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Resumo da Tese apresentada ao P2CEM/UFS como parte dos requisitos necessarios
para a obtencao do grau de Mestre em Ciéncia e Engenharia de Materiais (M.Sc.)

INVESTIGACAO DE PARAMETROS DE SINTESE E DE POTENCIALIDADES DOS
SISTEMAS DE NANOPARTICULAS DE OURO EMPREGANDO PLURONIC F127 E
PLURONIC F127 TIOLADO COMO REDUTOR/ESTABILIZADOR

DOUGLAS COSTA SANTOS
Marc¢o/2015
Orientadora: Zaine Teixeira Camargo
Programa de Pés-Graduacédo em Ciéncia e Engenharia de Materiais

Neste trabalho, nanoparticulas e nanoclusters de ouro (AuNPs e AuNCLs,
respectivamente) foram obtidos pelo método de reducdo em solucao diluida,
empregando o polimero anfifilico Pluronic F 127 n&o funcionalizado (PF127) e
funcionalizado (PF 127-Tiol) como agente redutor/estabilizador, respectivamente. A
funcionalizacdo do polimero foi realizada por reacdo de esterificacdo com &cido
tioglicélico (TGA), inserindo-se grupos tidis terminais. A concentracdo de PF127 e
temperatura de obtencdo foram par@metros variados nos processos, além da
incidéncia ou ndo de radiacdo UV. A caracterizacdo dos nanosistemas foi realizada
por espectroscopia de absorcdo no UV-Vis e por microscopia eletrbnica de
transmissdo (MET). Os sistemas foram testados quanto a atividade catalitica, na
reducé@o do p-nitrofenol em borohidreto de sédio e na incorporagdo de uma molécula
modelo, a baicaleina. As diferentes condi¢cfes de sintese influiram sobre a morfologia,
tamanho, quantidade, polidispersdo e cinética de formacdo das nanoparticulas. O
rendimento da reacdo de funcionalizacdo, estimado por *H RMN, foi de 90%. O
produto obtido (PF127-Tiol) foi empregado na reducdo do Au®* e, nanoparticulas
menores que 3 nm foram obtidas, nesse caso, AUNCLs, evidenciados pelo
desaparecimento da banda SPR e surgimento de uma forte absorcédo no UV, além da
observacdo por MET. Os sistemas a partir do PF127 foram investigados quanto a
aplicacdo em catalise, na qual as AuNPs preparados utilizando Pluronic foi mais
eficiente do que as obtidas por reducdo por citrato. Na investigacdo da incorporacao
de uma molécula modelo, as eficiéncias de encapsulamento foram superiores a 90%.
Dessa forma, esses sistemas mostraram-se promissores para uma diversa gama de
aplicacdes de nanoparticulas ou clusters de ouro, tais como na catélise de reacdes
guimicas e encapsulamamento de bioativos. A sintese por PF127 mostrou-se uma rota
ambientalmente amigavel e capaz de modulacdo nos tamanhos e formas das
AuNPs,.Os sistemas ainda sdo promissores para uso em sistemas biologicos, tendo
em vista a biocompatibilidade do PF127.

Palavras Chave: Nanoparticulas de ouro, Clusters de Ouro, Pluronic F127, baicaleina.
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INVESTIGATION OF SOME PARAMETERS OF SYNTHESIS AND
POTENTIALITIES OF GOLD NANOPARTICLES PREPARED BY PLURONIC F127
AND THIOLATED PLURONIC F127

DOUGLAS COSTA SANTOS
March/2015
Advisor: Zaine Teixeira Camargo
Postgraduate Program in Materials Science and Engineering

In this work, gold nanoparticles (AuNPs) and nanoclusters (AUNCLS) were
prepared by the reduction in diluted solution method, using the amphiphilic copolymer
Pluronic F127(PF127) and thiolated Pluronic F127 (PF127-thiol), respectively. The
copolymer was functionalized by sterification reaction using thioglycolic acid (TGA).
The investigated parameters of synthesis were concentration of the PF127 solution,
temperature, as well as, the UV irradiation. The nanosystems were characterized by
UV/Vis absorption spectroscopy and transmission electron microscopy (TEM). Further,
the system potentialities were investigated by a catalized reaction and incorporation of
a model molecule (baicalein). Morphologies, sizes, polydispersity, amount of reduced
ion as welll as kinetics parameters were depedent on the parameters of synthesis. The
yeld of the functionalization reaction was 90%, calculated by *H NMR. Using the
PF127-thiol, the surface plasmonic ressonance band (SPR) was undetected and a
strong absorption in the UV region observed, which indicated that nanoparticles smaller
than 3 nm were obtained (AuUNCLSs). Catalitic property of the AuNPs were investigated
by reduction of p-nitrophenol, in which the AuNPs synthesised by PF127 were more
efficent than the systems obtained by citrate reduction. The encapsulation efficiency of
the baicalein were around 90%. In conclusion, the synthesis of AUNPs by PF127 is not
only adequate to modulate sizes and morphology but also to provide environmental
advantage in comparison to some tradicional methods. In addition, these are

promissing systems to biologic applications because of the biocompatibility of PF127.

Key words: Gold nanopatrticles, Gold clusters, Pluronic F127, baicalein
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l.Introducéo

A tecnologia tem avangando no sentido do dominio de materiais em escala
nanomeétrica ou subnanométrica, pelo fato desses materiais adquirem propriedades
novas e muitas vezes seletivas [1]. A nanotecnologia € um dos ramos mais recentes
da ciéncia e, no entanto, estd entre as areas mais exploradas no que diz respeito a
pesquisa e desenvolvimento nos ultimos anos. A aplicacdo de nanomateriais esta
presente nas mais diversas areas de atividade, abrangendo um campo que vai dos
estudos em aplicacdes cosméticas [2], passando pela catalise [3] e diagndsticos por
imagem [4], chegando ao transporte de farmacos e biomoléculas no organismo [5].
Neste Ultimo campo a nanotecnologia tem se mostrado muito promissora, visto que o
uso de nanomateriais tem permitido o alcance de resultados surpreendentes em

aspectos de administracdo e combate a infecgdes e doencas a exemplo do cancer [6].

Entre os sistemas nanoestruturados explorados nos estudos de transporte e
liberacdo de farmacos as nanoparticulas de ouro tém se destacado por apresentarem
propriedades Unicas em suas caracteristicas fisico-quimicas, além da facilidade de
sintese, funcionalizagdo, e sua grande biocompatibilidade podendo se ligar por

conjugacao covalente e nao-covalente aos farmacos. [7].

Para a aplicacdo das Nanoparticulas nos mais diversos campos, existe a
necessidade de métodos de preparacdo cada vez menos agressivos ao meio-
ambiente, frente aos usuais que aplicam borohidreto de sodio por exemplo, além da
manutencéo da estabilidade coloidal dos sistemas. Para esses fins encontram-se na
literatura varios métodos, os quais também devem ser adequados a aplicacédo final das

Nanopatrticulas [8].

Na area de transporte e liberacdo de bioativos, uma opc¢dao viavel e que tem
alcancado bons resultados é o uso de polimeros na estabilizacdo das nanoparticulas
de ouro, tendo o bioativo incorporado a monocamada de estabilizador polimérico [9]
[10].

Os polaxamers (Pluronics) sdo polimeros tribloco de poli(6xido de etileno)
(PEO) e poli(6xido de propileno) (PPO) que tem suas propriedades dependentes da
propor¢cdo existente entre os dois compostos, 0 que garante ao pluronic um carater
anfifilico, podendo ter maior ou menor hidrofobicidade. Esses polimeros podem ser
empregados na sintese de nanoparticulas de ouro [11], principalmente o Pluronic F127
(PEO100-PPOgs-PEO1o9) [11] [12]. Devido a sua biocompatibilidade, sdo também
vidveis para aplicagbes no transporte e liberacdo de farmacos no organismo. Tal

aplicabilidade se deve ao fato de que os polaxamers sdo capazes de formar arranjos
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micelares a uma dada concentracdo, o que torna a associa¢do dos dois sistemas uma

opcao interessante para aplicacdo na area da saude [13].

Em observancia a essas possibilidades, a Dissertacdo tem como objetivo
sintetizar e caracterizar nanoparticulas de ouro pela redu¢édo com Pluronic F127 com e
sem funcionalizacdo e verificar sua aplicabilidade como agente catalitico e na

incorporagdo de uma molécula modelo, a baicaleina.

2.Fundamentacéo tedrica

2.1. Nanoparticulas de ouro
As nanoparticulas de ouro, por possuirem propriedades quimicas e fisicas
diferenciadas, vém sendo empregadas para as mais diversas aplicacbes. Podemos
encontrar nanoparticulas aplicadas em areas como a catalise [14], 6tica [15] e biologia
[16]. Novas propriedades para o0 ouro surgem a partir da redugdo de tamanhos, a
exemplo da atividade catalitica e de Iluminescéncia, sendo estas mudancas
consideraveis em relagdo ao ouro macroscopico ja que neste ultimo elas ndo sao

observadas [1].

s

A medicina € uma das areas que mais explora as possibilidades das
nanoparticulas de ouro, pois estas sdo aplicadas na constru¢cdo de nanotubos [17],
biosensores [18], e carreadores de genes e farmacos [19]. As nanoparticulas de ouro
sdo atbxicas e biocompativeis, pontos indispensaveis a sistemas de entrega de

farmacos e proteinas.

O estudo realizado por Farkas e colaboradores 2010 sobre nanoecotoxidade
de nanoparticulas de ouro e de prata mostra que as nanoparticulas de ouro, mesmo
em concentragbes altas no organismo em teste, ndo apresentam resposta de
citotoxidade, o que pode ser explicado pela observacdo do nivel de espécies reativas
de oxigénio (ROS) geradas por acdo catalitica das nanoparticulas de ouro, 0os quais
nao sao suficientemente altos para ultrapassar os mecanismos de defesa antioxidante

das células [20].

Outra caracteristica favoravel para a aplicacao de nanoparticulas de ouro esta
relacionada com a facilidade de sintese pelos mais diversos métodos com diferentes
faixas de dimensdes (meédias de diametros entre 5 e 150 nm) e baixa

polidispersividade [21].
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As nanoparticulas de ouro possuem area superficial alta em relacdo a seu
volume o que possibilita a incorporagcédo de moléculas alvo e biomoléculas com maior
facilidade uma vez que o aumento de carga proporciona maior interacdo entre o
transportador e a espécie transportada [21]. A incorporacdo de bioativos também é
favorecida nas nanoparticulas de ouro pela sua versatilidade em fazer ligacdes
covalente ou ndo covalente, fato que pode ser atribuido a superficie estrutural das

particulas que sdo altamente mutaveis e multivalente [22].

O método mais comum de obtencdo das nanoparticulas de ouro € o de
reducdo quimica ou biolégica do ouro em solugao. Tais processos podem ser divididos
em duas etapas especificas, a nucleacdo e o crescimento [14]. Nesses processos,
utilizam-se um agente redutor, responsavel pela formacgéo de nucleos pela reducéo do
fon Au®*" a Au®, e um estabilizador que limita o crescimento dos niicleos mantendo-os
em dimensao nanométrica. A reducdo quimica pode ser efetuada pelo uso de agentes
diversos a exemplo do borohidreto de sédio e a estabilidade coloidal € assegurada por
agentes como o citrato trisddico dihidratado que promove estabilizacdo pela formacao
de uma dupla camada elétrica sobre os nucleos [23].

A necessidade da utilizacdo de estabilizantes nesse processo de sintese
deve-se ao fato que, com a redugdo de tamanho das particulas ocorre um aumento de
sua area superficial e como consequéncia da energia de Gibbs devido a tensédo
superficial, que por sua vez tende a levar as particulas ao coalescimento. Para evitar
esse fendbmeno e promover uma maior estabilidade fisica das particulas formadas, sao

utilizados estabilizadores de diversas naturezas [24].

