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RESUMO

SILVA, I. W. F. Sintese de copolimeros anfipaticos para geracao de moldes (templates)
para materiais metalicos nanoestruturados. 2022. 78 p. Dissertacdo (Mestrado em
Engenharia de Materiais) — Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de Sao Paulo,
Lorena, 2022.

A confeccdo de materiais metdlicos nanoestruturados atrai cada vez mais estudos para este
campo, tanto aplicado ao planejamento de estruturas quanto para aplicacdes nas dreas de
catdlise, superficies ativas e outras. Agregados poliméricos podem ser uma op¢ao de moldes
(templates) para a geragdo desse tipo de material para diversas aplicacdes. O mecanismo RAFT
de polimerizagdo permite a constru¢do de copolimeros sob medida entre eles os em blocos
anfifilicos. Estes agregam-se em meio aquoso levando a diversas morfologias dos agregados
poliméricos. A morfologia do agregado depende fortemente da estrutura molecular dos
copolimeros. Este trabalho usou a RAFT para desenhar copolimeros anfifilicos que se
agreguem gerando diferentes morfologias. A interacdo de cdtions metdlicos com esses
agregados e posterior reducdo levando a diferentes materiais metdlicos nanoestruturados que
foram caracterizados a fundo e testados, por exemplo, via DLS, espectroscopia UV-Vis, MEV
e TEM. O entendimento da relagdo entre a estrutura de diferentes polimeros usados como
templates e a morfologia dos materiais metélicos finais foi alcancado nesta dissertacdo. Foi
possivel observar diferentes propor¢des entre blocos hidrofébicos e hidrofilicos geram
diferentes tamanhos de nanoparticulas metélicas. Por dltimo, o uso de templates vesiculares

mostrou-se essencial para o aumento da atividade bactericida das nanoparticulas de prata.

Palavras-chave: Polimerizacdao RAFT. Vesiculas poliméricas. Polimerossomos. Nanoparticulas

metalicas. Atividade bactericida.






ABSTRACT

SILVA, 1. W. F. Synthesis of amphipathic copolymers for generation of nanostructured
metallic materials. 2022. 78 p. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia de Materiais) — Escola
de Engenharia de Lorena, Universidade de Sao Paulo, Lorena, 2022.

Metallic nanomaterials have attracted much attention lately due both to the different structures
that can be produced and by a vast application field for those materials in catalysis, active
surfaces and others. Polymeric aggregates may be an option as templates for the design and
building of this kind of materials for many applications. To reach that, RAFT polymerization
allows the synthesis of tailored amphiphilic copolymers that aggregate in aqueous media in
many morphologies that are strongly related to their molecular structures. In this work, RAFT
was used for the design of amphiphilic copolymers prone to form aggregates in aqueous media.
Metallic cations bound to the surface due to attraction forces can be then chemically reduced to
provide nanostructured metallic materials. Such materials were characterized in depth and
tested by, e.g., DLS, UV-Vis spectroscopy, SEM, and TEM, concerning their properties.
Important advance on the understanding of the relationship of the different hydrophobic and
hydrophilic ratio on the polymers used with the different sizes obtained. Lastly, vesicles

templating proves it essential to increase bactericide activity of silver nanoparticles.

Keywords: RAFT polymerization. Polymer vesicles. Polymersomes. Metallic nanoparticles.

Bactericide activity.
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1 INTRODUCAO

O estudo de copolimeros anfifilicos € cada vez mais relevante, principalmente pela
capacidade desses materiais formarem diversos tipos de agregados em meio aquoso,
destacando-se na atualidade as vesiculas poliméricas, também chamados de polimerossomos'.
As aplicagOes destas estruturas sdo variadas, podendo ser utilizadas como nanorreatores,
sistemas de transporte de farmacos e outros. Tais materiais também podem ser o elemento base
para outros tipos de agregados como micelas poliméricas?. A proposta deste projeto é usar esses
agregados, particularmente os polimerossomos como moldes (templates) para a geragcao de
materiais nanoestruturados de prata e subsequente determinacdo da atividade bactericida.

Para formar vesiculas em dgua, muitas vezes de forma espontanea, os polimeros devem
apresentar caracteristicas anfipaticas. Mais do que isso, em geral é necessdria uma separacao
bastante marcada entre uma regido polar e outra apolar na mesma cadeia polimérica. Isso é
conseguido por meio da sintese de copolimeros em bloco anfipéticos, por exemplo. Essa sintese
se tornou muito mais facil h4 cerca de 20 anos®.

Foi com o advento das técnicas de polimerizacdo via radical controlada (PRC)*, hoje
conhecidas como técnicas de Polimerizacdo por Desativacio Reversivel de Radicais
(Reversible-Deactivation Radical Polymerization, RDRP)’, que o uso de polimeros para a
formagdo de vesiculas se tornou mais factivel. Isso porque antes delas a sintese de copolimeros
em bloco era uma tarefa dificil e restrita a um conjunto reduzido de mondmeros.

Nas diversas variantes de RDRP, mesmo depois da polimerizagdo ter ocorrido, uma
extremidade da cadeia fica ligada ao grupo controlador usado. Dessa forma € possivel reiniciar
a polimeriza¢do com outro mondmero, facilitando como citado a producao de copolimeros em
bloco (anfipaticos, se desejado). Para o desenvolvimento deste estudo optou-se por usar a

Transferéncia Reversivel de Cadeia por Adi¢do-Fragmentagio (RAFT)®’

, uma variante de
RDRP que tem se mostrado efetiva e que pode ser aplicada a ampla gama de monomeros.

Em razdo da ampla gama de mondmeros compativeis com o uso da RAFT e por
permitir a reinicializa¢do, a geracdo de copolimeros em bloco anfifilicos para uso em vesiculas
poliméricas € facilitada. Pode-se também alterar, de forma planejada, as proporcdes entre os
blocos polar e apolar, modificando assim a estrutura que serd formada. Desta forma, gerando
estruturas poliméricas que se assemelham as estruturas fosfolipidicas utilizadas para a
confeccdo de lipossomos, sendo utilizadas entdo para formar estruturas andlogas. Dada as
grandes similaridades com as vesiculas lipidicas (lipossomos), as vesiculas poliméricas sao

chamadas por polimerossomos, do inglés polymersomes®.
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As aplicagcdes dos polimerossomos vao desde o isolamento de firmacos e enzimas em
seu interior aquoso para aplicagdo direta no meio bioldgico até nanorreatores para aplicagdo em
larga escala®>®!°, Uma aplicacdio interessante e de grande potencial é o uso aqui proposto:
moldes (templates) para a gera¢do de materiais metalicos nanoestruturados'!.

Para atuarem como bons templates, esses devem se ligar aos cdtions para posterior
reducdo e formacao de material metélico. Os polimerossomos com carga residual negativa e
grupos com pares de elétrons ndo-compartilhados na sua parte polar podem se ligar a cations,
fixando-os em posi¢do para, apds uma reacao de reducdo, gerar o material nanoestruturado, que
apresentard um padro definido pelo template polimérico'>. Mondmeros dcidos, como o 4cido
metacrilico e o 4cido acrilico podem gerar vesiculas carregadas negativamente com capacidade
de ligacao de cations, como j4 foi demonstrado na literatura (vide a seguir).

