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RESUMO

A camptotecina (CPT) é um potente farmaco antitumoral, motivando o
desenvolvimento de nanomateriais carreadores como nanoparticulas de silica
mesoporosa (NSMs), 6xido de grafeno (GO) e uma nova familia de GO decorado
com NSMs (nanocompdsitos GO-NSMs) para a resolucédo de grandes desafios que
essa molécula apresenta: baixa solubilidade no sangue, condicdes farmacocinéticas
desfavoraveis e problemas de biodistribuicdo nos organismos. Sabe-se também que
as nanoparticulas de silica e muitos materiais a base de oxido de grafeno sao,
isoladamente, conhecidos pelo elevado teor de hemdlise e significativa interacéo
com proteinas (efeito corona). Os efeitos hemoliticos e a adsorcdo proteica
relacionada aos mecanismos biologicos para remocgéo de corpos estranhos inserem
0 GO e NSMs (isentas de funcionalizacdo externa) como nanocarreadores de
elevado risco toxicolégico. Dessa maneira, foi investigada a possibilidade de
interagdo  GO-NSM  visando diminuicdo desses efeitos, melhorar a
biocompatibilidade através de um efeito sinérgico proveniente da mistura de ambos
os tipos de nanomateriais. Essa interagdo visa obter os novos nanocompdsitos e
solucionar os desafios mencionados que a camptotecina apresenta do ponto de vista
de aplicacao antitumoral. O conjunto de técnicas de caracterizacdo compreendendo
as espectroscopias ultravioleta visivel (UV-Vis) e ressonancia magnética nuclear
(RMN), a difratometria de raios X (DRX), termogravimetria (TG) e primeira derivada
das curvas termogravimétricas (DTG), potencial zeta (PZ), anélise de area superficial
e porosidade (AASP), a microscopia eletronica de transmissao (MET) e microscopia
de forca atbmica (MFA) comprovam a obtencdo desses sistemas e confirmam o
encapsulamento/adsorgcdo de camptotecina nos nanomateriais envolvidos. Os
ensaios de liberacdo mostram a rapida e prolongada liberacdo, respectivamente,
pela silica e pelos GO/GO-NSMs, sendo mais rapida em pH 7,4 e mais vagarosa em
pH 5,0 em todas as situagdes. O GO-NSM mostrou as melhores propriedades de
entrega dentre os trés nanocarreadores. Os resultados sugerem, ainda, interacoes
quimicas farmaco-nanocarreador como dependentes do pH e da natureza do
nanomaterial, mostrando o GO-NSM como potencial candidato as aplicagdes
antitumorais com menores riscos de toxidade.



ABSTRACT

Camptothecin (CPT) is a potent antitumor drug, motivating the development
of carrier nanomaterials such as mesoporous silica nanoparticles (MSNs), graphene
oxide (GO) and a new family of GO decorated with MSNs (GO-MSN
nanocomposites) for solving important challenges of this molecule: low blood
solubility, unfavorable pharmacokinetic conditions and problems of biodistribution in
living organisms. It is also known that silica nanoparticles and many graphene oxide
based materials are, in isolation, known for the high hemolysis rate and significant
interaction with proteins (corona effect). The hemolytic effects and protein adsorption
related to the biological mechanisms for removal of foreign bodies insert the GO and
MSNs (free from external functionalization) as nanocarriers of high toxicological risk.
In this way, it was investigated the possibility of GO-MSN interaction aiming to
decrease these effects and to improve the biocompatibility through a synergistic
effect from the mixture of both types of nanomaterials. This interaction aims to obtain
new nanocomposites and focus to solve the mentioned application challenges of
camptothecin. The set of characterization techniques comprising the ultraviolet visible
(UV-Vis) and nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopies, X ray
diffractometry (XRD), thermogravimetric analysis (TGA) and first derivative of TGA
curves (DTG), zeta potential (ZP), analysis of surface area and porosity (ASAP),
transmission electron microscopy (TEM) and atomic force microscopy (AFM) confirm
the obtainment of these systems, and corroborate to the encapsulation/adsorption of
camptothecin in the involved nanomaterials. The release assays show the rapid and
prolonged release, respectively, by silica and GO/GO-MSNSs, being faster at pH 7.4
and slower at pH 5.0 in all situations. GO-MSN showed the best delivery properties
among the three nanocarriers. The results also suggest drug-nanocarrier chemical
interactions as dependent on pH and the nature of the nanomaterial, showing GO-
MSN as a potential candidate for antitumor applications with lower toxicity risks.
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1. INTRODUCAO
1.1. O Cancer, os farmacos antitumorais e a camptotecina (CPT)

O céancer é uma das maiores causas mundiais de morte abrangendo publico
de diversas idades, sexo, etnias e paises’. O conjunto de técnicas atuais de
tratamento dessa doenca incluem a radioterapia, cirurgia para remog¢ao de tumores,
imunoterapia e quimioterapia®. Esta Ultima, sendo o tipo de tratamento antitumoral
mais comum, consiste na aplicagdo de farmacos no combate as células
cancerigenas. Nesse contexto, alguns dos desafios vigentes na utilizacdo desses
ativos biolégicos incluem:

- sua baixa solubilidade no sangue, um fluido hidrofilico, resultando em
insuficiente captacdo pelas células tumorais®® e demandando aumento na
concentragdo da dose aplicada;

- a perda de atividade biologica logo apdés a administracdo intravenosa, a
exemplos de farmacos que s&o inativos nas condigbes fisiologicas do sangue®,
também demandando o aumento de concentracdo nas doses aplicadas;

- a biodegradabilidade do farmaco livre durante sua aplicagéo, levando-o,
também, a perda de atividade bioldgica®;

- a deficiente biodistribuicdo no organismo de modo que o farmaco livre
aplicado atinge ndo somente tecidos afetados por tumor, mas também tecidos
sadios, levando a sérios efeitos colaterais®;

- condi¢des farmacocinéticas desfavoraveis, isto €, o farmaco aplicado é
rapidamente eliminado do organismo através de diversas rotas de excrecgao,
demandando aumento na concentragdo da dose ou sua aplicagédo continua®.

Alguns farmacos antitumorais hidrofébicos como a curcumina (Cur)?,
camptotecina (CPT)8, entre outras, apresentam desafios como esses citados acima,
0 que motivou nosso grupo a escolher um deles, a camptotecina, para solucionar
alguns desses problemas.

A CPT é uma substancia descoberta em 1966 extraida naturalmente da erva
Camptotheca acuminata® e foi reportada como um potente farmaco antitumoral
detendo importante agédo na inibigdo da enzima DNA topoisomerase | (TOPO [)0.
Mais especificamente, a TOPO | age enzimaticamente na relaxagdo do DNA
anteriormente a sua replicacao, transcricdo e traducgéo, clivando uma de suas fitas,

restaurando a ligacdo e repetindo-se o ciclo''. Nesse contexto a camptotecina
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interage com a TOPO | impedindo a restauracao da ligagdo no DNA, induzindo
consequentemente a apoptose celular. A CPT ¢, ainda, molécula analoga a
farmacos aprovados pelo FDA (Food and Drug Administration) incluindo o topotecan
e irinotecan® e a substancias incluidas em fases pré-clinicas como por exemplo o
lurtotecan e silatecan'. Nesse contexto, a camptotecina e seus analogos sdo
descritos como farmacos aplicados para um amplo espectro de tipos de tumores™
que incluem cancer cervical, de ovario, gastrico, mama, pele, pulmao, dentre
outros'. Assim, quando aplicado em pacientes, esse farmaco apresenta um pico de
aumento de concentracdo no plasma que rapidamente decai em funcdo de sua
absorcao pelo corpo, sendo amplamente absorvido pelos tecidos, sistema entero-
hepatico (intestino e figado) e/ou pelos eritrécitos'®. Do ponto de vista metabdlico,
esse farmaco antitumoral é metabolizado por uma diversidade de enzimas animais
ou humanas, dentre elas as esterases'®, sendo posteriormente excretado pela bile,
fezes e urina de animais e humanos'®. Dessa maneira, uma vez aplicada, a
camptotecina é rapidamente metabolizada e excretada do organismo, reduzindo-se
a eficiéncia em sua atividade biolégica e demandando esforcos no sentido de
prolongar sua liberacao para aumento do tempo de acéao, distribuicao e seletividade
na aplicagao antitumoral.

Do ponto de vista quimico e estrutural, a CPT € uma molécula
compreendendo fungdes organicas como a lactama, anéis aromaticos conjugados,
hidroxilas e lactona (lac) e sua estrutura molecular € mostrada na Figura 1. A funcao
organica lac mantém a atividade biolégica desse farmaco em pH 5,0 tipico dos
endossomas das células cancerigenas. Em pH 7,4 atrelado as condicoes fisiol6gicas
do organismo, a funcao lactona é hidrolisada para formacéo do carboxilato (carb’),
resultando em inatividade antitumoral'®'6-18, O pH, portanto, regula
significativamente a atividade biolégica desse farmaco existente na forma lactona

ativa (CPT-lac) em equilibrio quimico com a forma carboxilato inativa (CPT-lac’).
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Figura 1 Estrutura molecular da camptotecina (CPT) em suas duas formas lactona
(CPT-lac) e carboxilato (CPT-carb’) em equilibrio quimico dependente do pH.

Dessa maneira, significativos esforcos sdo atualmente direcionados no
desenvolvimento de nanocarreadores para solugdo dos problemas como a baixa
solubilidade de farmaco no sangue, a rapida liberagdo que caracteriza uma condicao
farmacocinética desfavoravel e as condigdes deficientes de biodistribuigdo, desafios
apresentados pela camptotecina no sentido de sua aplicagdo antitumoral, conforme
comentado acima. Nesse contexto, 0s nanomateriais podem transportar
efetivamente essas moléculas até as células cancerigenas, facilitando sua entrega e
captacdo intracelular'®, prolongando seu tempo de liberagdo e otimizando sua
distribuicdo no corpo. Além disso, os referidos nanomateriais podem ser
desenvolvidos como plataforma de elevada capacidade de
encapsulamento/adsorcdo de farmacos antitumorais®®-??, importante propriedade
para otimizacdo da quantidade dessa substancia no interior das células. Tratando-se
da aplicacdao dessas plataformas nanoestruturadas em sistemas biolégicos, a
interacdo de nanoestruturas com sistemas biol6gicos passa a ser relevante do ponto
de vista de toxicidade ao organismo vivo principalmente quando aplicados como
carreadores moleculares em processos de drug delivery na qual o0 meio intravenoso
€ uma das principais rotas de aplicagdo. Dessa maneira, a compreensdo da
interacdo nanoestrutura-biossistemas é assunto crucial quando estudamos

nanomateriais carreadores de farmacos e sera discutido no proximo topico.
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1.2. Interacao de nanoestruturas com biossistemas: a interface entre a quimica

e a biologia

Apesar de importantes na resolugdo dos desafios de aplicacdo de farmacos
antitumorais citados no topico anterior, os nanomateriais em si também apresentam
problemas quando aplicados intravenosamente. Mais especificamente,
considerando-se o fluido sanguineo humano como meios de circulagdo do
nanomaterial, faz-se necessario analisar a maneira pela qual este interage com os
corpos celulares presentes, compreendo principalmente os glébulos vermelhos
(também chamados de eritrcitos ou heméacias), os glébulos brancos (ou leucécitos)
e as plaguetas (ou trombdcitos)?3-25. Adicionalmente, é importante compreender as
interacdes nanomaterial-proteina (efeito corona) no intuito de prever fendmenos
bioquimicos e fisico-quimicos atrelados a toxicidade do material. Nesse contexto, a
interacdo de nanoestruturas com proteinas do sangue corresponde outra area de
estudo da nanomedicina que investiga, dentre as inumeras possibilidades de
estudos, a relagdo do efeito de adsorgéo proteica na superficie de nanomateriais na
reacdo do sistema imunoldgico, uma vez que corpos estranhos do sangue (em
alusdo ao nanocarreador) podem ser eliminados da corrente sanguinea através de
sua interagdo com proteinas do sistema imunolégico denominadas opsoninas,
formando-se um complexo nanocarreador-opsonina. Este Gltimo é reconhecido por
macréfagos (um tipo de leucécito) e posteriormente fagocitado pela referida célula
branca em um mecanismo denominado opsonizagdo, diminuindo-se o tempo de
circulagdo sanguinea do nanocarreador e, consequentemente, diminuindo-se a
probabilidade de alcance a célula alvo??’. Dessa maneira, estudos relacionados a
interacdo entre nanomateriais e proteinas fornecem informagdes importantes para
prévias compreensdes das possiveis reagdes bioquimicas e respostas bioldgicas
geradas apds sua aplicacdo no sangue e podem servir como mimetizacao dos
mecanismos de opsonizacdo®2?°. No grupo dos principais nanocarreadores
atualmente empregados como carreadores de farmacos sao incluidos o 6xido de
grafeno (G0)3%-%2, as nanoparticulas de silica mesoporosa (NSMs)33-3% e uma nova
familia de nanocompdsitos a base de 6xido de grafeno decorado com nanoparticulas
de silica (GO-NSMs)36:37 resultantes da mistura daqueles Ultimos. Discussbes mais
detalhadas sobre as propriedades fisico-quimicas e estruturais desses trés

nanomateriais seréo discutidos nos tépicos a seguir.
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1.3. O 6xido de grafeno (GO): interacao com sistemas biolégicos e farmaco

camptotecina (CPT)

Dentre os materiais estudados na interface da quimica e biologia, tem-se o
oxido de grafeno (GO) como motivagao de estudos cientificos relacionados. O GO é
um material bidimensional de carbono compreendendo uma regidao na qual sao
encontrados atomos de carbono em hibridizacdo sp? (semelhante a estrutura
intrinseca do grafeno)®® e outra onde sdo encontrados carbonos sp?® associados a
fungbdes oxigenadas, conforme seu modelo estrutural mais aceito, descrito por Lerf
Klinowski®839, Além disso, o GO detém grupos funcionais epdxi e hidroxila
localizados em seu plano basal e grupos carbonila e carboxilas associados
preferencialmente as bordas das folhas bidimensionais, conferindo-lhe possibilidade
de diversas funcionalizagbdes no processo de aquisicdo de novas propriedades
fisico-quimicas®. O referido material detém, intrinsecamente, propriedades
interessantes, como capacidade de formar dispersdes em diversos solventes, alta
resisténcia mecénica, significativa area superficial tedrica (2630 m?/g) e
transparéncia 6ptica*®4!. No entanto, sua aplicacdo e/ou interagdo com sistemas
biolégicos é ainda uma nova tendéncia e, nesse panorama, o 6xido de grafeno é um
potencial candidato devido a sua alta biocompatibilidade e baixa toxicidade quando
funcionalizado com moléculas-chave ou nanoparticulas, somados ao fato de que
materiais de carbono sdo geralmente relacionados como seguros, uma vez que o
carbono é referenciado como compativel com sistemas vivos*2.

