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Resumo

Neste trabalho a técnica de espalhamento Raman intensificado por superficie (Surface
Enhanced Raman Spectroscopy - SERS) foi utilizada no estudo de carreadores
nanoparticulados de farmacos baseados em nanoparticulas magnéticas (NPMs) e poliméricas.
Para isso, filmes nanoestruturados de prata, obtidos por eletrodeposi¢éo, foram usados como
substratos SERS ativos. Os farmacos utilizados foram: Rifampicina (RIF) e Selol, adsorvidos
a superficie das NPs de magnetita e Itraconazol (ITZ) carregado em nanoparticulas de PLGA
(ITZZ@PLGA-nano). A estabilidade fotoquimica da RIF assim como a estabilidade do
ancoramento das moléculas de Selenitotriglicerideos (Selol) apds aquecimento por campo
magnético alternado também foram investigados. Além da técnica SERS as técnicas de MET,
MEV, FTIR, Uv/Vis, potencial Zeta ({) ¢ Espalhamento de Luz Dindmico (DLS) foram
empregadas na caracterizacdo das amostras. Os dados SERS mostraram que 0 ancoramento
das moléculas de RIF e de Selol a superficie das NPs de magnetita, pré-cobertas com uma
bicamada de Acido Laurico (AL), ocorre em ambos 0s casos por meio da ligacdo do grupo
carboxilato externa a bicamada de AL com o grupo OOSeO, para caso da molécula de Selol e,
com o nitrogénio piperazina adjacente ao nitrogénio imina para o caso da molécula de RIF.
Adicionalmente, foi verificado que a molécula de RIF é menos susceptivel a degradacdo
fotoquimica enquanto adsorvida sobre a superficie das NPs e que em torno de 50% do teor
inicial das moléculas de Selol permanecem ancoradas a superficie das NPs ap0s aquecimento
por campo magneético alternado. Com relacdo ao sistema ITZ@PLGA-nano, verificou-se, que
diferentemente do ITZ livre (ITZ+PLGA-nano), o ITZ carregada pelas NPs de PLGA néo se
adsorve a superficie do filme de prata em virtude do impedimento estérico provocado pelo
PLGA. Por outro lado, as mudancas espectrais observadas entre o espectro Raman do ITZ p6
e espectro SERS da amostra ITZ+PLGA-nano estdo associadas com a adsorcao da molécula
de ITZ a superficie do filme de prata nanoestruturado por meio da interagcdo do nitrogénio
heterociclico do ITZ com os atomos de Ag do substrato. Além do mais, as evidéncias
espectrais mostraram que, ao ser adsorvida a superficie do filme prata, a molécula de ITZ se

orienta paralelamente a superficie de prata.

Palavras-chave: SERS, Raman, Nanoparticulas Magnéticas, Carreadores de Farmacos,

Polimeros.
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Abstract

In this work, the technique of Surface-Enhanced Raman Spectroscopy (SERS) was used in the
study of nanoparticle drug carriers based on magnetic nanoparticles (MNPs) and polymeric
nanoparticles. For this purpose, silver nanostructured films obtained by electrodeposition
were used as SERS active substrates. The drugs used were: Rifampicin (RIF) and Selol,
adsorbed onto the surface of the magnetite NPs, and Itraconazole (ITZ) loaded in PLGA
nanoparticles (ITZ@PLGA-nano). The photochemical stability of the RIF and the stability of
the anchoring of Selol molecules after heating with an alternating magnetic field were
investigated. In additional to the SERS technique, TEM, SEM, FTIR, UV/Vis , Zeta potential
(§) and Dynamic Light Scattering (DLS) techniques were used to characterize the samples.
The SERS data showed that the anchoring of the RIF and Selol molecules onto the surface of
the magnetite NPs, pre-coated with a bilayer of Lauric Acid (LA) occurs in both cases with
the binding of the external carboxylate group of LA-bilayer with the OOSeO group in the case
of Selol molecule and with the piperazine nitrogen adjacent to the imine nitrogen in the case
of RIF molecule. Additionally it, has been found that the RIF molecule is less susceptible to
photochemical degradation while adsorbed onto the surface of the NPs and around 50% of the
initial content of Selol molecules remain anchored to the surface of the NPs, after heating by
an alternating magnetic field. In respect to the ITZ@PLGA-nano system it was verified that,
unlike free ITZ (ITZ+PLGA-nano), ITZ loaded PLGA NPs do not adsorb to the silver film
surface due to the steric hindrance caused by the PLGA. On the other hand, the spectral
changes observed between the Raman spectra of the ITZ powder and SERS spectrum of the
ITZ+PLGA-nano sample, were associated with the adsorption of an ITZ molecule onto the
surface of the nanostructured silver film through interaction of the 1TZ heterocyclic nitrogen
with Ag atoms from the substrate. Moreover, spectral evidence demonstrated that when an
ITZ molecule is adsorbed onto the surface of the silver film, it is oriented parallel to the silver

surface.

Keywords: SERS, Raman, Magnetic Nanoparticles, Drug Carriers, Polymer
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Capitulo 1
Introducéo

Na ultima década, acompanhando o desenvolvimento acelerado da nanotecnologia, o
uso de sistemas nanoparticulados no tratamento das mais diversas enfermidades tem se
destacado. O interesse crescente da area biomédica nos sistemas nanoparticulados €
justificado por suas caracteristicas peculiares, tais como: (i) alta propor¢do na relacdo
superficie/volume e consequente aumento de reatividade bioldgica, (ii) possivel protecdo dos
compostos da inativacdo antes de atingirem o local da acdo e o possivel aumento da
penetracdo intracelular, (iii) capacidade de serem conduzidas e retidas em alvos selecionados
por meio de gradiente de campo magnético externo, (iv) comportamento como particulas
superparamagnéticas, ndo retendo o magnetismo apés a remogdo do campo magnetico. Neste

sentido, a medicina atual vem desenvolvendo esforgos para o diagndstico, tratamento e cura
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dos mais variados tipos de enfermidade. Para isto, tém-se recorrido ao desenvolvimento de
sensores biologicos, marcacao e separacao de células tumorais, sistemas de entrega de drogas
(drug delivery) e quimioterapicos cada vez mais eficientes. Neste contexto, este trabalho se
insere no ambito do “Instituto Nacional de Tecnologia (INCT): Nanobiotecnologia” o qual
tem por objetivo o desenvolvimento, -caracterizacdo e aplicacdo de complexos
nanoestruturados em salde humana e veterinaria. Estes complexos nanoestruturados sao
geralmente construidos a partir do acoplamento de drogas ou biomoléculas a materiais

nanoestruturados (magnéticos e ndo-magnéticos).

No entanto, para tornar essas aplicacdes (marcadores bioldgicos e sistema para entrega
de drogas, por exemplo) tdo eficazes quanto possivel, é essencial conhecer as propriedades
fisico-quimicas da interface particulas/cobertura. Nesse contexto a espectroscopia Raman tem

se apresentado com uma técnica muito util [1].

O efeito Raman consiste no espalhamento inelastico da luz pela matéria. Nesse
processo, um quantum de radiacdo incidente € aniquilado e outro quantum espalhado é criado.
Isso ocorre com a criacdo (no processo Stokes) ou aniquilacdo (anti-Stokes) de uma excitacédo
no meio. Estas excitagcbes (fénons, plasmons, éxcitons) atuam como “sondas” internas do
material, tornando a espectroscopia Raman sensivel as suas caracteristicas quimicas e
estruturais. Por fornecer informac@es sobre as energias vibracionais de moléculas e cristais, a
espectroscopia Raman tem se mostrado uma poderosa ferramenta na identificacdo e
quantificacdo de espécies quimicas presentes em uma determinada amostra, uma vez que 0
conjunto dos modos vibracionais da amostra estd univocamente relacionado a sua identidade
guimica [2]. Deste modo a espectroscopia Raman proporciona, em poucos segundos,
importantes informagdes a respeito das propriedades quimicas, eletrénicas e estruturais de

compostos organicos ou inorganicos, nas fases solidas, liquidas ou gasosas.
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Embora a espectroscopia Raman convencional forneca importantes informacbes a
respeito das propriedades quimicas e estruturais de um grande numero de macromoléculas
bioldgicas, 0 seu uso no estudo destes sistemas ainda é limitado, pois muitas vezes eles
apresentam pequena secao de choque Raman, baixa concentracdo de moléculas ou efeitos de
fluorescéncia. Neste contexto, a técnica SERS emerge como uma ferramenta poderosa e

inovadora no estudo destes sistemas em particular [3].

O efeito SERS, consiste na intensificacdo do sinal Raman, por fatores que podem ser
maiores que 10° de moléculas adsorvidas ou nas proximidades de superficies metalicas
nanoestruturadas (geralmente metais como prata, ouro ou cobre) [4]. A existéncia desse efeito
permite 0 uso da espectroscopia Raman de forma muito mais abrangente, abrindo
possibilidades da aplicacdo da espectroscopia vibracional para deteccdo de até uma Unica

molécula [5].

Assim, o presente trabalho tem por objetivo principal a utilizacdo da técnica SERS no
estudo de carreadores nanoparticulados de farmacos baseado em nanoparticulas magnéticas e
poliméricas. Para isso, filmes nanoestruturados de prata, obtidos por eletrodeposicao, foram
usados como substratos SERS ativo. Os farmacos utilizados foram: Rifampicina (RIF) e
Selol, adsorvidos a superficie das NPs de magnetita e Itraconazol (ITZ) carregado em

nanoparticulas de PLGA.

Esta tese esta assim organizada: no Capitulo 2 temos uma breve revisao da literatura
sobre os efeitos Raman normal e SERS. No Capitulo 3 sdo apresentadas as metodologias
empregadas na elaboracdo e caracterizacdo das amostras. No Capitulo 4 sdo expostos 0s
resultados e discussfes obtidos ao longo deste trabalho, os quais foram divididos em trés
secdes: O trabalho apresentado na Se¢édo 4.1 tem como objetivo estudar o ancoramento e a

degradacdo fotoquimica das moléculas de Rifampicina adsorvidas a nanoparticulas de
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magnetita, pré-cobertas com uma bicamada de Acido Laurico. Na Secéo 4.2 é apresentado o
estudo do ancoramento de moléculas de Selol, também adsorvidas a nanoparticulas de
magnetita e pré-cobertas com uma bicamada de Acido Léurico. A estabilidade do
ancoramento das moléculas de Selol apds aquecimento por campo alternado também é
investigada e apresentada. Por Gltimo, na Secdo 4.3 o trabalho apresentado tem como objetivo
investigar o carregamento do farmaco Itraconazol por nanoparticulas do polimero PLGA. E
por fim, no Capitulo 5 podem ser encontradas as conclusdes finais e as perspectivas futuras

deste trabalho de tese.
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Capitulo 2

Este capitulo tem como objetivo fazer uma breve revisao de alguns conceitos que srao
Uteis ao longo da tese. Inicialmente serdo discutidos os efeitos Raman e SERS.
Posteriormente, consideracdes relativas a fluidos magnéticos e nanoparticulas poliméricas

serdo abordadas.

2.1. Espectroscopia Raman

As primeiras investigacoes sobre espalhamento de luz foram feitas em 1868 por John
Tyndall. Em 1899, Lord Rayleigh comprovou as investigacfes de Tyndall mostrando que a
intensidade da luz espalhada é inversamente proporcional a quarta poténcia do comprimento

de onda, o que ficou conhecido como lei de Rayleigh [6].
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Em 1923, o fisico alemdo Adolf Smekal postulou a existéncia do efeito Raman, onde
em 1928 o mesmo foi comprovado experimentalmente pelo fisico indiano Chandrasekhara V.
Raman [7], sendo que em 1930 recebeu o prémio Nobel pela sua descoberta e o0 estudo sobre
o fenbmeno. Ele observou em seus experimentos que quando um feixe de radiacdo
eletromagnética monocromatica atravessa um meio material, uma pequena parte da radiacédo

espalhada tem frequéncia diferente da radiacdo incidente.

O espalhamento Rayleigh da radiacdo eletromagnética pode ser visto, como uma
colisdo elastica entre o foton e os atomos do meio, na qual o féton muda a direcdo de
propagacdo do mesmo, mas conserva sua energia. No espalhamento Raman, o féton sofre

uma colisdo inelastica, sendo entdo espalhado com energia diferente de seu valor inicial.

Considere uma onda eletromagnética E de amplitude E, e de frequéncia wg, incidindo
em uma molécula de polarizabilidade o e criando um momento de dipolo induzido p = < E,

podemos escrever[8]:
E = Eycos(wgt) . (2.1)
O momento de dipolo p gerado pelo campo elétrico, em primeira ordem é dado por:
p =X.E = . Egcos(wgt). (2.2)

A luz incidente induz vibragdes moleculares no sistema, afetando a polarizabilidade,

que pode ser escrita como série da coordenada interna ¢ como:

cc=oo+ () a -+ (2.3)

0

onde ¢ é dado por:

q = qocos(wyt). (2.4)
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Substituindo as Eqgs (2.3) e (2.4) em (2.2) o momento de dipolo induzido ficara:
dox
p =Xq. E, cos(wgt) + (E) qo- Eqcos(wgt)cos(wy,t), (2.5)
0
sendo wg € w,, as frequéncias da onda incidente e vibracional, respectivamente.