Por exemplo, materiais nanoestruturados de prata metélica sdo bastante propicios para
serem obtidos por meio de templating. Nanoparticulas de prata ja foram obtidas a partir de
polimerossomos de PEO-b-(PtBA-stat-PAA)'!. A presenca de unidades de 4cido acrilico
garantiu a ligacdo dos cdtions de Ag (I), que foram posteriormente reduzidos para geragcdo de
particulas de dimensdes nanométricas. Nesse estudo'!, ndo se explorou, porém, a influéncia dos
parametros moleculares do material polimérico nas caracteristicas das nanoparticulas de prata
formadas, o que se pretende realizar neste trabalho, usando-se diferentes tamanhos das unidades
repetitivas. Naquele estudo gerou-se um material metéalico com alta eficiéncia microbicida.

Mesmo copolimeros que nao apresentam carga formal negativa podem ser usados
como templates. Cao e colaboradores'® modularam a morfologia de nanoparticulas magnéticas
utilizando filmes de poliestireno-bloco-poli(metacrilato de metila) (PS-b-PMMA) de ultra alta
massa molar. Naquele trabalho, apenas variando a concentracdo das nanoparticulas nos filmes
conseguiram-se diferentes resultados para propriedades magnéticas e morfologia dessas
particulas'. Kang e colaboradores utilizaram poli(6xido de etileno)-bloco-poli(metacrilato de
metila) (PEO-b-PMMA), outro copolimero com carga neutra, para gerar nanoparticulas de PtCu
para uso como catalisador!*,

Em todos os casos citados aqui, copolimeros em bloco foram usados com sucesso para
a geracdo de sistemas metdlicos de dimensdes nanométricas, que apresentam, portanto,
altissimas dreas especificas, potencializando efeitos que se dao na interface do metal com o
meio em que ele esté inserido.

Figura 1 — Esquema proposto para as etapas realizadas neste trabalho, onde as etapas estdo
separadas por: a) sintese via RAFT dos copolimeros; b) autoformacdo via troca de solvente
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misciveis de polimerossomos; c¢) geracdo de nanoparticulas de prata por redu¢do quimica; e d)
eliminagdo de colonias de bactérias com as nanoparticulas.

(a) __PtBA

= f\_/ f\/
RAFT f\/ Hidrolise

macroCTA PS-b-PtBA PS-b-PAA

PS-b-PAA AgNO,

\n ™ (b) I

3 Autoformacdo 3
Nkl
Agua E Suspensdo de

polimerossomos

Nanoparticula
de prata estavel

(d)
6]
. @ ¢ @ 0 ,OQ
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Fonte: autoria prépria

A aplicacdo de polimerossomos de copolimeros em bloco produzidos sob medida
usando-se a técnica RAFT como soft templates é, portanto, uma janela de oportunidades para a
geracdo de materiais metélicos nanoestruturados e sobretudo para o controle da sua morfologia,
vide os exemplos j4 citados e com os objetivos tragados para este trabalho. Tais materiais podem
apresentar futuras aplicacdes como sistemas antibacterianos, entre outras.

A Figura 1 esclarece visualmente cada etapa deste trabalho de dissertagdo, onde na
primeira etapa (a), apds a sintese do primeiro bloco de PS, foi sinterizado os copolimeros via
RAFT que passaram por uma sintese posteriormente. Com isto, os polimerossomos foram
formados via troca de solventes misciveis (b) que foram utilizados para gerar nanoparticulas
metélicas (c). Estes materiais metélicos foram utilizados para impedir o crescimento de colOnias

de bactérias (d).

2 OBJETIVOS

- Sintetizar e caracterizar, usando a técnica RAFT, copolimeros anfipaticos que
apresentem unidades funcionais com potencial de ligar-se a metais em sua por¢ao polar.
- Gerar, e posteriormente caracterizar, agregados nanométricos (polimerossomos

preferencialmente) em solugdo aquosa usando os materiais sintetizados;
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- Confeccionar e caracterizar nanoparticulas de prata moldadas pelos agregados na
presenca de solucdes do cation de prata, por meio de reagdes de reducdo quimica;

- Testar a sua atividade bactericida dos materiais gerados;

- Relacionar a morfologia e as propriedades das nanoparticulas formadas com a

estrutura molecular dos materiais poliméricos utilizados.

3 JUSTIFICATIVA

O uso de polimerossomos como femplates para materiais nanoestruturados € uma
abordagem bastante promissora e ainda pouco explorada, dado que esse tipo de sistema
polimérico € relativamente novo. O uso da técnica RAFT permite a obtencdo de copolimeros
sob medida, facilitando o estudo sistematico da relac@o entre a estrutura dos copolimeros (e dos
polimerossomos por eles formados) e as caracteristicas e propriedades dos materiais metalicos
formados a partir deles. Materiais metdlicos nanoestruturados apresentam, devido por exemplo
a sua alta drea especifica, aplicacdo em dreas como catalise, agentes bactericidas'®, fotofisical>.

Caracteristicas esperadas para serem controladas podem ser, por exemplo, tamanho
das nanoparticulas e morfologia (esferoides). Estes s@o atributos sdo visados para aumentar a
razao superficie e volume dessas particulas e, assim, potencializar sua atividade bactericida.

As relagOes entre as caracteristicas dos materiais poliméricos e dos polimerossomos
com as caracteristicas e propriedades dos materiais metédlicos formados a partir deles sdo de
fundamental importancia para a geracdo racional de materiais metdlicos com propriedades
especificas e alta efici€ncia, para qualquer que seja a aplicacdo desejada. A busca por essas
relagdes € parte fundamental para expandir os horizontes de aplicacdes desses sistemas com

uma nova vertente intimamente relacionada a drea de materiais funcionais.
4 REVISAO BIBLIOGRAFICA
4.1 Polimerizacao radicalar
A polimerizacdo via radical livre (PRL) permite uma grande de aplicacdes
tecnoldgicas e comerciais. Com um conjunto simples de reacdes radicalares (indicado no

esquema da Figura 2 abaixo), pode-se confeccionar variados materiais a partir de mondmeros

vinilicos, como os (met)acrilatos, estirénicos e muitos outros.
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Figura 2 — Esquema de polimerizacao via radical livre, onde In € o iniciador; R € o radical; M
€ o mondmero; n e m nimeros finitos inteiros e H é o hidrogénio.

In R*

R*+ M —— RM*
RM* +nM ——=RMy,

RMj +RM] ——— RM(py+m)

RMj, +RMf —=RMpH+RMp(-H)

Fonte: imagem adaptada de Gehlen et al'’.

Como visto no esquema acima, a PRL comeca na iniciacdo a partir da quebra
homolitica de uma ligagdo especifica de um iniciador escolhido, formando os radicais que irdo
ligar-se a mondmeros dando inicio as cadeias poliméricas. Na etapa seguinte de propagacao, os
monodmeros vao ligando-se a cadeia até chegar a etapa de terminagao. Esta ultima pode ocorrer
de duas formas: combina¢do ou desproporcionamento.

Na combinagdo, duas cadeias em crescimento se encontram e os radicais de cada
formam uma ligacao, terminando o crescimento. Ja no desproporcionamento, o hidrogénio beta
de uma das cadeias em crescimento sofre uma quebra homolitica e liga ao outro radical da outra
cadeia. Os dois carbonos alfa e beta com um elétron desemparelhado ligam-se formando uma
ligacdo dupla, tudo isso simultaneamente. Este j4 um primeiro motivo para as cadeias
terminarem em tamanhos variados, além disso o tempo total de crescimento e término de uma
cadeia é muito curto, ou seja, conforme o tempo de reacdo passa, as cadeias formadas no
comeco da sintese podem divergir em massa molecular e em composicdo daquelas formadas
em tempos avangados de sintese. Outro problema bastante frequente € a possibilidade de ocorrer
ramificacdes nas cadeias por um mecanismo parecido ao desproporcionamento porém no meio
de uma cadeia ja formada.