O citrato pode agir na obtencdo de nanoparticulas de ouro pelo processo de
reducdo em solucdo diluida, realizando os dois papéis necessarios a sintese, agente
redutor e estabilizante, sendo um dos caminhos mais utilizados para tal processo
desde a sua publicacdo em 1951 por Turkevich [25]e assim sendo, é bastante utilizado
como método de referéncia na obtencao de Nanoparticulas de ouro. A Figura 1 ilustra

a obtencao de nanoparticulas de ouro pelo método de Turkevich.
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Figura 1- Representacdao ilustrativa do mecanismo de estabilizacdo das nanoparticulas de
ouro com citrato de sodio (adaptado de Zhao e col.) [23].

Um método que tem despertado bastante interesse da comunidade cientifica

€ a obtencéo de nanoparticulas metéalicas pela reducéo e estabilizagdo por micelas de

polimeros como o Pluronic [23].

Nanoparticulas de ouro foram obtidas a partir do HAuCl, através do Pluronic
F127 por reacao redox em uma Unica etapa, as quais foram incorporadas em um novo
biossensor de hemoglobina. Os resultados apontaram a eficiéncia do sistema que
apresentou manutencdo da atividade do biossensor com potencial formal de -339 mV
[25].

YAHYAEI e AZIZIAN (2013) utlizaram radiagdo UV para sintetizar
nanoparticulas de prata em associa¢cdo com Pluronic F127 a partir ANO3, fazendo o
estudo cinético do processo. O tamanho das nanoparticulas aumentou com o aumento
da concentracdo de Pluronic e nitrato de prata, e teve forte dependéncia com o tempo
de exposi¢éo a radiagdo UV, sendo um método para a produgcdo das nanoparticulas
[26].

As vantagens da utilizacdo do Pluronic na obtengcdo de Nanoparticulas frente
a outras rotas estdo na velocidade da preparacdo, estabilidade das Nanoparticulas
obtidas, uso de solventes ambientalmente amigaveis, resultando em um produto que

pode ser facilmente aplicado em meio aquoso [27].

A sugestdo do mecanismo de reducdo por Pluronic sdo descritas em trés
fases, sendo a primeira a reducéo inicial dos ions metdlicos na coroa de PEO, seguida

da adsorcdo do copolimero sobre os nucleos formados inicialmente que tem forte
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influéncia do nudcleo hidrofébico e por udltimo o crescimento das nanoparticulas, que
tem tamanho e forma relacionados com massa molecular do copolimero. Essas etapas
determinam a dimenséo e forma das particulas e influenciam fortemente a cinética de

formacao das mesmas [26].

2.2. Cinética de Nucleacédo e crescimento

A cristalizacdo em fase liquida € um processo que consiste na
transferéncia de um dado composto da fase liquida para a fase solida cristalina, sendo
que a fase sélida € constituida por um elevado niumero de cristais [29].

A transferéncia de massa entre as fases liquida e sélida s6 € possivel se 0
potencial quimico do soluto na fase liquida, p, for superior ao potencial quimico da
solugdo saturada, sy, COMO descreve a Equacéo 1, ou seja, a variagcdo da energia de
Gibbs molar, AG, tem valor negativo [29].

AG = (Usar — 1) (1)
O potencial quimico de um soluto numa solucdo pode ser expresso pela
Equacdo 2 e depende da temperatura e afinidade de todas as espécies presentes,
assim sendo, tanto uma variagdo de temperatura quanto um aumento na concentragao
dos solutos podem ocasionar a cristalizacdo. Nesta equacdo (uy) representa o

potencial quimico padrdo do sistema e («) a atividade do soluto na solugéo [28].
f= po+ RTIn(a) 2)
A temperatura em que o soluto se torna saturado no solvente (Ts,) também

tem efeito sobre a energia de Gibbs molar e afeta o fendmeno de cristalizagéo, e pode

ser expressa pela Equacgéo 3, em que S representa a entropia molar do sistema. [28].

. T .
AG = — fTsatSdT
(3)
O fenbmeno de cristalizacao é definido por duas fases distintas sendo elas

a nucleacdo, a supersaturacdo e o0 crescimento de cristais. A nucleacdo pode ser

primaria, quando os cristais novos aparecem sem a influéncia de outros, ou
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secundaria atribuida a presenca de outros cristais que colidem e dao origem a novos
cristais, ndo existindo teorias definitivas para como o ndcleo surge, sabe-se que é
necessario que se atinja uma determinada concentracdo de supersaturacdo (acima da
solubilidade), o que reflete também a superacdo da barreira de energia descrita na
Equacdo 4. Além disso, para que o nucleo se desenvolva, ele deve atingir um raio
critico, pois abaixo de tal raio a tendéncia € que ele se redissolva [29].

« _ lemy
AG" = ray (4)

O estabelecimento do raio critico recebe contribuicdo da diferenca da
energia de Gibbs entre as duas fases por unidade de volume (G,) e a energia
interfacial por unidade de area (y), onde antes do raio critico ser atingido a predominio
da energia de superficie que aumenta a energia de gibbs impedindo a formag&o dos
nacleos, porém ao atingir o raio critico a contribuicdo volumétrica predomina
diminuindo a energia de Gibbs favorecendo a formagé&o dos nucleos. Equacionando-se
essas duas energias chega-se a Equacdo 4 que apO0s manipulagbes algébricas da
origem a Equacgéo 5 que expressa a dependéncia do raio critico (r) das energias ja
citadas [29].

4 3 2
AG = 3" AG, + 4nrey

(4)

r= —2 (ﬁ) (5)

A cinética de crescimento de cristais pode ser decomposta em oito etapas,
porém dentre elas trés tém destaque, a saber: o transporte de massa do soluto, sua
integracdo na rede cristalina e o transporte de calor. A primeira e segunda etapa
citadas ocorrem em sequencia e a etapa mais lenta dentre elas se torna a
determinante da velocidade de crescimento do cristal. A Equacdo 6 expressa a
variacdo de massa no cristal (M¢c) em fungéo do tempo, onde (c) é a concentracdo do
soluto na solucdo, (Csy) @ concentracdo de saturacdo, (A) expressa a area e Kg

representa o coeficiente global de crescimento do cristal [28].

M, _
dat

KGA(C - Csat)n (6)
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No caso especifico da formacdo de Nanoparticulas a teoria supracitada,
conhecida como “Teoria Classica da nucleagcdo e crescimento”, ndo é inteiramente
confiavel visto que as propriedades dos materiais mudam em escala nanométrica, o
gue afeta diretamente parametros de cristalizacdo a exemplo da variagdo da energia
de Gibbs molar, que por sua vez tem dependéncia com temperatura. Com base nessa
observacdo estudos realizados estabeleceram a faixa de 280-350K como confiavel
para aplicacdo da teoria classica a sistemas nanométricos [29].

A alteracdo dos parametros leva a uma superestimacdo da taxa de nucleagéo
quando usada a teoria classica, para solucionar tal erro, outros modelos podem ser
aplicados [29].

A cinética de obtencdo de nanoparticulas de ouro foi estudada por BASTUS et
al. (2011), sendo que os autores controlaram a temperatura e a concentracdo das
espécies redutoras e da reduzida, obtendo para o0 mesmo tempo de reacao, particulas

com dimensdes distintas [30].

A maneira como as variaveis de processo influencia a cinética de formagao dos
cristais de ouro é bastante expressiva, de maneira que é possivel limitar o tamanho a

dimensdes sub-nanometricas (<2nm) dando origem a clusters [31].

2.3. Clusters de Ouro

A palavra inglesa “cluster’ que traduzindo significa aglomerado de objetos
materiais (particulas, por exemplo) e imateriais (pensamento e idéias) tem origem na
palavra germanica “klustro” e encontrou grande aplicagdo na nanotecnologia, ja que
para esta cluster pode ser considerado um arranjo limitado de atomos, que possuem

propriedades distintas ao elemento quimico em escala macroscépica [32].

As propriedades fisico-quimicas dos clusters de ouro sdo extremamente
dependentes do tamanho do arranjo formado, onde a remocao de um simples atomo

ou elétron pode levar a comportamentos completamente diferentes [33].

Para obtencado de clusters existem duas estratégias basicas, a primeira € a
reducdo de sais metalicos em solu¢des aquosas e a segunda ocorre pela agregacao

controlada de metais zerovalentes em solventes orgéanicos [34].

A reducdo de sais metalicos em solucdo depende da presenca de agentes

redutores e da presenca de estabilizadores que controlem o crescimento das
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particulas. Na estabilizacdo os mais diversos compostos sdo utilizados, a exemplo do
citrato trissédico di-hidratado, compostos de fésforo, ligantes a base de nitrogénio
(incluindo heterociclos), ligantes & base de oxigénio, dendrimeros, polimeros e
surfactante (comumente o brometo de cetiltrimetilamoénio abreviado CTAB) e
compostos de enxofre (em particular tiolatos) [23].

A obtencédo de clusters de ouro por acdo de agentes redutores a exemplo do
borohidreto de so6dio (NaBH,;) utilizando compostos tiolados como agentes
estabilizantes ddo origem a aglomerados que possuem nucleos entre 1 a 2nm que

apresentam boa estabilidade. [35]

A eficiéncia dos compostos tiolados na estabilizacdo de clusters de ouro esta
associado a forte afinidade existente entre o ouro e o enxofre, uma vez que os tidis
formam uma monocamada sobre a superficie dos clusters de ouro deixando o grupo
ligado ao tiol livre, sendo que esse grupo livre protege estericamente o aglomerado da
aproximacao de novos atomos (figura 2), se a cadeia ligada ao grupo tiol for longa,
essa estabilizacdo se dara de maneira mais eficiente, pois quanto mais volumoso o

grupo ligado, maior o impedimento estérico promovido. [36].
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Figura 2 - (a) Nanoparticula estabilizada por alcano-tiés. (b) Dipersao de nanoparticulas estabilizada por alcanotiois.

Um processo que tem despertado bastante interesse da comunidade
cientifica é a obtencdo de nanoparticulas metélicas pela reducédo e estabilizacdo das

nanoparticulas por micelas de polimeros diversos entre eles o Pluronic F127 [23],
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sendo que a funcionalizacdo do polimero com tios pode promover por si a reducao dos

ions Au®" a ouro metalico com dimensao na faixa de clusters.

A caracterizacdo dos clusters de ouro pode ocorrer por varios caminhos
distintos, fornecendo informacéo sobre a distribuicdo de tamanhos, forma, modo de

organizacgdo, entre outras.

A andlise por espectroscopia na regido do ultravioleta e visivel (UV-Vis) é
uma das técnicas mais utilizadas na caracterizacdo de sistemas que possuem
particulas de ouro em escala nanométrica e de clusters, uma vez que a depender do
tamanho da particula, bandas caracteristicas sdo observadas, a exemplo da banda de
ressonéancia plasmonica de superficie (SPR), que ocorre entre 515 e 560 nm, sendo
ocasionada pela interagdo do feixe incidente sobre as particulas, o que promove a
excitacdo dos elétrons livres presentes nas particulas, levando estes a se deslocarem
coletivamente. O deslocamento coletivo dos elétrons e a for¢a de restauracdo desse

deslocamento provocam a formagédo do comprimento de onda ressonante [37].

No caso especifico dos clusters a depender do tamanho destes (<2nm) néo é
possivel observar a banda plasmoénica, isso porque a dimensao das particulas é tal
que os elétrons destas atingem niveis discretos de energia, sendo mais comumente
observado no espectro que envolve particulas nesta dimensédo a ocorréncia de uma

banda larga abaixo de 500 nm [38].

Outra técnica muito Util na caracterizagdo de clusters de ouro € a microscopia
eletrbnica de transmissdo (MET), pois nela é possivel fazer ndo sé estimativas da
dimenséo dos aglomerados de clusters como também obter informagfes de sua forma
e da maneira como estdo distribuidos guardados alguns cuidados com relagdo a
morfologia observada na imagem e a representatividade da aliquota em relagdo a

sistema total e possiveis interagdes do feixe com as amostras de menor tamanho [39].

