UNIVERSIDADE DE BRASILIA
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

DISSERTACAO DE MESTRADO

NANOCOMPOSITOS BIOPOLIMERICOS COM
NANOPARTICULAS DE OXIDOS DE FERRO OBTIDOS POR
AUTOMONTAGEM

ANTONIA REGINA CLAVIJO DE SOUZA

Brasilia, 16 de agosto de 2016



DISSERTACAO DE MESTRADO

NANOCOMPOSITOS BIOPOLIMERICOS DE
NANOPARTICULAS DE OXIDOS DE FERRO OBTIDOS POR
AUTOMONTAGEM

ANTONIA REGINA CLAVIJO DE SOUZA

ORENTADORA:
Professora MARIA APARECIDA GODOY SOLER

Brasilia, 16 de agosto de 2016



Aos meus gueridos pais, Daisy e
Lucas, e incriveis irmaos, José e Barbara, as

pessoas que eu mais amo nessa vida.



Agradecimentos

Primeiramente a Deus, por cada amanhecer e anoitecer em seu imensuravel amor.

Aos meus pais, Daisy e Lucas, por me ensinarem 0 que € 0 amor, 0 respeito e o
carinho e que a curiosidade é uma virtude. Pela sua imensa confianga em mim e apoio nesta
jornada. Palavras ndo descrevem o quanto 0s amo.

Em especial a minha méae, por ser mais que uma méae, uma verdadeira amiga. Por
todos os passeios, conversas, doces e momentos compartilhados. Sua candura e forca me
inspiram sempre a ser melhor!

Aos meus irmdos, Jose Antonio e Barbara Isabela, meus amores, que me ensinam
todos os dias a construir um mundo melhor, com eles e por eles. VVocés sdo demais.

As mulheres fortes da minha familia, minhas avos Marta e Julieta, sem elas ndo
teria 0s meus pais maravilhosos, nem todas as oportunidades pelas quais elas batalharam tanto
para que eu conseguisse. Por me mostrarem que pela persisténcia alcangamos nossos objetivos.

A mais incrivel cunhada, Niely Gongalves, vocé é uma luz na minha vida, pelo seu
carinho e amor inesgotaveis. Agradeco imensamente pelas conversas, por me ouvir, pelas
comemoracdes de Natal e réveillons, pelos passeios gastrondmicos e pela honestidade em todos
0S momentos.

A los Clavijos, por todo el planeta. Tengo mucho orgullo de poder llamarlos de
familia. Por todo el carifio, que, mismo separados por tan grande distancia, aun parece que

estamos todos juntos. A todos, mi amor y estima



A srta. Maria Helena Castelo Branco, alguém de quem me orgulho poder chamar
de amiga. Um porto seguro nas tempestades académicas e cotidianas. Sempre com uma palavra
de sabedoria, com um sorriso e com toda a disposi¢do do mundo para me ajudar a encarar todos
os desafios, por mais intransponiveis que eles pudessem parecer. Por trazer mais beleza e alegria
a minha vida, serei eternamente grata!

A Camila Jéssica Letti, grande amiga e minha madrinha. VVocé é uma inspiracio
diaria de forca e ternura. Por me ajudar a ser sempre melhor, ndo poderia ter sido mais
abencoada!

A professora Maria Aparecida Godoy Soler, pela sua confianca, paciéncia e
compreensdo e ensinamentos que ultrapassam o ambito académico. Pela sua paixao e
curiosidade cientificas que me contagiam e impulsionam a sempre querer saber mais. Obrigada
por todas as oportunidades!

Ao professor Leonardo Giordano Paterno, por ser meu guia pelo fascinante mundo
da Quimica, pelo acolhimento no laboratério, pela disponibilidade em ensinar a teoria e a
pratica. Meus sinceros agradecimentos.

Ao professor José Souza Filho (in memoriam), pela orientacdo das minhas
atividades na disciplina de Histologia, pelas discussdes, pela paciéncia, carinho e por me ensinar
gue o questionamento é um exercicio diario. Sera sempre lembrado.

Ao Dr. Marcelo Pereira Silva, do Instituto de Fisica da Universidade de S&o Paulo
- Campus Sao Carlos, pelas medidas de microscopia de forca atdmica e discussdes realizadas.

A professora Graziella Anselmo Joanitti, do Instituto Ciéncias Bioldgicas da UnB,
pela realizacdo dos ensaios de citotoxicidade e entusiasmo em discutir cada detalhe do processo.

A minha “vizinha” [sis, sempre com uma palavra afetuosa e um doce para alegrar

o dia.



Aos colegas e amigos, Paulo, Lucélia, Patricia, Grazi, Queila que sempre
compartilharam seus conhecimentos e experiéncias, por fazerem a rotina muito mais divertida.

Ao Hermano Farias, pelas analises de Raman, de IR. Mas, principalmente, pela
amizade, pelas discussdes sobre todos os assuntos que sempre me fazem repensar minhas
opinides, pelas curiosidades, pelo companheirismo e pelo sorvete!

As minhas amigas Camila Harumi, Rachel e Lucienne com certeza tinha que
agradecer a vocés que sao parte da minha historia e sempre me ensinam as coisas mais legais.
E ao amigo e padrinho Prentice Raniery, tudo com vocé é mais divertido, sei que posso contar
sempre com sua garra e sinceridade.

A minha amiga, Pamela Molck, que me ensina todos os dias o significado da
amizade e acredita em mim muito antes que eu o fizesse. Obrigada por estar sempre comigo,
ndo importa a distancia.

A professora Deizilene Souza e sua familia pelo seu apoio e incentivo durante a
busca pela carreira docente, ndo importando a distancia percorrida. Minha gratidao eterna!

Ao amigo Luis Miguel, pela terapia em grupo, pela ajuda inestimavel e colossal nas
analises de dados, na manipulacdo de equipamentos e por sempre estar disposto a me ensinar
tudo o que ele sabe.

Ao Dr. Elton, Ana Paula, Ariane, Manuela, Jaqueline, Luana meus irmaos
académicos, pela e amizade, ajuda e forca durante toda a minha caminhada académica. VVocés
ndo imaginam o quanto me ensinaram. E continuam a ensinar!

Aos alunos de pds-graduacdo do Instituto de Quimica e Biologia, Fernanda Sodré,
Luiza lanny pelo apoio na realizacdo do trabalho, pelas conversas e dicas.

Aos funcionarios da secretaria do Instituto de Ciéncias Bioldgicas, especialmente a
Kelly Cristina, pelo excelente trabalho, simpatia e carinho.

Ao prof. Sebastido William da Silva, pelo apoio administrativo.

Vi



A Capes, por financiar este trabalho.

vii



“Fortitudine Vincimus.”

Ernest Shackleton

“Muitas coisas ndo ousamos empreender por
parecerem dificeis; entretanto, sdo dificeis
porgue ndo ousamos empreendé-las.”

Lucius Annaeus Seneca



Resumo

O objetivo deste trabalho é a preparacdo, caracterizacdo, avaliacdo da citotoxicidade in
vitro e o estudo da estabilidade por ensaios de dissolucdo de nanocompdsitos poliméricos
contendo nanoparticulas de éxidos de ferro. Os nanocompdsitos formados por nanoparticulas
de Oxido de ferro com cobertura de citrato (cit-MAG) e biopolimeros, quitosana (QUIT) ou poli
(&lcool vinilico) (PVA), foram depositados por meio da técnica de automontagem camada por
camada, originando dois grupos de amostras (QUIT/cit-MAG), e (PVA/cit-MAG),, com n igual
ao numero de bicamadas. As nanoparticulas de 6xido de ferro foram sintetizadas por meio do
método de coprecipitagdo em meio aquoso, funcionalizadas com acido citrico, e estabilizadas
formando o coloide magnético. O crescimento das nanoestruturas foi monitorado por meio de
espectroscopia UV-Vis, enquanto que a morfologia foi investigada por meio de imagens de
microscopia eletrénica de varredura e de microscopia de forca atbmica. A dissolucdo dos
nanocompositos (QUIT/cit-MAG)z0 e (PVA/cit-MAG)30, foi estudada em diferentes meios,
com variacdo de pH em solugdes idnicas (PBS) e ndo-idnicas, e em solucBes salinas com
contragBes crescentes de NaCl. Os resultados mostraram que o0 nanocomposito (PVA/cit-
MAG)30 sofreu um processo de dissolugdo quando imerso em solu¢do com pH igual 4,0,
liberando em torno de 70% da quantidade de nanoparticulas de éxido de ferro depositadas,
enguanto que o tratamento em solugdo tampédo PBS com pH igual a 4,2 resultou em liberagéo
de 25%. Ao contrario, 0 nanocomposito (QUIT/cit-MAG)3 ndo sofreu dissolucdo quando
submetido as mesmas condi¢Ges. Ambas as nanoestruturas PVA/cit-MAG e QUIT/cit-MAG
incubadas com células da linhagem NIH3T3, durante 24 horas, foram consideradas atoxicas em

ensaios de citotoxicidade que empregou o protocolo MTT.

Palavras-chave: biopolimeros, nanocompoésitos poliméricos, magnetita, fluido
magnético, automontagem, layer-by-layer, citotoxicidade, nanoparticulas de 6xido de ferro,

dissolucao de nanocompasito, poli (alcool vinilico), quitosana.



Abstract

This study deals with the preparation, characterization, and investigation of in vitro
toxicity and disassembly conditions of layer-by-layer assembled nanocomposites comprising
iron oxide nanoparticles (cit-MAG) and the biopolymers chitosan (QUIT) or polyvinyl alcohol
(PVA). Iron oxide nanoparticles were synthesized via chemical co-precipitation method,
functionalized with citric acid, and dispersed as aqueous magnetic colloid. The magnetic colloid
was used as source of nanoparticles for the layer-by-layer deposition. The growing structure
was monitored by UV-Vis spectroscopy, and surface morphology was investigated by scanning
electron microscopy and atomic force microscopy. The structures’ disassembly was studied
when incubated in aqueous solutions with pH values ranging from 3 up to 10, in saline
conditions, whether PBS solution or increasing saline concentration of NaCl of (QUIT/cit-
MAG)s and (PVA/cit-MAG)3, being 30, the number of bilayers. (PVA/cit-MAG)zo
disassembled when incubated in aqueous solution at pH 4, losing approximately 70% of iron
oxide mass, and when treated in PBS solution, at pH of 4.2, approximately 25%. Otherwise,
(QUIT/cit-MAG)30 remained very stable when incubated in the same conditions. Both
structures, PVA/cit-MAG and QUIT/cit-MAG were considered non-toxic through MTT essay
when incubated with NIH3T3 cell line for 24 hours.

Keywords: biopolymer, polymer nanocomposites, magnetic fluid, iron oxide
nanoparticles, self-assembly, layer-by-layer, cytotoxicity, film disassembly, film, toxicity test,

polyvinyl alcohol, chitosan.
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Capitulo 1

Introducao

A nanotecnologia compreende a sintese e a manipulacdo de materiais na escala
nanometrica, entre 1 e 100nm, com o objetivo de fabricar nanoestruturas com propriedades e
comportamentos originais e/ou diferenciados daqueles apresentados pelos mesmos materiais
em dimensbes macroscopicas (MEDEIROS, 2012). Devido a baixa dimensionalidade, os
nanomateriais apresentam reducdo da simetria translacional de longo alcance e aumento da
razdo entre area superficial e volume (SOLER, 2011). O empreendimento dessa revolugédo
requer conhecimentos multidisciplinares e envolve profissionais de diversas areas do
conhecimento, desde o planejamento da sintese a aplicacdo. N&o apenas materiais
macroscopicos adquirem propriedades distintas quando na escala nano, mas também
nanoestruturas fabricadas a partir desses materiais apresentam propriedades unicas e distintas
dos seus componentes originais, como, por exemplo, 0 uso de cobertura biocompativel em
nanotubos de carbono com o objetivo de aplica-los em meio bioldgico, sem a qual eles seriam
toxicos (SHIM, 2002), ou a fabricacdo de nanoestruturas com antigenos virais para vacinacao
por via transdérmica (SU, 2009). A manipulacdo, mensuracdo e organizacdo molécula por
molécula de substancias de interesse, como DNA, horménios, neurotransmissores, farmacos,

nanoparticulas, pontos quanticos, nanotubos de carbono e as novas propriedades exibidas pelas



nanoestruturas nas quais essas moléculas estdo inseridas indicam alguns dos impactos futuros
da nanotecnologia. Em particular, os sistemas nanoestruturados para veiculacdo de farmacos
vém sendo muito investigados ultimamente (PY-DANIELS,2016; RIBEIRO, 2016).

As abordagens de sintese e fabricacdo dos novos materiais em tamanhos
nanométricos podem ser realizadas partir do material macroscopico, ou bulk, processado até
atingir as dimensfes nanométricas desejadas, ou a partir dos componentes moleculares e/ou
nanomeétricos para formar estruturas de duas (2D) ou trés dimensdes (3D), sendo que ao menos
uma delas seja menor do que 100nm, abordagem denominada de bottom-up. Esta abordagem
permite maior controle das dimensdes e posicOes das particulas nas nanoestruturas
(GRZELCZAK, 2010). Em adicéo, o desenvolvimento da quimica de coloides tem contribuido
para a preparacao de nanomateriais empregando alternativas mais simples em comparacdo com
métodos sofisticados como nanolitografia e epitaxia de feixe molecular (SEISYAN, 2001 DE
SALES, 2004; DE SALES, 2003).

Os nanocompositos automontados atraem cada vez mais a atencdo de pesquisadores em
busca de estruturas com mdaltiplas propriedades especificas, como a biocompatibilidade,
porosidade, flexibilidade, resisténcia, aderéncia, solubilidade em agua, baixo custo e
capacidade de incorporacéo de proteinas, além de manté-las bioativas (LIN, 2015). A quitosana
(QUIT) €é um biopolimero comestivel com atributos como a biocompatibilidade,
bioadesividade, rigidez e baixo custo, por isso, € amplamente utilizado para a fabricacdo de
compositos nanoestruturados (CASTILHO, 2014; DHURALI,2013), coberturas de estruturas
para implantes (BUMGARDNER, 2003) e agente antimicrobiano em cobertura de frutas e
outros alimentos (RABEA, 2003). A quitosana, no entanto, € um polimero quebradico, o que
pode limitar o seu uso.

O polimero poli (alcool vinilico) (PVA) possui propriedades mecanicas mais

interessantes para a construcdo de nanoestruturas do que a QUIT, devido a sua elasticidade.



Também é um polimero biocompativel, bioadesivo, soltvel em &gua, de baixo custo e presente
em diversas estruturas comercialmente disponiveis, como lentes de contato (HYON, 1994).
Contudo, a producdo de nanocompdsitos por meio da técnica de automontagem com PVA e
nanoparticulas de 6xido de ferro, ndo se mostrou eficiente (CASTILHO, 2014).

A combinacéo de dois ou mais polimero, dentre 0s quais pelo menos um deles é
um polimero biocompativel para formar estruturas, € uma estratégia utilizada para entrega de
substancias com baixa biodisponibilidade, ou que sdo rapidamente degradadas no organismo
antes de atingir o tecido alvo. No caso dos nanocompositos, € possivel utilizar a matriz
polimérica e nanoparticulas que introduzirdo funcionalidades como propriedades magnéticas, e
fou elétricas ao sistema nanoestruturado (ALCANTARA, 2011C; ALCANTARA, 2013A,
ALCANTARA, 2013B, PATERNO, 2009A e PATERNO 2009B). Em adicdo, as
nanoparticulas podem ser carreadoras do principio ativo ou no caso dos 6xidos de ferro cubicos,
agirem como agentes de contraste em imagens de ressonancia magnética (QIAQO, 2009). Estes
nanocompositos podem se degradar progressivamente em ambientes com caracteristicas
especificas que provoguem a sua dissolucdo, e durante este processo, espéecies de interesse
poderao ser liberadas.