Para diversas aplicacdes, a PRL € suficiente e extremamente eficiente. Entretanto,
devido aos problemas relacionados a terminacao enunciados acima, ha aplicacdes para as quais
€ necessario um controle mais fino das caracteristicas poliméricas como, por exemplo, baixos
valores dispersividade molar (D) e reiniciacdo de cadeias. Para isso sdo necessdrias técnicas
como as de Polimerizacao por Desativacdo Reversivel de Radicais (RDRP).

Importante ressaltar caracteristicas de polimeros melhoradas através do uso das

RDRPs e que sdo sempre em consideracdo na caracterizacdo de polimeros. Primeiramente,
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algumas determinagdes de tamanho das cadeias poliméricas baseiam-se em valores de massa
molar média numérica (M,), que é a média numérica da massa molar das cadeias poliméricas.
Também € bastante utilizado valores de massa molar média ponderada em massa (My), que se
leva em consideragdo o quanto cada cadeia contribui para obtencdo da massa molar média,
fazendo assim uma média ponderada na massa molar de cada cadeia. Com isso, pode-se obter
a razdo My/M,, também chamada de dispersidade molar, para determinar a distribui¢do dos
tamanhos de cada cadeia. A dispersidade molar tem valor minimo (ideal) de 1, quando todas as

cadeias tem a mesma massa molar.
4.2 RAFT

Dentre as RDRP, a Polimerizacdo mediada por Nitréxido (NMP), Polimerizacdo
Radical por Transferéncia de Atomo (ATRP) e a Transferéncia de Cadeia por Adicdo-
Fragmentacdo Reversivel (RAFT) sdo as mais consolidadas. Uma caracteristica das técnicas de
RDRP se destaca no contexto da temadtica aqui tratada: a possibilidade de reiniciagdo de uma
cadeia pré-formada, alongando-a com um monomero diferente. Isso facilita, sobremaneira, a
sintese de copolimeros em bloco'®, bloco fundamental para a montagem de nanoestruturas que
servirdo de template. Os fundamentos da RAFT que embasam essa caracteristica serdo

discutidos a seguir.

Figura 3 — Esquema do equilibrio entre as espécies dormentes e ativas que ocorre nas RDRP.
Ppy—A + Pn': pn' + Pp—X
M) M)

Fonte: imagem adaptada de Corrigan et al'’.

O trunfo das RDRP se dé pelo retardo na terminagdo das cadeias, isto é, as cadeias
vivas (espécies dormentes e ativas) crescem sem que terminem enquanto alternam entre um
estado dormente e um ativo (no qual ocorre a incorporacdo quase simultinea de novos
mondmeros as cadeias), como pode-se ver na Figura 3. Desta maneira, todas as cadeias podem
crescer quase simultaneamente, diminuindo muito o problema de formar cadeias de tamanhos
heterogéneos que ocorre na PRL'. Para isto a quantidade de radicais disponiveis no sistema
deve se manter baixa, assim evitando que espécies radicalares se encontrem e terminem,

gerando cadeias “mortas” (cadeias que ndo propagam mais).
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Figura 4 — Esquema geral do mecanismo RAFT.
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Fonte: imagem adaptada de Moad, Rizzardo e Thang’.

O mecanismo RAFT se baseia na presenca de ligacdes fracas C-S no agente de
transferéncia de cadeia (CTA)"%. Vale ressaltar que diferente dos outros mecanismos RDRP,
a RAFT utiliza mecanismo da PRL comum, somente diminui (em muito) as terminagdes
definitivas radicalares através de compostos sulfurados que mediam reacdes de transferéncia
de cadeia, como os ditioesteres e tritiocarbonatos®.

No esquema geral da RAFT visto na Figura 4, observa-se que a iniciagcdo se da pela
quebra homolitica de um iniciador radicalar qualquer, que reage com mondmeros formando
oligbmeros. Entdo essas pequenas cadeias em crescimento reagem com o CTA entrando num
equilibrio de transferéncia de cadeia, isto €, a formacao de intermedidrio radicalares que levam
a liberacdo de novos radicais, come¢ando novas cadeias na etapa de reiniciacdo. Esta etapa
intermedidria, conhecida como pré-equilibrio, estd diretamente relacionada com a taxa de
polimerizacdo (P,®) e a taxa de transferéncia de cadeia (radical propagante proveniente do

agente RAFT, Re). Destarte, tipicamente, a taxa de adi¢do (kaaa) € bastante alta enquanto que
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as taxas de fragmentacdo (k.aaa € kp) sdo baixas. Desta maneira, a constante de equilibrio
associada a essa etapa (K e Kr) levam ao crescimento controlado e (quase)simultaneo de todas
as cadeias’.

De forma simultanea, formam-se novos radicais e oligdbmeros até que as cadeias
entram em um equilibrio dinamico, denominado equilibrio de cadeia. Similarmente a etapa
anterior, as cadeias crescem conjuntamente enquanto permanecem num equilibrio quimico
formando um intermedidrio com o CTA e liberando outra cadeia para este mesmo crescimento.
Esta reacdo € regida pela constante de equilibrio Kp, que relaciona as taxas Kadsp € K-addp,
interligado as duas cadeias em crescimento e 0 intermedidrio’. Por fim, apesar de uma tentativa
de evitar ao madximo, os radicais inevitavelmente vao se encontrar levando a reagdes de
terminacoes definitivas. Encontrar 10% de cadeias mortas ao final de uma sintese RAFT ¢é
considerado um valor aceitdvel.

Nota-se que a escolha do CTA é de extrema importancia, pois os grupos Z ¢ R
interferem de forma decisiva nas constantes de equilibrio. O grupo R relaciona-se ao radical de
saida de transferéncia de cadeia na etapa de pré-equilibrio, isto é, o kg € diretamente dependente
da escolha do grupo de saida R. O grupo Z relaciona-se com a ativagao e desativacdo da dupla
ligacdo da tiocarbonila do agente RAFT, assim como com a estabilidade dos radicais
intermedidrios formados tanto na etapa de pré-equilibrio quanto no equilibrio principal. Moad,
Rizzardo e Thang’ listam algumas condi¢des para uma polimeriza¢io RAFT eficaz:

e Agente inicial RAFT e polimero-agente RAFT devem ter uma dupla ligacdo
C=S reativa (kadad);

e Os radicais intermedidrios, de ambos equilibrios, devem fragmentar-se
rapidamente (suficientemente alto kp e fraca ligacdo S-R no intermedidrio) e
ndo ocorrer reagdes paralelas;

e A clivagem do intermedidrio no pré-equilibrio deve ocorrer a favor de produtos
(kp > k-ada);

e Oradical de saida (Re) deve eficientemente reiniciar a polimerizagao (ki > k).

A ma escolha da combina¢do mondmero e CTA pode acarretar num mal controle das
cadeias (D > 1,4) ou incompatibilizacdo de diferentes mondmeros, por exemplo na tentativa de
formar copolimeros’. Outro fator que pode levar a problemas na copolimerizacio é a ordem de
estabilidade dos mondmeros, uma vez que por deslocalizacdo eletronica e substituintes dos
radicais vinilicos a serem formados interferem muito na reatividade das espécies dormentes.