A espectroscopia de fotoelétrons de raio-x (XPS) também é uma técnica que
pode ser explorada na caracterizacdo destes sistemas, uma vez que a interacdo do
feixe com a superficie do material fornece informacdes das caracteristicas fisico-
quimicas do mesmo através da medida da velocidade cinética dos fétons emitidos pela
amostras ap0s a varredura do feixe de raio-x. [40]. A utilidade desta técnica na
caracterizacdo de clusters de ouro é a possibilidade de obter informacdo dos os
estados de oxidacdo dos elementos quimicos nas amostras e como estao dispostos
seus vizinhos uma vez que no XPS a interacdo do feixe ocorre com as camadas mais

internas do atomo.
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Para a caracterizacdo dos clusters a espectrometria de massa é também uma
técnica util, pois permite a determinacdo da distribuicdo de particulas nos clusters,
possibilitando assim determinar o efeito do niumero de a&tomos sobre o comportamento
destes [41] [42].

Por se tratar de uma avaliacdo de amostras sensiveis aos métodos
convencionais de ionizacao, a espectrometria de massa dos clusters é realizada com
ionizacdo por dessorcédo a laser e andlise do tempo de voo (Maldi-Tof), o que permite
gue a analise seja feita sem que ocorra a fragmentacdo do analito no momento da

ionizagao [43].

2.4. Pluronic

O Pluronic é um copolimero anfifilico com estrutura polimérica “ABA” (PEO-
PPO-PEO) composto por segmento hidrofilicos de poli-(6xido de etileno) (PEO) e
segmentos hidrofobicos de poli-(6xido de propileno) (PPO) como representado na

Figura 3.
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Figura 3- Estrutura quimica do Pluronic F127

A denominacdo dos Pluronics leva em conta o estado fisico a temperatura
ambiente (pasta (P), liquido (L) e Floco (F)), a massa molecular de seus componentes
e o percentual dos monémeros constituintes, por exemplo, para o pluronic P105, basta
multiplicar os dois primeiros digitos da numeracdo por 300 para determinar a massa
molar média do hidréfobo (PPO), que no caso é de 3000 g mol™ e multiplicar o Gltimo
digito da numeracéo por 10 para identificar que percentual de poli(6xido de etileno) no

exemplo em questdo 50% em massa [44].

O Pluronic P127 tém sido considerado um dos sistemas de transportes

biol6gicos mais promissores, devido ao fato de sua auto-organizacao em fase aquosa
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variar a depender da concentracdo e da temperatura, podendo ser liquido abaixo de
~15°C e semissdlido em temperaturas maiores. Assim, é capaz de transportar
substancias pouco soluveis nos liquidos fisiolégicos e controlar sua liberacdo no

organismo [45].

Em um trabalho recente LI, et al.(2013), desenvolveram nanocarreadores a
partir do pluronic F127 funcionalizado com sequéncias do aminoacido peptidico PV7
em suas extremidades, e utilizaram o sistema para o encapsulamento e entrega
direcionada do anti-cancerigeno Dexorrubicina. Os resultados apontaram uma
eficiéncia de encapsulamento de 72,68% e que as nanomicelas funcionalizadas nao
s6 apresentaram maior absor¢do celular como se mostram mais potentes na liberacéo
da Doxorrubicina, em comparagdo com o0 mesmo sistema de entrega nao

funcionalizado [46].

A mesofase polimérica depende do tamanho da cadeia hidrofébica. Se essa é
menor que as cadeias hidrofilicas o formato das micelas é predominantemente
esférico, porém se o grupo hidrofobico for maior que o grupo hidrofilico as micelas
assumem diferentes estruturas ndo esféricas [47]. A principal vantagem do uso de
micelas poliméricas consiste no fato de serem grandes suficientemente para evitar a
excrecao renal com massa acima de 50 kDa, mas possuirem dimensdo pequena o
suficiente para contornar as células endoteliais do bagco, o0 que aumenta muito a

biodisponibilidade do farmaco no organismo [48].

Em seu trabalho ALAKHOV et al. (2010), estudaram diversas formulacdes de
Pluronic, entre eles o F127, para o encapsulamento e administracdo oral do acetato de
magestrol, um farmaco hidrofébico utilizado no combate ao cancer de mama e
endométrio que tem também aplicacdes no combate de doencas associadas ao HIV.
Os resultados com Pluronic F127, avaliados pelo método area sob a curva, apontaram
um aumento de 1,5 a 2 vezes na biodisponibilidade do farmaco nos ratos modelos em
comparagdo ao sistema de controle, o que denota a eficiéncia dos sistemas

nanoencapsulados formados pelo Pluronic [49].

O controle na estabilidade das micelas poliméricas resulta diretamente no
controle da liberacdo dos farmacos nela solubilizados, por isso a resposta a estimulos
ambientais sdo exploradas quando acontecem dentro do intervalo de condicbes
biol6gicas acessiveis, podendo assim alterar a estrutura fisica e quimica das capsulas
[50]. No caso do Pluronic, as coroas das micelas sdo formadas pelo PEO que
autorizado pela FDA, é um dos blocos mais utilizados em copolimeros para formacao

de coroa com fins de transporte em meio bioldgico, devido o fato de apresentar alta
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hidratacdo e mobilidade em meio aquoso, o que dificulta a interacdo desses com
proteinas do sistema endotelial que ocasionariam a excre¢do das micelas [51]. O
nucleo das moléculas de Pluronic € hidrofébico e torna-se o principal sitio para o
transporte de farmacos que possuem baixa solubilidade em agua, formando com tais

farmacos um sistema por conjugagéo nao covalente.

Butt et.al. (2012), prepararam micelas utilizando Pluronic F127 e D-tocoferol
polietilenoglicol 1000 succinado (TPGS) em diferentes razdes molares, visando obter
nanocépsulas para entrega direcionada de drogas anti-cancer e incorporaram
Doxorrubicina como molécula modelo. As raz8es molares 7:3 e 5:5 entre Pluronic e
TPGS apresentaram os resultados mais satisfatérios no que diz respeito ao raio
hidrodindmico, quantidade de farmaco e eficiéncia de reten¢do quando comparados ao
sistema de entrega formado apenas pelo Pluronic, o que possibilita uma maior

eficiéncia no tratamento de tumores permeaveis [52].

A funcionalizagdo do Pluronic com diferentes grupos tem apresentado um
aumento na estabilidade de micelas desse tipo de polimero, uma vez que estas sao
diluidas na corrente, sendo removidas mais facilmente do organismo apés

solubilizagao [53].

Pluronic F127 e P123 foram funcionalizados com tocoferil succinado
formando um sistema que foi utilizado para incorporacdo do Paclitaxel, uma droga
anti-cancer. A caracterizacdo do sistema demostrou que as micelas de Pluronic
funcionalizado apresentaram eficiéncia de encapsulamento 20% superior quando

comparado aos sistemas nao funcionalizados, além de serem mais estaveis [54].

O Pluronic F127 funcionalizado com terminagfes tidis foi utilizado na
estabilizacdo de um sistema de entrega de droga composto por 6xido de grafeno
reduzido para incorporacdo da Doxorrubicina. Os resultados apontaram ligacbes
dissulfeto formadas entre o sistema de grafeno e a matriz do Pluronic funcionalizada,

além de aumento da eficiéncia de encapsulamento da Dexorrubicina [55].

Outra possibilidade do uso do pluronic para transportar de farmaco é sua
associacdo com Nanoparticulas de ouro, que também atuam como transportador de
farmaco devido a suas caracteristicas de superficie. A associagdo das nanoparticulas
de ouro com o Pluronic F127 funcionalizado mostra-se um caminho promissor no
transporte biol6égico de farmacos por permitir a construcdo de carreadores
nanoestruturados termoresponsiveis, que possibilitem administracédo parenteral ou oral

do medicamento, além de uma permanéncia prolongada do farmaco no organismo
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[56]. SIMON, BOCA e ASTILEAN (2012), sintetizaram nanoparticulas de ouro com
Pluronic F127 acima de sua concentragdo micelar critica tendo este atuado como
agente redutor e estabilizante, o nanosistema obtido foi utilizado na incorporagédo do
azul de metileno (molécula modelo). Os resultados obtidos apontaram a dupla
funcionalidade do sistema que pode ser usado para transporte biolégico de farmacos e
como sondas 6ticas sensiveis denotando a potencialidade do sistema [57].

2.5. Encapsulamento de Farmacos
A liberacdo controlada de farmacos bem como o controle de sua a¢do vem
sendo objeto de estudo de diversos institutos. Uma das principais vantagens em
relacdo aos sistemas convencionais de liberagdo € o aumento da biodisponibilidade e
com isto menores dosagens e toxicidade. Cerca de 50% das drogas aprovadas para
uso farmacologico ndo tem boa solubilidade nas solugdes aquosas fisiologicas, o que
promove uma baixa absorcdo gastrointestinal e por consequéncia baixa

biodisponibilidade do farmaco no organismo [58].

O encapsulamento € um dos métodos mais difundidos para a liberagéo de
drogas com maior biodisponibilidade. Nesse contexto, o sistema pioneiro com esse
objetivo sdo os lipossomas, 0s quais sdo vesiculas formadas por bicamada de
fosfolipideos, que apesar de possuir caracteristicas semelhantes as de vesiculas
naturais, ndo conseguem ser eficientes no transporte de todos os tipos de farmacos,

além de possuirem diversas limitagdes para tal finalidade [59].

Diversas pesquisas visam o desenvolvimento de polimeros capazes de
realizar a entrega controlada de farmacos e em alguns casos mais especificos busca-
se sua entrega localizada diminuindo a intera¢cdes medicamentosas e aumentando a
biodisponibilidade dos farmacos, sendo uma ferramenta muito Gtil na administracéo de

farmacos de janela terapéutica estreita [60].

A nanotecnologia tem papel preponderante no desenvolvimento de tais
sistemas, pois, arranjos micelares de polimeros associados a nanoparticulas metélicas
tem demonstrado eficiéncia no transporte de farmacos, sendo um campo de estudo
promissor ndo somente para entrega direcionado, mas tembém para a aplicagdo de

gatilhos que respondam a estimulos [11], [61].
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2.6. Baicaleina

Muito difundida na China e no Japéo a baicaleina € um flavonoide extraido da
erva Scutellaria baicalensis Georgi (Huanggin), sua estrutura quimica esta
apresentada na Figura 4 e sua maior aplicabilidade na Asia estd no combate a

doencas hepaticas e cardiovasculares.

Figura 4- Estrutura quimica da bacaleina

A Scutellaria baicalensis fornece quatro tipos de flavonas com potencial
medicinal sendo elas a wogonina, wogonosideo, baicaleina e baicalin, nas propor¢des
de aproximadamente 1,3%, 3,55%, 5,41% e 10,11% para o material seco

respectivamente [62].

A baicaleina tem sido ultimamente explorada devido as suas surpreendentes
propriedades, ela tem se mostrado um poderoso anti-inflamatério utilizado para
combater doencas pulmonares [63] [62], combate a ploriferacdo de células
cancerigenas por induzir a apoptose de uma variedade desse tipo de celula [64]. Outra
caracteristica da baicaleina sdo suas propriedades anti-oxidantes, pois estudos
apontam sua habilidade de impedir o desenvolvimento de oxidases, enzimas
responsaveis pelo oxidacdo das células [65] e mais recentemente estudos tém
explorado a baicaleina como um anti-viral no combate aos virus do H5N1 e H1N1 [66]
[67].

Zhang et.al (2013) estudaram a aplicabilidade da baicaleina no combate a
ocorréncia de tumores osseos por inducdo a apoptose de células cancerigenas, e

observando que a mesma tem efeito significativo no combate as células
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osteossarcoma com utilizacdo de 75 nmol L™ da baicaleina e que sua eficiéncia

melhorava com maior tempo de exposicao [68].