Levando em conta que cos(A) cos(B) =

N |-

[cos(A+ B) + cos(A—B) ], a Eq.(2.5)

assume a forma:

p =%,. E, cos(wgt)

+ %(Z_:)o qo- Eofcos[(wg + w,)t] + cos[(wg — wy)t]}- (2.6)

O primeiro termo corresponde ao espalhamento eléstico (espalhamento Rayleigh).
Para que haja contribuicdo do segundo termo é necessario que (Z—Z)O + 0, ou seja se o for
igual a uma constante o efeito Raman ndo pode existir, pois, nesse caso, as componentes de
frequéncia Raman teriam amplitude zero. Assim para que o espalhamento Raman ocorra é
necessario que haja variacdo da polarizabilidade com o deslocamento da coordenada g em
torno da posicdo de equilibrio. Desse modo, a luz espalhada com frequéncia wg + w,

corresponde ao chamado espalhamento Raman anti-Stokes e a luz com frequéncia espalhada

wg — w, ao espalhamento Raman Stokes.

No espectro Raman tem-se, simetricamente em relacdo a linha Rayleigh, uma banda
do lado de frequéncias mais baixas, a Stokes, e uma do lado de frequéncias mais altas, anti-

Stokes, veja Figura 2.1.
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Figura 2.1: Representacio esquematica de espectros Rayleigh e de espectros Raman Stokes e Raman
anti-Stokes (Fonte: Ref. [9]).

Utilizando-se da descricdo quantica do espalhamento Raman, pode-se escrever a

polarizabilidade como [8]:

ocmn= f¢m x ¢ndr' (27)

onde y,, e 1, sdo as funcdes de onda para os estados m e n. Substituindo a Eq.(2.3) em (2.7),

assim:
Xmn=%o fl/)ml/)nd’[ + (Z_:)O f YmqPndr. (2.8)

A primeira integral do lado direito da Eq.(2.8) é zero, devido a ortogonalidade das funcdes

Y, € P, ja que no espalhamento Raman Stokes e anti-Stokes os estados vibracionais m e n



26

sdo diferentes. Desta forma para que o segundo termo seja diferente de zero, ou seja, para que

ocorra o espalhamento Raman € necessario que sejam satisfeitas as seguintes condicdes:

* (Z—Z) # 0, ou seja, que haja variagao da polarizabilidade;
0

e [Ynqdr #0, 0 produto ¥,,q, deve ser par. Para que isso ocorra é

necessario que o produto ¥y, seja impar, visto que q é uma funcdo impar.

Este mecanismo pode ser melhor compreendido no esquema da Fig.2.2.

N\ N\ N\
fl(l)E hwE
h(wg + wq) hwg h(wg — wq)
Estado vibracional
com frequéncia w; \/
Estado v \”
fundamental - -
@0 anti-Stokes Rayleigh Stokes

Figura 2.2 : Mecanismo de espalhamento de um f6ton ao interagir com uma molécula (Adaptado da
referéncia [10])

O espalhamento Raman anti-Stokes ocorre quando o féton interage com uma molécula
ja num estado excitado hw, € que, ao retornar para o estado fundamental Aw,, emite um
féton com energia Awg + hw,. No caso do espalhamento Rayleigh apds a interacdo do foton
com a molécula, esta volta ao mesmo nivel de energia inicial e o féton é espalhado sem
modificacdo de frequéncia. Ja o espalhamento Stokes é caracterizado pela excitacdo da

molécula quando esta encontra-se em seu estado fundamental Aw, e, apds ser excitada para o
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estado virtual, emite um féton com energia hwg — hw;, € decai em seguida para um estado de

energia maior que o fundamental.

2.2. SERS (Surface Enhanced Raman Spectroscopy)

O efeito SERS é um fenémeno no qual a intensidade do espalhamento Raman de
moléculas adsorvidas ou proximas a superficie de certos metais (geralmente prata, ouro e
cobre) é melhorada por fatores maiores que 10° vezes. A baixa sensibilidade inerente do
Raman normal limita sua aplicabilidade, mas o aumento da sensibilidade por meio do SERS

resultou em aplicacdes mais generalizadas [11].

O primeiro trabalho relatando o fendmeno foi realizado por Fleischmann e
colaboradores [12] em 1974, em que eles observaram um forte sinal Raman da piridina, ao ser
adsorvida a superficie de eletrodos de prata. O objetivo do trabalho de Fleischamann era
aumentar a secdo de choque eletroquimicamente por meio da aplicacdo de varios ciclos
oxirreducdo, o que permitiria a adsor¢do de um numero maior de moléculas. A justificativa
para o trabalho de Fleischmann decorre do fato de que a espectroscopia Raman normal nao
apresenta sensibilidade para analisar amostras distribuidas em monocamadas, uma vez que a
secdo de choque para o espalhamento Raman é de aproximadamente 10°° cm™. Sr™.molécula’
! [10] e a densidade de moléculas adsorvidas era da ordem de 10* - 10™ moléculas por
centimetro quadrado [4]. Assim através da técnica SERS observou-se uma relagdo sinal/ruido

muito boa.

Dois trabalhos posteriores ao de Fleischmann mostraram que a intensificacdo de sinal
por ele obtido (aproximadamente 10°) ndo poderia ser atribuida somente a 4rea do eletrodo.

No primeiro trabalho, Jeanmaire e Van Duyne [13] propuseram um mecanismo de
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intensificacdo do campo eletromagnético sobre a superficie nanoestruturada do eletrodo,

enguanto no segundo trabalho, Albrecht e Creighton [14], propuseram que o espalhamento

ressonante dos fotons Raman era devido a modificacdo dos estados eletrénicos moleculares

através da interacdo com a superficie metalica, assim um novo efeito foi descoberto: SERS

(Surface Enhanced Raman Spectroscopy) — espalhamento Raman intensificado por superficie.

Nestes quarenta anos da descoberta do efeito varios tipos de substratos foram testados,

sendo que os mais empregados sdo: coloides, eletrodos e filmes. Tanto coloides como

eletrodos oferecem vantagem de serem facilmente preparados.

Eletrodos metalicos: consiste na ativacdo da superficie metalica dos eletrodos
através da oxidacgdo-reducdo do metal, por meio da variacdo do potencial
aplicado ao eletrodo. Eletrodos metalicos preparados com nanoparticulas de

prata para investigacdo de moléculas sdo constantemente utilizados [15];

UHV (ultra high vacuum): filmes de prata séo preparados por deposicdo de
quantidades adequadas de vapor do metal em pressdes da ordem de 10® bar,
sendo que a espessura da camada depositada € usualmente controlada por uma

balanca de quartzo [4];

Coloides metélicos: metais em suspensao sdo preparados pela reducao dos sais
de metais dissolvidos na presenca de um agente redutor apropriado, em um
meio aquoso ou ndo. Os coloides de prata sdo 0s mais comuns por serem de
facil preparacdo, podendo ser bem caracterizados e requerem um minimo de
manipulacdo da amostra [16]. Os métodos mais empregados de preparagdo de

coloides séo os de Creighton et al. [17] e o de Lee-Meisel [18].
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O método de Creighton et al. consiste no uso de borohidreto de sédio como agente
redutor. A solucdo preparada tem coloracdo que varia do amarelo intenso ao marrom e seu
espectro Otico apresenta banda centrada em torno de 390 nm. Ja o procedimento de Lee-
Meisel, emprega reducdo com citrato e as dispersdes possuem coloracdo amarelo-
esverdeadas, e apresentam maximo de absorcdo em torno de 410 nm. A diferenca entre os

dois métodos de sintetizacdo do coloide pode ser visto no espectro de absorc¢ao da Fig.2.3.

Conforme mencionado nos trabalhos citados, o efeito SERS pode ser explicado por
meio de dois mecanismos, o0 eletromagnético e o quimico. Sabe-se que a intensidade da luz
espalhada na espectroscopia Raman normal, é proporcional ao quadrado do momento de
dipolo induzido (p) pela radiagdo incidente. Logo, para uma molécula adsorvida na superficie
de um eletrodo metélico, 0 momento de dipolo induzido é descrito como na Eq. 2.2. Assim
tem-se que a contribuicdo quimica esté relacionada com a modificacdo da polarizabilidade da
molécula (x) devido a transferéncia de carga entre a molécula e o metal. Ja o efeito
eletromagnético considera a intensificacdo do campo eletromagnético proximo a superficie do

metal devido a ressonancia com os plasmons de superficie [4].

Os dois mecanismos constituem-se fendmenos independentes e de efeito

multiplicativo sobre a intensificacdo total, de modo que:

Isgrs = Iyk- IMQv (2-9)

onde Iszrs € a intensificagdo total observada, I,z é a intensificagdo devido ao Mecanismo

Eletromagnético e I, € a intensificagdo devido ao Mecanismo Quimico.
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Figura 2.3: Espectro de absor¢do no UV-VIS de col6ide de prata preparado pelo método de (a)
Creighton et al. e (b) Lee-Meisel.(Fonte Refs. [17] e [18] )

2.2.1. Mecanismo Eletromagnético

O mecanismo eletromagnético para o efeito SERS é baseado na intensificacdo do
campo elétrico na superficie do eletrodo devido a ressonancia dos plasmons de superficie. A
intensidade do espalhamento Raman é proporcional ao momento de dipolo induzido do
sistema metal-molécula. A relacdo entre 0 momento de dipolo induzido e a intensidade do

campo elétrico incidente é dada pela Eq.2.2.

O campo atuante no caso de uma molécula adsorvida depende da interagdo do campo

elétrico da radiacdo incidente com o campo elétrico dos plasmons de superficie. Uma
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superficie metalica pode ser vista como um plasmon, isto é, formado por um conjunto de
cargas negativas oscilantes. A oscilacdo coletiva dessas cargas é chamada de plasmons de
superficie [19], a qual tem uma frequéncia caracteristica dependente da natureza do metal e da
rugosidade da superficie. Em uma superficie metalica lisa, a oscilacdo dos plasmons ocorre ao
longo do plano da superficie de modo que pode ocorrer absor¢cdo, mas nao espalhamento. Para
haver espalhamento é preciso ter oscilacdo do plasmons perpendicularmente ao plano da

superficie metalica e isto é conseguido quando se tem uma rugosidade na superficie.

Quando a frequéncia da radiacdo incidente se aproxima da frequéncia dos plasmons
superficiais, ocorre ressonancia, e por consequéncia a absor¢cdo da radiacdo. Neste caso, 0
campo elétrico na superficie devido a ressonancia dos plasmons de superficie € muito mais

intenso que o campo elétrico da radiagdo incidente, levando a intensificacdo do espalhamento.

Para compreendermos melhor o mecanismo eletromagnético podemos analisar o
comportamento de uma esfera metalica com raio muito menor do que o comprimento de onda
da luz, de modo que a esfera fica submetida a um campo elétrico uniforme. Assim o campo

induzido na esfera pode ser escrito como [20]:

g1(w)—&z(w)

g1 (w)+2&,(w) Elaser, (2.10)

Einauzido = [

onde & (w) é complexo, e também funcdo dielétrica do metal dependente da frequéncia; e
&, (w) é a do ambiente. Esta fungdo é ressonante quando Re[e;(w)] = —2¢&,(w) e quando a
parte Im[e;(w)] for pequena [21]. A excitacdo dos plasmons de superficie aumenta
consideravelmente o campo local experimentado por uma molécula adsorvida na superficie da

particula.
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Vale salientar que a utilizacdo de metais como prata, ouro e cobre ou outros metais
alcalinos na utilizacdo dos substratos SERS deve-se ao fato da ressonancia ocorrer na

frequéncia do visivel.

Pelo mecanismo eletromagnético pode-se chegar a uma intensificacdo do
espalhamento Raman maior que 10° vezes. Segundo esse modelo o espectro observado é
fundamentalmente igual a0 Raman normal, uma vez que ndo é necessaria uma interacao forte
com a superficie. No entanto, o elevado fator de intensificacdo muitas vezes observado em
varios sistemas, evidencia a existéncia de outro mecanismo paralelo de intensificacdo, o

Mecanismo Quimico.

2.2.2. Mecanismo Quimico

O mecanismo quimico do efeito SERS é assim chamado devido a sua dependéncia
com a estrutura eletrdnica da molécula adsorvida. Diferente do modelo eletromagnético, onde
a intensificacdo do momento de dipolo induzido se deve a intensificacdo do campo elétrico na
superficie do metal, no mecanismo quimico a intensificacdo se deve ao aumento da

polarizabilidade, gerada pela interacdo da molécula espalhadora com a superficie.

O surgimento de novos estados eletronicos entre a molécula e o metal é o que
intensifica o sinal nesse o mecanismo. Estes novos estados servem como intermediarios
ressonantes no espalhamento Raman. A radiacdo incidente, com energia hw,, é absorvida
pelo metal numa regido ativa SERS, local onde a molécula estd quimio-adsorvida. Como
consequéncia pode haver a formagdo de pares elétron-buraco no metal. O elétron ou buraco
tunela para a molécula e, se permanecer nela o suficiente para que a molécula mude seu

estado vibracional, o elétron ao retornar para o metal levara essa informagéo. Quando entéo, o
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par elétron-buraco for aniquilado um féton é liberado com energia diferente da inicial, hw,

[22]. A Fig. 2.4 ilustra 0 esquema descrito.

A/
Adsorbato
N ™
ha, ho,
Nivei
\4
Metal

Figura 2.4: Diagrama ilustrando o mecanismo de intensificagdo SERS pelo modelo quimico(Adaptado
da Ref. [4]).

O mecanismo quimico para o efeito SERS corresponde a uma intensificacdo
experimental da ordem de 10°. Embora ndo corresponda a maior parte da intensificacéo, ela é
altamente dependente da natureza quimica do adsorbato, da geometria de absorcdo da
molécula, de sua variacdo ao longo dos experimentos e do potencial aplicado, fornecendo uma

enorme quantidade de informagdes experimentais [23].

