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RESUMO

O estudo de novos farmacos e a otimizagdo dos processos de biodistibuigéo, tem sido
alvo de diversos estudos em nanobiotecnologia, com essa abordagem o presente trabalho tem
como principal objetivo interligar o sistema microscépio, advindo de polimeros naturais e de
berberina, que formaram microesferas, com nanoparticulas de ouro obtidas a partir da
metodologia modificada de Turchevich. No sistema de nanoparticulas de ouro foi associado
antibidtico citostatico doxorrubicina, sendo esta associacdo realizada por duas metodologias:
associacao eletrostatica junto as cargas de ions citrato na superficie da particula de ouro; ou
por acoplamento EDC/NHS do farmaco a superficie modificada das nanoparticulas de ouro
pelo THPAL. Os sistemas micro e nanoestruturados foram avaliados frente a caracteristicas
fisico-quimicos tais como: distribuicdo de tamanho, potencial zeta, analises térmicas, analises
espectroscopicas de absorcdo na regido Uv-vis, infravermelho com transformada de Fourie e
andlises de estrutura morfoldgica utilizando microscopia eletrénica de transmisséo e varredura.

Os resultados obtidos com ambos 0s sistemas micro e nanoestruturado isoladamente e
associados mostraram que 0s sistemas mistos obtidos sdo promissores para o0 carreamento de
farmacos. As microesferas apresentaram didmetro médio de 0,65 mm quando secas e
entumescidas de 0,85 mm, com pardmetros fisico-quimicos medidos (0,25 + 0,05) fragdo de
agua retida, (30,15 +10,6%) percentual de hidratacdo, (24,55+5,3%) inchaco e 1,25 + 0,05
difusdo. As analises térmicas dos sistemas mistos contendo ou ndo AuNPs mostraram ter
transicdo vitrea no geral até a temperatura de 80°C e que h& uma diferenca entre os sistemas
que contem AuNP quanto a perda de massa (TGA).

Palavras-chaves: microesferas beads; alginato; quitosana; berberina; nanoparticulas de ouro,
doxorrubicina, THPAL e EDC/NHS.



ABSTRACT

The study of new drugs and the optimization of biodistribution processes, has been the
subject of several studies in nanobiotechnology, with this approach the present work aims to
link the microscope system, arising from natural polymers and berberine, which formed
microspheres with gold nanoparticles obtained from Tuchevich methodology. In the gold
nanoparticles system has been associated antineoplastic antibiotic, doxorubicin citrate
particles and particles coupled to THPAL and covalently linked to doxorubicin. Were
preparation of the systems evaluated the physicochemical and morphological parameters, such
as, size, zeta potential, simultaneous differential thermal and thermogravimetric, electronic
absorption spectra in the UV-vis region, FTIR transform infrared Fourier electronic
microscopy scanning and transmission.

The results obtained with both micro- and nanostructured systems and associated alone
showed that the obtained mixed systems are promising for the carrying of drugs. The
microspheres had an average size of 0.65 mm and 0.85mm, with measured physical and
chemical parameters (0.25 + 0.05) retained water fraction (30.15 + 10.6%) hydration
percentage (24.55 + 5.3%) swelling and 1.25 + 0.05 diffusion. The thermal analysis of mixed
systems with or without AUNPs shown to have glass transition in general until the temperature
of 80°C and that there is a difference between the systems containing AuNP as the weight loss
(TGA).

Key words: beads microspheres; alginate; chitosan; berberine; gold nanoparticles, citrate,
doxorubicin, THPAL and EDC / NHS.
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1 INTRODUCAO
1.1.  Nanotecnologia

A nanotecnologia como atividade cientifica atua no desenvolvimento de materiais e
substancias com precisdo de atomo a atomo (QUINA, 2004). “Nanotecnologia ¢ o estudo,
design, criacdo, sintese, manipulacdo e aplicacdo de materiais funcionais, dispositivos e
sistemas através do controle da matéria em nivel nanométrico (1-100 nanémetros), isto €, em
nivel atbmico e molecular, e a exploracdo de novos fenbmenos e propriedades da matéria
nesta escala” (AZEVEDO, 2005). Hoje, estdo amplamente difundidos no mercado diversos
produtos nanotecnoldgicos, tais como: sistemas inteligentes com nanochips, tintas com
nanoparticulas metélicas, flitros solares, ligas metalicas e embalagens biodegradaveis.
Laboratorios farmacéuticos tém realizado extensas pesquisas para a obtencdo de micro e
nanoparticulas, a fim de gerar melhoramentos nas caracteristicas e propriedades fisico-
quimicas de seus produtos (SCENIHR, 2005; TOMELLINI, 2006).

Os materiais nanoestruturados tém sido cada vez mais relevantes em diferentes areas
de ciéncia e tecnologia, onde construir e controlar propriedades desses materiais sdo de
interesse em nivel atdmico e molecular para o desenvolvimento de novas aplicacfes (NALWA,
2002). As bases da nanociéncia e nanotecnologia foram inicialmente divulgadas pelo fisico
americano Richard Feynman em 1959 em uma palestra com o titulo “There is Plenty of Room
at the Bottom”. Nesta conferéncia, Richard Feynman introduziu a discussdo tematica com
possibilidades de miniaturizacdo da matéria e possibilidades de obter materiais, com
manipulacdo atdmica.

A nanociéncia e a nanotecnologia se utilizam de conceitos para obtencdo de sistemas
nanoestruturados: top-down (de cima para baixo) e bottom-up (baixo para cima) (PAULINO
SILVA, 2014). No processo top-down ocorre pela miniaturizagdo do material e da estrutura

em escala microscopica para a escala nanoscopica. Na obtencéo bottom-up a construcdo das
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estruturas de nanomateriais ocorre a partir de &tomos e moléculas na forma unitaria, com um
controle tridimensional a fim de obter sistema complexos, nessa abordagem se utilizam
espécies quimicas organicas e inorganicas para que sirvam de blocos de construcdo das
nanoestruturas.

Neste sentido, nanoparticulas ganharam destaque como blocos de construcéo sintéticos
ideais em estruturacdes tipo bottom-up, utilizando-se de diversas estratégias moleculares para
se obter a referida nanoestrutura, em particular algumas vantagens dessa abordagem devem
proporcionar as nanoparticulas e nanomateriais: tamanho uniforme, forma definida,
possibilidade de acoplamento de ligantes (NALWA,2002).

Devido ao fato das nanoparticulas serem muito pequenas e termodinamicamente
instaveis, torna-se necessario estabiliza-las mediante a adicdo de reagentes protetores. A
estabilizacdo eletrostatica ocorre através de espécies carregadas, como cations e anions, que
se adsorvem a superficie das nanoparticulas, uma outra forma ocorre através do uso de grupos
volumosos. Além disso, a escolha adequada do material de protecdo também pode fornecer
uma barreira para neutralizar a atracdo entre as nanoparticulas, devido a interacdo das forcas
de van der Waals (FONSECA, 2005), evitando que as mesmas se aglomerem.

Potenciais aplicacdes na concepc¢ao e desenvolvimento de dispositivos em nanoescala,
como nano-sensores para aplicacdes biomédicas, demostram a importancia de se caracterizar
a superficie de nanoparticulas, com a finalidade de se estabelecer um padrdo para construcdo
de nanomateriais com drogas e ativos de interesse a saude, em nanobiotecnologia.

A interacdo da biotecnologia e da nanotecnologia tem levado ao desenvolvimento de
nanomateriais que misturam sistemas biologicos de reconhecimento como: proteinas
enzimaticas em nanoparticulas, a depender das propriedades eletronicas e Gticas esses

sistemas, podem ser otimizados pelo processo de funcionalizagcdo de nanoparticulas processo
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pelo qual se altera a superficie a fim de se promover melhorias nas propriedades fisico-

quimicas das nanoparticulas, a depender da aplicabilidade (NGHIEM et al, 2010).

1.2- Microencapsulacdo em sistemas nanoestruturados.

Nos ultimos anos a tecnologia de microencapsulacéo tem sido extensivamente aplicada
a entrega de farmacos. Particulas poliméricas biodegradaveis tém recebido grande atengéo
como potenciais veiculos de distribuicdo de drogas, devido a sua elevada aplicabilidade em
campos terapéuticos e farmacéuticos, tais com: anti-inflamatério (BAYOMI, 2004),
antibidticos (PANDEY, 2003) antitumoral (SHARMA, 1996), proteinas (NUJEN, 2001) e
vitaminas (SHI, 2002).

Ao se utilizar a tecnologia de microencapsulacdo, muitos beneficios podem ser
encontrados em relacdo a administracbes de farmacos via oral. Este processo melhorara a
estabilidade dos ativos diante as caracteristicas fisico-quimicas do sistema bioldgico
fornecendo uma barreira fisica para proteger os medicamentos que sdo susceptiveis a
degradacédo frente a fatores, tais como: a acidez, alcalinidade, evaporacéo, calor, oxidacdo, luz
ou humidade elevada (SZETO et al., 2002). Na literatura existem poucos relatos sobre a
utilizacdo da berberina em sistemas de liberacdo de drogas; um exemplo, é descrito por
PANDEY et al.,, 2003, ao encapsular este composto em microparticulas de hidroxi-
propilmetil-celulose com posterior revestimento utilizando-se o poliacrilato Eudragit E100
como uma estratégia de mascaramento do sabor amargo da droga (SUNG, 2006).

A microencapsulacdo aumenta a eficiéncia terapéutica de drogas e minimiza danos ao
organismo, quando se vincula liberacdo controlada e desempenho terapéutico. As drogas ou
compostos microencapsulados superam as desvantagens da entrega da droga em rota
convencional, incluindo baixa biodisponibilidade e compatibilidade, baixa absorcéo e meia-

vida (REBECCA et al., 2012). Em termos moleculares, diversos eventos decorrentes do uso
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continuo da droga s@o atenuados em virtude do aumento da biodisponibilidade e da
diminuicdo da ndo-direcionalidade aos receptores celulares por parte das drogas, que nao
participam efetivamente do conjunto de sinalizacdo no sitio de acdo (KANG et al., 2002).

Os métodos de preparos de microencapsulacdo podem ser separados em: quimicos e
fisico-quimicos. No processo de microencapsulacdo quimica por polimerizacédo interfacial
ocorre a formacdo de um polimero na interface entre duas fases liquidas (SINGH et al., 2005)

A parede de uma microcapsula é formada sobre a superficie de uma gota ou particula
pela reacdo de um monémero multi-funcional (alta reatividade) que € dissolvido no liquido
de forma que ocorram nuclea¢6es com a mistura dispersa. Com quantidade suficiente para
formacdo em uma fase aquosa, envolve-se a partir no meio reacional um agente de dispersao
como uma amina, entdo, a reacdo de polimerizacdo se processa cineticamente rapida a
temperatura ambiente, fazendo com que se forme uma fina parede de microcapsulas
(REBECCA et al., 2012; ROCHA et al., 2010; SHIMODA, 2001).

No processo fisico-quimico, a coacervacao (separacdo de fases) foi inicialmente
introduzido por Bungenberg de Jong e Kruyt em 1929. Foi definido como parcial
dessolvatacdo de uma solucdo de polimeros. Nessa técnica a coacervagdo comeca por adicdo
de acido ou sal (alteracdo do pH), em um material ndo-solvente para a dispersdo, com a
temperatura alterada gradativamente na emulsdo, resultando na precipitacdo de uma parede
polimérica com revestimento em torno de nucleadores de coordenagdo quimica, a fim de
aumentar a dureza do revestimento das microcapsulas podem ser adicionado a solugdo
polimérica agentes reticuladores, como: cloreto de célcio (ATCHE, 2000; CHOI et al., 2009;
SHAMSA, 1999).

Um sistema de entrega controlada de droga deve idealmente ser constituido por
materiais poliméricos ndo toxicos, biodegradaveis e biocompativeis (PANDEY, 2003).

Microesferas sdo um exemplo de tais sistemas que tém despertado bastante interesse da parte
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académica, por serem também utilizadas para a liberacdo prolongada de principios ativos
empregados na area farmacéutica, médica e da agricultura (HEJAZI, 2003).

Ao avaliarmos este sistema de liberacdo, nos deparamos com 0s processos de eroséo,
degradacéo e hidratacdo. Considerando-se inicialmente que a droga esteja homogeneamente
misturada com o polimero no sistema de microencapsulacdo, dessa forma, a erosdo e a
degradacdo da parede polimérica pode diminuir na razdo da distancia entre as moléculas de
droga na superficie das microesferas. Isso resulta na liberacdo do farmaco por acédo do sistema
enzimatico ou de degradacdo quimica presentes no meio bioldgico (BANSODE et al., 2010).

Outro processo relevante reside na hidratacdo, que é geralmente mais rapida do que a
erosdo e a degradacdo da matriz polimérica das microesferas, devido as forcas
intermoleculares induzidas que aumentam a difusdo e consequentemente a pressao interna do
material aprisionado, ocasionando a liberacdo da droga por meio dos micro-poros formados
na superficie das microcapsulas (JYOTHI, 2010). A matriz polimérica comeca a ser corroida
e degradada, mas as moléculas da droga encapsulados ainda se mantem no interior das
microcapsulas até que seja fissionada a matriz polimérica (ROCHA et al., 2010).