2.7. Catélise por Nanoparticulas de ouro

O uso de Nanoparticulas de ouro como agente catalitico de reacfes ja é bem
difundido no meio cientifico, uma vez que o ouro em escala nanométrica apresenta
atividade catalitica acelerando a reacdo de purificacdo de hidrogénio para células de

combustivel, obtencdo de produtos de quimica fina, e algumas reagfes organicas [69].

O grande apelo do ouro frente a outros metais esta no fato deste ser muito
mais estavel em estado puro, ja que outros metais quando expostos a atmosfera sdo
recobertos por um filme passivante ou mesmo sofrem oxidagdo de modo répido

tornado-os inadequados para aplicagdes nanométricas [70].

As observacdes a respeito das propriedades cataliticas do ouro ganharam
grande repercussdo depois que se observou que a medida que o ouro tem sua
dimensado reduzida ocorre um aumento em sua atividade, fato que motivou muitas
pesquisas para desmistificar se 0 ouro possuia boa atividade catalitica ou se os efeitos
observados eram devido a presenca de impurezas, o que ocasionou a descoberta que
0 ouro hdo somente era um bom catalisador, mas figurava como o melhor para

determinadas reacgdes [70].

MAJOUGA, etal. (2015), realizaram a sintese de um compoésito de
Nanoparticulas de ouro e um suporte organico, avaliando posteriormente a sua
atividade catalitica na redugdo do 4-nitrofenol, chegando a conclusédo de que o0s
compoésitos com Nanoparticulas de ouro menores (15 nm) apresentavam melhor
atividade catalitica frente as de dimensdo maior (20 nm), com constantes de
velocidade de 1,9x10°s™ e 7,2x10” s respectivamente, denotando assim a eficiéncia
do ouro na catalise da reacdo e a dependendéncia da atividade catalitica com a

dimensédo da particula [71].

Outro aspecto que motiva estudos das Nanoparticulas de ouro como agente
catalitico em reacdes é o fato que o ouro permite a formagdo de particulas
nanomeétricas com uma grande variedade de morfologias, 0 que por sua vez promove

uma maior seletividade para determinadas reacgoes.
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3. Objetivos

O objetivo geral dessa Dissertagcdo € preparar e caracterizar nanoparticulas e
nanoclusters de ouro estabilizadas com Pluronic F127 funcionalizado ou ndo com
acido tioglicdlico (TGA), sistemas a serem empregados para incorporacdo de uma

molécula modelo (baicaleina) e avaliacdo da atividade catalitica.

Os objetivos especificos séo:

> Funcionalizar o Pluronic F127 com o TGA através de reacado de esterificacdo
> Caracterizar os polimeros funcionalizados por *HNMR.
> Preparar Nanoparticulas de ouro utilizando o Pluronic F-127 como agente

redutor/estabilizante.

> Sintetizar as nanoparticulas de ouro estabilizadas com os polimeros
funcionalizados.

> Caracterizar as nanoparticulas de ouro por espectroscopia de absorcao
molecular no UV/VIS (banda plasmdnica) e microscopia eletrénica de transmissao.

> Investigar a cinética de formacéo das particulas.
> Avaliar a atividade catalitica dos sistemas.
> Solubilizar uma molécula modelo (baicaleina) no sistema Nanoparticulas de

ouro/pluronic F127.

4. Parte experimental

A Tabela 1 apresenta os reagentes e solventes utilizados e suas procedéncias, 0s
guais foram utilizados sem purificacao adicional. A agua utilizada foi deionizada por
sistema Millipore®.

Tabela 1 - . Reagentes e solventes utilizados.

Reagentes Fornecedores Massa molar (g mol-1)
Acido Tioglicolico— 98% Sigma-Aldrich 92,11
Cloreto de ouro () trihidratado — 99,9%  Sigma-Aldrich 339,79
Pluronic F127 Sigma-Aldrich 12600
Citrato de Sodio — 99% Synth 258,06
Tolueno — 99,5% Dinamica 92,14
Etér etilico-99% ChromoLine 74,12
Cloroférmio- 99,8 Nuclear 119,38
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4.1. Metodologia

4.1.1. Funcionalizacéo do pluronic

O método utilizado para a funcionalizacdo do Pluronic F127 foi uma adaptacéo
do método empregado para tiolagdo do PEO descrito por BOURGEAT-LAMI e GUYOT
(1997) [72]. Em um baldo volumétrico de 50 mL foram pesados 3,00 gramas (0,24
mmol) de Pluronic F127, sendo posteriormente solubilizados em 50 mL de tolueno a
temperatura ambiente. Este baldo foi conectado a um sistema de destilagdo
azeotropica para remogdo da umidade do PF-127, realizando a destilagdo a 105°C por
3h. Ap6s a destilacdo azeotropica foram adicionados 168 pL (2,4 mmol) de &cido
tioglicolico (TGA) no baldo contendo a solu¢éo de Pluronic F127/tolueno, o que se
traduziu em um excesso molar de 10 vezes do funcionalizante em relagdo ao
polimero. Um sistema de refluxo foi conectado o baldo contendo a solugédo, sendo
entdo aquecido a temperatura de 110°C em um banho de silicone e mantido sob
refluxo durante 24 h. Apos este periodo, a solucéo foi rotaevaporada, até a secagem
sendo o produto obtido redissolvido em cloroférmio (5 mL) e precipitado em éter etilico
a 4°C (20 mL), formando entdo um precipitado branco. O sobrenadante foi retirado
com auxilio de uma pipeta graduada e o corpo de fundo foi seco em dessecador sob

Vvacuo a temperatura ambiente.

4.1.2. Obtencéo das nanoparticulas de ouro

4.1.2.1. Reducdo por meio de Citrato de sddio

As nanoparticulas de ouro (AUNPs) foram preparadas pela metodologia descrita
por TURKEVICH et al. (1951) [24]. Uma solucdo 1,5 x 10° mol L™ de &cido tetra
cloroaurico (HAuCl,) foi preparada dissolvendo-se 0,5859 g do sal em 1 L de agua
deionizada, para ser usada nos ensaios subseqientes. Em um baldo volumétrico de
100 mL foi adicionado 66 mL da solu¢do 1,5 x 10° mol L™* de HAuCl,, tendo seu
volume completado até o menisco com agua deionizada, formando uma solucdo de
concentracdo final de 0,1 x 10 mol L. Uma aliquota de 95 mL da solugdo 0,1x10°
*mol L* foi e transferida para um baldo de fundo redondo que foi submetido a

aquecimento em um banho de silicone. Apés atingir a temperatura de 100°C, 5 mL de
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citrato de sédio a 1% foi adicionado ao baldo contendo a solucdo de HAUC,,
mantendo-se o sistema a 100°C por 5 minutos. Apos resfriamento, produto obtido foi

transferido para um frasco de vidro ambar e armazenado sob refrigeracéo.

4.1.2.2. Reducdao por Pluronic F127

Alternativamente, as AuNP’s foram preparadas pelo método de redugao pelo
Pluronic F127 ndo funcionalizado (PF127), conforme sugerido ALEXANDRIDIS e
TSIANOU (2011) e com o Pluronic F127 funcionalizado neste Projeto (PF127-Tiol)
[27].

Foram definidas trés concentragbes de PF127-Tiol para que servissem de base
para o estudo. Foram pesados em cinco baldes de fundo redondo de 50 mL 0,0136 g
(0,1x10°® mol), 0,0627 g (0,5x10° mol), 0,1273 g (1x10° mol), 0,1901g (1,5 x103
mmol), 0,2546 (2 x10° mmol) de PF127, nos quais foram adicionado 8,7 mL de &gua
deionizada e 1,3 mL da solugdo 1,5 x 10° mol L™ de HAuCl,, obtendo-se uma
concentracao final 0,2 x 10° mol L™ de HAUCI,. Os baldes foram imersos em banho de
silicone, sob temperaturas definidas na tabela 1, e mantidos sob agitagcdo magnética
por 2 h. O produto obtido de cada baléo foi transferido para frascos de vidro ambar e
armazenados sob refrigeracdo. O mesmo procedimento foi utilizado para o PF127
(n&o funcionalizado), avaliando-se os efeitos da concentracdo de PF127, temperatura
e incidéncia de luz UV (365 nm) sobre a formacdo das AUNPs, conforme descrito ha
Tabela 2.

30



Tabela 2- Sequéncia experimental para obtencao das Nanoparticulas

Amostras Pluronic F127 Temperatura/ . iqancia UV
o
quantidade / mmol L™ c (365 nm)
PL 0.1mM-25-UV 0.1
PL 0.5mM-25-UV 0.5
PL 1mM-25-UV 1.0 sim
PL 1,5mM-25-UV 1,5

PL 2mM-25-UV

PLO.1mM-60-UV 0.1

PLO.5mM-60-UV 0.5

PL1mM-60-UV 1.0 Sim
PL 1,5mM-60-UV 15

PL 2mM-60-UV 2,0

60
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4.1.2.3. Reducdo por meio de Citrato e Pluronic F127

Aliguotas de 10mL da suspensdo de Aunps preparada anteriormente foram
adicionadas a baldes de 50ml contendo PF127-Tiol gerando solugbes com
concentracdes finais de 0,1; 0,5 e 1 mmol L™ do polimero. O sistema foi mantido sob
agitacdo magnética por 2 horas a temperatura ambiente, sendo o produto obtido
transferido para frasco de vidro ambar e armazenado no refrigerador. O mesmo

procedimento foi realizado para o PF127.

4.1.2.4. Cinética de formacdo das Nanoparticulas

O efeito da concentracdo do PF127 sobre a cinética de formacdo das Aunps
também foi investigado na presenca e auséncia da incidéncia de luz UV. As sinteses
das AuNPs foram monitoradas pela técnica de de espectroscopia de absor¢cdo no UV-
Vis e os resultados foram utilizados para construcéo de curvas que correlacionavam o
aumento na intensidade da absorbéancia da banda de ressonéncia plasménica com o
tempo. As curvas foram ajustadas a modelos cinéticos para determinacdo das

constantes cinéticas e o mecanismo de cristalizacao de cada amostra.

4.1.25. Avaliagdo da atividade catalitica das nanoparticulas

Para avaliar a atividade catalitica das AuNPs foi utilizado o sistema modelo de
reducdo do p-nitrofenol na presenga de borohidreto de sodio . Para tal adaptou-se o
procedimento descrito por GAO et al.(2014), que faz a redug&o do -nitrofenol utilizando

0 ouro como catalisador da reacéo [73].

Em tubos de ensaios, foram adicionados 3 mL de uma solug&o de borohidreto
de sddio a 10 mmol L™, e posteriormente 500 uL da solucdo de Aunps obtidas por
reducdo por PF127 a 1 mmol L. Comparativamente, adicionou-se o mesmo volume
de solugcédo de AUNPs obtidas pelo método Turkevich a um segundo tubo. As amostras
foram agitadas e tiveram seus espectros monitorados ao longo do tempo, observando-
se a reducdo da banda existente a 400 nm, caracteristica da presenc¢a do p-nitrofenol

nao reduzido.
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4.1.2.6. Avaliacédo da eficiéncia Encapsulamento

A avaliacdo da eficiéncia dos sistemas no encapsulamento de bioativos foi
realizada utilizando o flavonoide baicaleina como molécula modelo, seguindo o
procedimento ja padronizado pelo grupo de pesquisa. Para a avaliacdo foi adicionada
0,0010 g da baicaleina aos sistemas de AuNPs preparadas e estabilizados com
PF127-Tiol e PF127. A determinacdo de baicaleina ndo incorporada no sistema foi
realizada nos filtrados apos centrifugacaoffiltracdo em filtros Millipore Microcon 100
kDA a 10000 r.p.m. por 5 min., a partir da construcdo de curva de calibracdo por

espectroscopia de absor¢cdo molecular no UV/Vis.