Portanto, geralmente, esta ordem de reatividade € seguida para ordem de sintese de cada
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monomero. A ordem de estabilidade dos radicais resultantes, dos mondmeros mais utilizados,
¢ metacrilatos > estirenos > acrilatos. Importante ressaltar que esta ordem ndo € absoluta e pode-
se levar em consideracdo diversos fatores como: estabilidade de radicais; efeitos polares e

efeitos estéricos**'22,

Figura 5 — Morfologias possiveis proporcionadas pelo mecanismo RAFT.
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Fonte: imagem adaptada de Corrigan et al'®.

Como ap6s o fim das reacdes, o CTA continua ligado ao final das cadeias é possivel
recomeca-las, caso queira-se aumentar a massa molar média adquirida, ou até mesmo

. L . . ~ . 19
engenheirar polimeros em diversas configuracdes, como mostrado por Corrigan et al’” na
Figura 5. Estas caracteristicas sdo um dos motivos do uso da técnica de polimeriza¢do neste
presente trabalho, onde a partir homopolimeros hidrofébicos foi possivel sintetizar copolimeros

dibloco anfifilicos que puderam ser utilizados para cumprirem com 0s objetivos propostos.

4.3 Polimerossomos

A sintese de copolimeros em bloco que contenham uma por¢do apolar e outra polar,

copolimeros anfifilicos, permite a confec¢@o e diversos tipos de agregados em solugdo aquosa,
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como de micelas e vesiculas. Assim, a RAFT tornou-se uma importante ferramenta para
geracdo de materiais que levam a essas estruturas, uma vez que a sintese de diferentes blocos
vinilicos com diferentes funcionalidades € bastante facilitada, podendo ainda ter posteriores

modificagdes.

Figura 6 — Morfologias possiveis para agregados de copolimeros anfifilicos variando a
proporcao entre as cadeias hidrofilicas e hidrofébicas.
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Fonte: imagem de adaptada de Rideau et al**.

Mais do que a simples producdo destas estruturas, é possivel, pelo controle da
polimerizacao, obter diferentes agregados a partir da composicao relativa dos blocos, algumas
das possibilidades podem ser observadas na Figura 6. Por exemplo, aproximando a propor¢ao
entre as por¢des polares e apolares, consegue-se obter, muitas vezes, agregados autoformados
poliméricos, isto &, vesiculas poliméricas®.

As vesiculas poliméricas possuem grande similaridades com as vesiculas lipidicas
(lipossomos), tanto quanto ao conceito como quanto a algumas aplicagdes mais 6bvias. Por
conta disso, as vesiculas poliméricas comegaram a ser chamadas por polimerossomos, do inglés

polymersomes ®. Assim como nos lipossomos, observa-se que o bloco apolar esté relacionado

a resisténcia mecanica das vesiculas assim como o bloco polar esta relacionado a carga na
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interface entre a vesicula e os meios internos e externos®. E possivel conferir a diferenca
estrutural, e suas semelhancas, através dos esquemas 2D e 3D de um lipossomo e um

polimerossomo de copolimeros dibloco na Figura 7.

Figura 7 — Estruturas 2D e 3D de lipossomos e polimerossomos de copolimeros diblocos.
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Fonte: imagem adaptada de Rideau et al

Dadas as semelhancas, vale ressaltar algumas diferencas, ou até mesmo vantagens, das
vesiculas poliméricas em relacdo as lipidicas. Uma vantagem bastante clara ¢ a grande
diversificacdo na estrutura proporcionado pelas RDRP, assim como o controle dos tamanhos
de cadeia, que podem proporcionar agregados maiores, na ordem das centenas de nandometros
e maior resisténcia do agregado quando comparado as vesiculas lipidicas.** Outra caracteristica,
que diferencia bastante os dois tipos, inclusive na aplicacdo, € a possibilidade de planejamento
também da parte polar dos polimerossomos, o que aumenta a variabilidade de aplicacdes
possiveis, como a visada por este trabalho.

Desta maneira, ha vdrias possibilidades a serem exploradas apenas modificando-se

estas duas por¢des, como diferentes tamanhos de vesiculas e estabilidade dos agregados. Por
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isso, este trabalho explorou duas cadeias de PS (apolar) com 2 diferentes tamanhos para
comparar a estabilidade dos autoagregados mantendo-se o tamanho préximo dos blocos polares.
Para atuarem como bons templates, estes devem se ligar aos cédtions para posterior redugdo e

formacao de material metalico.

Figura 8 — Esquema comparativo entre o uso de polimerossomos e micelas como templates.
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Fonte: imagem adaptada de Lu et al''.

Os polimerossomos com carga residual negativa e grupos com pares de elétrons nio-
compartilhados na sua parte polar podem se ligar a cations, fixando-os em posicao para, apds
uma reacdo de reducdo, gerar o material nanoestruturado, que apresentard um padrao definido
pelo template polimérico'?. Além disso, o uso de polimerossomos, em vez de micelas, permite
uma captacao mais homogénea dos cdtions na parte hidrofilica, gerando nanoparticulas mais

finas e homogéneas, como mostra a Figura 8.!!
4.4 Nanoparticulas metalicas
O estudo da formacgao de nanoparticulas metélicas por reducao quimica ja € bastante

consolidado devido ao controle estrutural suficientemente bom, velocidade de reagdo e baixo

custo®®. Contudo, o estudo de estabilizadores que agem como capping agent ou templates ainda
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€ bastante relevante para melhorar suas aplicacdes e estabilidades destes materiais metalicos
nanoestruturados.

Ha dois tipos de templates que se destacam pelos seus usos, hard e soft. Os
polimerossomos se enquadram no segundo caso que tem como principal vantagem —em relacio
aos chamados hard templates — o fato de serem removidos com facilidade apds a preparacao
do material e por isso mesmo manterem a nanoestrutura metalica intacta'!'. O uso de polimeros
como estabilizadores na formagao de nanoparticulas metélicas por redu¢ao quimica ja se provou
bastante promissor, como o dlcool polivinilico (PVA)?*?°. Portanto, a utilizacdo de agregados
poliméricos como templates se mostra cada vez mais emergente devido ao maior controle das
propriedades das nanoparticulas.

As vesiculas poliméricas atuam na superficie das nanoparticulas tanto antes da
formacdo (captando os cdtions) quanto ap6s ligando-se aos dtomos da superficie. Como mostra
a Figura 9, a falta de ligantes aos dtomos da superficie aumenta a energia superficial, ou seja,
diminui a estabilidade. Os grupos anidnicos do copolimero proposto ligam-se a estes atomos
diminuindo a energia superficial das nanoparticulas, facilitando sua formacao, além de sua

estabiliza¢do termodinamica™.

Figura 9 — Esquema diferenciando as interagdes entre atomos da superficie com atomos internos.
O mesmo principio aplicado para liquido, s6lido amorfo e sélido cristalino.
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Fonte: imagem adaptada de Wang et a
Diferentemente de liquidos e s6lidos amorfos, no caso de sélidos cristalinos tem de se
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levar em consideracdo os planos mais estaveis para formagao em suas superficies. Como pode-
se considerar analogamente a uma gota de liquido em que os 4tomos internos sao mais estaveis
por possuirem mais interacdes com atomos vizinhos, o mesmo ocorre para metais e ligacoes
metélicas. Por exemplo, metais cfc, como prata e ouro, tem o plano (111) como o plano de
maior densidade atdmica, isto €, este € o plano onde um 4dtomo terd maior ligagdes metalicas
com seus atomos vizinhos. Por isso, a energia de superficie varia depende do plano a qual esta

superficie é formada da seguinte forma: y11) < Y100y < Y110y < qualquer outro plano’'.
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Dependendo, todavia, do ligante utilizado € possivel vencer o aspecto termodinamico
selecionando planos preferencias. Estabilizando planos mais energéticos num rdpido
crescimento a partir de interacdes orientadas pelos ligantes presentes>3>. Alguns exemplos de
ligantes conhecidos sdo: polivinilpirrolidona (PVP) gerando faces Ag(100) e nanoparticulas

34,35,

cubicas™™>’; fons citrato gerando faces Ag(111

(CTAC) gerando faces Au(221)%.