Nesse sentido, existem trabalhos relacionadas a nanocompésitos de GO
funcionalizado utilizados como plataforma para carreamento de farmacos (drug
delivery), imageamento de células e interacdes com sistemas bioldgicos*>43.
Tratando-se da compatibilidade do 6xido de grafeno com células vermelhas no
sangue, os resultados apresentados na literatura sdo ainda controversos. Mais
especificamente, Sasidharan et al.** publicaram um trabalho sobre GO que néo
apresentou efeitos hemoliticos em faixas de concentracdo entre 0 e 75 pg/mL.
Similarmente, Wu et al.*® sintetizaram d6xido de grafeno cujo teor hemolitico na faixa
de concentragdo entre 0 e 400 ug/mL foi menor do que 1,5%. No entanto, Liao et
al.*¢ produziram nanoestruturas de 6xido de grafeno variando-se o tamanho das
folhas mediante aplicagédo de ultrassom de alta poténcia. Os resultados reportados
mostram hemdlise entre 50 e 90% na faixa de concentracdo compreendida entre 0 e
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200 pg/mL. Outro estudo de Singh et al.*” exibe a sintese de 6xido de grafeno que,
imediatamente na concentragdo de 10 ug/mL apresenta aproximadamente 60 % de
hemolise. Sabe-se que os parametros sintéticos detém relagdo com as propriedades
fisico-quimicas obtidas do O6xido de grafeno (distribuicdo de cargas, tamanho,
morfologia, fun¢des orgéanicas, etc.) e, estas por sua vez, parecem ter relacdo com
as possibilidades de interagdo com as hemacias, explicando a divergéncia dos
resultados nesse tipo de estudo. Nos trabalhos mencionados, a maioria dos autores
concorda que um dos possiveis aspectos do 6xido de grafeno relacionados a lise
das células vermelhas é atracao eletrostatica dos grupos hidroxila (na forma de
anions O derivados da desprotonacdo dos grupos OH) e acidos carboxilicos (na
forma do anion COO- derivado da desprotonacédo dos grupos COOH) carregados
negativamente na superficie do GO com as fungdes fosfatidilcolina carregadas
positivamente na membrana das hemacias.

Do ponto de vista de interacdo do 6xido de grafeno com proteinas, estudos da
literatura sugerem significativa atragdo desse nanomaterial com os polipeptideos*®-
50 demandando esforgcos no desenvolvimento de novos nanomateriais a base de GO
detendo interacdes reduzidas com as referidas macromoléculas.

A utilizacdo do Oxido de grafeno como carreador de farmacos como a
camptotecina é, também, uma nova tendéncia cientifica ainda pouco explorada.
Trabalhos relacionados a materiais de GO compreendendo o farmaco camptotecina
sdo ainda recentes e mostram resultados promissores do ponto de vista de elevada
capacidade de adsorcdo em pelo menos 50%°'°2. Devido ao inicio das pesquisas
nessa direcao, a interacdo do 6xido de grafeno com farmacos antitumorais incluindo
a camptotecina sdo também pouco conhecidas e demandam esforgcos na
compreensdo quimica dos fendmenos envolvidos, caracterizando um dos objetivos

do presente trabalho.

1.4. Nanoparticulas de silica mesoporosa (NSMs): interacdo com sistemas
bioldgicos e farmaco camptotecina (CPT)

As nanoparticulas de silica, por sua vez, possuem propriedades interessantes
no que se refere a sua aplicagdo como sistemas de drug delivery, visto que sua
estrutura esférica serve como compartimento para encapsulamento de farmacos,

detém grupos silandis Si-OH superficiais que possibilitam a aquisicdo de novas e
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importantes propriedades fisico-quimicas e compreendem elevada area superficial
(> 900 m?/g) e elevado volume de poros (> 0,9 cm?®/g) que permitem a incorporagao
de moléculas em seus mesoporos®3°6. O interior das nanoparticulas pode, ainda, ser
funcionalizado com fungbes organicas hidrofébicas que interagem substancialmente
com farmacos antitumorais (a maioria, também de natureza hidrofébica), garantindo
sua retencao e integridade fisico-quimica até serem liberados. Externamente a
superficie das nanoparticulas, podem também serem enxertadas fungdes orgéanicas
de origem hidrofilica, importantes para a estabilidade coloidal em fluidos biolégicos
como o sangue (também hidrofilico)’, podendo ser destacadas nesse grupo as
espécies que proporcionam possibilidades de formacéo de liga¢cdes covalentes e/ou
interacdes eletrostaticas que proporcionam funcionalizagdo das nanoparticulas em
superficie de nanomateriais suporte como o oéxido de grafeno*?4357. Embora
referenciadas como “seguras” pela agéncia americana Food and Drugs
Administration (FDA), as nanoparticulas de silica merecem atengdo no contexto de
toxicidade em relagdo a biossistemas. Mais especificamente, sabe-se da significativa
afinidade quimica dos grupos silandis pelos grupos fosfatidilcolina presentes na
membrana celular de hemacias, relacionada a elevados efeitos hemoliticos e,
portanto, atrelada a baixa biocompatibilidade. Nao obstante, a nanoparticula de
silica isenta de funcionalizacdo na superficie externa necessita ser submetida a um
processo de pos-modificagdo ou ser adicionada em nanomateriais biocompativeis de
modo a possibilitar sua aplicacdo intravenosa e, conforme é relatada, a
funcionalizacdo das referidas nanoparticulas permite “blindar” ou reduzir a
quantidade de grupos silandis (carregados negativamente como grupos SiO’) para
minimizagdo dos efeitos hemoliticos®®. Mais especificamente, de Paula et al.®
relatam estudo mostrando taxas de hemdlise reduzidas pelas nanoparticulas de
silica funcionalizadas com grupos amino carregados em virtude da repulsao
eletrostatica entre os grupos NHs* e fungbes fosfatidilcolina (carregadas
positivamente) presentes na membrana da hemacia. Do ponto de vista de interagéo
das nanoparticulas de silica com proteinas do sangue, sao relatados na literatura
trabalhos mostrando significativa interacdo desses coloides com polipeptidios
devido, dentre os inUmeros fatores, a presenca de cargas eletrostaticas superficiais
(negativas ou positivas). Além disso, efeitos hidrofébicos, estéricos e ligagbes de
hidrogénio sdo também outras possibilidades dessas interagdes atrativas, uma vez
que as proteinas detém estrutura abrangendo espécies carregadas (negativamente
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ou positivamente), grupos capazes de realizar ligacoes de hidrogénio e regides
hidrofébicas®®€°. Essa gama de possibilidades de interagdo ocorre também no
processo de adsorcao proteico na superficie do 6xido de grafeno que, também
contém grupos carregados e regides hidrofébicas.

Trabalhos relacionados a utilizagcdo de nanoparticulas de silica no processo
de encapsulamento de camptotecina sdo extensivamente conhecidos e revelam
estudos importantes mostrando distintas estratégias de incorporagao, purificacdo do
produto final em diferentes metodologias, ensaios de liberagdo prolongada de
farmaco em fungdo do tempo bem como aplicagcdes in vitro e in vivo'®3335 QOs
trabalhos mencionados utilizam a estratégia de encapsulamento de farmaco através
da interacdo quimica ndo covalente com o interior dos poros das nanoparticulas de
silica. Nesses casos a forga das interagdes farmaco-poro € dependente da presenca
de funcbes organicas funcionalizadas na superficie interna da silica no sentido de
minimizar a taxa de lixiviagdo prematura durante a circulagdo sistémica e otimizar a
retencdo da molécula hospedeira. Trabalhos recentes mostram novas estratégias de
incorporagcdo da camptotecina em nanoparticulas de silica através de ligacoes
covalentes®!-63, otimizando sua interagdo com a nanoestrutura. Apesar dos esforgos
no desenvolvimento de nanoparticulas de silica mesoporosa encapsulada com CPT,
esses nanomateriais detém capacidade de encapsulamento limitada em até 20%,
sendo que desse valor a maior parte dos resultados estdo na faixa entre 1 e 9%°33%,
Nesse contexto, a compreensao das interacées quimicas farmaco-nanocarreador no
sentido de suportar trabalhos embasados na otimizacao da taxa de encapsulamento
é outro foco do presente trabalho.

1.5. Nanocompdésitos de o6xido de grafeno decorados com nanoparticulas de
silica mesoporosa (GO-NSMs): um nanomaterial emergente

Uma nova familia de nanocompoésitos de 6xido de grafeno decorado com
nanoparticulas esféricas de silica mesoporosa (GO-NSMs) é reportada em trabalhos
recentes®485 mostrando resultados interessantes do ponto de vista de sua aplicagcio
como nanocarreadores. Huang et al.’* obteve um nanocompdsito de éxido de
grafeno funcionalizado com nanoparticulas de silica detendo em seu interior
nanoparticulas menores de 6xido de ferro e quantum dots de ZnO, comprovando

sua aplicacdo como nanocarreadores magnéticos de farmacos, também aplicados
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para bioimageamento. O trabalho publicado em 2017%% reporta o desenvolvimento
de um nanocompésito de 6xido de grafeno decorado com nanoparticulas de silica
detendo nucleo magnético de FesO4 e funcionalizado com polietileno imina (PEI)
utilizado para encapsulamento de &cido gambdgico (GA), uma molécula antitumoral.
O trabalho relata um produto com importantes propriedades antitumorais. Tratando-
se de uma nova tendéncia para aplicacdo como nanocarreadores, O0S
nanocompdsitos de éxido de grafeno funcionalizados com nanoparticulas de silica
esféricas ainda sdo pouco conhecidos do ponto de vista de interagdo com sistemas
biolégicos como a avaliagcdo hemolitica e interagdes com proteinas (efeito corona),
bem como sua utilizacdo como nanocarreador de farmacos antitumorais como a

CPT, caracterizando também uma das motivagdes do presente trabalho.
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2. OBJETIVOS E JUSTIFICATIVAS

Considerando-se as propriedades fisico-quimicas do 6xido de grafeno e as
nanoparticulas de silica bem como suas interagbes com sistemas bioldgicos,
observa-se que esses materiais apresentam vantagens e desvantagens. O GO, por
exemplo, pode apresentar elevada capacidade hemolitica e forte interagbes com
proteinas, enquanto que as nanoparticulas de silica, quando funcionalizadas
externamente com grupos amino externos (-NHz2), apresentam reduzida hemdlise e
fraca interagao proteica. Por outro lado, as NSMs apresentam baixa capacidade de
encapsulamento de farmacos antitumorais (menor do que 9%) enquanto que o GO
apresenta potencial para adsorver em sua superficie quantidades maiores do que
50%. Percebendo-se, nesse contexto, que o Oxido de grafeno apresenta
desvantagens que podem ser compensadas pelas vantagens da silica, e vice-versa,
a motivagao inicial do presente trabalho foi 0 desenvolvimento de nanocompadsitos
de 6xido de grafeno decorado com nanoparticulas de silica que possam apresentar:
hemdlise reduzida, interagdo proteica minimizada e elevada capacidade de
encapsulamento/adsorgédo de camptotecina para as aplicacdes de interesse.

Nesse contexto, uma vez obtidos, os nanocompésitos foram submetidos aos
experimentos de hemdlise e corona no intuito de avaliar essas propriedades finais
que motivaram seu desenvolvimento. Subsequentemente, foi avaliada a capacidade
de encapsulamento e liberacao (drug delivery) de farmacos do nanocompésito que
apresentou a melhor propriedade do ponto de vista de interagcdo com sistemas
biolégicos (hemacias e proteinas) - € importante mencionar que os resultados foram
avaliados de maneira comparativa com o 6xido de grafeno e as nanoparticulas de

silica.
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3. MATERIAIS E METODOS

O brometo de  hexadeciltrimetiaménio  (CTAB, =98,0%), 3-
aminopropiltrietoxisilano (APTES, 99,0%), N-hidroxisuccinimida (NHS, 98,0%),
persulfato de potassio (K2S20s, 99,0%) e o pentoxido de fosforo (P20s, 98,0%) foram
obtidos da Sigma-Aldrich. O cloridrato de N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etil-
carbodiimida (EDC, 299,0%) foi obtido da Fluka. O hidréxido de aménio (NH4OH,
27,0%), pdé de grafite natural (98,0%), acido cloridrico (HCI, 36,5-38,0%),
permanganato de potassio (KMnO4, 99,0%), perdxido de hidrogénio (H202, 30,0%),
acido sulfarico (H2SO4, 95,0-98,0%) e alcool etilico absoluto (EtOH, >99,5%, P.A.)
foram obtidos da Synth (Brasil). O alcool metilico (MetOH, 99,9%) foi consumido da
LC Chemicals. O tetraetilortossilicato (TEOS, 98,0%) e o feniltrietéxissilano (PTES,
98,0%) foram consumidos da Acros Organics. A camptotecina (CPT, >90,0%) foi
obtida da Oakwood Chemical (EUA). A membrana de didlise MWCO: 3,5 kDa foi
obtida da Spectra/Por (EUA). Os tabletes de tampao fosfato foram obtidos da Sigma
Aldrich (EUA). O surfactante polisorbato 80 (Tween 80-T80) foi obtido da Makeni
Chemicals (Brasil). A agua deionizada foi obtida de um sistema de purificagéo
Synergy®UV Merck Milipore.

A espectroscopia Raman foi realizada em um espectrdmetro Horiba T64.000
utilizando-se laser de He:Ne (comprimento de onda de 633 nm). O equipamento
detém filtro de densidade 1 e microscopio confocal de abertura de 200 um. Os
espectros foram obtidos em tempos de integragdo de 60 s e 3 acumulacgdes. A
espectroscopia eletrdnica de absorcao no ultravioleta visivel (espectroscopia UV-Vis)
foi realizada no espectrdmetro Shimadzu UV 1650 PC. Os espectros de ressonancia
magnética nuclear (RMN) de 2°Si foram feitos em um equipamento Bruker Avance
300 MHz, com método HPDEC (“high-power decoupling”, 2°Si — 'H). Os espectros
de RMN de "3C foram obtidos com o método CPMAS (“cross polarization and magic
angle spinning”, dos nucleos 'H vizinhos). A velocidade de rotagio do porta-amostra
foi de 10 kHz para ambas as analises (silicio e carbono), feitas sob angulo méagico
(54,74°). A difratometria de raios X (DRX) foi realizada em um difratbmetro
Shimadzu XRD-7000, conduzida mediante aplicacdo de radiagao raios X CuKa em
comprimento de onda de 1,54056 A com gerador de voltagem de 40 kV. O intervalo
de angulos de difragdo, reportados no difratograma como 20, compreende os
valores entre 5 e 50° e foram obtidos em taxa de scan de 29min. As analises
termogravimétricas (TG) foram feitas em um analisador térmico TA Instruments 500,
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mddulo TGA 2050. A taxa de aquecimento foi mantida em 10,0 °C/min e o fluxo de
ar sintético em 100 mL/min. O potencial zeta (PZ) foi medido em instrumento
Malvern ZetaSizer-Nano. Os resultados de PZ foram obtidos usando agua
deionizada como dispersante. As medidas de adsorgao de nitrogénio foram feitas na
temperatura do nitrogénio liquido em um analisador ASAP 2020 Micromeritics,
também utilizado para analise de area superficial e porosidade (AASP). As amostras
foram tratadas a 120 °C por 12 horas antes da andlise. A area de superficie foi
calculada a partir do ramo de adsorcao da isoterma usando o método Brunauer-
Emmett-Teller (BET)”. O diametro e volume dos poros foram calculados a partir do
ramo de adsor¢do da isoterma usando o método Barrett- Joyner-Halenda (BJH)” e a
partir da quantidade de adsorcdo em um ponto unico (P/Po = ~0,94),
respectivamente. A morfologia das nanoestruturas foi analisada por microscopia
eletrbnica de transmissdo em modo de campo claro (MET, Zeiss Libra 120,
operando a 80 kV). As imagens de microscopia de forca atdbmica (MFA) foram

adquiridas em um equipamento Nanoscope Multimode Il (Veeco).