A eficiéncia de encapsulamento (E.E.), referente ao percentual de baicaleina
associada as nanoparticulas ou aos sistemas micelares, foi determinada pela Equacao
7:

E.E.= Ctotal_cfiltrado X100 (7)

Ctotal

O conteudo total nas formulac¢des foi confirmado pela solubilizagéo de 100 pL
do sistema micelar contendo baicaleina em 9,9 mL de metanol por espectroscopia no
UV-Vis

4.2. Caracterizacdo das amostras

4.2.1. Espectroscopia de absor¢cé&o molecular no UV-Vis

As amostras foram analisadas por espectroscopia de absor¢cdo no UV-Vis em
um equipamento de marca Perkin-Elmer modelo LS-50, em cubetas de quarto de 1 mL
com caminho 6tico de 1 cm. As cubetas foram posicionadas no equipamento de
maneira que uma continha uma aliquota do analito e a outra uma aliquota do solvente,

ocorrendo entéo a varredura do espectro de 700 a 200nm.
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4.2.2. Determinagéao de grupos Tiois pelo método de Elliman’s

A presenca de grupos tidis associados as cadeias poliméricas foi avaliada
pelo método de Ellman [74], que utiliza espectroscopia de absor¢édo molecular no UV-
Vis.

Para realizacdo do teste de Ellman preparou-se inicialmente 50 mL de uma
solucdo contendo 2 mmol do reagente 5,5'-ditiobis- (acido 2-nitrobenzoico) (DTNB) e
50 mmol de acetato de sddio em agua deionizada, mantendo-se essa solu¢cdo sob
refrigeragdo. Em seguida foi realizada uma curva de calibragdo partindo de uma
solugédo estoque a 10 mmol de N-acetil-L-cisteina dissolvida no tampé&o Tris pH 8,0, da
qual foram obtidas posteriormente solu¢cdes de concentragcdes menores, por diluicdo

utilizando-se a mesma solugéo tampao.

As medidas foram feitas preparando-se diretamente em uma cubeta de 1 mL
o reagente de Ellman, para tal foi adicionado a cubeta 50 pL da solucdo de DTNB
preparada anteriormente, 100 pL do tampao Tris pH 8 e 840 uL de agua deionizada,
sendo entdo essa solucdo utilizada na cubeta de referéncia e na que receberia a
aliquota a ser analisada.

Ao reagente de Ellman foi adicionada a cada analise uma aliquota de 10 pL
da amostra de concentracdo conhecida, a solugdo contendo a amostra permaneceu
em repouso a temperatura ambiente por 5 minutos, sendo depois analisada por

espectroscopia de absorcdo no UV-Vis em observacdo a banda formada a 412 nm.

O mesmo procedimento adotado para a construgdo da curva de calibracéo foi
utilizado para medir o grau de funcionalizacdo das amostras, sendo que para tal, foi

preparada uma amostras 0,5 mmol do polimero funcionalizado.

4.2.3. Microscopia eletrénica de transmisséo (TEM)
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As amostras também foram caracterizadas por microscopia eletrénica de
transmissdo (TEM) para que pudesse ser observada a distribuicdo de tamanho de
particula e sua organizacdo. Diluiu-se as amostras em agua na proporcdo de 1:10,
sendo que uma gota de 2uL foi depositada sobre um grid de cobre recoberto por
formvar/carbono. As andlises foram realizadas em um equipamento de marca Jeol
modelo JEM-1400 Plus de 120 kV, localizado no centro multiusuario de
nanotecnologia da UFS (CMNano-UFS).

4.2.4. Ressonéancia Magnética Nuclear (RMN)

As medidas de 'H RMN foram realizadas do PF127-Tiol foram realizadas no
Departamento de Quimica na Universidade Federal de S&do Carlos no Laboratorio de
Ressonéancia Magnética Nuclear, em um equipamento de Bruker AVANCE DRX400,
operando a 9,4 T no qual o 'H é observado a 400,13 MHz. Os espectros foram
adquiridos utilizando uma sonda de deteccdo multinuclear de 5 mm. Uma amostra de
15 mg de Pluronic F127 foi solubilizada em 600 puL de CDCI; e transferida para o tubo
de 5 mm. Utilizou-se TMS como padréo interno (B6=0 ppm) para os deslocamentos
quimicos do 'H. A largura espectral utilizada foi de 6443,3 Hz (~16ppm) e 64 K
(resolucéo digital de 0,1 Hz) para 6018,9 Hz. Os espectros foram processados usando
transformada de Fourier e multiplicagdo exponencial por um fator de 0,3 a 0,1 Hz.

5. Resultados e Discussao

5.1. Funcionalizagéo do Pluronic F127

A funcionalizagdo do PF127 se deu pela inser¢do de grupos tidis nas
extremidades de cada cadeia polimérica por reacao de esterificacdo (entre a hidroxila

terminal do grupo PEO e o &cido carboxilico do funcionalizante:
OH-PEO-PPO-PEO-OH + 2HO-CO-R-SH — HS-R-CO-0-PEO-PPO-PEO-O-CO-R-SH
onde R= CH,

A destilacdo azeotrépica realizada antes da funcionalizacao teve como objetivo
eliminar a agua presente no PF127. O processo de rotaevaporacdo teve como
finalidade eliminar o solvente da amostra sem degradar o polimero e deu origem a um

produto incolor de aspecto gelatinoso a sélido. Por sua vez, a dissolucdo com
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cloroférmio e precipitacdo com éter teve como objetivo eliminar as fragbes nao

reagidas do funcionalizante, o qual foi utilizado em excesso.

A avaliacdo do teor molar de tidis na cadeia do polimero foi realizado pelo

método de Ellman [74]. As amostras funcionalizadas foram diluidas no reagente de

Ellman e a mudanca de tonalidade da solucdo de incolor para o amarelo foi

observada, o que ja foi sugestivo da liberacdo de grupos tidis na solucdo. No método

de Ellman o DNTB atua na quebra da ligacdo entre o tiol e seu radical, ho caso em

guestdo o PF127, formando uma espécie S-H-TNB e outra equivalente TNB-2

solubilizadas em um tampdo pH 8. A analise por absorcdo molecular no UV-Vis

forneceu um espectro com um pico bem defino em 412 nm (Figura 5), 0 que esta em

concordancia com o descrito pelo método.
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Figura 5- Espectro de absor¢gdo no UV-Vis de amostra do ensaio de Elman

Os valores de absorbancia da curva de calibracdo para a acetilcisteina foram

ajustados com correlacdo linear de 0.94 e a equacdo obtida foi utlizada na

determinag&o do teor molar de ti6is em cada amostra de polimero funcionalizado. O
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percentual de funcionalizacdo por esse método foi de 77% considerando as duas

extremidades da cadeia.

A Figura 6 apresenta o espectro de 'H RMN da amostra funcionalizada. De
acordo com o espectro obtido por BOURGEAT-LAMI e GUYOT (1997), o
deslocamento quimico do *H para o grupo tiol de PEO funcionalizado com o TGA é em
~2,02 ppm [72]. O valor encontrado na literatura para o deslocamento quimico do *H
da hidroxila terminal do PF127 é em ~2,04 ppm (valores estimados pelas figuras dos
espectros). No caso do PF127, tem-se a terminacdo —[O-CH,-CH,-OH. Com a
funcionalizagédo, a terminacdo da cadeia € —[O-CH,-CH,-COO-CH,-SH. Apesar do
enxofre ser menos eletronegativo que 0 oxigénio, o que justificaria valores de
deslocamento em campos mais altos (préton mais protegido), estad mais proximo de
uma carbonila (grupo retirador de densidade eletrénica). O *H do grupo SH do TGA
apresenta deslocamento quimico em 2,082 ppm [75]. No produto funcionalizado,
espera-se que esse valor seja um pouco menor, pois ndo se tem mais um acido
carboxilico, mas uma carbonila de éster. Assim, 0s picos observados no espectro
(Figura 6) em 2,087 ppm e 2,062 ppm foram atribuidos aos deslocamentos quimicos
do 'H dos grupos OH e SH, respectivamente. A estimativa do rendimento da
funcionalizagdo, neste caso, foi de 91%. Cabe destacar, que a proporgdo de
hidrogénio terminal foi confirmada pela comparagcdo com o multipleto em 3,423 ppm
(soma das alturas), atribuido ao CH do PPO (proporc¢éo de 65:2, referentes ao nimero
de mondmeros de PPO e terminacdes, respectivamente). Avaliou-se o espectro ainda
guanto a presenca de possiveis contaminantes, como solventes (dgua, tolueno, éter
dietilico) [76] e o acido tioglicolico [75] (pelo deslocamento quimico referente ao grupo
carboxilico, j& que os demais poderiam ter sobreposicdo), de maneira que nao foram
encontrados picos detectaveis. Na Figura 6, foi mostrada apenas a regido de interesse

ampliada.
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Figura 6 - Espectro de *H RMN do PF127-Tiol.

A avaliacdo pela técnica de RMN, neste caso, é mais precisa que o método de

Elmann, uma vez que, possivelmente, a reagdo colorimétrica ndo é 100%, fato

corroborado pelo valor baixo de correlagéo linear da curva analitica (R=0.96).

5.2. Preparacgdo das Nanoparticulas de ouro

A obtencéo das AuNPs se deu pelo método de reducdo em solugéo diluida, no
gual supersaturacao, nucleagdo e o crescimento ocorrem em uma unica etapa, sendo
regido por dois fendmenos distintos. O primeiro fendmeno é a redugdo quimica que
pode ser efetuada com uso de agentes diversos, a exemplo do borohidreto de sadio.
Ja o segundo fendbmeno consiste na estabilizacdo da reagdo por agentes como o
citrato trisddico dihidratado [23].

5.2.1. Reducdo por citrato de sédio

Para efeito de comparacgédo, as AuNPs foram obtidas inicialmente por reducgéo e
estabilizacdo realizada pelo citrato de sédio, seguindo o método de Turkevich [24], no
qual o citrato desempenha ambas as fungdes, reduzindo o Au** a Au’ e

posteriormente estabilizando as nanoparticulas.
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Neste método, ndo se observou mudanca imediata apds a adicdo da solugéo
de citrato a solucdo de Au®*, porém ap6s 5 minutos a solucéo tornou-se vermelho tinto,

evidenciando a formag&o de AuNPs [24].

As amostras obtidas foram submetidas a analise no UV-Vis, fornecendo o
espectro apresentado na Figura 7, onde se pode verificar em 530 nm a banda SPR

peculiar a presenca de AuNPs com dimensdo aproximada de 30 nm [77] e com forma

esférica [37] [78].
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Figura 7 - Andlise de UV-vis das solucdes obtidas por Turkevich

A banda ainda existente em 260 nm pode ser atribuida a frac6es de ouro ndo

reduzidas completamente podendo ser Au'* ou Au®* [79].

5.2.2. Reducdo por Pluronic F127
As AuNPs também foram obtidas por reacdo do PF127 com o &cido

tetraclorodurico, ja que o PF127 é capaz de reduzir e estabilizar as AuNPs [80] [27].
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No mecanismo de obtencdo das AuNPs, como ilustrada na Figura 8, as
pseudo-coroas do polimero em solucao, abrigam as particulas formadas na nucleacao,
limitando seu crescimento por acdo de estabilizagdo estérica vinculado ao tamanho da
cadeia [23].

Coroa (PEO)

Nucleo (PPO)

N

Nanoparticula
i — @

Figura 8 - Mecanismo de obtenc&o das AuNPs a partir do PF127 [23].

Para a obtencdo das nanoparticulas adotou-se como referéncia o trabalho de
Sakai et al.[81], no qual a concentrag&o de ouro no meio reacional foi de 0,2 X 10 mol
L™, porém o Pluronic utilizado no presente Projeto foi o F127, o tempo foi fixado em
duas horas e a temperatura do meio reacional foi de 25°C para que fosse analisado o

efeito da concentragc&o do copolimero sobre a redugéo das nanoparticulas.