Diversos sdo os polimeros estudados para servirem de matrizes poliméricas para 0s
sistemas nanoestruturados. Esses polimeros podem ser retirados de produtos naturais de
origem organica a exemplo polissacarideos como quitosana, celulose, poliaminoacidos
(CRUZ et al., 2011).

Para determinacdo do tipo de sistema de liberacdo € indispensavel avaliar os
parametros da biodegradacdo, biocompatibilidade, compatibilidade fisico — quimica em
relacdo ao farmaco e a via de administragcdo. Assim identificar os possiveis efeitos da resposta
imunoldgica, toxica e apos administrada deve-se ainda avaliar todo processo famacocinético

desde o metabolismo até a eliminacdo (GOODMAN & GILMAN 2004).
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Biopolimeros como o alginato e a quitosana tém sido o alvo de estudos que
investigavam as propriedades fisico-quimicas para utilizacdo no encapsulamento de células,
carreamento de farmacos e hidrogéis (LAWRIE, 2007), por serem de facil degradacéo
hidrolitica e enzimatica, biocompativeis e nao toxicos.

Um dos fatores que permitiram o desenvolvimento de biomateriais usando alginato e
quitosana reside na possibilidade desses materiais formarem complexos polieletréliticos por
ligacGes i0nicas, mas ainda pela interacdo entre 0s grupos organicos carboxilicos do alginato

e amina da quitosana, formando uma matriz tridimensional conhecida como gel reticulado.

1.3 Alginato de Sadio
O alginato de sodio € um polimero natural, biocompativel, biodegradavel e hidrofilico,
também tem sido muito utilizado como material nas formulacdes para a entrega de droga,

devido ao bioadesivamento, gelificacdo e pH tamponado (JUANG, 2002).

,
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Figura 1: Formula estrutural simplificada de alginato de sédio.

O alginato de sddio pode formar hidrogéis com cations polivalentes, tais como: Ca?*,
Ba?* ou Fe®* (TIABOONCHAI, 2003). Normalmente, microcapsulas ou microesferas séo
obtidas com alginato por gotejamento diretamente a solucéo de alginato de sodio em solucéo

aquosa de CaCl, (RAFFIN et al., 2003). J. Quan, et al 2013, desenvolveu microcapsulas de
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alginato de sodio para a administracdo oral de horménios e comparou a eficacia da
microencapsulacdo com outros sistemas poliméricos atestando uma maior taxa de
encapsulacdo em relacdo a outros polimeros (GOTOH; MATSUSHIMA; KIKUCHI, 2004).
Em funcdo de propriedades de excitacdo eletrbnica do alginato, estudos com gama-
cintilografia foram realizados para determinar a localizacdo de microesferas no corpo de
roedores (ratos), e apos a administracdo oral no ensaio monitorado detectou-se a presenca de
microesferas marcadas no limen intestinal 4.0 horas apds a administracdo oral (JYOTHI,
2010).

O alginato é um polissacarideo composto de biopolimeros de blocos aniénicos ligados
ao acido glicurénico (L). Os sais de alginato mostram elevada afinidade para os ions metalicos
mas, devido a sua tendéncia reativa em agua podem apresentar diminuicao da forca mecanica

(ATCHE et al., 2000; GASEROD, 1998).

1.4 Quitosana

A quitosana € um polissacarideo composto principalmente, de poli (1-4)-2-amino-2-
desoxi-d-glicopiranose, com a sintese organica pode ser produzido por meio de desacetilacédo
da quitina, que é amplamente difundida entre os invertebrados marinhos e terrestres e em
formas inferiores do reino vegetal (GOTOH; MATSUSHIMA; KIKUCHI, 2004). A quitosana
tem excelente reatividade natural para ions metalicos, devido as presencas de hidroxilas (OH")

e dos ions amino (NH2) (MODRZEJEWSKA, 1997). Esses grupos dirigentes servem como

locais de coordenacdo ou de reacdo quimica em carbonos de Markonikov (ATCHE et al.,
2000). A quitosana como reagente tem propriedades Uteis para a sintese, por ser policatidnica
além das propriedades ndo-toxicas. (FUKUDA, 1999; KAMINNSKI, 1997; GASEROD,

1998).
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A quitosana tem uma boa capacidade de interacdo molecular, no entanto, devido as
modificacdes de interacdo de propriedades mecanicas fisico-quimicas fracas se torna pouco
reativo em meio acido. Além de alterar a configuracdo eletronica, modificacGes fisicas
permitem a expansdo da rede porosa devido a formacdo de gel, o que eventualmente diminui
a cristalinidade da estrutura. As modificagdes quimicas também podem aumentar a expressao
das propriedades quimicas, evitando a dissolucdo da quitosana em acidos fortes e melhorando
a sua resisténcia mecanica. Algumas das modificacdes quimicas incluir a ligacdo cruzada
utilizando um agente de ligacdo oxidante, promovendo a formacdo de um novo grupo
funcional acetilado (JUNG, 2002; SUN, 2006). A reticulacdo quimica pode alterar a natureza
cristalina da quitosana e aumentar a resisténcia de quitosano contra 0 meio acido, alcalino e
diminuindo a acdo de agentes eletrofilicos fortes (CHATTERJJE, 2005).

A QS é um polimero que contém um grupo amino, o qual é soltvel em agua, carregado
positivamente, e pouco soluvel em meio levemente acido (pH 6), a QS exibe mucoadesividade
excelente em meio &cido, devido a ionizacdo dos grupos amino (BAYOMI, 2004).

Pelo fato de ser um polimero natural, biodegradavel, extremamente abundante e
atdxico, a QS tem sido proposta como um material atrativo para aplicacbes em: engenharia,
biotecnologia e medicina. As indicacdes mais comuns sdo sua funcionalidade como meio
complexante de ions metalicos (JUNG, 2002) para a formacdo de coberturas com acgdo
antifungica e bactericida (PITTA-ALVAREZ, 2008) ou como material indispensavel para a
producdo de matrizes de liberacdo controlada de droga (SARMENTO, 2007).

Por ser muco adesivo, QS aumenta o tempo de permanéncia da droga no local de
absorcdo reduzindo a metade o tempo de eliminacdo da droga, e melhorando assim a
biodisponibilidade da mesma (TIABOONCHAI, 2003). A QS é considerada um material
seguro para o transporte de drogas cationicas que circulam barreiras biologicas do meio acido,

por isso, pode fazer parte da composicdo de matrizes poliméricas para sistemas de entrega
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controlada eventualmente microencapsuladas que necessitam permear um meio saturado de
cation hidrogenidnico (NO et al., 2002). Por ser um material promissor para a administracdo
oral, quando as drogas em sistemas convencionais sdo consideradas de baixa
biodisponibilidade, absorcdo ou quando sofrem significativa diminui¢cdo da concentragédo
devido ao efeito metabdlico de primeira passagem, a QS atenua esses fatores, que quando
somatizados provocam aumento da toxicidade por doses elevadas. A adequacgdo de matrizes
poliméricas com QS pode minimizar a degradacdo da droga in vivo, aumentar a oferta
farmacoldgica e reduzir os efeitos adversos decorrentes de elevadas doses (SRIAMORWSAK
et al., 2008).

Ainda com relacdo a muco adesdo pertinente a QS, cujo interesse cientifico reside em
projetar formulacBes planejadas para sistemas de libertacdo controlada, em parte deriva da
condicdo quimica desse polimero. A hidrofolicidade, por exemplo, que potencializa a
capacidade de aderéncia durante o processo de formacdo da QS, advém da amina primaria e
dos grupos funcionais hidroxila que aumentam as formacdes de ligacdes de hidrogénio com
OH e COOH (NGAH, 2006), além da cadeia linear da molécula que exibe flexibilidade e
confere a superficie caracteristicas energéticas de moderada intensidade, fazendo que a
conformacdo de QS dependa somente da forca ibnica o meio reacional. Esses fatores
determinam as atividades de mucoadesdo (SHIMODA et al., 2001)

Estudos realizados por La Torre e colaboradores mostraram que microesferas de QS
em ensaios farmacoldgicos mantiveram a faixa terapéutica de Amoxicilina tornado-se um dos
sistemas de entrega de drogas especificas do estdmago. Embora perfis de libertacdo
satisfatorios tenham sido obtidos para farmacos hidrofobicos ou macromoléculas em
microesferas (CHANG, 2004; CHATTERJJE, 2005; NGAH, 2006), 0 mesmo nado ocorre para
a libertacdo controlada de antibi6ticos hidrofilicos incluindo tetraciclina (CHANG, 2004) e

ampicilina (JYOTHI et al., 2010) no suco gastrico (pH 1,0), de fato ocorre uma diminuicao a
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biodisponibilidade do material encapsulado (RAFFIN, et al., 2003; SUN, 2006). Com a
ionizacdo de grande quantidade de grupos amino, uma matriz de QS se torna um excelente
meio higroscopico em ambiente acido (GUIBAL, 2008). Assim, a microesfera de QS €
altamente permeavel para drogas de baixa massa molar gerando por exemplo, no estdmago,
um perfil de liberacdo pouco eficiente. Diferentes métodos tém sido relatados para modificar
0 processo de liberacdo de antibioticos hidrofilicos, incluindo alta densidade quimica cross-
linking, reacetilacéo de quitosano (GUIBAL, 2008; SUN, 2006) e revestimento (SHIMODA,
et al., 2001). No entanto, todos estes métodos reduziriam em alta escala a cadeia polimérica,
a afinidade droga-receptor, bem como a quantidade de grupos amino que resultaria na perda
de mucoadesividade (SARMENTO, 2007). E sabido que os pré-requisitos para uma boa
mucoadesividade foram alta flexibilidade de cadeia principal do polimero e preservagao de
grupos funcionais polares (NGAH, 2006). A QS comercializada ¢ derivada somente do
exoesqueleto de crustaceos, como camardo, lagosta e caranguejo, por causa da grande
quantidade disponivel desse material como residuo do processamento de alimentos marinhos.

O grupo amino presente na estrutura quimica da quitosana ¢ o sitio ativo responsavel
pelas propriedades de reatividade pelos ions metélicos e compostos organicos (FUKUDA
1999, GUIBAL, 2008 e YAMURA et al., 2008).

A fim de aumentar o tempo de biodisponibilidade de alguns farmacos se desenvolvem
sistemas em microescalas (granulos, lipo e microesferas). A cobertura das microesferas pode
ser ligada, também a drogas ou outros agentes de tratamento, como radioisétopos (RANG,
2007) e elementos fotosensibilizadores (RAFFIN et al., 2003).

Para a obtencao de um sistema com especificidade, busca-se construir uma plataforma
de liberacdo de drogas contendo grupos quimicos que conduzam o composto ao sitio de acéo
especifico, alem de ser um sistema de elevada capacidade de protecdo de ataques do sistema

fagocitario e quimico de barreira. Por isso, em alcaloides, a estratégia de cobertura pode ser
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uma alternativa viavel para transportar moléculas de massa molar elevada e de potencial
dielétrico alto uma vez que, o transporte de drogas estd sujeito a ionizacdo por interacdes
eletrostaticas decorrentes da aproximacdo de grupos quimicos eletrofilicos que alteram as

cargas das drogas (SOUSA et al., 2008; SUN, 2006).

OH OH
OH O NH,
0O 0 O
o O
OH NH> oy OH NH%O
CHj

Figura 2: Formula estrutural simplificada de amino quitosana.

1.5 Nanoparticulas de Ouro (AuNP)

As nanoparticulas metélicas possuem propriedades distintas dos materiais a escala
macroscopica, 0 que as torna elementos relevantes para diversas aplicages, em particular em
(bio)sensores (por ex. Opticos e eletroquimicos), electrocatlise e no desenvolvimento de
dispositivos electronicos (DANIEL, 2004). Quando ouro so6lido, em tamanhos muito
diminutos (por volta de um bilhionésio do metro), estdo dispersos em meio liquido, sdo
chamados de nanoparticulas de ouro ou ouro coloidal (AuNPs). Estes materiais sdo estaveis
e apresentam aspectos interessantes, como de propriedades magnéticas, oOticas e eletronicas
todas relacionadas com seu formato e tamanho e afinidade com cadeias carbonicas ligadas
a diferentes radicais, a aplicagdo na biomedicina e catalise também sdo marcantes (WEBER,
2012). Os métodos quimicos sdo utilizados para a obtengdo do ouro nanoparticulado, pois

permitem a formacé&o de particulas menos dispersas e de tamanho controlado. Essa reacgéo foi,
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inicialmente, observada por Faraday em 1857 e envolve a reducdo de um sal de metal na

presenca de um agente estabilizante (SHARMAA; PARKA; SRINIVASARAOA, 2009).

A utilizacdo de nanomateriais vem do tempo da alquimia, atraves da obtencdo e
utilizacdo de ouro e metais precisos coloidais para modificacdo da cor de vidros utilizados em
calices e, em vitrais de catedrais medievais (FREESTONE et al., 2007). A figura 3 tem-se a
taca de Licurgo, constituida de sais de ouro. O efeito de dptico de variagdo de cor apresenta
relacdo com o tamannho das particulas ouro na estrutura, que ao ser irradiada com fétons pode

excitar elétrons em niveis quanticos nos estados tripleto e singleto.

Figura 3: Taca de Licurgo (KILLICK,1996).

