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Palavras-chave

Resumo

Hidrogéis, k-carragenano, nanocompasitos, ouro, nanobastonetes, na-
noprismas, libertagdo controlada

Neste trabalho foram preparados filmes nanocompositos termossensiveis
de k-carragenano contendo nanoparticulas de ouro com morfologia e pro-
priedades Gticas controladas e testados para a libertagdo de um farmaco
modelo encapsulado, induzida pela aplicacdo de radiacdo da zona do in-
fravermelho préximo.

Numa primeira fase procedeu-se ao levantamento da bibliografia referente
aos métodos de sintese e caracterizacdo de nanoparticulas de ouro que
apresentem um méaximo de absorcéo (banda de ressonancia do plasmao de
superficie) a aproximadamente 1050 nm. Foram sintetizados dois tipos de
nanoparticulas de ouro com estas propriedades Oticas, apresentando mor-
fologias distintas, nomeadamente nanobastonetes e nanoprismas. As na-
noparticulas foram caracterizadas por espectrofotometria do UV-Vis-NIR
e microscopia eletronica.

Prepararam-se filmes nanocompositos de k-carragenano contendo diferen-
tes teores das nanoparticulas de ouro utilizando a técnica de preparacdo
ex-situ. Os filmes foram caracterizados por espectroscopia FTIR e micros-
copia eletronica, tendo sido confirmada a sua termosensibilidade por calo-
rimetria diferencial de varrimento.

Avaliou-se a libertagdo de um farmaco modelo (azul-de-metileno) encap-
sulado nos filmes compositos, por agéo da incidéncia de radiacdo da zona
do infravermelho proximo (1064 nm).

Verificou-se que a incidéncia da radiacdo promove a libertagdo do azul-
de-metileno, e este efeito € mais marcante na presenca de nanobastonetes
de ouro, provavelmente devido ao efeito de conversao fototérmico exerci-
do por estas nanoparticulas, que estimula a libertagdo do azul-de-metileno
da matriz termossensivel. A cinética de libertacdo foi estudada para os
ensaios realizados a temperatura ambiente.
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abstract

Hydrogels, k-carrageenan, nanocomposite, gold, nanorods, nanoprisms,
controlled release.

In this work, thermosensitive k-carrageenan nanocomposite films contain-
ing gold nanoparticles with controlled morphological and optical charac-
teristics were prepared and tested for the release of an encapsulated model
drug, induced by applying radiation in the near-IR region.

Initially, bibliographical information referring to the synthesis and charac-
terization methods of gold nanoparticles which show a maximum absorp-
tion (longitudinal surface plasmon resonance band) of approximately 1050
nm was researched. Two types of gold nanoparticles with these optical
proprieties were synthesized, showing different morphologies, namely
nanorods and nanoprisms. The nanoparticles were characterized by UV-
Vis-NIR spectrophotometry and electronic microscopy.

K-carrageenan nanocomposite films containing different gold nanoparticles
content were prepared using the ex-situ preparation technique. The films
were characterized by FTIR spectroscopy and electronic microscopy, and
the thermosensitivity of the corresponding hydrogels was confirmed by
differential scanning calorimetry (DSC).

An evaluation was done on the release of a model drug (methylene blue)
encapsulated in the composite films, by action of radiation incidence in the
near-IR region (1064 nm).

It was verified that the radiation incidence promotes the release of meth-
ylene blue, and this effect is stronger with the presence of gold nanorods,
probably due to the photo-thermic conversion effect done by these nano-
particles, which stimulates the release of methylene blue from the thermo-
sensitive matrix. The release kinetics was studied for the tests performed at
room temperature.
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Introducéo e Objetivos

Cerca de 13% da mortalidade mundial tem como causa as doengas prolongadas
incluindo cancro, e na tentativa de diminuir esta tendéncia tém-se reunido cada vez mais

esforgos ao nivel da investigagdo nesta area. ™

Para além do cancro ser uma das causas de mortalidade mais alta, os tratamentos a
ele associados tambeém tém severos efeitos colaterais, podendo levar mesmo a morte. A
quimioterapia € um dos tratamentos mais utilizados para o combate ao cancro, a sua linha
de acdo visa o ataque as células de rapido crescimento, quer sejam cancerigenas ou sauda-
veis (células de crescimento rapido que estdo localizadas na boca, intestinos, medula 6ssea
e as células de crescimento de cabelo). ! Para além dos inlimeros efeitos colaterais que o
tratamento acarreta, a sua forma de administracdo tem também grande impacto. Como néo
se trata de um tratamento localizado existe a necessidade de aumentar a quantidade de far-
maco administrado para que este chegue a zona afetada, acabando também por atingir
grande parte do organismo saudavel. Devido a estes efeitos colaterais, a comunidade cien-
tifica tem vindo a desenvolver trabalhos de investigacdes de forma a aumentar a eficacia
deste tipo de tratamento.

Uma &rea onde os seus resultados parecem promissores é a nanomedicina. Com o
desenvolvimento da nanotecnologia tem sido possivel obter imagens médicas mais deta-
Ihadas, facilitando o diagndstico precoce, bem como o desenvolvimento de nanomateriais
capazes de tratamentos localizados, apresentando portanto grande potencial na luta contra
o cancro. ! Os avancos no fabrico de estruturas com dimensées entre 1 a 100 nanémetros
(nm) permitem a obtencdo de materiais com uma vasta gama de propriedades que podem
ser Gticas, elétricas, mecanicas, magnéticas e quimicas. [

Um dos elementos mais promissores na nanotecnologia € o ouro, mais propria-
mente, as nanoparticulas de ouro (AuNPs), que tém vindo a ser exploradas como objetivo
de induzir citotoxicidade hipertérmica. Quando expostas a luz com comprimento de onda
adequado, estas tém a capacidade de gerar calor (devido ao efeito fototérmico) que €
transmitido para as células e tecidos circundantes, promovendo assim o seu aquecimento.
Segundo H. Shen, et al ! a termoterapia tem a vantagem de matar células cancerosas, sem
causar resisténcia, independentemente do fundo genético, e assim pode ser aplicada a todos
os doentes com cancro. As nanoparticulas de ouro podem, por exemplo, ser incorporadas
em lipossomas ou em micelas podendo estes serem posteriormente usados como agente de

diagnostico, bem como podem ser incorporadas num compdsito polimérico a fim de facili-
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Introducéo e Objetivos

tar a distribuicdo e libertacdo controlada de farmacos. E neste ultimo conceito que este
trabalho se debruca.

Tirando partido do efeito fototérmico das nanoparticulas de ouro e sabendo que 0s
estudos realizados utilizando matrizes poliméricas para a libertacdo de farmacos, de onde
sobressaem os hidrogéis sensiveis a temperatura, surge a ideia de desenvolver um sistema
para libertagdo de farmacos que envolva estes dois componentes, esperando-se que assim o
sistema resultante permita a libertag&o controlada por acdo da luz. A aplicacdo de radiagdo
na gama adequada devera originar a um aquecimento localizado promovido pelas nanopar-
ticulas de ouro, que por sua vez ira induzir alteragdes na matriz do hidrogel termossensivel,
levando consequentemente a libertacdo controlada dos farmacos incorporados.

Tendo como objetivo desenvolver sistemas de libertacdo de farmacos controlados
remotamente por acdo de luz, neste trabalho prepararam-se e caracterizaram-se filmes na-
nocompdsitos sensiveis a temperatura e oticamente ativos. Sendo estes compostos biopo-
limero k-carragenano e nanoparticulas de ouro com diferentes morfologias (nanobastone-
tes e nanoprismas), e estudou-se a libertacdo controlada de um farmaco modelo (azul-de-

metileno) em condigdes in vitro, por a¢ao de radiacdo incidente.
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2.1. Hidrogéis nanocompdsitos para libertagdo controlada de farmacos

Nanocompositos constituidos por hidrogéis e nanoparticulas (conhecidos também
por nanoggis) e tém atraindo atencdo devido as propriedades que se combinam em peque-
nas dimensdes como a hidrofilicidade e biocompatibilidade, sem que os componentes per-
cam a identidade quimica. Devido a estas propriedades os nanogéis sdo escolhidos para
incorporarem agentes terapéuticos, respondendo a estimulos exteriores (variacdes de pH e
temperatura) que alteram a rede do gel, as suas dimens@es e as interagdes entre as particu-
las, levando assim a libertagdo controlada dos agentes terapéuticos (Figura 1).°!

Nanoparticulas Nanocompositos Aplicacies terapéuticas
R W

Figura 1. Representacéo esquematica de nanoparticulas incorporadas nos nanocompadsitos e sdo aplicados
em terapéuticas. (adaptada ")

Os polissacarideos derivados de fontes naturais tém vindo a ser utilizados na pre-
paracdo de nanocompdsitos com o objetivo de melhorar a biocompatibilidade, uma vez que
ndo apresentam toxicidade relevante e sdo hidrofilicos. Estes apresentam na sua estrutura
grupos funcionais que podem ser utilizados para promover a adi¢do de grupos reativos e
bioativos na superficie de compositos, aumentando mais a sua aplicabilidade. Uma outra
caracteristica com bastante realce é o facto de estes polissacarideos formarem géis que
respondem a estimulos de temperatura, pH e mesmo forca mecanica.'®

A matriz que incorpora o farmaco e as nanoparticulas € no caso em estudo 0 k-
carragenano, gque devido a possibilidade de permitir o controlo da libertacdo do farmaco e
tambem devido as caracteristicas acima referidas foi escolhida.

As nanoparticulas de ouro exibem efeitos fototérmicos devido ao facto de absor-
verem seletivamente a luz emitida na gama do infravermelho.Com um estimulo especifico,

as nanoparticulas aquecem a matriz polimérica onde se encontram incorporadas. E de sali-
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entar que o aquecimento provocado desta forma permite o intumescimento e aumenta a
degradagdo dos hidrogéis. ™

Um dos inconvenientes da utilizagdo das nanoparticulas de ouro em terapéuticas
reside no seu método de preparacdo. As nanoparticulas de ouro séo estabilizadas por ligan-
dos, tensioativos, polimeros, dendrimeros, biomoléculas, entre outros. No entanto os mais
estaveis sdo 0s que reagem com os tidis, formando uma ligacéo entre o ouro e o enxofre.
Num outro estudo verificou-se que ao se utilizar brometo de cetiltrimetilaménio, CTAB,
este forma um revestimento de duas camadas em que as nanoparticulas apresentam as ex-
tremidades desprotegidas, levando ao crescimento das nanoparticulas a partir das extremi-
dades e evitando a agregacdo destas devido a presenca do sal de ouro reduzido. Um outro
problema deste método é o facto de o CTAB ser citotoxico, e pelo que outros estudos tém
aparecido de forma a dar resposta a este inconveniente, destacando-se o borohidreto de
sodio, NaBH,. Contudo quando se trabalha com o NaBH, € necessario controlar a forma-
céo de brometo que pode contaminar. %

Elodie Boisselier relata no seu artigo %! o tratamento in vivo utilizando nanoparti-
culas de ouro, preparados utilizando por tiol e polietilenoglicol, PEG, no qual se incide um
laser com 0 mesmo comprimento de onda que o absorvido pelas nanoparticulas e verifica-
se 0 aumento da temperatura foi de £ 6.6 °C levando as células a temperaturas superiores a

40 °C, temperatura a qual se dé a danificacéo dos tecidos. **!

