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RESUMO

Neste estudo, propomos a preparacdo e caracterizacdo de membranas
poliméricas como agentes miméticos para o estudo da interacdo de
nanoparticulas metdlicas de ouro do tamanho de 11 nm para fins
terapéuticos. Tem como objetivo sintetizar e estudar a difusdo em célula
de Franz com as nanoparticulas de ouro em membranas poliméricas com
polimero comercial de PS-b-PMMA (poli(estireno)-b-poli(metil
metacrilato)). As nanoparticulas de ouro foram caracterizadas quanto a
morfologia, tamanho e seu grau de dispersdo pelas técnicas de
microscopia eletronica de transmissdo (MET), técnicas de espalhamento
de luz dindmico (DLS), raios-X a baixos angulos (SAXS) e
espectroscopia no ultravioleta-visivel (UV-vis). A cinética de difusdo da
membrana foi acompanhado por espectroscopia de UV-vis, no
comprimento de onda de maxima absor¢do das nanoparticulas de ouro,
observa-se um efeito hipsocromico leve apds 72 horas, esse efeito foi
observado também nas analises de MET. Devido a baixo potencial zeta,
levaram uma leve diminui¢do da concentra¢do de nanoparticulas de ouro
em suspensdo. A técnica DLS apresentou uma boa curva mono-
exponencial, indicando uma solugdo aquosa em nanoparticulas esféricas
com baixa polidispersidade com didmetro (2Ry = 11,0 nm). Observa-se
ainda a presenga de formacdo de grandes agregados com estruturas
flexiveis. A imagem obtida por MET confirma a existéncia
nanoparticulas esféricas com tamanhos aproximados de 11 nm.
A distancia entre as lamelas foi de aproximadamente 30 nm, possuindo
uma condi¢do para difusdo de materiais com tamanhos inferiores a 30
nm.

Palavras-chave: Nanoparticula metdlica de ouro, PS-b-PMMA
(poli(estireno)-b-poli(metil metacrilato)), membranas poliméricas






ABSTRACT

In this study, we propose the preparation and characterization of
polymer membranes as a mimetic agents for the study of the interaction
of metallic gold nanoparticles of 11 nm size for therapeutic purposes. It
aims to synthesize and study the diffusion cell Franz with gold
nanoparticles in polymeric membranes of the commercial polymer PS-
b-PMMA (poly (styrene) -b-poly (methyl methacrylate)). The gold
nanoparticles were characterized for morphology, size and degree of
dispersion by transmission electron microscopy (TEM), dynamic light
scattering (DLS), small-angle X-ray scattering (SAXS) and
spectrophotometer (UV-visible). The kinetics of diffusion of the
membrane was monitored by UV-vis spectroscopy at wavelength of
maximum absorption of gold nanoparticles, there is a slight
hipsocromico effect after 72 hours, this effect was also observed in
TEM analysis. Due to low zeta potential, led a slight decrease in the
concentration of gold nanoparticles in suspension. The DLS technique
showed a good mono-exponential curve, indicating a spherical
nanoparticles in aqueous solution with low polydispersity diameter
(2RH = 11.0 nm). It is observed also the presence of formation of large
aggregates with flexiveis.A structures image obtained by TEM confirms
the existence of spherical nanoparticles with approximate sizes of 11
nm. The distance between the lamellae was about 30 nm, having a
condition for diffusion of materials with sizes below 30 nm.

Keywords: metallic gold nanoparticle, PS-b-PMMA (poly (styrene) -b-
poly (methyl methacrylate)), polymeric membranes.
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1 INTRODUCAO

Nos dltimos anos tem sido observado um grande crescimento no
estudo de sistemas coloidais, devido a crescente demanda por varios
setores industriais, sobretudo os associados ao desenvolvimento de
nanomateriais ou materiais com controle morfolédgico na escala
nanométrica (LOVINGER, 2005).

Cada vez mais, o conceito de nanociéncia e tecnologia chamam a
aten¢@o do publico em geral através da midia eletronica e escrita. Mais
de 30 milhdes de ddlares foram disponibilizados pela National Science
Foundation (NSF), em 2005, somente para a criagdo de programas para
informar o publico sobre nanotecnologia, e abordar as questdes sociais
relacionadas (LOVINGER, 2005).

O grande interesse no desenvolvimento da nanociéncia deriva na
promessa de manipular a matéria dtomo por atomo, molécula por
molécula de criar dispositivos com desempenhos e funcionalidades
superiores aos fornecidos pela atual tecnologia (LOVINGER, 2005).

As aplicagdes sdo muito amplas, indo desde a indistria
eletronica, onde os agregados nanometricamente espacados sio
utilizados para desenvolver circuitos e dispositivos também na escala
nanométrica até a industria médico-farmacéutica onde o
desenvolvimento e aprimoramento de sistemas que permitam a liberagio
controlada de farmacos e nutrientes (LOVINGER, 2005).

Atualmente existem diversas formas de administracdo de
farmacos para o tratamento de doencas, como administra¢do oral, nasal,
parenteral, dérmica e oftdlmica. A utilizacdo da via de administracdo
dérmica por adesivos com liberacdo controlada de farmacos destaca-se
na atualidade como um dos mais promissores, em base que o firmaco
deve atingir com exatidao o alvo pretendido. Esta técnica demonstra-se
menos dolorosa, mais aceitdvel e mais eficiente que alguns tratamentos
tradicionais, onde a entrega de fiarmaco ocorre de forma gradual e
continua (FELICE et al., 2014).

As pesquisas com a administragio de medicacdo com
nanoparticulas (NP), vem mostrando que minimiza os efeitos colaterais,
reduz a toxidade e reduz a quantidade de dose ou aplica¢do. Isso
envolve a criacdo de materiais funcionais, controle sobre seus tamanhos
fisicos e novas propriedades quimicas que sdo drasticamente diferentes
nas dimensdes nanométricas (PRADEEP, 2008).

Os tamanhos destes materiais criam uma forte possibilidade de
interacdes com o sistema bioldgico, visto que os sistemas bioldgicos
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cont€m vdarios componentes que estdo nas dimensdes nanométricas
(proteinas, 4cidos nucléicos, membranas) possibilitando possiveis
sinergias com o0s nanosistemas e componentes bioldgicos. Assim,
destacam a utilizacdo de adesivos transdérmicos em conjunto com
nanoparticulas carreadoras de farmacos pode se tornar vidvel para o
tratamento de doengas através de um sistema mais eficiente, chamado de
Drug Delivery Systems (DDS). DDS sdo sistemas utilizados para a
administragcdo de fairmacos de forma controlada para alcancar um efeito
terapéutico (PRADEEP, 2008).

A nanotecnologia aliado aos sistemas de administracdo de
farmacos, poderd ser a evolugdo da medicina para os proximos anos
com grande variedade de usos, podendo salvar um grande ndmero de
vidas, mas isso também exige prazos para comercializacio. E um dos
desenvolvimentos da investigacdo médica relacionado a resultados mais
imediatos principalmente na drea do cancer e tem dados que inclui 130
medicamentos a base de nano e mais de 125 dispositivos para
diagnéstico (SPARKS, 2012).

Com o aprofundamento dos estudos sistemas DDS aumentam a
possibilidade de direcionamento especifico, devido ao seu tamanho os
seus efeitos colaterais e com um periodo de liberacdo da droga mais
longo. Hoje em dia existem varios DDS em estudo, como por exemplo,
os lipossomas, nanoparticulas, dendrimeros, micelas e nanobastdes
(FELICE et al., 2014). A Figura 1 ilustra a escala de nanoparticulas com
diferentes tamanhos:
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Figura 1 - Representacio dos diferentes tamanhos de nanoparticulas.
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Fonte: Felice et al. (2014).

Recentes estudos realizado por Cardoso et al. (2014) com
nanoparticulas metdlicas no cdrtex cerebral em ratos, foram submetidos
a administracdo de nanoparticulas com tamanhos 11 e 30 nanémetros.
Os dados mostraram danos mais elevado no DNA com GNP
(nanoparticula de ouro) com tamanho 30 nm e danos menores com GNP
com tamanhol1 nm.

Zortea e colaboradores (2014) investigaram os efeitos do
ultrassom pulsado e nanoparticulas de ouro em ratos apds serem
submetidos a exercicios fisicos prolongados, promovendo danos
musculares. Os resultados apresentaram reducdo inflamatéria com o uso
combinado de ultra-som e GNP, representando uma importante
alternativa no tratamento de lesdes musculares. Em outro estudo,
Dohnert e colaboradores (2012) utilizaram iontoforese como alternativa
de transporte para as GNP e diclofenaco dietilamonio. Neste artigo, os
resultados mostraram eficicia na administracdo do firmaco em ratos
portadores de tendinites.