2.3. Fluidos Magnéticos

Ferrofluidos ou fluidos magnéticos sdo sistemas coloidais estaveis, consistindo de
nanoparticulas magnéticas (NPMs) dispersas em um liquido carreador organico ou inorganico
[24]. Para manter a estabilidade e impedir a formacdo de agregados entre as nanoparticulas é
essencial que elas sejam suficientemente pequenas, de modo que o movimento browniano

impessa a precipitacdo ou a aglomeracéo das nanoparticulas [25].
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Neste contexto, um fluido magnético pode ser surfactado ou i6nico, dependendo de
como as nanoparticulas sdo mantidas em suspensdo. Nos fluidos magnéticos surfactados, a
superficie da nanoparticula é recoberta por uma camada molecular da ordem de 1 a 3 nm de
espessura apresentando uma terminacdo polar (hidrofilica) e outra apolar (hidrofobica)

(Fig.2.5).

? ?

Figura 2.5: Modelo de fluido magnético surfactado.

Assim, um fluido magnético surfactado pode ser miscivel tanto em lipidios e solventes
organicos quanto em agua, dependendo de como o surfactante recobre a nanoparticula. No
primeiro caso, a parte polar se liga as particulas formando uma monocamada, ja no segundo
caso, deve-se obter uma estrutura que torne a parte mais externa da cobertura da nanoparticula
polar. Para isso adiciona-se mais uma camada surfactante, na qual a parte apolar da nova
camada se liga a apolar da particula recoberta, formando uma dupla camada com uma

terminacdo polar solivel em agua.

No caso do fluido idnico, as nanoparticulas sdo separadas por repulsdo eletrostatica. O
solvente é tipicamente agua e a nanoparticula é carregada com uma densidade superficial de
carga (Fig.2.6). A densidade superficial de carga das nanoparticulas € uma fungdo do pH do

meio; as superficies das nanoparticulas sdo carregadas positivamente em meio acido (pH<7) e
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negativamente em meio basico (pH>7) [26], assim os fluidos magnéticos ibnicos sdo coloides

i6nicos dispersos em solugdes aquosas com pH alto ou baixo.

Figura 2.6: Modelo de fluido magnético idnico.

2.3.1. Utilizacdo da espectroscopia Raman em fluidos magnéticos

A espectroscopia Raman € uma poderosa técnica na caracterizacdo de ferrofluidos [26,
27]. A utilizacdo da mesma para a andlise de fluidos magnéticos é de grande interesse, visto
que tal técnica permite investigar os detalhes microscépicos da camada sobre a superficie da
nanoparticula, isto é, a interface da nanoparticula e liquido carreador [27, 28, 29, 30]. No caso
de fluidos magnéticos procura-se conhecer o comportamento das coberturas dos fluidos
magnéticos, onde tal informacdo é de grande importancia para diversas aplicacdes. Por
exemplo, os fluidos magnéticos biocompativeis vem sendo estudados com Vvarios propdsitos,
entre eles o uso como carreadores de drogas para melhorar a liberagdo controlada de
farmacos. No entanto para que os fluidos sejam compativeis com o meio bioldgico é

necessaria uma adequacéo do pH (7,4) e salinidade fisioldgica.

Um estudo mais detalhado sobre fluidos magnéticos com o objetivo de aplicacdes

bioldgicas é muitas vezes discutido na literatura [24, 28]. A proposta é a utilizacdo da
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espectroscopia Raman para investigar as propriedades quimicas e estruturais dos ferrofluidos

tanto na fase liquida quanto solida [28].

Nos trabalhos de Morais et al. [24, 29] foram estudados fluidos magnéticos idnicos de
ferrita de zinco e cobre através da espectroscopia Raman, com o objetivo de investigar a
interface da superficie da nanoparticula e o0 meio carreador. Verificou-se que a supressdo dos
modos stretching simétricos, sendo uma forte indicacdo que os grupos OH quimio-sorvidos

dominam o processo de espalhamento de luz em fluidos magnéticos idnicos.

Fluido magnético de maguemita com superficie recoberta por &cido oleico, com a
guantidade deste acido sendo variada, foi estudado por Soler et al. [30], utilizando entre
outras técnicas a espectroscopia Raman. Concluiram que a superficie das nanoparticulas de
maghemita contém moléculas de acido oleico associadas por meio das ligacGes de hidrogénio
e as espéecies de oleato covalentemente ligados aos ions de ferro por meio de diferentes

coordenacoes.

Existem limitagdes nos estudos Raman das camadas que recobrem as nanoparticulas,
como por exemplo, a cor escura dos fluidos magnéticos, as baixas concentragdes de moléculas
adsorvidas e de intensas fluorescéncias. Assim, para contornar estas limitagdes, abordagens
experimentais mais avancadas se fazem necessarias. Neste contexto, a técnica SERS (Surface
Enhanced Raman Spectroscopy) emerge como uma ferramenta poderosa e inovadora para
estudar esta questdo em particular. Alguns trabalhos recentes [31, 32] tém abordado o uso da
técnica SERS para a analise de fluidos magnéticos biocompativeis. Santos et al. [32]
estudaram Anfotericina B adsorvida na superficie de NPMs revestidas com uma bicamada de
acido laurico (AL). Entre outras técnicas, a utilizacdo a técnica SERRS (Surface-enhanced
Resonance Raman Scatering), empregando coloides de prata, provou que a Anfotericina B foi

adsorvida a superficie das nanoparticulas por meio da interagdo entre a cadeia poliénica do



37

anel macrolactone da Anfotericina B com a cadeia (CH;)10 da bicamada de AL. Em outro
trabalho Paz et al. [31] utilizaram a técnica SERS no estudo da conjugacao do anticorpo anti-
CEA (antigeno carcinoembrionario) na superficies de NPMs recobertas com DMSA (acido
dimercaptosuccinico). A conjugacdo do anticorpo anti-CEA com as moléculas de DMSA
adsorvidas na superficie das nanoparticulas foi comprovada por meio das alteracdes
energéticas dos modos vibracionais referentes ao carboxilato do DMSA adsorvido e, pelo
surgimento do modo stretching associado a ligacdo C=0 no espectro SERS do sistema

conjugado.

2.4. Nanoparticulas poliméricas

Nanoparticulas poliméricas sdo sistemas carreadores com diametros entre 10 e 1000
nm (1 um) e denominadas nanocapsulas ou nanoesferas de acordo com sua composicao: as
nanocapsulas sdo formadas por uma camada polimérica disposta ao redor de um nucleo
geralmente oleoso, podendo o farmaco estar disposto no ndcleo e/ou adsorvido a parede
polimérica. As nanoesferas, por outro lado, sdo sistemas matriciais constituidos apenas por
polimeros [33] (veja Fig. 2.7). Neste sistema o farmaco pode estar retido ou adsorvido na
matriz polimérica. As nanoparticulas constituidas de polimeros biodegradaveis tém sido
largamente utilizados nas areas médica, como biomateriais, e farmacéutica, como sistemas
carreadores e de liberacdo de farmacos. Dentre eles, destacam-se derivados do acido latico e

glicolico.
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Figura 2.7: Representacdo esquemdtica dos tipos de nanoparticulas poliméricas e possiveis
disposicdes do farmaco nas mesmas: a) Farmaco dissolvido dentro da nanocépsula. b) Farmaco
adsorvido a superficie da nanocépsula. ¢) Farmaco retido na matriz polimérica da nanoesfera. d)
Farmaco adsorvido ou disperso na matriz polimérica da nanoesfera (Fonte: Ref. [33]).

A utilizacdo de nanoparticulas poliméricas como sistemas de liberacdo de farmacos
vem atraindo a atencdo por proporcionar uma alternativa as terapias de longo prazo. Estes
sistemas oferecem diversas vantagens em relacdo a outras vias de administragdo, como
protecdo do farmaco e sua liberagdo em um sitio especifico, de forma continua e sustentada;
alta capacidade de atravessar barreiras fisioldgicas e reducdo de administracdes repetidas do
farmaco — consequentemente reduzindo os efeitos colaterais sistémicos [34]. Através destes
sistemas, a concentracdo do farmaco no sitio de acdo é mantida na faixa terapéutica por um

periodo maior de tempo, utilizando-se menor nimero de doses.
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Capitulo 3

3. Metodologia

3.1. Preparacao dos filmes nanoestruturados de prata

Filmes nanoestruturados de prata foram preparados pela deposi¢do de nanoparticulas
de prata sobre substrato de prata pelo método de eletrélise [22]. Para isso, duas placas de prata
foram imersas no eletrélito (AgNO3 diluido em agua), uma como anodo e outra como catodo.
Esta mistura consiste em uma solucéo de nitrato de prata & 6 x 10 mol/L. Para se obter a
deposicédo da prata, foi aplicada uma diferenca de potencial de 3V entre os eletrodos de modo
gue uma corrente continua foi mantida por 1 h. Apos este periodo as placas foram removidas

e secas com fluxo de nitrogénio.
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3.2. Técnicas Experimentais

3.2.1. Medidas SERS

Os espectros SERS foram obtidos & temperatura ambiente em um espectrémetro triplo
Jobin Yvon modelo T64000, acoplado a uma CCD. Para evitar aquecimento das amostras e
garantir a reprodutibilidade dos espectros SERS o feixe de um laser de ion argbnio foi
focalizado na amostra por meio de uma lente cilindrica, a qual forneceu uma densidade de

ponténcia de 0,1 W/cm?.

Para o estudo SERS as amostras foram diluidas em agua destilada e 20 ul da solucéo
foi depositada sobre o filme, que em seguida foi seco com fluxo de nitrogénio. A luz
espalhada foi coletada na configuracdo de macro-Raman. A linha utilizada foi de 514,5 nm do

laser de ion argdnio com poténcia 6tica na amostra de 200 mW.

3.2.2. Microscopia Eletronica de Transmissdao (MET)

As medidas de microscopia foram realizadas no Laboratério de Microscopia
Eletrdnica do Instituto de Biologia - Universidade de Brasilia. Para a microscopia de
transmisséo foi utilizado o equipamento da JEOL modelo 1011 com 100 kV. As micrografias
foram obtidas a partir de uma gota da amostra depositada sob uma tela de cobre de 300 mesh,

preparada primeiramente com uma pelicula do polimero Formvar.
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3.2.3. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As medidas de microscopia eletronica de varredura foram realizadas no Laboratério
de Microscopia Eletronica do Instituto de Biologia - Universidade de Brasilia. As medidas de

MEYV foram obtidas em equipamento da JEOL JEM modelo 840 A.

3.2.4. FTIR (Fourier Transform Infrared Spectroscopy)

As medidas de FTIR foram realizadas no Laboratério de Nanociéncia e
Nanobiotecnolgia do Instituto de Fisica - Universidade de Brasilia. Para a obtengdo dos
espectros foi utilizado Espectrémetro de Infravermelho Bruker Vertex 70. Os espectros foram
obtidos a partir de uma pastilha de brometo de potassio (KBr) com ~ 1% da amostra a ser

estudada.

3.2.5. DLS (Dynamic Light Scattering ) e Potencial Zeta ({)

As medidas de DLS e Potencial Zeta foram realizadas no Laboratorio do Instituto de
Biologia/UnB. Os diametros hidrodinamicos e potenciais Zeta foram obtidos utilizando-se do
equipamento Malvern modelo Zetasizer nanoseries Nano Z590. Para efetuar as medidas, foi

utilizado o volume de 1 mL de amostra.
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Capitulo 4

4. Resultados e Discussdes

Os resultados obtidos durante o periodo de doutorado serdo expostos neste capitulo.
Inicialmente serd apresentado um estudo referente a adsorcdo do farmaco Rifampicina (RIF) a
superficie de NPMs pré-cobertas com acido laurico. Neste trabalho também € investigado a
fotodegracdo da RIF quando exposta a luz branca. Em seguida sera apresentado um estudo da
adsorcdo do farmaco Selol também em NPMs pré-cobertas com &cido laurico. A estabilidade
do ancoramento das moléculas de Selol apds o aquecimento por campo magnético alternado
também é investigada e apresentada. Por ultimo, a investigacdo do carregamento do farmaco

Itraconazol por nanoparticulas do polimero PLGA seré apresentado.
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Secado 4.1

Estudo do arranjo de moléculas de Rifampicina adsorvidas sobre a
superficie das nanoparticulas e o efeito da luz nas propriedades fisico-

quimicas.

Rifampicina (RIF) é um dos farmacos mais populares no tratamento da tuberculose
(TB), e pertence a familia dos antibidticos das ansamicinas [35]. Este nome (ansamicina) foi
dado devido a arquitetura molecular desses antibidticos ser parecida com uma cesta,
compreendida por uma porcdo aromatica ligada a cadeias alifaticas em posicGes néo
adjacentes (veja Fig.4.1).A RIF atua inibindo a RNA polimerase dependente de DNA nas
células procaridticas pela formacdo de um complexo estavel enzima-farmaco no qual resulta
na supressdo da formacdo da cadeia de RNA [36]. Em geral, a RIF inibe o crescimento de
muitas bactérias, tanto Gram-positivas quanto Gram-negativas. A associa¢do da Rifampicina
com a isoniazida € muito utilizada para o tratamento da tuberculose. No entanto, o tratamento
convencional contra a TB usando RIF requer altas doses combinada com terapia por longos
periodos de tempo [37]. Além disso, alguns estudos anteriores mostram que a RIF livre
apresenta algumas desvantagens, tais como limitada solubilidade aquosa, baixa
biodisponibilidade, solubilidade dependente do pH e baixa estabilidade quando exposta a luz
[38, 39, 40, 41]. Para superar as desvantagens apresentadas pela RIF, diferentes sistemas de
entrega de drogas (drug delivery system-DDS) baseados em nanoparticulas tem sido propostos
seguindo diferentes protocolos de administracao, entre eles podemos citar os lipossomas [42],
nanoparticulas baseadas em lipidio solido e silica [43, 44]. Recentemente, em um trabalho

publicado pelo nosso grupo, foi mostrado que a Anfotericina B adsorvida a superficie de
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NPMs pode ser usada com sucesso no tratamento de infeccbes em pulméo de rato [32, 45].
Portanto, o sistema de entrega de drogas compreendendo a conjugacdo da RIF com NPMs
parece ser muito promissora no tratamento contra turbeculose. Nesse tipo de sistema seria
possivel um tratamento localmente eficiente utilizando menor dose do farmaco, o que levaria
a reducdo dos efeitos toxicos. A partir destes sistemas € possivel, pela aplicacdo de um
gradiente de campo magnético, concentrar o farmaco no local desejado e controlar a liberacédo
da droga. No contexto de se avaliar a conjugacdo do farmaco as NPMs e o desempenho
terapéutico do sistema de entrega de drogas, a técnica SERS surge como uma poderosa e

inovadora ferramenta.