2.2.Hidrogéis

Os hidrogéis sdo redes macromoleculares tridimensionais de polimeros que con-
tém grupos funcionais (-OH, -COOH,-NH,, -SO3H, entre outros) com caracteristicas hidro-
filicas (alta afinidade & agua), biocompatibilidade e resisténcia a tracdo. ™™** Esta matriz
polimérica é capaz de absorver agua ou solucBes organicas cerca de duas até centenas de
vezes 0 seu peso molecular. Perante variacbes de pH, temperatura, campo elétrico, forcas
i6nicas assim como alteracdes dos solventes, os hidrogéis respondem inchando ou enco-

Ihendo como se pode ver na Figura 2. >4

Pag. 8



Reviséo Bibliografica

stimulos

Figura 2. Esquema representativo das alteracfes das estrutura dos hidrogéis assim que expostas a estimulos
externos (circulos e os bastonetes simbolizam o farmaco e as nanoparticulas, respetivamente).

Sdo varios os polimeros que podem ser utilizados na preparacdo de hidrogéis,
quer de origem natural quer obtidos sinteticamente. No entanto, como nem todos possuem
biodegradabilidade, ha a necessidade de apds a libertagdo do farmaco recorrer-se a remo-
cao da matriz polimérica. Os polissacaridos ddo uma boa resposta a esta situagdo, sendo
biodegradaveis e biocompativeis. Este trabalho recorre ao polimero natural k-carragenano,

que tem sido utilizado ao longo dos ultimos anos em estudos sobre aplicagdes biomédicas.
[8]

2.2.1. k-Carragenano

O nome Carragenano é o nome genérico dado a uma familia de polissacarideos ex-

traidos de certas espécies de algas vermelhas, do grupo Rhodophyta. Dentro do género as

classes mais utilizadas sdo a Chondrus crispus e a Gigartina stellata, Figura 3. ™

Figura 3. Imagens das algas de onde ¢ extraido o carragenano, Chondrus crispus (& esquerda) e Gigartina
stellata (a direita). 617
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Este tipo de polissacarideos pode ser encontrado em seis formas diferentes, sendo
as trés formas mais comuns o k-, 1 - € A - carragenano. Esta nomenclatura torna-se impor-
tante no sentido da sua classificacdo quimica bem como a nivel comercial, pois os distintos
tipos de carragenano sao extraidos de algas diferentes e apresentam propriedades diferen-
tes. O «k-carragenano é constituido pela unidade de repeticdo B-D-galactopiranose-4-

sulfato-O-3,6 anidro-a-D-galactopiranose, Figura 4.

0S0y
CH,OH ~a
0

OH
/ OH

Figura 4. Estrutura quimica do - carragenano. %

Em meados de 1940, o papel do carragenano na sociedade sobressai por estabili-
zar a suspensdo de chocolate no leite, desde entdo é uma das macromoléculas mais usadas
na indUstria alimentar e farmacéutica. **

Na industria alimentar o carragenano, para além de ser usado como estabilizante,
é também usado devido as suas propriedades fisicas. Propriedades como o espessamento e
gelificacdo, aglutinam e controlam a viscosidade bem como a textura e até baixam o teor
de gordura dos alimentos. > 2% Dentro da familia dos carragenanos estudados o que con-
tem as melhores propriedades de gelificacdo é o k-carragenano, devido a organizar-se em
hélices duplas que agregando-se, formam uma rede tridimensional infinita, representada na
Figura 5. Com a diminuicdo de temperatura, as cadeias poliméricas do k-carragenano que
se encontram dispostas de forma aleatéria (sol), formam hélices que posteriormente se
agregam (gel), sendo este mecanismo favorecido pela presenca de determinados ides . Com
0 aumento da concentracdo de carragenano e de contra ides verifica-se 0 aumento da tem-
peratura de gelificagdo (Tg) que consiste na temperatura a que ocorre a transicdo de sol

para gel. (24
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T} ) -
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Figura 5. Representacdo esquematica do mecanismo de gelificagdo x-carragenano: (i) cadeias dispostas
aleatoriamente, (i) conformagcéo helicoidal, (iii) a agregagéo de hélices. 1!

O carragenano é usado também na inddstria farmacéutica, cosmética, impressdes
e téxtil. Quando esta macromolécula é incorporada em compressas para feridas, ela absor-
ve os fluidos corporais, sendo também usada em comprimidos como excipiente (substancia
farmacologicamente inativa usada como veiculo para o principio ativo) devido a boa com-
patibilidade, alta robustez e boa viscoelasticidade. ' Como se trata de um polissacarideo
de fonte natural, este apresenta vantagens em termos de biodegradabilidade, baixa toxici-
dade e baixo custo. [ Devido a estas potencialidades o carragenano sera uma boa matriz

para 0 nanocompasito que se pretende estudar.

2.3. Nanoparticulas de ouro

Nos ultimos anos 0s nanomateriais tém sido alvo de grandes investigacfes devido
ao facto de melhorarem as falhas que surgem ao nivel da sensibilidade das técnicas con-
vencionais. %%

As nanoparticulas possuem normalmente dimensdes menores que as das células
humanas, cerca de 100 a 10000 vezes mais pequenas (Figura 6). Dadas as suas pequenas
dimensfes, estas podem interagir tanto com o exterior como com o interior das células,
ultrapassando os obstaculos bioldgicos, biofisicos e biomédicos, tornando-se assim um

grande aliado no diagnéstico de doenca e na libertacdo controlada de farmacos. &
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1,000 nm—

Figura 6. Representacdo com objetos em pequena escala. a) Barata. b) Um fio de cabelo humano. c¢) Gréo de
polen de Polygonum. d) Células de sangue. €) Nanocristais de cobalto. f) Agregado de conchas de palédio. g)
Molécula do 4cido acetilsalicilico. #*!

O interesse pelas nanoparticulas ndo se deve apenas ao pequeno tamanho, mas
também as diferentes morfologias e estequiometria que se podem obter sendo possivel
produzir materiais com propriedades de absorcdo e de dispersdo da luz especificas, que
fazem destes materiais ideais para a detecdo em anélises especificas. ' A capacidade de
absorver e/ou dispersar a luz é caracteristica das nanoparticulas metalicas, entre as quais se
destacam a platina, prata, cobre e ouro. 2

O potencial das nanoparticulas de ouro é sobejamente conhecido devido a bio-
compatibilidade, oticamente sensiveis e apresentarem excelentes propriedades Oticas na
gama do espectro de visivel. Y Também se encontram intimeras referéncias onde se discu-
tem varios aspetos das nanoparticulas de ouro desde o seu tamanho, forma e propriedades
fisicas. ! As nanoparticulas de ouro sdo relevantes para aplicacdo na medicina nomeada-
mente devido ao facto de serem resistentes a oxidacao e a sensibilidade da banda de resso-

nancia de plasméo, tébanda que sera abordado mais adiante.*
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2.3.1. Propriedades 6ticas

As propriedades Oticas dos materiais dependem da forma como estes reagem
quando irradiadas por ondas eletromagnéticas. A origem da maioria das propriedades Oti-
cas dos materiais reside na passagem dos eletrdes da banda de valéncia para a banda de
condugdo, conduzindo a corrente elétrica.’*®

Nas nanoparticulas metalicas, a frequéncia da banda de ressonancia de plasmao de
superficie (SPR) é a frequéncia a qual os eletrdes condutores da superficie oscilam em tor-
no da particula como resposta a radiacao eletromagnética incidente (Figura 7). Como resul-
tado deste efeito o espectro de absorcdo das nanoparticulas apresenta uma banda proemi-
nente cujo comprimento de onda vai depender do tamanho da particula, da forma, da den-
sidade de eletrGes e o indice de refracdo no meio circundante. A localizacdo da banda de
ressonancia de plasméao de superficie localizado é sensivel a alteracGes sensoriais no ambi-
ente onde se encontram. Varios investigadores tém estudado a influéncia do tamanho, da
morfologia e das propriedades dielétricas no efeito de SPR das nanoparticulas de ouro. 27
Os metais, como no caso do ouro, possuem eletrdes livres e quando excitados apresentam a

banda SPR na zona do visivel do espetro. (2324

esfera metalica

Muvem eletromica

Figura 7. Diagrama esquematico que ilustra a ressonancia de plasméo de superficie. *')

A SPR das nanoparticulas de ouro de formato esférico pode ser observada na ga-
ma entre 510-550 nm, no meio do espetro visivel, e pode ser desviada até a gama do infra-
vermelho proximo (NIR), para comprimentos de onda entre 0s 800 e os 1200 nm, alterando
o tamanho e a forma da nanoparticula. Para se poder obter efeitos terapéuticos em tecidos

humanos a luz incidente devera ter o comprimento de onda na zona do NIR, idealmente
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entre 800 e aproximadamente 1000 nm, onde os tecidos sd@o mais transparentes a esta luz.
[21]

Teoricamente € possivel calcular a intensidade e a localizagdo da banda de SPR
no espetro recorrendo ao eletromagnetismo classico, com base na equacdo de Maxwell

para a dispersdo de luz. 24

2.3.2. Morfologia

As nanoparticulas de ouro podem ser sintetizadas de forma a se obter diferentes
morfologias (Figura 8) e apresentarem bandas de plasmao em diferentes zonas do espetro

eletromagnético, por exemplo nanoesferas, nanobastonetes, nanoprismas, entre outros.

6
Nanoesferas Nanobastonetes " Nanoshell” Nanoprismas

Figura 8. Diferentes morfologias de nanoparticulas de ouro.