Dando continuidade a estes estudos, propomos a preparagio e
caracterizagdo de membranas poliméricas como agentes miméticos para
o estudo da intera¢do de nanoparticulas metdlicas de ouro do tamanho
de 11 nm para fins terapéuticos. A escolha do tamanho de particulas de
ouro estd baseado nos estudos recentes realizado por Cardoso et al.,
(2014) na qual demonstraram {indices mais elevados de danos ao DNA
com GNP com tamanho de 30 nm e danos menores comparados com 10
nm.
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2 OBJETIVOS
2.1 GERAL

Este trabalho tem como objetivo de sintetizar e estudar a difusdo
das nanoparticulas de ouro em membranas do copolimero comercial
PS-b-PMMA (poli(estireno)-b-poli(metil metacrilato)) utilizando célula
de Franz.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Sintetizar nanoparticulas de ouro de tamanho controlado de 11
nm;

v Caracterizar as nanoparticulas de ouro de quanto a
morfologia, tamanho e seu grau de dispersdao pelas técnicas de
microscopia eletrdnica de transmissdio (MET) e as técnicas de
espalhamento de luz dindmico (DLS) e de raios-X a baixos angulos
(SAXS) e espectroscopia no ultravioleta-visivel (UV-visivel);

v Avaliar a estabilidade das particulas de ouro quanto seu
potencial zeta (PZ);

v' Preparar as membranas do copolimero PS-b-PMMA em
“filmes polimericos” através da técnica de casting;

v Caracterizar a morfologia dos filmes das membranas
preparadas por casting na auséncia e presencga de nanoparticulas de ouro
de 11nm por meio das técnicas de microscopia de transmissao eletrOnica
(MET) e microscopia de forca atdmica (AFM);

v/ Avaliar a interagdio das nanoparticulas com os filmes
poliméricos.

v' Acompanhar a permea¢do e difusdo das nanoparticulas de
ouro pelo filme de PS-b-PMMA (poli(estireno)-b-poli(metil
metacrilato)) por Espectrofotometria de UV-vis.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 TRATAMENTO TRANSDERMICO

Sistema de entrega transdérmica de farmacos (TDDS) é uma
alternativa para minimizar e evitar as limitagdes administracdo de
drogas oral e parenteral. A entrega transdérmica permite a permeacio
de farmacos através da pele e a circulacdo sistémica (AMIT et al.,
2012).

Dentro dos sistemas TDDS sdo utilizados as membranas de alto
controle com polimeros inertes, onde a droga € fisicamente misturada no
polimero e moldado em um disco com drea e espessura pré-definida. As
taxas de libertacdo da droga podem ser determinadas pela lei de Difusdo
de Fick (AMIT et al., 2012).

O tratamento de doencas através da utilizacdo de adesivos
transdérmicos € promissor por diversos fatores. Um dos principais € o
controle da entrega de farmaco. A maioria das formas tradicionais,
utilizadas em tratamentos médicos proporciona variacio na
concentragcdo do fidrmaco e ndo possibilitam a entrega continua e
sistemdtica de medicacdo como ocorre com os adesivos transdérmicos
(PRABHAKAR et al, 2013). Também podem ser citados como
objetivos e vantagens da liberag@o controlada de farmacos a garantia da
seguranca ¢ a melhora na eficicia dos medicamentos, bem como a
adesdo do paciente ao tratamento (PRABHAKAR et al., 2013).

Silva et al., (2014) descreve que a entrega transdérmica possui
vantagens quando comparada as outras formas tradicionais de
administracdo de farmacos. O metabolismo de primeira passagem
hepdtica, para firmacos administrados por via oral, € o responsavel por
diminuir a biodisponibilidade e degradar diversos fairmacos. Também
com relacdo a outros efeitos indesejaveis podem gerar efeitos
secunddrios como nduseas, diarréia, constipacdo, ulceracio e
sangramento na mucosa, o que ndo ocorre por entrega transdermal
(SILVA et al., 2014).

3.2 SISTEMA DE LIBERACAO DO FARMACO

O tratamento de uma doenca aguda ou crdnica tem sido
geralmente realizado pela administracdo de fdrmacos usando vdrias
formas farmacéuticas tais como comprimidos, cdpsulas, supositérios,
cremes e pomadas. Estas formas farmacéuticas convencionais sio
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frequentemente administradas em vdrias doses, gerando flutua¢des nos
niveis plasmadticos dos farmacos e, consequentemente, o aparecimento
de efeitos colaterais indesejdveis. Neste sentido, novas estratégias t€m
sido desenvolvidas, permitindo o controle da velocidade de liberagdo do
farmaco, manutenc¢do da atividade terapéutica por periodos prolongados,
ou ainda o direcionamento de agente terapéutico para um alvo
especifico (WATTS et al, 1990)

A (Figura 02) ilustra as diferencas entre o perfil de concentragio
do farmaco no organismo através de um método de administracdo
convencional (A) e por meio de liberacdo controlada (B).

Figura 2 - Perfil de liberacdo alcancado através de uma terapia
convencional (A) e por meio de uma liberacdo controlada (B).
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Fonte: Watts et al. (1990).

Usando um método de liberacdo convencional a diferenca de
concentracdo plasmadtica efetiva em funcdo do tempo tende a flutuar em
torno da faixa terapéutica. Na liberacdo apresenta um aumento,
inicialmente e declina com o passar do tempo, sendo necessdria a
administragcdo de uma segunda dose. Uma vez que os niveis plasmaticos
sdo dependentes das doses administradas, quanto maior a dose, maiores
as chances de que a concentra¢do do farmaco no organismo alcance os
niveis téxicos, acarretando em efeitos adversos (ROBINSON; LEE,
1987). Sistemas de liberacdo controlada, contudo, podem resultar em
niveis de farmacos que se encontram dentro da faixa terap&utica por um
longo periodo de tempo, com a administra¢cdo de uma Unica dosagem
(LANGER, 1990).
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Novos sistemas de liberacdo de farmacos t€m sido introduzidos
na comunidade biomédica desde a década de 70. Eles cresceram mais
que os sistemas convencionais e, baseados em alta tecnologia,
gradualmente os substituem. A liberagdo de um farmaco em um alvo
especifico de acdio € conhecida por ser um processo complexo
constituido por multiplos passos sendo que o objetivo é obter um
sistema onde a mdxima seguranca seja alcangada (CHIEN, 1990).

O desenvolvimento e caracterizacdo destes sistemas que
permitam a liberagdo controlada e direcionada de principios ativos
(farmacos, nutrientes, etc...) em alvos especificos, t€ém recebido
considerdvel atencdo nos ultimos anos, particularmente aquelas
preparadas a partir de polimeros biodegraddveis, oferecendo vdrias
vantagens frente aos sistemas de liberacdo convencionais que incluem:
(A) manutencdo continua dos niveis do firmaco no sangue na faixa
terapéutica desejada; (B) reducfo efeitos colaterais prejudiciais devido a
liberagdo vetorizada a algum tecido ou tipo de célula; (C)
potencialmente diminuem a quantidade de farmaco necessario; (D)
diminuem o nimero de administra¢cdes do medicamento, levando a um
maior comprometimento do paciente ao tratamento; e (E) facilidade na
administragdo de fiarmacos com meia-vida bioldgica curta, por exemplo,
proteinas e peptideos (ROBINSON; LEE, 1987; LANGER et al, 1990;
LANGER 1998).

Com isso vém se intensificando o interesse no desenvolvimento
de polimeros soliveis, no qual o firmaco pode ser ligado ou associado
de alguma forma ao polimero ou microesferas biodegraddveis.

A introdu¢do de drogas para a circulagdo sanguinea através da
entrega pela pele é uma importante alternativa para via de administracio
cutdnea. As vantagens potenciais da via transdérmica estdo bem
documentadas, que incluem o metabolismo de primeira passagem,
evitando ingestdo gastrointestinal e incompatibilidade (LEVINTOVA et
al., 2011).

Sobre os sistemas de liberacio de farmacos através de
membranas o trabalho de Stamatialis et al., (2008) diferencia dois tipos
de sistemas bdsicos: Sistemas Osmdticos e Sistemas de Difusdo
Controlada. O Sistema Osmético € constituido por um reservatério feito
de uma membrana polimérica semipermedvel, apenas permedvel para
dgua, onde dentro do reservatério encontra-se o firmaco em solucio
concentrada. Com o aumento da pressdo osmotica, através da passagem
de 4gua pela membrana, o medicamento € liberado por um orificio. Este
sistema permite a entrega de varios tipos de medicamentos e com taxas
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elevadas. Para o Sistema de Difusdo Controlada o mesmo trabalho
afirma que a liberacdo € controlada pela membrana dependendo de sua
difusividade e da espessura da membrana (STAMATIALIS et al., 2008).

Para os Sistemas Transdérmicos, Stamatialis et al., (2008),
informa que a droga € incorporada em um emplastro e a entrega é
realizada mediante a diferenca de concentrag@o ou outras for¢as como a
corrente elétrica. Algumas vantagens desse sistema, ainda de acordo
com Stamatialis et al., (2008), sdo que se assemelham a infusdo
intravenosa, mas ao contrario dela, os Sistemas Transdérmicos ndo sdo
invasivos e ndo necessitam internag¢io hospitalar.