3.1. Sintese das nanoparticulas de silica mesoporosa com grupos fenil
internos e funcoes amino externas (NSMs)

A sintese das nanoparticulas de partida com grupos fenil internos na
presenga de CTAB (denominadas HO-NSM-CTAB) foi realizada em uma reagéo do
tipo sol-gel através do método de Stober Modificado®”6. Inicialmente, dissolve-se
0,75 g de CTAB em 20 mL de solucao de ambnia 0,05 mol/L, seguido de adi¢do de
3,2 mL de etanol e agitacao a 60 °C. Paralelamente, foi preparada uma mistura de
1,49 mL de TEOS e 816 uL de PTES que, foi logo em seguida, vertida no sistema
contendo o molde orgénico, o co-solvente etanol e o catalisador (NHs). Agitou-se a
solucéo durante 120 minutos, (a contar do tempo t = 0) com duas adigbes de 124 uL
de TEOS em t = 60 min e t = 90 min. Apds essa etapa, as nanoparticulas obtidas
foram centrifugadas e redispersas em etanol para remogcdo de excesso de
reagentes.

Foi realizada a remocao do molde organico da HO-NSM-CTAB seguindo-se o
protocolo sintético descrito adiante, obtendo-se apenas as nanoparticulas com
funcges fenil no seu interior (HO-NSM).
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As nanoparticulas de silica com grupos fenil e fungdes amino (NSMs) foram
sintetizadas através de métodos de funcionalizagdo descritos por Fonseca et al.’.
Nesse processo, 300 mg das nanoparticulas HO-NSM-CTAB sao dispersas em 40
mL de etanol absoluto por 60 minutos e em seguida homogeneizadas por mais 15
minutos a 60 °C. Posteriormente, o reagente APTES é transferido para o baldo de
reacdo de modo que sua quantidade seja equivalente a 25% mol-Si em relacdo ao
nuamero de mol de silicio total presente na massa de HO-NSM-CTAB adicionada.
Prosseguiu-se a reacao mediante agitacdo constante a 60 °C durante uma hora, e
mais 12 horas de funcionalizacdo a temperatura ambiente. Os produtos foram
submetidos a centrifugacao e dispersdo em etanol, obtendo-se as nanoparticulas de
silica com grupos amino (NHz2) na presenca de CTAB, denominadas H2N-NSM-
CTAB. A remocdo do molde organico foi realizada segundo procedimento
experimental descrito adiante, para obtencédo das nanoparticulas de silica NSMs.

3.1.1. Extracao do molde orgéanico

Conforme descrito nos topicos anteriores a HO-NSM-CTAB e H2N-NSM-
CTAB contém em seu interior o0 molde orgéanico para extracdo. Para a remogéao do
CTAB, cada uma das nanoparticulas sao transferidas para um frasco contendo uma
solucdo etandlica de HCI na propor¢cao volumétrica de HCI:Etanol = 1:9 e
submetidos ao banho de ultrassom durante 15 minutos para remogédo do molde. A
proporcdo estequiométrica padrédo foi de 5 mg de nanoparticula para 1 mL de
solucao HCI/Etanol.

O resumo da sintese da nanoparticula de silica contendo grupos fenil internos

e fungdes amina externas é mostrado no esquema da Figura 2 (A).

3.2. Sintese do 6xido de grafeno (GO)

A sintese do 6xido de grafeno é realizada através do método de Hummers
modificado®”-68 e abrange duas etapas:

Etapa (a): Pré-oxidacao do grafite.

Em um frasco de reacgao, 4,4 mL de &cido sulfarico é pré-aquecido a 80 °C e
0,8 g de K2S20s e 0,8 g de P20s sédo posteriormente adicionados. Sequencialmente
€ adicionado 1 g de p6 de grafite natural e o sistema é mantido sob agitacéo
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constante por 4,5 horas. Mantendo-se a mistura na temperatura ambiente sob
agitacdo, 170 mL de agua deionizada s&o transferidos para o frasco, e a mistura é
deixada em repouso durante 12 horas. ApOs essa etapa o sistema é submetido a
fitracdo em membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF) 0,22 um, lavado com
agua deionizada até neutralizacdo do pH e o sélido filtrado (grafite pré-tratado) é
seco a temperatura ambiente durante 12 horas.

Etapa (b): Oxidacao do grafite pré-tratado.

A etapa (b) é iniciada pelo resfriamento de 40 mL de &cido sulfarico até a
temperatura de -10 °C, adicao de grafite pré-tratado e transferéncia gradual de 5 g
de KMnO4 em intervalo de tempo entre 15 e 20 minutos. A temperatura foi elevada
para 35 °C apos total adicdo do permanganato de potassio e a reagédo foi mantida
sob agitacdo constante durante 2 horas. Adiciona-se 77 mL de agua deionizada
controlando-se a temperatura para que permaneca abaixo de 50 °C e prossegue-se
a reacao por mais duas horas a temperatura ambiente. A seguir, 230 mL de agua
deionizada e 4 mL de H202 sdo sequencialmente adicionados ao frasco e o sistema
€ mantido em repouso por quatro dias. O sobrenadante é removido e descartado e o
sélido é centrifugado a 956 rcf durante 30 minutos a temperatura ambiente e lavado
com 500 mL de HCI 10% (v/v) - ressalta-se que durante a lavagem sao executadas
centrifugagdes adicionais até utilizacdo total do volume da solugdo de &cido
cloridrico. Posteriormente é realizada lavagem com agua deionizada mediante novas
centrifugacdes a 23.890 rcf a 4 °C durante 30 minutos por rodada. O material
resultante é submetido a dialise durante 10 dias em tubo de didlise Fisherband 12-14
kDa, liofilizado e estocado. Finalmente, as suspensdes de 6xido de grafeno séo
obtidas através da dispersao do sélido em agua deionizada colocada em banho de
ultrassom em equipamento Cole Parmer 8891.

3.3. Sintese dos nanocompositos de o6xido de grafeno decorados com
nanoparticulas de silica mesoporosa (GO-NSMs).

A sintese dos GO-NSMs é realizada através da combinagdo de diversos
protocolos sintéticos descritos na literatura®%-74. Nesse processo a suspensdo de GO
(1 mg/mL) é diluida com agua na propor¢cdo de 8 mL de agua para cada 1 mg de
oxido de grafeno, posteriormente colocada em banho ultrassom por 2 horas e
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adicionada em um frasco de reacdo de material plastico. Sequencialmente uma
solucado de EDC (1 mg/mL) é adicionada gota a gota em quantidades de 1 mg de
EDC para cada 1 mg de GO mantendo-se a reacdo por 1 hora, seguido de
transferéncia de NHS (1 mg/mL), também gota a gota, ao frasco e prosseguindo-se
a sintese sob agitacao constante por 24 horas. A razdo molar de EDC/NHS utilizada
é de 1:1. Apds essa etapa, colocou-se as nanoparticulas NSMs (1 mg/mL) em banho
ultrassom durante 30 minutos seguido de sua diluicdo em concentragdo de até 0,1
mg/mL e transferéncia ao frasco contendo o GO ativado com EDC/NHS - as
nanoparticulas foram adicionadas gota a gota na reacdao e em quantidade até 50%
em massa em relagdo ao 6xido de grafeno ativado. A mistura de GO e NSMs &
realizada durante 24 horas a temperatura ambiente sob agitacdo constante. O
nanocomposito obtido € filtrado em membrana de PVDF 0,22 ym e lavado com
metanol e agua deionizada de modo a eliminar os nanocarreadores de silica néo
acoplados no 6xido de grafeno. O sélido obtido € suspenso em agua e a dispersao
formada é adicionada em funil de separacao para eliminagdo de impurezas solidas
presentes superiormente ao frasco apds 30 minutos de repouso. A suspensao
purificada é novamente filtrada em membrana de PVDF 0,22 ym e o sélido é
novamente suspenso em agua para a formacdo de uma dispersdao aquosa de
nanocompdsito a 1 mg/mL. Foram preparados trés nanocompdsitos denominados
GO-NSM1o, GO-NSM3so e GO-NSMsp, nas quais a massa de nanoparticulas de silica
em relacao ao 6xido de grafeno é de 10, 30 e 50%, respectivamente.
O resumo da sintese pode ser encontrado no esquema da Figura 2 (B).
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Figura 2 Esquema de obtencdo das nanoparticulas de silica contendo grupos fenil
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internos e fungdes amino externas (NSMs) e respectivas estruturas moleculares dos
materiais intermediario e final (A); esquema de obtencdo dos nanocompdsitos de
oxido de grafeno decorado com nanoparticulas de silica mesoporosa (GO-NSMs) e
respectivas estruturas moleculares dos materiais intermediario e final (B). (Figura
obtida do trabalho de Fonseca et al.”™).

3.4. Ensaios hemoliticos

Na realizagdo dos experimentos de hemodlise utilizou-se uma bolsa de
concentrado de hemécias do Tipo O+ concedido pelo Hemocentro da Universidade
Estadual de Campinas. Concomitantemente, duas solugbdes de NaCl foram
preparadas de acordo com o procedimento descrito a seguir:

a) NaCl (2x): foi preparado 500 mL de uma solu¢do de NaCl 0,3 M em agua
deionizada estéril;

b) NaCl (1x): 250 mL da solugé&o acima foram diluidos em 250 mL de 4gua
deionizada estéril, gerando uma solucao de NaCl 0,15 M.

O volume de 10 mL da bolsa de concentrado de hemacias Tipo O+ foi

submetido a centrifugacdao a 10.618 rcf a 4 °C por 10 minutos. Descartou-se o
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sobrenadante e adicionou-se 20 mL de NaCl (1x) ao “pellet” (hemacias) que, foi
subsequentemente resuspendido. Apds esse processo, realizou-se duas novas
lavagens seguindo-se o procedimento vigente, obtendo-se 20 mL de uma solugéo de
hemacias em NaCl (1x). Desse total, 2,5 mL foram diluidos em 12,5 mL de NaCl
(1x) obtendo-se a solugéo estoque de hemacias.

O pré-tratamento das nanoparticulas (inicialmente em etanol) para os ensaios
hemoliticos compreendem um procedimento no qual todas sédo centrifugadas a
23.890 rcf a 4 °C durante 30 minutos e dispersas em agua deionizada. Esse
processo € repetido mais duas vezes obtendo-se dispersdes coloidais finais em
agua deionizada nas concentracdes de 1 mg/mL.

A influéncia do 6xido de grafeno e dos nanocompdsitos e suas concentragdes
foram investigadas no processo de interacdo com hemacias®®. Nesse contexto,
foram preparadas solucbes de nanomateriais nas seguintes concentragdes: 10
ug/mL, 50 pg/mL, 100 pg/mL, 150 pg/mL, 200 pg/mL e 250 upg/mL. Cada
nanomaterial é adicionado a uma mistura de NaCl (2x) (cujo volume é sempre igual
ao volume de nanomaterial adicionado) e NaCl (1x). Em seguida, é adicionado 100
UL de uma solucao estoque de hemacias, iniciando-se o processo de incubacao por
uma hora — note que para cada micro tubo tem-se um volume total de 1000 puL, o
volume de solugdo de nanomaterial varia de acordo com a concentragéao final
desejada, o volume de solugdo estoque de hemacias € sempre 100 uL e a
quantidade de NaCl (1x) complementa o volume final citado.

Apbés o periodo de incubacdo, as solucbes biologicas contendo as
nanoparticulas sao centrifugadas a 10.618 rcf a 4 °C por 10 minutos e 100 uL do
sobrenadante é analisado por UV-Vis no comprimento de onda de 540 nm (absor¢ao
da hemoglobina liberada apoés a lise da célula vermelha). Os valores de absorbancia
sao referéncia para os célculos percentuais da taxa de hemdlise. Os experimentos

foram realizados em triplicata.

3.5. Ensaios de interacao com proteinas (efeito corona)

Os nanomateriais foram submetidos aos experimentos de adsorcdo de
proteinas®7¢ oriundas de plasma humano no intuito de investigar suas interagoes,
uma vez que a aplicacdo intravenosa é uma das mais comuns vias de aplicacdo em

processos de tratamentos antitumorais. Dessa maneira, compreender os fenbmenos
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bioquimicos provenientes desse tipo de interagdo é crucial. O plasma humano
preservado Tipo O+ (250 mL) foi obtido do Hemocentro da Universidade Estadual de
Campinas. Para o estudo da interagdo com proteinas adsorvidas nos nanomateriais
(efeito corona), o plasma foi primeiramente centrifugado a 28.817 rcf por 5 minutos,
utilizando-se o sobrenadante para os experimentos. Os nanomateriais (1 mg/mL em
agua deionizada) foram incubados nos micro tubos contendo plasma durante 1 hora
a 37 °C em termoblocos (SmartBlock, Eppendorf) sem agitagdo. Posteriormente, os
tubos foram centrifugados a 28.817 rcf por 30 minutos, descartados os
sobrenadantes e os “pellets” obtidos (compreendendo os complexos nanomaterial-
proteinas) e foram lavados 3 vezes com solucdo de NaCl (1x) para remocao de
excesso de proteinas fracamente adsorvidas (soft corona) na superficie, obtendo-se
o complexo nanomaterial/proteina fortemente adsorvida (hard corona). Este ultimo
foi resuspendido em um tampéo (contendo 150 pL a 62,5 mM de Tris-HCI, 2% (m/v)
de SDS, 10% de glicerol, e 0,01 % (m/v) de azul de bromofenol; pH 6,8) e aquecido
por 3 minutos a 100 °C. Dessa suspensao resultante, 15 pL foram aplicados para um
gel de SDS-poliacrilamida. Ap6s a corrida em eletroforese, o gel foi corado com Azul
de Coomassie, utilizado para identificagdo e visualizacdo de proteinas fortemente
adsorvidas nos nanocompésitos (hard corona).

3.6. Interacao de camptotecina nos nanomateriais NSMs, GO e GO-NSMx

A interacdo de camptotecina foi realizada nas nanoparticulas de silica
(NSMs), no 6xido de grafeno (GO) e no nanocompdésito GO-NSMx que apresentou o
menor risco de toxidade (menor taxa de hemdlise e reduzida interagéao proteica).

O encapsulamento de camptotecina nas NSMs foi realizado segundo o
protocolo descrito no trabalho publicado por de Paula et al.’®, com algumas
modificacées. Nesse contexto, 10 mg de nanoparticulas suspensas em 20 mL de
agua deionizada (0,5 mg/mL) foram submetidas a ultrassom durante 10 minutos
seguido de adicdo de 10 mg de camptotecina na dispersdo mencionada (a
propor¢do de massa NSM:CPT foi de 1:1). O sistema foi novamente levado a banho
de ultrassom durante 10 minutos e submetido a agitacao constante por 12 horas na
auséncia de luz e a temperatura ambiente. A purificacdo das nanoparticulas de silica
contendo camptotecina encapsulada foi realizada através de dois ciclos de
centrifugagéo a 27 rcf durante 2 minutos a temperatura ambiente. Nesse processo o
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sélido de fundo é a camptotecina livre em excesso € 0 sobrenadante é constituido
do produto de interesse. Esse ultimo é submetido a um processo de decantacao
durante 48 horas de modo a otimizar o processo de purificagdo. Nessa ultima etapa,
portanto, o sobrenadante constituido do nanomaterial alvo é separado da CPT livre
decantada e armazenado em dispersdo na concentracdo de 0,5 mg/mL a 4 °C. A
capacidade de encapsulamento de camptotecina nessa amostra foi determinada
segundo o procedimento de quantificagdo descrito adiante. A amostra obtida foi
denominada NSM+CPT.

