS3 e BS5 foram preparadas com a mesma quantidade de
TEOS, ou seja, a quantidade de silica gerada para ser incorporada nas nanoparticulas
seria igual se as condicBes de sintese fossem semelhantes. N&o obstante, a quantidade
de hidréxido de amonio utilizado na sintese de BS5 foi maior do que em BS3 (Tabela
4), entdo o pH final da solucdo foi maior em BS5 do que em BS3. Provavelmente, o
maior pH na suspensdo BS5 em comparagdo com a suspensdo BS3 favoreceu a
dissolucdo de parte da silica gerada, diminuindo a quantidade de silica que foi
incorporada nas BSA-NP. Isto explica porque apesar de que BS3 e BS5 foram
preparadas com a mesma quantidade de TEOS, houve uma diferenca na quantidade de

silica incorporada nas nanoparticulas.

Tabela 5. Caracteristicas das nanoparticulas de albumina (BSA-NP) e das

nanoparticulas hibridas (BS): tamanho meédio, ponto isoelétrico e contetdo de silica.

Amostra Tamanho médio/ nm | Ponto  isoeléctrico | Conteudo de silica/ %
(PIE)

BSA-NP 84+10 50 0

BS1 134423 4,2 58,2

BS2 213+15 4,0 78,0

BS3 219+14 3,8 80,5

BS4 90+13 4,7 40,0

BS5 251+14 2,0 76,8
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Figura 32. Curvas termogravimétricas (TGA): a) Amostras preparadas variando a
concentracdo de TEOS: BS1, BS2, BS3 e BSA-NP. b) Amostras preparadas variando a
concentracdo de hidréxido de aménio: BS4, BS3, BS5 e BSA-NP.
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4.1.3. Medidas de potencial zeta

As medidas de potencial zeta das nanoparticulas BSA-NP, BS1, BS2, BS3, BS4
e BS5 em fungdo do pH estdo na Figura 33. A curva do potencial zeta depende das
caracteristicas fisico-quimicas da superficie das nanoparticulas, o que fornece
informacdo sobre as espécies quimicas na superficie das nanoparticulas. Todas as
amostras exibem o perfil tipico da curva do potencial zeta. No entanto, o ponto
isoelétrico (PIE, pH no qual o potencial zeta é zero) é diferente para cada amostra. Os
valores do PIE estdo listados na Tabela 5. O PIE da BSA-NP é 5,0 o que concorda com

o valor reportado em artigos cientificos prévios [125, 131].

Nanoparticulas com estrutura carogo-casca nos quais a casca esta formada
exclusivamente por silica apresentam uma curva de potencial zeta similar a curva de
nanoparticulas de silica e um PIE em torno de 2,0 [89, 90]. Este resultado foi observado
nos agregados de SPION com silica na superficie mencionado no capitulo anterior (Si-
MN). O PIE das nanoparticulas BS1, BS2, BS3 e BS4 € menor do que o PIE de BSA-
NP e maior do que o PIE da silica, portanto parece razoavel pressupor que estas
nanoparticulas ndo apresentam uma casca exclusiva de silica na superficie sendo que
silica e BSA estdo presentes na superficie destas nanoparticulas e a proporcdo desses

materiais determina o PIE de cada amostra [132, 133].

A curva de potencial zeta das nanoparticulas BS4 é semelhante a curva de
potencial zeta das nanoparticulas BSA-NP, também seus PIE sdo ligeiramente similares.
Estes resultados sugerem que a superficie das nanoparticulas BS4 é composta
maioritariamente por BSA. Embora o teor de silica na superficie da nanoparticulas BS4
seja baixo, os resultados da analise termogravimétrica (Tabela 5) sugerem que as
nanoparticulas BS4 sdo formadas por 40% de silica, entdo a silica encontra-se

distribuida também no interior da nanoparticula.

A curva de potencial zeta da amostra BS5 é similar a curva de potencial zeta de
nanoparticulas de silica. Embora os valores do potencial zeta medido da amostra BS5
sdo menores do que 0 mV, o PIE das nanoparticulas foi estimado em aproximadamente
2,0, o qual é o mesmo valor do PIE da silica. O PIE de BS5 sugere uma alta
concentracdo de silica na superficie das nanoparticulas, portanto é possivel que BS5 seja
a Unica amostra que apresenta uma casca composta quase exclusivamente de silica na

superficie das nanoparticulas.
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Um aumento na concentracdo de hidroxido de aménio ou de TEOS, durante a
sintese das nanoparticulas BS, resulta na reducdo do PIE das nanoparticulas BS, a qual
indicaria um aumento no teor de silica na superficie das nanoparticulas BS. Este efeito
estd de acordo com a explicacéo anterior da influencia da concentracdo de hidroxido de

amonio e de TEOS no conteudo de silica nas nanoparticulas BS.