As nanoparticulas de 6xido de ferro (ION, do inglés iron oxide nanoparticles)
apresentam grande potencial em aplicacdes biomédicas, devido ao pequeno didmetro, entre 5 e
20nm, biocompatibilidade, biodegradabilidade, e propriedades magnéticas que permitem
direcionamento das nanoparticulas no organismo em resposta a aplicacdo de um gradiente de
campo magnético (SOLER, 2014, SOLER, 2007 B, MELO, 2006) ou ainda via enderegcamento
por meio de proteinas ligadas a superficie da nanoparticula e reconhecidas por células-alvo
(NEUBERGER, 2005). Os sistemas nanoparticulados para liberacdo de farmacos representam
um aperfeicoamento dos métodos tradicionais, pois permitem a diminuicao da dose aplicada, e

consequentemente dos efeitos colaterais, 0 aumento da biodisponibilidade do farmaco, além da



sua liberacdo em uma é&rea especifica. AplicacBes das IONs como terapia envolvem a
magnetohipertermia, técnica que por meio da variacdo do campo magnético aplicado, levam as
IONs a vibrarem, aumentando a temperatura local. Quando aplicadas em neoplasias, 0 aumento
de temperatura provoca a morte celular, sobretudo das células tumorais, diminuindo a necrose
de tecidos saudaveis adjacentes (PANKHURST, 2003; LAURENT, 2011; MAHMOUDI,
2011). Em adicéo, entre as aplicacGes em diagndstico, a mais comum é 0 aumento do contraste
em imagens de ressonancia magnética (QIAQ, 2009). Nessas aplicacGes, as hanoparticulas de
oxido de ferro estdo suspensas em meio aquoso, atdxico e estavel, conhecido com fluido
magnético (FM). O fluido magnético, ou ferrofluido, € uma suspensdo coloidal de
nanoparticulas de 6xidos de ferro, como a magnetita e a maguemita, que sob a acdo de um
campo magnético comporta-se, macroscopicamente, como uma fase liquida (SOLER, 2011).
Esta fase liquida é obtida por meio da estabilidade coloidal que impede que as nanoparticulas
se aglomerem e precipitem. Isto pode ser evitado ao incorporar uma cobertura as nanoparticulas
que aumente as interacGes repulsivas entre as mesmas (SOLER, 2007 A; MORAIS, 2001;
MORAIS, 2006). As moléculas de cobertura sdo, geralmente, moléculas organicas
biocompativeis e estaveis em condigdes fisiologicas (NUNES, 2014; SOLER, 2011 B).

A obtencdo de nanocompositos com arquitetura planejada e reprodutivel persiste
um desafio. Algumas técnicas foram desenvolvidas com o objetivo de produzir nanoestruturas
com controle molecular dos componentes, de suas dimensdes e da composi¢ao, com custo baixo
empregando infraestrutura mais simples do que a técnica de Langmuir-Blodgett. Uma das
técnicas alternativas para a fabricacdo de nanocompdsitos é a técnica de automontagem camada
por camada, do inglés Layer-by-layer (LbL) (DECHER, 1991). Este método consiste de uma
via Umida relativamente simples, e altamente eficiente na fabricacdo de multicamadas
empregando varios tipos de componentes como polieletrélitos, nanoparticulas, nanotubos,

6xido de grafeno, etc. (ALCANTARA, 2011B; GROSS, 2014; LETTI, 2013; PATERNO,



2009A; PATERNO, 2010; PATERNO, 2012; PATERNO, 2013; PEREGRINO, 2014; SOLER,
2012A). As multicamadas podem ser formadas por meio de interagdes eletrostaticas, Van der
Waals, ligacdo de hidrogénio ou ligacéo dissulfeto entre a matriz entre seus componentes. No
caso da automontagem de nanoparticulas de 6xidos de ferro e polimeros, o FM funciona como
fonte de nanoparticulas, com propriedades superficiais adequadas para serem ancoradas na
matriz polimérica. Em alguns casos estas interacdes podem ser reversiveis e ocorrer a
dissolucdo da estrutura quando imersa em ambiente com variacdo de temperatura, de acidez,
forca ibnica, ou devido a acdo de enzimas.

Os resultados do nosso grupo de pesquisa relativos a fabricacdo de
nanocompositos de polimeros e IONs mostraram que as nanoparticulas encontram-se
encapsuladas na matriz polimérica e imagens de microscopia eletronica de alta resolucédo
revelaram estruturas homogéneas com as nanoparticulas depositadas uniformemente na matriz
polimérica (ALCANTARA, 2011B; ALCANTARA, 2011C; CASTILHO, 2014; LETTI, 2013;
NEUMANN, 2013; SOLER, 2012B).

A introducdo do biopolimero PVA como matriz polimérica para a automontagem
de NPs de oOxidos de ferro representa mais uma contribuicdo no desenvolvimento de
nanocompositos para futuras aplicacdes, principalmente biomédicas. Este procedimento
associa a técnica simples, ndo-onerosa e altamente eficiente de automontagem, com material
biocompativel, biodegradavel, de propriedades mecéanicas interessantes e nanoparticulas com
propriedades superparamagnéticas em uma unica nanoestrutura. O estudo e desenvolvimento
de nanocompdsitos permite explorar novas propriedades, como a dissolucdo da estrutura. A
dissolucdo pode ocorrer quando a estrutura é exposta a condi¢des nao-ideais para a manutencéo
das interacdes que os mantém coesos. O ordenamento é desfeito e a estrutura se desfaz,
liberando as nanoparticulas do encapsulamento polimérico no meio. Esta dissolucdo do

nanocompasito deve ocorrer em condicdes bastante especificas, considerando-se as condi¢es



fisiologicas. No caso da entrega transcutanea, ou transdérmica, de farmacos, a dissolucdo dos
nanocompasitos deveria ocorrer em condicGes especificas na faixa de valores de pH, de 3,0 a
7,0, e na presenga de ions. Uma vez desfeita a estrutura, as nanoparticulas sdo liberadas e,
devido as suas dimensfes nanomeétricas, podem penetrar na pele pela via dos foliculos pilosos,
como na ilustracdo da Figura 1.1, e atingir células especificas nesta area. Este trabalho teve
como objetivo o desenvolvimento e caracterizacdo de nanocompdsitos poliméricos, matriz de
quitosana ou poli (alcool vinilico), com nanoparticulas de 6xido de ferro funcionalizadas com
acido citrico. Os estudos de dissolucdo dessas estruturas foram realizados em condi¢fes que
simulam as condicdes fisiologicas da pele, visando uma futura aplicacdo biomédica. Os
ambientes de dissolucdo testados foram solucdes com pH na faixa de 3 a 6, ou com
concentracdes crescentes de ions (NaCl 1-5M) e em solucdes de PBS 1x com valores de pH
iguais a 4,2, 4,9 e 5,6. Os, ou foram testados de forma a avaliar a citotoxicidade in vitro em
linhagem de células o tipo NIH3T3 néo-tumorais de murino. Os estudos foram realizados com
base nos resultados de Su (2009), Wood (2005) e Picart (2005), de dissolucdo de estruturas
poliméricas contendo farmacos, e em Han (2011), Rahim (2010) e Vasquez (2002) que
investigaram as condi¢fes nas quais ocorre dissolucao de diversas estruturas poliméricas sem

farmacos.



Figura 1.1. llustracdo que mostra a acdo de nanocompdsitos de epirrubicina-nanoparticulas de

oxido de ferro no tratamento de cancer de pele. Reproduzido de Rao (2015).

Este trabalho esta organizado da seguinte forma: no capitulo 2, apresentacao da técnica
de fabricacao dos nanocompositos e dos materiais utilizados. O capitulo 3 descreve em detalhes
0s procedimentos experimentais e as técnicas de caracterizacdo adotadas neste trabalho. O
capitulo 4 apresenta e discute os resultados obtidos, e o capitulo 5 finaliza com as conclusdes e

perspectivas.



1.1 Motivacéo

A nanotecnologia permite o desenvolvimento de estruturas mais eficientes para
liberacdo de farmacos, pois modificam uma ou mais das propriedades das formulacgdes
atualmente disponiveis, como o aumento da biodisponibilidade, diminuicdo da dosagem,
liberacdo controlada, entre outros. A tecnologia dos nanocompaositos automontados, permite
sua utilizacdo como plataforma para diversos compostos ativos em uma estrutura
biocompativel. Os nanocompositos automontados podem, em determinadas condic@es, alterar-
se, manter sua arquitetura, ou até desfazer-se, em resposta as condi¢des do ambiente, como
variacdo de pH, da concentracdo de sais, de concentracdo de glicose (LIN, 2015). O
desenvolvimento e estudo de novas nanoestruturas com sensibilidade a um meio especifico

possibilita a expansdo das aplicacdes destas estruturas.

1.2 Justificativa

O desenvolvimento de nanoestruturas construidas a partir de nanoparticulas de
oxido de ferro e polimeros biocompativeis sdo uma nova estratégia para o desenvolvimento de
nanomateriais multifuncionais. As nanoparticulas de éxido de ferro sdo excelentes plataformas
para a ancoragem de farmacos (RAMIREZ RIVERA, 2013), antigenos (SU, 2008), contrastes
para diagnostico (CHOI, 2004), entre outros. O polimero é a matriz na qual as nanoparticulas
podem ser dispersas e suas qualidades como aderéncia, solubilidade, resisténcia mecanica
podem ser escolhidas de acordo com as especificidades do nanocompdsito projetado. Estas

nanoestruturas depositadas a partir de materiais biocompativeis possibilitam a sua aplicacdo em
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sistemas biolGgicos, e ainda a alteracdo de sua estrutura em resposta as condi¢cdes do meio ao

qual sdo expostas.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo geral
Depositar, caracterizar, avaliar a toxicidade e estudar o processo de dissolugédo
dos nanocompositos formados por poli (alcool vinilico) ou quitosana e nanoparticulas de 6xido

de ferro depositados por automontagem.

1.3.2 Objetivos especificos

Visando alcancar o objetivo foram executadas as seguintes etapas:

e Sintese e caracterizacdo estrutural e morfolégica do fluido magnético e das
nanoparticulas de 6xido de ferro;

e Deposicdo de nanocompositos ultrafinos automontados formados por poli (alcool
vinilico) e nanoparticulas de 6xido de ferro;

e Monitoramento do crescimento dos nanocompositos;

e Caracterizacdo morfoldgica dos nanocompositos produzidos;

e Avaliacdo da toxicidade in vitro dos nanocompdsitos;

e Estudo da dissolucdo dos nanocompositos em ambientes com diferentes valores de pH

e concentracdes de sal.



Capitulo 2

Metodologia e Materiais

Neste trabalho, os nanocompositos foram construidos empregando como matriz
polimérica, quitosana (QUIT) ou poli (alcool vinilico) (PVA) e nanoparticulas de 6xido de ferro
cobertas com citrato. Este capitulo trata da técnica empregada para produzi-los e das

caracteristicas dos materiais utilizados.
2.1 Nanocompdsitos

Os nanocompdsitos apresentam espessura muito pequena, variando de poucos
nandmetros até centenas. Entre as técnicas mais empregadas para a fabricagdo desses
nanocompositos estdo as de Langmuir-Blodgett, automontagem, spin-coating e sublimacdo. As
técnicas de Langmuir-Blodget e a de automontagem camada por camada, ou do inglés Layer-

by-layer (LbL), serdo apresentadas a sequir.



2.1.1 Técnica de Langmuir-Blodgett

Historicamente, a técnica de automontagem foi precedida pela técnica de Langmuir-
Blodgett (LB). Esta técnica foi desenvolvida por Irving Langmuir e Katherine Blodgett no
inicio do século XX, nos laboratérios da General Eletric Co. A técnica consiste na deposicao
de camadas monomoleculares de surfactantes organicos em um substrato. Esta técnica emprega
um equipamento especifico, o qual consiste de uma cuba com barreiras laterais moveis e um
braco mecénico, ambos controlados por computador. O substrato é fixado ao brago mecanico,
que mergulha na cuba que contém agua e uma solucdo do composto a ser depositado em
solvente organico volatil, imiscivel com a agua, na superficie. A solucdo na cuba apresenta em
sua superficie, uma camada de moléculas ordenadas lado a lado, mantidas nessa conformacao
por meio da compressédo feita pelas paredes moveis da cuba. O substrato é mergulhado numa
velocidade adequada que permita a interacdo do substrato com o composto de modo que essas
moléculas sejam transferidas da superficie da cuba para a superficie do substrato, formando o
filme. Os filmes LB possuem elevada organizacdo estrutural em escala nanomeétrica, o que
permite 0 uso de algumas substancias como acidos graxos, porfirinas, polimeros condutores,
cristais liquidos, fosfolipidios, para formacéo de filmes que podem ser aplicados na fabricacéo
de dispositivos oOpticos ndo-lineares (TOCCI, 1995) e piezelétricos (SOUMETZ, 2009),
sensores quimicos (KAUSHIK, 2008; KAUSHIK, 2009; GOICOCHEA, 2008), fotodiodos (LI,
2011), eletrodos (SANTQOS, 2014), entre muitos outros.

A técnica de Langmuir-Blodgett é sofisticada, que requer ambiente controlado, além de
equipamento especifico. A técnica apresenta também limitagcdes para o tipo de materiais a serem
depositados, pois requer o uso de solvente organico, inviabilizando o uso de diversas moléculas

de interesse bioldgico, que sdo solGveis em agua.
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2.1.2 Técnica de automontagem

Visando contornar as limitacfes apresentadas pela técnica LB, ller (1966)
desenvolveu o método de deposicdo de multicamadas de particulas coloidais em substrato de
vidro e mais tarde Sagiv e colaboradores (NETZER, 1983) propuseram a técnica de
automontagem de monocamadas quimicamente adsorvidas entre si. Mais tarde, em 1991,
Decher e colaboradores expandiram o uso da técnica de automontagem, realizando a deposicao
de multicamadas de polieletrélitos (DECHER, 1991).

A teécnica de automontagem consiste na deposicdo camada por camada de
compostos, 0s quais podem interagir para se manterem unidos por meio de interacdes
eletrostaticas, por ligacdes de hidrogénio ou por ligacdo dissulfeto, entre outras (HAYNIE,
2005), formando uma bicamada em um substrato previamente funcionalizado. Em filmes
automontados de polieletrolitos, por exemplo, o processo de automontagem é conduzido por
interacOes eletrostaticas, entre pares idnicos. Outro aspecto importante a ser observado, € o da
supercompensacdo de cargas. Na supercompensacao de cargas, as cargas da camada depositada
compensam as da camada antecedente, restando ainda, cargas superficiais suficientes para a
ancoragem da proxima camada. Desta forma a carga superficial inverte-se a cada camada
adsorvida (DECHER, 1997 e HOOGEVEEN 1996). Existe a possibilidade de adsorcdo entre
as camadas ocorrer por ligacdes de hidrogénio (WANG, 1997; FU, 2002; SUKHISHVILI,
2000). A ligacao de hidrogénio é uma interacdo atrativa entre um atomo de hidrogénio de uma
molécula ou de um fragmento X-H, covalentemente ligados, no qual X é mais eletronegativo
gue H, e um atomo ou grupo de atomos na mesma molécula, ou em outra molécula, entre 0s
quais ocorre a ligacdo. A ligacdo de hidrogénio pode ser ilustrada como: X — H Y — Z, onde

X — H representa o doador na ligacdo de hidrogénio, os trés pontos ilustram a ligacdo de
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hidrogénio propriamente dita e Y — Z representam o aceitador (ARUNAN, 2011). O aceitador
corresponde a uma regido rica em elétrons tais como, mas ndo limitados a, um par de elétrons
livres de Y ouuma ligagao mentre Y — Z. Ainda segundo Arunan (2011), alguns critérios devem
ser atendidos para a formacdo da ligacdo de hidrogénio, tais como: as forgas envolvidas na
formagdo da ligacdo devem incluir as forcas de origem eletrostatica, as originadas da
transferéncia de carga entre aceitador e o doador e aquelas originadas da dispersdo. Os &tomos
X e H sdo ligados covalentemente entre si e a ligacdo entre eles é polarizada, a ligacdo de
hidrogénio entre H -+ Y torna-se mais forte quanto maior for a eletronegatividade de X. Uma
caracteristica importante da ligacdo de hidrogénio é a correlacdo entre 0 pK,, potencial de
acidez, de X — H e o pK,, potencial de basicidade, de Y — Z em determinado solvente, e a
energia da ligagdo de hidrogénio entre eles.

No processo de formacéo dos filmes automontados ainda pode ocorrer o fenébmeno
da interpenetracdo das camadas como observado por Schmitt (1993), em estudos de
ordenamento das camadas por espalhamento de néutrons e difracdo de raio-X. A
interpenetracdo consiste de segmentos do material da camada anterior. Estas interagdes
possuem intensidades distintas, mas o efeito cumulativo das mesmas faz que as monocamadas
figuem mais compactas e fortemente adsorvidas (PATERNO, 2001).