A partir do momento que surgiu 0 microscopio eletrdnico de transmissao, J. Turkevich
e colaboradores (TURKEVICH,1951) pesquisaram uma variedade de métodos para a sintese
de nanoparticulas metalicas, seguidos por G. Frens, (FRENS, 1973) que desenvolveu métodos
para controlar o diametro das nanoparticulas de ouro mediado pela concentracéo do citrato.
Dentre estes métodos encontra-se o de Turkevich modificado que foi aplicado na realizagdo
do produto apresentado. Este método consiste na reducdo de ions AuCls™ por citrato em meio
aquoso. Essencialmente, sendo um processo apresentado como uma mistura de ouro e citrato,

em meio aquoso, sob aquecimento e agitagdo. Mas, alguns detalhes no preparo tornam se
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importantes ja que influenciam na distribuicdo do tamanho das nanoparticulas. S&o estes 0s
detalhes: a velocidade de agitacdo, a temperatura, a razao entre 0 ouro e o citrato e a ordem

de agitacao dos reagentes.

O citrato além de promover a reducdo também atua como um estabilizante por meio
da repulséo eletrostatica (KIMLING et al., 2006). A presenca de uma espécie que se adsorve
na superficie das AUNPs (que pode ser o proprio redutor, surfactantes, tidis, polimeros) em
solucdo, permite estabilizar e funcionalizar as Nps formadas; a sua agdo exerce um papel
importante no controle da agregacao, do tamanho, da forma e da orientacdo cristalografica
superficial das Nps (FERREIRA, 2011). As reagdes (figura 4) sdo apresentadas as equacdes

de reducdo do HAuCIs em ouro metalico.

HAuCly (qq) = AuClyq) + H(g)* + Cl(aq)”

AuCl;(s) + 2e~ - AuCl(aq) + 2Cl(aq)™

3AuCl(aq) - 2Au(s)® + AuCl;(aq)

2AuCl;(aq) + 6e~ - 2Au(s)? + 6Cl(g)~

Figura 4: Equacdes de reducao do HAuCls a ouro metalico.

Segundo Turkevich et al. (1951), o citrato age como um agente de complexacéo de
ions Au*, formando uma macromolécula polimérica. Ocorrendo a oxidagéo do citrato de sddio
em dicarboxil-acetona, com liberacdo de didxido de carbono, cation hidrogénio e elétrons,
nessas circunstancias os fons de Au* sdo reduzidos a Au °, na figura 05 tem-se um esquema
dessa reagcdo quimica com o citrato reagente atuando como organizando da nucleagéo e

facilitando o choque randdémico entre atomos de ouro. Ao passo que 0s atomos de ouro se
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unem, a proximidade do citrato e da dicarboxil-acetona mais ions sdo formados mono e

trivalente para o &tomo de ouro.

PH,CO0 CH,CO0
HO—CCOO H* |CO R . CO, 26
E S
etapa 1
CH,COO CH,COO
|CH2COO' (|3H2COO'
2AuCl; + 3 HO—CCOO — » 2Au® + 3 |CO 6CI° + 3H* + 3C0,
CH,COO CH,COO" otapa 2

Figura 5: Equacdo de reducdo do HAUCIs por ions citrato: nanoparticulas de ouro

(TURKEVICH,1951).

Outro método sintético que foi desenvolvido por Brust e colaboradores somou-se ao
elenco dos trabalhos que alavancaram o desenvolvimento dos estudos experimentais das
nanoparticulas de ouro, por permitir a obtencdo de nanoparticulas com um tamanho reduzido
e uma estreita distribuicdo de tamanhos.Tal método foi inspirado na sintese de Faraday,
utilizando NaBHs como agente redutor e alcanotidis de cadeia longa como agentes

passivantes em um meio bifésico de tolueno e dgua (BRUST,1994).

As AuNPs apresentam propriedades 6ticas e eletrénicas destacaveis tornando-as de
grande importancia em aplicacdes (SPERLING,2008), podem constituir diferentes materiais,
como quantum dots, por apresentar inércia elevada as AuNPs sdo consideradas de menor
toxicidade. Estudos revelam que o tamanho do ouro nanoparticulado interfere na cor da
solucdo, pois quando o diametro esta em torno de 20 nm, a cor que caracteriza a amostra é

vermelho rubi e com o aumento do tamanho a colorac¢do da suspenséao passa pelo roxo e azul.

Em 1908, o fisico alemdo Gustav Mie desenvolveu um elegante conjunto de

equacOes para descrever a interacdo de ondas eletromagnéticas com uma particula metélica
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esferica (Mie et al., 1908). Esta interacdo da luz com as particulas pode ser explicada através
dos plasmons que estdo na superficie das particulas. Plasmons sdo oscilacfes coletivas de
elétrons livres, isto é, pacotes de energia que flutuam sobre a superficie de um metal, neste
caso 0 ouro, e interferem em propriedades eletrénicas e opticas (figura 6). Baseado em tais
informacGes e na relacdo destas com dispersdo de radiacdo eletromagnética por particulas
esféricas (Teoria de Mie) o ouro nanoparticulado sofre absorcédo em torno de 520 nm se suas
particulas estiverem em torno de 20 nm de didmetro. Mas, para que isto ocorra, as
nanoparticulas de ouro ndo podem possuir qualquer tipo de interacdo entre si. Sendo assim,
como ja supracitado, existe a necessidade de uma camada de modificacao superficial eficiente
que impeca a agregacao e estabilize a particula eletrostaticamente. Caso contrario, a particula

agregard e uma nova banda a 650 nm sera exibida na espectroscopia UV-Vis.

4

A m

Figura 6: Frequéncia de plasmon e dependéncia da corx tamanho das particulas

(TOMA,2010).

A superficie destas nanoparticulas de ouro € uma espécie de plataforma altamente
funcional quando se refere a conjugacdo de moléculas organicas como os tiolatos, 0s
ditiolatos, as aminas entre outros. Estas moléculas conjugadoras séo responsaveis pela estavel
dispersdo das moléculas em meios aquosos e organicos. Ja existem muitos estudos que
apresentam as nanoparticulas de ouro modificadas superficialmente com mercapto derivados
(JINLONG;,2007).

Um elevado numero de biomoléculas tem sido conjugadas a nanoparticulas, como

por exemplo AuNPs unidas a oligonucleotideos a fim de estruturar a complementariedade de


http://pt.wikipedia.org/wiki/Dispers%C3%A3o
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pares de bases do DNA. A partir dai poder-se-ia fabricar biossensores para detectar anomalias
celulares, doengas congénitas e alteracdes e disfuncdes nucleares.

Pesquisas utilizam conjugacdes de biomoléculas e nanoestruturas por meio das
técnicas de adsorgdo eletrostatica, ligacdo covalente e até microencapsulacdes aos sistemas
poliméricos. (ROSI et al., 2006). AuNPs podem ser biofuncionalizadas a partir de interagédo
quimica na superficie, com reagentes tidis proveniente do aminoacido cisteina (AUBIN, 2005).
Uma outra abordagem é utilizar nanoparticulas de ouro como carreadores de drogas Neste
contexto as drogas podem ser associadas por atracdo eletrostatica (TOMA,2010) ou ligadas
covalentemente a superficie da nanoparticula (VIGDERMAN,2003).

Na figura 7 é apresentado um esquema ilustrativo de Conde e colaboradores
(CONDE et al., 2014). Dentre as potencialidades de nanomateriais cabe destacar as aplicacdes
médicas desde o imageamento até o diagndstico, passando pela liberacdo controlada de
farmacos (BARRETO et al., 2011). A partir de processos de funcionalizacdo quimica é possivel
ligar na superficie das AuNPs radicais organicos, aminoacidos e proteinas, em decorréncia da
interacdo covalente e iGnica que esse metal exibe diante aos ligantes aniénicos e catiénicos. No
esquema a seguir tem-se algumas das possiveis funcionalizacdes ja realizadas na superficie das

AUNPs.
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Figura 7: Esquema ilustrativo das ligacGes a superficie da AuNP (iénica e covalente).Conde

et al. (permisséo de uso concedida)

1.6- Farmacos

1.6.1-Berberina

O composto berberina BS Figura 8, é um alcaldide de Hydrastis canadensis L., erva
chinesa Huanglian, massa molar 320,55 g/mol e férmula molecular C20H1803N amplamente

usada na medicina tradicional oriental, principalmente a chinesa, como um antimicrobiano no

tratamento da disenteria e diarreia infecciosa (JUNG et al., 2008). Seus derivados

tetrahidroberberina e 8-oxoberberina apresentam efeitos cardiovasculares com efeito

inotropico positivo, cronotropico negativo e anti-arritmico, além de propriedades

vasodilatadoras (KIM, 2009). A BS por classificagdo taxondmica botanica € um alcaloide

isoquinolinico, amplamente distribuida em plantas medicinais, encontradas também no
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cultivar natural do cerrado (FUKUDA, 1999), tais como: Coptis chinensis (coptidis rhizoma)
e Baical solidéu Raiz (Radix scutellariae), que contém uma grande quantidade de BS e

protoberberinas (CHOI et al., 2008).
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Figura 8: Formula estrutural da berberina

Fonte: Chemspider I1D: 633.65-8. http://www.chemspider.com

E encontrada majoritariamente nas raizes, rizomas, e casca do caule de uma série de
importantes espécies de plantas medicinais, incluindo Berberis vulgaris (barberry), Hydrastis
canadenses (hidraste) (Ranunculaceae), Coptis chinensis (Coptis ou goldenthread)
(Ranunculaceae), Arcangelisia flava (Menispermaceae), B. aquifolium (Oregon uva) e B.
aristata (acafréo arvore).

Desde o século passado, BS tem sido amplamente investigada e foi estudada por
apresentar grande variedade de atividades farmacoldgicas em aplicacGes biomédicas tais
como: agdo antimicrobiana, antihelmintica, anti-inflamatéria e anti-oxidantes (FUKUDA,
1999 e JUNG et al., 2008). A Berberina (Berberis vulgaris L. familia Berberidaceae) tem
origem na Asia e na Europa, € uma planta bem conhecida pela medicina tradicional. Os frutos

foram utilizados também como aditivo alimentar pela coloracdo vermelha intensa. A planta é
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um arbusto, 1-3 m de altura, espinhoso, com madeira amarela, flores amarelas pendentes
sucedidas por frutas vermelhas oblongos (SHAMSA, 1999).

As partes do B. vulgaris, incluindo a raiz, casca, folhas e frutos tém sido utilizadas
na medicina popular por um longo tempo no Ird e em outros paises. Na pesquisa farmacoldgica,
existem muitos estudos que atestam efeitos terapéuticos a partir de alcal6ides isoquinolinicos
do género Berberis.

Berberina pode aumentar a liberacdo de mucina, agindo diretamente em células
secretoras de mucina das vias respiratorias, sugerindo ao agente para um estudo mais
aprofundado para a possivel utilizacdo como expectorante suave durante o tratamento de

doencas das vias respiratorias cronicas (LEE, 2003).

1. .2-Doxorrubicina

O cloridrato de doxorrubicina (DOX) é um antibidtico antineoplasico do grupo das
antraciclinas, isolado a partir de meio de culturas fungicas de Streptomyces peucetus var
caesius, relatado como de uso em oncologia humana (THORN et al., 2011). A DOX apresenta
um anel de antraciclina na estrutura quimica, que se intercala entre os pares de nucleotideos
da dupla fita de DNA nas fases de transcricdo e replicacdo, produzindo radicais livres
redutores que pela reatividade, lesionam a membrana celular, o DNA e o RNA. Por apresentar
seletividade por receptores muscarinicos, tipo M2, encontrados nos atrios cardiacos podem
induzir miocardites, dai a importancia do controle de dose e ou ajuste.

A DOX, cuja formula quimica é C27H30CINO11 e possui massa molar 579,95 g/mol
tem sua principal acdo citotoxica mediada por um efeito na topoisomerase 11, enzima do grupo
do tipo DNA girase, cuja atividade é bem intensa na divisdo celular. Durante a replica¢éo da
hélice do DNA, ocorre rotacGes reversiveis em torno da forquilha de replicacdo a fim de evitar

que o novo filamento fique segregado em fibra mitética (RANG & DALE, 2007). A enzima
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que é responsavel pelo evento de recolher a molécula de DNA é topoisomerase 11, a DOX fica
distribuida no DNA, e seu efeito é basicamente estabilizar o complexo ligante DNA-

topoisomerase 11 apos a divisdo dos filamentos, cessando e inibindo a fase de sintese do RNA.
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Figura 9. Férmula estrutural simplificada de Cloridrato de Doxrrubicina
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2.0 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Elaborar um sistema sinérgico contendo o farmaco berberina em matriz polimérica
mista na forma de microesferas e associar nanoparticulas de ouro contendo doxorrubicina,

para aplicacGes em nanobiotecnologia.