A Figura 9 mostra o espectro de UV-Vis obtido das amostras submetidas a
reducédo/estabilizacdo por Pluronic F127, onde se pode observar que a medida que a
concentracdo do Pluronic F127 aumenta, ocorre 0 aumento e a reducdo das bandas

em 530 nm e 220 nm, respectivamente.
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Figura 9 - Andlise de UV-Vs das amostras reduzidas com Pluronic F127 ndo

funcionalizado

Para as amostras com concentragdo mais baixa € observada a formacdo da
banda SPR discreta a 530 nm, porém na amostra reduzida com 1 mmol L™ de PF127,
se observa uma formacdo de banda SPR bem pronunciada e que ocorre
deslocamento para 520 nm (‘blue-shift’). O aumento da intensidade da banda SPR
com o aumento da concentracdo de Pluronic F127 pode ser explicado pela formacao
de um maior nimero de ndcleos, originando uma maior quantidade de particulas com
dimensao similar, como a banda SPR, associada ao deslocamento dos elétrons de
maneira ordenada com o feixe incidente, o maior numero de particulas implica numa
maior intensidade banda de ressonancia por efeito de aproximagédo das particulas [82].
Além disso, 0 aumento da concentracdo do PF127, possivelmente, leva a formacao de
particulas com dimensao menor, o que é evidenciado pelo deslocamento da banda
para comprimentos de onda menores [83], [84]. Nos sistemas que utilizaram o
polimero em menor quantidade, pode ser observada uma pequena reducédo da banda

em 220 nm, como também a presenca discreta da banda SPR, indicando a diminui¢éo
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da concentracdo de Au®** da solugéo, bem como a formacdo de AuNPs, sendo estas
maiores em relacdo as particulas obtidas com maiores concentragdes de Pluronic,

pelo baixo nimero de nucleos formados [85].

5.2.3. Comparativo entre método Turkevich e reducéo por PF127

Como o método de reducdo por citrato de sddio, também conhecido como
método Turkevich € um dos mais difundidos para a preparacdo de AuNPs, foi
realizado um comparativo, deste método e das AUNPs obtidas por reducdo pelo
PF127 pela técnica de espectroscopia de absor¢do no UV/Vis (Figura 10).

Turkevich

—— PF127 1 mmol L

= — PF127 1,5 mmol L
/ ——— PF 127 2 mmol L

Absorbancia

0,0

. : . : .
400 500 600 700
Comprimento de onda (nm)

Figura 10 - Espectros de UV-Vis do método Turkevich e concentracbes do

PF127 em que néo se observa banda referente a fragdo de ouro ndo reduzido.

A banda SPR referente as nanoparticulas geradas por reducgéo e estabilizacédo
pelo citrato de sédio apresenta largura a meia altura maior e banda menos intensa
quando comparada a banda SPR referente as nanoparticulas obtidas por acdo do
PF127, o que nos leva a acreditar que a polidispercédo das nanoparticulas obtidas pela
acao do PL127 é menor e a sua populacao € maior, 0 que ja se apresenta como uma

vantagem do PF127 em relagdo ao método Turkevich. Vale a pena mencionar que as
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amostras por Turkevich sdo obtidas a 100°C, enquanto na rota de sintese por PF127,
utiliza-se 25°C.

As microscopias de trasmissao realizadas nas amostras (Figurall) deixa essa

diferenca de dimens&o bem evidente

Figura 11 - Microscopia eletrénica de Transmissdo das Nanoparticulas obtidas por (a)
Turkevich e (b) Pluronic F127 1,0 mmoL L™.

Nas imagens (Figura 11), observa-se que o tamanho de particulas obtidas pelo
método Turkevich (25 nm) é bem superior ao tamanho das obtidas pela acdo do
PF127 (7 nm), o que corrobora com as observagdes feitas a partir dos espectros de
UV-Vis. Outra observagéo interessante € o posicionamento das particulas obtidas pela
acdo do PF127, que se concentram em regides circulares que podem ser

interpretadas como micelas, reforgando o mecanismo ja citado.

5.3. Efeito do Pluronic sobre as particulas pré-formadas

Também foi objeto de estudo desse projeto, o efeito do PF127 sobre
nanoparticulas ja formadas pelo método Turkevich, o que se pode verificar observando
0 espectro representado na Figura 12.
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Figura 12 - Analise de UV-vis das amostras reduzidas por Turkevich e associadas ao
Pluronic F127 n&o funcionalizado.

Nas amostras em que foi utilizado o PF127 pode-se observar a ndo deteccao
da banda existente a 220 nm atribuida a Au®** ndo reduzido pelo método Turkevich,
com um leve aumento na banda de 530 nm, o que nos leva a afirmar que o Pluronic
F127 agiu reduzindo tais fracdes. No entanto, a linha de base é deslocada, o que

sugere espalhamento de luz devido a formacgéo de agregados.

A avaliagdo da morfologia e da dimensédo das nanoparticulas foi realizada por
TEM. Foram utilizadas as amostras preparadas com a concentracdo de polimeros de 1
mmol L™. As AuNPs obtidas pela reducéo por citrato de sodio apresentaram em média
20 nm de diametro e morfologia aproximadamente esférica como observado na
(Figura 13A), porém com a adi¢do do PF127 na solucdo de AuNPs obtidas por citrato
(figura 13B), observa-se uma mudanca na morfologia e distribuicdo de diametros,
onde particulas de menores dimensBes se concentram preferencialmente nos

agregados poliméricos (‘manchas’).
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Figura 13 - Imagens TEM das AuNPs (A)reduzida por citrato de sodio ; (B) com posterior
adicao de PF127.

Os resultados obtidos por TEM estdo em concordancia com os obtidos por
absorcao no UV-Vis e séo satisfatorios ao projeto, uma vez que mostram a viabilidade
do Pluronic na obtencéo de nanoparticulas de ouro de maneira competitiva ao método
de Turkevich.

45



5.4. Estabilidade dos sistemas
Apesar de apresentar muitas vantagens o Pluronic ndo consegue estabilizar as
nanoparticulas de ouro por um longo tempo, e sabendo dessa informacdo a
estabilidade dos sistemas foi monitorada para verificar através do deslocamento ou
alteracdo de intensidade da banda plasménica, além de espalhamento caracteristico

da formacéo de aglomerados maiores.

A Figura 14 mostra os espectros obtidos a partir das AuNPs até 35 dias de sua

sintese, acondicionadas a temperatura ambiente.

Absorbancia

Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)
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0,144
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T
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Figura 14 - Espectrocopia no UV-Vis das AuNPs obtidas por PF127 a (a) 0,1mmol L?, (b) 0,5 mmolL-1,
(c) 1 mmol L*, (d) 1,5 mmol L™ e (e) 2 mmol L™

Mesmo utilizando elevadas concentra¢des do PF127, néo foi possivel manter a

estabilidade das nanoparticulas no prazo de 35 dias, fato essa afirmado com base nas
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alteracBes ocorridas na banda SPR, que além de sofrer reducdo de intensidade,
mostra alargamento do pico e deslocamento para comprimentos de ondas maiores,
fendbmenos esses associados a redugdo da populagdo, aumento da polidisperséo e
aumento da dimensdo das particulas. Entretanto, também foi possivel observar a
existéncia de banda SPR mesmo aos 35 dias de observacdo para as maiores
concentracdes de PF127, o que se pode considerar uma melhoria na estabilidade,
embora as particulas formadas por essas concentracdes possuam tamanho superior

em relagc&o as obtidos em concentragbes menores.

5.5. Analise de diferentes condi¢Bes de sintese sobre a formacgéo das

nanoparticulas

Os parametros de sintese das nanoparticulas de ouro foram investigados, visto
que a literatura ndo apresenta estudos dessa natureza para o sistema em questéo.
Como pode ser visto na Figura 15, a temperatura, concentracdo e incidéncia de

irradiagdo UV tém efeito consideravel sobre a formacdo das nanoparticulas.

“‘\A [—— 0,1 mmol L'| b
\ (@ —— 0,5 mmol L' (®)
—— 1,0mmol L
—— 1.5 mmol L

——2,0mmol L'

02

Absorbancia

Absorbancia

T T T T
200 300 400 500 600 700 200 300 400 500 600 700

Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

Figura 15 - Nanoparticulas de ouro obtidas a (a)25°C; (b) 25°C + UV; (c) 60°C e (d) 60°C + UV

Quando comparamos as amostras obtidas a 25°C sem e com irradiacao de luz
UV, observa-se que a incidéncia de radiacdo UV, Figuras 15a e 15b respectivamente,
leva a formagdo de uma banda SPR mais intensa e estreita, o que e indicativo da
formacdo de uma maior populacdo de nanoparticulas com menor dispersao, além de

um deslocamento para comprimentos de onda menores (‘blue shift”). A justificativa
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para ambas as observacdes € a mesma, a radiacdo UV é capaz de fotocatalisar a
reducdo das nanoparticulas de ouro, formando novos nucleos, por sua vez os nucleos
formados em maior quantidade sdo estabilizados pelo PF127, dando origem a um
sistema com uma maior populacdo de particulas, distribuicdo mais estreita e menor
dimensao das particulas observadas. O que poderd ser comprovado olhando as
imagens de TEM que serdo mostradas a seguir (Figura 15).

De fato, SAKAI et al. (2013) .observaram que os fons de Au** sio totalmente
reduzido em uma concentracdo de pelo menos 1 mmol L™ de Pluronic F127 .
Entretanto , os autores investigaram a sintese apenas a temperatura ambiente e sem
irradiagdo UV [81] .Resultados similares foram encontrados por Yahyaei e Azizian
(2013 ), em que a reducdo de prata foi mais eficiente usando a incidéncia de uma
lampada de UV (6W) a 253,7 nm, em comparacdo com as amostras obtidas sem
incidéncia de UV . Os autores sugeriram que a incidéncia de UV excita as moléculas
F127 que reduz Ag* mais rapidamente [26].

Um efeito similar ao que ocorre com as nanoparticulas obtidas a 25°C com e
sem incidéncia UV é também visto para nanoparticulas obtidas a 60°C, porém a
dimensao das particulas obtidas a essa temperatura € superior as que foram obtidas a
25°C. Neste caso, a dimensdo das particulas obtidas a 60°C leva a formacdo de
agregados maiores pela reducdo da energia de Gibbs do sistema ocasionada pela
elevacdo da temperatura, essa variagdo na energia de Gibbs faz com que o raio critico
para estabilizacdo da nanoparticula torne-se maior, levando a formacéo de grandes
particulas mesmo em concentra¢des mais altas do Pluronic.

As microscopias apresentadas na Figura 16 comprovam as observacoes feitas
por espectroscopia de UV-Vis, além de fornecerem informacdes da morfologia e

organizacao as nanoparticulas e do PF127 nas diferentes condi¢cdes empregadas.
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Figura 16 — (A) Imagens obtidas por TEM das nanoparticulas obtidas por (a) PF127 +
25°C (b) PF 127 + 25°C + UV (c) PF127+ 60°C (d) PF127+ 60°C + UV. (B)

Histogramas respectivos dos tamanhos médios a partir das imagens.

As imagens obtidas microscopia confirmam os dados obtidos por espectroscopia
de UV-Vis, uma vez que na temperatura de 25°C (Figura 16-a) observa-se a formacéo
de particulas preferencialmente nas micelas do PF127 com distribuicdo de tamanho
estreita. A incidéncia de radiacao UV (Figural6-b) leva a formacédo de particulas com
dimensao similar, porém ha uma pequena fracdo da populagédo apresenta morfologia
diferente das esféricas visualizadas nas amostras obtidas sem incidéncia de luz, além
de maior dimensao(40-50nm). Quando as particulas sdo obtidas a temperatura de
60°C (Figura 16-c), pode se observar que a dimensdo das mesmas aumenta
substancialmente, corroborando com os espectros UV. Além disso, observa-se que as
particulas fogem a forma esférica e assumem carater prisméatico, 0 que pode ser
explorado na entrega de drogas anti-cancer [86]. Mesmo a incidéncia de luz UV néo é

capaz de minimizar o efeito da temperatura, pois observando a Figura 16-d observa-se
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que a associacao da temperatura com incidéncia de radiacdo UV leva, na verdade, a
particulas maiores que também fogem a forma esférica.