Diversas nanoestruturas podem ser empregadas para a construgdo de multicamadas
automontadas, tais como polimeros sintéticos e naturais; nanoparticulas de 6xido de ferro
(SOLER, 2012 A), de 6xido de titanio (PATROCINIO, 2009), 6xido de grafeno (LEE, 2011),
entre outros, em meio aquoso. E necessério, entretanto, que as substancias que compdem as
camadas possuam propriedades tais como a carga superficial oposta ao do composto depositado
anteriormente (Figura 2.1) ou grupos funcionais disponiveis para realizar a ligacdo de

hidrogénio, ou dissulfeto.
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Figura 2.1. Figura (a) representa a adsorcdo de polimeros por interacGes
eletrostaticas, em 1 apenas o polieletrélito positivo interage com o substrato com carga
superficial negativa e, em 2, interage com o polieletrdlito de carga oposta. Na figura (b),
esquema similar representando o polimero positivo adsorvido no substrato e, em 2, com

nanoparticulas negativas adsorvidas no polimero. Nota-se que cada camada interpenetra a outra.

O processo de adsorcdo LbL depende dos sitios disponiveis da camada anterior
para interagir com a posterior. No entanto, devido a pequena quantidade de material adsorvido,
teoricamente deveria ocorrer 100% de aproveitamento dos sitios disponiveis para a formacao
continua do filme, o que ndo se verifica. Efetivamente ha a presenca de impurezas que podem
interagir com os sitios diminuindo a disponibilidade dos mesmos para formar a proxima
camada, além do impedimento estérico, limitando o processo de montagem.

Comparativamente a técnica de Langmuir-Blodgett, a técnica de automontagem, ou
(LbL), é simples, de baixo custo, rapida, faz uso de equipamentos simples e comuns, e emprega
compostos em meio aquoso. E realizada & temperatura ambiente, nio requer ambiente
controlado e ainda é altamente eficaz na construcdo de multicamadas de espessura controlada.

Desde o artigo seminal de ller (1966) e a popularizacdo por Drecher et al. (1991), a técnica
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difundiu-se por diversos campos do conhecimento, como a farmacia (LIN, 2015), medicina
preventiva (SU, 2009), engenharia eletronica (SANTOS, 2014), de energia (PATROCINIO,
2009), de alimentos (SKURTYS, 2010), entre outras. Isto deve-se a versatilidade da técnica
quanto ao tipo de material a ser utilizado, ao tipo, formato e tamanho do substrato, e ao emprego
de suspensdes aquosas adequadas para componentes bioldgicos.

Neste trabalho foram depositados hanocompositos automontados formados por
biopolimeros e nanoparticulas depositados em substratos planos. Em resumo, o procedimento
de deposicédo das multicamadas pode ser descrito por meio das seguintes etapas: (i) O substrato
previamente tratado é imerso na solucdo do polimero, (ii) lavagem e (iii) secagem, formando-
se a primeira monocamada. Em seguida, (iv) o substrato é imerso, na suspensao coloidal que
contém as nanoparticulas, (v) lavagem e (vi) secagem, formando-se a primeira bicamada. A

repeticdo dos passos anteriores até atingir o numero de bicamadas desejado permite a formacéo

da nanoestrutura com a espessura desejada (Figura 2.2).

Lavagem e
secagem

Solugdo do Coloide com ~—_ .

Polimero nanoparticulas

Lavagem e
secagem

Figura 2.2. llustracdo do processo de deposicdo do nanocompdsito por

Polimero Nanoparticula

automontagem e da estrutura resultante.
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Neste estudo a técnica LbL foi empregada para produzir multicamadas formadas pelos
polimeros quitosana (QUIT) ou poli (&lcool vinilico) (PVA) e nanoparticulas de 6xido de ferro

funcionalizadas com citrato (cit-MAG).

2.2 Matriz Polimérica

Segundo Young (2011), o termo polimero define uma substancia composta por
moléculas com longas sequéncias de uma ou mais espécies de atomos ligados, usualmente, por
ligacBes covalentes, formadas por unidades repetitivas chamados meros, ligados uns aos outros
em reacOes de polimerizacdo. Os polimeros utilizados neste trabalho serdo apresentados a

sequir.

A quitosana (QUIT) € um polimero semissintético resultante da desacetilacédo
alcalina do polimero quitina (Figura 2.3), formado por meros de 2-acetamido-2-deoxi-f-D-
glicopiranose. O polimero consiste da ligagcdo $-(1,4) de meros de 2-acetamido-2-deoxi-p-D-
glicopiranose e 2-amino-2-deoxi-f-D-glicopiranose, uma vez que o grau de desacetilagdo da
quitina € variavel de acordo com o tratamento do polimero (Figura 2.3). A quitina, um
polissacarideo estrutural amplamente produzido no reino animal, pode ser encontrada no
exoesqueleto de artropodes, insetos e crustaceos, e também na parede celular de bactérias e

fungos, sendo uma das macromoléculas mais abundantes do planeta (KUMAR, 2000).
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Figura 2.3. Estrutura da quitina (1) formado por meros de 2-acetamido-2-deoxi-3-
D-glicopiranose e da quitosana (1), formada pela ligagao p(1,4) de 2-acetamido-2-deoxi-p-D-

glicopiranose e 2-amino-2-deoxi-p-D-glicopiranose.

A quitosana é soltvel em &gua e insolvel em solventes organicos e quando seca é
quebradica. Possui qualidades interessantes como a biocompatibilidade, biodegradabilidade,
sendo, portanto, ecologicamente segura. Em adi¢do, apresenta aderéncia a pele, baixo custo de
producdo, pois a principal fonte se baseia no subproduto da inddstria de processamento de
crustaceos que € desprezado. Os estudos sobre as aplicagdes biologicas da QUIT indicaram que
ela apresenta propriedades antimicrobianas, estimula o sistema imunoldgico e acelera a
cicatrizacdo de feridas (HIRANO, 1990).

A quitosana, além de possuir as caracteristicas supracitadas, € altamente soltvel
em pH acido, menor que 6.5, sendo um polieletrdlito catibnico moderadamente basico. E um

polimero versatil, adequado para aplicagbes na biomedicina e em outras areas industriais
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(COSTA-JUNIOR, 2009). QUIT foi escolhida para o desenvolvimento deste trabalho pelas
suas caracteristicas de ser um polimero catiénico e pode interagir eletrostaticamente com
nanoparticulas negativas, solubilidade em agua, o que permite a constru¢do de nanocompdsitos
por LbL, biocompatibilidade e aderéncia a pele, ja que ulteriormente busca-se aplicagdo topica
da estrutura.

O poli (alcool vinilico), cuja estrutura é apresentada na Figura 2.4, é um polimero
sintético resultante da hidrdlise, ou hidrolise parcial, do poli (acetato de vinila). Desde 1930,
possui amplos uso comercial, industrial, medico e alimenticio. Suas caracteristicas dependem
da hidrdlise, se total ou parcial. O PVA utilizado neste trabalho € 99% hidrolisado, apresentado
as caracteristicas gerais do PVA totalmente hidrolisado, apresentando grupos - OH por toda a
cadeia do polimero. O PVA é soluvel em &gua, biodegradavel, biocompativel, néo-
carcinogénico (DERMERLIS, 2003), de alta aderéncia a pele, e é um polimero elastico
(MANSUR, 2004). Devido a essas caracteristicas, o0 PVA tem sido um polimero de grande
interesse para a construcao de estruturas para aplicacdes biomédicas, eletrdnicas e na industria

alimenticia.

OH

A

Figura 2.4. Férmula estrutural do alcool polivinilico (PVA), que consiste de uma

cadeia de carbonos saturados com grupos hidroxila.
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2.3 Nanoparticulas de Oxido de Ferro: Propriedades e Sintese

2.3.1 Nanoparticulas de 6xido de ferro (ION)

Os 6xidos de ferro sdo compostos naturais, presentes na atmosfera, litosfera, hidrosfera
e na biosfera. Os 6xidos de ferro cubicos sdo estruturas cristalinas constituidas por atomos de
ferro e oxigénio. As ferritas clbicas de espinélio possuem formula geral MFe,0,, onde M
representa o cation metalico divalente, podendo ser o préprio ferro, ou outros metais como
niquel, cobalto, manganés, cobre ou zinco (CORNELL, 2003). Os oOxidos de ferro
magnetita (Fe;0,), e maguemita (y — Fe,03) tém sido muito investigados devido as suas
multiplas aplicagdes. Em adigdo, por meio de rotas sintéticas simples e de baixo custo esses
materiais podem ser sintetizados na forma nanoparticulada, que, além de serem biocompativeis,
apresentam a propriedade de superparamagnetismo, que o0s credencia para aplicagdes

biomédicas. (SOLER, 2011).

MAGNETITA

A magnetita é o mineral ferrimagnético mais abundante na crosta terrestre, encontrado
em rochas igneas, metamorficas e sedimentares, raramente encontrada na forma pura.
Apresenta sistema de cristalizacdo cubico com estrutura do tipo espinélio inversa, cada célula
unitaria clbica de face centrada formadas por 32 ions de oxigénio 0?~. Nos sitios tetraédricos
encontram-se os fons Fe3* , enquanto que nos sitios octaédricos encontram-se os ions Fe?* e
Fe3*. A estrutura de espinélio inversa é caracterizada pela presenca de cétions de Fe3* tanto

nos sitios octaédricos como nos tetraédricos, como ocorre na magnetita e maguemita.
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MAGUEMITA

Assim como a magnetita, a maguemita apresenta estrutura cristalina do tipo espinélio
inverso. Contudo, a Ultima possui somente fons Fe3*. A maguemita também é um o6xido
ferrimagnético em temperatura ambiente, cujas propriedades magnéticas dependem do tamanho
das particulas. Obtém-se a maguemita através da oxidacéo dos ions Fe?* em fons Fe3*a partir
da magnetita, processo que pode ocorrer naturalmente, ou ser acelerado por aumento da pressao

de oxigénio e aumento da temperatura (LETTI, 2013).

2.3.2 Sintese de nanoparticulas de 6xido de ferro

As nanoparticulas de 6xido de ferro podem ser obtidas por métodos top-down ou
bottom-up, ou seja, de materiais macroscopicos diminuidos para a escala hanométrica (top-
down) ou por rotas sintéticas nas quais as nanoparticulas séo sintetizadas a partir de unidades
menores, 0s ions (bottom-up) (LAUREN, 2008). Dentre algumas das vias top-down estdo a
moagem de particulas micrométricas, e das vias bottom-up séo exemplos a coprecipitacdo por
hidrélise alcalina (MORAIS, 2006; RAMIREZ, 2013), por sol-gel (ENNAS, 1998, XU, 2007,
PRAKASH, 2004) por microemulséo (CHIN, 2007 e ZHANG, 2010) e decomposig¢do térmica
(AMARA, 2009). A via de sintese escolhida influencia nas propriedades dos nanomateriais
produzidos, tais como na dimens&o, cristalinidade, estabilidade quimica e estrutural, meio no
qual serdo dispersos, se aquoso ou organico, e na polidispersdo (ALCANTARA, 2007).

O método de coprecipitagdo em meio aquoso foi utilizado neste trabalho, pois produz
particulas pequenas, em grande quantidade e a baixo custo, com controle razoavel das

dimensGes, cristalinidade, morfologia das nanoparticulas. (WILLARD, 2004). Os pioneiros do
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método de coprecipitacdo sdo Khalafalla e Reimers (KHALAFALLA, 1973) que por esse
método sintetizaram fluido magnético a base de magnetita. E em 1981, Massart e equipe
produziram FM de nanoparticulas iénicas, em solvente polar, que ndo requer a presenca de
surfactante para manter-se estavel.

A sintese das nanoparticulas por coprecipitacdo consiste da hidrélise alcalina de sal
férrico na presenca de um outro sal, que possua como componente ions de um metal de transicdo
divalente como o proprio Fe, o Ni, o Co, ou Zn. A magnetita, Fe;0,, forma-se conforme a

reacdo quimica 2.1 (KANG, 1996):

2Felly + Fely + 80H,y = Fe30u) + 4H,0 (2.1)

Nesta reacdo, a precipitacdo total da magnetita ocorre em pH entre 9 e 14, enquanto
mantém-se a proporcéo de Fe3*: Fe?* em 2:1 (KANG, 1996; SOLER, 2011 A). A maguemita
pode ser obtida em uma segunda etapa por meio da oxidacdo da magnetita.

A formacéo das nanoparticulas por coprecipitacdo envolve o processo de nucleacdo e
de crescimento cristalino. Em condi¢Ges 6timas de sintese, ou seja, quando o0 meio esta
supersaturado, formam-se pequenos nucleos cristalinos. Estes crescem por difusdo dos solutos
na superficie dos cristais realizando o crescimento cristalino e consequentemente, aumentando
o diametro das NPs. Para obter-se nanoparticulas com dispersdo de tamanho mais uniforme, o0s
estagios de nucleacdo e de crescimento cristalino ndo podem se dar simultaneamente, para que
ndo haja a formacdo de novos nucleos durante o crescimento cristalino, j& que as NP maiores
se formam pela incorporagdo dos nucleos menores (BOISTELLE, 1988 e GRIBANOV, 1990).

Para se obter nanoparticulas pequenas é necessario controlar a taxa de nucleacéo e a
taxa de crescimento cristalino por meio de pardmetros como pH das solugdes, a temperatura da

reacdo, a velocidade de agitacdo, concentracdo dos ions, concentracdo da base utilizada e a
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presenca ou ndo de surfactantes (AQUINO, 2002 e MORAIS, 2001). O método de co-
precipitacdo foi utilizado neste trabalho para obtencéo das nanoparticulas de 6xidos de ferro
coloidais que foram empregadas como fonte de nanoparticulas na deposicdo dos

nanocompasitos.

2.4 Fluido magneético

O fluido magnético (FM), também chamado de coloide magnético, é formado
por uma fase solida, as nanoparticulas de 6xido de ferro, dispersas no meio liquido, e que se
comporta, macroscopicamente, como uma fase liquida continua quando submetido a um campo
magnético (SOLER, 2011). Os FM foram desenvolvidos pela primeira vez pela agéncia espacial
americana (NASA) como uma estratégia de controlar o fluxo de combustivel na auséncia de
gravidade por meio de campo magnético (PAPELL, 1965). Entretanto, a aplicabilidade dos FM
ultrapassou as aplicacdes aeroespaciais e expandiu-se para fins diversos, como a recuperagédo
de areas degradadas, e recentemente para aplicacdes em nanomedicina, em diagnostico e terapia
de doencas. No caso das aplicagdes biomedicas, as nanoparticulas devem ser dispersas em meio
biocompativel, comumente dgua ou solucdes tampéo.

Para os fins biomédicos e tecnoldgicos em geral, a estabilidade do FM é muito
importante. Esta depende do tamanho e da carga superficial das nanoparticulas, que tendem a
agregar-se e precipitar espontaneamente devido a grande energia livre de superficie. Uma
estratégia para aumentar a estabilidade do sistema é a tratar a superficie das nanoparticulas a
fim de obter-se um desequilibrio entre as forgas repulsivas e atrativas responsaveis pela
estabilidade do FM. Algumas das forcas atrativas a serem consideradas séo as interag¢oes dipolar

magnética e as interacdes de van der Waals, que podem ser compensadas por forcas repulsivas,
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como a repulsao eletrostatica ou repulsdo estérica, ou uma combinacdo das duas, garantindo a
estabilidade ao FM.

A cobertura das nanoparticulas com citrato aumenta a estabilidade do FM através da
repulsdo estérica e eletrostatica. A repulsdo estérica ocorre entre as moléculas adsorvidas na
superficie das particulas, ou surfactante; este possui alta afinidade pelo solvente e impede a
aproximacdo das particulas, pelo preenchimento de espaco entre elas. A molécula de citrato
também confere a superficie das nanoparticulas carga negativa, devido a presenca de grupos
carboxilato (Figura 2.6), o que também favorece a repulsdo entre as mesmas. Portanto, o FM é
estavel em condicGes fisioldgicas, de pH e salinidade, adequadas para aplicagdes biomédicas

(MORAIS, 2006).

OH

Figura 2.5. Representacdo da molécula de citrato em solucdo aquosa com pH igual a

6,9, com os grupos carboxilato.