A adsorcao de camptotecina no GO foi realizada segundo protocolo descrito
no trabalho publicado por de Sousa et al.’'. Nesse processo € preparada uma
solugcdo de 10 mg de CPT em 2 mL de dimetilsulfoxido (DMSO). Posteriormente,
esse sistema é adicionado gota a gota em uma dispersdo de 10 mg de 6xido de
grafeno em 18 mL de agua deionizada sob agitacdo constante. A mistura formada é
dispersa por 10 minutos e subsequentemente mantida a agitacdo constante por 12
horas na auséncia de luz e a temperatura ambiente. A purificagcdo do 6xido de
grafeno contendo camptotecina encapsulada é realizada através de sua filtracdo em
membrana de PVDF 0,22 um, lavado trés vezes com 20 mL de uma mistura agua
metanol 1:1 (V:V) e duas vezes com 20 mL de agua eliminando-se a camptotecina
livre em excesso. Nesse processo, apés uma determinada filtracdo o soélido
resultante sobre a membrana € suspenso no fluido da lavagem posterior através de
ultrassom durante 5 minutos, reiniciando a filtragcdo e a lavagem subsequente.
Finalizando-se a ultima lavagem, o produto final é suspenso em 20 mL de agua
deionizada (0,5 mg/mL de GO) e estocado a 4 °C. A amostra foi denominada
GO+CPT. A adsorcdo de CPT no GO-NSMx foi realizada utilizando-se o método
acima variando-se apenas o volume de DMSO (4 mL) na preparacéo da solucao do
farmaco e o volume de agua (36 mL) na dispersao inicial de GO-NSMx, mantendo-se
semelhantes as demais variaveis de processo e executando-se as etapas de
producdo de maneira idéntica ao método supracitado. A dispersao resultante foi
estocada a 4 °C e na concentracdo de 0,5 mg/mL de GO-NSMx. A amostra foi
designada como GO-NSMx+CPT. Os valores da capacidade de adsorcdo de
camptotecina nas dispersées de GO+CPT e GO-NSMx+CPT foram determinados de
acordo com o procedimento de quantificacdo descrito adiante.

Para a quantificacgdo de CPT nas amostras NSM+CPT, GO+CPT e GO-
NSMx+CPT foram coletados 100 puL de cada dispersao posteriormente adicionado
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em 4,9 mL de metanol. O sistema formado é submetido a 30 minutos de ultrassom e
centrifugado a 23.890 rcf a 4 °C durante 30 minutos. Nesse contexto a CPT (soluvel
em metanol) é extraida do nanomaterial e este ultimo encontra-se como sélido
decantado no tubo de centrifugagdo. O volume de 1 mL do sobrenadante
(constituido de camptotecina livre extraida) é submetido a analise UV-Vis para leitura
da absorbancia da CPT a 360 nm cujo valor é comparado a curva de calibragéo que
suporta os célculos de farmaco encapsulado ou adsorvido. O procedimento de
quantificagao foi realizado em triplicata.

3.7. Estudos de liberacao prolongada de camptotecina dos materiais
NSM+CPT, GO+CPT e GO-NSMx+CPT

Os ensaios de liberagcdo prolongada de farmaco dos nanomateriais
NSM+CPT, GO+CPT e GO-NSMx+CPT foram realizados através da adicao de 3 mL
de cada uma das dispersoes obtidas em membranas de didlise MWCO: 3,5 kDa. A
membrana contendo o nanomaterial foi imersa em dois tipos de meios de liberagéo:
100 mL de tampéo fosfato (pH 7,4) mimetizando o pH das condic¢des fisioldgicas do
organismo vivo; e 100 mL de tampao acetato (pH 5,0) mimetizando o pH de
endossomas, organelas acidas encontradas nas células cancerigenas. Ambos os
meios contém 1 % (v/v) de Tween 80, um surfactante neutro utilizado para facilitar a
liberagdo da camptotecina dos nanomateriais, visto que a natureza hidrofobica
desse farmaco também contribui para maior interacdo com as nanoestruturas
presentes nos fluidos hidrofilicos descritos. Os estudos liberagdo foram realizados a
37 °C (temperatura do corpo humano) durante 192 horas. Nesse periodo 1 mL do
meio liberacdo (contendo apenas camptotecina liberada e livre de interferéncia do
nanomaterial) é coletado em intervalos de tempo pré-determinados e submetido a
leitura de absorbancia em 360 nm no espectro UV-Vis. Dessa maneira, a
porcentagem liberada de CPT foi estimada em relacdo a quantidade total desse
farmaco presente no nanomaterial presente na membrana de didlise. A cada volume
de amostra coletada no meio de liberagdo, volume semelhante do respectivo fluido
foi resposto mantendo-se constante o valor de 100 mL.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Nanoparticula de silica mesoporosa com grupos fenil internos e funcées
amino externas (NSMs)

As Figuras 3 e 4 mostram, respectivamente, as curvas TG e DTG das
nanoparticulas HO-NSM-CTAB, HO-NSM e NSM. Analisando-se a curva TG da HO-
NSM-CTAB e sua respectiva curva DTG, observa-se um evento tipico de
decomposicao do molde orgéanico entre 143 e 407 °C. Nota-se que nas curvas TG da
HO-NSM e NSM, a referida perda de massa nao é significativamente observada,
uma vez que o molde organico foi extraido de ambas. Nesse caso, é notério um
ligeiro evento de decomposicao térmica na curva de HO-NSM, que sugere a
presenca de CTAB residual. Prosseguindo-se 0 raciocinio analisando-se a curva
TG/DTG da HO-NSM na qual a entidade orgénica majoritariamente presente sdo os
grupos fenil, observa-se seu evento de decomposicdo entre 463 °C e 800 °C. A
quantidade de espécies CesHs- calculada no referido intervalo de temperatura foi de
21,2% mol-Si, refletindo o elevado teor das referidas espécies no interior dos poros.
O referido calculo leva em consideracdo a variacao de massa entre 463 °C e 800 °C
como sendo oriunda dos grupos CeHs-. Dessa maneira, calcula-se o nimero de mol
dos grupos fenil a partir de sua massa molar (77 g/mol) e compara-se com 0 nimero
total de mol de SiO2, determinado a partir da massa residual final da amostra em 800
°C, quando apenas silica esta presente, e através da massa molar do SiO2 (60
g/mol). A razao do numero de mol de grupos aromaticos e o numero de mol de SiOz,
multiplicada por 100, resulta no valor de 21,2% mol-Si. O evento de decomposi¢ao
dos grupos fenil ocorre também nas outras nanoparticulas. Nesse contexto, as
curvas TG sugerem a presenca de ambos os grupos organicos (fenil e CTAB) na
HO-NSM-CTAB. Considerando-se a NSM na qual os grupos organicos presentes
compreendem as funcgdes fenil e aminopropil, observa-se um evento de perda de
massa iniciando-se em 283 °C (observar curva DTG) supostamente devido a
eliminagdo da espécie -CH2CH2CH2-NHz, coincidindo com a perda de massa dos
grupos aromaticos a partir de 463 °C.
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Figura 3 Curvas termogravimétricas (TG) das nanoparticulas de silica contendo
grupos fenil internos na presenca de CTAB (HO-NSM-CTAB); nanoparticulas de
silica contendo grupos fenil internos na auséncia de CTAB (HO-NSM); e das

nanoparticulas de silica contendo grupos fenil internos e fungdes amino externas na
auséncia de CTAB (NSM). (Figura obtida do trabalho de Fonseca et al.”™).
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Figura 4 Curvas de primeira derivada das curvas termogravimétricas (DTG) das
nanoparticulas de silica contendo grupos fenil internos na presenca de CTAB (HO-
NSM-CTAB); nanoparticulas de silica contendo grupos fenil internos na auséncia de
CTAB (HO-NSM); e das nanoparticulas de silica contendo grupos fenil internos e

fungdes amino externas na auséncia de CTAB (NSM).(Figura obtida do trabalho
de Fonseca et al.”™).

A Figura 5 apresenta as isotermas de adsorcao/dessorcao de nitrogénio das
nanoparticulas HaN-NSM-CTAB e NSM. As isotermas observadas apresentam perfil
tipo IV que, segundo a IUPAC?"-78, é tipica de materiais mesoporosos (presenca de
poros entre 2 e 50 nm). As isotermas de ambos 0s nanocarreadores compreendem
histereses do tipo H3, isto é, apresentam estrutura porosa complexa e nao definida.
Tais resultados s&o reflexo da significativa quantidade de grupos fenil presentes no
processo de co-condensacado entre o TEOS e PTES, no qual os referidos grupos
aromaticos localizados entre as cadeias carbbénicas do CTAB aumentam seu
espacamento, pois encontram-se em grande quantidade (21,2% mol-Si de silano
PTES). Dessa maneira, a condensacao do TEOS ao redor do molde orgéanico resulta
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em uma nanoparticula compreendendo poros aleatérios e de alta complexidade
topogréfica, conforme esperado para o tipo de nanoparticula planejada.
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Figura 5 Isotermas de adsorcao/dessorcdo de nitrogénio das nanoparticulas de
silica detendo grupos fenil internos na presenca de CTAB (HO-NSM-CTAB); e das
nanoparticulas de silica detendo grupos fenil internos e fungées amino externas na
auséncia de CTAB (NSM). (Figura obtida do trabalho de Fonseca et al.”™).

O grafico de distribuicado de diametro de poros das nanoparticulas mostrado
na Figura 6 apresenta poros detendo, predominantemente, tamanhos entre 3 e 20
nm para ambos o0s carreadores, corroborando com a informagdo contida nas
isotermas de adsorcao/dessorcdo de nitrogénio e, portanto, sdo classificados como
mesoporosos. Foram estimados, ainda, a area superficial e volume total de poros
das nanoparticulas de silica anterior e posteriormente a remocado do CTAB. Na
presenga do molde orgénico, os valores medidos foram de 658,3 m?/g (area) e 1,82
cm?/g (volume). Na auséncia do CTAB, os valores mencionados aumentaram para
1.178,7 m?/g de area superficial e 2,27 cm3/g de volume total de poros, confirmando
a extracao do soft template. Conforme comentado para os resultados das curvas

termogravimétricas, a NSM apresenta CTAB residual. Nesse contexto, mesmo na
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presenca de quantidades infimas desse molde organico, o aumento de area
superficial e volume de poros apds aplicacdo do método de extracao foi expressivo e
significativo, 0 que possibilitara o posterior encapsulamento de camptotecina que
sera discutido posteriormente.

0,015 —
fé\ 0,012- —=— HO-NSM-CTAB
S 0.009-

O)

O’)\ )

e 0,006-

\(:)/ i

S 0,003

0 _

S 0,000+ —
© ) : : ; .

. T . . T '
20 40 60 80 100 120
Diametro (nm)
Figura 6 Gréfico de distribuicdo de diametro de poros das nanoparticulas de silica
detendo grupos fenil internos na presenca de CTAB (HO-NSM-CTAB); e das

nanoparticulas de silica detendo grupos fenil internos e fungées amino externas na
auséncia de CTAB (NSM). (Figura obtida do trabalho de Fonseca et al.”).

A Figura 7 exibe os espectros de RMN de carbono °C (A) e 2°Si (B) das
nanoparticulas HO-NSM (funcionalizada com grupos fenil internos) e NSM
(funcionalizada com grupos fenil internos e fungbes amino externas). Analisando-se
os resultados de RMN '3C na Figura 7 (A) sdo observados picos oriundos dos
nucleos dos anéis aromaticos (nucleos de 1 a 4) das funcgdes fenil em ambas as
situagdes no intervalo de deslocamentos quimicos entre 134 e 126 ppm,
confirmando sua presenca e complementando os resultados de analise
termogravimétrica. A presencga da funcado aminopropil na NSM é confirmada em seu
respectivo espectro analisando-se os nucleos dos carbonos 5,6 e 7 em 9, 21 e 42
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ppm, respectivamente’. Tal resultado indica que a referida espécie quimica esta
presente na referida nanoparticula de silica. E importante notar que os trés picos
mencionados estdo ausentes no espectro da HO-NSM. A presengca do CTAB
residual comentada na discussdo dos resultados das curvas TG/DTG e analise de
area superficial, por sua vez, também é evidente através nos espectros de RMN 3C
da HO-NSM e NSM. Nesse contexto sdo observados picos em 60 ppm e 17 ppm
referentes aos carbonos alifaticos e saturados da cauda hidrofobica do molde
organico residual.

Para a confirmagdo da condensacédo do silano PTES e silano APTES nas
superficies interna e externa da silica, respectivamente, faz-se necessario analisar
os espectros de RMN 2°Si. De acordo com a Figura 7 (B), os resultados de RMN 2°Si
exibem picos tipicos do nucleo de silicio observados em -109,3 (Q*%), -100,9 (Q?®), -
91,9 (Q?), -77,8 (T3) e - 69,5 ppm (T?) para ambos os nanocarreadores. Os sitios Q4
Q3, Q?, T2 e T? referem-se as espécies de silicio (SiO-)4Si, (SiO-)3Si-OH, (SiO-)2Si(-
OH)z, (SiO-)3Si-R e (SiO-)2Si-R(-OH), respectivamente??. E notério que as estruturas
(SiO-)3Si-OH e (SiO-)2Si(-OH)2 relacionam-se aos grupos silandis disponiveis para
funcionalizacao nas superficies interna ou externa da nanoparticula enquanto que as
espécies (SiO-)3Si-R e (SiO-)2-Si-R(-OH) sao provenientes de nucleos de silicio
ligados a grupos R (representando fungdes organicas diversas e presenca de algum
organosilano condensado). Adicionalmente, os sitios Q* representam a rede de SiO2
com cada nucleo de silicio circundado por 4 ligacoes -OSi. Nesse contexto, a analise
do espectro da HO-NSM apresenta os picos Q% Q3 e Q? intrinsecamente em aluséo
a silica e os picos T2 e T2 referentes ao silano PTES condensado no interior poroso
na forma (SiO-)sSi-(fenil) ou (SiO-)2Si(OH)-(fenil). Comparado com o espectro da
NSM, observa-se diminuicdo dos picos Q% e Q? em relagdo ao pico Q* Tal
informacao indica menor quantidade de grupos silandis e aumento de espécies SiO2
no sistema, confirmando a condensacdo do APTES. Soma-se a isso a observagao
do aumento dos picos T2 e T? no espectro da NSM em relagdo ao da HO-NSM, isto
é, tem-se na nanoparticula funcionalizada nucleos de silicio na forma (SiO-)sS-(fenil)
e (SiO-)3Si-(aminopropil) - atrelados ao sitio T2 - e (SiO-)2Si(OH)-(fenil) e (SiO-)2Si-
(OH)(aminopropil) - atrelados ao sitio T2. Portanto, o conjunto de espectros de RMN
na Figura 7 confirmam a condensacgao dos silanos PTES e APTES na NSM.
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Figura 7 Espectros de RMN '3C (A) e 2°Si (B) das nanoparticulas de silica detendo
grupos fenil internos (HO-NSM); e das nanoparticulas de silica detendo grupos fenil
internos e fungées amino externas (NSM). (Figura obtida do trabalho de Fonseca
et al.”).

A morfologia das NSMs foi observada por MET, conforme mostrado na Figura
8. As nanoparticulas exibiram formato esférico, com uma estrutura porosa
caracterizada por uma topografia irregular e um didmetro médio de 51+8 nm (Figura
9). A presenca de fractais também é notada nas nanopatrticulas, sendo resultante da
elevada quantidade de grupos fenil, que aumenta o espagamento entre as caudas
hidrofébicas das micelas de CTAB durante o processo de co-condensacédo do
PTES/TEQOS. Ao redor desse espacamento a casca de silica é formada, gerando os

fractais comentados.
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Figura 8 Imagem de microscopia eletrbnica de transmissédo (MET) das
nanoparticulas de silica detendo grupos fenil internos e fungdes amino externas
(NSM). (Figura obtida do trabalho de Fonseca et al.”).
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Figura 9 Grafico de distribuicdo dos tamanhos (didmetro) das nanoparticulas de

Numero de

silica detendo grupos fenil internos e fungdées amino externas (NSM). (Figura obtida
do trabalho de Fonseca et al.”®).