2.2 Objetivos especificos

v Obter microesferas poliméricas mistas de alginato recoberta com quitosana
com berberina.

v Avaliar caracteristicas fisico-quimicas e morfolégicas das microesferas

poliméricas mistas.

v Sintetizar Nanoparticulas de ouro pelo método de Turkevich com alteracbes
associando a doxorrubicina por interacdo eletrostatica e covalente.

v Funcionalizar a superficie das nanoparticulas de ouro.

v Caracterizar o sistema microestruturados e nanoestruturado frente aos aspectos

espectroscopicos, térmicos, de tamanho e de morfologia.
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3.0 MATERIAIS E METODOS

3.1 Equipamentos

A seguir a listagem de equipamentos utilizados na execucao da pesquisa:

. Agitador de tubos vortex, marca Logen Scientfic ®, modelo LSM56-111 e marca IKA

® modelo labdance:

. Balanca analitica marca Marte ® modelo AY 220;
. Capela de fluxo laminar unidirecional marca Veco ® modelos CFLV 09 e CFLV 12;
. Centrifuga de bancada para microtubos marca Hettich Lab technology ® modelo Mikro

200R e centrifuga de bancada para microtubos marca Eppendorf ® modelo MiniSpin;

. Chapa de agitacdo e aquecimento marca Logen Scientific ® modelo LS61- 220;

. Dispersador de alto desempenho Ultraturrax, marca IKA ® modelos T25, equipado

com elementos de dispersdo S25N-25F ou S25N-18G;

. Dispersador de alto desempenho Ultraturrax, marca IKA ® modelo T10, equipado

com o elemento de dispersdo S10N-5G;

. Espectrofotdmetro de fluorescéncia marca Hitachi High- Technologies Corporation®

modelo F-7000.

. Espectrofotdmetro Infravermelho com transformada de Furier marca Shimadzu ©

modelo IRPrestige -21;

. Espectrofotdmetro para microplacas marca Spectramax ® modelo M2;
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Espectrofotdmetro UV-vis marca Hitachi Hight-Technologies Coporation ®, modelo

U-3900H;
. Estufa Incubadora de CO2 marca Thermo Scientific ®, modelo 8000 WJ;
. Medidor de tamanho e potencial zeta, Zetasizer Nano ZS Series, marca Malvem

Instruments Limited ®

. Micropipetas automaticas com escalas variaveis de 2-20 pL, 20-200 pl e 100-1000 L,

marca Kasvi ®, modelo Ecopipette;

Microscopio Eletronica de Varredura FEI QUANTA 250 A®;

o Microscpio Eletronico de Transmissdo, marca JEOL; modelo JEM 1011;

Metalizador, marca LEICA, modelo EM SCD 500;

Aparelho instrumental para medida simultanea da analise térmica diferencial (DTA) e

termogravimétrica (TGA, marca Shimadzu ®, modelo DTG-60A ;

o Aparelho para analise de calorimetria exploratoria diferencial (DSC) marca Shimadzu

® modelo DSC-60A.

3.2 Reagentes

Utilizou-se dos reagentes abaixo listados para a producdo, montagem, caracterizagdo
e de outras analises das AuNPs e dos sistemas. Os materiais inicialmente propostos e
utilizados para o desenvolvimento deste projeto, foram utilizados sem prévia purificacéo,

exceto quando indicados:
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Berberina (BS MM 320,54 g/mol de Sigma Chem.Co.);

Alginato de sodio (MM: 584,44 g/mol Merck);

e Quitosana (Sigma Chem. Aldrich);

e Cloreto de calcio (MM: 116,44 g/mol, Vetec Quimica Fina®) ;

e HAUCI4.3H20 (dindmica, P.A.);

e Citrato de sodio (Sigma Aldrich),

e Acido tiogicolico (Merck),

e Acido acético (C2H402, M.M 60.04 g mol™* Dinamica, P.A.)

e Doxorubicina (Sigma);

e EDC (1-etil-3-[3-dimetilaminopropil]carbodiimida) (Sigma);

e NHS (N-hidroxisuccinimida) (Sigma),

e Goma gelana (Quimica fina®).

e Acido cloridrico 32% P.A., HCI, MM 36,45, teor entre 31 a 33%, 1,15kg/L, marca
Vetec Quimica Fina ®;

e Alcool etilico P.A ACS, C:HsO, MM 46,06 g/mol, dosagem minima 95,0%;

densidade 0,81 g/mL, marca Vetec Quimica Fina ®.

3.3 Solucoes

Todas as solugdes listadas a seguir foram preparadas a partir de diluicdes de solucdes

estoques:

e Solucéo aquosa de HAuCl4.3H20 0,1% em massa;

e Citrato de sodio 1% ; Acido tiogicélico (TGA) 5 m mol. L™;
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Berberina (BS) [1,2 mmol.L}]. Concentragdo calculada através da absortividade

molar. Foram realizadas diluicbes em A&gua sucessivas vezes para formar as

concentracdes de 107 até 10 mol.L* para construgdo da curva de calibracio.

e Doxorubicina (DOX) [880p mol.L™*] em metanol. Concentragéo calculada através da

absortividade molar.

e Solugio aquosa estoque de 0,3 mol. L de EDC

e Solucéo estoque aquosa de 1,7 mol.L™t de NHS

e Solugdes aquosas de alcool polivinilico (PVA) nas concentracdes m/v de 7% e 10%;

Solucéo de acido acético (C2HsO 7% Dinamica);

Tris (hidroximetil)fosfina)+D/L-alanina (THPAL) foi sintetizado seguindo a
metodologia descrita (Int J Green Nanotechnol Biomed. 2009 Jan 1; 1(1): B53-
B59.d0i:10.1080/19430850902983848). A solucéo de tri(hidroximetil)phospina (4mmol)
em agua ¢ adicionada a uma solucdo aquosa de 12mmol de D-Alanina. Esta solucédo é
deixada em atmosfera inerte de N2 por 1 hora, sendo o solvente removido a vacuo e lavado
com metanol e seco. O produto obtido foi utilizado em concentracao estoque de 1,4mM

em agua.

A seguir, em ordem crescente de complexidade, nomeou-se 0s materiais de partida

(solucdes) e suas combinacdes em sistemas 1 a 10, conforme apresentado na tabela a seguir.
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Tabela 1: Sistema em ordem crescente e/ou solucdes ou microesferas.

Sistema 1 Solucéo aquosa de Berberina (BS)

Sistema 2 Solugéo aquosa de Doxorubicina (DOX)

Sistema 3 Solucdo nanoparticula de ouro e citrato (AuNPcit)

Sistema 4 Solugdo nanoparticula de ouro e citrato e doxorubicina
(AuNPcit+DOX)

Sistema 5 Solucdo nanoparticula de ouro modificada acoplada com EDC/NHS
(AuNP+EDC/NHS)

Sistema 6 Solucdo nanoparticula de ouro modificada acoplada com EDC/NHS

doxorubicina (AuNP+EDC/NHS+DOX)

Sistema 7 Microesfera (bead) de alginato e quitosana (bead vazia)

Sistema 8 Microesfera (bead) de alginato e quitosana e berberina (bead BS)

Sistema 9 Microesfera (bead) de alginato e quitosana e berberina (bead BS)+
(AUNPCcit+DOX)

Sistema 10 Microesfera (bead) de alginato e quitosana e berberina (bead BS) +

(AUNP+EDC/NHS+DOX)
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3.3.1 Preparo das solugdes estoques para o preparo dos sistemas 1 e 2.

Inicialmente foi preparado a solucdo estoque de berberina com 50 ml de agua
ultrapura, 0,038 g de BS sendo a concentracdo obtida de 1,2 m mol/l por meio da relacéo e

equacéo a seguir:

A = g x b x C (Lambert-Beer); onde A ¢é absorbancia da amostra (344 nm); ¢ é 0

coeficiente de extingdo molar (4.209 M cm™); b caminho 6tico e C a concentrag&o.

O procedimento para o preparo da solugdo de Doxorubicina & ¢ (12,500 M cm™) em

metanol a 480nm sendo estoque de 1,4mM.

3.3.2 Preparo das nanoparticulas de ouro (AunPcit) dos sistemas 3 e 4.

As AuNPs foram obtidas utilizando o método proposto por Turkevitch e cols. (1951),
porém com algumas alteracdes. Inicialmente foi pipetado um volume de 1000uL de solugédo
aquosa de HAuUCI4.3H20 0,2% em 25 ml de agua ultrapura e transferido para um bequer.
Posteriormente, sob aquecimento até aproximadamente 100°C e agitacdo constante foi
adicionado 300 pL de solucédo de Citrato de Sédio 1%. O sistema foi mantido em agitacéo e
aquecimento, sendo observadas alteracdes na coloracdo da solucdo até chegar a Vermelho
Rubi. Nesse momento, suspendeu-se a agitacdo e o aquecimento. O produto obtido foi uma
suspensdo coloidal de nanoparticulas de ouro (AuNP) preparadas com citrato. Estas
nanoparticulas sdo chamadas de AuNPcit. O sistema 4 foi obtido pela adicdo de 880mol/l de
solucgéo estoque de DOX, sendo esta agitada a temperatura ambiente por 40-60 minutos. Desta

forma a associac¢ao da doxorubicina com as nanoparticulas formadas.
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3.3.3. Producéao das Nanoparticulas de ouro

As nanoparticulas de ouro foram obtidas de maneira satisfatorias de acordo com o
estipulado pelo método de Turchevich (sistema 3-4). Além deste método foi utilizado uma
modificacdo na producédo das nanoparticulas utilizando outro agente redutor (THPAL) e agente
estabilizante (goma gelana). A partir desta nanoparticula modificada foi realizada o
acoplamento EDC/NHS para posterior ligacdo de doxorrubicina a esta nanoparticula. A figura

13 tem-se uma fase da producdo de AuNPs pela metodologia de Turkevich.

Figura 13: Preparo das nanoparticulas de ouro pelo método Turchevich.

Na preparacao de nanoparticulas de ouro, foi obtida uma solucdo coloidal vermelha

altamente estavel de nanoparticulas de ouro, sendo que, neste caso, a estabilidade desta
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suspensdo é devida a presenca de ions citrato que estdo adsorvidos as superficies das

nanoparticulas (SPERLING et al., 2008).

3.3.4 Preparo das nanoparticulas de ouro (AuNPmod) dos sistemas 5 e 6.

As AuNPs modificadas foram obtidas utilizando THPAL, como agente redutor e
adicionado goma gelana como estabilizante. A partir desta formulacdo foi realizada o
acoplamento EDC/NHS para posterior ligacdo da doxorrubicina. Inicialmente foi pipetado um
volume de 400uL de solugdo aquosa de HAuCl4.3H20 0,2% em 25 ml de agua ultrapura
contendo 0,029 de goma gelana e transferido para um béquer. Posteriormente, sob
aquecimento até aproximadamente 100°C e agitacdo constante foi adicionado 200 pL de
solucdo de [1,4mmol/lI] THPAL. O sistema foi mantido em agitacdo e aquecimento, sendo
observadas alteracdes na coloracdo da solucdo até chegar a Vermelho Rubi. Nesse momento,
suspendeu-se a agitacdo e o aquecimento. O produto obtido foi uma suspensao coloidal de
nanoparticulas de ouro modificada (AuNPmod). Esta solucdo foi deixada esfriar a temperatura
ambiente e a partir desta foi retirada uma aliquota de 5mL onde foi 10 pL de EDC [0,3M] e
10 pL de NHS [1,7M] . Esta solucdo foi nomeada de sistema 5. O sistema 6 foi preparado a

partir de 3,0mL da solucdo do sistema 5 adicionado 200 pL de solugcdo de DOX.
3.4 Preparo das Microesfera bead do sistema 7 e 8

O sistema 7 é constituido da formulacdo polimérica alginato e quitosana cujas
caracteristicas fisico quimicas mostraram-se ser mais estaveis. Assim, para composic¢ao do
sistema 8 utilizou-se a base de preparacdo do sistema 7 com a adi¢do do farmaco.
3.4.1 Preparo das Microesfera bead do sistema 9 e 10

A partir de microesfera (bead) secas do sistema 8 foram obtidas os sistemas 9 e 10 de

mesma maneira. Brevemente, em um eppendorf foi adicionado 2,0 mg de microestrutura do
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sistema 8 e adicionou 2,0mL da solucéo do sistema 4 obtendo-se assim o sistema 9. No caso

do sistema 10, de maneira similar adicionou-se 2,0 mL do sistema 6.

3.4.2 Reducéao da concentracéo de CaCl, (agente reticulante).

Utilizando um sistema de adicéo adaptado ao proposto por Ki-Seong e colaboradores
(KI-SEONG, 2003) em um béquer é adicionado a solucéo 1 e em outro a solucdo 2. A solugédo
2 ¢ colocado sob agitacdo magnética e com o auxilio de uma seringa contendo a solugdo 1 e
adicionada por gotejamento a solucéo 2 para a formacéao das Microesfera (bead) de alginato e
quitosana. A partir de tentativas de ser obter microesferas mais estaveis quanto a fase de
agregacao, coloracdo e forma foram realizadas modificacbes nas concentra¢es do agente
reticulante adicionado as solucdes de quitosana, a partir de 4 (quatro) preparacdes conforme

0 esquema a seguir:

Preparacao 01 Preparacao 02
1,80g CaCl, 0,90 g CaCl,

27 mL de agua
0,12 g Quitosana
0,3 ml HAc

Preparagao 03 Preparacao 04
0,45 g CaCl, 0,23 g CaCl,

A seguir é apresentado o preparo das microesferas por gotejamento, onde na Figura
11-A e B sdo mostrados as beads sendo preparadas. Ja na Figura 12 A e B sdo apresentadas

as microesferas quando secas e entumescidas.
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Figura 11: a) Gotejamento do gel de Alginato b) Beads no agitador magnético apds o

gotejamento.

Figura 12 a) Beads secas b) Beads entumescidas na preparacao 02.
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De acordo com os parametros estudados, a formulacdo que fornece uma caracteristica
mais adequada (estabilidade) foi utilizada a apresentada na Tabela 3. Esta foi a formulagéo
utilizada nos ensaios de caracterizacao.