)3637: & cloreto de hexadeciltrimetilamonio

A formacao de nanoparticulas metdlicas pelo método de reducdo quimica consiste em
dois estdgios: nucleacdo e, posterior, crescimento. Termodinamicamente, € necessario vencer
uma barreira de energia livre para que a nucleacio ocorra e prossiga com o crescimento durante
a reducdo de cations para metal. A variagdo de energia livre é a soma da energia livre de
formacdo do novo volume e a energia da nova superficie criada, assim como demonstra a

Equacio 1 do calculo de energia livre de Gibbs (AG) para a formacio de particulas esféricas™.

AG = —gnrmav + 4nr2y (1)

Onde AGy ¢ a energia livre do novo volume formado, r € o raio do embridao formado e
v € a energia livre de superficie por unidade de 4rea. Dada esta equagdo, obtém-se um valor
maximo da energia livre total no valor de raio critico (r*), no qual este valor serd a energia de
ativacdo do sistema (AG¥*) para que a nucleacao ocorra. Assim, um embrido de raio r formado
precisa que r > r* para que este embrido se torne um nicleo para que seu crescimento resulte

num estado de menor energia, como demonstrado graficamente na Figura 10 abaixo™.

Figura 10 — Gréfico relacionando o tamanho dos embrides e energia livre de Gibbs do sistema.
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Fonte: imagem adaptada de Zhang et al*’,
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Apo6s a barreira termodinamica ser vencida, os fatores cinéticos possuem maior
predominancia no crescimento continuo dos nucleos, podendo ser por adi¢do molecular,
crescimento secunddrio ou engrossamento de Ostwald?®. Na adi¢io molecular os 4tomos sio
adicionados na superficie dos nicleos e o processo depende fortemente da taxa de nucleagdo e
crescimento. Quanto maior a taxa de nucleacdo, menor a taxa de crescimento e desta maneira
obtém-se particulas menores e maior uniformidade na distribui¢do de tamanho.

Outro mecanismo € o crescimento secundario que se da pela colisdo e agregagdo entre
as particulas. Ainda assim, depois que as particulas estabilizarem pelo tamanho alcancgado,
particulas de maior tamanho continuam a crescer consumindo particulas menores até serem

completamente dissolvidas. Este fendmeno € conhecido como engrossamento de Ostwald.

Figura 11 — Dinamica de dissolugdo e redeposi¢do do material em crescimento (flechas laranjas)
ou rapida migracao de atomos da superficie (flechas verdes).
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Fonte: imagem adaptada de Wang et a
Importante ressaltar que apesar de teoricamente estes mecanismos de formagao serem

andlogos a solidificacdo de metais, na pritica sdo bastantes distintos. As nanoparticulas sio
formadas em meio aquoso através da reducdo a partir de um composto quimico, isto €, os
mecanismos de crescimento ndo se dao por simples difusdo atdmica (ja que ocorrem em baixas
temperaturas para isto). Provavelmente os mecanismos ocorrem concomitantemente, por
exemplo, através de um equilibrio de dissolucdo e redeposi¢do na superficie (Figura 11),
complementando outros meios de crescimento.

Outro fendmeno indesejavel, e ainda mais impactante que o crescimento das
nanoparticulas, é a agregacdo e formacdo de clusters. Para diminuir a energia superficial e
devido a fortes interagdes coesivas, os agregados estabilizam o sistema até o ponto de sair de
uma suspensao metaestavel para a precipitagdo destas estruturas. Como mostra a Figura 12
abaixo, hd diversas possibilidades de agregacao que podem ocorrer no material até a formagao

de clusters (Figura 12d), que j4 implicam na perda de 4rea superficial disponivel. O uso de
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templates, como estabilizadores da interface das nanoparticulas, se mostra essencial para evitar

este fendmeno, isolando as nanoparticulas para algo como a Figura 12a mostra.

Figura 12 — Possibilidades de agregacdo das nanoparticulas, onde as nanoparticulas estdo: a)
nao agregadas; b) agregadas em cadeia; c) agregadas em glébulos; d) completamente agregadas
(clusters).
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Fonte: imagem adaptada de Wang et al*’.

Importante também, além do entendimento da formacao de nanoparticulas, € o papel
destas estruturas poliméricas para uso como templates. Para confec¢do de nanoparticulas,
muitas vezes se mostra necessario a utilizagdo de estabilizadores, que também agem como
capping agents, que funcionam como mais uma barreira termodinadmica, diminuindo a tensdo
superficial, contra a agregacdo de particulas®. A estabilizacdo através de macromoléculas € a
partir de ancoragem das particulas com por¢des que envolvem a nanoparticulas e conseguindo
assim distanciar particulas umas das outras*'**. O uso de vesiculas poliméricas supri essas
necessidades para a geracdo de nanoparticulas metélicas, além de permitir um controle mais

fino da morfologia e do tamanho destas particulas.
4.5 Mecanismo bactericida

As bactérias podem ser divididas em dois tipos, gram-positivas € gram-negativas,
dependendo da organizagio basica de sua parede celular.* Esta distingdo é importante para esta
dissertacao na questdo da resisténcia associada as membranas de cada tipo. As paredes celulares
das bactérias sdo compostas por uma rede macromolecular, chamada peptideoglicano. As
bactérias gram-negativas sdo compostas por poucas (ou uma) camadas de peptideoglicano
ligados a lipoproteinas na membrana externa, que com outros compostos formam a membrana

44 L . .. .
externa™. As bactérias gram-positivas possuem paredes celulares com muitas camadas de

peptideoglicano e virios componentes que formam uma estrutura mais complexa e espessa**.
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Figura 13 — Agdes bactericidas de nanoparticulas de prata.
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Fonte: imagem adaptada de Yin et a

Estas diferencas entre as paredes celulares, tornam as bactérias gram-positivas mais
resistentes do que bactérias gram-negativas, por exemplo impedindo a penetracdo das
nanoparticulas de prata pela parede celular*®. Os mecanismos antibacterianos das
nanoparticulas de prata sdo varios, como a liberacdo de ions que pode aderir aos compostos
sulforosos da proteina levando a permea¢do na membrana citoplasmatica e ao rompimento da
membrana.*’ Desta maneira, as enzimas respiratérias podem ser desativadas gerando espécies
reativas de oxigénio e interromper produgio de ATP.* Estas espécies reativas sdo os principais
agentes para rompimento da parede celular e modificacdo do DNA, impedindo replicacdo de
DNA, reproducdo celular, sintese de proteinas por desnaturacdo dos ribossomos, levando a
morte da célula.*” As nanoparticulas de prata (AgNP) podem também perfurar a membrana,

desnaturar a membrana citoplasmdtica rompendo organelas e interromper a transducao de sinal

50,51 145

bacteriano levando a apoptose celular. Dado os diversos mecanismos, Yin et a

propuseram um esclarecedor esquema, como pode-se ver na Figura 13.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Confec¢ao dos materiais poliméricos

Neste trabalho, dois materiais a base de PS-b-PAA foram confeccionados conforme
os protocolos a seguir. Primeiramente, foi feita a sintese em massa do bloco apolar do material,
usando-se estireno (99 %, Sigma Aldrich). O CTA utilizado foi o tritiocarbonato de
cianometildodecila (98 %, Sigma Aldrich) e o iniciador utilizado foi o 2,2-azobis(2-
metilpropionitrila), AIBN, (98%, Sigma Aldrich). O AIBN foi reprecipitado em etanol frio,
seco e guardado a baixas temperaturas. A razdo molar [CTA]:[iniciador] utilizada foi de 5:1.
A sintese se deu num baldo de trés bocas em atmosfera inerte de gds argdnio, acoplado a um
condensador, sob banho de glicerina a 70°C e agitacdo magnética a 500 rpm.