O pH do FM pode ser ajustado, alterando a estrutura do citrato e o tipo de
interacdes que ele pode realizar. Quando em pH fisiolégico (6,9), a cobertura apresenta-se na
forma de citrato como na figura 2.5, devido aos valores de pK, dos grupos - COOH da

molécula. O pK, (Equacdo 2.3) é uma forma de expressar K, (Equacdo 2.2), a constante de
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acidez, que é a constante de equilibrio para a ioniza¢do em solucéo aquosa do composto AH,

que serd hidrolisado em anion A~e cétion H*(CAREY, 2009).

_ [A7][HY]

Ko =" (2.2)

pK, = logKia = —logK, (2.3)

pH = —log[H*] (2.4)

Se [A™] = [HA], pK, =pH (2.5)

Um &cido poliprotico, como o acido citrico (Fig. 2.6), € uma substancia que pode
doar mais que um préton. A perda de prétons ocorre em uma sequéncia de sucessivas
desprotonacdes que sdo progressivamente menos favoraveis a cada desprotonagéo (LEE, 1999).
Quando o acido estad em meio com pH superior ao valor de pK,, ocorrera a desprotonacéo,
porém em solucdo com pH menor do que o pK,, a molécula permanecera protonada (BERG,
2002). Os valores de pK, dos grupos acido carboxilico da molécula de acido citrico ligados aos
carbonos 1 a 3 da estrutura séo: pK, ; = 3,13; pK, , = 4,76 e pK, ; = 6,40 (HIDBER, 1996).
Quando em pH 6,9 todos os grupos acidos carboxilicos apresentam-se desprotonados porque o
pH do meio é maior do que os valores de pK, . Quando em pH 3,7 apenas um dos grupos de
acido carboxilico estara protonado, aquele com valor de pK,, = 3,13, e este grupo podera

interagir com grupos aceitadores de protons, formando a ligagdo de hidrogénio.
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Figura 2.6. Estrutura da molécula de acido citrico, em solucdo aquosa com pH

inferior a 3,13.

Quando em pH igual a 6,9, a carga negativa da cobertura das nanoparticulas
permite que as NPs interajam fortemente com moléculas positivas, como a quitosana,
permitindo a deposi¢cdo de NPs na matriz polimérica. Ao contrario, em pH 3.7, devido ao
grupo - COOH, ligacGes de hidrogénio podem ocorrer com o polimero da camada subjacente,

resultando na adeséo das nanoparticulas ao polimero.
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Figura 2.7. llustracdo das nanoparticulas de oxido de ferro (NP) com cobertura de
citrato (esferas amarelas). Quando em pH 3,7, o &cido citrico apresenta grupos —COOH,

representados pelas esferas alaranjadas.

A presenca de grupos - COOH, contudo, néo altera a estabilidade do fluido, e neste pH
igual a 3,7, permite que ocorram ligacGes de hidrogénio com moléculas neutras e com grupos
aceitadores de elétrons, como o PVA. Desta forma, o FM foi empregado com valores de pH
distintos podendo ser utilizado para a deposi¢cdo de nanocompoésitos com polimeros de

caracteristicas distintas por meio de interacGes diferentes (Fig. 2.7).
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Capitulo 3

Procedimentos Experimentais

3.1 Procedimentos experimentais

Os procedimentos experimentais realizados neste trabalho serdo apresentados
neste capitulo, bem como uma breve discussdo das técnicas de caracterizacdo que foram
utilizadas.

Na producdo de estruturas nanométricas, € fundamental a caracterizacdo dos seus
componentes e da estrutura final. Inicialmente as particulas coloidais foram sintetizadas e
caracterizadas. Em seguida, o coloide foi empregado como fonte de particulas para a deposicéo
dos nanocompdsitos por meio da técnica LbL. O monitoramento do crescimento dos
nanocompositos foi realizado por meio de medidas de absorbancia no espectro UV-vis das
IONs incorporadas a matriz polimérica. Uma vez produzidos os nanocompdsitos com a
quantidade desejada de bicamadas, foram realizadas as caracterizacbes morfoldgicas e
estruturais. A possibilidade de dissolugdo dos nanocompdsitos quando imersos em ambientes
fisiolégicos, também foi investigada.

Apos a sintese do FM foi realizada a sua caracterizagcdo empregando diversas técnicas,

de forma a determinar as dimensdes, formato, distribui¢cdo de tamanho, composicao e carga das
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nanoparticulas. As técnicas utilizadas foram a microscopia eletronica de transmissdo (MET),
espalhamento dinamico de luz (EDL), mobilidade eletroforética, espectroscopia Raman e
espectroscopia e no infravermelho (IR). O crescimento dos nanocompdsitos foi monitorado por
espectroscopia de absorbancia no ultravioleta-visivel, a morfologia e arquitetura foram
estudadas por microscopia eletrénica de varredura e microscopia de forca atdbmica, 0S
nanocompdsitos de quitosana e nanoparticulas (QUIT/cit-MAG) foram caracterizados,
também, por espectroscopia no infravermelho. Apds a caracterizacdo, 0s nanocompasitos foram
imersos em solucgdes de pH controlado e salinidade crescente, visando estudar a dissolu¢cdo dos
nanocompositos por meio do monitoramento da absorbancia relativa as IONs por
espectroscopia UV-Vis.

A toxicidade dos nanocompadsitos finos em meio biologico foi investigada por meio do
ensaio de citotoxicidade empregando o protocolo MTT (Brometo de 3(4,5 dimetiltiazol-2il)-
2,5-difenil-tetrazdlio), que foi realizado plaqueando a linhagem celular NIH3T3 sobre a
superficie dos nanocompositos e, apds 24 horas de incubacéo, foi verificada a viabilidade das
células expostas aos mesmos.

A Fig. 3.1 apresenta um esquema que sumariza as técnicas de caracterizacao

empregadas para as analises do FM e dos nanocompdsitos nanoestruturados.



27

- Microscopia Eletrénica de Transmisséo (MET) |

Fluido — Espalh to Dinamico de Luz (EDL
Magnético | spalhamento Dinamico de Luz ( )
\\ Mobilidade eletroforética
~
Espectroscopia Raman
. Espectroscopia no Infravermelho (1V) '
.—/’// |
~ i
I Espectroscopia no UV-Vis

Nanocompositos

| T

Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) |

Microscopia de Forca Atdmica (MFA)

Figura 3.1. Esquema mostrando as técnicas empregadas na caracterizacdo do FM

dos nanocomp@sitos automontados.

3.2 Materiais

Os reagentes empregados foram o cloreto férrico (FeCl;.6H,0), cloreto ferroso
(FeCl,.4H,0), acido perclérico (HCl0,), hidroxido de sodio (NaOH), acido cloridrico (HCI),
acido sulfurico (H,S0,), peroxido de hidrogénio (H,0,), hidréxido de aménio (NH,OH), 0s
polimeros poli (&lcool vinilico) 99% hidrolisado (C,H,0), , quitosana (C¢H1,05N)y,,
hidrocloreto de poli (dialil dimetilaménio) (CgH,4CIN),, de grau analitico (P.A.) foram
adquiridos da Sigma Aldrich do Brasil. Uma suspenséo de Oxido de grafeno foi gentilmente
fornecido pelo Laboratério de Polimeros (LabPol), (Instituto de Quimica, Universidade de
Brasilia) e utilizado nas condicGes que foi recebida. A solucdo de PBS (phosphate buffer saline)

foi preparada utilizando 137mM de NaCl, 2,7/mM de KCI, 10mM de Na,HPO, e 1.8mM de
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KH,PO, para 1l de solugdo concentracdo 1x. Os substratos de vidro optico BK7 foram
funcionalizados. A dgua utilizada € proveniente de sistema de purificacdo Milli-Q (resistividade
18MQ cm™1). Foram preparadas solugdes 1mg mL? de cada um dos polimeros quitosana,
alcool polivinilico ou hidrocloreto de poli (dialil dimetilam6énio) em agua deionizada. Utilizou-
se cuba de banho-maria digital, da marca Kacil BM02.

As leituras de placas de viabilidade celular empregando o protocolo MTT foram
analisadas no espectrofotdmetro Spectra Max M2, comprimento de onda 595nm, e pelo
software Softe Max M2, no Laboratorio de Genética e Morfologia (Instituto de Ciéncias

Biologicas, Universidade de Brasilia).
3.3 Sintese do fluido magneético

O FM utilizado neste trabalho foi sintetizado em trés etapas: a primeira se refere a
coprecipitacdo em meio aquoso alcalino de IONs, (CASTILHO, 2014), prosseguiu-se com a
funcionalizacdo dos IONs com a cobertura de citrato e finalmente a dispersdo destas em meio
aquoso em pH 6,9 ou 3,7. A seguir sera descrito o procedimento experimental ilustrado na

Figura 3.2.
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Figura 3.2. llustracdo do processo de sintese de nanoparticulas de magnetita por

2:1 FeCl;/FeCl,

coprecipitacdo alcalina, com cobertura de citrato.
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As solugbes aquosas de cloreto férrico (FeCl; - 6H,0) concentracdo 0,1M e cloreto
ferroso (FeCl, - 4H,0) com concentragdo 0,05M foram adicionadas a solucéo de hidrdxido de
sodio (NaOH), com concentra¢do 400 mM, sob agitagdo e a temperatura ambiente. Observou-
se a formacdo de um precipitado preto, indicando a formacdo das nanoparticulas de magnetita.
A solucdo foi deixada em decantacdo magnetica e lavada com &gua deionizada e novamente
separada por decantacdo magnética. O solido foi adicionado, sob agitacdo, a solucdo de &cido
citrico 0,05M, pH 5,5. Em seguida a suspensao foi centrifugada para remocédo dos agregados
maiores. A suspensao foi, entdo, dializada utilizando-se membrana de celulose, com porosidade
de 25A por 24 horas em agua deionizada sob agitacdo. A membrana de dialise permite que as
moléculas de citrato ndo ligadas as nanoparticulas passem do meio interno ao externo pelos
poros. O pH de uma aliquota do FM obtido foi ajustado para pH 6,9 e a outra para 3.7,
empregando-se solucGes de NaOH (1M) e HCI (1M). Outra aliquota de FM foi liofilizada e
empregada para a realizacdo de analises Raman e no IV. A liofilizacdo foi realizada no
equipamento Liofilizador L101 (Liobras, Sdo Carlos, Sdo Paulo, Brasil), no Laboratério de
Toxinologia (Departamento de Ciéncias Fisiologicas, Instituto de Ciéncias Bioldgicas,

Universidade de Brasilia).

3.4 Deposicdo dos nanocompositos pela técnica de automontagem

Todos os nanocompositos foram depositados pela técnica de automontagem. As
caracterizagdes por UV-Vis, MFA e MEV foram realizadas em nanocompdsitos depositados
em laminas de vidro optico BK7 de dimensdes (10mm x 25mm x 1mm) — fornecido por Opto

Eletronica S.A.
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Inicialmente os substratos tém de ser limpos e funcionalizados, a fim de apresentarem
cargas superficiais, de forma a possibilitar as interaces entre o substrato e o material a ser

depositado.

3.4.1 Preparacdo dos Substratos

Os substratos de vidro BK7 foram limpos com solugéo piranha (H,S0,/H,0,, 3:1 VIV)
altamente oxidante, a qual remove residuos organicos aderidos a superficie do substrato. Apds
a solucédo piranha, os substratos sdo sucessivamente lavados com agua deionizada (H,0 d. i).
Em seguida os substratos séo funcionalizados com a solu¢do RCA (H,0/H,0,/NH,0OH, 5:1:1
v/v). Esta solucdo altera quimicamente a superficie do substrato, tornando-o negativamente

carregado.

3.4.2 Deposicdo dos nanocompositos pela técnica de automontagem

Dois tipos de nanoestruturas foram depositadas, ambas utilizaram a mesma suspenséo
coloidal de nanoparticulas de éxido de ferro (cit-MAG) de carga superficial negativa, porém
em pH distinto. Nos nanocompositos de QUI, utilizou-se a suspencao coloidal com pH 6,9 e
nos nanocompositos de PVA, a solucgéo coloidal com pH 3,7.

A deposicdo dos nanocompésitos de QUIT ocorreu da seguinte forma:

(1) Imersdo do substrato limpo e seco na solucdo catiénica de quitosana 1mg/ml, pH

3,7;
(2) Lavagem do substrato em solucéo aquosa com pH igual ao da solucéo de quitosana;
(3) Secagem da monocamada em jato de N,;

(4) Imersdo do substrato na suspensédo aniodnica coloidal cit-MAG pH 6,9;
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(5) Lavagem do substrato em solugdo aquosa com pH igual ao da suspenséo coloidal;

(6) Secagem em jato de de N,.

O processo de alternancia da imersdo em solucdo catidnica e anidnica
descrito acima forma uma bicamada e pode ser repetido de forma a se obter
nanocompaositos com a quantidade de bicamadas desejada. No caso da deposi¢do dos
nanocompositos de PVA previamente foram depositadas duas bicamadas de PDAC (pH
6,3) e Oxido de grafeno (pH 10,3), seguida da deposicdo PVA (pH 6,9) e coloidal cit-
Mag de pH 3,7, seguindo-se 0 mesmo procedimento empregado para a deposi¢cdo da
estrutura com QUIT.

As duas séries de NCs foram rotulados como (QUI/cit-MAG)n, ou (PVA/cit-MAG),

sendo n o nimero de bicamadas, que variou de 1 a 30 bicamadas.

3.5 Técnicas de caracterizacao

O desenvolvimento de nanoestruturas de alta qualidade, exige que as NPs, bem como
0S nanocompositos, sejam devidamente caracterizados quanto as suas caracteristicas

morfoldgicas, propriedades da superficie ou cobertura.

3.5.1 Microscopia Eletrénica de Transmissdo

A microscopia eletrénica de transmissdo (MET) é a técnica amplamente utilizada no
estudo morfolégico de estruturas bioldgicas ou ndo, principalmente nos dominios do “muito
pequeno”, além do limite de resolu¢do do microscopio 6tico (FEYMAN, 1960).

Por meio das imagens MET é possivel determinar a morfologia, dimenséo e dispersao

de tamanho das nanoparticulas. As dimens6es das NPs esféricas sdo estimadas por meio de
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histograma em funcdo do didmetro medido particula por particula nas imagens MET. Para
melhores resultados estatisticos, a quantidade de nanoparticulas medidas deve ser grande,
proxima de mil. Na preparacdo do histograma considera-se uma distribuicdo de tamanho
determinada por:C = 1 + 3,22 X log(n), onde n é a quantidade de nanoparticulas mensuradas
e C € 0 nimero de intervalos de tamanho. Os dados do histograma sdo ajustados por fungédo

log-normal, P(D), da qual se obtém o didmetro médio (D,,zp) € o desvio padrio (o):

In(y2—)?

MED
e 202 (3.1)

1
Dov2m

P(D) =

O equipamento utilizado para obtencdo das imagens MET foi o microscopio de
transmissdao marca JEOL, modelo JEM-2100 (Jeol, Japdo) do Laboratério Multiusuario de
Microscopia de Alta Resolucdo - Universidade Federal do Goias. A amostra do FM é preparada

colocando-se uma gota deste em uma tela, com cobertura de carbono.

3.5.2 Microscopia Eletronica de Varredura

A microscopia eletronica de varredura (MEV) é uma técnica muito aplicada nas ciéncias
bioldgicas e de materiais, pois permite uma analise estrutural da superficie de materiais solidos.
Se o0 material ndo for condutor, a amostra deve receber uma cobertura com uma fina camada de
ouro, ouro/palédio, platina, tungsténio, grafite, cobre, entre outros materiais condutores,
processo conhecido como metalizacdo, que inviabiliza a amostra para outro tipo de analise.
Neste trabalho, as nanoestruturas foram metalizadas com uma fina camada de ouro e de platina,
e as imagens foram obtidas em equipamento Jeol, JSM-7401F da Central Analitica do Instituto

de Quimica, Centro Analitico de Instrumentacao - Universidade de Sdo Paulo (USP).
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3.5.3 Microscopia de Forga Atdmica

A microscopia de forca atbmica (MFA) é uma modalidade de microscopia por sonda.
Esta técnica permite o estudo da morfologia e estrutura de materiais. Sem preparo prévio da
amostra e sem requerer a formacao de vacuo durante a obtencdo de imagens, MFA tornou-se
uma técnica amplamente utilizada para estudo de materiais na nanoescala.