S&o poucos os trabalhos encontrados na literatura envolvendo o efeito SERS
utilizando Rifampicina. Howes et al. [35], por exemplo, estudou o efeito SERRS para a
familia ansamicinas (Rifamicina SV, Rifampicina e Rifaximina) utilizando coloides de prata
e verificou que tanto a Rifampicina quanto a Rifaximina foram adsorvidas sobre a superficie
da prata, o que ja ndo ocorreu com Rifamicina SV. Em outro trabalho Howes et al. [46]
abordou a influéncia da variacdo do pH da solucdo de Rifampicina com coloide de prata

observando uma progressiva mudanca nas intensidades a partir da variacdo do pH.

Figura 4.1 - Estrutura quimica da molécula de Rifampicina.
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Nesta secdo sera apresentado um estudo sobre a aplicacdo bem sucedida da técnica
SERS na avaliacdo da adsor¢do da molécula de RIF adsorvidas a superficie de NPs de
magnetita, pré-cobertas com uma bicamada de AL. Com o propésito de investigar
cuidadosamente o efeito da luz sobre a estabilidade da RIF adsorvida, as amostras foram
divididas em dois grupos: o primeiro grupo foi mantido no escuro e o segundo grupo foi

sujeito a iluminacéo por luz branca durante 12 horas.

4.1.1. Metodologia

Preparacdo das amostras

Nanoparticulas de magnetita (FesO4) foram preparadas pelo método de co-
precipitacdo quimica de fons Fe*%e Fe*®em meio alcalino, seguindo o procedimento descrito
na literatura [47]. O precipitado de NPMs foi entdo lavado com &gua destilada e separado por
um ima permanente. O precipitado preto foi recoberto com uma bicamada de AL e submetido
a agitacdo e aquecimento (90°C), resultando em uma dispersdo espontaneamente suspensa em
meio aquoso, rendendo uma amostra de FM estavel por vérios dias (FMBL). Ap0s este passo
a amostra FMBL produzida foi dividida em duas partes: a primeira parte (uma aliquota de 1
mL) foi misturada com 2 ml de dimetilsulfoxido puro (DMSO) enquanto que a segunda
aliquota foi tratada com RIF usando o protocolo descrito na literatura [32]. De acordo com a
protocolo descrito em [32], a solucdo de RIF em DMSO (10mg/ml) foi adicionada a amostra
FMBL sob agitacdo, na auséncia de luz. As nanoparticulas magnéticas contendo RIF
adsorvida foram separadas do sobrenadante por separacdo magnética e re-dispersas em agua
deionizada produzindo a amostra FMBL/RIF. O conteudo de RIF adsorvido foi indiretamente
determinado pela quantificagdo do excesso de farmaco em suspensdo (droga livre) usando

medidas de UV-Vis (Perkin EImer Lambda 25) registrado em 414 nm. A quantidade medida
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de RIF na amostra FMBL/RIF foi de 0,2 mg/ml. Para referéncia uma solucéo de RIF livre foi

preparada pela dispersdo de RIF em uma mistura de DMSO/agua (1:4).

Com o objetivo de examinar a estabilidade ap6s exposicao a luz, as amostras (FMBL,
FMBL/RIF e RIF livre) foram irradiadas com uma lampada de tungsténio com intensidade de
0,1 W/cm? por 12 horas. As temperaturas das amostras foram monitoradas e ndo excederam

28°C.

4.1.2. Resultados e Discussfes

Microscopia eletronica de transmissiao, Diametro hidrodinidmico e Potencial {

Uma micrografia representativa de MET das nanoparticulas utilizadas neste trabalho,
bem como o histograma das nanoparticulas suspensas sao mostrados nas Figs. 4.2 (a) e (b),
respectivamente. Foi observado que as NPMs sdo quase esféricas, com um didametro médio de

aproximadamente 8,5 nm e uma polidispersao em torno de 0,19.

(b) ; FMBL
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%/é c =0.19 _Zoé
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Figura 4.2: Micrografia MET (a) e histograma da distribuicdo do tamanho das particulas (b) obtidos
a partir da amostra FMBL.
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A estabilidade coloidal destas nanoparticulas foi avaliada por Espalhamento de Luz
Dinamico (Dynamic Light Scattering-DLS) e o potencial {. Por meio destes dados foi
verificado que os valores do diametro médio obtido por MET sdo menores do que os valores
obtidos por DLS, que foram de 68,7 e 54,0 nm para as amostras FMBL e FMBL/RIF,
respectivamente. O fato de os diametros hidrodindmicos das NPs serem maiores, quando
comparados com os valores obtidos pelo MET, é principalmente devido a agregacdo das
nanoparticulas ocasionado pela interacdo dipolar magnética entre as unidades em suspensao,
mesmo na auséncia de qualquer campo aplicado. Estes resultados sugerem que a agregacéo €
maior no FM recoberto somente com uma bicamada de AL (amostra FMBL). No entanto, foi
encontrado o valor do potencial { para a amostra FMBL/RIF (-20 mV) é menor do que o

observado para a amostra FMBL (-30 mV).

FTIR

Os espectros de FTIR das nanoparticulas de magnetita recobertas tanto com
bicamada de AL (FMBL) quanto com RIF (FMBL/RIF), antes (linha preta) e ap6s (linha
vermelha) exposicdo a luz sdo mostrados nas Figs.4.3 (ii) e (iii). Para efeito de comparacao,
os espetros FTIR da RIF livre, antes (linha preta) e ap6s (linha vermelha) exposicdo a luz
podem ser visto na Fig.4.3 (i). Os espectros da RIF livre (antes de expor a luz) apresentam
uma banda larga em torno de 3150 — 3600 cm™, devido a absorcdo da cadeia ansa-OH e dois
picos bem definidos em 1644 e 1725 cm™ sdo devidos ao furanona e C=O acetil,
respectivamente. Contribuicbes do CH stretching e dos grupos e CH3 a partir das pontes
alifaticas ansa podem ser observadas na regido 2850 — 2950 cm™, enquanto o modo

vibracional do N-CH; pode ser encontrado em 2883 cm™ [48, 49, 50]. Adicionalmente, 0s
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modos de deformacdo do equeleto bem como os modos stretching do anel do cromoforo
naftohidroquinona podem ser observados nas regides de 400 — 1300 cm™ e 1300 — 1600 cm™,

respectivamente.

(iii)

s T
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Figura 4.3: Espectros de Infravermelho das amostras (i) RIF livre, (ii) FMBL e (iii) FMBL/RIF, antes

(linha preta) e apos (linha vermelha) a exposi¢éo a luz.

Como observado na Fig. 4.3 (i), a RIF livre ap0s exposicao a luz branca (espectro em
vermelho) mostra substanciais mudancgas espectrais. As principais mudancas resultantes da

exposicdo da RIF a luz estéo relacionadas ao desaparecimento das bandas em torno de 800,
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1250, 1560 e 1725 cm™, os quais sdo atribuidos aos modos 6(C-C), S(OH), v(C-N) e v(C=0),
respectivamente. Este comportamento provavelmente esta associado a degradacdo das

moléculas de RIF induzida pela exposicao a luz branca.

Os espectros FTIR (linhas preta e vermelha) das amostras FMBL (veja Fig. 4.3 (ii))
mostram as assinaturas das bandas das ligagdes Fe-O do caroco da magnetita em torno de 600
cm™, do grupo carboxilico do AL (vs € va do (-COO-) na regido em 1400 - 1690 cm™) e
contribuicéo da ligagdo CH, em 1440 cm™. Também é possivel observar o pico de absorcio
do v(C=0) em 1720 cm™. E interessante notar que a exposicao a luz leva a um decréscimo na
intensidade relativa da banda em torno de 1440 cm™ e uma forte reducéo no pico de absorcéo

do v(C=0) (1720 cm™).

Ao contrario do espectro da RIF livre (Fig. 4.3 (i) linha preta), onde € observada a
presenca de bandas de absor¢do bem resolvidas, o espectro FTIR da RIF adsorvida a
superficie das nanoparticulas (Fig. 4.3 (iii)) exibem amplas bandas, similares ao espectro da
amostra FMBL (Fig. 4.3 (ii)) inclusive com a auséncia da banda referente a ligagdo N-CH3; em
2883 cm™. Este resultado sugere que o FTIR ndo é sensivel o suficiente para detectar a baixa
quantidade de RIF adsorvida sobre a superficie das nanoparticulas de magnetita. A evidéncia
da presenca da molécula de RIF adsorvida é o aumento da intensidade relativa das bandas em
torno de 1250 e 1560 cm™, onde estdo provavelmente associadas aos modos stretching OH e
C-N referentes a molécula de Rifampicina. Por outro lado, nota-se que ap6s a exposicéo a luz
branca (Fig. 4.3 (iii) linha vermelha) a intensidade relativa das bandas associadas as ligac6es
C-N e C=0 séo extremamente reduzidas, o que sugere que estas ligaces sdo quebradas pelos

fétons incidentes, levando & degradagdo da molécula de RIF.
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SERS

Os espectros SERS das amostras de RIF livre, FMBL e FMBL/RIF foram registrados
com o objetivo de obter uma compreensao mais profunda de como a molécula RIF adsorve a
bicamada de AL da nanoparticulas de magnetita. Adicionalmente, com o objetivo de acessar
informacdes a respeito do efeito da luz nas moléculas de RIF adsorvidas, os experimentos de
SERS foram realizados antes e depois de expor todas as amostras investigadas a luz branca
utilizando o protocolo descrito na se¢do 4.1.1. Para facilitar a andlise dos diferentes
espectros, modos vibracionais foram destacados de acordo com a sua origem; 0S componentes
de cores vermelho, verde e azul mostrados na Fig. 4.4 foram tentativamente usados para

indicar os modos de vibracdo do DMSO, Rifampicina e a bicamada de AL, respectivamente.
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Figura 4.4: Espectros SERS da amostra de (i) RIF livre (ii) FMBL e (iii) FMBL/RIF, antes (a) e apos
(b) exposicao a luz. Para facilitar as analises os modos vibracionais foram destacados. As cores em
vermelho, verde e azul sdo usadas para indicar os modos vibracionais provenientes do DMSO,

Rifampicina e da bicamada de AL, respectivamente.

Os espectros SERS da RIF livre antes e ap6s exposicdo a luz (Fig. 4.4 (i) (a) e (b))
apresentam caracteristicas similares as observadas no trabalho de Howes et al. [35], ao
estudar a adsorcdo da RIF sobre nanoparticulas de prata, em forma coloidal. Os espectros
SERS da RIF sdo caracterizados por uma forte banda na regido de 1400 — 1670 cm™. As trés
bandas de mais alta energia 1623, 1640 e 1725 cm™, sdo atribuidos aos modos v(C=N) da
piperazina substituinte na posicdo trés do anel do croméforo, v(C-O) e v(C=0),
respectivamente. O fato do modo v(C=N) estar em 1623 cm™ indica que no existe interagdo
entre este grupo e a superficie da prata. Este resultado difere do observado na referéncia [35],

onde foi verificado que a adsorcdo da RIF sobre a superficie da prata produz um
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deslocamento do modo v(C=N), de 1623 para 1604 cm™. Esta diferenca no comportamento
provavelmente esta relacionada com a maneira que o experimento SERS foi conduzido no
presente estudo, oposto ao experimento reportado na ref. [35]. No trabalho da ref. [35], os
espectros SERS foram obtidos em o meio aquoso 0 que provavelmente contribuiu para o
processo de adsorcdo a superficie de prata. Diferentemente no presente estudo o0s espectros
SERS foram obtidos em meio ndo aquoso o que por sua vez impediu a adsor¢cdo quimica da
RIF sobre a superficie do filme nanoestruturado de prata. Os correspondentes modos &C-O")
e &C=0) sdo atribuidos as bandas em 466 e 496 cm™, respectivamente. Os modos de
deformacdo esquelética, assim como os modos stretching associados ao anel do cromdéforo
naftohidroquinona podem ser observados nas regides de 400 — 1000 cm™ e 1300 — 1600 cm™,
respectivamente. Nos espectros SERS da RIF livre (em solucdo de DMSO/agua) também
estdo presentes 0s modos do DMSO em 342 e 390 cm™ associados a ligagdo C-S=0 (vas € vs,
respectivamente), 677 (vas) e 715 cm™ (vs) atribuidos & ligagdo C-S-C e, por Gltimo, em 1020
(vas) € 1080 cm™ (vs), assinaturas para a ligagdo S=O. Uma listagem completa das energias

vibracionais dos modos SERS e suas atribuicdes podem ser encontradas na Tabela 4.1.