2.3.2.1. Nanoesferas

As nanoesferas de ouro sob a forma coloidal podem apresentar diametros tipica-
mente entre 0s 2 nm e 0s 100 nm, podendo-se controlar o seu tamanho através das condi-
cOes experimentais, tais como a concentracdo da solucdo aquosa de acido clorodaurico e
utilizando diferentes agentes redutores usados na sintese destas nanoparticulas. Para se
obter nanoesferas com tamanhos superiores € aconselhado usar-se concentracfes mais pe-
quenas dos agentes redutores. O maximo do espetro de absorcdo das nanoesferas de ouro
(banda SPR) localiza-se na gama do visivel entre 510 e os 550 nm, encontrando-se mais
deslocada para comprimentos de onda superiores quando o tamanho das nanoesferas au-

menta.l’!
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2.3.2.2. Nanobastonetes

Para os nanobastonetes (NRs), da mesma forma que para as nanoparticulas, estéo
disponiveis varios métodos de sintese a partir dos quais se obtém propriedades anisotropi-
cas. Para os caracterizar é pertinente conhecer-se 0 seu comprimento e a largura para pos-
teriormente se calcular a razdo de aspeto, que consiste na razdo entre eles. Para a sintese
dos nanobastonetes com a razdo de aspeto maior (no maximo 16 %) o método aconselha-
do é o método conhecido pelo método das “sementes”. Neste método inicialmente proce-
de-se a reducédo do sal de ouro (que vai originar as “sementes” que servem de nucleo para o
crescimento de nanobastonetes) e posteriormente a adi¢cdo de mais solucdo de sal de ouro
na presenca de agentes redutores mais fracos, de modo a promover o crescimento dos bas-
tonetes. A razdo de aspeto € ajustada pela relacdo entre a quantidade de sementes de ouro e
a concentracdo da solucdo de sal de ouro que se adiciona posteriormente.! Mais recente-
mente, alguns autores consideram que este crescimento, se deve, as propriedades do metal
em causa independentemente das condi¢des e dos surfatantes usados durante o mesmo.
Desta forma, podem-se utilizar outro tipo de agentes redutores, embora quanto menor o
caracter redutor do agente redutor mais anisotrépicas serdo as nanoparticulas formadas.*"
Neste trabalho o surfatante usado para a sintese de nanobastonetes foi o brometo de cetil-
trimetilaménio, CTAB. Oticamente os nanobastonetes de ouro absorvem em duas gamas
diferentes de comprimento de onda, apresentando por isso duas bandas de plasmao, Figura
9. Na gama entre os 510 e os 550 nm, localiza-se um banda que corresponde banda de
plasmao transversal. A outra gama, observada entre (700-1300 nm), corresponde ao plas-
méo longitudinal, e esta relacionada com o comprimento dos nanobastonetes. Quanto mai-
or for a razdo de aspeto dos nanobastonetes, mais desviada se encontra a banda de plasméo

longitudinal para a zona do NIR. %032

Figura 9. Representacdo da oscilacdo dos eletrGes condutores aquando do efeito de plasmao de superficie
transversal e longitudinal. ©**!
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2.3.2.3. “Nanoshell”

As nanoparticulas de ouro utilizadas na sintese de estruturas do tipo de um invo-
lucro, também conhecidas por “nanoshells”, sdo utilizadas como agentes de contraste, em
imagiologia médica. A partir das “nanoshell” de ouro obtém-se ressonancias de plasméo
de superficie (SPR) que geram banda de absorcdo que vao desde a regido do visivel até a
regido do infravermelho proximo. Esta variacdo € conseguida através da alteracdo da com-

posicdo e das dimensées do involucro.™
2.3.2.4. Nanoprismas

Os nanoprismas triangulares de ouro (aqui designados unicamente por nanopris-
mas, NPs) sdo nanoparticulas que mais recentemente estdo a ter destaque por parte da co-
munidade cientifica. S&o anisotrdpicas e absorvem radiacdo na zona do infravermelho proé-
ximo, apresentando por isso vantagens para varias aplicacfes. Os nanoprismas podem ser
sintetizados a partir de sementes de ouro e posteriormente ocorrer crescimento por deposi-

céo eletroquimica nas nanoparticulas.*”

Idealmente, 0s nanoprismas sdo constituidos por 3
vertices bem definidos que Ihes conferem certas propriedades Oticas e eletronicas (Figura
10). No entanto na prética apresentam frequentemente arredondamentos nas pontas o que
pode indicar que o crescimento dos prismas foi incompleto e podem apresentar morfologi-
as mais proximas de prismas hexagonais. A razdo entre 0 comprimento das arestas e a es-

pessura dos nanoprismas indica a razdo de aspeto. As propriedades de SPR variam da

mesma forma que nos nanobastonetes, ou seja, quanto maior a razdo de aspeto maior € a
0. [32.33]

distancia entre as bandas de plasmé

Figura 10. Imagem de SEM dos nanoprismas.?
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2.3.3. Efeito fototérmico

Devido ao efeito de ressonancia de plasmao de superficie que as nanoparticulas de
ouro apresentam, quando a luz incide sobre elas parte é absorvida provocando o aqueci-
mento das nanoparticulas resultando num aumento localizado de temperatura. Este efeito é
conhecido como efeito fototéermico e tem sido explorado em terapias, como no caso de
tratamento de cancro.

Tal como referido anteriormente, quando o intuito € a aplicagdo no corpo humano,
é conveniente que o comprimento de onda de absor¢cdo méaximo das nanoparticulas se en-
contre no infravermelho proximo (NIR), sendo deste modo possivel a penetracdo da radia-
¢30 nos tecidos vivos, e a excitagdo das nanoparticulas que absorvem nessa gama. % 2 3¢l
Desta forma, minimiza-se a absorcdo de fotdes pelos componentes dos tecidos, evitando
queimaduras da exposicdo a radiacdo. A possibilidade de excitar as nanoparticulas na zona
do NIR abre portas a um numero consideravel de aplicacdes biomédicas, incluindo terapia

fototérmica, libertagdo controlada de farmacos e técnicas de imagiologia.l*®

2.3.4. Aplicagdes na Biomedicina

As nanoparticulas de ouro tém sido bastante investigadas no diagnostico de doen-
cas por serem muito pequenas, ndo toxicas, melhorarem o contraste das imagens e superfi-
cies alcancadas, sendo que o seu indice de refragdo depende das propriedades espectrosco-
picas. Doencgas como cancro, Alzheimer, VIH, hepatite B, tuberculose e diabetes podem
ser diagnosticadas com o auxilio destas nanoparticulas. !

Das propriedades que as nanoparticulas apresentam, duas destacam-se em termos
das suas aplicagdes em fins terapéuticas: a capacidade da superficie das nanoparticulas
para se ligar a anticorpos ou outras moléculas bioldgicas e as propriedades éticas particula-
res (efeito de ressonancia plasméao de superficie). Com a combinacdo destas propriedades é
possivel um aquecimento localizado, radioterapia, e a libertagdo de farmacos, adequada
para aplicacBes terapéuticas, quimioterapia. 2!

Séo conhecidos alguns tratamentos realizados através de radioterapia conjugados
com nanoparticulas de ouro, em que estas passam aberturas de 150 nm do endotélio (ca-
mada simples de células epiteliais) do figado. (!

A superficie das nanoparticulas de ouro pode ser alterada podendo-se adicionar

anticorpos ou, um ligando com afinidade ao alvo a tratar, de modo a que o sistema imunita-
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rio ndo seja capaz de o detetar. Assim que as nanoparticulas de ouro se encontram no sitio
desejado podem ser ativadas por meio de radiagdo (de comprimento de onda apropriado) e
dependendo da particula podera gerar calor localizado ou provocar a libertagdo localizada
de um produto quimico. 24

Em imagiologia foi possivel identificar células cancerosas acopladas a nanobasto-
netes de ouro por fotoluminescéncia com um sinal trés ordens de magnitude mais elevado
que o verificado na auséncia dos nanobastonetes. [*°]

Outros estudos fazem referéncia ao potencial fototérmico que as nanoparticulas
apresentam. O calor como forma de tratamento € bem conhecido em tratamentos médicos,
no entanto a fonte de energia para tal levanta alguns problemas na medida em que o calor
gerado tem que chegar a regido desejada. Uma forma de resolver esta limitagdo é utilizar as
nanoparticulas que absorvem a radiacao na regido espectral do NIR para que o aquecimen-
to seja localizado provocando destruicdo térmica irreversivel das células cancerigenas,
como jé foi referido anteriormente. ?

Para além dos tratamentos que ja foram descritos anteriormente encontram-se na
literatura relatos de tratamentos de angiogénese (crescimento de novos vasos sanguineos a

partir dos ja existentes), artrite reumatoide, antibacteriano, entre outros.

2.4.Modelos Cinéticos da Libertagdo de Farmacos

A libertacdo controlada de farmacos depende essencialmente da natureza do siste-
ma em que é incorporado o farmaco (matriz) e/ou o tipo de mecanismo de controlo.

No caso deste trabalho, a matriz que incorpora o farmaco trata-se de um hidrogel.
Os hidrogéis, como referido anteriormente, consistem em matrizes poliméricas hidrofilicas
com tendéncia a absorver agua. Estes apresentam propriedades distintas dependendo da
fase:

-Na fase solida, os hidrogéis sdo constituidos por uma rede polimérica hidrofilica
reticulada por acdo de ligagcdes covalentes, Van der Waals, pontes de hidrogeénio, intera-
cOes electroestaticas, entrelacamento fisico, etc;

-Na fase intersticial liquida (poros da matriz polimérica), que confere propriedades
elasticas ao hidrogel dando-lhe semelhancas ao tecido humano;

-Na fase ionica, onde habitam os iGes nas ligagdes entre grupos ionizados dos poli-

meros e das suas cadeias.
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As fases descritas variam conforme a natureza do hidrogel, quer seja neutro (sem
grupos iénicos) ou iénico, homopolimero ou copolimero, etc.

O modo pelo qual se pode incorporar o farmaco na matriz de hidrogel consiste na
aplicacdo in-situ ou apos a sua formacdo. No método in-situ, a formacdo do hidrogel, jun-
tamente com a insercdo dos farmacos é feita em simultaneo, dependendo a libertacdo da
difusdo, do intumescimento do hidrogel, das intera¢cbes do farmaco com o polimero ou da
degradacdo das ligacGes covalentes do mesmo. Na aplicacdo pos-hidrogel, o farmaco é
absorvido pela matriz polimérica, dependo assim da libertacdo por difusdo ou intumesci-
mento do hidrogel.

A forma do composito também influencia da libertacdo dos farmacos, podendo va-
riar desde um filme fino, esfera, cilindro ou uma forma irregular. O facto de a matriz ser
macroporosa, microporosa ou ndo-porosa, também afeta a maneira como os farmacos sao
libertados do hidrogel.

O mecanismo de libertacdo do farmaco a partir do hidrogel pode ser complexo e
envolver véarios fenémenos em simultdneo. De modo a simplificar esta analise recorreu-se
a modelos matematicos adequados para a libertacdo de farmacos em que a matriz € um
hidrogel. Estes podem ser classificados de acordo com o passo limitante da velocidade de
libertacdo que pode basear-se em:

- Controlo por difusao;
- Controlo por intumescimento;
- Controlo quimico.E": 38

O mecanismo da libertagcdo controlada por difusdo é descrito pela Lei de Fick. O
coeficiente de difusdo do farmaco pode ser determinado empiricamente ou estimado a pri-
ori, através de teorias baseadas no volume livre, hidrodinamico, entre outros. %!