Estes resultados indicam que o PIE das nanoparticulas BS pode ser finamente
ajustado entre 5 e 2 controlando-se adequadamente a concentragdo dos reagentes

durante a sintese.
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Figura 33. Potencial zeta em funcéo do pH: a) Amostras preparadas variando a
concentracdo de TEOS: BS1, BS2, BS3 e BSA-NP. b) Amostras preparadas variando a
concentracdo de hidroxido de amonio: BS4, BS3, BS5 e BSA-NP.
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4.1.4. Microscopia Eletronica de Transmissdo (TEM)

As imagens TEM das nanoparticulas BSA-NP, BS1, BS2, BS3, BS4 e BS5 séo
mostradas nas Figuras 34; 35 e 36. As imagens TEM das nanoparticulas BS confirmam
a presenca de nanoparticulas com tamanhos e formas similares e com uma superficie
aparentemente rugosa. O tamanho médio e o desvio padrdo das nanoparticulas sdo
apresentados na Tabela 5, estes resultados mostram que as nanoparticulas tém uma

distribui¢do de tamanhos monodispersa.

As nanoparticulas de BSA (BSA-NP) foram preparadas pelo método de
nanoprecipitacdo. Quando o etanol foi adicionado a solucdo aquosa de BSA, a
solubilidade da BSA em &gua diminuiu e as moléculas precipitaram formando
aglomerados de BSA os quais foram reticulados com glutaraldeido e obteve-se as BSA-
NP. As nanoparticulas hibridas BSA-silica (BS) foram obtidas através do método de
deposicdo em molde. As nanoparticulas BSA-NP foram utilizadas como moldes para a
precipitacdo de silica na rede polimérica das nanoparticulas. A silica foi produzida a
partir do TEOS seguindo o método sol-gel. O TEOS néo € soltvel em agua, portanto é
necessario primeiro dissolver este reagente em etanol para posteriormente ser
adicionado a suspensdo de BSA-NP. Na suspensdo aquosa aconteceu a hidrélise de
TEOS produzindo grupos silandis (Equacédo 4), em seguida, a condensacéo dos silandis
(Equacéo 5) gerou os primeiros oligdbmeros de silica e depois 0s nucleos primarios de
silica. As nanoparticulas de BSA apresentam uma estrutura similar aos nanohidrogéis,
pois estdo formadas por moléculas de BSA reticuladas com gluteraldeido e a BSA
apresenta uma alta afinidade pela 4gua. Portanto, estas nanoparticulas armazenam agua
no seu interior quando sdo suspensas em agua. A formacdo das nanoparticulas hibridas
comeca quando os precursores de silica conseguem penetrar nas BSA-NP, depois 0
crescimento da silica acontecem no interior das nanoparticulas de BSA [123]. Trabalhos
anteriores sugerem que a BSA fornece um ambiente que induz a nucleagdo da silica e o
crescimento da rede inorganica, atribuido aos grupos funcionais da BSA que poderiam
se associar com a silica através de ligagdes de hidrogénio e interagdes eletrostaticas
[134]. Porém, para assegurar a incorporacéo de silica nas BSA-NP, utilizou-se a PVP na
sintese das nanoparticulas hibridas para atuar como agente de acoplamento,
direcionando a deposicdo de silica nas BSA-NP. Durante o crescimento da matriz de
silica, a BSA é aprisionada na estrutura de silica, produzindo a interpenetracdo da rede