O microscopio € constituido de uma ponta extremamente fina (aproximadamente 10nm
de raio), afixada proxima da extremidade de uma haste, um dispositivo de varredura espacial
de alta resolucdo, um laser e um sistema de fotodetectores acoplado a um computador. No modo
contato intermitente, ao realizar a varredura da superficie, as mudancas na oscilagdo da haste,
causados pelas diferencas de interacdes existentes entre a ponta e a amostra, sdo medidas ponto
a ponto permitindo ao computador gerar um mapeamento topografico da superficie. As
deflexdes na haste sdo medidas por alteracdes na reflexdo do laser incidente sobre a haste. A
medida que a haste se deforma ao interagir com a amostra, 0 angulo de reflexdo do laser
incidente na haste muda e estas alteracdes sdo captadas pelo sistema de fotodeteccdo e
convertidas em uma imagem tridimensional da superficie da amostra (BARBOSA, 2015).

A superficie dos nanocompdsitos automontados foi analisada empregando-se MFA,
obtendo-se as imagens de topografia, a rugosidade e a espessura das amostras. Foram analisados

0s nanocompositos listados na Tabela 3.1.

Tabela 3.1. Relacdo dos nanocompositos analisados por MFA.

Nanocompdésitos PVA/CitMag Nanocompdsito QUIT/CitMag

(PVA/CitMag)s (QUIT/CitMag)q s

(PVA/CitMag)1o (QUIT/CitMag)1o
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3.5.4 Espalhamento Dinamico de Luz (EDL)

Essencialmente, o espalhamento dindmico de luz correlaciona a difusdo das particulas
em um meio com o seu tamanho hidrodindmico. O experimento de espalhamento de luz consiste
na incidéncia de um feixe de luz monocromatica na amostra, o feixe é espalhado e captado por
um detector localizado em um angulo 0, em relagdo ao feixe incidente. O espalhamento
detectado, em determinado intervalo de tempo, é resultado da soma do campo elétrico
espalhado por todas as particulas no volume iluminado. Essas particulas, por sua vez, possuem
movimentos translacionais, rotacionais e vibracionais devido a excitacdo térmica, alterando a
forma como o feixe é espalhado a cada momento. Encontram-se nas varia¢des de intensidade
do feixe espalhado, as informacdes estruturais e dindmicas das particulas. Uma das inferéncias
possiveis é que flutuacbes rapidas na intensidade apontam para particulas pequenas
movimentando-se rapidamente na solugdo, enquanto que flutuagdes lentas na intensidade,
podem ser um indicativo de particulas grandes difundindo-se na solucdo (BERNE, 2000). Pode-
se correlacionar a difusdo das particulas, determinada pelas flutuacGes na intensidade do feixe

espalhado, com seu raio hidrodindmico pela equacéo de Einstein-Stokes (BERNE, 2000):

_ kgT
T emnry

(3.2)

Onde D é o coeficiente de difusdo, kg é a constante de Boltzmann, T é a temperatura
absoluta, 1 ¢ a viscosidade do meio e 1y € 0 raio hidrodindmico da particula. Observa-se pela
equacao de Einstein-Stokes que quanto maior € o raio hidrodindmico das particulas, menor é o
coeficiente de difusdo. O raio hidrodindmico difere do raio das particulas obtidas por MET,
pois o raio hidrodinamico considera a cobertura, e a camada de solvatagéo interagindo com esta

guando imersa na solucdo. (MONOPOLLI, 2012 e WELCH, 2015).



35

O potencial zeta é um parametro que reflete a estabilidade, ou instabilidade, coloidal.
Quando em suspensao, nanoparticulas com carga superficial apresentam uma bicamada elétrica
ao seu redor. Fortemente aderida a superficie da NP, encontra-se a camada de ions mais interna,
de carga oposta a da NP. J& a segunda camada, mais externa, forma-se em torno da primeira e
é fracamente ligada, permitindo a difusdo de cargas. Este conjunto de camadas compreende a
bicamada elétrica. Ao deslocar-se, a NP desloca a camada mais interna, ou camada de Stern,
deslizando pela camada mais externa. O potencial zeta é a representacdo do potencial
eletrostatico medido no plano de cisalhamento da bicamada (CLOGSTON, 2011). Considera-
se para coloides estaveis um valor do modulo de potencial zeta maior ou igual a 30 mV.

As andlises de EDL e potencial { foram realizadas no equipamento Zetasizer Nano Z90
(Malvern Instruments, Malvern, Worcestershire, Reino Unido), com excitacdo em 632,8nm, no
Laboratorio de Genética e Morfologia (Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade e

Brasilia).

3.5.,5 Espectroscopia Raman

Ao incidir radiacdo eletromagnética em uma molécula, ela pode ser transmitida
absorvida ou espalhada. O efeito Raman, teoricamente previsto por Smekal, em 1924, e
experimentalmente comprovado por Raman em 1928, descreve o tipo de espalhamento
inelastico, ou seja, aguele em que os fétons irradiados pela molécula possuem comprimento de
onda diferente daquele dos fétons incidentes. Este € 0 espalhamento inelastico da luz, conhecido
como espalhamento Raman. A diferenca quantificada da energia entre o foton incidente e o
irradiado corresponde diretamente a alteracBes nos niveis vibracionais e rotacionais da
molécula especificas para cada molécula (COLTHUP, 1964). Quando do espalhamento de um

feixe de luz intenso monocromatica por moléculas, uma pequena fracdo é emitida em uma
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frequéncia diferente daquela da radiacdo incidente. O espalhamento inelastico sera realizado
por dipolos elétricos induzidos na amostra que oscilam quando da incidéncia da radiacao
eletromagnética. O espalhamento ineléstico da luz, por sua vez, somente ocorrerd em moléculas
que sofram mudancas na polarizabilidade, e o féton espalhado possua frequéncia distinta do
féton incidente.

No espalhamento Raman, o foton incidente interage com a molécula e distorce, ou
polariza, a nuvem eletronica ao redor do nucleo, formando um estado virtual instavel. Por esse
estado ser instavel, tem duragdo muito curta e o foton sera rapidamente reemitido pela molécula.
Caso o foton espalhado pela molécula possua frequéncia igual ao foton incidente, ndo ocorre
transferéncia de energia entre o féton e a molécula. Neste caso ocorre o espalhamento elastico,
ou espalhamento Rayleigh. Contudo, se o foton espalhado possuir frequéncia diferente do féton
incidente, ocorre transferéncia de energia do foéton para a molécula, ou da molécula para o féton.
Se a molécula absorver parte da energia do féton incidente e for promovida a um estado
vibracional (v = 1), o foton espalhado possuira frequéncia menor que o foton incidente. A
frequéncia do féton espalhado seré a frequéncia do foton incidente menos a diferenca entre 0s
niveis v =0 e v = 1, desta forma ocorre o chamado espalhamento Raman Stokes. No entanto,
devido a energia térmica, algumas dessas moléculas ja podem estar no estado vibracional (v =
1). Ao interagir com o foton, este absorvera energia da molécula e a molécula retornard ao
estado fundamente e o foton seré espalhado com frequéncia maior, ocorrendo o espalhamento
Anti-Stokes (SKOOG, 2002) (Figura 3.3). Os espectros Raman sdo apresentados, portanto,

como deslocamentos da frequéncia da luz incidente.
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Figura 3.3. Origem dos espalhamentos Raman Stokes,e Anti-Stokes e Rayleigh.

Adaptado de Ramirez (2013).

No presente trabalho, as nanoparticulas de éxidos de ferro foram analisadas em forma
de po por espectroscopia Raman, adquiridos no espectrometro triplo T64000 com CCD, o laser
utilizado foi de ion-argdnio (comprimento de onda 514,5nm, intensidade incidente sobre a
amostra de 0,25mW). Deste modo foi possivel investigar a fase dos éxido de ferro presentes no
FM sintetizado.

Segundo White (1967) e Shebanova (2003) na estrutura do tipo espinélio cubico ha 5
modos vibracionais que sdo Raman ativos para a magnetita, para 0s quais somente os ions de
ferro e oxigénio do sitio tetraédrico contribuem. Os modos vibracionais para a magnetita e

maguemita sdo apresentados na tabela 3.2, (SOLER, 2012C).
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Tabela 3.2. Modos Raman atribuidos a magnetita e a maguemita, segundo referéncia

Soler, 2012 C e Alcantara, 2007.

Material Modo Origem Posicdo
Ay Estiramento ~ 624cm™!
simétrico Fe — O
Magnetita E, Flexéo ~ 315cm™1
simétrica O — Fe
T3, Estiramento ~ 565cm™?
assimétrico Fe — O
T34 Movimento ~ 179cm™!
translacional FeO,
T3, Flexdo ~ 445cm™1
assimétrica O — Fe
Ay Estiramento ~ 712cm™t
Maguemita das ligacbes em sitios
octaedricos
E, Flexdo ~ 501cm™t
simétrica O — Fe
T3, Estiramento ~ 344cm™?
assimétrico Fe — O
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3.5.6 Espectroscopia no Infravermelho

Cada molécula possui seu padrdo préprio de absor¢do no infravermelho (1V), portanto,
duas moléculas de estrutura diferente ndao terdo 0 mesmo espectro. Por meio da espectroscopia
no infravermelho é possivel identificar os grupos funcionais presentes na molécula, e compara-
las com espectros de moléculas conhecidas de forma a identificA-la ou ainda fornecer
informacd@es da estrutura da molécula.

O espectro no 1V origina-se da absorcdo de fétons na regido do infravermelho com
energia igual a transicdo entre dois estados vibracionais da molécula no estado elementar
(NAKAMOTO, 2009). Apenas moléculas que tem momento dipolo varidvel no tempo
absorvem radiacdo no IV, e sdo IV ativas, o que ndo ocorre em moléculas isotrépicas, como H,
(COLTHUP, 1964). A radiacdo absorvida deve ser da mesma frequéncia que a variagdo do
momento dipolo (LAMPMAN, 2012). Ao absorver a radiacdo IV, as moléculas vibram. Os
modos mais simples de vibragdo de uma molécula, IV ativos, sdo os modos de dobramento e
estiramento. O estiramento altera a distancia interatbmica e o dobramento altera o angulo das
ligagBes. Em qualquer grupo de trés ou mais atomos, em que pelo menos dois séo idénticos,
dois modos de estiramento sdo possiveis: 0 simétrico e 0 assimétrico. Outro ponto importante,
a forca de ligacdo e as massas dos atomos ligados afetam a absor¢do no 1V. Pode-se entdo
correlacionar os modos vibracionais de determinados grupos de &tomos a vibracdes em
determinados comprimentos de onda.

A espectroscopia no 1V foi utilizada para estudar a interacéo entre as NPs e a cobertura
de citrato. As andlises foram realizadas no espectrémetro Vertex 70, Bruker Corporation
(Billerica, Massachusetts, EUA). As medidas de FT-IR foram realizadas com a amostra em
pastilhas com KBr, medindo-se a transmitancia na faixa de 350 a 4000 cm™! com 64 scans e

resolucdo de 4 cm™1.
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3.5.6.1 Espectroscopia no Infravermelho por refletancia total atenuada (ATR)

A técnica de refletancia total atenuada, ou reflex&o interna, € utilizada a fim de obter-se
espectros no infravermelho de materiais como sélidos de solubilidade limitada,
nanocompasitos, pastas, adesivos e pds. A reflexdo do feixe de radiacdo ocorre quando o feixe
passa de um meio mais denso (cristal de ATR) para um meio menos denso (a amostra). A fragéo
do feixe incidente que € refletida aumenta com o angulo de incidéncia, e quando este excede
um determinado angulo critico, ocorre a reflexdo completa (SKOOG, 2002). Segundo
Fahrenfort (1961), durante o processo de reflex@o o feixe se comporta como se penetrasse por
uma pequena extensdo da amostra. A profundidade da penetragdo varia de acordo com o
comprimento de onda incidente, os indices de refracdo dos materiais e o angulo de incidéncia
do feixe em relagdo a interface. A radiacdo que penetra a amostra é chamada de onda
evanescente. Se a amostra absorver a radiacdo evanescente, havera a atenuacdo do feixe nos
comprimentos de onda absorvidos no infravermelho gerando o espectro, esse é o fenémeno de
refletdncia total atenuada. As analises foram realizadas no espectrémetro de infravermelho por
transformada de Fourrier modelo Frontier da Perkin Elmer, Massachusetts, Estados Unidos. O
nanocompdsito QUIT/cit-MAG depositado em vidro 6tico BK7 foi analisado por esta técnica,

bem como a quitosana pura na forma de po.

3.5.7 Espectroscopia no ultravioleta-visivel

A espectroscopia no ultravioleta/visivel (UV/Vis) € uma técnica de estudo de compostos
organicos e inorganicos utilizada nas mais diferentes areas do conhecimento, como na
determinacédo de concentracdo de vitaminas em suplementos, deteccdo da presenca de DNA e

proteinas em amostras biologicas. Esta técnica também pode ser utilizada para monitorar o



41

crescimento de nanocompositos depositados em substratos de vidro Optico ou quartzo,
correlacionando a intensidade de determinada banda de absorbancia a concentracdo da espécie
analisada. Ao analisar a banda no comprimento de onda onde a absorbéncia ocorre, deve-se
considerar principalmente a posicdo e a intensidade. A posicdo em que ocorre a absor¢do no
espectro corresponde ao comprimento de onda da radiacdo necessaria para que ocorra a
transicao eletrdnica. A expressdo de intensidade de absorbancia para este estudo € obtida pela
lei de Lambert-Beer, que correlaciona a absorbancia a concentra¢do do material, no caso deste
trabalho, das nanoparticulas de oxido de ferro (LAMPMAN, 2012):
A =logyo(®®) = keb (3.3),

onde, A € a absorbancia, | € intensidade da radiacdo que emerge, I, € a intensidade da
radiacdo que incide na amostra, k é a constante caracteristica do soluto, ¢ é a concentragdo do
soluto e b € o comprimento do caminho 6tico através da amostra. Desta forma, pode-se observar
gue a medida que o nanocompdsito era depositado e a concentracdo de nanoparticulas
aumentava, ocorria um aumento da intensidade de absorbancia nos comprimentos de onda entre
400nm e 480nm, caracteristicas do 6xido de ferro (SCHERTMANN, 2004). O equipamento
utilizado foi o espectrofotdmetro UV-Vis UV-2600, da marca Shimadzu Corporation (Quioto,

Japdo).

3.6 Estudo da citotoxicidade de nanocompositos

Os testes de viabilidade celular sdo comumente utilizados para determinar os efeitos

na proliferacéo celular e demonstrar a citotoxicidade direta de compostos quando em sistemas
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bioldgicos in vitro. A escolha da linhagem celular para estudos e das condi¢des nas quais o teste
deve ser conduzido sdo cruciais de forma a obter-se um resultado significativo e acurado
(MORAVEC, 2011). Os testes de citotoxicidade, em geral, sdo protocolos que comparam as
celulas que estdo vivas ou mortas ao serem expostas ao material em estudo por um tempo
determinado a um grupo controle mantido sob as mesmas condicGes. Estes testes sdo muito
utilizados de forma a preliminarmente prever os efeitos dos materiais in vivo (MORAVEC,
2011).

O teste de viabilidade celular por protocolo de MTT foi o primeiro protocolo
desenvolvido para placas de 96 pocos que abrange a analise simultanea de grande quantidade
de amostras. Este ensaio considera o dano perpetrado pelo tratamento aplicado ao metabolismo
celular de glicideos, por meio da avaliacdo da atividade de desidrogenases mitocondriais. A
mitocondria é a organela celular responsavel pela respiracdo celular, caso esta ndo esteja
funcional, a vida celular torna-se inviavel. O protocolo de viabilidade quantifica por meio da
reacdo de reducdo enzimatica mitocondrial do reagente MTT (um sal de coloracdo amarela e
solivel em &gua) no produto formazan (um sal de coloracdo arroxeada e insollvel). A
correlacdo proposta é quanto maior a quantidade do produto formazan maior € a viabilidade
celular e menor a citotoxicidade. (HUSSAIN, 1993 e MORAVEC, 2011).