O mecanismo de libertacdo controlada por intumescimento ocorre quando a rede
polimérica demora mais tempo a expandir-se (intumescimento) do que a difusdo, e portan-
to limita a libertacdo do farmaco. A modelacdo deste mecanismo tem em conta as condi-
cOes de fronteira onde ocorre a libertagdo, ou seja na zona de interface do hidrogel intu-
mescido.!*®!

O mecanismo de controlo quimico descreve a libertagdo do farmaco do interior da
matriz devido a ocorréncia de reacdes quimicas. As reacgdes tipicas dos hidrogéis séo as

reacOes de clivagem das cadeiras poliméricas por degradacao hidrolitica ou enzimética, ou
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reacOes reversiveis ou irreversiveis entre o polimero e o farmaco libertado. O passo que
controla neste caso é a erosdo da superficie ou do interior do hidrogel.[*®]

Na literatura tém sido propostos varios modelos para a anélise do mecanismo da ci-
nética de libertacdo de farmacos. Para o trabalho em causa, e tendo em conta as caracteris-
ticas do sistema, foram selecionados os seguintes: cinética de ordem zero, cinética de pri-
meira ordem e o0 modelo de Korsmeyer-Peppas.

Na cinética de ordem zero, considera-se que a libertacdo ndo depende da concen-
tracdo do farmaco libertado/dissolvido. Este tipo de cinética € caracteristico de sistemas

cuja dissolucdo do farmaco ndo desagrega o gel e que libertam o farmaco lentamente.
Mt = Mo + ko.t 1)

A equacdo (1) corresponde ao modelo de ordem zero onde Mt é a quantidade de
farmaco libertado ou dissolvido decorrido o tempo t, Mo a quantidade inicial de farmaco
em solucdo e ko a constante cinética de ordem zero.*"*

Quanto a cinética de primeira ordem, esta difere da anterior no sentido que, tem em
conta a concentracdo de farmaco libertado. Este modelo é mais usado em libertacdo de

farmacos sollveis em agua a partir de matrizes porosas.
In(12) = k.t (2)

A equagcdo (2) corresponde a cinética de primeira ordem onde Mt é a quantidade de
farmaco libertado ou dissolvido decorrido o tempo t, Mo a quantidade inicial de farmaco
em solucdo e k a constante cinética de primeira ordem." 3

O outro modelo matematico em estudo, o modelo de Korsmeyer-Peppas, ¢ um mo-
delo semi-empirico usualmente utilizado para descrever o comportamento da libertagdo um

farmaco encapsulado num sistema polimérico.

L R (3)

Mo

A equacéo (3) corresponde ao modelo de Korsmeyer-Peppas onde Mt/Mo ¢é a fra-

cdo cumulativa de farmaco em solugdo decorrido no tempo t e k a constante estrutural/
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geométrica que depende do sistema de libertacdo e n é designado como o expoente de li-
bertacdo e indica 0 mecanismo de libertacdo. Este modelo s6 se aplica para valores de li-
bertacéo inferiores a 60%. 73

O modelo de transporte que gere a libertacdo do farmaco é determinado a partir do
valor n. Este valor esta dependente da geometria do veiculo de libertacdo, podendo ser pla-
no, cilindro ou esférico. No caso deste trabalho trata-se de um veiculo de transporte de
geometria plana e os valores ao qual corresponde o mecanismo de libertagédo estdo referido

na tabela abaixo. "3

Tabela 1. Tabela de correspondéncia entre os parametros n e os respetivos mecanismos de libertacdo associ-
ados ao seu valor, tendo em conta a geometria plana.

n Mecanismo de Libertacéo

<05 Quiasi Fickiano
. Fickiano (controlo por difuséo)
Caso |
05<n<1 Anbémalo
1 N&o Fickiano, Caso Il (libertagcdo segundo o modelo or-
dem zero) (controlo por intumescimento)

n>1 N&o Fickiano Super Caso Il

2.5. Técnicas de Caracterizacao

De seguida apresenta-se uma breve descri¢do das principais técnicas experimen-

tais utilizadas na caracterizacao dos varios materiais preparados no &mbito deste trabalho.

2.5.1. Calorimetria Diferencial de Varrimento (DSC)

Uma das técnicas de caracterizacdo de materiais capazes de analisar as proprieda-
des térmicas dos materiais é a Calorimetria diferencial de varrimento (do inglés Differenci-
al Scanning Calorimetry, DSC). O DSC é usado na caracterizagdo de vasta gama de mate-
riais, dos quais os polimeros. Esta técnica consiste no registo do fluxo de energia calorifica
associada a transicdo do material em funcdo da temperatura. Com esta anélise € possivel
medir em fungdo do tempo/temperatura a diferenca de energia calorifica entre uma subs-

tancia e um material de referéncia. Aplica-se esta técnica para o estudo das temperaturas
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caracteristicas (fusdo, cristalizacdo, transicdo vitrea), o grau de cristalinidade de um poli-

mero, grau de pureza, estabilidade térmica e oxidativa, entre outros.

2.5.2. Espectroscopia de Infravermelho (FTIR)

A espectroscopia de infravermelho, ou FTIR (Fourier Transform Infrared spec-
troscopy), € um tipo de técnica que se baseia na interacdo entre as moléculas e a radiagéo
na zona do infravermelho médio (gama 4000-400 cm™). As moléculas absorvem as ondas
propagadas na zona do infravermelho, dando lugar a diferentes modos de vibragdo molecu-
lares. A determinagdo da frequéncia de vibracdo permite identificar a existéncia de deter-

minados grupos funcionais caracteristicos de certas moléculas.

2.5.3. Espectrofotometria UltraVioleta/Visivel/Infravermelho Proximo
(UV/VisINIR)

A espetroscopia eletronica (UV-Vis) baseia-se na detegdo da transicdo dos eletrées
intra-atdmicos ou moleculares entre orbitais, responsaveis pela absor¢do de radiacdo na
regido do ultravioleta (200-400 nm), no visivel (400-800 nm) e no infravermelho proximo
(800 nm — 2500 nm).

O espetro de absorcdo de um material é obtido pela fracdo absorvida, em cada fre-
quéncia, apds a radiacdo ter passado pela amostra. Segundo a Lei de Lambert-Beer, a in-
tensidade da absorcdo é proporcional a quantidade de amostra que absorve presente no

material e aplicando esta lei é possivel quantificar compostos aplicando esta técnica. [**

2.5.4. Microscopia Eletronica

Este método recorre a microscépios eletronicos que conseguem obter imagens
através do comportamento de um feixe de eletrdes quando interage com a amostra. A reso-
lucdo da imagem obtida depende do tipo de focagem que a lente eletromagnética, que atua
sobre o feixe dos eletrdes, consegue alcancar, bastante superior a qualquer microscépio
6tico. [

Em microscopia eletronica de transmissao (TEM) os eletrGes atravessam a amos-
tra e sdo desviados, uns mais que outros, consoante a composicdo da amostra. A forma

como o coletor recebe a onda de eletrdes apos ter interagido com a amostra € que proporci-
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ona a imagem. Se a onda de eletrdes ndo possuir alteragdes a imagem obtida é “invisivel”.
A resolucgéo atingida depende por exemplo da natureza eletromagnética das lentes mas, de
um modo geral, é possivel atingir limites de resolugdo de 0.1 nm. % Este tipo de técnica
consegue obter imagens que apresentam detalhes infimos como colunas de 4tomos, sendo
ideal para a analise de formas e a nivel de nanotecnologia

Com a microscopia eletrénica de varrimento (SEM) é possivel visualizar filmes
com espessuras maiores. Este método de andlise é bastante similar ao anterior variando na
maneira como os eletrdes se comportam na superficie da amostra. Neste caso, 0s eletrbes
em vez de atravessarem a amostra colidem com a superficie desta 0 que permite obter uma
vista tridimensional da superficie.l"” Com esta técnica pode-se obter imagens da superficie
da amostra com uma resolucéo bastante alta da ordem dos 10 nm (mas menor que no caso
do TEM).
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3.1. Reagentes
Para o procedimento experimental foram utilizados os reagentes descritos abaixo:
o k- Carragenano (Fluka);
o Acido ascorbico, CgHgOg (José M. Vaz Pereira S.A);

o Acido cloroéurico (I11) trihidratado, HAuUCI,.3H,0, pureza 99,9% (Sigma-
Aldrich);

o Azul-de-metileno (AzM), C16H1sN3SClI, (Riedel-de-Haén);

o Brometo de cetiltrimetilamoénio (CTAB), C19H42BrN, pureza 99%, (Sigma-
Aldrich);

o Borohidreto de s6dio, NaBH, (Sigma-Aldrich);

o Cloreto de benzildimetilaménio (BDAC),C2sH4sCIN (Sigma-Aldrich);
o Cloreto de potassio, KCI, pureza 90%, (Sigma-Aldrich);

o Nitrato de prata, AQNO; (José M. Vaz Pereira S.A);

o Solucdo tampéo de fosfato salina pH 7.4, (PBS) (Sigma-Aldrich);

o Tiossulfato de sodio, Na,S,03 (Sigma-Aldrich);
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3.2. Sintese das nanoparticulas de ouro

3.2.1. Nanobastonetes

A sintese dos nanobastonetes de ouro foi executada segundo o método de cresci-
mento de sementes descrito na referéncia *%. O procedimento utilizado permite preparar
nanobastonetes com a razdo de aspeto maior, a qual corresponde a banda de plasmao longi-
tudinal localizada com o comprimento de onda maior, na zona do NIR. Este método envol-
ve duas etapas. A primeira consiste na reducdo do sal de ouro e na formacdo de pequenas
nanoparticulas de ouro, designadas por sementes. A etapa seguinte consiste no crescimento
das sementes até obter nanobastonetes com a razdo de aspeto e as respetivas propriedades
Oticas desejadas. Para este trabalho pretendeu-se preparar nanobastonetes de ouro apresen-
tando o méximo de banda de plasmao longitudinal localizado a cerca de 1050 nm.

Para a preparacdo da solugédo de sementes (etapa 1) adicionou-se 5 mL de solucao
aquosa de CTAB (0.20 M) a 5 mL de solucdo aquosa de HAuCI4 (0.5 mM) e colocou-se
sob agitacdo. Posteriormente acrescentou-se 0.60 mL de NaBH, (0.010 M), tendo-se veri-
ficado o amarelecimento da amostra. Ap0s agitacdo durante 2 minutos, guardou-se a solu-
cao de sementes a temperatura de 25 °C.