inorganica (silica) e organica (BSA).
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Figura 34. Imagens TEM e distribuicdo de tamanhos das nanoparticulas: a)
BSA-NP e b) BS1.
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Figura 35. Imagens TEM e distribuicdo de tamanhos das
nanoparticulas: a) BS2 e b) BS3.
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Figura 36. Imagens TEM e distribuicdo de tamanhos das nanoparticulas:
a) BS4 e b) BS5.
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A morfologia das nanoparticulas BSA-NP € ligeiramente irregular (Figura 34.a).
Uma morfologia similar, porém mais proxima de esferas é observada nas amostras BS1
(Figura 34.b) e BS4 (Figura 36.a), enquanto as nanoparticulas BS2 (Figura 35.a), BS3
(Figura 35.b) e BS5 (Figura 36.b) sdo aproximadamente esféricas. Estas diferencas sao
devidas provavelmente a quantidade de silica nas nanoparticulas BS. As nanoparticulas
BSA-NP armazenam &gua no seu interior quando estdo em suspensdo aquosa, e O
volume e a forma dependem da quantidade de 4gua armazenada. Durante o processo de
secagem, as nanoparticulas BSA-NP perdem agua diminuindo de volume e produzindo
nanoparticulas secas com formas ligeiramente diferentes. A silica nas nanoparticulas BS
resulta em uma matriz inorganica que confere rigidez as nanoparticulas. A perda de
moléculas de agua durante a secagem nao altera a forma da matriz inorganica e mantem
quase a mesma forma quando estdo em suspensao ou secas. Portanto, as nanoparticulas
BS sdo menos alteradas pelo encolhimento durante o processo de secagem do que as
nanoparticulas BSA-NP [132]. Este efeito depende da quantidade de silica nas
nanoparticulas. As nanoparticulas com menor quantidade de silica, tais como BS1 e
BS4 (Tabela 5) sdo um pouco modificadas pelo processo de secagem. Tais
nanoparticulas aparecem nas imagens TEM como esferas levemente irregulares.
Enquanto que as nanoparticulas BS2, BS3 e BS5, compostas por mais de 75% de silica,
ndo sdo afetadas pelo processo de secagem e mantem uma forma esférica ainda depois

da secagem.

Nas imagens TEM das amostras BS1, BS2, BS3 e BS5, as nanoparticulas
aparentemente possuem uma estrutura carogo-casca. Exibem uma area circular interna
escura e ao redor uma area um pouco mais clara. Embora as diferencas de tonalidades
sejam limitadas, sugere-se a existéncia de duas fases com distinta densidade, sendo a
fase interna a de maior densidade. Nanoparticulas hibridas com caroco de material
organico e casca de silica reportadas em artigos cientificos também apresentam
micrografias TEM com um caro¢o mais escuro [120, 132]. Provavelmente este efeito é
produzido pelas diferencas no grau de reticulacdo nas BSA-NP, sendo a parte interior a
que tem maior grau de reticulacdo [132]. Segundo os resultados das analises de
potencial zeta, a superficie das nanoparticulas BS1, BS2 e BS3 é composta por uma
mistura de silica e BSA, a qual forma a casca exibida nas microscopias TEM. De outro
modo, os resultados de potencial zeta indicaram uma superficie formada quase

exclusivamente por silica nas nanoparticulas BS5, provavelmente essa fase é observada
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como casca nas micrografias TEM das nanoparticulas BS5. A imagem TEM das
nanoparticulas BS4 ndo evidencia a presenca de uma casca definida, ou seja a silica esta
distribuida dentro das nanoparticulas de forma mais homogénea do que nas outras
nanoparticulas BS, uma atribuicdo similar foi sugerida na analise da curva de potencial

zeta desta amostra.

As concentracbes de TEOS e de hidroxido de aménio na sintese das
nanoparticulas hibridas BS influenciam significativamente no tamanho médio das
nanoparticulas. Um aumento na concentragdo de TEOS ou de hidroxido de amdnio (na
faixa de trabalho) produziu nanoparticulas maiores. Essa tendéncia também foi
observada em artigos cientificos relacionados a sintese de nanoparticulas de silica [115,
135]. Como foi discutido anteriormente, um aumento na concentragdo de TEOS ou de
hidréxido de aménio gera uma maior quantidade de silica que pode ser incorporada nas
nanoparticulas BSA-NP, consequentemente o tamanho das nanoparticulas hibridas BS
deveria aumentar. Esta relacao foi confirmada pelos resultados TGA nas amostras BS1,
BS2, BS3 e BS4. Ou seja o crescimento das nanoparticulas dependeu da quantidade de
silica disponivel para ser incorporada nas nanoparticulas BSA-NP. Embora o tamanho
médio das nanoparticulas BS5 é maior que o tamanho médio das outras nanoparticulas
BS, as nanoparticulas BS5 ndo possuem o maior conteudo de silica entre as
nanoparticulas BS (Tabela 5). Possivelmente, nas nanoparticulas BS5, a rede de silica
ndo penetrou tdo profundamente no interior das nanoparticulas BSA-NP quanto nas
outras nanoparticulas BS, tendo assim mais silica para ser incorporada na superficie e
permitindo o crescimento de uma casca de silica como foi indicado pelos resultados de
potencial zeta. A distribuicdo heterogénea da silica nas nanoparticulas BS5 contrasta
com a distribuicdo da silica nas nanoparticulas BS4, onde aparentemente a distribuicdo
é mais homogénea. Assim, as condic¢des de sintese influenciam também a distribuicéo
da silica no interior das nanoparticulas, no entanto, ndo esta claro o motivo da diferente

distribuicédo de silica, um estudo mais extenso é necessario para elucidar o fenémeno.