A linhagem celular utilizada neste trabalho foi a NIH-3T3 fibroblastos de murinos, ndo
cancerigena. Esta linhagem celular foi escolhida por ser uma linhagem de mamifero, de células
aderentes possibilitando a interagdo com o0s nanocompdsitos diretamente com as células. As
células foram cultivadas para obter-se a quantidade suficiente para o ensaio em meio de cultivo
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Life USA) suplementado com soro fetal bovino
(SFB) 10% e antibidtico (Penicilina/Estreptomicina) 1%, em estufa a 37°C e atmosfera de 5%
de CO,. Apds crescimento, as células foram tripsinisadas e replaqueadas em 1mL em placas de

24 pocos contendo as nanoestruturas. As condi¢des do meio de cultivo e de armazenamento em
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estufa foram mantidas. O ensaio foi realizado em quintuplicata, das quais trés amostras foram
plaqueadas com celulas e duas sem células, somente 0 meio, como controle. A relagdo de
amostras utilizadas neste experimento esté listada na tabela 3.3.

Apos as 24 horas, 0 meio de cultivo foi descartado e acrescentou-se 700uL do reagente
MTT, concentragdo 0,5mg mL™. Adicionou-se meio DMEM e a placa foi incubada nas
condic@es anteriores por 2 horas. Apos este periodo, a solu¢do de MTT foi retirada das placas,
e adicionou-se a todos os pocos 100uL de DMSO. As amostras foram analisadas no
espectrofotdbmetro Spectra Max M2, comprimento de onda 595nm, no Laboratorio de Genética
e Morfologia, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade de Brasilia. Os dados obtidos

foram processados empregando-se o teste estatistico One-way ANOVA.
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Tabela 3.3. Relacdo dos controles (controle com lamina e controle DMSO) e
nanocompositos (PVA;, (PVA/CitMag)e s, (PVA/CitMag),o, (QUIT /CitMag)q s e (QUIT/

CitMag),,) empregados para o teste de citotoxicidade.

Controles negativos

DMSO

Lamina empregada na deposi¢do dos nanocompositos

Nanocompdsitos

PVA/cit-MAG QUIT/cit-MAG

(QUIT/Clt - MAG)Q’S
PVA,

(QUIT /cit — MAG)4,
(PVA/cit — MAG)q 5

(PVA/cit — MAG) 1,

3.7 Dissolucdo dos Nanocompdsitos

Os nanocompdsitos das duas séries produzidas, QUI/cit-MAG e PVA/cit-MAG,
foram submetidos a estudos de dissolucdo. Devido as diferencas de interagdes entre a matriz
polimérica e as nanoparticulas de cada um dos dois tipos, foram realizados testes de dissolucéo
dos nanocomp0ositos em meio aquoso em varias condi¢Bes. Buscou-se manter as condi¢des dos
testes dentro daquelas encontradas na superficie cutanea, visando uma futura aplicacédo topica.

Para tanto foi escolhido 0 ambiente em solucéo salina de tampé&o fosfato, PBS 1x, com valores
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de pH iguais a 4,2, 4,9 e 5,6 (BLANK, 1939). Tendo em vista que as interacGes eletrostaticas
participam da formacdo dos nanocompdsitos automontados, investigou-se 0 comportamento
dos nanocompositos de PVA/CitMag e QUIT/CitMag também em ambientes de forca idnica
crescente.
Os nanocompdsitos com 30 bicamadas, (QUI/Cit-MAG)30 e (PVA/Cit-MAG)3o,
foram imersos em solucdes aquosas com concentragdes de 1 a 5 mol. L™t de NaCl, pH 6,9
(HAN, 2012). Em um segundo experimento, investigou-se também o efeito de variagdes de pH
em ambas as estruturas preparadas. Os ambientes testados foram solu¢des aquosas com valores
de pH iguais a 3, 4, 5, 6 e 10. E ainda foram conduzidos testes em ambientes de PBS 1x com
valores de pH iguais a 4,2, 4,9 e 5,6 e ainda em solucdes salinas de NaCl 1M a 5M para os
nanocompasitos de PVA/cit-MAG. As condigdes testadas encontram-se sumarizadas na tabela
3.4. Os valores de pH foram selecionados considerando-se os valores de pH cutaneo relatados
na literatura (BLANK, 1939).
Em todos os testes conduzidos os dois tipos de nanocompositos foram incubados em
5mL de solucéo, por até 6 horas. Em intervalos de tempo determinados os nanocompositos

foram retirados da solucdo, secos em jato de gas N, e foram obtidos espectros de UV-Vis.
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Tabela 3.4. Condicdes de dissolucdo testadas para os nanocompositos (PVA/cit-

MAG)30 € (QUIT/cit-MAG)3o0.

Solucéo de PBS: Solugdes aquosas Solugdes salinas:
valor de pH valor de pH concentracéo de
NaCl
3 1M
4,2 4 2M
PVA/cit-MAG 4,9 5 3M
5,6 6 4M
10 SM
M
4,2 3 2M
QUIT/cit-MAG 4,9 4 3M
5,6 4AM

SM
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Capitulo 4

Resultados e Discussao

Inicialmente serdo apresentados os resultados obtidos a partir da caracterizagdo do
fluido magnético que foi empregado como fonte de nanoparticulas de éxidos de ferro para a
deposicdo dos nanocompdsitos. Em seguida os dados do monitoramento do crescimento dos
filmes, da caracterizacdo dos nanocompositos, bem como do ensaio de citotoxicidade e dos

estudos de dissolucgéo, serdo apresentados e discutidos.

4.1 Caracterizacdo do Fluido Magnetico

ApoOs a sintese das nanoparticulas de Oxidos de ferro por coprecipitagdo e
funcionalizacdo com &acido citrico, o FM resultante, pH 6.9, foi caracterizado por MET, para
analise da morfologia, tamanho, dispersdo de tamanho, por EDL, e mobilidade eletroforética
para avaliagdo do tamanho hidrodindmico e determinacao do potencial ¢, respectivamente. Uma
aliquota do coloide foi liofilizada e o p6 foi usado para obtencdo dos espectros Raman e no IV.
O fluido estavel obtido foi denominado cit-MAG, com potencial { igural a —33 mV, e

nanoparticulas com de diametro hidrodinamico de 74 nm, valores estes comparaveis aos
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encontrados na literatura. (Morais, 2006 e Silva, 2003). O valor negativo do potencial { pode
ser atribuido a presenca dos grupos anidénicos —COO~ das moléculas de citrato presentes na
superficie das nanoparticulas. E importante notar, conforme foi discutido anteriormente, que
suspensoes estaveis apresentam valores absolutos de potencial { maiores ou iguais a 30 mV, o
que assegura a estabilidade do fluido sintetizado.

Observa-se na Figura 4.1 (a), imagem de MET tipica das nanoparticulas sintetizadas, na
qual as mesmas apresentam formato predominantemente esférico. A Figura 4.1 (b) apresenta o
histograma de distribuicdo de tamanho obtido por contagem (998 nanoparticulas foram
contadas) de nanoparticulas obtidas em diversas micrografias. Os dados foram ajustados por

meio da funcéo log normal. O didmetro médio (Dtem) obtido foi igual a Dver = 4,75+0,04 nm

e dispersdo de tamanho ¢ = 0,284+0,01 nm.

Particulas contadas (%)

Diametro médio (nm)

Figura.4.1 Imagem de MET tipica da amostra de nanoparticulas de oxido de ferro
funcionalizadas com citrato (a); e histograma de distribuicdo de tamanho obtido a partir de

imagens de MET (b).
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A Figura 4.2 apresenta o espectro Raman tipico, na faixa de 150 a 800 cm ™! obtido das
nanoparticulas de 6xido de ferro cobertas por citrato, na forma de po, sob intensidade de laser
igual a 0,25mW, intensidade esta, empregada para evitar ou minimizar a degradacdo da amostra
(SILVA, 2003 e SOLER, 2004). Observa-se na figura 4.2 a presenca de modos vibracionais em
170, 332, 375, 502, 514, 672 e 719 c¢m™*. Destes, os modos vibracionais correspondentes a
magnetita, em azul, sdo 170, 375, 514 e 672cm™, ja os modos atribuidos & maguemita, em
vermelho, sdo 332, 502 e 719 cm™ (Soler (2012 C)). A analise do espectro Raman (Figura 4.2)
indica que a amostra esta levemente oxidada para maguemita, devido ao aparecimento da banda
em 719 cm, fato este que pode ter sido induzido pelo laser incidente, ou durante o processo

de dialise.

—— Fe304

— Y —Fey03

Inensidade Raman (u.a.)

200 300 400 500 600 700 800
Ntumero de onda (ecm™*)

Figura 4.2 Espectro Raman tipico da amostra de nanoparticulas de 6xido de ferro cobertas por

citrato, sob intensidade do laser 0,25mW, ajustado por meio de lorentzianas.



50

O sdélido nanoparticulado também foi caracterizado por meio da técnica de
espectrometria no IF, visando investigar a presenca da cobertura e a identificacao das fases dos
Oxidos de ferro. A Figura 4.3a apresenta o espectro no infravermelho na regido de 350 a
4000cm™1, onde se observa as bandas correspondentes aos 6xidos de ferro, entre 400 e 600
cm™1 (392, 445, 585) (VIALLI, 2009), uma banda intensa em 3415 ¢m™! correspondente ao
estiramento da ligacdo O — H presente no citrato e, também, os resquicios de dgua na amostra.
A banda caracteristica em 1700cm™! corresponde ao estiramento simétrico da ligacdo C = 0
do grupo —COOH dos acidos carboxilicos estd deslocada para 1624 ¢cm™t, o que indica a
presenca do grupo carboxilato - COO~ e segundo Racucui (2006) seria uma indicacdo da
interagdo do grupo - COO~ com a superficie da nanoparticula. Considerando-se a diferenca
(Av) entre a posicdo da vibragdo assimétrica e simétrica da ligacdo C = O do grupo — CO0~
A variacdo entre as vibracOes simétrica e assimétrica do carboxilato pode-se obter um indicativo
do tipo de coordenacdo. Para as nanoparticulas sintetizadas na presenca de citrato, obtém-se
deslocamento de Av = 233cm™! que sugere coordenacéo entre o carboxilato e os ions de ferro
das nanoparticulas do tipo monodentada (RAMIREZ-RIVERA, 2013). Na figura 4.3b, observa-

se na regido de 350 a 800 cm™ as bandas das ligagbes Fe — 0.
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Figura 4.3 Espectro FT-IR tipico da amostra de nanoparticulas de 6xido de ferro
cobertas por citrato, em pastilna de KBr. Em (a) o espectro de 350 a 4000 cm™! e em (b)

espectro de 350 a 2000cm ™1, regido correspondentes aos 6xidos de ferro.
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4.2 Nanocompdsitos automontados

Foram produzidas dois tipos de nanoestruturas: uma empregando o polieletrélito
cationico, quitosana (QUIT), e nanoparticulas cit-MAG provenientes do FM com pH 6,9; e
outra com o polimero alcool polivinilico (PVA) e o nanoparticulas provenientes do FM com
pH 3,7. Conforme foi mencionado, os nanocompositos obtidos foram respectivamente
denominados (QUIT/cit-MAG), e (PVA/cit-MAG),, sendo n o nimero de bicamadas, que
variou de 1 a 30. O monitoramento do crescimento dos hanocompositos foi realizado por meio
da técnica de UV-vis, enquanto a morfologia da superficie foi estudada empregando-se as

técnicas de microscopia eletronica de varredura (MEV) e microscopia de forca atbmica (MFA).

4.2.1 Monitoramento de crescimento dos nanocompositos

Os nanocompositos preparados foram monitorados a cada bicamada depositada por
meio de espectros UV-Vis na faixa de 300 a 800nm, apresentados nas Figuras 4.4 e 4.5, para
as amostras (PVA/cit-MAG)n e (QUIT/cit-MAG), respectivamente, com n= 1 a 10 bicamadas
para ambos 0s nanocompoésitos. Em ambas as figuras, observa-se um leve ombro em 360nm e
480nm, caracteristicos da absorbancia UV-Vis causados pela interacdo da luz com os elétrons
da camada de valéncia dos 6xidos de ferro (SCHERTMANN, 1991). No grafico inserido na
Figura 4.4, estruturas (PVA/cit — MAG),, Vverifica-se um comportamento linear da
absorbancia em 360nm e 480nm na deposic¢do de 10 bicamadas, indicado pelo ajuste da reta
y=0,072 +0,03x, na absorbancia em 360nm; e absorbancia em 480nm, y=0,048+0,004x

(r>=0,93).
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Figura 4.4. Monitoramento por espectroscopia UV-Vis do crescimento de
nanocompadsitos (PVA/cit-MAG),, de 10 bicamadas. A Figura inserida se refere aos valores
obtidos da absorbancia em 360nm (triangulos) e 480nm (circulos), em funcdo do nimero de

bicamadas.

Nos nanocompdsitos de quitosana (Figura 4.5) observa-se deposicao de nanoparticulas
de oOxidos de ferro camada por camada linear, ado pelos ajustes y=0,034+0,010x (360nm) e
y=0,032+0,002x (480nm) (r?=0,93), em acordo com dados da literatura (Castilho,2014).
Observa-se a absorbancia dos 6xidos de ferro € maior que nos nanocompositos QUIT/cit-MAG

do que nos nanocompdsitos de PVA/cit-MAG.
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Figura 4.5. Monitoramento do crescimento de nanocompésitos (QUIT/CitMag)n, em de
1 a 10 bicamadas,. A Figura inserida se refere aos valores obtidos da absorbancia em 360nm

(tridngulos) e 480nm (circulos) em funcdo do nimero de bicamadas.

A quitosana é um polieletrdlito e possui carga positiva quando em pH 3,7, devido a
presenca do grupo —NHJ, enquanto que as nanoparticulas cit-MAG apresentam grupos
—C0O0~ quando em pH 6,9 devido ao pKa da molécula de acido citrico presente na superficie.
Os nanocompdsitos automontados de quitosana geralmente séo depositados devido a interagdes
eletrostaticas, entre 0s materiais, onde o polimero se comporta como um polication, enquanto
a nanoparticula como um polianion. Em adicao, grupos —OH presentes no polimero quitosana
poderiam ligar-se aos grupos —COO~ do citrato por meio de ligacdo de hidrogénio, tornando a
nanoestrutura ainda mais estavel (PAVINATTO, 2010). Conforme foi mencionado, o
nanocompasito cresce de forma linear, depositando a cada camada quantidades similares dos
constituintes do nanocompdsito, formando uma estrutura homogénea, conforme indicam 0s

estudos morfoldgicos.
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No caso do monitoramento da deposicdo dos nanocompdsitos (PVA/cit-MAG),
observa-se resultado diferente daquele observado na estrutura (QUIT/cit-MAG),. Segundo
Castilho (2014), seus resultados mostraram que ao tentar depositar 0s nanocompdsitos
(PVA/cit-MAG), empregando como fonte de nanoparticulas um coloide com pH 6.9 a estrutura
automontada apresentava crescimento irregular. Neste projeto, optou-se por acidificar o fluido
magnético de forma a permitir a protonacdo dos grupos —COO~ do citrato, em pH 3,7,
verificando-se a deposi¢do do nanocompdsito. Como pode ser observado na Figura 4.4, o

nanocomposito de PVA/cit-MAG a absorbancia aumenta linearmente camada ap6s camada.

4.2.2 Caracterizacdo do nanocomposito QUIT/CitMag por espectroscopia no infravermelho

por refletancia total atenuada

O nanocomposito QUIT/cit-MAG foi investigado por meio da técnica refletancia total
atenuada (RTA) no infravermelho. A figura 4.6 mostra os espectros RTA da quitosana pura na
forma p6 e do nanocomposito (QUIT/cit-MAG)s0, com as nanoparticulas formando a camada
superficial, e também o espectro FTIR, previamente apresentado de cit-MAG (Fig. 4.3).

Segundo Duarte (2002), as bandas de referéncia para a quitosana sao as de estiramento
das ligacGes OH (3448cm™1)e CH (2877cm™1), NH (3269cm™1) e do estiramento da ligacdo
CO (1074 e 1025cm™1 ) e segundo Suyatma (2004) encontram-se bandas em 1650 e 1560cm™
do grupo amida. A quitosana utilizada neste trabalho foi analisada por RTA e apresenta as
bandas a seguir: em 3360, 3450 e 3290 (estiramento da ligacgdo N — H e O — H), 2874
(estiramento C — H), 1648 (estiramento da ligacdo C = O do grupo amida), 1587 (dobramento
N — H), 1462 (dobramento assimétrico CHs), 1420 (deformac&o da ligacdo O — H e C — H do
anel), 1380 (estiramento da ligacdo C — N e deformacéo simétrica CH3), 1320 (deformacéo da

ligacdo O — H e C — H do anel), 1262 (balanco da ligacdo C — H no anel) e 1027 ( vibracéo da



56

ligagdo C — 0 — C), as vibragdes proximas a 800 cm™! correspondem ao estiramento da

ligacdo N — H fora do plano (SAMUELS, 1981; RODRIGUES, 2009).
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Figura 4.6. Espectro no infravermelho de cit-MAG (a) e no infravermelho por RTA da

quitosana pura (b), em (c) do nanocompdsito (QUIT/cit-MAG)zo.