Para a obtencdo dos nanobastonetes de ouro com a banda de plasméo longitudinal
perto dos 1050 nm (etapa 2), preparou-se primeiro 5 mL de uma solucdo aquosa de BDAC
(0.15 M) e adicionou-se 0.010 g de CTAB. Os surfatantes foram dissolvidos com o auxilio
do banho de ultra-sons, durante 20 minutos, a temperatura de 40 °C. Posteriormente adici-
onou-se 200 pL de solugdo aquosa de AgNO3 (4 mM) e de seguida 5 mL de solucdo aquo-
sa de HAuUCI, (1 mM). Ap6s uma suave agitacdo acrescentou-se 70 pL de solugdo aquosa
de CgHgOg (0.0778 M) e 12 uL da solugdo de sementes. A solugdo resultante foi mantida
em repouso durante um periodo de 7 dias conforme recomenda a referéncia B%, para que
ocorresse o crescimento dos nanobastonetes.

Com o proposito de retirar os surfatantes procedeu-se a 3 lavagens, centrifugou-se a
amostra durante 30 minutos a 6000 rpm, retirou-se 0 sobrenadante e substituiu-se pela
mesma quantidade de &gua ultra pura, agitou-se de forma a ter uma dispersdo homogénea,
repetiu-se 0 mesmo procedimento para as restantes lavagens. Na Gltima lavagem, a centri-
fugacéo foi realizada durante 60 minutos a 10000 rpm, retirou-se o sobrenadante e perfez-

se 0 volume com agua ultrapura.
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Com o intuito de verificar se 0s nanobastonetes apresentam as propriedades oticas e
a morfologia desejada procedeu-se a sua analise recorrendo a espectroscopia UV-Vis-NIR
e microscopia eletronica de transmissédo (TEM).

3.2.2. Nanoprismas

O método utlizado para produzir nanoprismas de ouro esta descrito na referéncia
1411 As condicdes experimentais foram selecionadas com o intuito de obter os nanoprismas
em que a banda de plasmao longitudinal se localiza perto dos 1050 nm (do mesmo modo
que na sintese dos nanobastonetes).

Para a preparacdo dos nanoprismas juntou-se 10 mL de solu¢do aquosa de HAuCl,
(2 mM) a 12 mL de solugéo aquosa de Na,S,03 (0.35 mM) e deixou-se em agitacdo (700
rpm) durante 9 minutos. Ap6s 5 minutos, observa-se a mudanga da cor da mistura de ama-
relo para castanho. Passados 0s 9 minutos procedeu-se a adicdo de 5 mL de solucdo aquosa
de Na,S,03; (0.35 mM) e manteve-se com a mesma agitacdo até perfazer um total de 90
minutos de reacao.

Seguidamente, com o propdsito de tirar o excesso de Na,S,03 existente na solucao,
procedeu-se a uma centrifugacdo a 8000 rpm, durante 5 minutos, retirou-se o sobrenadante
e perfez-se com 0 mesmo volume de agua ultrapura, 27 mL.

A semelhanca do efetuado para os nanobastonetes, analisou-se o espectro de ab-
sor¢cdo UV-Vis-NIR e as imagens da microscopia eletronica de transmissdo (TEM) para

averiguar as propriedades dos nanoprismas.
3.2.2.1. Estabilidade das nanoparticulas ao laser

Com o fim de observar o comportamento 6tico da solucdo de ouro depois de esta
ser exposta a radiacdo, colocou-se num tubo de vidro (diametro 0.70 cm) 1 mL da solucgéo
de nanoparticulas de ouro e fez-se incidir na solu¢cdo um laser monocromatico com com-
primento de onda a 1064 nm e poténcia de 400 mW. A solugéo foi exposta ao laser durante
periodos de 1 hora (equivalente a 1000 scans), posteriormente analisou-se a solucéo por

espectrofotometria UV-Vis para avaliar a localizagdo dos bandas de absorcéo.
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3.3. Preparacéo dos filmes nanocompositos

Os filmes nanocompdsitos de k-carragenano foram preparados a partir de solugdes
aquosas de k-carragenano (20 mg/ml) diferenciando-se entre si pelo teor e tipo de fase dis-
persa (nanobastonetes ou nanoprismas de ouro). Foram preparados filmes com os teores
massicos de 0.1 e 0.2% m/m (massa de nanoparticulas por massa de polimero). O proce-
dimento realizado teve a sequéncia descrita em seguida, denotando que os volumes para as

diferentes concentragdes variam e encontram-se descritos na Tabela 2.

Tabela 2. Composicéo dos filmes preparados

Tipo de nanoparticulas Branco | Nanobastonetes Nanoprismas
% Au nos filmes 0.00% | 0.10% | 0.20% | 0.10% | 0.20%
K-carragenano (x 0.1 mg) 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
H,O (£ 0.001 mL) 4181 | 4104 | 4104 | 5000 | 5.000

Solugéo de nanoparticulas (+ 0.01 mL) 0.000 0.077 | 3.884 | 0008 | 0.250
AzM (£0.01 mL) 0410 | 0410 | 0.410 | 0500 | 0.500

KCI (£0.01 mL) 0.410 0.410 | 0.410 | 0500 | 0.500

A massa de k-carragenano foi pesada num erlenmeyer e adicionou-se agua ultrapu-
ra, tapando-o. Deixou-se a dissolver num banho de agua, a temperatura de 80-90 °C (tem-
peratura superior a temperatura de gelificacdo), sob o efeito de agitacdo suave.

Posteriormente adicionou-se a solucdo dos nanoparticulas de ouro, assim como o
azul-de-metileno, AzM (0.3 mg/ml), e o KCI (1M). Apds se ter adicionado estes compo-
nentes, voltou-se a tapar o erlenmeyer e deixou-se durante 30 minutos no banho de agua,
nas mesmas condi¢cdes, de maneira a garantir que a mistura final seja 0 mais homogénea
possivel. De seguida, colocou-se 3mL da solu¢do obtida numa caixa de Petri (diametro
5.00£0.05cm) e deixou-se arrefecer de modo a induzir a formagéo de um gel (Figura 11).
Posteriormente tapou-se a caixa de Petri com parafilm e colocou-se na estufa a 25°C, de
modo a que a secagem seja a mais controlada possivel e para que o filme obtido ndo adira

ao vidro. A secagem demora cerca de 10 a 15 dias.
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Figura 11. Imagem do filme na caixa de Petri antes e depois da secagem, respetivamente.

De forma a apurar a conformidade da espessura e da microestrutura dos filmes,
estes foram medidos com o micrometro e analisados por microscopia eletrénica de varri-
mento (SEM). Os filmes foram caracterizados por espectroscopia de infravermelhos com
transformada de Fourier (FTIR-ATR). O teor em ouro nos filmes compositos foi determi-
nado por andlise quimica (ICP). A sensibilidade dos géis a temperatura foi avaliada por
calorimetria diferencial de varrimento (DSC) dos filmes ap6s intumescimento em PBS.

Procedeu-se a preparacdo de novos géis nas mesmas condicdes que 0s geéis prepa-
rados anteriormente com a excecdo do volume de AzM que foi substituido por agua. Apos
a preparagdo dos geéis estes foram colocados em células de pléastico, arrefecidas e analisa-
dos no espetrofotdmetro para se poder observar o comportamento ético do hidrogel com-

posito.
3.4. Intumescimento

Os filmes foram expostos a ensaios de intumescimento do modo descrito em se-
guida. Os filmes usados foram cortados com o auxilio de um cortante de forma rectangular,
com dimensdes de 10x2 mm, obtendo-se o filme com areas e pesos 0 mais uniforme possi-
vel. Estes filmes foram pesados e colocados num eppendorf. De seguida, adicionou-se
0,4mL de PBS e fecharam-se os eppendorf. Apds 2h30min, o excesso de PBS foi retirado e

os filmes foram novamente pesados.

Posteriormente procedeu-se ao calculo da razdo de intumescimento (Q) segundo a

equacao:
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We—W;
= W,

Q (4)

Em que W, e W; é a massa do filme intumescido e a massa do filme seco, respeti-

vamente.

3.5. Ensaios de libertacdo

Os ensaios de libertacdo concretizados neste trabalho tém como objetivo avaliar se
a libertacdo de moléculas de azul-de-metileno encapsuladas nos nanocompositos de ouro
pode ser promovida pela incidéncia de radiacdo na zona do infravermelho préximo (NIR).

O farmaco modelo utilizado é o azul-de-metileno devido a ser um corante catidnico
que € soltvel em agua. O azul caracteristico do composto deve-se ao seu estado oxidado, e
apresenta um maximo de absorvancia a comprimentos de onda entre 609 e 668nm, poden-
do ser facilmente detetado por analise de espectrofotometria da regido do visivel. Sdo co-
nhecidas algumas aplicacfes deste farmaco como por exemplo no tratamento de infecGes
bacterianas e virais, no tratamento de cancro e doengas da area da neurologica (exemplo,
Alzheimer) [42]. Pelos motivos descritos anteriormente e devido ao facto de se tratar de
um composto barato e de facil acesso, foi selecionado para se utilizar neste trabalho.

Os filmes usados foram cortados com o auxilio de um cortante de forma retangular,
com dimensdes de 10x2 mm, obtendo-se o filme com éareas o mais uniforme possivel.

Para a realizacdo dos ensaios de libertacdo colocou-se um filme cortado dentro de
um tubo de vidro (didmetro 0.70 cm) e adicionou-se 0,4 mL de PBS. Fez-se incidir na
amostra imersa um laser monocromatico com comprimento de onda a 1064nm e poténcia
de 400 mW. As amostras foram expostas ao laser durante periodos de 1h e 2h30min (equi-
valente a 1000 e a 2500 varrimentos, respetivamente).

Concluido o periodo de exposicdo, retirou-se o solvente onde se encontrava o filme
e analisou-se por espectrofotometria UV-Vis para determinar a quantidade de azul metile-
no libertado. Como controlo realizaram-se ensaios de libertacdo em condigcdes idénticas
mas sem exposicao ao laser.

Um outro método usado para verificar o comportamento de libertagdo do farmaco,
aqui designado por “ON/OFF”, teve como método o procedimento anteriormente descrito
com periodos de exposi¢édo de 1h alternados com periodos sem exposicao de 1h, até que o

filme apresentasse degradacdo. Apds cada periodo de exposicéo ao laser analisou-se o sol-
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vente por espectrofotometria UV-Vis. A concentracdo de AzM do solvente foi também
determinada a meio do tempo de repouso e no fim deste (antes de se fazer incidir o laser)
para se avaliar se 0 comportamento de libertagdo se altera durante os periodos de repouso

(sem exposicao ao laser).
3.6. Instrumentacéao

3.6.1. Calorimetria diferencial de varrimento (DSC)

O calorimetro diferencial de varrimento usado foi o DSC 50 Shimadzu. Os termo-
gramas foram adquiridos no intervalo de aquecimento de 20 a 80 °C a uma velocidade de 2

°C/minuto.