O meétodo de preparo das Microesfera (bead) de alginato e quitosana e berberina foi
selecionado a partir da estabilidade das microesferas em solucéo de quitosana. A partir da
secagem das microesferas procedeu-se, com a determinacdo da quantidade, tamanho e
morfologia das microesferas (bead) de alginato e quitosana.

As Microesfera (bead) de alginato e quitosana foram analisadas inicialmente, logo,
ap0s a secagem para entdo proceder as analises a seguir:

a) Microesfera (bead) de alginato e quitosana: Imagem em camera fotografica sem a
folha milimetrada (utilizando métodos de analise como imageJ ou MATLAB®)
medindo os tamanhos com o auxilio de um paquimetro.

b) Microesfera (bead) de alginato e quitosana: atraves de microscopia eletrénica de

varredura (MEV).
3.5 Caracterizacgao dos sistemas

Em relacdo aos procedimentos de caracterizacao realizados nesse trabalho enfatizou-
se andlises espectroscopicas, calorimétricas de NPs, do conjunto de microesfera polimérico, a
partir da constituicdo quimica de cada componente. Foram feitas medidas de distribuicdes de
tamanho das amostras por meio da técnica de Espalhamento Dindmico da Luz. A
determinacdo da carga superficial das NPs foi efetuada com medidas do potencial zeta,
avaliacdo morfoldgica dos sistemas de matriz polimérica e de NPs, com a Microscopia

Eletrénica de Varredura (MEV/SEM, Scanning Electron Microscopy).
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3.5.1 Medidas Espectroscopicas
3.5.1.2 Espectroscopia FTIR

Espectros de infravermelho de berberina na forma livre, no sistema de microesfera e
na matriz polimérica pura foram realizados em modo transmissdo utilizando-se um
espectrofotdmetro FTIR (Fourier Transform Infrared), modelo IR Prestige 21, marca
Shimadzu®. Para leitura foram elaboradas pastilhas salinas de brometo de potassio (KBr,
Shimadzu ®, JPN) com massa media de 31,0 mg (10 microesferas ) preparadas com
aproximadamente 5.5% de analito, prensadas manualmente a 80,0 kN por 3,0 minutos. Os
espectros foram registrados utilizando-se 32 registros com resolugdo de 4,0 cm * na regi&o
compreendida entre 4000- 400 cm 1. Os dados foram tratados com o software IR Solution

1,50 ® e colocados na forma de grafico no programa GraphPad Prism 6.0.

3.5.1.3 Espectroscopia de Absorcado Molecular — Uv-vis

Espectros de absorc¢do eletronica dos sistemas em estudo foram obtidos valendo-se de
um espectrofotobmetro UV-vis (ultra-visivel) de duplo feixe, duplo monocromador, com
fotomultiplicador da marca Hitachi®, modelo 3900H. Para efeito de leitura das medidas
ajustou-se a fenda para passagem de luz 2,0 nm, cubetas de quartzo com caminho éptico de
1,0 cm e temperatura constante de 37,0 °C. Em principio, a linha de base era obtida para
posteriormente realizar as medidas de absorbancia por meio do modo de varredura dentro da
faixa espectral de 200,0 a 800,0 nm, com velocidade de escaneamento de 600 nm/min. Os
dados obtidos eram tratados com o software UV Solutions 3,0 ® e transferidos para o programa

GraphPad 6.0%.
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3.6 Analises Térmicas

3.6.1 Termogravimétrica/Diferencial Simultanea (TGA/DTA).

Para aquisicdo das curvas TGA/DTA, as amostras com massa entre 3,0 e 4,0 mg foram
medidas e colocadas em cadinho de platina. Os experimentos foram efetivados em sistema de
analise térmica e termogravimétrica Shimadzu DTG -60A, com condicdo de atmosfera
dinadmica de nitrogénio a 20,0 mL. mim™ e raz&o de aquecimento de 5°C. min, no intervalo
de temperatura de 35° C a 400,0°C. O equipamento de TGA/ DTA foi calibrado previamente
utilizando como padrdo oxalato de calcio monohidratado conforme norma ASTM 1582-93.
As curvas obtidas foram tratadas usando o software TA-60WS © e transferidas para o

programa de construgdo de graficos GraphPad 6.0°.

3.6.1.2 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC).

Na obtencdo do ensaio de DSC (Differential Scanning Calorimetry), amostras
contendo massas de 3 mg a 4 mg foram cautelosamente medidas e transferidas para um
cadinho de aluminio que foi posteriormente selado por meio de uma prensa. Os ensaios foram
realizados no equipamento da marca Shimadzu ® modelo DSC-60 A sob atmosfera dindmica
de nitrogénio a 20,0 mL. min " e razdo de aquecimento de 5,0 °C . mim %, no intervalo de
temperatura de 35,0 ©a 400,0 ° C. O equipamento DSC foi anteriormente calibrado com indio
metéalico (pureza superior a 99,98%; e temperatura de fusdo igual a 156,4°C). A caracterizacdo
dos eventos térmico dos sistemas foram identificados nas curvas obtidas que foram tratadas

utilizando o software TA-60WS e plotadas no programa GraphPad 6.0°.
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3.7 Tamanho, Potencial Zeta e indice de Polidispersao

Para realizar a caracterizacdo dos parametros de distribuicdo de tamanho, e potencial
zeta e indice de polidispersdo foi utilizado o equipamento Zetasizer Nano Series, marca
Malvern Instruments Limited, Nano ZS®. O equipamento possui fonte de luz (laser vermelho
de 5 mW, He-Ne, com comprimento de onda 630 nm) e as medidas foram realizadas com
detector posicionado em angulo fixo de 173° em relagdo ao angulo de incidéncia. Na
determinacdo do potencial zeta das AuNPs 1,0 mL da solucdo preparada para medida de
tamanho foi transferida para uma célula eletroforética e as medidas foram realizadas.
Adicionou-se as amostras em uma cubeta com eletrodos capazes de detectar a diferenca de
potencial na amostra. As medidas foram feitas com a adi¢do de 30l da solugdo em estudo em
1 mL de &gua ultrapura com a configuracdo do equipamento alterada para do modo size para
0 modo zeta. Mantendo-se temperatura em torno de 25° C e tratamento de dados com o

software Zetasizer 6.20%.

3.8 Analise Morfoldgica dos sistemas

Para realizacdo das imagens e medidas de Microscopia Eletrénica de Varredura
(MEV), utilizou-se as beads dos sistemas 7,8,9 e 10 anteriormente secas na estufa a 35 °C.
Apds 30 minutos as amostras, cerca de 1 mg de cada sistema, foram inseridas na superficie de
um suporte de aluminio (stubs) sob uma fita adesiva dupla —face, onde foram metalizadas em
atmosfera de argonio. Para tal procedimento utilizou-se um equipamento da marca Balzers®,
modelo SCD-050. As amostras foram estudadas e fotografadas em aumentos iniciados em 250
a35.000 vezes, com tensdo de aceleracdo de elétrons de 20,0 kV no modo deteccdo de elétrons
secundarios. Durante a aquisi¢do das imagens no equipamento do MEV, também foram
realizados registros nos espectros de energia dispersiva (EDS, Energy Dispersive

Spectroscopic).
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O tamanho das beads, foram mensurados a partir das imagens obtidas no microscopio
por meio do tratamento com o software ImageJ®, versdo 1.48r, fornecido e disponivel pelo
Instituto Nacional de Saude dos Estados Unidos (NIH, National Institutes of Health) no sitio

eletrénico http://imagej.nih.gov/ij/. Usando escala fornecida pela resolucao da imagem pode-

se estimar a rea das particulas no estado solido, e obter a média da distribuigdo do tamanho.

A metodologia proposta nesta dissertacdo foi baseada na revisdo de artigos da
literatura acerca do mesmo assunto, com a proposta de construcao de sistema misto contendo
polimeros naturais (macro-estrutura“Bead”) contendo particulas metalicas de ouro

(nanoestrutra) associadas a berberina e doxorubicina.

De maneira a obter o sistema misto com as caracteristicas desejadas para uma futura
analise in vitro foram realizadas diferentes abordagens metodoldgicas, tanto na obtencao da
macro-estrutura quanto da nanoestrutura e suas associa¢fes ao farmaco escolhido.

Em detrimento a ndo estabilidade das microesferas nas preparacdes 1, 3 e 4, 0s
parametros fisico-quimicos ndo foram analisados tais como: a fracdo da agua retida (Wf),
percentual de hidratacdo (%DS), inchaco (DSW) e Difusdo (Dm). No entanto, para a
preparacdo 02 os ensaios anteriormente citados foram determinados e apos a anéalise destes
parametros foi selecionada a formulacdo para os ensaios de caracterizacdo de morfologia e

posterior associacao aos sistemas 4 e 6.


http://imagej.nih.gov/ij/
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3.8.1 Analise morfologica através de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) das

Microesfera bead dos sistemas 7-10

Para realizar o ensaio das medidas de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV),
cerca de 5,0 (cinco) mg de microesferas desidratadas foram transferidas para o interior de um
dessecador a temperatura ambiente e pressao reduzida por 24 horas. Optou-se por nao realizar
qualquer tipo de fixacao quimica adicional. Apds a desidratagdo, a lamina foi fixada com fita
adesiva condutora dupla-face sobre o suporte de cobre (estube). Devido a baixa condutividade
elétrica da matriz polimérica, uma fina camada de ouro foi depositada revestindo as amostras
por meio de um processo de metalizacdo em atmosfera de argonio e paladio.

Esse procedimento foi realizado utilizando um equipamento da marca Balzers®,
modelo SCD-050. As amostras foram examinadas e fotografadas nos aumentos entre 250 a
30.000 vezes, operado em tensao de aceleragao de 20,0 kV no modo de detecgao de elétrons
secundarios. No sistema FEI QUANTA 250 foram utilizados entre 250 a 30.000 vezes,
operado em tensao de aceleracao de 20,0 kV no modo de detecgdo de elétrons secundarios.
Para aquisicao das imagens dos sistemas 7,8, 9 e 10 utilizou-se dois detectores distintos o
EBSD (Electron BackScatter Diffraction) ou difragdo de elétrons retroespallhados e o ETD
(Everhart-Thornley Detector). As aquisis¢des foram feitas em ambos os detectores e as
configuragdes foram ajustadas no equipamento. Informagdes com relagdo ao tamanho
puderam ser extraidas das imagens obtidas através do tratamento delas com o software
Imagel®, versao 1.48r, fornecido gratuitamente pelo National Institutes of Health (NIH).
Usando a escala fornecida pelo microscépio junto as imagens pode-se estimar a area das
particulas em seu estado nao-solvatado (porém, metalizado) e obter uma média da distribuicao

de seu tamanho.
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3.9 Caracterizacao fisico-quimicas das microesferas (bead) poliméricas produzidas
Parametros fisico-quimicos como: a fracdo da agua retida (Wf), percentual de
hidratacdo (DS%), inchaco (DSW) e Difusdo (Dm) foram medidos e analisados para
preparacdo 2. As analises foram serdo executadas baseando-se na variacdo de massa ocorrida
durante o intumescimento microesfera (bead) poliméricas, as quais eram aferidas em balanca
analitica. Apos a coleta de todos os valores os mesmos eram plotados em planilha do Excel®

aplicadas as respectivas equacGes matematicas de cada parametro fisico-quimico, sendo:

wf="""9 0001 %DS = WF x 100 eq. 02

1

H=100x"" 6303 Dm= 2 eq.04
mx mx

Fonte: AOUANDA, MUNIZ e MATTOSSO, 2009.

Onde, “m” ¢ a massa do microesfera (bead) poliméricas e outros materiais intumescido e

“m*” ¢é a massa do microesfera (bead) polimérica seca formada da preparacéo 02.

3.9.1 Fracao de agua retida (Water fraction)

Para o ensaio da determinacdo da fracdo de agua retida (Wf), coletou-se 10%
aproximadamente 24 esferas transferiu-se para um béquer para o procedimento de secagem,
em uma estufa por 10 minutos a 140°C, pesou-se em balanca analitica. Em seguida as amostras
eram separadas com auxilio de uma pinca metélica e colocadas em superficie limpa e
numeradas de 1 até 24. Utilizou-se um paquimetro digital para mensuracdo do tamanho das
esferas, e em seguida todas foram colocadas na placa de pocos de 24 (vinte e quatro) unidades

com onde cada poco estava contido de 1 ml de agua ultrapura.
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3.9.1.2 Difuséo, Percentual de Hidratacao e Inchaco.

No experimento de quantificacdo de difusdo de agua nas esferas utilizou-se o valor
obtido da fracdo de agua retida (Wf) como sugerido na equacdo 02. Em seguida anotou-se 0s
valores obtidos (ver tabela 5). Para determinacdo do percentual de hidratacdo das esferas
obtidas na preparacéo 02, foram inseridos os valores das massas das microesferas na equacgéo
03. Em seguida todos os dados foram anotados e tabulados para analise (ver tabela 5) o ensaio
de determinacgdo do inchaco das esferas foi calculada com o quociente da relagdo das massas

da preparacéo apds todos os ensaios fisico-quimicos das microesferas poliméricas.

3.9.1.3 Analise do diametro médio e polidispersado por meio de Microscopia Eletrénica
de Transmissdo (MET) AuNPcit (sistema 3).