Os tipos mais usados de sistemas liberagdo de drogas sdo o da
entrega passiva e podem ser classificados em duas categorias: Sistema
Reservatorio e Sistema Matriz. No Sistema de Reservatorio,
exemplificado na Figura 3a, o farmaco € colocado entre duas
membranas (STAMATIALIS et al.,, 2008). A membrana superior e
lateral é impermedvel ao medicamento, a outra ficard em contato com a
pele e controlara a liberacdo do material. A taxa de liberagdo pode ser
controlada através de alguns fatores como: variagdo da composicdo no
reservatério, permeabilidade da droga através da membrana (por
adaptacdo do material, porosidade e espessura) e/ou através do adesivo.
Para o Sistema de Matriz, ilustrado na Figura 3b, Stamatialis et al.,
(2008) descreve que o fidrmaco solubilizado em um polimero ¢é
distribuida pela pele por difusio.
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Figura 3 - Sistema de Reservatério (a) e Sistema de Matriz(b).
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Fonte: Stamatialis et al. (2008).
3.3 PELE

Esse importante 6rgdo do corpo humano, de acordo com
Stamatialis et al., (2008), € o maior 6rgdo do corpo, com 2 m’ de 4rea
superficial. A pele é Constituida por duas camadas de tecidos chamadas
derme e epiderme conforme mostrado na figura 04. A derme possui
espessura de 100 a 200 um sendo a maior parte da pele. A epiderme,
camada superior da pele, possui espessura de 100 a 110 um sendo
composta por vdrios tecidos fisiologicamente ativos € uma camada
fisiologicamente inativa chamada estrato cérneo com aproximadamente
10 pm de espessura (STAMATIALIS et al., 2008).
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Figura 4 - Sistema representativo da Pele.
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Fonte: Praca (2011).

A derme é um tecido conjuntivo que sustenta a epiderme. E
constituida por elementos fibrilares, como o coldgeno e a elastina,
elementos de matriz extracelular (proteinas, glicosaminoglicanos, ions e
dgua). Estd subdividida em duas camadas: camada papilar em contato
com a derme, formada pelo tecido frouxo, camada reticular constituida
por tecido conjuntivo denso ndo modelado, onde predominam as fibras
gelatinosas (PRACA, 2011).

Com todas essas caracteristicas, pode-se considerar vidvel a
entrega de drogas através do estrato cérneo e/ou por foliculos capilares e
dutos de suor. O estrato cérmeo desempenha fator principal de barreira
para a entrega de drogas, pois os foliculos capilares e os dutos de suor
compdem apenas 0,1% da pele (STAMATIALIS et al., 2008).

3.4 TECNICAS DE PREPARACAO DE NANOPARTICULAS

As nanoparticulas aliadas a polimeros podem atuar como
armazenadores (encapsuladores) caracterizados pela entrega controlada
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da droga. Esta capacidade, juntamente com a biocompatibilidade e baixa
imunogenicidade destas nanoparticulas torna um sistema de entrega
atrativo, especialmente para drogas a base de proteinas bem como
acidos nucléicos. (SHUTAO et al., 2014).

Podem ser classificados em materiais nanoestruturados ou
materiais nanoparticulados. Os tamanhos estdo na faixa de nanometros,
que abrange uma vasta gama de 1 nm, 100 a 200 nm. (KOO, 2006).
Uma das mais importantes interfaces € a aplicacfo da nanotecnologia na
biologia aliada a medicina (RAMSDEN, 2011).

As nanoparticulas poliméricas podem ser sintetizadas por varios
métodos, dependendo da aplicacdo pretendida e do tipo de droga e na
via de liberacdo desejada. As particulas poliméricas podem ser
preparadas por métodos fisicos tais como separacdo de fases,
evaporagdo do solvente e secagem em de aspersdo (spray drying) que
tem sido extensivamente estudada. Os métodos quimicos incluem
emulsdo, suspensdo, precipitacdo, dispersdao polimerizac¢do interfacial,
suspensdo-policondensacdo ou poliadicao e miniemulsdo
(LANDFESTER, 2001; JABBRRI et al, 2000)

A escolha do método depende principalmente da solubilidade do
copolimero em 4gua, porém, convencionalmente, as particulas sdo
preparadas principalmente por dois métodos: dissolu¢do direta e o
método de didlise conforme demonstra a Figura 05 (LETCHFORD et
al, 2007; BADER et al, 1984).
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Figura 5 - Representacdo esquemadtica dos dois principais métodos de
preparacdo de micelas de copolimeros em bloco.
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Fonte: Dal-B6 ( 2011).

O método de dissolucdo direta envolve a adicdo do copolimero
em meio aquoso e algumas vezes esta mistura é aquecida para garantir a
micelizagdo. Este método € escolhido para copolimeros que s@o soliveis
em dgua (LETCHFORD et al, 2007; BADER et al, 1984).

O método de didlise € utilizado quando o copolimero nio é
solivel em dgua. Neste caso o copolimero é primeiramente dissolvido
em um solvente orginico comum miscivel em dgua, como
tetrahidrofurano (THF) ou dimetilformamida (DMF). Durante o
processo de didlise a micelizagdo € induzida pela evaporacdo do
solvente organico. O tamanho e distribuicdo de tamanho, bem como
outras propriedades vao depender do tipo de solvente utilizado.

3.5 INCORPORACAO DOS PRINCIPIOS ATIVOS

Os principios ativos podem ser incorporados no interior das
micelas por incorporagdo fisica ou por conjugacdo quimica. Existem
varios meios para a incorporacdo fisica de farmacos no interior das
micelas, na maioria das vezes, ocorre pelo método de didlise, ou por
microemulsdo 6leo em dgua (o/w). O método de conjugacio quimica
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requer a presenca de grupos reativos do principio ativo e as
caracteristicas das micelas e as propriedades do polimero dependem do
tipo de farmaco conjugado, sendo portando um método menos vantajoso
(RIJICKEN et al, 2007).

Os métodos de incorporacdo dependem principalmente dos
métodos utilizados para a preparacio das micelas. No processo de
dissolucdo direta as nanoparticulas encapsuladas com o farmaco podem
ser preparadas pela dissoluc¢do do copolimero em bloco juntamente com
o farmaco em solvente aquoso, bem como pela dissolugdo separada de
uma solugdo contendo o copolimero e outra contendo o firmaco. Este
procedimento é mais apropriado para copolimeros moderadamente
hidrofébicos (Figura 6 A).

J4 o processo de didlise é necessdrio quando o copolimero é
pouco solivel em dgua, neste caso, utiliza-se um solvente organico
igualmente solivel para o copolimero e para o farmaco. O mecanismo
de formagdo da micela depende do procedimento de remocdo do
solvente (Figura 6 B).

Outro procedimento bastante utilizado para a preparagcdo de
nanoparticulas encapsuladas é o de microemulsdo (o/w) (Figura 6 C).
Em uma defini¢do mais ampla as microemulsdes sdo dispersdes de dgua
e Oleo estabilizadas por um emulsificante e s@o termicamente estdveis.
Neste caso gotas do farmaco sdo adicionadas em um solvente como
cloroférmio para a soluc¢do de micela em dgua. O fadrmaco € incorporado
quando o solvente evapora (ALLEN et al, 1999).
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Figura 6 - Processo de preparacdo de nanoparticulas e encapsulacdo do
principio ativo, por dissolugcdo direta (A), por didlise (B) e por
microemulsdo 6leo em dgua (o/w) (C).
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Fonte: Allen et al. (1999).

Os copolimeros podem ainda se revelar precursores para a
realizacdo de filmes finos porosos para aplicacdes no dominio de
nanolitografia (TOYKVICH et al, 2006; KRISHNAMOORTHY et al,
1996). Uma das primeiras demonstragdes do uso de copolimeros em
bloco como moldes para a litografia foi reportada por Mansky e
colaboradores (MANSKY, 1996) que usaram os copolimeros poli
(estireno-bloco-butadieno). Desde entdo, filmes a base de copolimeros,
onde as dimensdes e a morfologia podem ser controladas, constituem
um dominio de pesquisa altamente dinamico (HAMLEY, 2003).

Observando o diagrama de fases é possivel prever qual a
morfologia que o copolimero adotard, quando dissolvido em um
solvente termodinamicamente bom para os diferentes blocos hidrofilicos
e hidrofébicos, e depositado na forma de filme ultrafino sobre a
superficie de um substrato (Figura 07). As diferentes morfologias sido
dependentes de fatores importantes como massa molar, fracio em
volume dos diferentes blocos, bem como da sua incompatibilidade.
Entre as diferentes morfologias podemos encontrar esferas, cilindros e
lamelas (ABETZ, 2005).
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Figura 7 - Representacdo esquematica das morfologias com cadeias de
copolimeros em bloco.
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Fonte: Abetz (2005).

Os filmes finos dos copolimeros podem ser facilmente preparados
por spin-coating a partir de solugdes poliméricas, mas o estado de
equilibrio no filme resultante é raramente encontrado logo em seguida
da preparacdo. Os pds-tratamentos sdo entdo necessdrios a fim de se
obter a morfologia desejada (tratamentos térmicos, campo elétrico ou
exposicdes a vapores de solventes). Estas técnicas t€m como objetivo o
aumento da mobilidade das cadeias resultante de um efeito de
plastifica¢do, de uma modifica¢do dos parametros de interagcdo dos dois
blocos e de uma modificacdo de energias superficiais (LYAKHOVA,
2006; KEVIN et al, 2005).

Os copolimeros em bloco formando fases cilindricas auto-
organizdveis sfo particularmente interessantes uma vez que estes
cilindros possam se orientar perpendicularmente a superficie do
substrato, e que o mesmo possa seletivamente ser extraido do filme
formando uma matriz porosa. Uma via elegante, largamente difundida
em razdo do alto grau de controle da porosidade gerada, é fundamentada
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na degradacfo seletiva de um dos blocos do copolimero auto-organizado
(DARLING, 2007)

Geralmente o bloco com a menor energia interfacial tende a se
acumular na superficie, resultando em uma orientacio de dominios
organizados paralelos & mesma. Para se obter uma matriz porosa através
da organizacdo de cilindros orientados perpendicularmente, uma
neutralizagdo da superficie € necessdria, de modo que a energia de
interacdo com o substrato seja a mesma para os diferentes blocos
(Figura 08) (DAL 1994).