Como esperado os espectros SERS da amostra FMBL (Fig. 4.4 (ii)), mostram 0s
modos vibracionais associados ao DMSO e a bicamada de AL. Como observado na amostra
de RIF livre as bandas em 677, 715, 1008 e 1080 cm™ sdo referentes a0 DMSO. Os demais
modos vibracionais sdo referentes a bicamada de AL adsorvida sobre a superficie das
nanoparticulas. Os modos vibracionais observados na regido 300 — 1400 cm™ estdo
associados ao esqueleto das moléculas da bicamada de AL (veja Tabela 4.1). Adicionalmente,
o pico em 893 cm™ é devido ao p(CHs) e as bandas SERS localizadas em torno de 1263, 1306
e 1445 cm™ estdo associadas com os modos wangging, twisting e scissoring do CHo,
respectivamente (também relacionados ao esqueleto da molécula). Finalmente, em 1402 e

1600 cm™ sdo observados os modos stretching simétrico e assimétrico do carboxilato (-
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COO"). A presenca dessas bandas é uma evidéncia da formacdo da bicamada de AL em torno
da nanoparticulas, pois, se uma unica camada de AL tivesse sido formada em torno das
nanoparticulas o grupo carboxilato deveria se ligar a superficie das nanoparticulas e portanto,
os dois modos stretchings do carboxilato (simétrico e assimétrico) deveriam estar ausentes no

espectro SERS.
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Tabela 4.1: Tabela com a posi¢ao dos modos vibracionais obtidos a partir da técnica SERS para RIF
livre, FMBL e FMBL/RIF.

RIF livre FMBL FMBL/RIF Atribuicoes
Antes  Depois  Antes Depois Antes Depois
340 340 3(C-C)
342 342 * vas(C-S=0)
390 390 *vs (C-S=0)
422 422 422 422 3(C-C)
445 445 445 445 3(C-C)
466 466 d(C-0)
496 496 499 499 3(C=0)
527 526 3(C-C)
571 568 3(C-OH)
635 635 635 635 (C-C)
677 677 677 * v45(C-S-C)
703 v(C-C)
715 715 715 * v¢(C-S-C)
730 730 730 p(C-C)
762 762 3(C-C)
815 815 815 815 3(C-C)
893 p(CH3)
915 915 915 3(C-C)
930 930 v(C-C)
945 945 945 945 3(C-C)
980 990 3(C-C)
1020 1008 1008 1008 * v (S=0)
1067 1067 vas(C-C)
1080 1082 1082 * v4(S=0)
1127 1127 1127 1127 vs(C-C)
1125 1125 v(C-C)
1180 1180 C-0-0-C
1247 1247 3(OH)
1263 1263 ®(CH,)
1306 1306 1306 1206 T(CH,)
1309 1309 1297 1297 v do anel
1353 1353 v(C-OH)
1370 1370 v(C-C)
1390 1390 v(C-C)
1402 vs(-CO0O")
1420 1420 v do anel
1435 1435 v do anel
1445 1445 ¢(CH,)
1509 1509 v(C-C)
1540 1540 1540 1540 vdo anel
1586 1586 1586 1586 v(C-C)
1600 Vas(*COO’)
1623 1623 1623 1623 v(C=N)
1640 1640 1645 1645 v(C-0)
1725 1649 1649 1725 1725 v(C=0)

* modos associados ao DMSO; v: modo stretching; vs: stretching Simétrico; v
stretching assimétrico; 6: modo bending; @»: modo wagging; z: modo twisting; ¢,
modo scissoring; p, modo rocking.
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A Fig. 4.4 (iii)-(a) e (b) mostra os espectros da amostra FMBL/RIF. Note que, com
relacdo aos espectros da RIF livre (Figs 4.4 (i)), os espectros SERS da amostra FMBL/RIF
estdo consideravelmente alterados; maiores detalhes podem ser vistos na Fig. 4.5, onde, para
facilitar a comparacdo das intensidades relativas, os espectros SERS na Fig. 4.5 foram
normalizados, dividindo ambos os espectros pela sua area integrada na regido de 300 — 1800
cm™. As mudancas mais 6bvias séo o desaparecimento dos picos SERS referentes a0 DMSO
e, como esperado, 0 aparecimento das bandas associadas a bicamada de AL. E importante
notar que as energias vibracionais dos modos Raman relacionadas a cadeia carbdnica da
bicamada de AL permanecem quase inalteradas em todo o espectro (veja Tabela 4.1). No
entanto, as bandas relacionadas com as vibragdes do grupo carboxilato (esperados em 1402 e
1600 cm™), assim como a ligagdo CHs; (esperada em 893 cm™) estdo ausentes. Estes
resultados sugerem que a interacdo da molécula de RIF com a bicamada de AL ocorre via

grupo carboxilato.

—— FMBL/RIF
—— RIF livre

Intensidade SERS
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Figura 4.5: Espectros SERS da RIF livre (linha vermelha) e FMBL/RIF (linha preta).



56

E possivel notar na Fig. 4.5 que, quando as moléculas de RIF estdo adsorvidas sobre
a superficie das nanoparticulas (amostra FMBL/RIF) as energias vibracionais associadas ao
anel naftohidroquinona (modos de deformacéo esquelética no plano em 422, 445, 815, 915 e
945 cm™ e modos stretching do anel em 1540 e 1586 cm™) e a ligagdo C=N em 1623 cm™
permanecem praticamente inalteradas quando comparadas ao espectro SERS da RIF livre.
Além do mais, é importante ressaltar que embora adsorvida sobre a superficie das
nanoparticulas de magnetita, os modos fora do plano da RIF ndo sdo observados nos espectros
SERS. Adicionalmente, quando comparado com a RIF livre o espectro SERS da amostra
FMBL/RIF mostra o surgimento de cinco novas bandas em 527, 571, 762, 1353 e 1390 cm™.
As bandas em 571 e 1353 cm™ sdo respectivamente atribuidas a d(C-OH) e v(C-OH),
enquanto as bandas em 527, 762 e 1390 cm™ estdo associadas aos modos vibracionais do anel
(0(C-C) e v(C-C), respectivamente) [35, 51]. Além do mais, é observado que quando as
moléculas de RIF estdo adsorvidas a superficie das NPMS as bandas associadas a 6(C-O ) em
466 cm™, 5(C=0) em 496 cm™ e os modos stretching do anel em 1435 e 1509 cm™ estdo
ausentes. Finalmente, é também observado (veja Fig.4.5) que os modos vibracionais
associados com as moléculas de RIF adsorvidas a superficie das NPMs, em 422, 445, 915,
1180 e 1586 cm™ tém suas intensidades aumentadas. O pico em 1180 cm™ foi atribuido &

ligacdo C-O-O-C.

Neste ponto, vale ressaltar que a molécula de RIF ¢ uma molécula com estrutura
zwiteridnica [52] com valores de pK;, de 1,7 e 7,9. Em recente estudo, foi demonstrado que
em pH ~ 7,7 (valor proximo do pK, = 7,9) a adsorcao da RIF sobre as nanoparticulas de prata
é favorecida pela forma zwiterionica neutra mais do que pela forma anibénica da molécula
[35]. De acordo com os autores, este comportamento esta relacionado a interacdo da forma
neutra da RIF com o potencial negativo da superficie da prata, promovida pela estrutura

quimica da molécula de RIF, onde o nitrogénio imina foi identificado como a espécie mais
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provavel de se ligar diretamente a superficie metalica. De fato, como a amostra FMBL/RIF
foi preparada em pH = 7,0, um comportamento similar deve ser esperado aqui, uma vez que
as nanoparticulas magnéticas recobertas com bicamada de AL também apresentam um
potencial negativo devido ao grupo carboxilato. Como mencionado na referéncia [35] as
condi¢des quimicas impostas ao estudo faz o nitrogénio imina ou o nitrogénio piperazina
adjacente ao nitrogénio imina ter uma maior probabilidade de se ligar ao grupo carboxilato
exterior a bicamada de AL. Contudo, o fato de o0 modo vibracional Raman do nitrogénio
imina ndo sofrer nenhuma variacdo na energia indica que o ancoramento da RIF sobre a
superficie das nanoparticulas ndo é devido a interacdo quimica direta deste grupo molecular.
Na verdade, nossa analise indica que a porcdao mais provavel para se ligar ao grupo
carboxilato da bicamada do AL é o nitrogénio piperazina adjacente ao nitrogénio imina (veja
na Fig.4.6 esquema proposto para o ancoramento da RIF nas NPs recobertas com uma
bicamada de AL). Esta hipotese é corroborada pelos dados de FTIR, onde foi verificado a
auséncia do modo vibracional da ligagdo N-CH3 da molécula de RIF apds a adsorcéo sobre a
bicamada de AL. Acredita-se que o ancoramento da molécula de RIF acarreta uma
diminuicdo na flexibilidade conformacional da molécula, o qual pode explicar as mudangas
espectrais observadas. A hipo6tese é que o enrijecimento da molécula de RIF favorece a
ligacdo do oxigénio proveniente do grupo hidroquinona com o oxigénio do grupo carbonil,
produzindo a ligagdo C-O-O-C e consequentemente a quebra da dupla ligacdo do oxigénio.
Como resultado, é verificado um decréscimo da intensidade das bandas Raman associadas
com as ligagdes C-O" (466 cm™) e C=0 (496 cm™) e um aumento na intensidade dos picos

em 571 e 1353 cm™ (ligagdo C-OH) e 1180 cm™ atribuido ao v(C-O-0O-C).
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Figura 4.6: Representacéo esquematica para o ancoramento da Rifampicina nas nanoparticulas de

magnetita recobertas com acido laurico.

Uma explicacdo para o aparecimento das bandas SERS extras em 527, 762 e 1390
cm™ e o desaparecimento das bandas em 1435 e 1509 cm™ nos espectros SERS da amostra
FMBL/RIF ainda ndo é muito claro. Fazendo uma analogia com a molécula de naftaleno
podemos inferir que essas bandas estdo associadas com o modo stretching no plano do anel
do cromoforo naftohidroquinona [51, 53]. Mais especificamente, os modos vibracionais que
surgiram apresentaram simetria Aig enquanto que aqueles que desapareceram apresentaram
simetrias By, e Byy. Provavelmente, este comportamento esta relacionado ao enrijecimento da
molécula de RIF apds a adsorcdo sobre a superficie da nanoparticula. A auséncia dos modos
esqueléticos totalmente simétricos (modos A;g) e a presenca dos modos vibracionais
proibidos nos espectros SERS da amostra RIF livre podem estar associados com a orientagao
aleatoria adquirida pela molécula ao ser depositada sobre o filme de prata, no qual quebra a
simetria do anel, levando ao desaparecimento de modos totalmente simétricos e ao
aparecimento de modos proibidos. Por outro lado, quando adsorvida sobre a superficie das
nanoparticulas, a molécula de Rifampicina torna-se rigida e as regras de selecdo sao
restabelecidas. Assim, os modos simétricos aparecem e 0s proibidos desaparecem. Além

disso, se levarmos em conta a auséncia dos modos fora do plano e a grande melhora dos
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modos stretching no plano do anel nos espectros SERS, pode-se sugerir que o anel esta

verticalmente orientado com relacéo a superficie do metal [54].

Uma comparacdo entre os espectros SERS da amostra RIF livre, antes e apds a
exposicao a luz (Figs. 4.4 (i) — (a) e (b)) mostra que apesar das mesmas caracteristicas gerais,
algumas diferencas podem ser observadas, particularmente com relacdo aos modos
vibracionais do anel naftohidroquinona e sua vizinhanga. Como afirmado anteriormente, antes
da exposicdo a luz, o espectro SERS da amostra RIF livre mostra a presenca de um modo
vibracionai com simetria Ay (em 1586 cm™) e dois modos vibracionais proibidos (em 1435 e
1509 cm™). No entanto, ap6s a exposicéo a luz foi verificado que a banda em 1586 cm™ quase
desapareceu, enquanto que modos vibracionais proibidos tiveram suas intensidades relativas
aumentadas. Além disso, também foi observado que a banda em 1623 cm™ tornou-se mais
larga e menos intensa. Uma vez que o pico de alta energia (em 1586 cm™) est4 associado com
modos totalmente simétricos do esqueleto do anel naftohidroquinona e a intensidade relativa
dos modos vibracionais proibidos aumentaram, pode-se admitir que a exposic¢ao a luz branca
leva a uma reducéo da simetria dos modos do anel, o qual distorce a ligagdo C=N, explicando
assim o decréscimo na intensidade e o alargamento do pico em 1623 cm™. Desta maneira,
todas estas alteracBGes sdo responsaveis pelas mudancas observadas na coloracdo da amostra

apos a mesma ser exposta a luz branca, mudando da cor avermelhada para alaranjada.

Finalmente, como pode ser observado nas Figs. 4.4 (iii) — (a) e (b), o efeito de
exposicdo a luz na amostra FMBL/RIF é bem menor do que o observado na amostra RIF
livre. As diferencas espectrais séo restritas ao aumento nas intensidades relativas referentes
aos modos do esqueleto e da ligagdo C-O” em 1645 cm™. Estes dados indicam que a molécula
de RIF é menos susceptivel a degradacdo fotoquimica quando adsorvida sobre a superficie das

nanoparticulas.



60

4.1.3. Conclusoes

Em resumo, o estudo reporta a aplicagdo bem sucedida da técnica de espalhamento
Raman intensificado por superficie (SERS) para investigar a adsor¢do e a estabilidade
fotoquimica da molécula de Rifampicina (RIF) enquanto ancorada sobre a superficie das
nanoparticulas de magnetita recobertas com uma bicamada de acido laurico (AL). Para
comparacdo, a molécula de RIF livre também foi investigada pela técnica SERS. As
significativas mudancas nos espectros SERS tanto da RIF livre e da RIF adsorvida na
superficie das NPs permitiu avaliar informacgdes fundamentais sobre a interacdo da molécula
de RIF com o substrato SERS e com as NPMs. De fato, com base nos dados SERS foi
proposto neste trabalho que o ancoramento da molécula de RIF a superficie das NPs ocorre
por meio da ligacdo do grupo carboxilato externo proveniente da bicamada de AL e o
nitrogénio piperazina adjacente ao nitrogénio imina da RIF. Adicionalmente, os dados SERS
indicaram que a molécula de RIF € menos susceptivel a degradacdo fotoquimica enquanto

adsorvida a superficie das nanoparticulas.
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Secdo 4.2

Estudo do ancoramento do SELOL sobre nanoparticulas magnéticas e da

sua estabilidade apds aquecimento.