A microscopia eletronica de transmissdo (MET) foi utilizada para a determinacéo do
tamanho (diametro) e a polidispersdo das AuNPcit. As analises foram realizadas no
Laboratorio de Microscopia Eletrénica, da UnB, com o equipamento marca JEOL; modelo
JEM 1011 operado em 100 kV.

Para a preparacdo das amostras, foi retirada a aliquota de 4 pL da solugédo
nanoparticula de ouro e citrato a qual foi depositada em telas de cobre cobertas com pelicula
de Formvar®, anteriormente, a analise o material foi protegido da luz e posto a temperatura

ambiente por 24 horas para evaporagao completa do solvente.

3.10. Analise estatisticas e graficas.

Os dados foram analisados através do programa Prisma 6.0 para Windows. Algumas
medidas foram realizadas em triplicata e os dados matematicos apresentados com média
(desvio padrdo). Para auxilio ainda na construgdo de graficos foi utilizado o Excel®, versio

2013.
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4.0 Resultados e discussoes

4.1 Producéo das Microesfera polimérica bead

E bem descrito na literatura cientifica o processo de formagdo das microesferas
“beads” e este ¢ iniciado quando o de gel de alginato flui por meio de um dipositivo que seja
capaz de proporcionar aliquotas a fim de desencadear a reacao de polimerizacao na solugdo
de quitosana. A tensdo superficial entre o polimero e 4gua substituem a forca de tenséo da
superficie entre o polimero e o dispositivo de gotejamento, quando a goticula cai na solucéo
de quitosana, dando por conseguinte, a formacdo da microesfera formada através de
interagdes hidrofobicas-hidrofilicas. Como a microesfera passa a interface hidrofébica-
hidrofilico, estas sdo estabilizadas pela interacdo com os ions de calcio bivalentes.

A seguir, sdo apresentados os resultados obtidos de quatro preparacGes avaliadas neste
trabalho. Na Tabela 2 é apresentada, a composi¢édo das solucbes poliméricas, a quantidade de
microesferas, bem com os tamanhos médios quando intumescidas e secas, obtidos das
preparacdes de 1 a 4. A tabela 3 refere-se a preparacdo que se mostrou mais eficiente nas

propriedades desejadas, com o agente reticulante (CaCl,) na concentracéo 0,3 mol.L™,
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Tabela 2. Avaliacdo do tamanho de microesferas de quitosano com berberina (1,2 mol. L)

em diferentes concentracdes de agente reticulante.

0,40 mL [BS] 27 mL H20 Intumescidas
0,94
19 mL H20 1,8 g CaCl;
) . Secas
0,36 g alginato 0,12 g quitosana 212
0,74
0,3 mL HAc
0,40 mL [BS] 27 mL H20 Intumescidas
19 mL H20 0,9 g CaCl; 0,84
0,36 g alginato | 0,12 g quitosana 198 Secas
0,3 mL HAc 0,64
0,40 mL [BS] 27 mL H20 Intumescidas
19 mL H20 0,45 g CaCl2 0,90
0,36 g alginato | 0,129 quitosana 210
0,3 mL HAc Secas
0,68
0,40 mL [BS] 27 mL H20 Intumescidas
19 mL H20 0,22 g CaCl> 1,46
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0,369 alginato 0,12 g quitosana 214 secas

0,30 mL HAc 0,92

Tabela 3. Preparacéo, soluc@es, diametro médio e quantidade de microesferas produzidas

0,4 mL a 1,2 mmol/Il -27 mL Esferas
BS. H.O secas 0,64
+0,11
-19 mL H20 -0,90¢
2 198
CaCl,
-0,36 g ALG

-0,12 g QS Esferas

intumescida
- 0,30 mL

s 0,84+ 0,12
HAC

A alteracdo proposta a partir da concentragdo do agente reticulante, possibilitou
estabilidade quanto ao tamanho, entumescimento e morfologia que apds a secagem foram
avaliados. A partir da apreciacdo de parametros fisico quimicos e de caracteristicas das beads
obtidas ap6s o preparo, se elegeu a preparacao 2 da tabela acima como ideal para a combinagdo

com as AuNPs. Uma vez que a producdo realizada nessa preparacdo possibilitou microesferas
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de formato regular e tamanho em escala nano, com baixa porosidade e agregacdo. Apds o
procedimento de secagem a temperatura ambiente as microesferas formadas nas preparacdes
3 e 4, ainda se apresentavam turgidas com agua e mesmo apos o tempo de 24 horas de
secagem, ndo foi possivel obté-las secas.

Ao contrario do que ocorreu nas preparacdes 1 e 2 que apds 12 h ja se encontravam
secas com a aparéncia cristalina (figura 12 a) secas). As microesferas formadas na preparacao
1 foram medidas com o paquimetro universal e os valores estdo listados na tabela 02 e em
funcéo do tamanho se aproximar de 1 mm, quando intumescidas optou-se nesse trabalho por

um menor diametro que foi obtido na preparacdo 02.

Tabela 4. Diametro médio das microesferas da preparacdo 02, secas e entumescidas.

Secas (mm) Entumescidas (mm)

0,66+0,09 0,85 0,10

A teoria do entumescimento foi desenvolvida por Flory e Rehner e colaboradores em
1943, e consideraram que o fenbmeno de entumescimento é regido basicamente por trés
parametros: i) a variacdo pela relacdo solvente-polimero; ii) a variacdo conformacional
causada pela reducdo no nimero de conformacGes das cadeias, em consequéncia de seu
estiramento e iii) a entalpia de mistura do solvente e polimero (FLORY, 1943). Assim, 0
intumescimento de um dado polimero € dependente do grau de interacdo entre as moléculas
de solvente e do polimero, que pode ser relacionado com o parametro de interacéo
solvente/polimero em funcdo da massa da matriz polimérica. Em relacdo aos parametros de
fracdo de &gua retidas, percentual de hidratacéo, inchago e difusdo estes foram analisados para

24 beads, calculou-se a média e os valores seguem apresentados na tabela 5.
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Tabela 5. Parametros fisico-quimicos das amostras microesferas beads na preparacdo 2

(fracdo da agua retida (wf), percentual de hidratacdo (%Ds), inchaco (%Dsw) e Difusao (Dm).

Wi %Ds Dsw Dm

0,25+0,05 30,15+10,60% 24,55+5,30% | 1,25+0,05

A difusdo (Dm) é dependente da quantidade e ainda composi¢do quimica da matriz
polimérica, como quitosana e alginato apresentam relaxamento de cadeia quando em meio
aquoso, a forca mecénica das paredes nas beads diminuem, fato que também tem decorre da
hidrofilicidade da rede polimérica, permitindo rompimento e permeabilidade de fluidos
polares. Dessa forma é posto concluir que ocorreu absor¢do de agua, com aumento médio de
volume total da microesfera entumescida de 1,25 vezes em relacdo a microesfera seca.

A fracdo de agua retida (Wf) tem relacdo com a porosidade das microesferas. A reagdo
de formacdo dessas estruturas é estabelecida quando o gel de alginato interage com a solugdo
de quitosana e agente reticualnte (CaClz). Nessas condicGes e sob agitacdo a microesfera é
formada por enovelamento e interacdes covalentes dos polimeros em meio aquoso, acredita-
se que pela agitagdo e quantidade dos reagentes utilizados existam regides com diferentes
quantidades de matéria, possibilitando a formacdo de espacos que ndo puderam ser
preenchidos durante a agitacdo da solu¢do (RODRIGUES, 2012). Na analise o valor médio
de retencdo de agua nas beads avaliadas foi de 25,0 %.

O inchago (% Dsw) e percentual de hidratacdo (%Ds) estdo associados ao efetivo
aumento da microesfera com seu aumento de volume. A forga mecanica da rede polimérica
é influenciada pela natureza dos polimeros, como alginato e quitosana que apresentam
elasticidade elevada quando combinados por cadeias carbonicas (liquidos podem penetrar a

microesfera por regides oriundas da difusdo aumentando o volume total da microesfera). Esse
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fato é decorrente da reacdo de polimerizacdo interfacial que permite a formacao de regides
com mon6meros anidnicos, ainda durante a sintese, que ndo formaram a rede polimérica
(FENG, 2007). A partir das medicdes feitas com auxilio da equacdo 03 do item 3.7, obteve-
se valor médio de 25,55 que permite inferir que as beads podem intusmecer e 30,15% para

retencdo de liquido.

4.1.2 Sistema Misto: Microesfera de quitosana/alginato contendo Berberina e

nanoparticulas de ouro associadas a Doxorrubicina.

No desenvolvimento deste trabalho foi utilizado duas abordagens na construcdo do
sistema misto constituido de microesfera de alginato revestida de berberina carreada com
berberina e posteriormente associada a sistema nanoestruturado de ouro. No sistema de
nanoparticulas de ouro foi associada doxorrubicina com citrato e THPAL. Na Figura 10, a

seguir, é apresentado os dois modelos produzidos neste trabalho.
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@  AuNPcit 9 AUNP+EDC/NHS

Figura 10: Esquema de microesferas com nanoparticulas de ouro associada a doxorrubicina

em citrato e com acoplamento a THPAL.

4.2 Caracterizagao do sistemas 1-10

4.2.1-ANALISE ESPECTROSCOPICA UV-VISE FTIR

A caracterizacgdo por espectrofotometria dos sistemas 1-6 foram avaliados na regido
UV-visivel pela varredura espectrofotométrica de 800 nm a 200 nm, utilizando uma cubeta de
quartzo de 1,0 cm de caminho 6ptico.

Na Figura 14 ¢é apresentado o espectro de absorbancia normalizado dos dois farmacos

estudados; a berberina (sistema 1) e a doxorubicina (sistema 2).
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Figura 14: Espectro de absorcdo normalizado do sistema 1 e 2 em agua ultra pura.

No espectro de absorcao figura 14 € possivel destacar o pico para berberina na regido
de 344 nm e a doxorrubicina 512 nm valores amplamente verificados por referéncias
bibliograficas. A figura 15 mostra a varredura espectrofotométrica gerada para o volume de
3,0 mL de suspensdo coloidal das AuNPs (sistema 3 e 4) e 0 espectro da DOX, onde ocorre a
banda de absorcéo na regido de 520 nm, sendo que nesse valor as AUNPs tem expresso o
fendmeno de absorcao de plasmonico.

Na figura 15 sdo apresentado os espectros de absorcdo da DOX em solugéo e
associado as nanoparticulas de ouro. Observa-se um alargamento da banda de plasmon sendo
que nesse faixa de absorgéo, possui dependéncia em sua frequéncia que sofre inteferéncias,
pelo tamanho e forma e das propriedades dielétricas do meio, mas ainda do substrato que
recobre as AUNPs (PAVERTHY, 2012).

Na literatura os espectros e valores de absor¢do das nanoparticulas de ouro ja foram

bem definidos com didmetros medios iguais a 9, 15, 22, 48 e 99 nm com maximos de absor¢éao
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em 517, 520, 521, 533 e 575 nm, respectivamente, em meio aquoso. (YAKAMURA et al.,
2005). A sintese e a estabilizacdo de AuNPs, por reducéo quimica, se estabelece na presenca
do ion citrato (FRENS, 1973) e ainda pela interacdo dos materiais: acido aurico e 4gua. Em
1951 Turkevich, descreveu essa metodologia que mais tarde foi pesquisada por Frens que
descreveu o mecanismo de variacdo de tamanho, ocasionado pela reducdo do citrato, em
AuUNPs. Para Frens e colaboradores, a sintese ocorreira, primeiro, por nucleacdo rapida, e
depois por crescimento difusional controlado. A reacdo quimica se processa basicamente, com
a mistura do sal de ouro com o citrato em agua fervente, apos formada as AUNPs obtem-se um
fluido liquido estavel de cor vermelha. Nesse processo, quimico, o ion citrato apresenta duas
funcbes distintas e complementares, ora agente redutor ora agente estabilizante.
(TURKEVICH et al., 1951)

Na Figura 16 é apresentado o espectro de absor¢do do sistema 5 e 6 cuja a interacédo
do farmaco DOX ocorre de maneira covalente através de acoplamento EDC/NHS na

superficie da nanoparticula de ouro.
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Figura 15: Espectro de absorcdo normalizado dos sistemas 2,3 e 4 em agua ultra pura.
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Figura 16: Espectro de absorcdo normalizado do sistema 2,5 e 6 em agua ultra pura.

A estabilizacéo dos sistemas 5 e 6, ocorreu com o ouro por ligacdes covalentes, em
sintese quimica cujo o acoplamento foi realizado com o auxilio de radicais organicos com
grupos carboxila e amina. Assim, nesse trabalho, visando uma maior estabilidade do
revestimento se optou utilizar de ligagdes covalentes para acoplamento a partir dos ligantes
quimicos EDC  (1-etil-3- [3-dimetilaminopropil  carbodiimida) e NHS (N-
hidroxissuccinimida) que possibilitaram o acoplamento da DOX na superficie da AuNPs
obtidas no sistema 03. A eficiéncia de EDC para conjugacéo € geralmente dependente da faixa
de pH, da temperatura e das interacdes quimicas durante o acoplamento covalente.