3.6.2. Espetroscopia de infravermelhos por transformada de Fourier (FTIR-
ATR)

Para a caracterizacdo dos filmes recorreu-se a leitura dos espectros de infraverme-
Iho. Para tal foi utilizado um espectrofotometro de infravermelho FTIR Brucker Tensor 27.
Os espetros foram registados com 256 varrimentos e com uma resolucéo de 4 cm™, utili-

zando o acessorio de refletancia total atenuada (ATR).

3.6.3. Espectroscopia do ultravioleta-visivel-infravermelho préximo (UV-Vis-
NIR)

As nanoparticulas foram examinadas recorrendo aos espectros de absor¢do UV-
Vis, obtidos no espectrofotometro UV-Vis-NIR Shimadzu UV-3100 e também no espec-
trofotometro UV-Vis Hitachi U-2000. Para os respetivos registos utilizou-se células de
quartzo e como solvente de referéncia a 4gua destilada.

Para o estudo da quantidade de azul metileno libertado obtiveram-se os espectros
de absorcdo no espectrofotometro UV-Vis Jasco V-560 utilizando células de quartzo e

agua destilada como solvente de referéncia.

3.6.4. Microscopia eletronica

A microscopia eletronica da transmissdo (TEM) foi utilizada para a analise das

nanoparticulas de ouro. O microscopio utilizado foi Hitachi H-9000, operado a 300kV. As
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amostras foram preparadas depositando uma gota de uma solucéo aquosa diluida de nano-

particulas de ouro sobre uma grelha de cobre revestida com um filme de carbono.

A microscopia eletrénica de varrimento (SEM) foi empregada para observar 0s
filmes, utilizando-se um microscépio Hitachi SU-70 operado a 15 kV. Para a preparagdo
das amostras procedeu-se a sua fixacdo num suporte de aluminio com fita-cola de carbono,

sendo posteriormente revestidas com carbono.

3.6.5. Micrometria

A espessura dos filmes foi medida utilizando o micrémetro Mitutoyo, que mede

no intervalo entre 0os 0 e 25mm com um erro de 0.001mm.
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4.1.Sintese e caracterizacdo das nanoparticulas de ouro

4.1.1. Nanobastonetes

Apés a sintese dos nanobastonetes de ouro analisou-se se estes apresentavam as caracteristicas preten-
didas, ou seja, que a banda longitudinal se encontra na zona dos 1050 nm. Para tal procedeu-se a sua
caracterizacdo utilizando espectroscopia do Vis-NIR e TEM. Na Figura 12

Figura 12apresenta-se o espectro de absorcao do Vis-NIR de uma solucéo de nano-

bastonetes de ouro.
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Figura 12. Espectro de absorcdo do Vis-NIR de uma solucéo contendo nanobastonetes.

No espectro podem ser identificados duas bandas relevantes, um com méaximo a
526 nm e que corresponde a banda de plasméo transversal e o outro com maximo a 1039
nm e que corresponde a banda de plasméo longitudinal. Os resultados séo indicativos de
que as propriedades Oticas se encontram na gama do pretendido.

Para observar a morfologia e calcular a razdo de aspeto dos nanobastonetes utili-
zou-se a técnica de microscopia eletronica da transmissdo (TEM) tendo-se obtido as ima-

gens apresentadas na Figura 13.
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Figura 13. Imagens de TEM dos nanobastonetes de ouro a diferentes ampliagdes.

A partir das imagens obtidas pelo TEM e com o auxilio do programa ImageJ veri-
ficou-se que o comprimento medio dos nanobastonetes é de 40.3 + 8.4 nm e a largura 10.4
+ 3.6 nm. A razdo de aspeto (quociente entre 0 comprimento e a largura) é de 3.9 £ 0.8.

Como se pode verificar tanto pela intensidade da banda situada a 526 nm, Figura
12, como na imagem obtida no TEM, Figura 13, a amostra obtida contém uma quantidade
significativa de esferas. No intuito de aumentar a quantidade de nanobastonetes obtidos e
diminuir o nimero de particulas esféricas, procedeu-se a inUmeras experiencias. Estudou-
se o efeito da variacdo da temperatura tanto durante a experiencia, como no tempo de re-
pouso (etapa de crescimento). Executou-se o procedimento com e sem agitacdo durante o
tempo de repouso, na presenca de luz e na auséncia desta e com temperaturas diferentes.
Apesar dos esforcos efetuados ndo foi possivel obter uma amostra com menor proporgdo

de nanoesferas em relagdo aos nanobastonetes.

4.1.2. Nanoprismas

Os nanoprismas de ouro foram analisados da mesma forma que os nanobastonetes,
ou seja, foram averiguadas as caracteristicas 6ticas utilizando espectroscopia UV-Vis-NIR
e as caracteristicas morfoldgicas através de TEM.

Na Figura 14 apresenta-se 0 espectro de absorcdo do Vis-NIR de uma solucéo de
nanoprismas de ouro.
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Figura 14. Espectro de absorcdo de uma solugdo contendo 0s nanoprismas.

No espetro da Figura 14 sdo reconhecidos duas bandas relevantes, uma banda que
corresponde a banda de plasmao transversal aos 551 nm e um outro banda ao qual corres-
ponde a banda de plasmé&o longitudinal na regido dos 1012nm. Foi portanto possivel sinte-
tizar nanoprismas com uma banda de plasméo na zona dos 1050 nm, tal como pretendido.
No entanto verifica-se novamente através dos valores de absorvancia que ainda se encontra
grandes concentracfes de nanoparticulas que absorvem na zona dos 551 nm em compara-
¢do com as que absorvem na gama dos 1012 nm, sendo a absorvancia inferior.

Para nos certificarmos que as nanoparticulas, que contém as caracteristicas éticas
pretendidas, apresentam a forma de prismas recorreu-se a microscopia eletrénica de trans-
missao (TEM), Figura 15.

Figura 15. Imagem de TEM de nanoprisma de ouro apresentando banda de plasméo 1012 nm.
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Com o auxilio do TEM certificou-se que a forma das nanoparticulas eram prismas,
triangulares e hexagonais como se esperava. E importante mencionar que, mesmo apds
lavagem dos nanoprismas, se observou algum desvio da banda de plasmé&o para compri-
mentos de onda menores nos dias subsequentes a sintese. Isto indica alguma instabilidade
do sistema. Por essa razdo houve a necessidade de congelar a amostra imediatamente ap0s
a realizacdo da sintese e lavagem, para posterior anélise por TEM. A quantidade de na-
noprismas observada foi pequena e sendo assim nao foi possivel calcular a raz&o de aspeto
de modo fiavel.

E de salientar que, a reproducio exata das condi¢des experimentais indicadas na re-
feréncia [ ndo permitiu obter os nanoprismas com a banda longitudinal na gama dos 1050
nm, ao contrério do esperado. Para a sua obtencdo houve a necessidade de ajustar a con-
centracdo do tiossulfato de sodio, e de determinar qual a velocidade de agitacdo que era
mais apropriada, assim como ajustar o tempo reacional a que decorre a segunda adi¢édo do
tiossulfato de sodio. Pode-se verificar que quando a temperatura ambiente era mais baixa
(x6°C) a viragem da cor ndo se verificava aos 5 minutos mas sim passados mais uns minu-
tos, sendo a reacdo mais lenta houve a necessidade de se esperar mais uns minutos, na
mesma propor¢do de 5:9, para realizar a segunda adicdo do tiossulfato de sodio. Apds a
reacdo terminada, com o intuito de eliminar excessos de sal e de nanoesferas em solugéo
procedeu a uma lavagem das nanoparticulas com uma centrifugacdo a 8000 rpm e durante
5 minutos. Verificou-se que o aumento do numero de rotacfes e/ou do tempo de centrifu-
gacdo, era prejudicial, conduzindo ao desvio da banda de plasmao para valores menores de
comprimentos de onda.

Dado que 0s nanoprismas ndo eram muito estaveis, executou-se de imediato a sin-
tese dos filmes com o intuito que as nanoparticulas se dispersassem na solucdo de -

carragenano e ndo perdessem as suas propriedades oticas.

De notar que no decorrer das vérias tentativas de sintese, foi possivel obter na-
noprismas triangulares mais estaveis e em quantidade significativa (Figura 16). No entanto
estes ndo apresentavam as propriedades oticas adequadas aos objetivos deste trabalho dado
que a banda de plasmao se encontrava a 958 nm.
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Figura 16. Imagem de SEM de nanoprismas triangulares com banda de plasmao a 958 nm.

4.1.2.1. Estabilidade das nanoparticulas ao laser

Apos se ter exposto a solugdo de nanobastonetes ao laser verifica-se que a banda de
plasmao longitudinal se desloca para valores inferiores ao inicial, Figura 17. Este desvio
pode indicar a ocorréncia de agregacdo ou uma ligeira alteracdo da morfologia dos nano-

bastonetes, como resultado da exposicao ao laser.
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Figura 17. Espectro de absorcdo do Vis-NIR de uma solugdo de nanobastonetes depois de exposta ao laser
durante 1hora.

A estabilidade dos nanoprismas apds exposi¢do ao laser ndo foi avaliada dado que

0 sistema mostrou sinais de instabilidade logo apds a sintese, tal como referido antes.
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4.2. Caracterizacao dos filmes de k-carragenano

Tal como descrito anteriormente os filmes foram preparados em caixas de petri e
a secagem foi efetuada em condicbes de temperatura controlada. Os filmes produzidos
possuem pequenas variagcdes na espessura como se pode verificar na Figura 18. A espessu-

ra média dos filmes preparados é de aproximadamente 50 pum.

100,0
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40,0 - 43,82 @ 41,47 43,21
30,0 -
20,0 -
10,0 -

0,0 T T T T T T

C 1 2 3 4 5 6 7
Amostra
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Figura 18. Valores médios da espessura dos filmes preparados: branco (1), branco com AzM (2), compositos
com 0.1 % e 0.2 % NRs (3 e 4, respetivamente) e compositos com 0.1 % e 0.2 % NPs (5 e 6, respetivamente).

De forma a facilitar a leitura, quando neste relatorio se diz que é branco indica que
se trata do filme de carragenano que ndo contém nanoparticulas e quando é 0.1 % e 0.2 %
de NRs estes referem-se a percentagem massica de NRs calculada com base na quantidade
de polimero (massa de nanobastonetes de ouro por massa de polimero no filme). De modo
semelhante quando se menciona 0.1 % e 0.2 % de NPs estes referem-se a percentagem
massica de nanoprismas de ouro no filme, calculada de modo idéntico.