Figura 8 - Imagens de MEV com diferentes blocos: (a e c¢) orientagdo
paralela dos cilindros de PMMA sobre as superficies ndo neutralizadas
de SiO,, e (b e d) orientagd@o vertical dos cilindros sobre um substrato
de SiO, recobertos com uma camada de PS-s-PMMA.

PMMA
PS

PS-sPMMA

Fonte: Aissou et 1. 2007).

A escolha de bons copolimeros, fracdo hidrofébico e hidrofilico,
como uma boa escolha do solvente termodinamicamente favordvel é de
extrema importincia para facilitar ou entender a interacdo entre os
filmes poliméricos e as particulas a serem estudadas.
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3.6 /POLfMEROS ASSOCIADOS AS NANOPARTICULAS
METALICAS

As membranas de polimeros com nanoparticulas metélicas
possuem caracteristicas Unicas. As principais vantagens sdo baixa
aglomeragdo e corrosdo das nanoparticulas, controle dos tamanhos,
estabilidade mecanica devido a incorporacdo das particulas no interior
da matriz, facilidade quanto ao transporte, resposta das modificagoes
eletrOnica e ptica. Isso € devido a NP (nanoparticula) estarem envoltas
por polimeros. Por estes motivos, os cientistas t€m utilizado estas
membranas para aplica¢io em catdlise e sensores (VILLALOBOS et al.,
2014).

A preparacdo do nanocompdsito com nanoparticulas utilizando a
técnica in situ tem sido usada extensivamente a fim de aumentar a
adesdo interfacial entre os polimeros e as nanoparticulas
(BHANVASEA et al., 2014).

3.7 NANOPARTICULAS DE OURO

De acordo com o descrito em algumas pesquisas, a baixa
toxicidade das nanoparticulas de ouro e prata, biocompatibilidade e sua
eficiente funcionalizagdo tornam esses materiais adequados ao
desenvolvimento de novas formas de administracdo de drogas (GHOSH
et al., 2008; HUANG et al., 2011).

As nanoparticulas de ouro s@o excelentes suportes para fixacao de
drogas. Para as nanoparticulas maiores na faixa de 10-100 nm sdo
normalmente sintetizadas pelo método Turkevich com fons de citrato.
Para uma eficiente funcionalizac@o desta superficie € realizada adi¢do de
um agente de nivelamento contendo tiol. Este simples procedimento
levou a funcionaliza¢do covalente das nanoparticulas com uma ampla
variedade de ligacdes (VIGDERMAN et al., 2012).

A facilidade de se obter nanoparticulas de ouro estdveis, com
tamanho adequado e funcionalizada para tratamentos de doengas estd
relacionada ao grande conhecimento que hoje se t€ém destas particulas.
Esses estudos, como o de Huang et al., (2011), relatam a importancia do
tamanho, forma e correta modificacdo superficial através de grupos
ligantes para a eficiente penetracdo celular (VIGDERMAN et al., 2012).

As nanoparticulas metdlicas vém sendo ativamente estudada
para aplicacdo biomédica devido sua biocompatibilidade e fécil ligagcao
com as moléculas. Estudos revelam que as nanoparticulas associadas a



44

compostos antioxidantes e anti-inflamatérios demonstram melhor
potencial terapéutico (TSAI et al., 2007).

Recentemente estudos realizados no nosso grupo de pesquisa,
demonstraram que o uso das NP isolado ou ligado ao N-acetilcisteina
(NAC) pode ser ttil no tratamento de inflamagdes, embora se necessite
de mais estudos sobre os efeitos terapéuticos (PAULA, et al.,2015).

3.8 AGENTES FACILITADORES
3.8.1 Ultrassom e Fonoforese

A aplicacdo do ultrassom para a entrega de compostos
farmacéuticos tem como base dois fatores: capacidade de melhorar a
eficicia dos medicamentos e a melhoria da adesdo dos compostos
farmacéuticos. Neste processo poderd incluir o efeito de cavitagdo
(geragdo de bolhas de gds), efeitos térmicos, transporte convectivo e
efeitos mecanicos conforme exemplificado na figura 09 (AMIT et al.,
2012).

O ultrassom ¢ uma forma de energia acistica frequentemente
utilizada na fisioterapia pelos seus efeitos de calor profundo e
analgésico. Quando a onda ultrassOnica penetra no organismo, interage
com células e tecidos através de mecanismos térmicos € nao térmicos.
Estruturas aquecidas pelo ultrassom sdo preferencialmente musculos
fibrosados, bainhas tendineas e raizes nervosas (GUFFEY e KNAUST,
1997).

Assim o ultrassom provoca estimulos mecanicos através da pele
fazendo com que haja a migracdo de moléculas de farmacos, sendo este
processo chamado de fonoforese conforme representado na figura 09,
que por sua vez demonstra que o fidrmaco pode chegar a uma
profundidade tecidual maior quando comparado a auséncia de aplicagéo
do mesmo. Na fisioterapia, a fonoforese com farmacos antiinflamatérios
¢ comumente usada para tratar lesdes inflamatdrias dos tecidos (HSIEH,
2006).
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Figura 9 - Sistema representativo da Fonoforese.
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3.8.2 Iontoforese

A iontoforese € a introducdo de radicais em uma membrana sob a
influéncia de um campo elétrico, onde tem se comprovado um fator
importante na liberacdo da droga (AMIT et al., 2012). Explicando o
funcionamento da iontoforese, Stamatialis et al., (2008) descreve que
utiliza aceitdveis quantidades de corrente elétrica. A Figura 10
representa o dispositivo que consiste de dois sistemas contendo dois
eletrodos (anodo e o cdtodo) e o fornecimento de energia. Neste
exemplo, a droga liquida ou em gel é colocada no adesivo/eletrodo que
tem a mesma carga que o medicamento, neste caso o anodo. O outro
adesivo-eletrodo contém eletrdlito de referéncia ou gel e assim o
farmaco € dirigido por repulsdo eletrostitica (STAMATIALIS et al.,
2008).
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Figura 10 - Sistema representativo da lontoforese.
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3.9. CELULA DE FRANZ

Estudo de permeacdo in vitro utilizando Célula de Franz é um
importante auxilio para o estudo de absor¢io cutinea in vivo. E um meio
de avaliar as caracteristicas de transporte das drogas farmacéuticas. Este
sistema de difusdo passiva para o transporte transdérmico tem sido
desenvolvido para diferentes tipos de membranas (LEVINTOVA et al.,
2011).

Estudos de absor¢ao cutinea pode fornecer um meio conveniente
para avaliar as caracteristicas de permeacdo de drogas. As células de
difusdo de Franz modificadas sdo mais comumente usados. Estas células
contém duas cAmaras, uma contendo o agente ativo (veiculo doador) e a
outra contendo uma solucdo receptora; uma membrana separa os dois,
enquanto o receptor a cAmara € revestido para manter o controle de
temperatura. No uso destas células, o receptor € tipicamente uma
solucdo agitada, e o doador pode ser uma solu¢do ndo agitada em gel
conforme demonstrado na figura 11 (LEVINTOVA et al., 2011).
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Figura 11 - Sistema célula de Franz.
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Fonte: Silva (2011).

A célula de difusdo vertical de Franz consiste em um sistema
estatico, vem sendo aplicado em varios estudos de permeacgdo em pele.
Conforme a FDA (Food and Drug Administration) este sistema é o ideal
para o controle de qualidade para solucdes tépicas. E um dos sistemas
mais eficiente para realizar testes de liberagdo de farmacos em adesivos
transdérmicos (PRACA, 2011).

No entanto, o nimero de varidveis como agita¢do, temperatura,
dosagem, amostragem manual significa um elevado grau de
variabilidade. Assim, diferentes autores utilizam células modificadas, a
fim de ter uma melhor reprodutibilidade (LUCERO et al., 2013). Para o
estudo da permeacdo, deve ter um volume fixo de solucdes doadoras e
receptoras sendo agitadas, em seguida, deve-se avaliar o decurso de
tempo para a permeacdo através destas membranas (LIU et al., 2014).

Sonavane et al., (2008) realizou a permeacdo de NP de ouro com
tamanhos 15 nm, 112 nm e 198 nm em pele de rato. As NP de ouro com
15 nm apresentou melhor resultado. Conforme demonstrado na Figura
12 representa forma esquematica do aparelho de estudo permeabilidade,
usando Célula de Difusdo de Franz com pele de rato. Os
compartimentos C; e C, representam compartimento doador e receptor,
enquanto que V; e V, representam volume de suspensdo de NP com
fosfato.
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Figura 12 - Representacdo esquemadtica do aparelho de estudo

permeabilidade usando Célula de Difusdo.
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Fonte: Sonavane et al. (2008).
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4 MATERIAL E METODOS

Este estudo contempla a avaliacdo e difusdo de nanoparticulas
metalicas em membranas poliméricas para ter um entendimento sobre a
interacdo, estabilidade das nanoparticulas, conhecimento fisico-quimico
de permeacdo, cinética para que possa auxiliar futuramente a liberacao
controlada das nanoparticulas metdlicas sozinhas ou associados com
farmacos. Em termos de sistema de liberacdo controlada de farmacos,
drug delivery, o ideal é que ele libere moléculas teraputicas num
determinado local alvo por longo periodo de tempo, por ser uma
metodologia menos evasiva e agressiva, poderd ser futuramente
utilizada para combater alguns tipos de enfermidades, na qual tem-se
dificuldade da entrega do farmaco.