As observacdes em relagdo aos tamanhos médios das amostras preparadas em
diferentes condi¢bes s&o mais nitidamente observadas nos histogramas da Figura 17,
construidos a partir da contagem das amostras.

5.6. Estudo da cinética de formacao das nanoparticulas

Para avaliacdo da cinética de formacdo das nanoparticulas foi utilizado
medidas de UV-Vis tomadas em intervalo de tempo para concentragbes 0,5; 1; 1,5 e
1,5e 2 x 10° mol L* do PF127, sendo que a concentracdo de 0,1 x10°mol L™ néo foi
utilizado, visto que nos experimentos anteriores apresentou uma baixa formacao de

nanoparticulas, o que dificultaria o estudo.

Como parametro da ocorréncia de reacdo, foi utilizada como referéncia a
evolucdo da intensidade da banda SPR ao longo do tempo, que n&o ocorre no mesmo
comprimento de onda para todas as concentracfes por razdes ja discutidas nesta
Dissertacdo, porém fica compreendida entre 520 e 560 nm comprimento caracteristo
da formacao de nanoparticulas de ouro.

Para construgdo das curvas cinéticas utilizou-se correlacdo de absorbancia

com concentracdo segundo a lei de Beer (8).
A=axbxc (8)
onde a € a absortividade molar, b € o caminho 6tico e ¢, a concentracdo da espécie

A partir dos dados coletados por espectroscopia de UV-Vis foram construidas
curvas que correlacionam a absorbancia com o tempo (Figura 17), e tomando como
referéncia a intensidade da banda SPR, pode-se construir as curvas apresentadas na

Figura 18, que permitem avaliar a cinética de formacao das particulas com o tempo.
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Figura 17 - Espectroscopia de UV-Vis das AuNPs obtidas com 1 mmol L* de PF127 e

radiagéo UV ao longo do tempo.
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Figura 18 - Variacéo de intensidade da banda plasménica das AuNPs obtidas com 1mmol L™

de PF127 e radiacdo UV ao longo do tempo.
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Os dados obtidos de cada curva foram tratados segundo modelos descritos na
literatura [26] que definem como a cinética se ajusta a um modelo de primeira ordem
(9), de segunda ordem (10) ou ao modelo de Avrami (11), sendo o ajuste realizado
com auxilio do software STATISTICA, pelo método de regressdao ndo linear e
estimacgdo do erro pelo método dos minimos quadrados.

A =A,(1—ek) 9)
- f+—g (10)
A=A, -k (11)

A avaliagéo cinética forneceu os dados que se encontram na Tabela 3, na qual
€ mostrada a constante cinética obtida para cada modelo (k), com e sem a incidéncia
de radiacdo UV respectivamente, bem como o ajuste dos dados a cada modelo (R),
sendo que os dados descritos em vermelho apresentaram correlacdo estatistica

confiavel e os descritos em preto ficaram fora das estimativas estatisticas.

Tabela 3 - Parametros cinéticos estimados a partir dos modelos de 12 ordem,

22 ordem e Avrami

Concentracao de Parametros
PF127 / mol L™ 12 ordem 22 ordem Avrami
k R k R k R N
0,5 0,0759 95,76 0,1327 98,22 0,1509 98,23 0,7050
1 0,1330 91,20 0,2200 96,12 0,2800 94,96 0,5800
15 0,2249 92,25 0,4293 99,39 04891 9832  0,5050
2 0,2012 8556 0,3560 96,3 04728 9510  0,4637
0,5+Uv* 0,0431 99,21 0,0793 97,92 0,0667 99,69 0,8597
1+UVv* 0,0719 97,51 0,1283 98,28 0,1306 99,05 0,7539
1,5+UV* 0,1047 96,17 0,1790 95,92 0,1502 96,62  0,8140
2+UV* 0,1169 96,72 0,2004 9595 0,521 96,91  0,8575

*a terminologia “+ UV” refere-se a incidéncia da radiagéo
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Observa-se (Tabela 2) que o comportamento cinético das particulas sofre
grande influéncia das condicbes de preparacdo. Para as amostras preparadas sem
irradiacdo UV, observando os ajustes aos dados, a reacdo ocorre segundo uma
cinética de segunda ordem, outro aspecto que pode ser ressaltado é a tendéncia no
aumento da velocidade (constante cinética) & medida que a concentragdo aumenta,
com excecdo da concentracdo de 2 mmol L *, que tem valor de constante cinética
menor que a de 1,5 mmol L?, fato esse que pode ser atribuido ao aumento de
viscosidade do meio promovido pela alta concentracdo do PF127, o que limitaria a
mobilidade das espécies em crescimento para os nucléos formados. Um cenério
diferente ocorre quando observamos a cinética das amostras que foram submetidas a
incidéncia de radiagcdo UV. Nesse caso, as reac¢des ocorrem preferencialmente
segundo uma cinética de primeira ordem, ou seja, com menor influencia dos
reagentes, ja que a irradiagdo UV é capaz de formar ndcleos, causando um efeito
sinergético com a agdo do PF127. Essa tendéncia sO ndo se aplicou as amostras
obtidas na concentragdo de 1 mmol L™, que continuaram a obedecer o modelo de
segunda ordem, o que pode ser atribuido a um predominio da a¢do do PF127 sobre a

irradiagéo.

Também houve uma tentativa de se separar as principais etapas que
contribuem para a cinética de formagdo das nanoparticulas, a nucleagdo e
crescimento. Para tal foi aplicado o método de derivacdo da curva para separacao das
etapas de nucleacdo e crescimento (Figura 19), se considera o intervalo de dados
entre o primeiro maximo e o primeiro minimo integrantes da nucleacdo e os demais

dados pertencentes a etapa de crescimento [87].
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Figura 19 - Derivada da curva de Absorbancia em relagdo ao tempo para a

amostra obtida a 1 mmol L™ e irradiagdo UV.

Estes resultados estdo apresentados na Tabela 4, e mostram como se da a

variagdo das constantes cinéticas e os ajustes dos dados aos respectivos modelos.
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Tabela 4 - Dados da cinética de obtencdo das nanoparticulas separados em etapas.

Etapa Amostra 12 ordem 22 ordem Avrami
K R K R K R N
0,5 0,09379 97,49 10,1285 94,43 0,0663 98,29 11,1823
9 1 0,1438 96,46 0,2271 92,64 0,1358 96,49 1,0316
§" 15 0,2284 91,89 10,4367 99,42 0,374282 99,58 1,005395
; 2 0,2224 93,15 10,3855 93,91 0,286194 94,68 0,830900

0,5 0,09379 97,49 0,1425 90,24 0,0663 98,29 11,1823

(@]
é 1 0,06048 66,75 0,03943 58,87 0,255291 83,94 0,579512
2 1,5 0,08858 67,63 0,3661 92,29 0,462503 97,20 0,486210
(]
5 2 0,1067 37,69 0,2735 91,43 0,495661 94,33 0,430199

0,5+UV 00532 99,29 0,0646 97,55 0,0378 99,97 11,1714
1+Uv 00868 97,97 0,1174 9586 0,0718 98,24 1,0980
15+UVv 0,1147 91,35 0,1645 87,84 0,0760 92,45 1,2200
2+ UV 0,1248 92,90 0,1837 88,86 0,0842 93,96 1,2100

Nucleacao
uv

0,5+UV 00392 098,82 10,0961 88,78
1+Uv 0,0529 97,56 0,1544 88,63 0,1006 99,26 0,8126
15+UvV 00688 97,71 0,2468 87,00 0,1407 99,70 0,7834
2+UV 00762 96,60 0,2992 86,34 0,1767 99,17 0,7526

Crecimento
uv

Observando os dados da Tabela 3 para as amostras obtidas sem irradiacao
UV, nota-se que com 0 aumento da concentragdo a etapa de nucleagéo apresenta um
aumento no valor da constante cinética, chegando a mudar a ordem de reagéo para as
concentracdes de 1,5 e 2 mmol L™, comportamento atribuido a acao do agente redutor
em maior quantidade formando nicleos de dimensdo similar, o que facilita o alcance
do raio critico. A mesma tendéncia é observada na etapa de crescimento, porém
comparando os dados das concentragbes que permaneceram na mesma ordem de
reacdo, ou seja, 0,5 com 1 mmol LY e 1,5 com 2 mmol L?, pode-se supor que a
reducdo na constante cinética de crescimento das nanoparticulas esta associada com
0 aumento de viscosidade do meio promovido pelo PF127, que por sua vez pode estar

diminuido mobilidade dos nlcleos formados e seu crescimento assim como das
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espécies em crescimentos. Ja a incidéncia de radiacdo UV tem efeitos distintos sobre
as duas etapas de formacao das particulas. A principio € notério que a irradiacdo UV
promove uma reducdo média de 40% na constante cinética da etapa de nucleacdo em
comparagdo ao processo sem incidéncia de radiacdo, um indicativo que a nucleacao
torna-se mais lenta provavelmente pela maior formacdo de ndcleos que por uma
concorréncia pelas fragdes reduzida leva mais tempo para alcancar o raio critico. Na
etapa de crescimento, verifica-se a influéncia da radiagdo UV de maneiras diferentes
a depender da concentragdo do PF127, pois se observa aumento na velocidade e
cinética de primeira ordem, mesmo para as concentracdo de 1,5 e 2 mmol L™
Possivelmente, como a reducédo de Au** com irradiacéo ocorre homogeneamente na
solucdo ao invés de ser concentrada nas coroas dos PF127, o efeito do aumento da
viscosidade pode ser minimizado, tendo espécies de crescimento mais proximas as

superficies dos nucleos, supondo um modelo de crescimento limitado por difuséao.

Os resultados obtidos através do estudo cinético se assemelham com obtidos
por Yahyaei & Azizian (2013), quando estudaram a cinética de obtencdo de
nanoparticulas de prata e viram que as etapas de formacdo das nanoparticulas

ocorriam por ordens diferentes e sofriam influéncia da concentragédo do polimero [26].

5.7. Avaliagcéo da atividade catalitica das nanoparticulas de ouro

A reducdo do p-nitrofenol possui importancia na obtencdo de moléculas ativas
para aplicagbes biologicas e farmacéuticas. Devido a isso diversas rotas sao
estudadas para obtencdo realizacdo de tal reacdo, inclusive com aplicacdo de
catalisadores, visto que o borohidreto de sddio ndo é eficiente nessa tarefa [88] [89]
[90].
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Absorbancia

O grafico mostrado na figura 20 mostra o efeito catalitico do AUNPs obtidas por
meio do PF127 (figura 20-A) e pelo método Turkevich (figura 20-B) sobre pico

existente a 400 nm indicativo da presenga do p-nitrofenol [73].
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Figura 20 - Espectro da reducdo do p-nitrofenol catalisada por nanoparticulas de
ouro reduzidos por (A) PF127 (B) citrato de sddio

Comparando a redugédo do p-Nitrofenol pelo borohidreto de sédio na auséncia

de catalisadores, com relacao as demais curvas (em que foi utilizadas nanoparticulas

obtidas pelos dois métodos) verifica-se que a nanoparticulas sdo capazes de catalisar

a reacdo. A evidéncia para tal afirmacéo esta na reducdo gradativa da banda a 400

nm, que inicialmente é mais rapida e depois tem sua velocidade diminuida. A figura 21

mostra o0 quantitativo presente de p-nitrofenol apés 7 horas de monitoramento para 0s

trés sistemas em estudo.
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Figura 21 - Grafico comparativo da presenca de p-nitrofenol apds 7 horas de

reacao.