A atribuicdo das bandas dos espectros relativos a quitosana pura e a0 hanocomposito
(QUIT/cit-MAG)30 estdo apresentadas na Figura 4.6, bem como o espectro FTIR das
nanoparticulas de 6xido de ferro cobertas com citrato. As bandas correspondentes aos 6xidos
de ferro aparecem no espectro do solido nanoparticulado em 585cm™, no espectro do
nanocompdsito, no entanto, ndo foi possivel a obtencdo do espectro nesse nimero de onda
devido ao limite de resolucdo do equipamento. As bandas presentes em
1623cm™ do citrato e em 1648 e 1587cm™! da quitosana, atribuidos ao estiramento da

ligacdo C = O e ao dobramento da ligacdo N — H do grupo amida, respectivamente, estdo
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deslocados para 1730cm ™1, formando um Unico pico estreito e intenso. As bandas presentes
na quitosana pura entre 3360 e 3290cm ™! e em 3415¢m™1 em cit-MAG ndo estdo presentes
em (QUIT/cit-MAG)30, respectivos aos estiramentos das ligacbes O — H e N — H do grupo
amina primaria. Este fato pode ser relevante para possibilitar uma analise sobre a formacéo do
nanocomposito (QUIT/cit-MAG)z0. Os grupos —OH do citrato da cobertura da nanoparticula
poderiam interagir com o grupo amina primaria presente na quitosana por meio de ligacdes de
hidrogénio tornando a estrutura muito mais estavel quando encubada em solu¢bes com
condicdes de variacdo de pH e concentracdo de ions do que poderia se esperar. Os resultados
descritos por Shu (2001), que estudou nanocompositos automontados de camadas de quitosana
e citrato, mostraram que estes sdo sensiveis a variagdes no pH e a variacao da concentracdo de
ions, dissolvendo-se. Neste trabalho, no entanto, foram utilizadas nanoparticulas cobertas com
citrato que, por sua vez, estdo interpenetradas na matriz polimérica. Uma das caracteristicas das
nanoparticulas é o aumento da superficie/volume, consequentemente havera maior superficie
de citrato em contato com a quitosana, favorecendo o surgimento de ligacfes de hidrogénio
entre elas, e, portanto, aumentando a estabilidade estrutural conforme observou-se nos
resultados dos experimentos de dissolucdo que serdo apresentados a seguir. As bandas
encontradas nos espectros RTA das amostras de quitosana pura e nanocompésito (QUIT/cit-
MAG)30, e 0s dados de FTIR das nanoparticulas de 6xido de ferro cobertas com citrato estdo

sumarizados na Tabela 4.1.
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Tabela 4.1. Relacdo dos modos vibracionais observados nos espectros RTA no infravermelho
obtidos da quitosana pura e do nanocomposito (QUIT/cit-MAG)30 e dos espectros FTIR do
solido nanoparticulado cit-MAG, cujas atribuicdes foram realizadas a partir de dados da
literatura (Brugnerotto, 2001; Duarte, 2002; Suyatma, 2004; Samuel, 1981 e Racucui, 2006;

Rodrigues, 2009).

Espectro Espectro Espectro

Quitosana Quitosana  Quitosana Espectro  Espectro RTA

Modos RTA RTA de nanocomposito
AtribuicBes
vibracionais SAMUELS Rodrigues CitMag QUIT/CitMag
RTA 19811t 20092 cm™?! cm™1
cm! cm™! cm™!
3450 - - 3415 - Estiramento da ligagao
0—-H
3360 - - - - Estiramento da ligacio *
O—HeN-H
3290 - 3250 - - Estiramento da ligagio °
O—HeN-H
2874 2961, 2935, Estiramento da ligagao
2874 ¢-H
1730 Vibracdo simétrica da
ligacdo C = O (citrato)
1648 1650 1634 1623 Amida | (C = 0)1?
Vibracdo simeétrica da
ligacdo C = O (citrato)
1587 1580 Dobramento N — H*
1530 1538 Amida Il

dobramento ligagao
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(N — H)"?
1462 1455 1464, 1453 Dobramento assimetrico
—CH,!
1420 1415 Deformacéo da ligagdo OH
e CH (anel)?
Deformagc&o simétrica CH3
Estiramento C — N
1380 1375 1391 1395, 1379
Estiramento assimétrico da
ligagéo C — O citrato
1320 1320 1334, 1300 Deformagéo OH e CH
(anel)t
1262 1255 1243 Balanco ligacéo de CH da
estrutura de anel
1027 1020 1020 Vibracdo C — 0 - C

585

Fe—0

4.2.3 Caracterizacdo morfoldgica da superficie dos nanocompaositos por meio de microscopia

eletrénica de varredura e microscopia de forca atdbmica

A analise da morfologia dos nanocompositos depositados em funcdo da monocamada

presente no topo do nanocomposito, se polimero (n=9,5) ou cit-MAG (n=10) foi realizada por

meio de imagens de microscopia eletronica de varredura. As figuras 4.7 (a) e (b) mostram

imagens MEV de nanocompdsitos de (PVA/cit-MAG), com n= 9,5 e 10, respectivamente
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depositados em substratos de vidro BK7, ampliadas 10.000 vezes. Neste aumento, observa-se
na micrografia (PVA/Cit-MAG)qs a presenca de bastbes distribuidos sobre a superficie do
nanocompasito, por isso foi descartada a possibilidade de serem artefatos, porém sdo estruturas
inconsistentes com o esperado para a superficie do polimero. Em (b), o observa-se aglomerados
esféricos distribuidos na superficie. Para as imagens com aumento de 50.000 vezes (Figuras 4.8
(@) e (b)), é possivel observar as nanoparticulas esféricas distribuidas na matriz polimérica, sem
a separacdo de fase, em uma distribuicdo homogénea de nanoparticulas muito similares. Em

4.8(a), também se verifica a presenca dos bastdes, e de aglomerados.
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Figura 4.7. Imagens de MEV de nanocompdsitos (PVA/cit-MAG) depositados em
vidro BK7, ampliadas 10.000 vezes. A imagem do nanocomposito (PVA/cit-MAG) com 9,5
bicamadas, com polimero na camada superior () e do nanocomposito (PVA/cit-MAG) com

10 bicamadas, com nanoparticulas na camada superior (b).
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Figura 4.8. Imagens de microscopia de varredura de nanocompésitos (PVA/cit-
MAG) depositados em vidro BK7 ampliadas 50.000 vezes. A imagem do nanocompdésito de
(PVA/cit-MAG)gs com polimero na camada superior (a) e do (PVA/cit-MAG)10, com

nanoparticulas na camada superior de nanoparticulas (b).
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A topografia das estruturas também foi estudada por MFA. As estruturas
investigadas foram as de (PVA/citMAG),, comn = 5 e 10 bicamadas, cujas imagens MFA
de amplitude e de fase sdo observadas na Figura 4.9. Observa-se nas imagens estruturas
esféricas, evidenciando a presenca de aglomerados de nanoparticulas em maior quantidade nos
nanocompositos de 10 bicamadas, inseridas na matriz polimérica. Verifica-se a interpenetracao
das nanoparticulas com a matriz polimérica. Em adicdo, as imagens apresentadas da estrutura

de 10 bicamadas aparentam maior uniformidade.

12nm W nim

0nm Onm

79.6° 21,5°

0,0 0,0
00 | —-— 10'“ 0 | o 1.0 um

Figura 4.9. Imagens MFA de topografia (a) e (c) e fase (b) e (d) de nanocompdsitos

(PVA/cit-MAG)n, com n=5em (a) e (b) e com n=10 bicamadas em (c) e (d).
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Figura 4.10. Imagens MFA de topografia (a) e fase (b) do nanocomposito

(QUIT/cit-MAG)q 5 € de topografia (c) e fase (d) do nanocompdsito (QUIT/Cit-MAG)10.

Os nanocompdsitos  QUIT/cit-MAG  apresentam  estruturas  esféricas
homogeneamente distribuidas nos nanocompositos, com presenca de alguns aglomerados,
principalmente no nas amostras com 10 bicamadas. As imagens retratam a superficie dos
nanocomp@sitos como uma cobertura densa e uniforme, como a observada em (PVA/cit-

MAG)10. Observa-se as estruturas esféricas uniformemente distribuidas na fase polimérica.

Nas imagens de AFM para (PVA/cit-MAG)s (Figura 4.9) observa-se menor
quantidade de aglomerados de nanoparticulas nas e maior quantidade para a amostra com maior

namero de bicamadas (PVA/cit-MAG)o.
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A espessura dos nanocompdsitos PVA/cit-MAG foi determinada por analises de MFA,
seguindo-se a metodologia apresentada por Lobo (1999). As espessuras estimadas em fungéo
do nimero de bicamadas para (PVA/cit-MAG), , com n=1; 1,5; 3; 5 e 10 bicamadas. sdo

apresentados na Figura 4.11.

50 |

40 L

Espessura (nm)

0L =

2 4 g 8 10

Bicamada

Figura 4.11 Dados de espessura em funcdo do numero de bicamadas dos
nanocompasitos de (PVA/cit — MAG),, com n = 1; 1,5;3;5 e 10, estimados por meio das

imagens de MFA O ajuste linear foi realizado, obtendo-se y=8,77+4,58x (r?=0,97).

As nanoestruturas PVA/cit-MAG foram depositadas por meio da técnica de
automontagem, empregando como fonte de NPs o FM com pH igual a 3,7 apresentou
crescimento linear para até 10 bicamadas conforme o monitoramento por espectroscopia UV-
Vis, e aumento de espessura, nanocompositos. Nesse pH a cobertura das NPs possui grupos
—OH disponiveis que podem interagir com o grupo —OH do polimero PVA. Os
nanocompositos PVA/cit-MAG apresentam morfologia similar aos dos nanocompdsitos
QUIT/cit-MAG, nos quais o0 polimero e as nanoparticulas ndo apresentam segregacéo de fase,

com as nanoparticulas distribuidas na fase polimérica.
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4.2.4 Teste de citotoxicidade

Os testes de viabilidade celular reproduzem de forma simplificada, porém, eficaz
algumas das reacdes ocorridas em tecidos e 6rgdos quando expostos a diversas substancias.
Algumas dessas reacOes celulares sdo o desenvolvimento normal/anormal, proliferacao,
alteracGes morfologicas, alteracGes genéticas ou até a morte célula, e por meio destas pode-se
determinar a citotoxicidade do nanomaterial. Portanto, a determinacdo da toxicidade do
material, como o aumento de mortalidade celular, € um dos primeiros passos a serem
investigados visando possiveis aplicacdes biologicas de nanomateriais. De modo a determinar
a toxicidade é necessario considerar o tipo de material a ser testado (existem evidéncias da
toxicidade do material como um todo ou de elementos formadores deste) de que forma o
material ira interagir com as células (se ficara em suspens@o no meio, se as células incorporardo
o material, se irdo aderir a superficie), se 0 material é degradado em meio celular (0 pH,
concentracdo de sais, proteinas, enzimas, alterardo de alguma forma o material) e finalmente,
se o tipo celular escolhido € pertinente para o estudo (o tipo celular testado é aquele com o qual
0 material podera interagir) ao considerar estes pontos o teste mais apropriado pode ser
conduzido.

Para este trabalho foram escolhidas as células NIH3T3, fibroblastos da espécie
Mus musculus, celulas ndo-tumorais e aderentes, para realizar um teste de citotoxicidade
empregando o protocolo MTT em nanocompasitos dos dois tipos produzidos (PVA/cit-MAG)
e (QUIT/cit-MAG), com diferencas na monocamada final, formada por polimero ou por
nanoparticulas, no qual a célula deve aderir. A linhagem celular NIH3T3 foi escolhida devido
a sua capacidade de aderir ao substrato onde € plaqueada e com ele interagir. Como controles

negativos foram utilizados, em cultura de células, a substancia DMSO (dimetil sulféxido),
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solvente amplamente utilizado em formulagdes farmacéuticas e, principalmente, na
criopreservacao de células devido a sua capacidade de permear pela membrana plasmatica, e
em baixas concentracdes (menores que 1%) considerada atoxica (GALVAO, 2014). O ambiente
de cultivo celular foi mantido em pH préximo de 7, na presenca de proteinas, ions, verificando-
se o efeito da estrutura como um todo no teste de viabilidade celular.

O teste de viabilidade celular por protocolo de MTT considera o dano perpetrado
pelo tratamento aplicado ao metabolismo celular de glicideos, por meio da avaliacdo da
atividade de desidrogenases mitocondriais. A correlacdo proposta é quanto maior a reducéo do
MTT em formazan, maior sera a atividade das enzimas mitocondriais em células viaveis, mais
arroxeado serd 0 poco onde essas células se encontram e maior sera a intensidade do sinal lido
no espectrofotdometro (HUSSAIN, 1993).

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados utilizando-se laminulas de vidro
para microscopia como substrato para o crescimento dos nanocompadsitos. Os nanocompasitos
foram preparados conforme previamente descrito, e incubados em placas de 24 pocos com
células humanas da linhagem NIH3T3, fibroblastos de murinos, e mantidos em estufa a 37°C
por 24 horas. A Figura 4.12 apresenta os dados de viabilidade celular ap6s a incubag¢do com
DMSO, controle positivo, tratamento com uma laminula limpa, controle do substrato, e
tratamento com as estruturas (PVA/cit — MAG)o, (PVA/cit — MAG)qgs, (QUIT /cit —
MAG),o, (QUIT [cit — MAG)9s € PV A, estrutura construida apenas com uma monocamada
de PVA sobre as camadas precursoras de (PDAC/GO).. As estruturas com 10 bicamadas
possuem a camada superior composta por nanoparticulas de 6xidos de ferro e as estruturas com
9,5 bicamadas, o polimero encontra-se na superficie. A utilizacdo de uma linhagem celular
aderente permite a interacdo direta com a superficie do nanocomposito, se 0 material ndo for
biocompativel, as células ndo irdo aderir quando plagueadas com o0 nanocomposito e morrer&o.

Por outro lado, se a superficie do nanocompdsito for biocompativel, as células irdo aderir e se
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manterdo vivas. Ainda, em outro cenario, se houver algum elemento nocivo que possa ser
liberado no meio celular, este iré interagir com as células e afetara a viabilidade. Verifica-se na
figura 4.12 que a viabilidade se mantém elevada em todas as amostras testadas, entre 90% e
110%. Exceto para (PVA/cit — MAG)9s, a qual cai para aproximadamente 70%.
Considerando-se o erro associado e viabilidade proxima de 80%, é um indicio de atoxicidade,
corroborando a biocompatibilidade da estrutura. Por meio de teste estatistico ANOVA, com

p>0,05, e verifica-se que as diferencas séo significativas entre os tratamentos apresentados.
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Figura 4.12. Viabilidade celular em linhagem de fibroblastos NIH3T3 apds 24
horas de incubacédo. Da esquerda para a direita, controles negativos, grupo controle incubado
com o substrato (Iamina) e com DMSO, PV A;: uma monocamada de PVA; (PVA/Cit-MAG)g s,
com o polimero na superficie do nanocomposito; (PVA/cit-MAG)10, com as nanoparticulas na

superficie do nanocomposito; (QUIT/Cit-MAG)gs e (QUIT/cit-MAG)1o.

Os resultados de topografia e citotoxicidade séo condizentes com o0s encontrados
na literatura para estas estruturas (CASTILHO, 2014). Verifica-se que o nanocomposito de
PVA/CitMag é formado por uma camada densa e uniforme de nanoparticulas distribuidas

homogeneamente na fase polimérica (ZHAO, 2010).