Para sua concretizagdo € preciso o conhecimento da membrana
e as nanoparticulas nessa primeira etapa sem o uso de estimulos
externos como agentes facilitadores e conhecimento da difusdo pela
membrana ou liberacdo quando ja impregnadas na propria membrana.

4.1 SINTESE DAS NANOPARTICULAS DE OURO DE 11NM

As nanoparticulas de ouro tamanho aproximado de 11 nm
(nanometros) foi sintetizada a partir de método descrito por Turkevich et
al.,, (1951) e Cardoso et al., (2014) com pequenas alteragdes nas
metodologias utilizadas por esses autores. O dcido tetraclorodurico
(HAuCly) foi adquirido da Sigma-Aldrich, e o ascorbato de sddio
(Ce¢HgOg, 99%), agente redutor e estabilizante, adquirido da Acros.

Em um baldo de 250 mL de trés bocas sob fluxo de argénio,
equipado com condensador e protegido por um tubo secante de cloreto
de célcio, foram adicionados inicialmente, 100 mL de uma solugédo 0,50
mM de 4cido tetraclorodurico, a solucdo foi mantida sob a agitagdo
mecanica a 700 rpm (rotagdo por minuto) e aquecida lentamente até
atingir o equilibrio térmico de 90 °C. Apdés atingir o equilibrio térmico
diminui-se agitacdo mecanica para 300 rpm e foi adicionado com o
auxilio de um funil de adi¢do uma solug¢do de 25 mL na concentracio de
100 mM de ascorbato de sédio e 0,05% do anfifilico glicoconjugado (N-
acetyl-b-D-glucosaminyl-PEG900-docosanate C,,PEOGIcNAc) gota-a-
gota a solucdo por 1 hora. O acompanhamento e termino da sintese das
nanoparticulas deu-se por espectroscopia no ultravioleta-visivel com o
espectrometro da Shimadzu modelo UV-1800.
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42  PREPARACAO DAS MEMBRANAS  PS-b-PMMA
(POLI(ESTIRENO)-b-POLI(METIL METACRILATO))

A preparacgdo dos filmes, do polimero comercial de PS-b-PMMA
seguiu as adaptagdes das metodologias ja descritas por Aissou et al.
(2007). O polimero foi adquirido comercialmente da Polymer Source™
do Canadd com uma razdo hidrofébico/hidrofilico com as seguintes
caracteristicas de massa molecular numérica de Mn = 82.000 g/mol
razdo dos blocos 2/1.

As membranas de PS-b-PMMA, foram preparadas através da
técnica spin coating e casting. O spin coating envolve uma técnica de
depositar o polimero no centro de um substrato, que em seguida gira em
alta velocidade, aproximadamente 300 RPM.

Para a formacdo das membranas de PS-b-PMMA a técnica
casting apresentou maior uniformidade conforme Figura 13. Esta
técnica € aplicada sobre um suporte inerte e seca por evaporagdo do
solvente THF (tetrahidrofurano) em um ambiente saturado com préprio
solvente.

Figura 13 - Membrana de PS-b-PMMA.

Fonte: elaborado pela autora (2015).

Utilizando a técnica de casting foi preparado PS-b-PMMA
impregnadas com nanoparticulas de ouro a fim de aumentar a adesdo
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interfacial entre o polimero e as nanoparticulas conforme demonstrado
na Figura 14.

Figura 14 - Membrana de PS-b-PMMA impregnadas com
nanoparticulas de ouro 11 nm.

Fonte: elaborado pela autora (2015).

4.3 ANALISE DE DIFUSAO DE MEMBRANAS

Para inicio do estudo da permeacdo in vitro foi utilizado a célula
de Franz vertical conforme mostra a Figura 11. Porém com o andamento
dos experimentos observou-se algumas dificuldades no manuseio do
equipamento, principalmente no ponto de coleta, concluindo assim que
através deste equipamento a coleta dos resultados ndo seriam
satisfatorios.
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Figura 15 - Sistema célula Franz Horizontal.

Fonte: Elaborado pela autora (2015).

Para uma melhor reprodutividade para o estudo da permeacao, foi
realizado pesquisas de modelos de células Franz onde se concluiu que a
célula de Franz horizontal poderia realizar um estudo de permeagdo com
o minimo de variabilidade. Foi adquirida a célula de Franz horizontal
conforme mostra a Figura 15.
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Figura 16 - Esquema bdsico Célula de difusdo de Franz horizontal
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Fonte: elaborado pela autora (2016).

As membranas foram preparadas e hidratadas por 24 horas,
montadas na célula de difusdo de Franz com didmetro de 9 mm (4drea
contato com membrana). A célula é composta por dois compartimentos,
na qual um ficard a solucdo a ser estudada, doadora de nanoparticulas de
ouro e no outro comportamento uma solu¢do receptora, conforme
detalhado na figura 16. No compartimento receptor foi utilizado solugdo
salina com pH semelhante ao da solu¢do doadora. Foram realizadas
andlises de permeacdo das nanoparticulas de ouro com tamanho de 11
nandmetros sobre as membranas nos intervalos de tempo de 12, 24, 48 e
72 horas. Com as membranas poliméricas ji4 impregnadas com
nanoparticulas de ouro de 11 nandmetros, colocou-se em ambos
compartimentos uma solucéo salina para que pudéssemos acompanhar a
possivel difusdo ou lenta liberagdo das nanoparticulas da membrana. As
amostras foram coletadas e caracterizadas por espectrofotometria UV-
vis, as membranas poliméricas foram estudadas e avaliadas pelas
técnicas de microscopia eletronica de transmissdo e microscopia de
forca atdmica.

4.4 ESPECTROFOTOMETRIA DE UV-VIS

A andlise de Espectrofotometria de UV-vis foi realizado no
equipamento modelo Shimadzu UV-1800 com feixe de comprimento
onda de 190 a 1100 nm com largura de banda espectral 1 nm. O
processo de absor¢do € iniciado quando a luz atravessa a amostra em

7

que uma quantidade de luz € absorvida e esta absorcdo é a diferenga
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entre a intensidade de radiacdo incidente /, e a radiacdo transmitida /.
Esta quantidade de luz transmitida é expressa em transmitincia ou
absorbancia, a transmitincia € expressa pela formula Eq.(01)
(SILVERSTEIN et al., 2007):

Equacdo 1 — Transmitancia

Fonte: Silverstein et al. (2007).
E para absorbancia € relacionado na seguinte férmula:

Equacio 2 - Absorbancia
1
A=log==-logT
T

Fonte: Silverstein et al. (2007).

Segundo a Lei de Lambert-Beer diz que a absorbancia é
diretamente proporcional ao caminho (b) que a luz percorre na amostra,
concentragdo (c) e a absortividade (¢):
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Equagdo 3 - Lambert-Beer

!
A=gch=logl L
R T

Fonte: Silverstein et al. (2007).
4.5 ANALISE DE DLS (DYNAMIC LIGHT SCATTERING)

Dynamic light scattering (DLS) os experimentos foram
realizados em Brookhaven Instruments com configuracdo padrdo (BI-
200 goniometer, BI-9000 at digital correlator) com um laser de He-Ne
(632,8 nm = A). Para as experiéncias de DLS, o volume de espalhamento
foi minimizado utilizando uma abertura de 0,4 milimetros e um filtro de
interferéncia antes de detectar o sinal no fotomultiplicador com um
angulo de 90°. As fun¢des de auto correlacdo foram obtidos no modo
multi- T utilizando 224 canais. As amostras em dgua Milli-Q (1 mg / ml)
foram filtrados através de membrana com um tamanho de poro de 0,45
pum diretamente para a célula de amostra e colocado no indice
correspondentes decahidronaftaleno liquido (Aldrich). As distribui¢des
de tempos de relaxacio A (t) foi obtido por meio de andlise CONTIN da
funcdo de auto-correlacdo C (q, t) [4]. A frequéncia de relaxamento, I' =
1 / t é uma funcdo do angulo de dispersdo [5,6]. Foi calculado o
coeficiente de difusdo aparente (D,p,) das nanoparticulas conforme a
equagao 4.

Equacdo 4 - Coeficiente de difusdo aparente
I
—4q —0= Dapp
q
Onde q € o vetor de onde, conforme definido.

Fonte: Pedersen et al. (1996).
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Equagdo 5 - Vetor de onda

dm . (6
q=——S111—
A 2)
A € o comprimento de onda do feixe com laser incidente (632,8 nm), n
o indice de refragdo da amostra, e 6 o angulo de espalhamento. O raio
hidrodindmico (Ryg) (ou didmetro, 2Ry) foi calculado utilizando a

relacdo de Stokes-Einstein conforme a equacio 6.
Fonte: Pedersen et al. (1996).

Equac@o 6 - Raio hidrodindmico

g = K

67ITﬂ)app

Onde KB € a constante de Boltzmann, 7 € a temperatura da amostra e i
€ a viscosidade do solvente (dgua) [4-5].