O crescimento do bloco de PS foi acompanhado por GPC, assim quando o polimero
chegou a um valor de massa molar média numérica desejavel, parou-se a reacdo. O bloco de PS
que foi posteriormente usado como CTA, sendo chamado a partir de agora de macroCTA e, foi
purificado duas vezes em metanol (Sigma Aldrich), sendo ressolubilizado em tetraidrofurano
(THF). A propor¢ao volumétrica da mistura reacional por metanol foi de 1:8. Depois o material
foi seco na capela até o excesso de metanol ser evaporado e depois ficou algum tempo na estufa
até que a massa nao variasse mais. O macroCTA purificado foi caracterizado por GPC, FTIR e
RMN 'He "C.

Com o mesmo sistema anterior, agora para a confeccdo de PS-b-PtBA, utilizou-se o
macroCTA purificado, acrilato de terc-butila (tBA), 98% Sigma Aldrich, como mondmero e
AIBN como iniciador. Diferentemente, esta sintese foi feita em solu¢do com 40 %v. de dioxano
(Sigma Aldrich). Dada a velocidade de reacdo, a sintese foi interrompida assim que a
viscosidade do meio reacional aumentou a ponto de impossibilitar a rotacdo do agitador
magnético. O copolimero formado foi purificado duas vezes, utilizando uma proporcao
volumétrica mistura reacional e metanol de 1:7 e gotejando dgua destilada até que a solucdo
ficasse transparente, ndo havendo mais precipitado perceptivel. Depois o material foi seco
incialmente seco em capela até o excesso de metanol ser evaporado e posteriormente em estufa
até que massa permanecesse constante. O copolimero purificado foi caracterizado por GPC,
FTIR e RMN 'He "°C.

Com objetivo de hidrolisar o PS-b-PtBA a PS-b-PAA, dissolveu-se o material numa
propor¢do 1:10 de copolimero purificado (em massa) em diclorometano (em volume).

Adicionou-se entdo dcido trifluoracético (TFA), 99% Sigma Aldrich, numa propor¢ao molar de
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1:5 entre o numero de mols de ésteres de terc-butila e o TFA. A reacdo se deu a temperatura
ambiente, sob agitacio por 20 h em sistema fechado”>. Apés o tempo de reagio, o sistema foi
aberto até total evaporacao do diclorometano, o sistema foi entdo colocado em banho de dgua
a 75 °C para total evaporacao do 4cido. O material foi seco na estufa para evaporar o dlcool
formado na hidrdlise. O material obtido foi caracterizado por GPC, FTIR e RMN 'He 3C.

Os copolimeros foram gerados com o objetivo de se obter materiais com variacao
sistematica dos blocos, conforma a Tabela 1 abaixo. PS-1 € um macroCTA menor que PS-2,
isto €, x € menor que y (x <y). Os blocos de PtBA foram planejados para que tivessem tamanhos

proximos em ambos copolimeros (z = z*).

Tabela 1 — Planejamento para a sintese dos materiais poliméricos, onde x <y e z = z*.

Caodigo Material
PS-1 PSx
PSPtBA-1 PSx-b-PtBA,
PSPAA-1 PSx-b-PAA,
PS-2 PSy
PSPtBA-2 PSy-b-PtBA+
PSPAA-2 PSy-b-PA A+

Fonte: autoria prépria
5.2 Formacao de agregados poliméricos

Para a autoagregacdo destes materiais sintetizados, foi preparada uma soluciao de 20
mg mL™"! de copolimero em THF. Esta solucdo foi injetada vagarosamente em dgua destilada
ou solucdo-tampao fosfato em diferentes pH, sob forte agitacdo e em temperatura ambiente por
20 min, a fim de obter uma solugio de 50, 100 e 200 ug mL™! de copolimero. Os agregados
foram caracterizados por DLS e de seus potenciais zeta. Foi testado também o comportamento

das vesiculas na presenga de nitratos, principalmente o nitrato de prata (AgNO3).

5.3 Confeccao de Nanoparticulas

Aos agregados poliméricos, foi adicionado AgNO; 0,1 mol L', mantendo-se em
agitacdo magnética por 30 min em camara escura. A quantidade adicionada foi calculada para
que se atingisse uma razao molar 1:2 e 1:1,6 de prata em relacdo a carboxila ([Ag+]:[COO-])

para o PSPAA-1 e o PSPAA-2, respectivamente. Apds a homogeneizacgao, foi adicionado 0,1
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mL solugdo de tetraidroboreto de sédio (NaBH4) contendo o equivalente a razdo massica de 3:1
(NaBH4:Ag), assim manteve-se sob agitacio em cimara escura por 4 h. Este protocolo foi
adaptado a partir do método utilizado por Lu et al'!. Também foram testados a redugiio quimica
utilizando 4cido ascérbico e dcido citrico. As nanoparticulas de prata foram caracterizadas por
DLS, medicao do potencial zeta, espectrometria UV-Vis e SEM.

Para os testes da atividade antimicrobiana das nanoparticulas, foram feitas suspensoes
mais concentradas, igualmente testadas para que mesmo com o aumento da concentragio as

caracteristicas do material se mantivessem.

5.4 Determinacio da Concentracao Minima Inibitéria (MIC) e da Concentracio Minima
Bactericida (MBC)

Os ensaios para a determinacao da concentragdo minima das nanoparticulas metélicas
necessdria para inibir o crescimento de bactérias foram feitos de acordo com Wiegand et al*>.
As espécies de bactérias utilizadas no ensaio em duplicata foram: Escherichia coli (ATCC
25922), Bacillus subtilis (PY79) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923).