Os ligantes quimicos citados anteriormente, a partir de interacdes com 0S grupos
carboxila aderidos a superficie das particulas, possibilitam a formacdo de complexos ou
grupos quimicos intermediarios, que tendem a reagir com aminas primarias. Esse processo

tem de alta ocorréncia em proteinas/enzimas especificas dos organismos. (WU H etal., 2013).
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Os espectros de FTIR foram obtidos com absorcéo na regifo de 400 - 4000 cm * a
temperatura ambiente a fim de se verificar os principais picos de absor¢cdo dos componentes
da matriz polimérica e dos farmacos . Foram analisadas amostras do farmaco na forma livre
e nos sistemas 7,8, 9 e 10, bem como de toda matriz polimérica (figuras 17). Os principais
picos identificados nos espectros das amostras foram listados na tabela 06 juntamente com

suas interacdes, para os graficos de FTIR se identificou os picos mais relatados na literatura.
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Figura 18. Espectro de FTIR do fairmaco DOX na forma livre em pastilha de KBr.
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Figura 17. Espectro de FTIR do fiarmaco BS na forma livre em pastilha de KBr.



71

100+

o0
(=}
n

Transmitancia (%)

— Sistema 7
204 — Sistema 8

0 T
4000 3500

L

3000 2500 2000 1500

Numero de onda (cm™)

1000 500

Figura 19. Espectros de FTIR dos sistemas 7 e 8 sobrepostos em pastilhas de KBr.
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Figura 20. Espectros de FTIR dos sistemas 9 e 10 sobrepostos em pastilhas de KBr.
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Tabela 6. Bandas de absor¢do no FTIR, doxorrubicina, berberina, citrato de sédio, alginato

de sodio e quitosana.

DOX 3450 v (N-H); 3330 v (H-0); 2932 v (C—H); 1730 v (C-O); 1618,
1521 & (N-H); 1410 v (C-C); 1280, 997 v (C—O-C); 1070 v (C—
0); 870, 805 o (N-H)

Berberina 2848 v (C-H); 1681 v (C=C, C=N); 1065 v (C-O)

Citrato 3650; 3436 v (O-H); 2880 -2945 v (CH2); 1466-1544 v (C=0);

1300-1070 v(C-OH); 920; 938; 963 v (C-C)

Alginato de sodio

3418 v (O-H); 2936 v (C-H); 1026 v (C-O-C)

Quitosana

1595 v (NHy); 1421 v (COO’) stretch

A quitosana conter ligacdes quimicas caracteristicas do grupo amino com algumas

porcdes estruturais de acetamida, apresenta bandas caracteristicas bastante especificas que

facilitam sua identificacdo quando submetida a espectroscopia em infravermelho. A partir da

analise dos difratogramas ocorreram picos tipicos da quitosana; um que indica deformacéo

angular de CH. (tesoura) em 1421cm™ e outro de deformagcéo axial de amina primaria em
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1595 cm ! (SILVERSTEIN, 2007). A partir da berberina obteve-se um pico caracteristico de
estiramento simétrico C — H no pico 2848 cm ! e na regido de 1065 cm * estiramento C-O
ciclico, de acordo pelo descrito por ZOU, et al 2008. A doxorrubicina também apresentou
picos caracteristicos em 3450 cm ! com estiramento simétrico de N-H, na regido 2932 cm
estiramento simétrico no anel da ligacdo CH, (PAIVA et al. 1996).

Quanto ao sal de alginato ocorreram picos em 1026 cm *, 3418 cm™ atribuidos ao
estiramento C-O-C e ao estiramento do grupamento hidroxila e por interac@es dipolo-dipolo
respectivamente, conforme a valores verificados em estudo de caracterizacao de alginato feito
por QUAN et al. 2013. O sal de citrato ap6s analise dos difratogramas apresentou estiramento

simétrico na ligagdo C=0, em 1544 cm " pico muito comum para estrutura do sal.

4.3 Anélise de tamanho

Para se determinar o tamanho médio das microesferas beads obtidas na preparacéo 2
utilizou-se a partir da manipulacéo das imagens obtidas no programa ImageJ® e para se medir
0 parametro de distribuicdo do tamanho hidrodinamico da AuNPs utilizou-se o equipamento
como descrito no item 3.7 (modo size). Além deste método foi utilizado a microscopia

eletrbnica de transmissao para avaliar o tamanho das nanoparticulas do sistema 3.
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v SISTEMA 3-6 ATRAVES DO RAIO HIDRODINAMICO

Statistics Graph (3 measurements)
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Figura 21: Tamanho de nanoparticulas por DLS (Sistema 3).

Statistics Graph (3 measurements)
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Figura 22: Distribuicdo de tamanho de AuNPcit+DOX (Sistema 4) aumento da particula 10x.
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Figura 23: Distribui¢do de tamanho de AuNP EDC/NHS (Sistema 5).
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Figura 24: Distribuicdo de tamanho de AUNP EDC/NHS+DOX (Sistema 6) aumento de 100x.
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4.4 Microscopia Eletronica de Transmissao.

A microscopia eletrénica de transmissdo avaliar a distribuicdo de tamanhos das
AUNPs obtidas no sistema 3. Para aquisi¢do das imagens utilizou-se 0s seguintes parametro,
comprimento de onda 100kV, com lentes magnéticas, angulo de abertura de 30°, aumento de
10000, com contraste em modo espalhamento, as nanoparticulas (figura 25) a amostra
analisada de 40 pL, foi retirada da solucdo estoque (sistema 3) e imergida em grades de cobre
sendo colocadas em seguida para secagem a temperatura ambiente por 24h, apos esse periodo
procedeu-se com a coleta de imagens que permitiram calcular diametro médio de 20 nm para

as AuNPs.

Sy ag,

20 nm
—

Figura 25: Microscopia eletrdnica de transmissdo de AuNPcit (sistema 3).

A imagem obtida das AuNPcit apresente aspecto de forma esférica com regides mais
escuras ao centro, decorrentes da concentracdo de &tomos de ouro nucleados na rede metélica.
Na regido de aquisicdo da imagem foram contadas 35 unidades de nanoparticulas com
didmentro médio de 20,54 nm, verificado por SPERLING, et al.2008, em estudos de

caracterizacdo e aplicacOes biologicas de nanoparticulas de ouro.
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45  Sistema 7 e 8 tamanhos das microesferas de alginato e quitosana

A analise da imagem (figura 26) foi realizada utilizando o ImageJ no modulo particle
analysis (auto threshold) seguido de do modulo measurement (média de pixels). O Histograma
obtido mostra distribuicdo das esferas na dimensdo de 120 pixel (escala utilizada sendo 0.138

pixel/nm), sendo o valor méaximo de 869 nm de tamanho médio das esferas.

0

Count: 9332 Min: 0

Mean: 98.548 Max: 148
StdDev: 38.364 Mode: 115.826 (2072)
Bins: 23 Bin Width: 6.435

Figura 26: A) foto das microesferas de ALG recoberta com QS contendo BS; B) analise no

ImagelJ (particle analisys); C) resultado de distribuicao de tamanho médio (pixel).

4.6  Sistema 3-6 através do potencial zeta

Os materiais microscépios em contato com liquidos podem adquirir carga elétrica na
superficie, ocasionando na formacdo potenciais elétricos, dependentes da superficie das
nanoparticulas e da distancia entre o liquido e as nanoparticulas. O potencial zeta é o potencial
elétrico formado entre o plano deslizante e a superficie das nanoparticulas, por ser uma técnica
utilizada para investigar a estabilidade de suspensdes ou emulsdes coloidais é muito utilizado
em nanotecnologia. A medida do potencial zeta é indireta do qudo rapido uma carga ou
particula se move em fluido liquido, entdo ao se identificar a velocidade das nanoparticulas, a
natureza do campo elétrico aplicado, a viscosidade e a constante dielétrica da amostra pode-

se calcular o potencial zeta.
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Essa medida é de suma importancia, pois permite avaliar, prever e controlar a
estabilidade das suspensdes nanoméricaspor meio da avaliacdo do potencial zeta bem como
dos valores de tamanho médio (d.nm) das nanoparticulas dos sistemas 3-6 que estdo
apresentados na Tabela 7. Os potenciais obtidos refletem a carga efetiva nas particulas, que
se correlaciona com a repulsao eletrostatica entre elas e ainda com a estabilidade da suspensao,
os valores apresentados na tabela 7 revelam que os sistemas de 3 — 6 sdo estaveis, a partir da
analise das figuras de 21 a 24 a distribui¢do de tamanho mostra uma base estreita, porém com
PDI elevado, fato que pode ter relagdo com as interacdes de natureza i6nica e covalente nos

processo de funcionalizacdo das AuNPs.

Tabela 7. Sistema 3-6 medidas de diamentro médio, polidispersdo e potencial zeta dos

Sistema 3 — 6.

Sistema 3 35,00 0,348 -19,00
Sistema 4 365,60 0,452 + 5,42
Sistema 5 34,90 0,907 - 6,65
Sistema 6 826,20 0,392 + 0,132

Ao ser analisado os parametros obtidos tem-se que no Sistema 3 mostra as AuNP
recobertas com citrato, o que confere carga negativa a sua superficie (Figura 21). Ao
associarmos a DOX a AuNP recobertas com citrato é observado um aumento diametro medio

das particulas ocassionado provavelmente pela interacdo eletrostatica e intercalamento do
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mesmo na superficie da nanoparticula (Figura 22), esta elevada dimenséo pode ser atribuida
a processos de agregacédo devido a baixa carga superficial do sistema.

O sistema 5 é constituido de AuNP recoberta com THPAL(Tris
(hidroximetil)fosfina)+D/L-alanina) e EDC/NHS, sendo uma superficie preparada para
posterior ligacdo covalente da DOX a superficie da particula. E observado um aumento do
didmetro médio em relacdo ao método de preparo por citrato e valor de carga superficial
negativo devido aos grupos carboxilicos terminais (Figura 23). Ao ligarmos a DOX a AuNP
com superficie de THPAL EDC/NHS observa-se um aumento no tamanho das particulas e

maior agregacao (Figura 24).

4.7 Sistema 7-10 através das fotos mev

Nesse trabalho utilizou-se para se avaliar a morfologia dos sistemas as técnicas de
MEV e MET, pois apresentam relevantes informagdes inerentes quanto a forma, o tamanho e
superficie, as caracterizacbes topograficas desse trabalho foram realizadas a partir das
amostras sistemas de 7 -10. Para o ensaio realizado no MEV, gera-se um feixe de elétrons
emitidos na amostra ou um ponto dela, colimado por lentes eletromagnéticas, a interacao entre
o feixe — amostra fornece elétrons retroespalhados e secundarios, que foram coletados por
diferentes detectores como citado no item 3.6. Para o ensaio de anélise morfoldgica foram
obtidas imagens por meio do MEV como citado o procedimento no item 3.6 (métodos). Nas
figuras 26-31se encontram imagens dos sistemas 7, 9 e 10. O sistema 8 nédo foi apresentado

pois € semelhante ao sistema 7 (sem BS).
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— 1 mm D14 HV det HFW pressure WD \ _—1mm-
UnB Quanta 250F |l PM | 20.00 kV | BSED |5.87 mm|1.78e-4 Pa|13.4 mm| UnB Quanta 250

HFW | pressure | WD 300 um
PM |20.00 kV | BSED | 988 um |2.09e-4 Pa[13.8 mm UnB Quanta 2504

Figura 27: Microesferas beads do sistema 7 secas/vazias analisadas através de MEV, onde 0s
resultados estdo na imagem da esquerda as imagens obtidas com o detector ETD (0s aumentos
variam de 154 a 540x); nas imagens da direita estdo a presentadas as imagens obtidas no

detector BSED (os aumentos variam de 154 a 540x).

As imagens representadas na figura 27 contém microesferas secas/ vazias que na

magnetizacdo aplicada revelaram-se com forma néo regular e tamanho médio de 0, 65 mm
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em estudo realizado por ACTHE et al, 2000; constatou-se que as microesferas de alginato e
quitosana quando formadas por polimerizacdo interfacial a dependem da concentracdo dos
polimeros e apresentam enovelamento de cadeiaa carbénicas, alterando o formato da rede
polimérica. Acredita-se que a concentracdo de quitosana utilizada afetou a forma e volume
das microesferas quando secas, pois as imagens revelam estruturas amorfas e com aspecto nao

turgido.

H t
PM |20.00 kV|ETD |

| pressure |
m|1.91e-4 Pa
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Figura 28 . Microesferas beads do sistema 7 secas/vazias analisadas através de MEV,
onde os resultados estdo na imagem da esquerda as imagens obtidas com o detector
ETD (os aumentos variam de 3216 a 16064x); nas imagens da direita estdo a presentadas

as imagens obtidas no detector BSED (os aumentos variam de 3216 a 16064x).

Na figura 28 coletou-se a imagem com aproximacao suficiente para se vizualizar a
superficie das beads secas. A respeito de regido estudos de caracteriagdo realizados com
esferas de alginato e quitosana por KEOG, et al. 2012, tem-se planos regulares e é possivel
identificar regides fissuradas e com presenca de materiais poliméricos oriundos da sintese

quimica.

D15 | HV  |mag @ | det | HFW | WD 1 mm D15 | HV  |mag @] det B 1 mm
PM[2000kv| 39x |ETD|3.84 mm| 13.6 mm UnB Quanta 250FEJM PM|20.00 kV| 39x | BSED |3.84 mm|13.6 mm UnB Quanta 250F




P15 HV mag B | det | HFW WD — i HV mag B | det HFW WD  |— 500 um
PM 20.00 kV| 100x |ETD 1.49 mm 10.1 mm a 2: PM|20.00 kV| 100 x [BSED [1.49 mm|10.1 mm UnB Quanta 250F|

Figura 29: Microesferas beads do sistema 9 analisadas através de MEV, onde o0s
resultados estdo na imagem da esquerda as imagens obtidas com o detector ETD (os
aumentos variam de 160 a 327,58x); nas imagens da direita estdo a presentadas as

imagens obtidas no detector BSED (0s aumentos variam de 160 a 327,58x).