Fonte: Pedersen et al. (1996).

4.6 POTENCIAL ZETA

Os materiais macroscépicos em contato com um liquido
adquirem uma carga elétrica em sua superficie. A carga liquida na
superficie da particula afeta a distribuicdo de fons na sua vizinhanga,
aumentando a concentracdo de contra-ions junto a superficie. Assim,
forma-se uma dupla camada elétrica na interface da particula com o
liquido. Cada particula e os fons mais fortemente ligados a mesma se
movem como uma unidade, e o potencial no plano de cisalhamento
entre essa unidade e o meio circundante é chamado Potencial Zeta (PZ)
(Andrade et al., 2008).

As medidas de potencial zeta para definir o valor da estabilidade
das nanoparticulas de ouro sintetizadas, foram realizadas no
equipamento PZ Analyzer, (Brookhaven Instruments) na UFRGS
mantendo a uma temperatura de 25 °C.



57

4.7 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (MET)

As imagens MET foram feitas no Centro de Microscopia
Eletronica da UFRGS (Universidade Federal do Rio Grande do Sul). O
tamanho e a estrutura da morfologia dos anfifilicos foram gravados em
filmes Kodak SO163 utilizando um microscépio eletronico (Eletronico
de Transmissdao JEOL JEM 1200 Ex II) operando em 80 kV. Os
negativos foram digitalizados usando uma cimera CCD Kodak Mega
plus. Para preparar as amostras MET, 4uL. de uma solu¢do aquosa de
micelas formadas foi espalhado sobre uma grade de cobre revestido
com fino filme de carbono. Excesso de solu¢do micelar foi
delicadamente removida com papel absorvente. As amostras foram
entdo marcadas negativamente pela adicilo de wuma gota
aproximadamente 4ulL de 2% acetato de uranila, e o excesso de solucio
foi novamente removido antes da secagem em condi¢do ambiente e
quando analisadas na forma de filme foram inseridas as amostras
diretamente sobre o suporte de carbono, e levemente recobertas por
corante.

4.8 ESPALHAMENTO DE RAIOS-X A BAIXO ANGULO (SAXS)

As medidas de SAXS foram realizadas na linha SAXSI do
Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS, Campinas, Brasil),
proposta 20150020. O comprimento de onda da radiacdo incidente foi
de1,55Aca radiac@o espalhada foi detectada utilizando-se um detector
2D Pilatus 300 K. Todas as imagens 2D se mostraram isotrépicas e
foram normalizadas pela transmissdo de cada amostra. Os perfis  (g) vs.
q foram corrigidos subtraindo-se o espalhamento de radiacdo
proveniente do solvente (dgua).

4.9 MICROSCOPIO DE FORCA ATOMICA (AFM)

As andlises de AFM foram realizados no Microscépio Shimadzu
modelo SPM-9700. Utilizando o modo ndo-contato sobre placas de
silicio como substrato. Foi realizada uma limpeza prévia com detergente
e 4gua, 30 minutos de ultrasonificagdo em acetona e em isopropanol nas
placas de silicio, apés a limpeza das placas foi depositados solugdo
polimérica dopada com ouro em cima para realizacdo do filme por
casting ap6s a formacao dos filmes foram feita as leituras.
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5 RESULTADOS
5.1 CURVA DE CALIBRACAO

O acompanhamento da sintese e formacdo das nanoparticulas de
ouro deu-se visualmente e analiticamente utilizando medicdes por
espectrofotometria de UV-vis, as nanoparticulas de ouro coloidal
quando comegam a serem formadas devido ao processo de reducdo de
Au*t para Au” rede cuibica de face centrada, com tamanho de particulas
definidas, resultando uma solucdo coloidal vermelha altamente estivel,
porém visualmente e por espectrofotometria de UV-vis, podemos
somente acompanhar a formagdo das particulas, o tamanho, morfologia
e grau de polidispersdo foram necessdrias outras técnicas para confirmar
e avaliar a devida eficiéncia da técnica.

Em particular, nanoparticulas metélicas exibem propriedades
Oticas extremamente interessantes. A diversidade de cores observada
para esses materiais estd relacionada as oscilagdes dos elétrons de
conducdo, em ressonincia com a luz incidente, denominada ressonéncia
dos plasmons de superficie (RPS), e tem sido devidamente explicada
pela teoria de Maxwell-Garnet. Os efeitos visuais observados nestes
sistemas coloidais os tornam objetos de estudo interessantes para
utilizacdo no acompanhamento de experimentos de difusdo por
espectrofotometria de UV-vis.

Para estabelecer uma medi¢do com exatiddo do estudo da
interacdo e difusdo nanoparticulas de ouro em membranas poliméricas,
realizou-se uma curva de calibracio a fim de se estabelecer como
referéncia no processo de difusdo. Através do Gréfico 01 foi realizado
medicdes em diferentes concentracdes das nanoparticulas de ouro por
Espectrofotometria de UV-vis com material de referéncia GNP 11
nandmetros. Apds realizacdo do experimento foi retirado o maximo de
absorcdo de cada espectro e foi realizado uma regressdo linear
absorbincia versus concentragdo, obtendo uma equagdo da reta
Y=0.159x-0,140 com uma linearidade de 0.985. Concluindo que dentro
dessa faixa estaremos estudando e avaliando a difusdo das
nanoparticulas numa faixa de concentra¢iio onde ndo observamos desvio
reais ou aparentes da Lei de Beer-Lambert. Com conhecimento da
equacdo da reta para esse sistema, apds a cada intervalo tempo de
observacdo caso houver uma difusdo de nanoparticulas de ouro devido o
valor de absorbancia podemos estimar a concentragdo de ouro na
solugdo receptora.
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Griafico 1 - Andlise de Espectrofotometria de UV-vis com NP 11 nm
com diferentes concentragoes.
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Fonte: elaborado pela autora (2015).
5.2 POTENCIAL ZETA

O potencial zeta (ZP) foi usada para avaliar a carga de
superficie das nanoparticulas em dgua . O potencial zeta encontrado para
GNP 11 nanometros foi de -12,00 + 2,25 .

5.3 ANALISE DE DLS (DYNAMIC LIGHT SCATTERING)

A técnica de espalhamento de luz permitiu estudar o tamanho e
polidispersdo das nanoparticulas. O espalhamento de luz é um fen6meno
que relaciona vdrias técnicas experimentais e tem sido largamente
empregado na andlise de inimeros sistemas nos ultimos anos. Em face
do seu constante desenvolvimento, o espalhamento de luz estabeleceu-se
como uma valiosa ferramenta no que tange ao estudo da dindmica e da
estrutura de macromoléculas poliméricas, nanoparticulas metdlicas,
lipossomas, dentre outros sistemas coloidais. Através de medidas de
espalhamento de luz dindmico (DLS), também chamado de
espalhamento de luz quase-eldstico (QELS), com luz polarizada e
despolarizada mediu-se as flutuacdes no tempo da intensidade de luz
espalhada, causadas pelos movimentos das particulas de ouro em
solugdo.
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A Figura 17 mostra a funcio de correlagdo temporal, medido a
um angulo de dispersdo de 90° e a respectiva distribui¢do do tempo de
relaxacdo A(t), como revelado pela andlise do programa comercial
CONTIN para uma solucdo aquosa de GNP, a 25 °C. E importante
notar que a funcdo de correlacdo € representada por uma boa curva
mono-exponencial, indicando uma boa correlagdo da amostra. Para o
GNP, em solugdo aquosa em nanoparticulas esféricas com baixa
polidispersidade com didmetro (2Ry = 11,0 nm). Observa-se ainda a
presenca de uma contribui¢do de espalhamento de luz atribuido a
formacdo de grandes agregados com estruturas flexiveis. No entanto, a
intensidade de espalhamento de luz é ponderada pela massa das
particulas e tamanho o que implica que DLS relata uma distribui¢do de
intensidade média.

A insercdo na Figura 17 representa a distribuicio de RH
(determinado a partir da distribuicdo de T pela equacdo de Stokes-
Einstein), tomando em consideracdo a contribuicio do volume de
particulas, em vez de a contribuicdo de dispersdo de luz (dividindo-se a
contribuicdo de intensidade de espalhamento de luz pelo simbolo R?).
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Figura 17 - Apresentacdo da distribuicio de RH da amostra de NP 11
nm.
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Fonte: elaborado pela autora (2015).

A Fungdo de auto correlagio C (q,t) adquirida no angulo de
espalhamento 6 = 90° e a respectiva distribuicido do tempo de relaxagdo
A(t), para uma solugdo aquosa de GNP a 25 °C. A Figura 17 inserida

mostra a respectiva distribuicdo de Ry, considerando a contribui¢fo das
particulas relacionadas com o seu volume total.

5.4 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (MET)

A imagem obtida por (MET), Figura 18, confirma a existéncia
nanoparticulas esféricas com tamanhos aproximados de 11 nm e
também concordam com os resultados de SAXS que apresentam curvas
tipicas de particulas esféricas com baixa polidispersidade. Somente em
faixas de q maiores notasse pequenas agregagdes o que pode estar
associado ao valor de potencial zeta, este valor poderd manter as
particulas estdveis em suspensdo porém ndo suficiente para separar uma

das outras, assim formando pequenos agregados que sdo sujeitos a
separacdo de fase depois de alguns dias.
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Figura 18 - Imagem obtida por (MET) das nanoparticulas de GNP em
dgua, apds a coloracdo negativa.