Primeiramente, 10 mL do meio de caldo de Miiller-Hinton (MHB) foi inoculado com
um pequeno numero de bactéria a partir de uma tnica col6nia depositada numa placa de dgar
sOlido. As bactérias foram incubadas durante a noite a 37 °C e sob agitacdo de 250 rpm. A
suspensao de células foi entdo diluida 50 vezes no meio MHB e incubada novamente a 37 °C.
Alcangando a densidade 6tica a 600 nm em aproximadamente 0,4, a suspensdo de células foi
novamente diluida 250 vezes no meio MHB, resultando numa suspensdo de bactérias de
aproximadamente 10° CFU mL!. Paralelamente, numa placa de 96 pocos de polipropileno com
fundo em U, uma diluicdo (em duas vezes) seriada de duplicatas das nanoparticulas no meio
MHB foram preparadas com duas vezes mais concentradas em relacdo ao volume final de
nanoparticulas, de tal forma que a concentraciio de prata variasse entre 53 ¢ 0,8 ug mL™! e num
volume de 75 pL. Foram preparados também controles em concentragdes equivalentes aos
sistemas de nanoparticulas das: vesiculas poliméricas (sem prata) do PSPAA-1 e do PSPAA-2;
nanoparticulas de prata geradas sem a presenca de agregados poliméricos; e do redutor somente
na presenca de dgua. Em seguida, 75 pL da suspensdo de células foram adicionados as
suspensdes de nanoparticulas anteriormente preparadas, resultando numa suspensdo de
bactérias de aproximadamente 5 x 10° CFU mL!. A suspensio de bactérias adicionada & placa
de 96 pocos teve sua concentracdo final checada a partir de uma dilui¢do em 1000 vezes, de

aproximadamente de 10° para 10° CFU mL™!, e assim plaqueando pontos de 10 uL numa placa
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de LB-agar solida que foi incubada a 37 °C por 18 h. O ntimero de coldnias de cada ponto foi
contado e normalizado para a concentracdo final de bactérias usada no ensaio. MHB inoculado
com 75 puL da suspensdo de bactérias foi usado como controle positivo e MHB esterilizado
como controle negativo. Apds 18 h, o crescimento de bactérias foi checado visualmente para
determinagdo da MIC e as 3 menores concentragdes foram plaqueadas a 37 °C durante a noite
para determinar a MIC e a MBC. Estas andlises foram feitas com auxilio e no Laboratério de
Sistema Biomiméticos do Instituto de Quimica da USP (IQ-USP) seguindo os protocolos de

Carretero et al>.

5.5 Caracterizacoes

5.5.1 Cromatografia de Permeacdo em Gel (GPC)

Os ensaios de GPC foram feitos utilizando um Cromatégrafo Liquido de Alta
Eficiéncia, com injetor automdtico (Sil-20A), detector de indice de refracdo (RID-A) da
Shimadzu, uma pré-coluna Phenogel 5 u linear/Mixed e mais duas colunas Phenogel 5 u 10E6A
e 10E4A da marca Phenomenex®. Os padrdes utilizados foram de poli(metacrilato de metila)
(PMMA). A fase mével utilizada foi de THF + 0,3% trietilamina (TEA) a uma razado de 0,8000
mL min”'. As medidas foram realizadas no Laboratério de Quimica de Polimeros do
Departamento de Materiais (DEMAR) da Escola de Engenharia de Lorena da Universidade de
Sao Paulo (EEL-USP). Para determinag@o da cinética do crescimento das cadeias durante a
polimerizacdo dos materiais, foi extraida periodicamente uma gota da mistura reacional do
baldo reator e dissolvido em 2 mL de fase moével. Os materiais purificados foram dissolvidos
na fase mével obtendo uma solucdo 4 mg mL™!. Apés a preparagio das solugdes, todas amostras
foram filtradas utilizando um filtro de membrana de politetrafluoretileno (PTFE) hidrofébico

0,22 um (Analitica) para assim realizar a analise.

5.5.2 Espectrometria de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Pastilhas de brometo de potédssio (KBr) dos materiais purificados foram preparadas no
Laboratério de Reciclagem de Polimeros do DEMAR da EEL-USP. As amostras foram
analisadas em espectrometro de infravermelho IR Prestige 21, Shimadzu, situado no mesmo
laboratério. Corre¢des via software foram realizadas para remocdo de pico da atmosfera,

suavizacdo da curva e ajuste da linha base.
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5.5.3 Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e '*C (RMN - 'H e °C)

As amostras foram preparadas na concentracio de 5 mg mL' em cloroférmio
deuterado (CDCls-d;), para o PS e o PS-b-PtBA, e dimetil sulf6xido deuterado ((CD3)2SO-ds),
para o PS-b-PAA. As analises foram feitas num INOVA 300 MHz pela Central Analitica do
Instituto de Quimica da USP.

5.5.4 Espalhamento de Luz Dinamico (DLS) e Potencial Zeta

Tanto para as vesiculas preparadas em diferentes condigcdes quanto para as
nanoparticulas metélicas confeccionadas, os diametros hidrodindmicos, a polidispersividade e
a taxa de contagem média foram determinados por DLS, em 5 medidas por andlise. O
equipamento utilizado foi um ZetaPlus/ BI-PALS (Brookhaven Instrument Corp.) acoplado
com um laser interno (660 nm) situado no Laboratério de Quimica de Polimeros do DEMAR
da EEL-USP.

Foram realizadas também analises de DLS, num Zetasizer Nano (Malvern), no
Laboratério de Sistemas Biomiméticos do 1Q-USP para determinagdo do Z-Average, média
numérica e obtencdo grifica dos resultados. No mesmo equipamento, foi possivel determinar o

potencial zeta das estruturas obtidas em diversas condigdes.

5.5.5 Espectrometria de UV e Luz Visivel (UV-Vis)

Todas as nanoparticulas metdlicas formadas foram escaneadas de 300 a 800 nm, numa
taxa de 600 nm min™! no espectrometro UV-Vis, em cubeta de quartzo. O equipamento utilizado
foi um Thermo Scientific Evolution 201 UV/Vis disponivel no Laboratério de Quimica de

Polimeros do DEMAR da EEL-USP.

5.5.6 Microscopia Eletronica de Varredura (SEM)

Para preparacdo das amostras para a utilizagdo do SEM, cuidadosamente foi colocada
uma gota da suspensdo de nanoparticulas de prata em cima de uma fita de carbono, evaporando
a dgua a 100 °C por 1 h. As andlises foram feitas num SEM de bancada, da marca HITACHI,
modelo TM3000, disponivel no DEMAR da EEL-USP.
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Para o preparo das amostras de SEM, acoplado a um FEG, foi similar ao anterior,
porém as amostras foram metalizadas com ouro. A andlise foi feita no Instituto Nacional de
Pesquisas Espaciais (INPE), usando um microscépio eletronico de emissao de campo JEOL
JSM-7401F, com um detector de elétrons secundérios, sob uma voltagem de aceleracdo de 5,0

kV. A distancia de trabalho de aproximadamente 3,0 nm e uma resolucao de 1,5 nm.

5.5.7 Microscopia Eletronica de Transmissao (TEM)

Para o preparo das amostras, as grades foram carregadas negativamente utilizando o
equipamento glow discharge (PELCO easiGlow) aplicando os seguintes parametros: vacuo de
0,37 mBar, plasma de 15 mA e 25 seg de Glow. As grades foram incubadas com as amostras
(5 uL) por 1 minuto, o excesso de amostra foi retirado cuidadosamente com papel filtro (Qualy
Prolab, 501.009), rapidamente lavadas duas vezes com dgua mQ e secadas com papel filtro
(Qualy Prolab, 501.009) e imediatamente cobertas com uma solucio de 2% de acetato de uranila
(3 uL), duas vezes por 30 segundos e secadas com papel filtro. O preparo foi feito com o auxilio
do Laboratério do Prof. Shaker Chuck Farah do IQ-USP. As andlises foram feitas no

microscépio disponivel na Central Analitica do IQ-USP.