O difratograma das NSMs (Figura 10) indica um pico alargado no valor de 26
compreendido no intervalo entre 13 e 40°, sugerindo que essa nanoestrutura ndo é
cristalina®'. Mais especificamente, esse resultado sugere que a silica ndo apresenta
ordenamento em médias e longas distancias, resultando no alargado pico

observado.
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Figura 10 Difratograma de raios X das nanoparticulas de silica (NSMs). (Figura

obtida do trabalho de Fonseca et al.”™).

O conjunto de técnicas aplicadas para caracterizacdo das NSMs confirmam
sua obtencao e presenca de suas principais entidades quimicas, permitindo sua
posterior funcionalizagdo na superficie das folhas de 6xido de grafeno, cuja principal
estratégia € o acoplamento via ligagdo amida, formada entre a reagdo quimica dos

grupos -NHz da silica e os grupos -COOH do GO.

4.2. Oxido de grafeno (GO) e nanocompésitos de 6xido de grafeno decorados
com nanoparticulas de silica mesoporosa (GO-NSMs)

A Figura 11 refere-se ao espectro de espalhamento Raman do éxido de
grafeno (azul) e grafite (preto), apresentando duas bandas tipicas denominadas
banda D e banda G em ambos os materiais. A primeira, localizada em 1327 cm™' no
grafite (banda D) esta relacionada com os defeitos estruturais do material, enquanto
que a banda G, em 1580 cm™ no espectro do referido material, é proveniente da
vibracdo dos atomos de carbono detendo hibridizagdo sp? 883, Apds a oxidagdo
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quimica do grafite a 6xido de grafeno através do método de Hummers, a banda G
inicialmente em 1580 cm™ no espectro do grafite desloca-se para 1591 cm™ e sofre
alargamento no espectro do éxido de grafeno. O referido resultado indica a redugao
de tamanho do plano referente aos dominios de carbonos sp? devido a introdugéo
dos grupos oxigenados. O deslocamento de banda observado é comumente
discutido na literatura como sendo proveniente da mudanca da frequéncia de
ressonancia pelos grupos C=C isolados devido a presenca das fungdes organicas®.
Observa-se, ainda, aumento de intensidade da banda D no espectro do GO em
comparacao com a banda correspondente no grafite, devido a presenca de defeitos
estruturais pouco frequentes nesse Ultimo material e abundantes no material
bidimensional formado®’. A razdo de intensidade da banda D (Ib) em relacdo a
banda G (lg) foi estimada em Io/lc = 0,25 e 1,329 no grafite e no GO,
respectivamente. Tal resultado sugere a oxidagcao do grafite a 6xido de grafeno.

— «— Oxido de grafeno, D G
—— Grafite

Intensidade (u.a.)

800 1200 1600 2000
1
Deslocamento Raman (cm )

Figura 11 Espectro vibracional de deslocamento Raman do grafite e Oxido de
grafeno (GO). (Figura obtida do trabalho de Fonseca et al.”).

A Figura 12 exibe a imagem de microscopia eletrénica de transmissao (MET)
do 6xido de grafeno. A analise permite confirmar a obtencao de folhas transparentes
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e lisas. O difratograma do GO apresentado na Figura 13, por sua vez, mostra um
pico de difragdo (002) em 28 = 10,4, indicando um espagamento de 0,84 nm entre
as camadas, resultante da introducédo de grupos oxigenados na superficie GO apés
a oxidacdao do grafite. A presenca deste pico de difracdo sugere alguns
empilhamentos entre as folhas. Assim, foi realizada a microscopia de forca atbmica
(MFA) de modo a melhor analisar o perfil de empilhamento da amostra e estimar a
variacdo da quantidade de folhas empilhadas.

Figura 12 Imagem de microscopia eletrbnica de transmissdo (MET) do éxido de
grafeno (GO). (Figura obtida do trabalho de Fonseca et al.”).
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Figura 13 Difratograma de raios X do 6xido de grafeno (GO). (Figura obtida do

trabalho de Fonseca et al.”).

A imagem de microscopia de forca atbmica (Figura 14) do GO e seu
respectivo histograma de altura das folhas de GO (Figura 15) permitem confirmar
sua esfoliagdo em materiais do tipo monocamada ou poucas camadas, propriedade
estrutural tipica desse nanomaterial. Corroborando com essas informacgdes, 0s
resultados mostram folhas de éxido de grafeno abrangendo espessuras entre 0,6 e
1,9 nm (espessura média de 1,07 nm), e estdo de acordo com a literatura®’. Essa
variacdo de espessuras corrobora com as informagdes constantes no difratograma
de raios X da Figura 13 no que se refere a presenca de empilhamentos na amostra.
Sabe-se que uma folha de GO detém espessura de aproximadamente 0,44 nm?%.
Consequentemente, para uma populacdo de éxido de grafeno detendo espessura
entre 0,6 e 1,9 nm, o sistema apresenta minoritariamente monocamadas (espessura
de 0,6 nm) e blocos de 4 folhas empilhadas (espessura de 1,9 nm). Considerando a
populagdo majoritaria detendo 1,07 nm de espessura, a amostra apresenta
majoritariamente blocos de 2 e de 3 folhas empilhadas.
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Figura 14 Imagem de microscopia de for¢ca atdmica (MFA) do 6xido de grafeno
(GO). (Figura obtida do trabalho de Fonseca et al.”™).
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Figura 15 Histograma de altura das folhas do éxido de grafeno (GO). (Figura obtida

do trabalho de Fonseca et al.”™).

A sintese e obtencdo dos nanocompédsitos de Oéxido de grafeno e
nanoparticulas de silica constitui parte importante e crucial no presente trabalho por
se tratar do produto final para as aplicacbes de interesse. Nesse contexto, a
complexidade desse sistema demanda um conjunto de técnicas que possibilitem a
extracdo de informagdes importantes para a robusta compreensdo de suas
propriedades fisico-quimicas. Logo, a complementaridade de cada uma das técnicas

de caracterizagao é estratégica para aquisicao de todas as informacodes.

Primeiramente foram analisadas as variagées de carga superficiais (potencial
zeta) dos nanomateriais de partida e dos nanocompdésitos obtidos, para a prévia
constatacao de mudancgas nas propriedades topograficas. De acordo com a Tabela
1, os resultados mostraram cargas superficiais 6xido de grafeno e nanoparticulas de
silica como -45,4+1,1 mV e +24,0+0,7 mV, respectivamente. Este resultado sugere a
presenga de espécies carregadas em ambas as nanoestruturas. As folhas de GO
exibiram valores negativos de potencial zeta devido a presenca de grupos hidréxi (O
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) e acido carboxilico (COO") na superficie. As NSMs sao positivamente carregadas
devido a presenca de espécies -NHs* derivadas dos grupos amina na superficie. No
qgue diz respeito aos nanocompdsitos GO-NSMs, apés a funcionalizagdo de folhas
GO com 10% em massa de NSMs (GO-NSMi1o), a carga superficial apresentou valor
de -26,0+0,6 mV em comparacao com o éxido de grafeno. Este resultado sugere a
presenca dos grupos -NHs* das NSMs, resultando em valores menos negativos de
potencial zeta em relagcdo ao GO. Ao aumentar a quantidade de nanoparticulas no
nanocompdsito (30 e 50% de massa), os valores de potencial zeta foram para -
27,3x0,7 mV e -23,2+0,7 mV em relacdo aos nanocompdsitos GO-NSMso e GO-
NSMso, respectivamente, mostrando uma tendéncia ndo linear. A presenga de
cargas negativas e positivas no GO e NSMs, respectivamente, sugerem atracao
eletrostatica entre ambos os materiais. Do ponto de vista eletrostatico, a presenca
das cargas observadas na tabela 1 para esses materiais contribui para sua
estabilidade coloidal, prevenindo aglomeracdes devido as repulsdes eletrostaticas.

Tabela 1: potencial zeta aparente dos nanomateriais de partida GO e NSMs e
nanocompositos de oxido de grafeno decorados com nanoparticulas silica
mesoporosa (GO-NSMs)

Potencial Zeta (§)

Amostra

Valor Desv. Pad.
(mV) (mV)
GO -45,4 1,1
NSMs +24,0 0,7
GO-NSM1o -26,0 0,6
GO-NSMso 27,3 0,7
GO-NSMso 23,2 0,2

As estruturas cristalograficas dos nanocompésitos (Figura 16) foram
analisadas através da técnica DRX utilizando-se o DRX do GO como referéncia. Os
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difratogramas dos GO-NSMs exibiram perfis similares ao do 6xido de grafeno. A
diminuicao da intensidade do pico de difracédo (002) em 26 = 10,34- observado em
todos os casos sugere a diminuicdo da ordem de longo alcance nas folhas dos GO-
NSMs devido a incorporagdo de silica na superficie do oxido de grafeno®. Este
resultado também evidencia a redugdo do empilhamento das folhas GO apés a

introdugao da silica®'.

Figura 16 Difratogramas de raios X do 6xido de grafeno (GO) e dos nanocompositos
de oxido de grafeno decorado com nanoparticulas de silica (GO-NSMs). (Figura
obtida do trabalho de Fonseca et al.”™).

As Figuras 17 e 18 exibem, respectivamente, as curvas termogravimétricas e
DTG do oxido de grafeno e dos nanocompositos. Analisando os resultados do GO,
observa-se um evento tipico de perda de massa entre 120 e 285°C, referente a
decomposicdo de grupos oxigenados deste material®”, que representam 35,3% da
massa total. O evento de perda de massa observado em 285°C esta relacionado a
decomposicdo das regides grafiticas do GO. As massas de silica nas curvas
TG/DTG do GO-NSMio, GO-NSMsz e GO-NSMso foram 4, 13 e 18%,

respectivamente. Os resultados indicam, portanto, quantidades crescentes das
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nanoparticulas sobre as folhas de éxido de grafeno, proporcionando avaliar sua
influéncia nos efeitos biolégicos apresentados posteriormente. Do ponto de vista de
estabilidade térmica, a comparagéao da curva termogravimétrica do éxido de grafeno
com aquelas provenientes dos nanocompaositos mostra que a adi¢cao de silica resulta
em diminuicdo dessa estabilidade, visto que os eventos de decomposicao térmica
dos grupos grafiticos comentados ocorrem em temperaturas menores. Esse
comportamento térmico € resultante da redugcdo do empilhamento do éxido de
grafeno nos nanocompaositos, conforme discusséo dos resultados da difratometria de
raios X da Figura 16. Consequentemente, materiais com menor empilhamento
(maior grau de esfoliacdo) apresentam maior facilidade para decomposicao térmica

oriunda das regides grafiticas devido as reduzidas intera¢cdées por empilhamento .
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Figura 17 Curvas termogravimétricas (TG) do oOxido de grafeno (GO) e dos
nanocompdsitos de éxido de grafeno decorados com nanoparticulas de silica (GO-
NSMs). (Figura obtida do trabalho de Fonseca et al.”).
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Figura 18 Curvas de primeira derivada das curvas termogravimétricas (DTG) do
oxido de grafeno (GO) e dos nanocompdsitos de 6xido de grafeno decorados com
nanoparticulas de silica (GO-NSMs). (Figura obtida do trabalho de Fonseca et
al.”).

As Figuras 19-24 mostram os espectros de RMN '°C do GO e dos
nanocompésitos através do método HPDEC. O espectro do GO apresentado na
Figura 19 confirma a presenca de cetona (192 ppm), acidos carboxilicos (168),
atomos de carbono grafiticos C=C (132 ppm), lactol (102 ppm), C-OH (70 ppm) e
grupos epoxi C-O-C (59 ppm), corroborando com os resultados apresentados na
literatura®’.
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Figura 19 Espectro de RMN '3C do éxido de grafeno (GO). (Figura obtida do
trabalho de Fonseca et al.”).

As fungbes orgéanicas presentes no GO sdo também observadas nos
espectros dos nanocompdsitos (Figuras 20-22) e exibem deslocamentos quimicos
ligeiramente similares. A quantidade gradual de nanoparticulas de silica nos
nanocompoésitos € confirmada observando-se a intensidade crescente dos picos
sobrepostos na regiao de deslocamento quimico entre 134 e 127 ppm. O espectro
do GO-NSMy1o (Figura 20) mostra intensidades aumentada e diminuida dos picos C-
OH e C-O-C, respectivamente, evidenciando uma diminuicdo na quantidade de
funcdes epdxi e aumento nos grupos hidroxilas. Este resultado sugere a interessante
abertura de anéis epdxi na folha de 6xido de grafeno em uma reagao que envolve a
espécie NHz dos grupos aminopropil (APTES) das nanoparticulas de silica para
formacao de amina secundaria (ligacao covalente entre 0 GO e NSM). A interacao
entre o APTES da silica e grupos epdxi do GO foi relatada recentemente e corrobora

com as tipicas reagcdes amina-epdxié’-&8.
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Figura 20 Espectro de RMN '3C do nanocompésito GO-NSMo. (Figura obtida do

trabalho de Fonseca et al.”™).

lactol
(102)

Embora em menor magnitude, a intensidade do pico de C-OH aumenta
ligeiramente com uma diminui¢cdo do pico de C-O-C apéds adicao de 30% em massa
de NSM, conforme observado na Figura 21 e corroborando com o resultado
observado na Figura 20. Além disso, o pico de aminas secundarias e primarias
torna-se gradualmente mais evidente comparando-se 0s espectros apresentados.
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Figura 21 Espectro de RMN '3C do nanocompésito GO-NSMso. (Figura obtida do
trabalho de Fonseca et al.”).
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A espécie amina do grupo aminopropil tem um par de elétrons que favorece
seu ataque nucleofilico nos atomos de carbono da funcado epdxi, ambos com
polaridade positiva devido a densidade de carga concentrada no atomo de oxigénio
altamente eletronegativo. Outro fator que contribui para esta reacao é a tensdo do
anel nos grupos epoxi, explicando sua alta reatividade quimica em comparagédo com
as outras funcdes oxigenadas presentes no Oxido de grafeno (cetonas, &cidos
carboxilicos e hidroxilas). Conhecendo a estereoespecificidade das rea¢cées amina-
epodxi, 0s grupos amina secundaria e hidroxila formados ocorrem em superficies
opostas da mesma folha de GO. Surpreendentemente, o espectro de RMN do GO-
NSMso na Figura 22 mostra um distinto e inesperado pico em 111 ppm atribuido aos
nlcleos de carbono sp? (deslocado 21 ppm em relagdo ao GO), possivelmente
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devido a mudangas nas conjugag¢des T-m1. O perfil do espectro observado é
semelhante aos espectros de RMN '3C observados em materiais a base de éxido de
grafeno reduzido (RGO)®, mostrando um pico deslocado que possui a maior
intensidade em relagéo a todos os picos decorrentes das fungdes oxigenadas.

C=C

111
C=C (GO) (111 ppm)

Fenil (NSM)
(134-127) C-0-C

0-C=0
Cetona (164)
(191)

200 150 100 50 O
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Figura 22 Espectro de RMN '3C do nanocompésito GO-NSMso. (Figura obtida do
trabalho de Fonseca et al.”).