Selol é um derivado orgéanico semissintético do Se (IV), é uma mistura de
selenitotriglicerideos [55] preparados a partir do dleo de girassol. O Selol (Figura 4.7) foi
sintetizado e patenteado por um grupo de pesquisa da Universidade de Varsdvia na Poldnia
[56]. Como contém o elemento selénio em sua estrutura, suspeita-se de exibir atividade
quimiopreventiva e anticancer [57]. No entanto, sua caracteristica hidrofobica tem sido
empecilho para sua aplicacdo in vivo. Neste contexto, com o intuito de potencializar o
tratamento e reduzir os efeitos hidrofébicos do Selol, estudos contendo Selol associado a
nanoparticulas magnéticas sdo encontrados na literatura, em que as NPMs foram associadas
ao Selol e em seguida foram carregados em polimero PLGA [58, 59]. Uma das principais
caracteristicas das NPMs é a capacidade de serem manipuladas sob a presenca de um campo
magnético externo. Devido a esse fendmeno, uma das principais aplicacdes das NPMs é a
magnetohipertermia, uma terapia antitumoral muito utilizada na &rea biomedica.
Magnetohipertermia ¢é a elevacdo da temperatura provocada pelas NPMs que respondem a um
campo alternado [60]. Quando as NPMs sdo submetidas a este campo, seus dominios
magnéticos se alinham com o campo aplicado e uma vez que esse campo é alternado, os
dominios magnéticos do material também se alternam com o campo. A constante mudanca de
orientacdo faz com que as nanoparticulas dissipem energia na forma de calor, gerando assim o
aquecimento necessario ao tratamento do tumor [61], uma vez que as células tumorais séo

menos resistentes a aumentos bruscos de temperatura do que as células sadias.
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Devido a estas consideragdes, nesta secdo sera investigada a eficiéncia da associacéo
do Selol com nanoparticulas magnéticas de magnetita e a estabilidade desta associacao ap0os o
sistema ser submetido a aquecimento por campo magnético alternado. Estas condi¢Ges foram
criadas com o intuito de estudar o efeito antitumoral das nanoparticulas magnéticas quando

utilizadas para o tratamento de cancer com magnetohipertermia.
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Figura 4.7: Estrutura do Selol.

4.2.1 Metodologia

Preparacéo das amostras

Os FMs utilizados na realizacdo deste estudo sdo compostos de nanoparticulas
magnéticas de magnetita recobertas com bicamada de acido laurico preparados por Fernando
Cruvinel Damasceno, sob orientacdo da Profd. Dr®. Emilia Celma de Oliveira Lima, do

Instituto de Quimica da Universidade Federal de Goias (UFG).

As nanoparticulas de magnetita foram obtidas a partir da co-precipitacdo dos fons Fe*?

e Fe*3 (0,1 e 0,05 mol/L, respectivamente) em meio alcalino (solucdo aquosa de hidroxido de
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sodio 1,6 mol/L). O precipitado negro de magnetita foi mantido na presenca de um imé para
que houvesse decantacdo e em seguida lavado varias vezes com agua. Para a funcionalizacao
com a bicamada de &cido laurico, 18 g do precipitado foram dissolvidos em 90 mL de agua e
aquecido de 75-80°C. Acido laurico (3 g) foi adicionado lentamente sob agitacdo continua, o
que causou a dispersdo espontanea das nanoparticulas no meio aquoso. A suspensdo foi
resfriada a temperatura ambiente e filtrada para remover o excesso de acido laurico. A solucéo
foi dialisada com agua deionizada, o pH foi ajustado para 7.0 — 7.2, produzindo uma amostra

de FMBL.

Para preparar a amostra de fluido magnético com Selol, 0,3 g de Selol foi dissolvido
em 3 mL de dimetilsuféxido (DMSQO) e em seguida essa solugdo foi adicionada a 70 mL da
amostra FMBL e mantida sob agitacdo por 48 h. A suspensao foi esterilizada utilizando uma
membrana de 0,22 um e a amostra foi denominada FMS. O Selol (5% de selénio) foi

fornecido por pesquisadores da Universidade Médica de Varsovia, na Poldnia [62].

Aquecimento da Amostra FMS por campo magnético alternado.

Foram realizados testes de aquecimento com as nanoparticulas magnéticas
submetendo-as a campos magnéticos alternado (CMA). Aliquotas de 1 mL das amostras FMS
e FMBL foram colocadas em microtubos, os quais foram posicionados no centro de uma
bobina geradora de campo magnético de frequéncia alternada (MagneTherm™ -
NanoTherics). Estes testes foram realizados pela Dr® Livia Carneiro Matos Avelino sob

orientacdo da Prof®.Dr2 Zulmira Guerrero M. Lacava.

Para este experimento foi utilizada uma frequéncia de 330 kHz, onda quadrada e
bobina de 17 voltas. Uma aliquota de 1 mL da amostra FMS foi subtida ao campo magnético

alternado por 30 minutos. As temperaturas foram medidas a cada minuto usando o
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termdmetro digital MT 525 (Minipa) até atingir a temperatura de 57 °C. Esta amostra foi
denominada FMSD. Como controle negativo, uma aliquota de 1 mL de agua foi submetida ao

campo magnético alternado.

4.2.2 Discussoes e Resultados

Microscopia Eletronica de Transmissdo, Diametro hidrodinamico e Potencial Zeta ()

As amostras FMS e FMBL foram diluidos em &gua milli-Q na proporc¢éo 1:400. Em
sequida, 3 pL dessas solucdes foram depositadas sobre telas de cobre cobertas com Formvar
0,5%. Apos a secagem dessa solucdo na tela, foi feita uma fixacéo e contrastacdo com vapor
de tetroxido de dsmio 1% durante 20 minutos. As telas de cobre foram analisadas no
microscopio eletrénico (JEOL JEM 1011) do Laboratério de Microscopia Eletronica do
Departamento de Biologia Celular da Universidade de Brasilia. Os diametros médios obtidos
para as amostras FMS e FMBL, utilizando MET, foram de 8,3 e 8,1 nm, respectivamente

(veja Fig. 4.8 (a) e (b)).
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Figura 4.8: Micrografias MET, das amostras FMS (a) e FMBL (b).

A estabilidade coloidal destas nanoparticulas foi avaliada medindo-se o didmetro
hidrodinamico e o potencial {. Por meio destes dados foi verificado que os valores do
diametro obtidos a partir da micrografia eletronica de transmissdo sd&o menores do que 0s
valores obtidos por meio das medidas de espalhamento de luz dindmico que foi de 91,7 nm
para a amostra FMS e 84,3 nm para a amostra FMBL. E o potencial { encontrado foi de -46,1

e -40,1 mV, para as amostras FMS e FMBL, respectivamente.

SERS

Com o objetivo de estudar o ancoramento e a estabilidade ap6s aguecimento, via
campo magnético alternado, os espectros SERS das amostras FMBL, FMS, FMSD foram
comparados entre si e com o espectro Raman normal do Selol puro. Estes resultados s&o
mostrados na Fig. 4.9. O espectro SERS da amostra FMBL (Fig. 4.9 (a)) mostra as
caracteristicas de cadeias de hidrocarboneto. As bandas observadas na regido de baixas

energias (300 — 800 cm™) estéo associadas com as vibracdes C-C do esqueleto da molécula.
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Os picos em 893, 932, 1082 e 1304 cm ™ sdo assinaturas dos modos p(CHs), v(C-C), v(C-OH)
e §(CH,), respectivamente (veja Tab. 4.3). Além disso, na regido 1400 — 1650 cm™, existe a
contribuigdo dos modos —COO™ (vs(—COQ") e v,5(—COQO")). O significante valor de intensidade
dos stretchings do grupo —COQO" nos espectros SERS sugere fortemente que o grupo
carboxilato se acopla a superficie das nanoparticulas de prata, onde o forte campo elétrico
sobre a superficie metalica tem ampliado o sinal do espalhamento Raman deste grupo

funcional [32].

Os espectros SERS das amostras FMS e FMSD (Fig 4.9 (b) e (c), respectivamente)
possuem caracteristicas muito similares aquelas observadas na amostra FMBL. Contudo,
alguns modos adicionais sdo observados em torno de 800, 1105, 1146 e 1270 cm™ (picos

destacados em vermelho).

Com o intuito de facilitar as analises dos espectros Raman das amostras FMS e
FMSD, é mostrado na parte superior da Fig. 4.9 o espectro Raman normal do Selol puro.
Devido a alta viscosidade do Selol puro e em solvente ndo foi possivel obter seu espectro
SERS. Na literatura ndo existem estudos envolvendo espectroscopia Otica a respeito do Selol.
No entanto, fazendo comparagdo com as energias vibracionais do diéxido de selénio é
possivel atribuir as bandas observadas em 866, 753, e 664 cm™ aos respectivos modos
vibracionais v(Se=0), vas(Se-O) e vs(Se-O) [63]. Na regido 1050 — 1550 cm™ verifica-se a
presencga de quatro principais bandas vibracionais. Duas bandas localizadas em 1075 e 1163
cm™ séo devidas ao stretching simétrico e assimétrico C-C, respectivamente e as bandas em
1300 e 1508 cm™ estdo relacionadas ao grupo CH, (twisting e scissoring). Por Gltimo, as
bandas em 1443 e 1665 cm™ estdo associadas as vibracdes dos modos &CHs) e v(C=0),

respectivamente.
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Tabela 4.2: Tabela com a posi¢do dos modos vibracionais obtidos a partir da técnica SERS e Raman

normal para bicamada de AL, Selol puro e FMS.

Bicamada Selol puro FMS Atribuicgdes

AL

664 vs(Se-0)

753 Vas(Se-0)

800 SeO~

866 ﬂ v(Se=0)
893 p(CHa)
932 v(C-C)

1075 C—>1105 vs(C-C)
1082 v(C-OH)
1130 1130 v5(C-C)

1163 —>1146 Vas(C-C)
1300 1304 ——>1270 ©(CHy)
1404 1404 vs(—C00")
1443 1443 1443 d(CH3)
1508 ¢(CHy)
1600 1600 Vas(—CO0™)
1660 1665 v(C=0)

v: modo stretching; vys: stretching assimétrico, vy stretching simétrico; ¢: modo bending; p: modo

rocking; z: modo twisting; ¢:modo scissoring.
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Figura 4.9: Espectros SERS das amostras FMBL (a) FMS (b) FMSD (c). E em (d) tem-se o espectro

Raman normal do Selol puro.

Comparando os espectros SERS das amostras FMS e FMSD com o0 espectro Raman
normal do Selol puro, € possivel sugerir que as bandas adicionais em 800, 1105, 1146, 1270
cm™ (picos destacados em vermelho na Fig. 4.9 (b) e (c)) e a banda em 1600 cm™ sdo devidas
a molécula de Selol que esta ancorada sobre a superficie da nanoparticula. O deslocamento da
banda em 1665 cm™ (C=0) para 1600 cm™ (-COQ’) corresponde ionizagdo do grupo carboxil
para o carboxilato. Processo similar ocorre com a ligacdo Se=0. A intera¢do da molécula de

Selol com a superficie da nanoparticula, induz a uma delocalizagcdo do elétron em torno da
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ligacdo Se=O0, resultando em SeO". Como consequéncia, o comprimento da ligagdo Se=0
aumenta e, portanto sua energia vibracional diminui de 866 cm™ para 800 cm™. Outra
mudanca espectral sugere que o efeito de interacdo da molécula Selol com a superficie da
nanoparticula se estende sobre os modos vibracionais da cadeia carb6nica do Selol, mas
aparentemente nao sobre a bicamada de AL. Por exemplo, note na Fig. 4.9 que enquanto as
energias vibracionais dos modos em 1130 cm™ (v5(C-C)) e 1443 cm™ (&(CHs)) provenientes
da bicamada de AL permanecem inalterados em todos 0s espectros, as energias dos modos
Raman v,5(C-C) e vs(C-C), associadas com a molécula de Selol se deslocam de 1075 e 1163
cm™ (Selol puro) para 1105 e 1146 cm™, respectivamente. Estes resultados nos levam a
acreditar que a molécula de Selol est4 ancorada a superficie da nanoparticula por meio da

interacdo do grupo OOSeO com o terminal do grupo carboxil proveniente da bicamada de AL.