70

4.3 Estudo da dissolucdo dos nanocompositos

A dissolucdo de nanoestruturas em resposta a condicOes especificas € uma de suas
propriedades mais interessantes. Em condicdes fisiologicas (SAURER, 2009; WOOQOD, 2005,
PICART, 2005, KIM, 2008), variacbes de pH neutro para acido (SUKHISHVILI, 2000),
alteracdes nas concentragfes de ions (HAN, 2010; RAHIM, 2010), interacdes com luz (WANG,
2010), ou, ainda, uma combinacao destas (ZELIKIN, 2002) as nanoestruturas podem dissolver-
se, liberando compostos ativos no local com as condi¢des apropriadas (WOOQOD, 2005: SU,
2009, KIM, 2008, PICART, 2005).

As interacdes entre 0s componentes da estrutura sdo responsaveis pela sensibilidade ou
ndo a determinadas condi¢cbes, por exemplo, quando imersas em solucBes especificas. Por
exemplo, as ligacdes de hidrogénio entre os materiais que compdem a estrutura sdo sensiveis a
mudanca de pH ( KIM (2009)). Portanto, a selecdo das condi¢des de tratamentos determina em
quais condicdes a estrutura pode ser aplicada para fins biologicos. A utilizacdo dessas
nanoestruturas para liberacdo de compostos de interesse por via transdérmica torna-se possivel
ao fabricar estruturas com propriedades tais como dimensdes nanomeétricas, as quais podem
penetrar pelos foliculos pilosos, a biocompatibilidade, possuir interacGes estaveis em condi¢des
diferentes daquela do alvo tdpico, porém sensiveis ao pH da pele, e, ainda, de facil producéo e
custo acessivel. Conjugando a técnica de automontagem, com nanoparticulas de 6xido de ferro
cobertas por citrato e polimeros biocompativeis com interacdes distintas pode-se estudar o
comportamento de estruturas como os nanocompasitos de PVA/cit-MAG e QUIT/cit-MAG que
preenchem a maioria dos requisitos supracitados em condig¢@es proximas daquelas da pele de

pH e em concentracdes crescentes de NaCl.
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Segundo Blank (1939) e Schmid-Wendtner (2006), a medida do pH da pele varia de
acordo com o método empregado, 0 sexo, a idade, o local da pele a ser testado e a condicdo de
salde do 6rgdo. O pH considerado neste trabalho, seguiu a metodologia criteriosa de Blank
(1939) determinados valores desejaveis de pH entre 4,0 e 7,0. Deve-se levar em consideracao
também a presenca de ions na superficie da pele, por este motivo foram escolhidas condicdes
de teste para os nanocompdsitos em solucBes de PBS, tampdo salino de fosfato, e em
concentracdes de 1M a 5M de NaCl.
Os nanocomp@sitos preparados foram imersos em solu¢des com condicdes diferentes de
pH e de concentracéo de ions, e a cada determinado periodo de tempo foram realizadas medidas
de UV-Vis, de forma a estimar a diminuigdo da concentracdo do éxido de ferro como resultado

direto da dissolucéo da estrutura dos nanocompositos.

4.3.1 Estudo da dissolucdo de nanocompositos (PVA/CitMag)so

Os nanocompositos de (PVA/cit-MAG)3zo foram imersos em solugdo PBS em pH 4,2,
4,9 e 5,6, durante 2 horas. Nestas condicGes tentou-se simular aquelas presentes em ambiente
bioldgico, em solucdo salina tampdo e pH da pele (BLANK, 1939). Observa-se, na figura 4.13,
os valores de absorbancia relativa em 360nm, que se referem ao sinal do ferro
(SCHERTMANN, 1991). Os nanocompésitos (PVA/cit — MAG)s, foram incubados em
solugdes PBS com diferentes valores de pH. Os dados de absorbancia relativa foram obtidos
considerando-se como 100% a absorbancia no instante inicial (t = 0) e a absorbancia medida
nos tempos de incubagdo subsequentes como porcentagens desse valor. Nota-se que nas
condigdes PBS em pH 4,2 (em 2a e 3a na Fig.4.13) em apenas duas horas de imersdo, a
intensidade da absorbancia do nanocomposito diminui em torno de 25%, enquanto que nas

solugdes com outros valores de pH 4,9 e 5,6 ndo se observa alteragéo.
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Figura 4.13. Absorbancia relativa dos nanocompositos (PVA/cit — MAG)s, apés
incubacéo por 2horas (120min) em solugcbes de PBS em pH igual a 4,2, ; 4,9, e 5,6, conforme
indicacdo. As amostras 1a, 1b, e 1c, se referem a absorbancia relativa no instante inicial, sendo
considerada igual a 100%; As amostras 2a, 2b, e 2c indicam os valores obtidos para as

absorbancias relativas em 360nm apos o tratamento.

Ao verificar a sensibilidade do nanocompésito PVA/cit-MAG ao pH mais &cido testado
em PBS, ampliou-se o estudo para verificar a sensibilidade em uma faixa maior de pH. Um
segundo experimento foi realizado com a imersdo dos nanocompdsitos (PVA/Cit-MAG)3z0 em
solugdes aquosas de pH: 3, 4, 5, 6 e 10 (figuras 4.14 e 4.15). Na Figura 4.14, observa-se a
tendéncia de dissolucdo dos nanocompositos apos 6 horas que foram mantidos imersos em pH
4 e pH 5. A dissolugdo dos nanocompasitos, no entanto, foi distinta entre esses dois ambientes.
Quando imersa em solugdo pH 4 o nanocomposito dissolve gradualmente durante as primeiras

horas, enquanto que 0s nanocompositos imersos em solugéo de pH 5 apenas na sexta hora perde
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aproximadamente 50% da absorbancia. A dissolucdo nesses dois ambientes, monitorada via

UV-vis a cada hora de incubacdo, sdo apresentados na figura 4.15.
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solucbes aquosas com valores de pH igual a 3, 4, 5, 6 e 10, conforme indicacdo. O grupo 1

representa a absorbancia relativa no instante inicial, considerada igual a 100%, o grupo 2 se

refere as absorbancias relativas em 360nm apos o tratamento.

No ambiente de pH 4 na auséncia do tampéo salino, (Fig. 4.15) observa-se que no

periodo das duas primeiras horas ocorre uma perda mais acentuada na absorbancia do
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nanocompasito, perda aproximada de 70%, maior do que aquela verificada no ambiente com
PBS (Figura 4.13), quando se observou uma perda de apenas 25%.

O nanocomposito (PVA/cit-MAG)3, mesmo em pH mais &cido, pH 3, ndo se dissolveu
ap6s a imersdao por 6 horas (Fig. 4.14). Foram conduzidos testes complementares com
incubacéo dos (PVA/cit-MAG)30 em solugbes aquosas com valores de pH iguais a 5, 6 e 10,
cujos resultados sdo mostrados também na Figura 4.14. Para 0s nanocompositos incubados nas

solucdes pH 6 e 10 ndo foram observadas alterac@es significativas apds 6 horas.
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Figura 4.15. Absorbancia relativa em 360nm para os nanocompasitos (PVA/cit — MAG)5,

imersos durante 6 horas em solugdes aquosas com valores de pH 4 (a) e em pH 5(b).

A estabilidade dos nanocompdsitos PVA/cit-MAG foi testada incubando-os em
solugdes com concentracgdes crescentes de NaCl. Como a estrutura ndo é formada por interacfes

eletrostaticas, ndo se previa a dissolucéo, o que é confirmado com os resultados apresentados
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na Figura 4.16 quando os nanocompositos (PVA/cit-MAG)3o foram imersos por 2 h em solucGes
aquosas de NaCl 1M, 2M, 3M, 4M ou 5M (Figura 4.16) e pH igual a 6,9. Observa-se que as
variacOes de absorbancia relativa sdo despreziveis, concluindo-se que os ions presentes na

solucdo ndo interferem nas interacdes que mantém a estrutura coesa.
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Figura 4.16. Absorbancia relativa dos nanocompositos (PVA/cit — MAG)3,
imersos durante 2 horas em solucdes de NaCl 1M, 2M, 3M, 4M e 5M, conforme indicacéo,
todos em pH 6,9. O grupo 1 representa a absorbancia relativa no instante inicial, considerada

igual a 100%, o grupo 2 se refere as absorbancias relativas em 360nm ap6s o tratamento.

Dentre os ambientes testados pode-se verificar que os nanocompdsitos PVA/cit-MAG
se dissolveram em solucdo aquosa com pH 4 e em PBS com pH 4,2. A dissolu¢do da amostra
observada quando imersa na solu¢do em pH 4 sem a presenca de ions € mais rapida que aquela

que ocorre em solucdo de tampéo salino (PBS), durante as duas primeiras horas. Na literatura,
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verifica-se que a dissolucédo das estruturas ocorre nas primeiras horas e de forma gradual, porém
quando imersa em solucdo aquosa com pH 5, a dissolugdo ndo foi gradual como a que ocorreu
em pH 4 e em pH 4,2 em PBS, e sequer durante as primeiras horas (HAN, 2012, LIN, 2015,
ZOU, 2014, BALL, 2005). Para as demais condicdes estudadas a absorbancia relativa dos

oxidos de ferro manteve-se inalterada.

4.3.2 Estudo da dissolucdo dos nanocompasitos (QUIT/cit-MAG)3o

Os nanocompasitos QUIT/citMAG foram incubados em solugbes com variacdo de pH
e de concentracdo de ions, com o objetivo de verificar a influéncia desses tratamentos no
processo de dissolucdo dos mesmos.

Os nanocompositos (QUIT/citMAG)3o foram imersos em solugdes de PBS com valores
de pH iguais a 4,2, 4,9 e 5,6, durante 2 horas. Nestas condi¢des tentou-se simular aquelas
presentes em ambiente bioldgico, em solucdo salina tampéo e pH da pele [BLANK, 1939].
Observa-se, na figura 4.17, os valores relativos de absorbancia obtidas dos espectros em UV-
vis em 360nm e 480nm, dos nanocompdsitos (QUIT /cit — MAG)5, incubados em solugdes
PBS em diferentes valores de pH. Os dados foram obtidos considerando-se com 100% a
absorbancia no instante inicial (t = 0) e a absorbancia medida nos tempos de incubagao
subsequentes como porcentagens desse valor. Observa-se que as variagdes nos valores da

absorbancia relativa foram despreziveis durante o periodo analisado.
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Figura 4.17 Absorbancia relativa de nanocompositos (QUIT /cit — MAG)5, apos
incubacéo por 2horas (120min) em solugdes de PBS em pH igual a 4,2; a 4,9 e a 5,6, conforme
indicacdo. O grupo 1 representa a absorbéncia relativa no instante inicial, considerada igual a

100%, o grupo 2 se refere as absorbancias relativas em 360nm apos o tratamento.

Os nanocompositos (QUIT /cit — MAG)5, foram imersos em solucGes pH 3 e 4. Os
ambientes em pH 5, 6 e 10 ndo foram testados. O pH 6 foi descartado, pois o fluido magnético
utilizado na construcdo do nanocompdsito encontra-se em pH 6,9, e em tal pH o nanocompdsito
cresce. Na figura 4.18, verifica-se que 0s nanocompdsitos ndo se dissolvem durante o tempo de

incubacéo investigado.
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Figura 4.18. Absorbancia relativa dos nanocompositos (QUIT /cit — MAG)5, apos
imersdo por 6 horas em solugdes aquosas com valores de pH iguais a 3 e4, conforme indicacéo.
O grupo 1 representa a absorbancia relativa no no instante inicial, considerado igual a 100%, o

grupo 2 se refere as absorbancias relativas em 360nm apos o tratamento.

Prosseguiu-se com o0 estudo em ambientes com concentracdes crescentes de NaCl
Figura 4.19), pois se esperaria que 0s hanocompaositos pudessem se dissolver em pelo menos
um dos ambientes testados, devido a natureza eletrostatica das interacdes dos seus
componentes. Quando os hanocompaositos fossem submetidos a um ambiente com excesso de
fons estes interagiriam com a sua camada mais externa e a dissolveriam, e assim,
sucessivamente ocorrendo a erosdo do nanocomposito, conforme foi observado em sistemas
similares constituidos apenas por polieletrélitos (HAN, 2009; WOOD, 2005; VASQUEZ, 2002;
SHU, 2001). No entanto, observa-se que as varia¢des de absorbancia relativa sdo despreziveis,
concluindo-se que os ions presentes na solucao ndo interferem e ndo desestabilizam a estrutura,

como ocorreu com 0s nanocompasitos de (PVA/cit — MAG)3,, indicando que a hipdtese de
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que as interaces eletrostaticas sdo as Unicas responsaveis pela formacao da estrutura, pode nao

ser verdadeira.
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Figura4.19. Absorbancia relativa dos nanocompdsitos (QUIT /cit — MAG) 3, ap0s

imersdo durante 2 horas em solugcdes de NaCl 1M, 2M, 3M, 4M e 5M, conforme indicacéo,

todos em pH 6,9. O grupo 1 representa a absorbancia relativa no instante inicial, considerada

igual a 100%, o grupo 2 se refere as absorbancias relativas em 360nm ap6s o tratamento.

O comportamento dos nanocompositos (QUIT/citMAG)so ap0s 0s tratamentos em solucdes
salinas de 1M a 5M, indicam que, ao contrario do que se esperaria para uma estrutura mantida
unida somente por interacdes eletrostaticas, deve ocorrer também interacao entre as camadas
precedentes, interagindo de forma mais intensa e mantendo a integridade da estrutura nos

meios testados. Segundo Pavinatto (2010), a quitosana também pode fazer ligacdes de
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hidrogénio, o que poderia ocorrer nos nanocompaositos automontados, e que contribuiria para

manter 0s seus componentes mais coesos, quando submetidos aos tratamentos realizados.
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Conclusoes e Perspectivas

5.1 Conclusdes

No presente trabalho o fluido magnético (cit-MAG) sintetizado apresentou as

seguintes caracteristicas:

Fluido magnético (cit-MAG) formado por nanoparticulas de magnetita
parcialmente oxidadas, funcionalizadas com citrato, com didmetro medio de

5 nm, que apresentam comportamento superparamagnético;

O diametro hidrodinamico dos aglomerados é igual a 74 nm e potencial zeta

igual a -33mV, indicando que o fluido é estavel;

As nanoparticulas de 6xido de ferro com diametro hidrodindmico de 74nm
podem penetrar a epiderme por meio dos foliculos pilosos, glandulas

sebaceas e glandulas sudoriparas, cujo diametro médio é de 10um;

Os nanocompositos foram depositados utilizando dois tipos de
biopolimeros: poli (alcool vinilico) e quitosana com nanoparticulas de 6xido

de ferro com cobertura de citrato. Os resultados obtidos foram:
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e Nanocompositos constituidos de biopolimeros PVA e nanoparticulas de
oxido de ferro, PVA/Cit-MAG, e QUIT/cit-MAG, foram depositados de
forma homogénea camada por camada, indicando que a cada camada
quantidades iguais de cada componente, polimérico ou nanoparticulado, sdo

adsorvidos na estrutura;

e Imagens de MEV e MFA apresentam nanocompésitos com quantidades
crescentes de nanoparticulas aderidas nas estruturas estudadas em diferentes

bicamadas. Os nanocompdsitos ndo apresentam segregacgéo de fase;

e Os nanocompdsitos PVA/Cit-MAG e QUIT/cit-MAG foram considerados
atoxicos em culturas de linhagem NIH3T3, apo6s incubacdo por 24h,

empregando-se a metodologia MTT,;

e Osnanocompdsitos PVA/cit-MAG se dissolveram em solucdes de PBS com
pH igual a 4,2 e em solucdo aquosa com pH igual a 4, sendo indicados para

veiculagdo de farmacos via transdérmica

e Os nanocompositos QUIT/cit-MAG nao se dissolveram em nenhuma das

condigdes testadas.

e Verifica-se que os nanocompositos QUIT/cit-MAG sdo mantidos coesos
por devido a ocorréncia de interacdes eletrostaticas, bem como de ligacGes

de hidrogénio entre o polimero e a nanoparticula.

5.2.Perspectivas

Como perspectivas para a continuidade dos trabalhos, sugere-se:
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o Investigar a estrutura PVA/cit-MAG como carreador de farmacos por via
transdérmica alterando-se a sua composi¢do para adicdo de principios
ativos de interesse, como o citrato de rédio, e estudar o seu processo de
dissolucao;

e Investigar a deposicdo de PVA/cit-MAG em substratos flexiveis para
aplicacBes biomédicas;

e Investigar o processo de dissolugcdo dos nanocompdsitos com maior
precisdo por meio de um sistema que inclua, por exemplo, a microbalanca
de quartzo, que permitird monitorar a massa liberada com precisdo de

nanogramas.
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