Fonte: elaborado pela autora (2015).

5.5 ESPALHAMENTO DE RAIOS-X A BAIXO ANGULO (SAXS)

Com a finalidade de complementar os resultados de
espectroscopia de UV-vis, ZP, DLS, MET e de caracterizar a
morfologia das particulas foi realizados experimentos de espalhamento
de raios-X a baixo angulo (SAXS).

O perfil de SAXS apresentado na Figura 19, vai de encontro que
as técnicas de DLS e MET que evidenciaram particulas com morfologia
esféricas na faixa aproximada de tamanho de 11 nm de didmetro com
uma polidispersdo 0.14. A linha sélida vermelha ilustra o melhor ajuste
utilizando-se o modelo tedrico de Pedersen e Gerstenberg. Essa faixa de
concentracdo de GNPs apresentaram uma relacdo sinal-ruido razodvel
e a presenca de agregados, sugerida pela elevada intensidade de
espalhamento de raios-X a baixos angulos (/(q)—0). Na regido de altos
percebesse que a curva vermelha ndo ajusta aos dados experimentos
evidenciando a formacgdo de agregados e sugerindo que as particulas
estdo comecando a se agregarem.



63

Figura 19 - Perfil de SAXS para as amostras de nanoparticulas de ouro,
dissolvidos em dgua a 25°C com o tratamento da curva utilizando o
rograma SASFit.

10—: "o,

15

£l |
©

— od E

0.01 3

T T T I T T T T T T T T I T
0.1 _1 1
q(nm’)

Fonte: elaborado pela autora (2015).
5.6 MEMBRANAS DE PS-b-PMMA

As avaliagdes das propriedades e estabilidades individuais dos
materiais poliméricos é tdo importante quanto o conhecimento das
propriedades dos copolimeros ou das nanoparticulas individuais. Em
diversos estudos do polimero puro de PS (poli-estireno) ndo ¢ um bom
formador de filmes por ser muito quebradico, porém o polimero
apresenta uma boa estabilidade térmica, mondmero é abundante, facil de
trabalhar por reagdes via radicalar e o polimero PMAA (Poli (metil
metacrilato) puro mostra-se um material termopldstico rigido,
transparente e incolor. Aissou et al. (2007) estudaram o copolimero em
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bloco em diversas configuragdes para preparacdo de filmes poliméricos
e estudados pelas técnicas de AFM e MET.

Através da composi¢do e constitui¢do de cada bloco hidrofilico e
hidrofébico no copolimero podemos formar filmes com maior ou menor
facilidade. Foram preparadas membranas PS-b-PMMA pelo método de
casting, formou bons filmes com uma boa maleabilidade no manuseio.
Para a preparacdo das membranas, foi utilizado um ambiente saturado
de THF (tetrahidrofurano) para evaporacdo do solvente de forma
gradativa e regular, mostrou-se boa formagao de filmes transparentes e
homogéneos, devido a estas caracteristicas optou-se por utilizar
membranas PS-b-PMMA pelo método de casting.

Para preparagdo das membranas impregnadas com GNP de 11
nm, utilizou-se GNP centrifugado a 10.000 RPM (rota¢do por minuto),
uma solugdo concentrada de nanoparticulas com o minimo de 4gua.
Optou-se por este método, pois os GNP sem centrifugacdo ao realizar a
impregnacdo na membrana observou-se que ndo forma filme
transparente ¢ de forma homogénea. Realizou-se este método de
impregnacdo nas membranas de PS-b-PMMA, obteve boa
homogeneidade .

Optamos por fazer filmes via casting visto que, por spin
coating, os filmes dos copolimeros ndo forma um filme adequado para o
uso na célula de Franz.Apds exaustiva preparacdo dos filmes pelo modo
casting sem tratamento na superficie dos filmes, foram caracterizados
microscopicamente os melhores filmes para avaliar seu ordenamento.

A escolha do solvente THF, foi em decorréncia de ser um bom
solvente tanto para parte hidrofébica do polimero como para parte
hidrofilica, o solvente por apresentar um baixo ponto de ebuli¢do e néo
forma ligacdes efetivas com copolimero atingindo uma saturagdo na
superficie e evaporar rapidamente sem auxilio de uma bomba vicuo
para reduzir a pressdo de vapor do solvente. Assim apds atingir o
equilibrio, comega ocorrer a evaporacdo do solvente lentamente
formando excelentes filmes que podemos observar nas imagens de
MET.

Observou uma organizagdo bastante regular através da
microscopia eletrdnica em transmissao (MET) (Figura 20). A distancia
entre as lamelas, calculada por tratamento de transformada de Fourier
das imagens foi de aproximadamente 30 nm, entre essas lamelas ou
trilhas, logo essa membrana possui uma excelente condi¢do para difusdo
de materiais com tamanhos inferiores a 30 nm, sendo promissores
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nessas condi¢des para atuarem como sistemas liberadores de farmacos
ou sensores.

Figura 20 - Filmes do copolimero comercial de PS-b-PMMA preparados
por casting, organizados em escala nanométrica, observados por MET.

200 nm

Fonte: elaborado pela autora (2015).

As imagens de AFM (microscopia de forca atdmica) foram
obtidas no modo ndo-contato sobre placas de silicio como substrato. A
Figura 21 apresenta as imagens de AFM filmes poliméricos de PS-b-
PMMA preparados por casting impregnados com as nanoparticulas de
ouro o qual podemos observar nas Figuras 21a e 21b as mesmas trilhas
observadas na imagem de MET (figura 20) e os pontos mais escuros sao
as nanoparticulas de ouro impregnadas entre as trilhas formadas no
filme. As imagens de AFM também nos possibilitou observar além de
particulas homogéneas de ouro como ja visualizadas pelas outras
técnicas, uma baixa rugosidade no filme impregnado com as
nanoparticulas. O fato de acrescentar nanoparticulas durante a
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preparacdo do filme por casting ndo afetou habilidade de formar um
filme homogéneo e de baixa rugosidade.

Figura 21 a - Apresenta as imagens de AFM Filmes poliméricos de PS-
b-PMMA preparados por casting impregnados com as nanoparticulas de
ouro.
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Fonte: elaborado pela autora (2015).
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Figura 21b - Filmes poliméricos de PS-b-PMMA preparados por
casting, dopados com nanoparticulas de ouro de 11 nm observado por
AFM.
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Fonte: elaborado pela autora (2015).

A membrana polimérica utilizada no teste de permeacdo foram
avaliadas por MET apds o intervalo de 72 horas, antes de realizar a
imagem de MET, foi realizado uma lavagem com dgua deionizada para
remogdo de sais e possiveis contaminantes sobre a membrana, com
intuito de avaliar somente as nanoparticulas de ouro que tiveram algum
tipo de interacdo especificas com a membrana.

Observa-se na Figura 21b, aglomerados de nanoparticulas de
ouro fortemente aderidos a membrana mesmo apds a lavagem,
evidenciando uma forte interacdo das nanoparticulas de ouro com
grupamentos quimicos do filme polimérico. A formacdo desses
aglomerados estd associada a dois fatos:

v" O primeiro fato estd associado as nanoparticulas ndo terem um
elevado potencial zeta, assim favorece as particulas ficarem mais
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proximas e aglomerem aumentando de tamanho e assim dificultando a
difusdo pela membrana, caso os agregados forem maiores que 100 nm
podem comecar ocorrer a separacdo de fase e assim diminuir a
quantidade de nanoparticulas de ouro, diminuindo a quantidade de
particulas para migrarem do sistema doador para sistema receptor;

v O segundo fato é a forte associagdo especifica das

nanoparticulas ao filme, na qual observamos também esse fato no filme
polimérico, impregnado por ouro analisado por AFM.
O que diferenciou os filmes PS-b-PMMA preparados por casting,
impregnado com NP do ndo impregnado por NP de ouro, as membranas
impregnadas apresentaram uma boa dispersdo homogénea, ndo tendo
formacdo de agregados, como normalmente estas membranas sdo
utilizadas para estudar a permeacao.

5.7 ESPECTROFOTOMETRIA DE UV-VIS

Os experimentos de permeacdo e difusdo foram conduzidos
célula de difusdo de Franz horizontal conforme Figura 16, com
membrana de PS-b-PMMA devidamente hidratada durante 24 horas. No
compartimento doador foi inserido GNP com 11 nandmetros no qual se
iniciou a coleta ap6s 24 horas, para acompanhar cinética de difusdo pela
membrana ou a forte interagdo das nanoparticulas de nano ouro com a
membrana. Neste periodo, foram coletados amostras no doador e
receptor durante 24, 48 e 72 horas. As amostras eram coletadas e
inseridas nos compartimentos doador e receptor apds serem andlisadas
por espectrofotometria de UV-vis. O gréafico 02 mostra os resultados de
espectrofotometria UV-vis no compartimento doador. Observa-se na
regiao A pax 523 nm tipico de GNP tamanho 11 nandmetros

O conteido de nanoparticulas de ouro foi acompanhado
diretamente por espectroscopia de UV-vis, no comprimento de onda de
maxima absor¢do das nanoparticulas de ouro, observa-se um efeito
hipsocromico, leve apds 72 horas esse efeito é facilmente explicado com
os aglomerados encontrados na membrana apds as analises de MET,
mostradas na figura 20. Esses agregados foram formados com decorrer
do tempo de exposicdo devido a baixo potencial zeta, levaram um uma
leve diminui¢do da concentracio de nanoparticulas de ouro em
suspensdo, por consequéncia a uma leve supressio da absorcdo
conforme os resultados do gréfico 02.