Comparando a area dos picos de 400 nm tomadas dos espectros apés 7h e
reacdo na auséncia que na presenca dos catalisadores observa-se que a reagdo nao
ocorre mesmo para tempos elevados [73], observa-se também que as nanoparticulas
reduzidas por meio do PF127 tém melhor eficiéncia na reducdo, pois conseguiram
promover uma redugdo de 83,57%, enquanto as nanoparticulas obtidas pelo método
Turkevich promovem uma reducéo de 70,19% no mesmo tempo de observacdo. A
reducdo do p-nitrofenol auxiliada pelo ouro pode estar associada a melhoria na
transferéncia de elétrons do ion BH, para compostos nitro mediadas pelas
nanoparticulas [73], e a diferenca na eficiéncia do processo pode estar associado a
dimensao das particulas obtidas por meio do PF127 que sdo menores que as obtidas
pelo método Turkevich e, por sua vez, possuem maior areas superficial por unidade de

volume.
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5.8.0Obtencéo de clusters de ouro

A reducdo das particulas por PF127-Tiol tem seu espectro apresentado na
Figura 22, na qual se pode observar que ndo h& ocorréncia de banda SPR, banda na
regido de 530 nm, observa-se também o surgimento de uma absorcéo intensa na
regido de 320 nm, comportamento que pode ser atribuido a formacédo de nanoclusters

de ouro (AUNCLs)por acao do radical tiol ligado a cadeia polimérica [38] [91].
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Figura 22 - - Espectroscopia de absor¢cdo no UV dos clusters de ouro obtidos

pela acdo do PF127-Tiol.

A ndo ocorréncia da banda SPR é decorrente da reducdo do tamanho das
particulas a uma dimensao tal que atinge o inicio dos efeitos quanticos, onde seus
elétrons estdo em niveis de energias discretos, o que € um forte indicio de que as
particulas obtidas tém dimensdes inferiores a 2 nm. [92], podendo ser mais facilmente

identificados por fluorescéncia [93].
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A medida que a concentracdo de PF127-Tiol aumenta, é possivel observar o
deslocamento da banda a 320 nm (red-shift), evento esse correlacionado com a
dimensdo dos clusters, ou seja, o aumento da concentracdo do Pluronic F127
funcionalizado da origem a AUNCLs com dimensdes maiores, porém o ponto de inicio
do evento (onset) permanece abaixo de 500 nm, o que leva a entender que os efeitos
quanticos de confinamento séo conservados [92] [94] [38].

E possivel correlacionar a posi¢cdo do ponto on set dos espectros obtidos dos
clusters com a dimensdo dos mesmo, utilizando outra técnicas como espectrometria
de massa para realizacdo de tal correlagcdo, como observado em alguns trabalhos
presentes na literatura [41], [95].

Embora os clusters obtidos pela reducao/estabilizacdo promovida pelo Pluronic
F127-tiol ndo tenham passado todas caracterizagdes necessarias para definir o
namero de atomos presente em cada clusters, a comparacdo dos espectros obtidos
com outros presentes na literatura permite estimar a sua dimenséo pela similaridade
de comportamento observado, tanto no ponto “on set” da absorcdo quanto no ombro
formado em comprimentos de onda menores, de maneira que nesse trabalho foi obtido

provavelmente cluster que variam entre Aull- Au25.

A explicagdo para o comportamento distinto entre o PF127 e PF127-Tiol com
relacéo ao efeito de aumento de concentragéo € a possivel competi¢cdo entre o agente
redutor e os estabilizantes do meio [95].A fracdo hidrofébica (PPO) de cada cadeia de
PF127 envolve os nucleos de ouro formados, que sdo protegidos pelo segmento
hidrofilico (PEO), o qual por sua vez permite o crescimento limitado por difusédo desses
nucleos. A presencga dos grupos tidis no PF127-Tiol também tem agéo estabilizantes
nas particulas, porém a acdo dos tidis sobre os nucleos formados limita mais
eficientemente seu crescimento, dando origem a clusters com dimensodes diferentes
devido a essa concorréncia cinética influenciada pelo aumento da concentragdo do
Pluronic F127. [41]

O resultado aqui obtido pela redugédo das nanoparticulas por meio do PF127-
Tiol difere dos demais encontrados na literatura por ndo utilizar nenhum agente redutor
a exemplo do borohidreto de sédio para a formacdo das nanoparticulas [39], sendo
que o préprio contato entre o polimero funcionalizado promove a reducdo do Au® em
particulas com dimensfes menores que as obtidas pelo polimero ndo funcionalizado,
visto que nado ha ocorréncia da banda SPR.

A avaliacdo da morfologia e da dimensdo dos aglomerados de AuNCLs foi

realizada por TEM. Pode-se confirmar diferencas dos sistemas em que foi utilizado o
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PF127-Tiol e PF127 na obtencdo dos AuNCLs conforme. No sistema em que foi
utilizado o PF127-Tiol, houve formacdo de aglomerado de AuNCLs com boa
uniformidade, dando origem a um arranjo que podemos considerar bimodal com
dimens6es médias de 0,5 nm + 0,012 e 3,53 nm + 0,010 (andlise da imagem
considerando cerca de 30 medidas) . [96] [97]. Na imagem com menor aumento,
observa-se uma maior aglomeracao de AuNCls nas micelas de PF127-Tiol.

3 .
LT A ril s At TR S TP

Figura 23 — Imagens de TEM dos AuNCLs formados com 1 mmol L™ de PF127-tiol

O efeito do PF127-Tiol sobre as particulas de ouro obtidas previamente pelo
método Turkevich também foi avaliado, sendo as amostras obtidas por esse método
submetidas a espectroscopia de UV-Vis, dando origem a espectros (Figura 24) que
mostram com o PF127-Tiol age sobre as particulas.
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Figura 24 - Espectroscopia de absorcdo no UV/Vis das AuNPs obtidas por
Turkevich com adig&o posterior de PF127-tiol.

Nas amostras em que foi utilizado o PF127-tiol ha formagdo de uma banda em
320 nm e uma pequena reducdo da banda em 530 nm para concentragfes mais altas
do polimero, o que permite sugerir que ndo sé houve formagéo de AUNCLs a partir das
fragbes ndo reagidas de Au®**, como também AuNPs podem ter diminuido em tamanho
para a formacdo de AuNCLs pela presenca do grupo tiol, o que na literatura é
denominado de ‘core etching’ [95].

A imagens de TEM das amostras que receberam a adicdo posterior do PF127-
Tiol (Figura25), confirmam as observagdes feitas com base nos espectros.

Figura 25 - Imagens por TEM das AUNPs obtidas por (a) reducédo com citrato de sodio (e)
reducgdo por citrato de sodio e posterior acrescimo de PF127-Tiol
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Segundo Xu et al. (2010), no caso de PF127-Tiol, as AuNPs previamente
reduzidas com borohidreto de sddio apresentam uma distribuicdo das particulas nas
superficies das micelas. Os autores, porém nao fazem atribuicbes as populacdes de
clusters [80]. Neste trabalho, observou-se (em menores aumentos) que o arranjo das
amostras de AuNPs com adigéo posterior de PF127-Tiol difere significativamente do
observado para as amostras com a adicdo de PF127, sendo que as particulas estao
distribuidas mais homogeneamente sobre o porta-amostras no primeiro caso com um

menor nimero dos agregados polimérico formado (dado ndo mostrado).

A estabilidade dos clusters de ouro também foi monitorada por espectroscopia
de UV-Vis como mostrado na Figura 26, ndo somente para que pudesse ser verificado
0 comportamento do sistema ao longo do tempo, mas também para comparar a
estabilidade das particulas obtidas com o polimero funcionalizado com as do nao

funcionalizado.
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Figura 26 - Estabilidade dos Clusters obtidos pela acdo do PF127-Tiol 0,5mmol

Apbs 30 dias de monitoramento o que se observa (Figura26) é uma reducéo de
intensidade na absorcao que ocorre a partir de 500nm, porém o ponto on set da
absorcédo permanece inalterado, o que nos permite afirmar que em comparacdo com
0s sistemas em que foi utilizado o Pluronic ndo funcionalizado os sistemas com
Pluronic funcionalizado se mostraram mais estaveis, apresentando menores

alteracBes no espectro ao longo do tempo de observacao.
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5.9. Incorporacédo da Baicaleina

Os testes de incorporagéo da baicaleina foram realizados para os sistemas de
PF127-AuNPs e PF127-Tiol com a finalidade de verificar a eficiéncia dos sistemas
para tal finalidade. As concentragdes acima da cmc do PF127 foram utilizadas na
obtencdo de nanoparticulas (PF127-AuNPs) e nanoclusters (PF127-Tiol) de ouro,
garantindo assim que o ativo permaneceria encapsulado nos nucleos das micelas e/ou
na monocamada polimérica na superficie das nanoparticulas e nanoclusters de ouro.

Para quantificagdo do conteldo encapsulado foi realizada uma curva de
calibragdo com a baicaleina, observando a absorgdo maxima em 320 nm.

Apos a filtragem sob centrifugacdo em membranas de 100 kDa, o filtrado foi
submetido a andlise por espectroscopia de absor¢cdo no UV-Vis, fornecendo os

espectros apresentados na Figura 27.
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Figura 27 - Espectros de absor¢cdo no UV-Vis dos filtrados obtidos a partir do
encapsulamento AuNPs-PF127-Tiol e (b) AuUNPs-PF127

A tabela 5 mostra os resultados obtidos para os sistemas em que foi utilizado o

PF127-Tiol e PF127-AuNPs.
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Tabela 5 — Dados da eficiéncia de encapsulamento da baicaleina nos sistemas em
que foi utilizado o PF127 e o PF127-Tiol

Amostras Absorbancia Concentracdo  Concentracao do E.E %*
PF127 da suspensdo filtrado (mol L™)
(% em (mol L™
massa)
PF127- 1,0 0,318 3,93x10™ 3,47E-04 94
AuNPs 2,5 0,265 2,31x10™* 2,31E-04 93
5,0 0,143 3,47x10™ 3,47E-04 98
PE127- 1,0 - 3,47x10™ ND* -
Tiol- 2,5 - 2,31x10™* ND* -
AuNPs 5,0 - 3,70x10™ ND* -

*ND: Nao detectavel

Verifica-se na tabela que para as amostras em que foi utilizando os sistema de
nanoparticulas de ouro reduzidos por Pluronic ndo funcionalizado (PF127-AuNPs) a
eficiéncia de encapsulamento ndo varia linearmente com o aumento de concentracao,
ja nas amostras em que foi utilizado o sistema de clusters reduzidos com pluronic
funcionalizado (PF127-Tiol-AuNCs) nédo foi possivel detectar a presenca da baicaleina
no filtrado, o que impossibilitou a quantificacdo do contetdo encapsulado,
possivelmente pela presenca de alguns clusters que passaram pelo sistema de
filtragem e deram origem a regido de absorcéo observada a aproximadamente 400nm
(onset), podendo essa ter mascarado a absorcdo que poderia ser observado a 320nm,
referente a baicaleina.

Porém, mesmo sem dados exatos os indicios sugerem que 0s sistemas de
PF127-Tiol-AuNCs sdo mais eficientes na incorporagdo da baicaleina, o que precisa

ser melhor investigado para comprovagao.
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Conclusdes

¢ A funcionalizagédo do polimero foi atingida com sucesso pelo método utilizado
resultados comprovados pelo teste de Elmann’s e por RMN.

e A obtencdo de nanoparticulas e nanoclusters de ouro sem o0 uso de agentes
redutores convencionais é possivel para diversas dimensbes e morfologias,
variando-se a concentragdo do Pluronic F127, temperatura e incidéncia de
radiacdo UV.

e Os resultados obtidos por absor¢cdo no UV-Vis e TEM estdo em concordéancia e
confirmam o efeito do PF127 e do PF127-Tiol sobre as nanoparticulas obtidas
pelo método Turkevich.

7

e A cinética de formacdo das nanoparticulas € influenciada pelo aumento de
concentracao e pela incidéncia de radiagéo UV.

e A estabilidade coloidal dos sistemas € baixa, mas apresenta leve melhora com
0 aumento da concentracdo, sendo que 0s sistemas em que utilizado o
polimero funcionalizado é mais estavel.

e Qs sistemas se mostram promissores na incorporacao de bioativos.
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