Uma estimativa aproximada da concentracao relativa de moléculas de Selol ligadas a
superficie das nanoparticulas, antes (amostra FMS) e depois do aguecimento (amostra FMSD)
pode ser determinada medindo-se as areas sob as bandas vibracionais relacionadas ao Acido
Laurico e ao Selol. Para esta estimativa admitiu-se que apenas o teor de Selol (e ndo o teor de
AL) ligado ao Acido Laurico possa ser afetado pelo aquecimento da amostra. A razdo entre as
areas das bandas 800, 1105, 1146 e 1270 cm™ (associadas & molécula de Selol) com a &rea
sob 0os modos v(C-C) do esqueleto da bicamada de Acido Laurico (932 cm™), para as
amostras FMS e FMSD, sdo mostradas na Tabela 4.3. Verifica-se da Tab.4.3 que a razédo
FMS/FMSD ¢ igual ou superior 2,0. Comportamento similar é observado para a razdo entre
as areas sob os modos vibracionais do Selol e 0 modo &CH3) do Acido Laurico. O fato de
que as razdes entre as diferentes areas associados aos diferentes modos vibracionais
observados para as amostras FMS e FMSD serem sempre maiores ou iguais a 2,0 indica que a
concentracdo de moléculas de Selol restante na superficie da nanopartiula (apos aquecimento)

¢ da ordem de 50% do teor de moléculas inicialmente adsorvidas.
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Tabela 4.3: Razéo entre as intensidades dos picos de Selol (lso) € da bicamada de AL (l4.).

lsetol/ 1AL Aguecimento Razéo
FMS/FMSD
Antes  Depois
Se0~ /v(C-C) 2.0 1.0 2.0
vs(C-C)/ v(C-C) 1.0 0.4 2.5
vas(C-C)M(C-C) 15 0.3 5.0
1(CHy)/ v(C-C) 2.0 0.7 2.8

v: modo stretching; vs: stretching simétrico; vas: stretching assimétrico; z: twisting.

4.2.3. Conclusodes

Os espectros SERS das amostras de Selol adsorvidas sobre superficies de
nanoparticulas de magnetita foram obtidos com sucesso. Os resultados demonstraram que as
nanoparticulas magnéticas pré-cobertas com uma bicamada de AL podem ser preparadas e
utilizadas para carrear o farmaco Selol. A técnica SERS permitiu estudar o ancoramento do
Selol sobre as nanoparticulas de magnetita, e os resultados levam a acreditar que a molécula
de Selol estd ancorada a superficie da nanoparticula atraves da interacdo do grupo OOSeO
com o terminal do grupo carboxilico procedente da bicamada de AL.
Adicionalmente,estimou-se que 50% do teor de moléculas inicialmente adsorvidas a
superficie das nanoparticulas magnéticas permaneceram ancoradas apds a amostra FMS ser

submetida a aquecimento a 57 °C por um campo magnético alternado.
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Secdo 4.3

Estudo do carregamento de Itraconazol em Nanoparticulas de PLGA.

O itraconazol (ITZ) é um excelente antifungico, utilizado no tratamento de infeccGes
superficiais e em algumas infec¢Oes sistémicas. O ITZ tem como mecanismo de agdo a
inibicdo da biosintese do ergosteroal, alterando a permeabilidade da membrana celular
fangica [64, 65, 66, 67]. Entretanto, devido a sua baixa solubilidade em meio aquoso
(Img/mL) a absorcdo do ITZ pelo organismo € altamente varidvel, dose dependente e
incompleta, o que torna sua administracdo por via oral ou intravenosa limitada [68]. Para
contornar este problema sistemas de entregas de drogas baseados em sistemas
nanoparticulados tém sido proposto [69, 70]. Polimeros nanoestruturados baseados em acido
poli (latico-co-glicdlico) (do inglés poly(lactic-co-glycolic) acid — PLGA) tém se mostrado um
promissor candidato para a veiculacdo dos mais diversos farmacos, visto que eles sdo bio-
degradegradaveis e bio-absorviveis usados para criar dispositivos farmacéuticos e biomédicos
[71]. A biodegradabilidade inerente ao PLGA esté relacionada a sua hidrélise no organismo,
produzindo metabolicos ndo toxicos e toleraveis ao tecido. Por exemplo, o PLGA 50:50
apresenta composicao de 50% de poli (acido latico) (do inglés poly (lactic acid) — PLA) e 50
% de poli (&cido glicélico) (do inglés poly (glicolic acid) — PGA). Além disso, ele é um
polimero aprovado pela agéncia americana FDA (US Food and Drug Administration-FDA) e
pela Agéncia de Medicina Europeia (European Medicine Agency) para uso em VArios
sistemas de entregas de drogas em humanos [72]. Na Fig. 4.10 tém-se as representacOes das

moléculas de Itraconazol e do polimero PLGA, respectivamente.

As caracteristicas fisicas favoraveis de baixa densidade combinada com uma grande

area superficial fazem dessas nanoestruturas poliméricas um sistema ideal carreador de
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farmaco [73]. Para que essas nanoestruturas polimericas sejam aplicadas, é essencial conhecer

as suas propriedades fisico-quimicas.

Nesta secdo é realizado o estudo de nanoestruturas baseadas em nanoparticulas de
PLGA carregando o farmaco Itraconazol. Para obtencdo dos espectros SERS, filmes
nanoestruturados de prata foram preparados pelo método de eletrolise. Espectros de FTIR,
imagens de microscopia eletronica de varredura, e potencial { foram empregados para

caracterizacdo das nanoestruturas.
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Figura 4.10: Representacdo das moléculas de Itraconazol (a) e do polimero PLGA (b),
respectivamente. Sendo que o PLGA é composto por outros dois polimeros, o poli (acido latico) —
PLA e o poli (4cido glicolico) — PGA.

4.3.1. Metodologia

Preparacdo das Nanoparticulas de PLGA

As nanoparticulas de PLGA carregadas com Itraconazol utilizados na realizacdo deste
estudo foram preparadas pela Dr* Jaqueline Rodrigues da Silva do Instituto de Biologia/UnB.
As nanoparticulas foram preparadas pela técnica de evaporacgdo/extracdo de solvente da
emulsdo de 6leo em éagua [76, 77] usando uma mistura de PLGA em diclorometano e

Itraconazol em cloroférmio como fase orgénica e uma solugéo a 1% (w/v) de PVA (Polyvinyl
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alcohol ) como fase aquosa. Apos misturar a fase organica a fase aquosa, a solucao foi
homogeneizada em um sonicador (Branson Sonifier ultrasonic) em 2 intervalos de 1 minuto
cada em banho de gelo. A emulsdo foi dispersada numa solucdo de PVA a 0,1% (w/v)
mantida sob agitacdo a 250 rpm (Mikro 22R-HETTICH) por 15 minutos. O solvente foi
eliminado utilizando um evaporador rotativo, temperatura de 37°C. As nanoparticulas
resultantes foram lavadas 3 vezes com uma solucdo de PBS, pH 7,2 para retirada do excesso
de PVA por centrifugacdo a 14.000 rpm a 10°C. Esta amostra foi denominada ITZ@PLGA-
nano. Com o intuito de verificar a eficiéncia do carregamento e as possiveis interaces
quimicas entre o 1TZ, a matriz polimérica de PLGA e o substrato de prata, amostras da
mistura fisica de 1TZ e PLGA (amostra ITZ+PLGA-nano) e a amostra ITZ@PLGA-nano
sonicada por 5 minutos, com o objetivo de liberar o farmaco do interior das nanoparticulas de

PLGA, foram produzidas.

4.3.2 Resultados e Discussoes

Microscopia Eletronica de Varredura

Na Fig. 4.11 s8o mostradas micrografias MEV representativas das nanoparticulas de
PLGA pura (a) e da amostra ITZ@PLGA-nano (b). Nota-se que nos dois casos as

nanoparticulas sdo quase esféricas.
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Figura 4.11: Micrografias MEV para as amostras de nanoparticulas de PLGA pura (a) e
ITZ@PLGA-nano (b).

Por meio das técnicas de DLS e potencial { foi possivel avaliar a estabilidade coloidal das
nanoparticulas. A partir destes dados foi possivel verificar que os valores obtidos para os
didametros hidrodinamicos foram de 255,2 e 267,4 nm, para NPs de PLGA e ITZ@PLGA-
nano, respectivamente. Os valores encontrados para os potenciais { foram -2,8 e -2,7 mV,

para NPs de PLGA e ITZ@PLGA-nano, respectivamente.

FTIR

Os dados e andlise de FTIR sdo apresentados nesta subsecdo. A Fig. 4.12 mostra 0s
espectros de FTIR do ITZ pé (i), da mistura fisica de ITZ com nanoparticula de PLGA
(ITZ+PLGA-nano) (1:20) (ii), das nanoparticulas de PLGA carregadas com ITZ

(ITZ@PLGA-NANO) (iii) e das nanoparticulas de PLGA puras (PLGA-nano) (iv). O



75

espectro do ITZ p6 mostra bandas caracteristicas do Itraconazol na regido de 2800 — 3200
cm™ e picos bem definidos entre 800 e 1700 cm™ [78, 79]. As bandas de mais altas energias
sdo assinaturas do alcano, CH aromatico e grupos amina. Os picos observados em 1700, 1609
e 1225 cm™ podem ser atribuidos as ligagdes C=0, C=N e éter C-O respectivamente. Os
picos em 1510 e 1450 cm™ sdo devidos as deformacdes C-H dos anéis aromaticos. Finalmente

o pico em 825 cm™ é atribuido ao anel triazol [80].
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Figura 4.12: Espectro FTIR da amostra ITZ p6 (i), mistura fisica de ITZ com nanoparticulas de PLGA
(ITZ+PLGA-nano) (ii), nanoparticulas de PLGA carregadas com ITZ (ITZ@PLGA-nano) (iii) e
nanoparticulas de PLGA (iv).
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Embora com baixa relacdo de peso ITZ:PLGA (1:20) o padréo espectral da mistura
fisica (Fig. 4.12 (ii)) corresponde quase inteiramente ao padrdo do espectro de ITZ p6. Um
pequeno ombro é observado em 1760 cm™ o qual corresponde ao stretching C=0 da vibragéo
do PLGA. Em contraste, o espectro da amostra ITZ@PLGA-nano (também na relacdo 1:20)
(Fig. 4.12 (iii)) demonstrou uma completa auséncia das bandas caracteristicas de ITZ,
presentes no espectro da mistura fisica (Fig. 4.12 (ii)). Neste espectro foram observadas
bandas tipicas do polimero PLGA (Fig. 4.12 (iv)), com bandas bending do CH, e CH3 na
regido de 1300 — 1500 cm™. Na regido de 1000 — 1300 cm™ observa-se bandas referente ao
modo stretching do COC para o &cido glicolico e vibragdes CH3 provenientes do acido latico.
Este resultado indica que para a relacdo de peso 1:20 (ITZ:PLGA) ndo foi possivel, observar
por meio da técnica de FTIR os modos vibracionais do ITZ quando este € carregado pelas
nanoparticulas de PLGA. Os mesmos resultados foram obtidos para uma relacdo de

ITZ:PLGA menor (1:5).

SERS

A Fig. 4.13 mostra o espectro de Raman normal da amostra de ITZ p6 (i) e os
espectros SERS das nanoparticulas de PLGA puras (PLGA-nano) (ii), da mistura fisica de
ITZ com nanoparticula de PLGA (ITZ+PLGA-nano) (iii), das nanoparticulas de PLGA
carregadas com ITZ (ITZ@PLGA-nano) (iv). Para comparagéo, o espectro SERS da amostra
ITZ@PLGA-nano, sonicada por 5 minutos também é mostrado em (v). O processo de
sonicagdo tem como objetivo liberar as moléculas de ITZ do interior das nanoparticulas de
PLGA, através da quebra das mesmas. Com este processo, espera-se que uma vez livres, as

moléculas de ITZ possam interagir com o substrato de prata, gerando intensificacdo do sinal



77

Raman pelo efeito SERS. Em complemento, uma tentativa de se obter um espectro de Raman
normal da amostra de ITZ@PLGA-nano foi frustrada devido a presenca de uma forte

fluorescéncia, tornado impossivel obter um espectro Raman, mesmo de baixa qualidade.

O espectro Raman normal do ITZ pd, mostrado na Fig 4.13 (i), apresenta
caracteristicas tipicas dos espectros observados na literatura [80, 81]. Apesar da molécula de
ITZ exibir modos vibracionais altamente acoplados, pode-se grosseiramente afirmar que seu
espectro Raman é dominado pelas vibrac6es do anel triazol [80] (com picos em torno de 367,
810, 822, 1010, 1183, 1396, 1460 e 1517 cm™) e dos anéis fenil (com picos na regi&o de 400 -
1200 cm™ e em 1583 e 1613 cm™) [82]. Uma tentativa de atribuices para estas bandas é
mostrada na Tabela 4.4, a qual é consistente com trabalhos ja publicados na literatura [78, 80,

83].
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Figura 4.13: Espectro SERS da amostra ITZ p6 (i), nanoparticulas de PLGA (ii) mistura fisica de 1TZ
e nanoparticulas de PLGA (iii), nanoparticulas de PLGA carregadas com ITZ ap6s sonicagdo (iv)

nanoparticulas de PLGA carregadas com ITZ (v).
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Tabela 4.4: Posicdo dos modos vibracionais obtidos a partir da técnica SERS para o ITZ pd,
ITZ+PLGA-nano, ITZ@PLGA-nano e ITZ@PLGA-nano sonicada.

ITZ po ITZ+PLGA-  ITZ@PLGA- 'TZ?;‘%GA' Assinaturas
hano hano Sonicada

Raman SERS
367 330 330 ®(C-N)
404 412 404 412 B(C-C)
430 430 430 430 v(C-H)
460 B (CCC)
535 516 516 516 v(N-H)
600 559 557 T(Tri)
636 625 634 625 B(C-C)
662 662 663 667 B(C-C)
717 719 719 v(C-H)
756 756 755 0 (anel fenil)
783 B(CCC)
810 800 812 802 B(CNH)
822 820 v (C-H)
852 840 847 830 v(CNH)
902 904 904 v(C-H)
950 935 933 o(C-H)
1010 985 985 v(C-N)
1100 1110 B(C-H)
1142 v(C-ClI)
1183 1173 1173 v(N-N)
1242 B(C-H)
1365 1350 1357 1350 v(N-N)
1396 1383 1390 1383 v (C-N)
1460 1440 1441 1439 v (C-N)
1517 1512 v(C=N)
1551 1554
1583 1583 1585 1586 v(C=C)
1613 1613 1613 1613 v(C=C)
1696 1720 1720 1705 v(C=0)

v. modo stretching; g: bending no plano; y: bending fora do plano; @: modo wagging; &: modo

respiracado; z: modo twisting.
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O espectro SERS da amostra PLGA-nano, mostrado na Fig. 4.13 (ii), apresenta sinal
Raman fraco, com bandas largas centradas em 980, 1350 e 1600 cm™, muito similar ao
espectro obtido na referéncia [84], onde foram estudadas nanoparticulas de PLGA dopadas
com Ag e Au. Adicionalmente, nota-se que o espectro SERS da amostra ITZ+PLGA-nano
(Fig. 4.13 (iii)) é dominado pelos modos vibracionais do itraconazol, ndo mostrando

evidéncias apreciaveis da presenca das nanoparticulas de PLGA.