Essa explicagdo € refor¢ada e evidenciada quando observa-se a
solucdo receptora (grafico 03) ndo hd um incremento da absor¢édo, ou
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seja apés 72 horas houve somente uma aglomeragdo e uma forte
interacdo das nanoparticulas de ouro com membrana, o que refor¢a o
que foi visualizado e discutido na imagem de MET, Figura 20.

Grafico 2 - Espectrofotometria de UV-vis com GNP 11 no
compartimento doador durante 24, 48 e 72 horas.
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Fonte: elaborado pela autora (2015).

No compartimento receptor utilizou-se uma solugdo salina e
coletadas amostras de 24, 48 e 72 horas. As amostras eram coletadas e
analisadas por espectrofotometria de UV-vis e apds as andlises eram
colocada novamente no compartimento receptor. Durante a permeacdo a
temperatura dos compartimentos permaneceram na temperatura de
24°C. Conforme demonstra no grafico 03 ndo observou-se pico A p.x na
regido de 523 tipico de GNP 11 nm.
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Griafico 3 - Espectrofotometria de UV-vis no compartimento receptor
durante 24, 48 e 72 horas.
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Fonte: elaborado pela autora (2015).

A ndo permeagdo das nanoparticulas de ouro em suspensdo pela
membrana polimérica como ja discutidas, podera estar associada alguns
fatores, como baixo potencial zeta das nanoparticulas (Andrade et al),
2008. No decorrer do tempo comeca a formacgdo de aglomerados, que
poderd impossibilita a permeag¢do ou difusdo pela membrana. A forte
interacdo da nanoparticula com a membrana nido tem for¢a motriz
suficiente para difundir sem auxilio de um facilitador interno. Outros
tipos de membranas comerciais tais com naylon, teflon, ésteres de
celuloses utilizadas para sistemas de filtracdo de solventes ou de solucio
aquosas, com poros de 0,22 e 0,45 um usadas como controle para
permeacdo de particulas metdlicas, demonstraram ndo ser efetivas,
mesmo como nimero de poros maiores que os filmes de PS-b-PMMA.
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Analisou-se teste de difusdo com membrana impregnada de GNP
com 11 nandmetros. No compartimento doador e receptor utilizou-se
solucdo salina sobre agitacio a uma temperatura de 24°C. Foram
coletadas amostras de 24, 48 e 72 horas em ambos compartimentos,
apds analisados por espectrofotometria de UV-vis as amostras eram
depositadas novamente em seus compartimentos. O grafico 04 mostra os
resultados de espectrofotometria de UV-vis no doador, ndo observando
pico A mu na regido de 520 tipico de GNP 11 nm, as mesmas
observacdes para o receptor, mesmo obtendo um filme polimérico com
nanoparticulas de ouro bem dispersas, ndo foi o suficiente para ocorrer a
difusdo, evidenciando que as nanoparticulas de ouro estdo fortemente
ancoradas por ligagdes especificas a membrana.

Para utilizacdo das membranas de PS-B-PMMA para permeacio
e difusdo de nanoparticulas de ouro néo € efetivo sem utilizacdo de um
meio externo facilitador que possam ser uma for¢a motriz para que
ocorra a permeagdo ou difusdo dessas particulas.

Griéfico 4 - Espectrofotometria de UV-vis com a membrana impregnada
de GNP no compartimento doador solu¢do salina analisadas durante 24,
48 e 72 horas.
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Fonte: elaborado pela autora (2015).

Conforme mostra o Gréfico 5 a andlise de espectrofotometria
UV-vis no compartimento receptor ndo houve pico A ynx na regido de
520 nm.

Gréfico 5 - Espectrofotometria de UV-vis com a membrana impregnada
com GNP no compartimento receptor, solucio salina analisadas durante
24, 48 e 72 horas.
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Fonte: elaborado pela autora (2015).
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6 DISCUSSAO

Em uma solu¢do geralmente divide-se em duas regides: uma
regido interna que inclui fons fortemente ligados a superficie e uma
regido exterior onde a distribuicio dos fons é determinada pelo
equilibrio entre forgas eletrostaticas e movimento térmico. Dessa forma,
o potencial nessa regido decai com o aumento da distincia da superficie
até a uma distancia suficientemente segura, atingir o potencial da
solucdo. Esse potencial é convencionado como Potencial Zeta (Andrade
et al., 2008). O valor ideal do Potencial Zeta deve ser maior ou igual a
+/- 30 mV. O potencial zeta encontrado para GNP 11 nanometros foi de
-12,00 + 2,25 este valor poderd manter as particulas estiveis em
suspensdo porém nao suficiente para separar uma das outras, assim
formando pequenos agregados que sdo sujeitos a separacdo de fase
depois de alguns dias.

Para a medicdo do tamanho e da distribuicdo das moléculas é
realizado a técnica DLS. O espalhamento de luz através do movimento
Browniano das particulas, faz com que a luz seja espalhada com
intensidade diferente. A andlise da intensidade desta flutuagao resulta na
relacdo Stokes-Finstein. A funcdo de correlacdo foi representada por
uma boa curva mono-exponencial, indicando uma boa correlacdo da
amostra, uma solu¢do aquosa em nanoparticulas esféricas com baixa
polidispersidade com didmetro (2Ry = 11,0 nm). Observa-se ainda a
presenca de uma contribuicdo de espalhamento de luz atribuido a
formacao de grandes agregados com estruturas flexiveis.

A andlise de Microscopia eletronica de transmissdo (MET) foi
realizado para o estudo do material para observacdo em carater superior.
A imagem obtida por MET confirma a existéncia nanoparticulas
esféricas com tamanhos de 11 nm, com curvas tipicas de particulas
esféricas com baixa polidispersidade. A distincia entre as lamelas, foi
de aproximadamente 30 nm, essa membrana possui uma condi¢do para
difusdo de materiais com tamanhos inferiores a 30 nm, sendo
promissores nessas condigdes para atuarem como sistemas liberadores
de farmacos ou sensores.

O perfil de SAXS evidenciou particulas com morfologia esférica
na faixa aproximada de 11 nm com uma polidispersdo de 0,14
evidenciando sua morfologia como DLS e MET, porém com uma curva
vermelha ndo ajustada aos dados experimentais evidenciando a
formacao de agregados.
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A interacdo das nanoparticulas com a membrana polimérica pode
facilitar a liberacdo ou a permeagdo pela membrana dependendo da
litografia ou poderd reter as nanoparticulas. Talvez a permeacdo das
particulas dopadas poderd facilitar somente a liberacdo por difusio
lenta com ou ndo auxilio de uma técnica complementar, como
iontoforese ou ultrassom. Conforme mostrado nas andlises de
espectrofotometria de UV-vis o teste de difusdo com PS-b-PMMA e
GNP 11 no compartimento doador e receptor ndo observou-se pico A ppax
na regido de 520 tipico de GNP 11 nm. No teste de difusio com
membrana impregnada de GNP, nos compartimentos doador e receptor
também ndo foi observado pico Ay na regido de 520 caracteristico das
nanoparticulas de ouro.
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7 CONCLUSAO

Neste contexto, concluiu-se que as nanoparticulas de ouro foram
efetivamente sintetizadas e caracterizadas, apresentaram forma e
tamanhos correspondentes ao didmetro médio de 11 nm e que as
solucdes de GNP utilizadas apresentaram estabilidade quimica,
assegurando a confiabilidade do estudo proposto.

A metodologia de preparacio e caracterizagdo dos filmes de PS-
b-PMAA por casting com a escolha de um bom solvente para ambos o0s
blocos mostrou-se eficiente, com distancias entre as lamelas do
copolimero de 30 nm, evidenciados por MET possuindo uma condicio
para difusdo de materiais com tamanhos inferiores a 30 nm.

Concluiu-se que durante a difusido da célula de Franz ndo houve
permeacgdo de nanoparticulas de ouro na regido pico A y.x na regido de
520 tipico de GNP 11 nm. Durante a difusdo com membrana
impregnada de GNP com 11 nanometros, nos compartimentos doador e
receptor também ndo foi observado pico A . na regido de 520
caracteristico de GNP 11 nm. Pode estar associado ao baixo potencial
zeta que ao recorrer do tempo poderd ocorrer formagdo de aglomerados,
que impossibilita a permeacdo ou difusdo pela membrana. A forte
interacdo das nanoparticulas com a membrana ndo tem forca motriz
suficiente para difundir sem auxilio de um facilitador interno. Também a
forte associacdo especifica das nanoparticulas ao filme, impregnado por
ouro analisado por AFM. Conforme citados nas referencias, os agentes
facilitadores poderiam ajudar na capacidade de melhorar a eficdcia dos
medicamentos e a melhoria da adesdo dos compostos farmacéuticos,
como a iontoforeses e o ultrassom.



76

¢ Perspectivas futuras

Conforme citamos no estudo, a utiliza¢do de agentes facilitadores
como a iontoforese e o ultrassom podera ajudar na liberagdo das
nanoparticulas, na permeagdo ou a passagem da barreira polimérica PS-
b-PMMA.
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