O resultado observado na Figura 22 sugere um fenémeno de reducéo,
semelhantemente ao que ocorre no processo de reducdo usando hidrazina (HzN-
NH2) em GO, De forma semelhante a este fendmeno relatado, a reagao entre os
grupos aminopropil e C-O-C é seguida de desidratagdo (eliminagdo de grupos
hidroxila) e formacao de fungdées C=C. Esta reagdo de reducao € observada através
de uma atenta observacdo do espectro de RMN de GO-NSMso. Na figura, a
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eliminacdo de agua devido ao processo de reducdo é evidente observando-se a
diminuicdo da intensidade do pico C-OH em relacado ao pico C-O-C.
Concomitantemente, a observagédo do pico C=C em 111 ppm sugerindo um novo
ambiente quimico confirma este processo existente. Curiosamente, os resultados
observados mostram que o fenébmeno de reducdo é favorecido pelo aumento da
quantidade de silica, sugerindo uma quantidade minima de nanoparticulas para
desencadear a reagdo. Os efeitos estéricos no GO-NSMso sdo possivelmente
predominantes em comparagdo com 0s outros nanocompdsitos obtidos. Neste
contexto, as ligagbes covalentes podem restringir ainda mais as ocupacdes
espaciais de NSMs no sistema. A condicdo para um material que possa acomodar a
maior quantidade possivel de nanoparticulas de silica €, portanto, a quebra das
ligagdes covalentes restritivas apdés o mecanismo de redugéo, cujos produtos finais
sdo NSMs e GO interagindo através da atracdo eletrostatica, uma for¢ca de longo
alcance contribuindo para melhor acomodar os coloides na superficie do GO.

A distribuicao espacial da silica na folha de éxido de grafeno foi analisada por
microscopia MET (Figuras 23-25) dos nanocompositos. Os resultados revelaram
folhas de GO decoradas com nanoparticulas esféricas de silica. Todos os
nanocompdsitos apresentaram distribuicdes espaciais similares de NSMs nas folhas
de GO e mantiveram sua integridade morfolégica durante as sinteses.
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500 nm

Figura 23 Imagem de microscopia eletrbnica de transmissao (MET) do
nanocomposito GO-NSMio. (Figura obtida do trabalho de Fonseca et al.”).



63

Figura 24 Imagem de microscopia eletrbnica de transmissdao (MET) do

nanocompésito GO-NSMaso. (Figura obtida do trabalho de Fonseca et al.”™).
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Figura 25 Imagem de microscopia eletrbnica de transmissdo (MET) do

nanocomposito GO-NSMso. (Figura obtida do trabalho de Fonseca et al.”).

Portanto, o conjunto das técnicas de RMN, potencial zeta, MET e TG/DTG foi
importante para entender as reagdes amina epdxi majoritarias nos trés
nanocompositos e para descobrir 0 efeito de redugdo mais pronunciado observado
para o GO-NSMso. Baseando-se no mecanismo de redugdo de GO por hidrazina®,
um mecanismo de reducao deste material por nanoparticulas de silica através de
grupos aminopropil € proposto no esquema da Figura 26. Esta proposta abre a
possibilidade de futuros estudos tedricos, termodinamicos e experimentais para uma
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abordagem mais robusta do fenémeno confirmado pela ressonédncia magnética

nuclear.
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Figura 26 Mecanismo proposto para a reducdao do éxido de grafeno pelos grupos
aminopropil das nanoparticulas de silica mesoporosa. (Figura obtida do trabalho
de Fonseca et al.”™).

O conjunto de técnicas de caracterizagdo apresentados foram importantes
para a confirmacado da obtencdo de nanocompdsitos de 6xido de grafeno decorado
com nanoparticulas de silica. A ligacdo covalente via amina secundaria € uma das
principais interagdes quimicas pelas quais mantém ambas as nanoestruturas
acopladas. Além disso, considerando-se a presenca de cargas superficiais, negativa
no GO e positiva na silica, atragbes eletrostaticas entre ambas as entidades
nanoestruturas sdo também presentes nos sistemas formados. Tais interacdes
foram importantes para a efetiva obtencdo dos nanomateriais de interesse. O
proximo passo do presente trabalho reside na compreensdo das interagées das
nanoestruturas com sistemas biol6gicos compreendendo as heméacias e as proteinas

contidos no plasma humano.
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4.3. Ensaios hemoliticos

A Figura 27 exibe os resultados biolégicos dos experimentos de hemdlise pelo
oxido de grafeno e os nanocompdsitos obtidos no presente trabalho. Em primeira
instdncia observou-se, em todas as situacbes, efeitos hemoliticos dose
dependentes, isto €, aumento de lise das células vermelhas do sangue proporcional
ao aumento de concentragdo de cada uma das nanoestruturas aplicadas, cuja faixa
de valores de concentragao é compreendida entre 0 e 250 ug/mL. A curva do 6xido
de grafeno apresenta um resultado interessante do ponto de vista bioldgico, uma vez
que a taxa de hemolise pelo referido material aumenta significativamente a partir da
concentracdo de 10 ug/mL. Nessa situagao, a taxa hemolitica de 9,5+1,4 % passa
para valores percentuais de 55,6+12,1% (50 pg/mL), 69,6+16,1% (100 pg/mL),
82,0+3,4% (150 pg/mL), 80,2+7,3% (200 pg/mL) e 79,0£1,6 % (250 pg/mL),
indicando baixa hemocompatibilidade do GO. Considerando-se o inicio das
investigacdes cientificas a respeito da interacdo desse tipo de nanomaterial com
sistemas bioldgicos, ha ainda grande discussao sobre o fendmeno mencionado, uma
vez que, conforme discutido anteriormente, estudos da literatura reportam 6xido de
grafeno pristino atrelado a baixos valores de hemdlise e estudos compreendendo
resultados contrarios, isto é, elevados teores de lise das células vermelhas do
sangue pelo referido material. De acordo com a analise dos trabalhos, a hemolise
pelo 6xido de grafeno é atrelada a uma gama de fatores que incluem carga
superficial, tamanho das folhas, morfologia, area superficial e teor de oxigénio,
sendo esse ultimo relacionado com a formacgéao de espécies de oxigénio reativas, ou
ROS, que interferem na lise da membrana das hemécias**. Logo, a maneira pela
qual o 6xido de grafeno é sintetizado, proporcionando caracteristicas fisico-quimicas
distintas, detém relagcdo com os resultados biol6gicos mencionados. Nesse contexto,
o elevado teor de hemolise observado na Figura 27 pelo 6xido de grafeno pode
compreender uma série de razées: em um primeiro aspecto, a carga superficial
estimada em -454+1,1 mV pode deter correlagdo com o efeito observado.
Adicionalmente, sabe-se que as cargas negativas presentes na superficie do GO
sao provenientes dos grupos hidroxilas (O°) e carboxilatos (COO"). Seguindo-se essa
linha de raciocinio, uma das hipéteses discutidas na literatura*® referente as razoes
pelas quais a carga superficial negativa € um fator importante na hemélise, referem-
se ao fato de que os referidos grupos negativos detém atracdo eletrostatica com a
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membrana das células vermelhas do sangue, pois € constituida de lipidios
fosfatidilcolina carregados positivamente. Finalmente, a funcionalizacdo do éxido de
grafeno com nanoparticulas de silica gerou efeitos hemoliticos n&o previstos pelo
nosso grupo, mostrando significativa redugéo da porcentagem de lise comparada
com a do 6xido de grafeno. Uma analise mais detalhada do grafico contido na Figura
27 mostra, em primeira instancia, teores de hemolise quase semelhantes em todos
0s nanocompaositos obtidos na faixa de concentragdo entre 0 e 250 ug/mL. Nesse
contexto, os efeitos hemoliticos das nanoestruturas GO-NSMs na faixa de
concentragdes entre 50 e 250 pug/mL foram de, no minimo 4,5+1,0% (pelo menos 8
vezes menor do que no 6xido de grafeno) e no maximo de 37,4+9,6% (pelo menos
duas vezes menor do que no Oxido de grafeno). A diminuicdo das cargas
eletrostaticas na superficie dos nanocompdésitos observados através da técnica do
potencial zeta é possivelmente relacionada ao fenbmeno observado, uma vez que a
diminuicdo das espécies de hidréxi (O) e acido carboxilico (COQO") disponiveis
(negativas) pode ser responsavel pela minimizagédo da interagdo com as membranas
dos glébulos vermelhos, diminuindo a hemdlise. A morfologia também pode
contribuir para os efeitos observados: neste contexto, as folhas de éxido de grafeno
podem proteger os grupos silandis na superficie externa da silica e esta, por sua
vez, protegem as espécies O e COO™ na superficie do 6xido de grafeno devido a
sua interacao eletrostatica ou covalente, contribuindo para a diminuicdo da hemélise
(ha uma simultanea protecao dos grupos silandis pelo 6xido de grafeno e grupos de
acidos carboxilicos/hidroxi protegidos pelas nanoparticulas de silica, fungdes
organicas conhecidas pela sua significativa atracao eletrostatica com as membranas
dos glébulos vermelhos). Portanto, do ponto de vista das aplica¢des bioldgicas nos
processos de entrega de farmacos, os nanocompdsitos sdo apresentados como
potenciais candidatos a serem aplicados por via intravenosa. A Figura 28 mostra a
hemoglobina liberada devido a hemdlise pelo 6xido de grafeno e nanocompositos.
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Figura 27 Grafico de hemdlise pelo éxido de grafeno (GO) e nanocompdsitos de

oxido de grafeno decorado com nanoparticulas de silica (GO-NSMs). (Figura obtida
do trabalho de Fonseca et al.”™).
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Figura 28 Imagens da hemoglobina liberada apés hemolise pelo 6xido de grafeno
(GO) e nanocompésitos de éxido de grafeno decorado com nanoparticulas de silica
(GO-NSMs). (Figura obtida do trabalho de Fonseca et al.”>).

4.4. Ensaios de interacao com proteinas (efeito corona)

A Figura 29 apresenta o SDS-PAGE do oOxido de grafeno e dos
nanocompositos obtidos no presente trabalho bem como a distribuicdo de proteinas
compreendendo pesos moleculares entre 10 e 250 kDa. No gel de eletroforese do
GO sado observadas bandas de proteinas abrangendo pesos moleculares de
aproximadamente 13 kDa e outra de proteinas entre 32 e 250 kDa, mostrando
adsorcdo de quantidades significativas e de tamanhos variados das referidas
macromoléculas. Nesse contexto, ha significativa probabilidade de adsorcdo de
proteinas opsoninas, proteinas do sistema imunolégico importantes na detecgéo de
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corpos estranhos do sangue. Portanto, o 6xido de grafeno obtido ainda nao é
adequado para aplicacdo como carreador de farmacos antitumorais, pois seria
facilmente removido do organismo vivo, refletindo consequentemente em tempos
curtos de circulagdo sanguinea. E importante frisar a relevancia do tempo pelo qual
um nanocarreador transporta farmacos no sangue, pois trata-se de um parametro
crucial para aumento de probabilidade de alcance as células alvo. Os
nanocompdsitos, por sua vez, mostraram resultados interessantes. A analise do gel
de eletroforese exibe significativa redugao de interacao dos materiais GO-NSMs com
proteinas, mostrando perfil de bandas semelhantes nos trés casos. Mais
especificamente, proteinas compreendendo pesos especificos encontram-se
adsorvidas em pequenas quantidades, podendo-se observar bandas de polipeptidios
de pesos moleculares de 13, 58, 100 e 250 kDa. Consequentemente, proteinas
compreendidas entre as faixas 13-58 kDa, 58-100 kDa e 100-250 kDa séao
observadas em quantidades significativamente menores, 0 que é importante do
ponto de vista biolégico. Mais especificamente, sabe-se que os anticorpos (também
chamados de imunoglobulinas), um dos tipos de opsoninas que atuam na remogao
de corpos estranhos no sangue, detém peso molecular de aproximadamente 150
kDa. Este peso molecular refere-se a um tipo de imunoglobulina mais abundante no
sangue, a imunoglobulina G (IgG)®°%°'. Dessa maneira, sabendo-se que proteinas
abrangendo o referido valor apresentam pouca ou nenhuma interacdo com o0s
nanocompdsitos (notar que proteinas entre 100 e 250 kDa séo pouco observadas no
gel), pode-se inferir que a probabilidade de remocédo desses materiais pelo sistema
imunolégico no sangue é baixa, promovendo tempos significativos de circulagéao
sanguinea e, portanto, maiores chances de alcance efetivo as células alvos no
processo de carreamento de farmacos antitumorais. De maneira mais abrangente,
considerando-se o alto potencial de reducdo de interacdo com proteinas pelos
nanocompdsitos, ha significativa probabilidade de pouca adsorc¢ao de outros tipos de
opsoninas mais especificas do sangue na superficie desses materiais. Do ponto de
vista fisico-quimico, o efeito corona reduzido observado pode estar relacionado, em
primeira instdncia, com a diminuicdo de cargas eletrostaticas negativas nos
nanocompdsitos em relacdo ao 6xido de grafeno pristino e com os grupamentos
aromaticos, uma vez que as proteinas sao atraidas eletrostaticamente e por
interagdes hidrofébicas, respectivamente®?. A segunda possibilidade para explicagao
dos efeitos observados pode ter origem estereoquimica, isto €, a presenca de silica
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na superficie do GO pode gerar efeitos estéricos capazes de minimizar sua atragéao
com os polipeptidios. E interessante notar que, a reducdo de cargas eletrostaticas
tendendo a neutralidade e o aumento do carater hidrofilico € um efeito conhecido e
proveniente de processos de funcionalizagdo de nanoparticulas de silica com um
polimero denominado polietileno glicol (neutro e hidrofilico) aplicadas para reducao
do efeito corona, hemocompatibilidade e carreamento de farmacos®?. No caso dos
nanocompdsitos, as referidas propriedades fisico-quimicas refletem um efeito
sinérgico proveniente do acoplamento das nanoparticulas de silica com o6xido de
grafeno que, quando isolados, sado caracterizados pela elevada adsorcdo de
proteinas. Os resultados provenientes dos experimentos de efeito corona e hemdlise
sugerem a possibilidade de potencial aplicagcdo dos nanocompdsitos como
carreadores de farmacos antitumorais no sangue, uma vez que mostraram uma
reducdo no efeito hemolitico e com alta probabilidade de tempos elevados de
circulacdo sanguinea devido a baixa interacdo com proteinas (podendo incluir as

opsoninas) do plasma sanguineo.
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Figura 29 Analise de eletroforese em SDS-PAGE de proteinas corona fortemente
adsorvidas e extraidas da superficie do Oxido de grafeno (GO) e dos
nanocompositos de 6xido de grafeno decorado com nanoparticulas de silica (GO-
NSMs). (Figura obtida do trabalho de Fonseca et al.”).

4.5. Interacao de camptotecina nos nanomateriais NSMs, GO e GO-NSM+o

A interacdo de camptotecina foi realizada nas nanoparticulas de silica
(NSMs), no 6xido de grafeno (GO) e no nanocompdsito GO-NSMio estrategicamente
selecionado. A selecao desse ultimo material foi embasada nos resultados obtidos
nos experimentos de hemdlise e corona descritos. Os trés nanocompositos
sintetizados mostraram efeitos semelhantes do ponto de vista de taxa hemolitica e
adsorgao de proteinas do plasma humano. Dessa maneira, 0 GO-NSM+1o detendo a
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menor quantidade de silica adicionada compreende melhor estabilidade coloidal no
que se refere a seu peso total, 0 que motivou e levou a sua escolha. E importante
também mencionar que a estabilidade coloidal desse nanocompoésito também é
favorecida devido a presenca de cargas majoritariamente negativas em sua
superficie (-26,0 mV), levando a mutuas repulsdes eletrostaticas que previnem a
possibilidade de aglomeracao.

A capacidade de encapsulamento/adsor¢cdo da camptotecina em cada um dos
nanocarreadores foram de 8,1£0,4% (NSM+CPT), 81,1£3,7% (GO+CPT) e
80,910,9% (GO-NSM10+CPT). Os nanocarreadores GO e GO-NSMio possuem teor
de camptotecina semelhantes e 10 vezes maior comparado com as nanoparticulas
de silica. A priori, tal resultado sugere fortes interagdes farmaco-nanocarreador para
os sistemas GO+CPT e GO-NSM10+CPT. Uma abordagem mais robusta para
suportar essa hipétese inicial € discutida a seguir.