Com o auxilio da microscopia eletrénica de varrimento (SEM) foram obtidas as
imagens da Figura 19, onde se pode verificar que as microestruturas da superficie dos fil-
mes ndo se alterou quando se adicionou diferentes concentragdes e/ou morfologias das

nanoparticulas.
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Figura 19. Imagens de SEM dos filmes com diferentes teores de nanoparticulas: a) 0.1 % NRs; b) 0.2 %
NRs; ¢) 0.1 % NPs; e d) 0.2 % NPs.

Com o propdsito de examinar a estrutura quimica e possiveis alteracdes provoca-
das pela adicdo das nanoparticulas, para as diferentes concentracdes, nos filmes k-

carragenano procedeu-se a sua analise por espectroscopia FTIR-ATR.
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Figura 20. Espetros de FTIR-ATR dos filmes com diferentes concentragdes de NRs e NPs.

Ao examinar o espetro de infravermelho, Figura 20, é possivel verificar que todas
as bandas identificadas correspondem as bandas da vibracdo do hidrogel utilizado, «-
carragenano. A banda em 1236 cm™ corresponde & vibracéo de elongacdo assimétrica da
ligagdo S-O. A banda aos 1039 cm™ é prépria da vibragdo simétrica das ligag6es C-O e C-
OH. E num outro banda significativo encontra-se na banda dos 845 cm™ é resultante da
vibracdo C-O-S na unidade a(1-3)-D-galactose ** 2. Dado que no se observou o desvio
das bandas ou o aparecimento de novas bandas de vibracao, é possivel concluir que a estru-
tura quimica néo € alterada, pelo menos significativamente, aquando da adicao das diferen-
tes concentracdes de nanoparticulas, nanobastonetes ou nanoprismas.

Com o intuito de se observar as variacdes das propriedades térmicas que podem
ocorrer quando se alteram a morfologia e/ou a concentracdo das nanoparticulas procedeu-
se a andlise dos termogramas de DSC (Figura 21). Tal como descrito anteriormente, a ana-

lise de DSC foi efetuada aos filmes na forma de gel, ap6s a imersédo do filme seco em PBS.
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Figura 21. Termogramas de DSC para os géis com as diferentes concentra¢bes e/ou morfologias de nanopar-
ticulas.

Na Figura 21 € possivel ver que todas as curvas de DSC das amostras analisadas
apresentam um pico endotérmico. Este pico corresponde a transicdo de gel para sol, pois €
necessario ceder calor para que se verifique esta transicdo. A temperatura de fusao, a tem-
peratura ao qual corresponde ao pico principal, para o branco é de 46.1 °C. Com a adicao
de nanoprismas nos filmes pode-se observar um aumento da temperatura de fusdo do
mesmo modo que é relatado na literatura para outras nanoparticulas de ouro 3!, Com a
introducdo dos nanobastonetes, ndo se observou variacdo significativa da temperatura de
fusdo do gel. Os resultados de DSC mostram que os filmes preparados, quando na forma
de hidrogel, sdo sensiveis a temperatura, propriedades que é imprescindivel para a sua uti-
lizagdo na aplicacdo em estudo.

Para estudar as propriedades Oticas dos hidrogéis compasitos, estes foram prepa-
rados na auséncia de AzM e procedeu-se a sua analise por espectroscopia de UV-Vis-NIR.

Para a concentracdo de 0.1 % de nanoparticulas, independentemente de se tratar
de nanobastonetes ou nanoprismas, ndo foi possivel detetar nenhuma banda caracteristica

das nanoparticulas de ouro, tal como indicado na Figura 22.
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Figura 22. Espetro Vis-NIR para os hidrogéis com 0,1% de nanobastonetes.

Ao observar 0s espectros obtidos pode questionar se a concentracdo é suficiente
para gue se consiga observar as bandas de plasmao das nanoparticulas. Nesse caso, e mes-
mo assumindo que as nanoparticulas se encontram homogeneamente distribuidas no filme,
podem estar suficientemente afastadas de tal forma que o feixe do espectrémetro UV-Vis-
NIR teria incidido numa zona onde ndo se encontravam nanoparticulas de ouro.

No caso dos hidrogéis preparados com a concentracao de 0.2 % de nanoparticulas
ja foi possivel identificar bandas caracteristicas das nanoparticulas de ouro. Os hidrogéis
com nanobastonetes apresentaram um espetro onde podem ser identificados a banda de
plasmao transversal aos 526 nm e a banda longitudinal aos 999 nm, Figura 23. Tendo em
conta que a banda longitudinal antes da solucdo de nanobastonetes ser adicionada ao hi-
drogel se encontrava nos 1039 nm, observa-se um desvio de 40nm. Este desvio pode de-
ver-se a vérias razdes: a alteracdo do indice de refracdo do meio devido a presenca do hi-
drogel, a agregacdo de alguns nanobastonetes lado-a-lado, diminuindo a sua razao de aspe-
to, ou a um efeito da temperatura, uma vez que durante a preparacdo dos géis 0s nanobas-
tonetes estdo sujeitos a temperaturas entre os 80-90 °C. No entanto apesar da banda se ter
deslocado, por se tratar de uma banda larga, o hidrogel continua a absorver no comprimen-

to de onda pretendido, a 1064 nm.
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Figura 23. Espectro Vis-NIR dos hidrogeéis contendo 0,2% de nanobastonetes.

No caso dos hidrogéis com 0.2 % de nanoprismas a banda de plasméo longitudi-

nal é quase impercetivel tal como se pode verificar na Figura 24.
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Figura 24. Espectro da absorvancia UV-Vis-NIR obtido para os hidrogéis com 0.2 % de nanoprismas de
ouro.
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4.2.1. Intumescimento

A razdo de intumescimento do filme branco com AzM é de 18.4 + 2.0. Com a
adicdo de 0.1% de nanobastonetes o intumescimento é préximo ao do branco e quando se
aumenta a concentracdo de nanobastonetes para 0.2 % o intumescimento diminui para 13.6
+1.9. No entanto, quando se trata dos filmes com nanoprismas os resultados observados na
Figura 25 mostram que a razdo de intumescimento € superior a do branco (24.3 + 2.6 para
0.1 % de nanoprismas), e que diminui para 21.0 + 2.1 quando se aumenta a concentragdo
de prismas para 0.2 %.

Com base em outros estudos sabe-se que a introducdo de nanoparticulas em géis
de carragenano pode aumentar ou diminuir a razdo de intumescimento do gel, conforme
promove ou ndo a entrada de agua no gel. Os resultados dos hidrogéis com nanobastonetes
estdo de acordo com os resultados descritos na literatura (3!, em que se verificou uma di-
minuicdo da razdo de intumescimento do gel de k-carragenano com a introducgédo de nano-
bastonetes longos acima de uma concentracdo de 480 ppm e podem significar que a estru-
tura do gel se tornou mais forte (reticulada) limitando a expansao da rede polimérica para a

entrada de moléculas de agua.
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Figura 25. Gréafico dos valores médios da razdo de intumescimento dos filmes preparados: branco com AzM
(2), compositos com 0.1 % e 0.2 % NRs (3 e 4, respetivamente) e compdsitos com 0.1 % e 0.2 % NPs (5 e 6,
respetivamente).
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4.3. Ensaios de Libertacao

Os filmes nanocompasitos foram imersos em PBS e expostos a incidéncia de radi-
acdo com o comprimento de onda de 1064 nm, durante os periodos de 1 hora e de 2 horas e
30 minutos. Com o objetivo de quantificar a quantidade de azul metileno libertada para o
meio envolvente (PBS) este foi analisado por espectroscopia do UV-Vis. O azul-de-
metileno tem um maximo de absorcdo a cerca de 664 nm e a intensidade da banda esta
diretamente relacionada com a sua concentragdo em solucdo. Na Figura 26 mostra-se a
titulo de exemplo os espectros obtidos apos a irradiacdo dos filmes compésitos contendo
0.2 % de nanobastonetes, e comparam-se com 0S espectros que se obtiveram em ensaios de
controlo realizados para 0 mesmo tempo mas na auséncia de radiacdo, a temperatura ambi-

ente.
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Figura 26. Espetros de UV-Vis do sobrenadante, apos a exposi¢do dos filmes compositos de 0.2 % NRs ao
laser durante 1h e 2h30, e comparagao com 0s espectrE)s obtidos nas mesmas condi¢des na auséncia de radia-
ao.

E possivel observar que mesmo na ausénci; de radiacdo (Laser OFF) e a temperatura am-
biente (24.5 °C), héa libertacdo de azul-de-metileno, e que a sua concentragdo aumenta com
o tempo. Este comportamento era ja esperado, e esta de acordo com estudos anteriores [
onde se observou a libertacdo gradual de azul-de-metileno a partir de plataformas de hi-
drogéis de k-carragenano, mesmo a temperatura ambiente e em condigdes isotérmicas.
Quando o filme é exposto a radiagdo (Laser On) a concentragdo de azul-de-metileno liber-
tada aumenta e quanto maior o tempo de exposicdo maior é também a concentracdo. Estes
resultados indicam que a libertacdo de azul-de-metileno a partir destes filmes compdsitos

pode ser promovida pela incidéncia de radiacdo NIR.
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Observou-se um comportamento idéntico nos ensaios de libertacdo dos restantes filmes
com nanobastonetes. Dado que existe uma relacdo direta entre a absorvéncia e a concentra-
cao de azul-de-metileno, através de uma curva de calibracdo (Anexo A) foi possivel quan-
tificar o azul-de-metileno libertado. Sabendo a massa de azul metileno existente inicial-
mente em cada filme, calculou-se a percentagem de azul-de-metileno libertado pelos dife-

rentes filmes, Figura 27.
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Figura 27. Gréfico da percentagem de azul-de-metileno libertado no filmes com nanobastonetes, apds um
periodo de exposicao ao laser de 1h ou 2h30, e comparagdo com a libertacdo efetuada na auséncia de laser.

Com a observacdo da Figura 27 pode-se verificar que na auséncia das nanoparti-
culas de ouro existe libertacdo de farmaco, independentemente de este ser exposto a radia-
¢do ou ndo, este comportamento pode ser explicado pelo efeito de difusdo e intumescimen-
to. Por outro lado, quando o polimero é exposto ao laser o que se verifica é 0 aumento da
percentagem de farmaco libertado, este efeito deve-se ao facto de aumento de temperatura
(£ 3 °C) que se verifica no sistema (filme e solvente) por exposicao ao laser.