Uma cuidadosa comparacdo entre os espectros SERS do ITZ p6 e o da amostra de
ITZ+PLGA-nano, evidencia que os modos vibracionais do anel triazol (deste ultimo) sofrem
consideraveis deslocamentos para menores energias (redshift) (ver bandas em 367/330 (w(C-
N)), 535/516 (y(N-H)), 600/559 (z(Tri)), 810/800 (B(CNH)), 852/840 (y(CNH)), 1010/985
(v(C-N)), 1183/1173 (v(N-N)), 1365/1350 (v(N-N), 1396/1383 (v(C-N)) e 1460/1440 (v(C-N))
cm™). Por sua vez, verifica-se também que as bandas associadas ao grupo fenil (430 (y(C-H)),
662 B(C-C), 717 y(C-H), 902 y(C-H), 1583 v(C=C) e 1613 v(C=C) cm™) permanecem com
suas energias vibracionais inalteradas em relagdo ao ITZ p6. Além do mais, observa-se que as
bandas em 460 (B(CCC)), 783 (B(CCC)), 1100 (B(C-H)), 1142 (v(C-Cl)), 1242 (B(C-H)), 1517
(v(C=N)) e 1551 cm™ estdo ausentes no espectro SERS da mistura fisica. Note que, com
excecdo dos modos v(C=N) e v(C-Cl)) os demais modos ausentes, assim como 0s modos
vibracionais que permanecem com as mesmas energias sdo atribuidos ao grupo fenil. Note
ainda que os modos ausentes estdo associados com vibragdes no plano enquanto os modos
energeticamente inalterados sdo modos vibracionais fora do plano. Este comportamento pode
ser explicado levando-se em conta as regras de selecdo de superficie as quais sugerem que
quando uma molécula estd adsorvida horizontalmente a superficie do metal, os modos
vibracionais fora do plano serdo intensificados quando comparados com seus modos
vibracionais no plano e vice versa quando esta molécula estd adsorvida perpendicularmente a

superficie [54].



81

Por outro lado, os deslocamentos para menores energias observados para 0s modos
vibracionais associados ao anel triazol, podem ser explicados considerando a interacdo do
nitrogénio heterociclico da molécula de ITZ com o substrato de prata. Como resultado desta
interacdo, ha uma delocalizacdo do elétron em torno da ligacdo C=N, formando a ligacdo
C-N-Ag, com modo vibracional em torno de 245 cm™ [85] (ver Fig. 4.13). Como
consequéncia, ha um aumento do comprimento da ligacdo C=N, levando ao decréscimo das
energias vibracionais observadas para o grupo triazol, ao desaparecimento do pico em 1517
cm™ (C=N) e ao alargamento dos picos em 1383 e 1440 cm™, ambos associados as vibracdes

da ligagéo C-N.

As mudancas espectrais descritas acima sugerem que as moléculas de ITZ presentes na
mistura fisica (ITZ+PLGA-nano) estdo adsorvidas na superficie do filme de prata
nanoestruturado por meio do anel triazol, o qual estaria orientado perpendicularmente a
superficie do filme. Além disso, devido & geometria da molécula é verificado que os anéis
fenil (localizados no centro da molécula de ITZ) estdo preferencialmente orientados
paralelamente a superficie do filme de prata. Um esquema do arranjo espacial proposto para a

adsorcédo do ITZ é mostrado na Fig. 4.14.

Ci

Ci

Figura 4.14: Esquema do arranjo espacial proposto para a adsor¢do do I1TZ sobre a superficie de

prata.
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A Fig 4.13 (iv) mostra o espectro SERS da amostra de ITZ carregada pelas
nanoparticulas de PLGA (ITZ@PLGA-nano). Verifica-se que este espectro apresenta
caracteristicas muito diferentes daquelas observadas para a amostra de ITZ+PLGA-nano (Fig.
4.13 (ii)). A diferenca mais evidente € a presenca de duas estruturas largas em torno de 1350
e 1600 cm™, as quais podem estar associadas ao sinal Raman das nanoparticulas de PLGA.
Contudo, é possivel observar que sobrepostos a estas bandas estdo presentes os modos
vibracionais do triazol e do fenil, com frequéncias muito proximas as observadas no 1TZ po.
Outra importante diferenca é a presenca do pico em 1512 cm™, atribuido a ligacdo C=N e a
auséncia dos picos em 904 e 1173 cm™, atribuidos aos modos vibracionais y(C-H) e v(N-N),
os quais foram fortemente intensificados na amostra de mistura fisica em virtude da adsor¢éo
da molécula de ITZ com a superficie de prata. Devido a estas evidéncias, é possivel constatar
que o efeito estérico provocado pelo carregamento do ITZ pelas NPs de PLGA impede a
adsorcdo do ITZ com a superficie de prata. Contudo a presenca dos modos vibracionais do
ITZ no espectro SERS evidencia, que mesmo nao havendo adsor¢do quimica, o efeito SERS
ocorre em virtude do mecanismo eletromagnético. Este resultado é corroborado pelos os
dados de FTIR mostrados na Fig. 4.12 (iii), onde ndo foi verificada a presenca dos modos

vibracionais do ITZ.

Finalmente, uma comparagdo entre os espectros SERS da amostra de 1ZT+PLGA-
nano (Fig. 4.13 (iii)) com a amostra de 1IZT@PLGA-nano sonicada por 5 min (Fig. 4.13 (v)),
mostra que ambos 0s espectros apresentam as mesmas caracteristicas. Ou seja, praticamente
com as mesmas energias vibracionais, as mesmas intensidades relativas, bem como as
mesmas larguras de linhas. E verificado somente um decréscimo na relagdo sinal/ruido.
Provavelmente relacionado com a diminuigdo do teor de RIF disponivel para adsor¢do na

superficie do filme de prata. Este comportamento, mostra claramente que a discusséo
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realizada anteriormente a respeito da amostra de mistura fisica de ITZ com nanoparticulas de
PLGA-nano pode ser aplicada para a amostra de ITZ@PLGA-nano sonicada por 5 minutos.
Em outras palavras, pode-se concluir que o processo de sonicacdo quebrou as nanoparticulas
de PLGA, liberando as moléculas de itraconazol para serem adsorvidas na superficie do filme

de prata.

4.3.3 Conclusbes

Este estudo reporta 0 uso bem sucedido do espalhamento Raman intensificado por
superficie (SERS) no estudo do carregamento de moléculas de Itraconazol (ITZ) em
nanoparticula de PLGA (ITZ@PLGA-nano). Para comparacgdo, o espectro Raman normal do
ITZ p6 assim como o espectro SERS da mistura fisica de 1TZ com nanoparticula de PLGA
(ITZ+PLGA-nano) foram também investigados. Os dados SERS mostraram que,
diferentemente do observado para a mistura fisica de ITZ com nanoparticulas de PLGA, as
energias vibracionais do ITZ carregadas pelas nanoparticulas de PLGA sdo iguais as
encontradas para o ITZ p6. Estes resultados evidenciam que ha adsorcdo das moléculas de
ITZ a superficie do filme de prata para o caso do ITZ na mistura fisica, e que esta adsor¢édo é
suprimida pelo impedimento estérico provocado pelo PLGA, para o caso da amostra
ITZ@PLGA. Com base nas alteracBes espectrais encontradas entre as moléculas de ITZ na
mistura fisica e o ITZ p6 foi possivel propor um arranjo espacial esquematico para 0 processo

de adsorcdo do ITZ a superficie do filme de prata.
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Capitulo 5

5.1. Conclusdes Gerais

Este trabalho teve como objetivo principal utilizar a técnica SERS, na caracterizacdo
de complexos magnéticos e poliméricos nanoestruturados destinados a vetores de drogas. Para
isso foram utilizados substratos SERS ativos, obtidos por eletrodeposicdo de ions prata. Estes
substratos foram utilizados para estudar a adsorcdo de moléculas de Rifampicina (RIF) e
SELOL a superficie de nanoparticulas magnéticas a base de 6xido de ferro e do farmaco

Itraconazol (ITZ) carregado em nanoparticulas de PLGA.

Do estudo das moléculas de RIF adsorvidas a superficie de nanoparticulas magnéticas
(NPMs), verificou-se que NPMs recobertas com uma bicamada de Acido Laurico (AL)
podem ser preparadas e utilizadas com sucesso no carreamento do farmaco Rifampicina. Com

base nos resultados SERS, foi proposto que o ancoramento da RIF a superficie das NPMs
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ocorre por meio da ligacdo do grupo carboxilato proveniente da bicamada de AL com o

nitrogénio piperazina adjacente ao nitrogénio imina da RIF.

Adicionalmente, foi também estudado o efeito da luz branca nas propriedades fisico-
quimicas da RIF livre e ap0s sua adsor¢do a superficie de NPMs. Verificou-se que o espectro
SERS da RIF livre, antes da exposi¢do a luz branca, apresenta um modo v(C=N) em 1623
cm™, o qual indica a ndo existéncia de interacio entre este grupo e o substrato de prata. Como
resultado deste comportamento, foi também verificada a presenca de modos vibracionais
totalmente simétricos ( Ay, em 1586 cm™) e de modos vibracionais proibidos (B, & Bz, em
1435 e 1509 cm™, respectivamente). Consideraveis alteracdes espectrais foram observadas
apos a exposicdo a luz branca. Neste caso, observou-se o quase desaparecimento do modo
com simetria Ayq € a intensificagdo dos modos com simetria By, € By, . Este comportamento
sugere que a exposicdo a luz leva a uma redugdo na simetria do anel naftohidroguinona, o
qual distorce a ligacdo C=N, explicando assim, tanto o decréscimo da intensidade como o
alargamento do pico em 1623 cm™. Verificou-se ainda que ndo ha alteracdes significativas no
espectro SERS do sistema onde a molécula de RIF estd adsorvida a superficie da NP. Este
resultado sugere que, quando adsorvida a superficie da NPMs, as moleculas de RIF sdo menos

susceptiveis a degradacdo quimica do que a molécula livre.

No segundo caso foi estudada a adsorcdo da molécula de SELOL a superficie de
NPMs, assim como a estabilidade desta adsor¢do quando este sistema é submetido a
aquecimento por campo magnético alternado. Esta condicdo foi criada com o objetivo de
simular o tratamento por magnetohipertemia. Comparando os espectros SERS das amostras
FMS (antes do aquecimento) e FMSD (apds aguecimento) com o espectro Raman normal do
Selol puro, foi possivel sugerir que as moléculas de Selol se ancoram a superficie da NPMs
por meio da interacdo do grupo OOSeO da molécula de Selol com o terminal do grupo

carboxilato proveniente da bicamada de AL. Esta interacdo induz uma delocalizagdo do
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elétron em torno da ligacdo Se=0, resultando em SeO’, o qual se liga ao terminal do grupo
carboxilato procedente da bicamada de AL. Adicionalmente, estimou-se que cerca de 50% do
das moléculas inicialmente adsorvidas a superficie das nanoparticulas magnéticas
permaneceram ancoradas apds a amostra FMS ser submetida a aquecimento por um campo

magnético alternado.

Por ultimo, o carregamento do farmaco Itraconazol por nanoparticulas de PLGA
(ITZ@PLGA-nano) foi investigado com sucesso pela técnica SERS. Os dados Raman
referentes as amostras de ITZ pé e ITZ@PLGA-nano revelaram que as energias vibracionais
s30 iguais em ambos 0s casos. Somando-se a este fato, a presenca do pico em 1512 cm™
(v(C=N)) evidencia que, quando carregada pelas NPMs de PLGA, a molécula de 1TZ ndo se
adsorve a superficie do filme de prata em virtude do impedimento estérico provocado pelo
PLGA. Por outro lado, as mudancgas espectrais observadas entre o espectro Raman do ITZ p6
e espectro SERS da amostra ITZ+PLGA-nano estdo associadas com a adsor¢do do ITZ a
superficie do filme de prata nanoestruturado por meio da interacdo do nitrogénio heterociclico
da molécula de ITZ com os atomos de Ag do substrato. Esta conclusdo é suportada pela
supressdo do pico 1512 cm™, referente ao modo vibracional da ligacdo C=N e pelos
deslocamentos para menores energias dos modos vibracionais provenientes do anel triazol.
Além do mais, a constatacdo de que os modos vibracionais fora do plano, associados ao grupo
fenil, assim como a auséncia de modos vibracionais no plano do mesmo grupo molecular
sugerem que os anéis fenil estdo preferencialmente orientados paralelamente a superficie do
filme de prata. Como consequéncia foi proposto um arranjo espacial esquematico para o

processo de adsorcao.
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5.2. Perspectivas Futuras.

- Estudar pela técnica SERS a eficacia dos sistemas FMBL/RIF, FMBL/Selol e ITZ@PLGA-

nano no tratamento de infec¢des fungicas e cancer em sistemas in vitro e in vivo.

- Estudar pela técnica SERS sistemas nanoestruturados baseados em nanoparticulas metalicas

e de nanoemulsoes.
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