No espectro da camptotecina adquirido em metanol (devido a baixa
solubilidade da camptotecina em agua) e apresentado na Figura 30 observa-se uma
banda larga em 365 nm referente as transigdes eletronicas n-*%3 presentes nessa
molécula sob sua forma carboxilato (CPT-carb)%. E importante mencionar que a
presenca de camptotecina majoritariamente na forma lactona (CPT-lac) pode ser
analisada observando-se a mesma banda larga mencionada contendo, no entanto,
dois ombros em aproximadamente 355 e 370 nm®, também referentes as transigdes
n-1r*. O referido farmaco antitumoral apresenta, ainda, uma banda larga em 253 nm

referentes as transigoes 1 -r*%3,
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Figura 30 Espectro UV-Vis da Camptotecina (CPT) adquirido em metanol.

O espectro UV-Vis das nanoparticulas de silica contendo camptotecina
encapsulada, adquirido em &gua, € observado na Figura 31. Na imagem sao
observadas as bandas da camptotecina em 253 nm (transi¢des 11 -17*) e dois ombros
em 354 e 368 nm referentes as transigcdes eletrbnicas n-m* desse farmaco,

confirmando sua presenca no nanomaterial.
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Figura 31 Espectro UV-Vis das nanoparticulas de silica contendo camptotecina
encapsulada (NSM+CPT) adquirido em agua.

O espectro UV-Vis do 6xido de grafeno (GO) apresentado na Figura 32,
também adquirido em agua, mostra uma banda significativamente larga em 232 nm
e um ombro alargado em 294 nm referentes, respectivamente, a transicoes
eletronicas 1-1m* dos anéis conjugados (C=C) e n-m* nos grupos C=0%. A introducao
de camptotecina no 6xido de grafeno influencia de maneira significativa o perfil
eletrénico do sistema conforme observado no espectro do GO+CPT na Figura 32.
Nesse contexto, sdo observadas duas bandas largas em 218 e 251 nm referentes as
transicdes eletronicas -1m* do GO e da camptotecina. E notdrio, ainda, a auséncia
do pico intenso em 232 nm (como anteriormente observado no espectro do GO),
sugerindo mudanca na estrutura eletrénica devido as interagdes GO-CPT. Esse
conjunto de resultados sugere a interacdo quimica entre o éxido de grafeno e a
camptotecina através de empilhamento 1-11. A regido espectral no intervalo de
comprimentos de onda entre 325 e 425 nm é oriunda das absorgdes eletronicas da
camptotecina, possibilitando confirmar sua adsorcdo. Inesperadamente o espectro
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do sistema GO+CPT apresentou outra banda em 396 nm sugerindo um novo tipo de
transicao eletrénica ndo observado no espectro da CPT livre adquirido em metanol e
da NSM+CPT adquirido em &gua discutido anteriormente. Esse resultado é
mostrado em alguns trabalhos publicados®%-%9 relacionados a materiais a base de
6xido de grafeno contendo camptotecina adsorvida. A priori, a presenca dessa
banda inesperada poderia ter influéncia da &gua, visto que o espectro da
camptotecina livre foi adquirido em metanol. Como a NSM+CPT n&o apresentou a
banda em 396 nm e foi adquirida em agua, a hipétese de influéncia do solvente foi
descartada. Esse resultado, portanto, sugere o possivel processo de associacao
intermolecular entre essas moléculas® (CPT-CPT) favorecido pela presenca do
oxido de grafeno como um molde detendo morfologia favoravel para esse fenémeno
(GO-CPT-CPT). Adicionalmente, a elevada concentracdo de camptotecina no
GO+CPT (81,1+3,7%) é outro possivel fator relevante que favorece essa

associacdo®.
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Figura 32 Espectros UV-Vis do 6xido de grafeno (GO) e 6xido de grafeno contendo
camptotecina adsorvida (GO+CPT) adquiridos em agua.
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De acordo com o espectro UV-Vis do GO-NSM10+CPT apresentado na Figura
33, adquirido em agua, os efeitos eletrénicos observados no processo de adsorgao
de CPT sao semelhantes ao sistema GO+CPT (também observado na Figura 33
para comparacao), visto que a banda em 237 nm nao é mais observada a medida
em que duas outras sdo observadas em 218 e 251 nm, sugerindo mudanca de
ambiente quimico devido as interagbes quimicas entre 0 nanomaterial e a molécula
por empilhamento 1T e a sobreposicdo com as bandas - m* da CPT. As bandas
observadas na regido entre 325 e 425 nm, por sua vez, detém perfil idéntico aquelas
mostradas no espectro do GO+CPT, sugerindo e complementando a hipétese das
interacdes farmaco-nanocarreador comentadas e sugerindo as interagdes
intermoleculares entre as moléculas de camptotecina (CPT-CPT) também sobre a
superficie do GO-NSMio. Sabendo-se da baixa capacidade de encapsulamento de
camptotecina na silica em relagdo ao 6éxido de grafeno, as moléculas de CPT
possivelmente interagem majoritariamente na regido do O&xido de grafeno e

minoritariamente no interior da silica na amostra GO-NSMjo.
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Figura 33 Espectros UV-Vis do 6xido de grafeno (GO) e 6xido de grafeno decorado

com nanoparticulas de silica e contendo camptotecina adsorvida (GO-NSM10+CPT),

adquiridos em agua.

A introdugdo da camptotecina nos materiais NSMs, GO e GO-NSMio foi
avaliada pela difratometria de raios X, sendo os resultados discutidos a seguir.

O difratograma de raios X da NSM+CPT apresentado na Figura 34 manteve o
perfil de baixa cristalinidade da NSM ja discutido anteriormente.
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Figura 34 Difratogramas de raios X das nanoparticulas de silica isenta (NSM) e
contendo a camptotecina (NSM+CPT).

A adigédo da CPT no GO e GO-NSM1o ocasionou diminui¢cao de intensidade do
pico referente ao plano (002) em ambas as situacdes, efeito semelhante ao que
ocorre na interacdo das nanoparticulas de silica com o éxido de grafeno. Nesse
contexto, a adicdo do farmaco gera esfoliacdo das folhas, 0 que aumenta a
acessibilidade quimica. Nota-se que o perfil dos picos referentes ao plano (002) no
GO+CPT (Figura 35) e GO-NSM10+CPT (Figura 36) foi similar no contexto dos
valores de 20. Mais especificamente, os valores de d foram medidos considerando-
se a largura a meia altura, por se tratar de sistemas complexos. Apds a adicao de
CPT no GO, cujos valores iniciais de d variam de 0,80 a 0,90 nm (medidos na
largura a meia altura), o espacamento interplanar manteve-se constante, variando de
0,80 a 0,95 nm. Os valores de espacamento interplanar variando de 0,81 a 0,93 nm
no GO-NSM1o também se mantiveram constantes no GO-NSM10+CPT (entre 0,85 e
0,93 nm). Esses resultados sugerem que nao houve intercalacdo da camptotecina
nesses sistemas, isto é, a adicdo desse farmaco promoveu apenas a esfoliagao.
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Adicionalmente, é observado nos difratogramas do GO+CPT e GO-NSM10+CPT um
pico em 26 = 12,5° sugerindo a formagcdo de uma nova estrutura cristalina
anteriormente ndo observada. Em nossa hipotese, esse resultado sugere a possivel
cristalizacdo de camptotecina na superficie do oéxido de grafeno e do
nanocompdsito. A formacao desses cristais é possivelmente atrelada as interacoes
CPT-CPT que ocorrem na dispersdao aquosa e, apds a secagem da amostra para o
experimento de DRX, as moléculas antitumorais se organizam no sistema formando-
se uma estrutura cristalina. A presenca de picos possivelmente relacionados a
formacao de cristais de camptotecina corrobora, portanto, com a hip6tese de
interacdo CPT-CPT discutida para os resultados observados na espectroscopia UV-
Vis do GO+CPT e GO-NSM10+CPT.

— GO
GO+CPT

(002)

Intensidade (u.a.)

T
. HWM,..: 1.1;:'.' l ”".Mﬂ- Au |

L] !lmﬁp..',

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
20 (graus)

Figura 35 Difratogramas de raios X do 6xido de grafeno isento (GO) e contendo a
camptotecina (GO+CPT).
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Figura 36 Difratogramas de raios X do o6xido de grafeno decorado com

Intensidade (u.a.)

nanoparticulas de silica isento (GO-NSM1o) e contendo a camptotecina (GO-
NSM10+CPT).

Os fendbmenos de esfoliacdo durante a adicdo da silica no GO e da
camptotecina adicionada no éxido de grafeno e no nanocompdésito observados
através da difratometria de raios X sdo apresentados de maneira esquematica na
Figura 37.
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Figura 37 Efeitos estruturais resultantes da adicdo de camptotecina (CPT) e
funcionalizacdo de NSMs no GO e GO-NSMjo.

As Figuras 38-40 mostram os resultados de microscopia eletrénica de
transmissdo (MET) dos nanomateriais NSMs, GO e GO-NSM1o na presenca de
camptotecina. As nanoparticulas de silica (Figura 38) mantiveram a morfologia
esférica irregular compreendendo estrutura porosa e fractais apds a adicdo de
camptotecina, mantendo os aspectos morfolégicos e estruturais do material de
partida utilizado (NSM) e mostrado na imagem MET da Figura 8. Nao foi possivel
visualizar a camptotecina possivelmente devido ao seu reduzido teor (8,1+£0,4%) nas
nanoparticulas e pelo fato de estar localizadas no interior poroso. A Figura 39 mostra
o sistema GO+CPT indicando as folhas de 6xido de grafeno através de setas
vermelhas e a inesperada formacao de cristais de camptotecina indicados pelas
setas azuis. A imagem revela folhas de GO compreendendo dimensdes
micrométricas e lisas, mantendo-se a integridade estrutural do material de partida
utilizado (GO). Adicionalmente, os cristais de CPT revelam morfologia semelhante a
agulhas de comprimentos micrométricos. A Figura 40 exibe a imagem MET do
sistema GO-NSM1o+CPT, revelando folhas de oxido de grafeno no dominio

micrométrico decorada com nanoparticulas de silica indicadas pelas setas
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vermelhas, mantendo-se a integridade estrutural do material de partida utilizado
(GO-NSM10). A imagem mostra cristais de camptotecina em forma de agulha que
apresentam dimensdes semelhantes aos cristais do sistema GO+CPT,
complementam a hipétese da interagdo intermolecular CPT-CPT discutida
anteriormente e confirma a hipoétese preliminar de cristalizacdo desse farmaco

sugerida no difratograma de raios X das figuras 35 e 36.

Figura 38 Imagem de microscopia eletrbnica de transmissdao (MET) das
nanoparticulas de silica encapsuladas com camptotecina (NSM+CPT).
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Figura 39 Imagem de microscopia eletrbnica de transmissdo (MET) do 6xido de

grafeno contendo camptotecina adsorvida (GO+CPT).
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Figura 40 Imagem de microscopia eletrbnica de transmissdo (MET) do 6xido de
grafeno decorado com nanopatrticulas de silica mesoporosa contendo camptotecina
adsorvida (GO-NSM10+CPT).

Os métodos de encapsulamento/adsor¢cao adaptados para cada nanomaterial
mostram-se eficientes e sao validados pelo sucesso nos resultados de
caracterizagcdo. A proxima etapa é a avaliagdo da propriedade de entrega de

farmacos pelos referidos nanocarreadores discutido no proximo topico.
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4.6. Estudos de liberacao de camptotecina nos nanomateriais NSM+CPT,
GO+CPT e GO-NSM10+CPT

Os resultados dos ensaios de liberacdo prolongada sao apresentados na
Figura 41. As nanoparticulas de silica revelam rapida liberacdo de 70% do farmaco
encapsulado nas primeiras 12 horas de experimento. Em contrapartida, os
nanomateriais de éxido de grafeno e o nanocompdésito mostraram perfil de liberacéao
prolongada de até 78% de camptotecina no periodo de 192 horas. Verifica-se
através de tais resultados a fraca interagdo da CPT pelas nanoparticulas de silica e
a forte adsorcdo dessa molécula na superficie dos outros dois nanomateriais
estudados, corroborando com a baixa capacidade de encapsulamento revelada
pelas primeiras (8,110,4%) e com o elevado teor de molécula antitumoral exibido
pelo GO+CPT (81,1+3,7%) e GO-NSM10+CPT (80,9+0,9%).

De fato, a distribuicdo espacial dos grupos fenil limitada pela restricao
estrutural dos poros da silica podem influenciar na baixa interagdo por empilhamento
-1 entre a CPT e os grupos aromaticos desse nanocarreador. Nos sistemas GO e
GO-NSMio as folhas disp6em de maior area de contato caracterizada por inumeros
anéis aromaticos conjugados eletronicamente, o que favorece uma interagdo -1
mais efetiva na adsorcdo da camptotecina. O grafico apresentado na Figura 41
revela liberagdo mais rapida de camptotecina em pH 7,4 para todos os
nanocarreadores, sendo essa caracteristica mais discreta e quase imperceptivel
pela silica e significativamente mais pronunciada pelo o6xido de grafeno e o
nanocompdsito. Nessas condi¢cdes, o anel lactona da camptotecina (CPT-lac) é
hidrolisado a carboxilato (CPT-carb’)'316-18 uma espécie mais hidrofilica e, portanto,
mais soluvel no meio de liberagao (hidrofilico), acelerando o processo de liberacgéo.
Adicionalmente, a interagao por empilhamento -1 é amenizada devido a quebra do
anel lactona, o que também contribui para a mais rapida liberagdo em pH 7,4. A
acidificacdo do ambiente para pH 5,0, por consequéncia, transforma o carboxilato da
CPT-carb  no anel lactona gerando a espécie CPT-lac mais hidrofobica, favorecendo
sua maior interacdo com os nanomateriais (detentores de regides hidrofobicas) em
relagdo ao meio externo (hidrofilico). Nessa situacdo a velocidade de liberagdo é
menor e mais prolongada devido a maior interacdo farmaco-nanocarreador. Do
ponto de vista biolégico, a camptotecina € inativa durante a circulagao intravenosa

devido a formacgdo do grupo carboxilato pelo pH neutro do sangue'®'¢'®. No pH
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acido dos endossomas das células cancerigenas o anel lactona da CPT é formado,
transformando-a em uma molécula biologicamente ativa no processo de combate
aos referidos sistemas celulares. Assim, a rapida liberagdo de farmaco em pH 7,4
por um nanocarreador ndo é desejavel pois pode ocorrer anteriormente ao alcance
da célula alvo. Logo, os sistemas GO+CPT e GO-NSM1o+CPT sao promissores
frente as nanoparticulas de silica em virtude de sua liberacdo prolongada durante
192 horas, podendo alcancgar as células carregando quantidades significativas dessa
substancia. Sob o ponto de vista cinético, as condicdes de entrega vagarosa ou
inexistente de farmaco em pH 7 (durante a circulacédo sistémica) e mais rapido e
completo em pH 5,0 (no interior dos endossomas) sao ideais. Devido as
caracteristicas fisico-quimicas da camptotecina e dos fluidos biolégicos as condigdes
neutra e acida mostram, em todos as situacdes observadas, velocidades de
liberacdo mais rapida e mais vagarosa, respectivamente, o contrario das condicoes
ideais. Nesse contexto, a otimizacdao dos nanocarreadores no sentido de desacelerar
a velocidade de entrega em pH 7,4 e acelerar sua liberagdo em pH 5,0 (de maneira
prolongada) caracterizam um dos objetivos alcan¢cados nesse trabalho. A andlise
comparativa dos nanocarreadores GO+CPT e GO-NSM10+CPT no grafico da Figura
41 permite observar a desaceleracdo e aceleracdo nas taxas de entrega de
camptotecina em pH 7,4 e 5,0, respectivamente, pelo nanocompdsito em relagéo ao
oxido de grafeno. Esse resultado mostra, portanto, um diferencial daquele primeiro
comparado com este Ultimo, dada a necessidade de otimizagdo cinética
mencionada. Os resultados sugerem, ainda, a interacao mais forte da camptotecina
com o0 GO-NSMio em comparagao com o GO em pH 7,4 (velocidade de liberacao
mais vagarosa pelo nanocompgsito) e interagdes mais fracas da CPT com o GO-
NSM1o em relagcdo ao GO nas condi¢cdes acidas (velocidade de liberacdo mais
rapida pelo nanocompdsito). Assim, embora a silica apresente perfil de liberacao
prematuro, sua presenga foi importante do ponto de vista de modulagao cinética do
sistema, caracterizando o diferencial do nanocompdsito em relagdo aos
nanocarreadores restantes. O sistema GO-NSM10+CPT, nesse contexto, apresenta-
se como potencial candidato nos processos de drug delivery. Do ponto de vista
fisico-quimico as hipdteses relacionadas a modulagdo cinética observada sao

debatidas a seguir.
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Figura 41 Grafico de liberagdo de camptotecina em funcdo do tempo pelas
nanoparticulas de silica (NSMs), 6xido de grafeno (GO) e nanocompésito (GO-
NSM1o) em pH 7,4 e 5,0.