Para os filmes contendo 0.1 % nanobastonetes, Figura 27, verifica-se que existe
um aumento de libertacdo de AzM quando o filme é exposto a radiacdo. No entanto, na
auséncia de exposicdo observa-se que existe reducdo da libertacdo, em relacdo ao branco.
Quando se aumenta a percentagem de nanobastonetes para 0.2 %, observou-se que uma
inibicdo da libertacdo tanto na presenca como na auséncia de radiag&o.

No caso dos filmes constituidos por nanoprismas o comportamento de libertagéo é

alterado drasticamente.
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Figura 28. Gréfico da percentagem de azul-de-metileno libertado no filmes com nanoprismas, apds um peri-
odo de exposicao ao laser de 1h ou 2h30, e comparagdo com a libertacdo efetuada na auséncia de laser.

Como se pode verificar na Figura 28 em todos os casos hd um aumento da liberta-
cao de AzM quando o filme é exposto ao laser. No entanto a percentagem de libertacdo a
partir dos compositos é idéntica a observada a partir dos filmes sem nanoparticulas. Dos
resultados mostrados anteriormente verificou-se que os hidrogéis contendo nanoprismas
ndo apresentavam banda de plasmao a 1050nm, o que pode justificar estes resultados.

Os nanoprismas foram sintetizados sem se adicionar um agente estabilizante, co-
mo recomendado na literatural®’ polietilenoglicol, PEG, na expectativa que 0 k-
carragenano os estabilizasse. No entanto devido a exposi¢do a temperaturas mais elevadas,
aquando da preparacdo os hidrogéis, observa-se alteracdo das propriedades Oticas, prova-
velmente devido a agregacdo das nanoparticulas. Apesar de se ter observado nanoprismas
em TEM estes ndo se encontravam em grande quantidade e foram congeladas com o intui-
to de que a cinética da reacdo ap0s a sintese fosse quase nula. O que é de surpreender é que
na analise de DSC e de intumescimento aos filmes com nanoprismas verificou-se melhores
resultados do que para as nanobastonetes.

Foi também estudada a libertacdo de azul-de-metileno dos filmes quando sujeitos
a periodos de exposicdo ao laser (Laser ON) alternado com periodos em que interrompia
esta exposicdo (Laser OFF). Em paralelo realizaram-se ensaios de libertacdo na total au-
séncia da incidéncia do laser. Estes ensaios foram realizados apenas para o branco e filmes
contendo nanobastonetes. A percentagem de libertagéo foi calculada e os resultados encon-

tram-se na Figura 29.
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Figura 29. Representacgdes graficas da percentagem de farmaco libertada para os diferentes filmes pelo mé-
todo ON/OFF, sendo as zonas assombreado correspondem aos periodos de laser OFF: branco com AzM (a),
compésitos com 0.1 % e 0.2 % NRs (b e ¢, respetivamente).
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Na auséncia de exposicdo ao laser a libertacdo de AzM ¢é gradual. A incidéncia do
laser aumenta a velocidade de libertacdo, em particular nas primeiras horas, mesmo no
filme que ndo contem nanobastonetes. No entanto o efeito do laser na aceleragéo da liber-
tacdo € mais evidente nos filmes compositos. De um modo geral a interrupcao da exposi-
¢do ao laser apos 60 min leva ao abrandamento da libertacdo. No entanto para tempos su-
periores a diferenca de velocidade entre os periodos ON e OFF ndo é tdo significativa Com
a exposicao ao laser os sistemas tendem mais rapidamente para o estado estacionario de

libertacdo.
4.4. Modelos cinéticos de libertacéo de farmaco

Posteriormente ao calculo da percentagem de libertacdo de farmaco procedeu-se
aos estudos cinéticos segundo os modelos analisados no capitulo revisdo bibliogréfica. Os
graficos relativamente a modelacéo cinética dos dados, para cada modelo, encontram-se no
Anexo B e os parametros cinéticos estimados, assim como o coeficiente de determinacédo
encontram-se na tabela seguinte. O estudo cinético foi realizado apenas para os filmes do

branco e compdsitos contendo nanobastonetes.

Tabela 3. Parametros cinéticos (k e n) e coeficiente de correlagdo (%) resultantes da aplicagdo dos modelos
cinéticos dos dados de libertacdo quando ndo expostos a radiacdo, para as diferentes concentracdes de NRs.

Ordem Zero 120rdem  Korsmeyer-Peppas

r° 0.7701 0.6967 0.9329

Branco k  4.794x10"mg's® 1.602x107°s™ 7.303x107%s™
n - - 0.1210
0.9472 0.8757 0.9896

0.1 % NRs 7.569x10* mgt.st 2.488x10°s™ 1.464x1072%s™
- - 0.5716
0.7263 0.6486 0.8299

0.2 % NRs 4.272x10"mgt.s*  1.480x10°s™ 3.449x102s™
- - 0.4052
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Ao analisar-se os coeficientes de correlagdo que se obteve com os dados experi-
mentais, 0 modelo que melhor se adapta a este sistema de libertacdo é o modelo de
Korsmeyer-Peppas.

Ao comparar os valores obtidos do parametro n, Tabela 3, com os valores da Ta-
bela 1é possivel concluir que para o filme sem nanoparticulas o0 mecanismo de libertacéo é
controlado por difusdo Quasi Fickiano, assim como para o filme com 0.2 % de NRs. No
entanto para os filmes com 0.1 % de NRs 0 mecanismo que descreve a libertacdo é anoma-
lo, significando que ha uma contribuicdo de fendmenos de difusdo e de intumescimento do

gel no controlo da velocidade da libertacéo.
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Com a elaboracéo deste trabalho confirmou-se que é possivel sintetizar nanoparti-
culas de ouro com morfologias diferentes apresentando propriedades Oticas semelhantes,
mais concretamente uma banda de absor¢do com méaximo préximo dos 1050 nm. Na sinte-
se dos nanobastonetes pode-se identificar uma banda com o maximo aos 526 nm e um ou-
tro aos 1039 nm na banda de plasméo. Aquando a sintese dos nanobastonetes houve a ne-
cessidade de utilizar surfatantes, com caracter toxico, no entanto investigacoes relatam que
seria possivel preparar nanoparticulas com propriedades éticas semelhantes mas sem recor-
rer a estes compostos. Foi entdo possivel sintetizar os nanoprismas de ouro sem utilizar
CTAB e obteve-se nanoparticulas com as bandas de plasmao localizadas aos 551 nm e
1012 nm, bandas préximas das observadas para os nanobastonetes. Apesar da sintese dos
nanoprismas ser uma sintese “mais biocompativel” as particulas resultantes apresentarem
alguns problemas de estabilidade, observando-se variacdo das suas propriedades oOticas
com o tempo, havendo necessidade de averiguar uma estratégia que garanta a estabilidade
das nanoparticulas por periodos maiores.

Os filmes foram obtidos a partir do mesmo modo no entanto com teores de nano-
particulas e com morfologias diferentes. Para as diferentes concentracdes e/ou morfologias
das nanoparticulas os filmes apresentaram a mesma estrutura fisica e quimica. No entanto
as propriedades térmicas alteram-se, com o aumento da concentracdo de nanoparticulas
aumenta a temperatura de fusdo do hidrogel. E através dos ensaios de intumescimento do
gel de k-carragenano verificou-se que com a introdugédo de nanobastonetes longos a estru-
tura do gel torna-se mais forte (reticulada) limitando a expansdo da rede polimérica para a
entrada de moléculas de agua.

Com este trabalho foi possivel verificar que quando os nanocompdsitos que incor-
poram nanobastonetes sdo expostos a radiacdo na zona do infravermelho proximo a liber-
tacdo do farmaco modelo, azul-de-metileno, aumenta pelo menos em 10% em relacdo a
libertacdo observada a partir dos filmes nanocompdésitos com a mesma composi¢do nao
expostos a radiacéo.

Para finalizar, realizou-se o estudo da libertacdo de azul-de-metileno dos filmes
quando sujeitos a periodos de exposic¢ao ao laser alternando com periodos em que se inter-
rompia esta exposicdo. Com este estudo verificou-se que ap6s se ter incidido o laser duran-
te uma hora a concentracdo de libertacdo de farmaco foi maior tendendo mais rapidamente

para o estado estacionario de libertagdo. E com os resultados deste estudo procedeu-se a
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modelacéo cinética , verificando que o modelo que melhor se adapta a libertagdo na ausén-

cia de radiagdo € o modelo de Korsmeyer-Peppas.
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Anexo A: Obtencdo da reta de calibracdo do azul-de-metileno

Ao analisar-se o azul-de-metileno no espetro UV-Vis verifica-se que o seu maxi-
mo de absorcdo apresenta-se nos 663nm. Ao analisar-se solugdes com diferentes concen-
tracOes de azul-de-metileno observou-se a que absorvancia aos 663nm, obtendo-se o se-

guinte grafico:

1.6 P
y = 1.641E-01x + 4.685E-03 *-
R?=9.982E-01 -
1.2 ,
.

2
=

0.8 +

0.4 .
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Figura A. 1: Reta de calibra¢do do azul-de-metileno.

A partir desta correlacdo dos dados chegou-se a se seguinte equacgdo que relaciona

a concentracao do azul-de-metileno com a absorcao:
Abs = 1.641 x 1071C + 4.685 x 103 (A1)

Em que a Abs é absorcdo na gama dos 663nm e a C € a concentracdo do azul-de-

metileno.
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Anexo B: Modelos cinéticos de libertacdo de farmaco

B.1) Modelagdo da cinética de libertacdo nos filmes sem nanoparticulas e sem serem ex-

postos a radiacao.
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Figura B. 1: Representagdo dos ajustes realizados aos dados experimentais de libertacdo para o filme sem
nanoparticulas, relativamente ao modelo de cinética de ordem zero (em cima a esquerda), de primeira ordem
(em cima & direita) e Korsmeyer-Peppas (em Baixo).
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B.2) Modelacdo da cinética de libertacdo nos filmes com 0,1% de nanobastonetes e sem

serem expostos a radiacao.
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Figura B. 2: Representacdo dos ajustes realizados aos dados experimentais de libertacdo para o filme com
0,1% nanobastonetes, relativamente ao modelo de cinética de ordem zero (em cima & esquerda), de primeira
ordem (em cima a direita) e Korsmeyer-Peppas (em Baixo).

Pag. 69



Anexos

B.3) Modelacdo da cinética de libertacdo nos filmes com 0,2% de nanobastonetes e sem

serem expostos a radiacao.
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Figura B. 3: Representacdo dos ajustes realizados aos dados experimentais de libertacdo para o filme com
0,2% nanobastonetes, relativamente ao modelo de cinética de ordem zero (em cima a esquerda), de primeira
ordem (em cima a direita) e Korsmeyer-Peppas (em Baixo).
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