O tamanho médio das nanoparticulas BS4 é ligeiramente maior do que o
tamanho médio das nanoparticulas BSA-NP, isto apesar que BS4 contem 40% de silica
e BSA-NP nédo contem silica. Por outro lado, também n&o existe diferenca significativa

entre os tamanhos médios de BS2 e BS3.
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5. Conclusbes

Neste capitulo, nanoparticulas hibridas de BSA-silica foram sintetizadas via a
deposicdo de silica em nanoparticulas de BSA. A silica foi depositada nas
nanoparticulas de BSA através do processo sol-gel. Verificou-se que o método utilizado
¢ capaz de produzir nanoparticulas monodispersas. A influencia da concentracdo de
hidréxido de aménio e de TEOS nas propriedades das nanoparticulas foi investigada. Os
resultados sugerem que o tamanho das particulas, o ponto isoelétrico e o contetdo de
silica das nanoparticulas dependem da concentracdo de TEOS e hidroxido de amonio

usado na sintese.

6. Sugestdes para trabalhos futuros

As conclustes deste capitulo baseiam-se na investigacdo da deposicao de silica
sobre as nanoparticulas de BSA. Com base nos resultados as perspectivas de
continuidade do trabalho direcionam para a necessidade de avaliar outros parametros de
sintese considerados relevantes para a producdo de nanoparticulas BS, tais como o grau
de reticulacdo das nanoparticulas de BSA, o tamanho das nanoparticulas de BSA e a
temperatura. As modificacGes induzidas nas nanoparticulas BSA, consideradas como
moldes para a deposi¢cdo de silica, devido as mudancgas dos parametros mencionados
influenciam na facilidade para incorporar silica no interior das nanoparticulas BSA, qual

seja uma alteracdo em sua natureza para atuar como molde mole ou molde duro.

Como foi mencionado anteriormente, a albumina € uma proteina transportadora
de biomoléculas, portanto, é esperado que as nanoparticulas BS devidamente
modificadas e funcionalizadas atuem como sistemas de liberagdo controlada para
biomoléculas e farmacos, com perspectivas de congregarem a biocompatibilidade e a
biodisponibilidade. Assim um projeto relevante para continuar o trabalho consiste em
avaliar a capacidade de carga e a liberagdo de farmacos pelas nanoparticulas hibridas
BS.

A adsorgéo de acidos nucleicos na superficie da silica é utilizada como método
de separacdo deste tipo de moléculas. Portanto, considere-se também a perspectiva de
investigar a adsorcdo de acidos nucleicos na superficie das nanoparticulas hibridas
devido a presenca de silica e a influéncia do ponto isoelétrico da superficie na

capacidade de adsorcédo de acidos nucleicos.
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Conclusao Geral da Tese

Biomateriais poliméricos e nanoestruturados foram obtidos tais como descritos

nos capitulos desta tese.

Poliaspartaminas sdo indicadas como candidatas a substituicdo de PNIPAAmM
devido a similaridade entre as estruturas moleculares e também devido a sua

propriedade de responder a mudancas de temperatura e pH.

Particulas homogéneas foram formadas por agregados de nanoparticulas de
oxidos de ferro recobertos por uma casca de silica. As particulas sdo sugeridas para

atuar como adsorventes no processo de separacdo magnética de acidos nucleicos.

Nanoparticulas hibridas de albumina e silica foram preparadas e caracterizadas
quanto ao tamanho, carga de superficie (potencial zeta) e contetido de silica para
investigar o potencial como um sistema de liberagdo controlada de farmacos.

108



Anexo 1

Figura 37. Derivadas dos graficos TGA: a) BSA-NP e b) BS1.
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Figura 38. Derivadas dos graficos TGA: a) BS2 e b) BS3.
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Figura 39. Derivadas dos graficos TGA: a) BS4 e b) BS5.
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