O perfil de liberagdo prematuro de camptotecina das nanoparticulas de silica
possui origens na fraca interacdo que esse farmaco tem com os grupos fenil
presentes no interior dos poros (ver Figura 42 (A)), caracterizando a baixa
capacidade de encapsulamento desse nanomaterial comparado com os restantes.

No oOxido de grafeno a interacdo farmaco-nanocarreador apresentou
diferencas significativas nas taxas de liberacdo nas duas condi¢des estudadas. Em
pH 7,4 no qual predomina-se a CPT-carb™ no equilibrio quimico, temos as seguintes
interacdes intermoleculares que explicam a maior velocidade de liberagédo
observada: interacbes de dispersdo de London com pouca interferéncia na atracao
da molécula para a superficie do 6xido de grafeno, visto que nesse contexto a
caracteristica mais hidrofilica dessa molécula predomina e detém forte influéncia do
meio externo altamente hidrofilico, prevalecendo as interagdes do tipo dipolo-dipolo
frente as referidas interacées dipolo induzido-dipolo induzido. Adicionalmente, a
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presenca de cargas negativas oriundas dos grupos O e COO" na superficie do 6xido
de grafeno interfere eletrostaticamente na repulsdo das moléculas CPT-carb
também negativas, contribuindo para sua rapida liberacdo nessa situacéo.
Considerando-se como sistema o interior da membrana de dialise contendo o
GO—(CPT-lac = CPT-carb’) - onde "=" caracteriza o equilibrio quimico e "&"
simboliza as interagdes intermoleculares entre o nanocarreador e a molécula em
equilibrio quimico dinamico sobre sua superficie - e como vizinhangca o meio de
liberacdo, a medida que CPT-carb € eliminada para as vizinhangas, o equilibrio
desloca-se no sentido da formagédo de mais CPT-carb™ seguindo a lei de perturbacao
do equilibrio quimico de Le Chatelier, repetindo-se o ciclo de liberagdo e
caracterizando uma rapida liberagcdo para as vizinhangas. Por conseguinte, a
funcionalizacdo do éxido de grafeno com nanoparticulas de silica formando-se um
nanocompoésito de maior carater hidrofilico (devido a presenga da silica com
superficie externa hidrofilica) € um dos pontos cruciais para a compreensao das
diferentes velocidades de liberacago em pH 7,4 quando comparamos o GO-
NSM10+CPT e GO+CPT. No contexto de comparagdo entre ambos o0s
nanomateriais, algumas forcas passam a agir mais fortemente em relacdo a outras
como veremos a seguir. Devido ao seu carater mais hidrofilico em relagdo ao GO, o
nanocomposito apresenta regides hidrofébicas menos pronunciadas nas folhas de
oxido de grafeno. Em pH 7,4 a espécie predominante CPT-carb™ (mais hidrofilica)
passa a interagir mais fortemente com o nanocompdésito (mais hidrofilico em relagéo
GO), predominando-se nesse caso as interacdes do tipo dipolo-dipolo frente as
interacdes de dispersdes de London, caracterizando uma forca que contribui para a
atracdo da CPT-carb no nanocompédsito no novo sistema adotado GO-
NSM1o—(CPT-lac = CPT-carb’). Nessa situacdo ha, ainda, a competicdo com a
vizinhanca também hidrofilica e, dessa maneira, as forcas dipolo-dipolo atuam em
sentidos opostos: na atracdo da molécula para dentro do sistema na direcado do
nanocarreador e na liberagéo desta para a vizinhanga na dire¢do do fluido hidrofilico.
Interessantemente outra forca atrativa adicional atuando sobre a CPT-carb™ na
direcdo da superficie do GO-NSM1o ocorre: sdo as novas atragdes eletrostaticas
entre os grupos NHs* da silica e os grupos negativamente carregados na
camptotecina carboxilato (forgas inexistentes no GO e presentes no GO-NSMo).
Consequentemente, a velocidade de liberagdo da molécula antitumoral mais
fortemente retida no GO-NSM1o em pH neutro € menor em relagdo ao GO. Ainda, a
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velocidade de formacédo da CPT-carb  no equilibrio (CPT-lac = CPT-carb’) € menor
no nanocomposito, pois menor quantidade de moléculas camptotecina carboxilato
sao "consumidas" pelo meio de liberagao.

Na redugdo de pH para 5,0 as espécies CPT-lac (hidrofébicas) sao
predominantes no equilibrio quimico e passam a interagir mais fortemente com as
regides hidrofébicas do GO, prevalecendo nesse caso as interagdes de dispersao de
London frente as interagdes dipolo-dipolo com o meio externo hidrofilico.
Consequentemente, a liberagcdo de farmaco do sistema para as vizinhangas é
significativamente mais vagarosa e a velocidade de formacao de CPT-lac a partir de
CPT-carb- para restabelecimento do equilibrio acontece em velocidade
significativamente reduzida. Por essa raz&o as velocidades de liberacdao em pH 5,0
sdo significativamente menores em relagdo ao pH 7,0 quando estudamos
isoladamente 0 GO+CPT e GO-NSM10+CPT. Essa situagdo é esquematicamente
apresentada na Figura 42 (B). Sendo o nanocompésito mais hidrofilico em
comparagdo ao GO, as interagbes do tipo dipolo induzido - dipolo induzido
(dispersdes de London) entre a CPT-lac e GO-NSM1o sdo menos pronunciadas em
relacdo ao GO, de modo que sua interagdo com a nanoestrutura € mais fraca e,
consequentemente, a liberacdo para o meio externo é mais rapida em pH 5,0
comparada com aquela observada no GO+CPT. Esse fenbmeno é didaticamente
ilustrado na Figura 42 (C).

A discussdo acima mostra claramente o diferencial do nanocompdésito a base
de 6xido de grafeno decorado com nanoparticulas de silica como nanocarreador
detendo caracteristicas de entrega de farmaco otimizadas em relagdo aos materiais
de NSM e GO isoladamente. Essas propriedades pavimentam o caminho da

aplicacédo de nanocarreadores a base de GO-NSMs no tratamento antitumoral.
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Figura 42 Influéncia do pH na perturbacédo do equilibrio quimico entre as espécies
camptotecina lactona (CPT-lac) e camptotecina carboxilato (CPT-carb’) em
dindmicas interagdes intermoleculares com as nanoparticulas de silica (NSMs) (A),
oxido de grafeno (GO) (B) e nanocompdésito de éxido de grafeno decorado com
nanoparticulas de silica (GO-NSM+o) (C).

Foi realizado um estudo de avaliagdo da estrutura molecular da camptotecina
nos estudos de liberagdo através da espectroscopia eletrénica ultravioleta visivel.
Para isso, 0s espectros da camptotecina livre nos meios de liberagdo em pH 5,0 e
7,4 (apds liberagdo pelo nanomaterial) durante o tempo de 192 horas, foram
adquiridos e avaliados. As Figuras 43-45 mostram os espectros da camptotecina
liberada em pH 7,4 pelo GO (Figura 43), GO-NSM1o (Figura 44) e NSM (Figura 45).
Nas trés figuras € notério o aumento da absorbancia de uma banda larga em

aproximadamente 365 nm, referente as transicoes eletronicas n-m* da camptotecina.



o
(2]

a(u.a.)
o
i .

o
w
I

Absorbanci
“C:' _D
- Mo

{1 GO+CPT:pH=74
CPT-Carboxilato

o
]

280

300 320 340 360 380 400 420
Comprimento de onda (nm)

92

— 192 h
—— 144 h
—— 120 h
~———86h
—T72h
48 h
36 h
———24h
—12h
——=8&h
——6h
4h
—2h
1h
0,7 h
L
——Dh

Figura 43 Influéncia do pH 7,4 na estrutura quimica da camptotecina liberada pelo

oxido de grafeno (GO).



Absorbancia (u.a.)

o
P

GO-NSM10+CF’T: pH=74
' CPT-Carboxilato

o
w
1

o
N
L

o
-
1
LY
LY

= R -
=

—
-

— 192 h
—— 144 h
— 120 h
——86 h
—T2h
48 h
36 h
—— 24 h
—12h
——38h
——6&h
—_—h
— 2
1h
0.7 h
—0,3h

0,0

280

300 320 340 360 380 400 420

Comprimento de onda (nm)

Figura 44 Influéncia do pH 7,4 na estrutura quimica da camptotecina liberada pelo
oxido de grafeno decorado com nanoparticulas de silica (GO-NSMjo).

—0h

93



94

0,28 —— 192 h
e 1 NSM+CPT: pH=74 —— 144 h
© 0,24 ——120h
1 96 h
= 0,20- -
© ] 48 h
Ahlind 36 h
g 0,16- 24 h
] —12h
‘8 0,121 —
E 0,08- CPT-Carboxilato _;:
a ; A 1h
< 0,04 — 0.7 h
| —_— =

0,00

280 300 320 340 360 380 400 420
Comprimento de onda (nm)

Figura 45 Influéncia do pH 7,4 na estrutura quimica da camptotecina liberada pelas
nanoparticulas de silica (NSM).

Nos espectros da CPT liberada dos nanomateriais em pH 5,0 (Figuras 46-48),
dois ombros em aproximadamente 355 e 370 nm sdo nitidamente visiveis nos
espectros do GO+CPT (Figura 46), GO-NSM10+CPT (Figura 47) e NSM+CPT
(Figura 48) em todos os tempos de liberacdo, também relacionados as transi¢coes
eletronicas n-mm*. Essas Ultimas, no entanto, ocorrem em uma molécula de
camptotecina adotando uma estrutura molecular ligeiramente diferente daquela em
pH 7.,4. Mais especificamente, os ombros observados s&o referentes a transicoes
eletrébnicas ocorrendo na molécula antitumoral detendo a fungédo organica lactona.
Apés a hidrélise dessa fungao, gerando a espécie carboxilato, os referidos ombros
ndo sdo observados e, como resultado, temos aquela banda larga em 365 nm
mencionada. Dessa maneira, o presente estudo corrobora com as discussdes
referentes aos estudos de liberacdo de CPT e apresenta concordancia com o0s
dados da literatura.
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5. CONCLUSAO

O conjunto de técnicas de caracterizacbes fisico-quimicas como o UV-Vis,
RMN, DRX, TG/DTG, PZ, ASAP, MET, e MFA comprova a obtengdo do 6xido de
grafeno (GO), das nanoparticulas de silica (NSMs) e dos nanocompdsitos de 6xido
de grafeno decorados com nanoparticulas de silica (GO-NSMs). De acordo com as
curvas termogravimétricas, partindo-se da adicao de 10, 30 e 50% de silica (m/m) no
oxido de grafeno para formacao dos nanocompositos GO-NSM1o, GO-NSM3o e GO-
NSMso, respectivamente, a quantidade de silica que efetivamente encontra-se
funcionalizada nesses nanomateriais € de 4, 13 e 18% (m/m), nessa ordem. A
ressonancia magnética nuclear (RMN) sugere a formacao de ligacao covalente das
nanoparticulas de silica no GO através de formagao de ligacdo amina secundaria e
mostra um fenémeno inesperado de reducdo de grupos oxigenados no GO. O
fenbmeno descrito mostrou ser predominante no nanocompésito GO-NSMso por
questbes hipoteticamente relacionadas a saturacdo de superficie e/ou efeito de
reducéo de grupos oxigenados pelos grupos amino da silica através de mecanismos
de reacao semelhantes ao que ocorre nos processos de sintese de éxido de grafeno
reduzido utilizando-se hidrazina. Embora pouco frequente, a redugdo do 6xido de
grafeno pela silica ocorre também nos materiais GO-NSM10 e GO-NSMao.

Os estudos biologicos de interacdo com hemacias mostraram que o0s
materiais GO-NSMs apresentam teores de hemalise no minimo duas vezes menor e
no maximo 8 vezes menor comparado com o Oxido de grafeno, na faixa de
concentragédo entre 0 e 250 pg/mL de material que interage. De maneira
complementar, os estudos de efeito corona mostram expressiva reducdo de
interacdo de proteinas do plasma humano com os nanocompdsitos, possibilitando
minimizar a interagdo com proteinas especificas do sistema imunolégico atuantes no

processo de remoc¢ao de corpos estranhos.

O conjunto de técnicas de caracterizacdo compreendo as espectroscopias
UV-Vis, difratometria de raios X e microscopia eletrénica de transmissdo comprova o
encapsulamento/adsor¢cdo de camptotecina nas NSMs, GO e GO-NSMs. Um
inesperado fenémeno de interacdo camptotecina-camptotecina na superficie do GO
e GO-NSM1o foi identificado e discutido em termos de forcas intermoleculares
incluindo as ligacdes de hidrogénio e interagdes de empilhamento -1 formando-se

uma camada de camptotecina que interage com a nanoestrutura em uma interface e
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com outras multicamadas de camptotecina na interface oposta. Os estudos de
liberacao prolongada de farmaco em conjunto com os resultados de caracterizacao
mostraram rapida liberagdo de camptotecina pelas nanoparticulas de silica (12h) e
prolongada eliminagdo pelos materiais GO e GO-NSM1o (192h). A molécula
antitumoral detém maior interacdo quimica por esses dois Ultimos materiais e a
presenca de nanoparticulas de silica sobre a superficie do éxido de grafeno mostrou
importancia estratégica na modulagao e otimizagao das velocidades de liberagcdo em
pH 7,4 (em alusdo as condigbes fisiologicas dos organismos vivos) e pH 5,0
(atrelado as condicbes dos endossomas de células cancerigenas), inserindo o
nanocompésito GO-NSMio como potencial candidato as aplicagdes antitumorais em

menor risco no contexto de nanoseguranca.

Dessa maneira, os nanocompositos sintetizados, em especial 0 GO-NSMio,
caracterizam-se como potenciais nanocarreadores de farmacos e abre perspectivas
como: novos estudos fenomenoldgicos com outros sistemas bioldgicos (macréfagos
por exemplo); possibilidade de otimizagédo topografica mediante funcionalizagcdo com
moléculas especificas para sua internalizagdo seletiva em células antitumorais;
estudos de interacdo com sistemas biol6gicos mediante modelagem computacional
e molecular para maior compreensao das forgas envolvidas nesse processo; novas
possibilidades de exploragdo de aplicagdes no ramo de catdlise, remediacao
ambiental e novos estudos de interagdo com insetos em processos de controle de
pragas em produtos agricolas.
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