) 1AV, o MR
D15 HV det HFW WD |
PM |20.00 kV| 229 x |BSED 651 um |11.5 mm UnB Quanta 250FH

B HV @ | det | HFW [ —
PM 20.00 kV| 2 ETD 651 um |11.5 mm UnB Quanta 250FE(




mag B | det H W [ — 1ODm
494 x | BSED | 302 2 mm UnB Quanta 250FH

Figura 30: Microesferas beads do sistema 9 analisadas através de MEV, onde o0s
resultados estdo na imagem da esquerda as imagens obtidas com o detector ETD (os
aumentos variam de 811,0 a 1635x); nas imagens da direita estdo a presentadas as

imagens obtidas no detector BSED (0s aumentos variam de 811,0 a 1635x).
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ag || det WD HFW o mag B | det D HFW 1 mm
PM|[20.00kV| 30x |ETD/11.2 mm|4.97 mm UnB Quanta 250FE PM 120.00 kV| 30x |BSED 11.2 mm 4.97 mm UnB Quanta 250F]|

HFW D15 HV mag B | det WD HFW 500 pm
2mm|1.49 mm an ! PM 20.00 kV| 100x |BSED |[11.2 mm|1.49 mm UnB Quanta 250F

Figura 31: Microesferas beads do sistema 10 analisadas através de MEV, onde os resultados
estdo na imagem da esquerda as imagens obtidas com o detector ETD (0s aumentos variam
de 156,0 a 327x); nas imagens da direita estdo a presentadas as imagens obtidas no detector

BSED (os aumentos variam de 156,0 a 327,0x).

As imagens adquiridas do sistema 10 estdo apresentadas nas figuras 31 e 32. Nelas

ocorrem regides com fissuras, rede polimérica estavel com tracos de alta densidade de
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materiais poliméricos. Segundo FERRUZZI, et al. 2000 a estabilizacdo de hidrogéis depende
das condicbes de potencial hidrogeniénico e da quantidade do agente reticulante. Nesse
trabalho as quantidades utilizadas para confeccao das microesferas foram determinadas com
relatos da literatura. Durante o intusmecimento das beads do sistema 10, optou-se por inserir
as AuNps (edc_nhs) com DOX durante a formacdo das microesferas ainda em solucao.
Acredita-se que ap0ds a reacdo quimica de polimerizacdo os constituintes se depositaram na
superficie das beads mantendo o pH da sintese proximo do ponto neutro. Esse fato nao

resultou em modificagdes estruturais como representado nas figuras 30 e 32.

100 ur =

i 9 B A S
HV > WD HFW
PM 20.00 kV| 500 x |BSED 11.2 mm| 298 um UnB Quanta 250FH
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15 HV |mag @
PM |20.00 kV| 1 000 x

Figura 32: Microesferas beads do sistema 10 analisadas atraveés de MEV, onde os resultados
estdo na imagem da esquerda as imagens obtidas com o detector ETD (0s aumentos variam
de 1637 a 3275x); nas imagens da direita estdo a presentadas as imagens obtidas no detector

BSED (os aumentos variam de 1637 a 3275x).

Baseado no Efeito Fotoelétrico, descrito por Einstein, Louis de Broglie (1924)
imaginou que talvez a matéria, em especial os elétrons, também pudessem apresentar
propriedades ondulatorias além das corpusculares. De Broglie prop6s as equagdes: h=Elv e
h=Ap.

Na analise do MEV que consiste em um feixe de elétrons de pequeno didmetro para
explorar a superficie da amostra, ponto a ponto, por linhas sucessivas e transmitir o sinal do
detector a uma tela catodica cuja varredura esta perfeitamente sincronizada com aquela do
feixe incidente a formacdo da imagem, a partir de um feixe de elétrons incidente na amostra
permitindo o estudo, principalmente, de dois estados de excitacdo eletrénica: secundarios e/ou

retroespalhados.
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Os elétrons secundarios sdo gerados a partir da colisdo entre os elétrons de entrada
(descarga elétrica) e os elétrons mais livre da amostra. Assim elétrons de baixa energia com
valores entre 10-50 eV, por se encontrem em niveis de energia mais afastados do nucleo,
podem ser captados em detectores do tipo Everhart-Thornley Detector (ETD).

Os elétrons retroespalhados, por definicdo, possuem energia que varia entre 50eV até
o valor da energia do elétron primario. O sinal de BSE € resultante das interagdes ocorridas
mais no interior da amostra e proveniente de uma regido do volume de interacdo abrangendo
um diametro maior do que o didmetro do feixe primario.

Por meio desses estados e outras interacGes eletrostaticas com volume da amostra e
a carga nuclear efetiva dos atomos que a compdem, é possivel nessa microscopia eletrénica,
avaliar por deteccdo dos elétrons referidos, a area superficial de um material.

Nesse trabalho se utilizou dois detectores a fim de comparar imagens da superficie
dos sistema 7,9 e 10, para avaliar caracteristicas topograficas figuras de 27 a 32. Nesse
trabalho a opcéo de utilizar dois detectores possibilitou a captacdo de imagens com melhores
resolucdes a fim se de verificar regiGes dos sistemas de 7 a 10 que apresentavem deformacdes
estruturais, poros, alteracdes morfoldgicas e forma do enovelamento polimerico. Nas imagens
coletadas do sistema 7, quase ndo houveream alteracGes estruturais que possibilitaram
diferenciacfes quanto a porosidade, porém no detector BSED com o aumento de 540x é
visualizado duas regiGes distintas, uma com rugosidades e outra com plano mais regular. Em
funcéo do processo de gotejamento pela forma da agulha de 0,70 mm utilizada.Na figura 28
ainda pertencentes ao sistema 7 no aumento de 16000x, foi possivel constatar regides com
porosidade e rugosidade. Acredita-se que pelo processo de polimerizacdo interfacial entre os
polimeros utilizados ocorreram regides cuja concentracdo de materiais tenha sido diferentes

em decorréncia do contole de agitacdo da solugé@o polimérica final.
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As figuras 29, 30 e 31 sdo referentes as imagens do sistema 9 nos detectores ETD e
BSED tem-se microesferas combinadas sem formato regular recobertas com palédio utilizado
para metalizacdo. No detector BSED as imagens mostram microesferas com forma irregular
e com volumes maiores, fato decorrente da composicdo quimica desse sistema que além de
polimeros e berbina também contém AuNP e DOX. Na figura 29 tem-se o sistema 09 que
contém a matriz polimérica, berberina, Dox e AuNPcit. De acordo com a imagem é possivel
se verificar que as beads apresentam forma esferoide e sdo turgidas, semelhante ao que foi

estudado por CHATTERJJE, et al, 2005.

4.8 Analise Calorimétrica e Termogravimétrica

Por meio da técnica de DSC foi possivel analisar o fluxo de energia térmica associado
nas alterac@es fisico-quimicas que podem desencadear variacdes de calor nos sistema 7-10,
tais como: mudancas de agregacdo (temperatura de fusdo e ebulicdo), e ainda os calores de
desidratacdo, combustdo e decomposicdo. Os eventos endotérmicos (fusdo, decomposicao,
oxidacdo e ebulicdo), foram avaliados com TGA.
A técnica de DSC permitiu avaliar as transi¢ées que envolviam variacdes de energia
em segunda ordem (entropia) em funcdo da transicdo vitrea da matriz polimérica. Com o
objetivo de avaliar possiveis interacdes entre o biopolimero quitosana e a berberina e
doxorubicina, foram realizadas andlises de calorimetria diferencial de varredura (Figura 32).
A curva de calorimetria diferencial de varredura para a quitosana/alginato (Figura
32-sistema 7) apresenta um pico endotérmico em aproximadamente 97 °C relacionado a
umidade presente na amostra e um pico endotérmico em aproximadamente 289 °C. A curva
de DSC para o sistema contendo berberina (Figura 32-sistema 8) mostra um pico endotérmico

intenso de fusdo em aproximadamente 99 °C e e um pico exotérmico em aproximadamente
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289 °C referente a degradacdo do polimero. A amostra das microesferas impregnadas com
AUNP associadas a doxorubicina (Figura 32-sistema 9 e 10) apresentaram um pico exotérmico
em aproximadamente 297 °C atribuido a fusdo das AuNP com os farmacos, mostrando
diferenca no gradiente de aproximadamente 2 vezes mais de fluxo de calor para o sistema 10.

Os resultados de calorimetria diferencial de varredura para as microesferas de
quitosana/alginato impregnadas com o AuNP e doxorubicina/berberina sugerem que ocorre
interacdo fisica entre a quitosana/alginato e os farmacos, pois ndo foram observados novos
picos de transicdo e sim o deslocamento dos picos ja existentes para temperaturas menores.
Os dados de DSC estéo de acordo com os dados de TGA indicando menor estabilidade térmica

das microesferas sem os farmacos em relacdo ao polimero do sitema 9 e 10 respectivamente.
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EXO
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— Sistema 07 QS +ALG

— Sistema 08 QS+ALG+BS
Sistema 09 CITRATO + DOX+ BS
— Sistema 10 NHS+DOX+BS

Tg= Transigdo vitrea
Tm= Transicdo de fusédo
d=degradacédo
ENDO=Endotermica
EXO= Exotermica

Figura 33: Curva de DSC normalizada (sistema de 7 a 10).
As andlises térmicas foram feitas em equipamentos que possibilitaram controlar a
variacdo de temperatura a qual as amostras foram submetidas e com a monitoracdo quase

instantanea das transformacoes.
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Figura 34: Grafico normalizado da TGA sistemas 7-10

A diminuicdo da massa representa na curva de TGA, na figura 34 perfaz em todos os
sistemas com perda de massa do polimero no intervalo de 200° a 400°C. Foram realizadas
andlises termogravimétricas (Figura 34) para os sistemas 7-10 e é possivel observar que todas
as amostras analisadas apresentaram um estagio inicial de perda de massa entre
aproximadamente 60 e 110 °C, referente a perda de umidade presente na amostra, com
reducdo de aproximadamente 5 a 7 % de massa. Esse estagio inicial esta relacionado com o
fato de os biopolimeros e dos farmacos terem natureza hidrofilica, retendo em sua estrutura
moléculas de agua, que sdo liberadas com o aquecimento das amostras. Os sistema 7 e 8
apresentam perda de massa em 400°C de 92%, ja a perda de massa é mais acentuda nos
sistemas 9 e 10 em 400°C sendo de 99,5%. Este fato é devido a presenca das AuNP que se

fundem e geram calor no sistema fazendo com que a perda de massa seja maior.
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5.0 Conclusdes
Apds o estudo de sistema sinérgico contendo o farmaco berberina em matriz
polimérica mista na forma de microesferas e associa-lo a nanoparticula de ouro contendo
doxorrubicina por dois métodos distintos pode-se considerar que:

e O processo de obtencdo das microesferas “beads”de alginato recoberta de quitosana
foi realizado com o farmaco berberina e avaliado com os pardmetros fisico-quimicos:
fracdo da agua retida (Wf), percentual de hidratacdo (%DS), hidratacdo (%H) e
Difusdo (Dm) adequados;

e As nanoparticulas de ouro preparadas pelo método Turchevich modificadas com ions
citrato, permitiram a associacdoo eletrostatica do antitumoral doxorubicina a sua
superficie de forma a ndo degradar as mesmas ou sofrerem agregacéo.

e Ao utilizarmos a estratégia de recobrir as nanoparticulas de ouro com THPAL e
posteriormente adicionar EDC/NHS, tornou estas estruturas com superficie
modificada de forma a promover o acoplamento do tipo amida endos grupos
carboxilicos do THPAL com a DOX, ligando este farmaco de maneira covalente na
AUNP.

e As AuUNPs preparadas de maneiras distintas foram avaliadas frente a suas
caracteristicas espectroscopicas tais como UV-vis e FTIR, mostrando que as AuNPs
interagem com a DOX por interacdo eletrostatica e covalente.

e As analises térmicas dos sistemas mistos contendo ou ndo AuNPs mostraram ter
transicdo vitrea no geral até a temperatura de 80°C e que ha uma diferenca entre os
sistemas que contem AuNP quanto a perda de massa (TGA).

e Quanto aos aspectos morfolégicos foram obtidas AuUNPs de tamanho entre 35-900nm

de didmetro dependendo de sua constituicdo. As microesferas possuem tamanho
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médio de 600um quando secas e 800um quando entumescidas.

e A microesferas mistas apresentam morfologia (MEV) rugosas, com regides porososas
e com forma amorfa. Superficialmente ha pouca diferenca na superficie das
microesferas elaboradas neste trabalho.

e Com base nas caracteristicas fisico-quimicas e morfologicas dos sistemas produzidos,
pode-se concluir que houve éxito no preparo do sistema sinérgico micro/nanoestrurado
capaz de carrear berberina e doxorubicina utilizando dois sistemas de carreamento de
drogas (hidrogel e nanoparticulas de ouro), tendo um uso potencial em

nanobiotecnologia e fototerapia, atuando como um terandstico.
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