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Sintese e caracterizacao dos materiais

Os materiais propostos (os homopolimeros de PS que foram utilizados como
macroCTA e dois copolimeros de PS-b-PtBA) foram sintetizados com sucesso via
polimerizacdo RAFT. Pode-se acompanhar o aumento da massa molar média das cadeias
conforme a reacdo se dava a partir do uso do GPC. A Figura 14 abaixo mostra o crescimento
das cadeias de PS dos dois macroCTAs sintetizados. Visto que s3o dois materiais de
composi¢io quimica igual, isto é, a principal diferenca entre os materiais € o tamanho do bloco
hidrofébico, adotou-se PS-1 e PS-2 para melhor designar os materiais de menor e maior massa
molar média, respectivamente. Conforme estes macroCTAs forem usados para a confec¢ao de
outros materiais, a numeragao permanecera a mesma (por exemplo, o PS-1 formard o PSPtBA-
1 e entdo o PSPAA-1). As Tabelas 1 e 2 esclarecem melhor os codigos utilizados para designar

cada material sintetizado.
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Figura 14 — Monitoramento da polimeriza¢ao dos macroCTA’s de poliestireno (PS) sintetizados
via polimerizacdo RAFT: a) PS-1 e b) PS-2. Os simbolos cheios sao referentes a massa molar
média numérica (Mn) e os vazios referem-se a razao de dispersidade molar (Mw/Mn).

20000 1.5
a b
17277
- " 14
n
n
_~ - = -1 13
e}
£ 10242 = §
~ _ [ ] ] n =
910000 . ;
[ O | |
= ] = -11.2
o o118
]
O
] O O
] 0 o 1.11
- | [ - o 1.1
[
]
0 T T T T |- T T T T 1.0
0 500 1000 0 500 1000
Tempo (min)

Fonte: autoria prépria.

Obteve-se macroCTA’s de poliestireno (PS-1 e PS-2) de forma controlada via RAFT,
com bons valores de B (Mw/Mn) e com valores distintos de massa molar média, oferecendo
caracteristicas diferentes dos materiais a serem utilizados mais a frente (Figura 14 e 15). A
partir deles, deu-se andamento ao crescimento dos blocos hidrofilicos (do material final),
crescendo um bloco de PtBA primeiramente. O PSPtBA-1 teve uma reacdo muito rapida, por
causa disso ndo foi possivel fazer um acompanhamento do crescimento das cadeias, o
cromatograma final se encontra na Figura 16. Portanto, na Figura 15, pode-se acompanhar o
crescimento do PSPtBA-2, que foram feitos ajustes no protocolo (aumento da quantidade de

solvente).
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Figura 15 — Monitoramento da massa molar durante a sintese do PSPtBA-2 via polimerizacao
RAFT. Os simbolos cheios sdo referentes a massa molar média numérica (Mn) e os vazios
referem-se a razao de dispersidade molecular (Mw/Mn).
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Fonte: autoria prépria.

Na Figura 15, hd um segundo momento nesta reagdo, quando a massa molar média
alcanca um plateau e a dispersidade molecular passa a crescer. Este momento se inicia quando
houve a adi¢do de mais mondmero, o que deve ter levado ao crescimento de novas cadeias,
provavelmente de homopolimero de PtBA, alargando a distribui¢do dos tamanhos de cadeia.
Isso acontece devido a alta reatividade dos mondmeros acrilicos. Seus radicais formados
centrados em carbono secundario apresentam baixa deslocalizacio eletronica fazendo com que
estes radicais sejam pouco estaveis, isto €, muito reativos. Por isso, € necessdria parcimonia ao
trabalhar com estes mondmeros. Apesar disso, foi possivel facilmente purificar este material
obtendo um copolimero com baixa dispersidade molecular e com um tamanho de PtBA similar
entre os dois polimeros como pode-se conferir posteriormente na Tabela 2. Desta maneira, os
cromatogramas da Figura 16 para elucidar como o crescimento ficou claro destes materiais.

Além da estreita distribuicdo de cadeias, que indica que foi possivel confeccionar copolimeros

dibloco pela polimerizacao RAFT.
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Figura 16 — Cromatogramas dos macroCTAs (cinza) e dos copolimeros (preto): a) PS-1 e
PSPtBA-1 e b) PS-2 e PSPtBA-2.
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Fonte: autoria prépria.

Os copolimeros foram entdo submetidos a hidrélise a fim de transformar PtBA em
PAA, como mostra a Figura 17. Baseado no protocolo utilizado, a reagdo se mostrou bem-
sucedida e permitiu uma fécil purificacdo do material final, uma vez que o solvente e o 4cido

utilizados sdo volateis, assim como o subproduto formado, terc-butanol.

Figura 17 — Esquema da reacao de hidrélise para transformacdo de PtBA em PAA.
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Fonte: autoria prépria.
As caracterizagdes por FTIR de todos os materiais sintetizados se encontram nas

Figuras 18 (PS-1, PSPtBA-1 e PSPAA-1) e Figuras 18 (PS-2, PSPtBA-2 e PSPAA-2) a seguir.

Temperatura Ambiente

20 h

Estas caracterizacdes t€m como fim além de confirmar as estruturas sintetizadas, também
determinar se a hidrélise teve &xito em seu proposito, transformar o bloco de PtBA em um

hidrofilico de PAA.
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Figura 18 — Espectros de FTIR referentes ao PSPAA-1, onde: a) macroCTA (PS); b) PS-b-
PtBA e c) PS-b-PAA.
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Fonte: autoria prépria.

Na Figura 18, referente ao material PSPAA-1, pode-se destacar vérios sinais
importantes desde o bloco PS de partida (macroCTA) e que notavelmente se encontram
posteriormente nos polimeros adiante. Os dois sinais de 695 e 754 cm’, referentes as
deformacdes de dobramento para fora do plano nas ligacdes C-H do anel aromético, presente
em todos os materiais apesar do sinal de maior nimero de onda acabar sendo encoberto pela
presenca de outros picos no material hidrolisado. J4 as fracas bandas que aparecem na regido
entre 1350 e 1000 cm™ sdo referentes a deformagdes das ligagdes C-H no plano do anel
aromdtico. Na regido entre 1515 e 1420 cm™ aparecem marcantes bandas que sio geralmente
referentes a estiramentos vibracionais de carbono-carbono, dependendo do substituinte ligado
ao anel aromdtico (cadeia principal no caso). As bandas que aparecem na regido entre 3100 e
3000 cm’!, sdo referentes aos estiramentos das liga¢des C-H do anel aromético, assim como
suas fracas bandas de sobretons que aparecem na regido entre 2000 e 1650 cm™'. A banda com
sinal em 2920 cm™! presente posteriormente em todos os espectros é referente aos grupos -
CH,.>

O pico da carbonila é de importante confirmacdo quando se trabalha com ésteres (1724

cm™!) e 4cidos carboxilicos (1712 cm'!), presentes no material ndo hidrolisado e no hidrolisado,
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respectivamente. O proprio deslocamento do pico na regido da carbonila de 1724 para 1712 cm’
"¢ um 6timo indicativo de uma hidrélise sucedida. Outro fator para analisar a eficdcia da
hidrdlise € a larga banda da hidroxila (-OH") bastante presente entre 3650 e 2450 cm’!, além, é
claro do desaparecimento da banda do terc-butila (1381 cm™). Dois estiramentos vibracionais
assimétricos presentes em ésteres, diferenciando-os de dcidos, aparecem na regido entre 1300 e
1000 cm™!. O primeiro centrado em 1249 cm-1 referente 3 C-C(=0)-O e o segundo em 1153
cm’! referente & O-C-C. Com isso, vale ressaltar as bandas esperadas referentes a acidos

carboxilicos, como das deformacdes por estiramento da C-O na regido de 1320-1210 cm™ e

dobramento da O-H na regido de 1440-1395 cm™ %

Figura 19 — Espectros de FTIR referentes ao PSPAA-2, onde: a) macroCTA (PS); b) PS-b-
PtBA e ¢) PS-b-PAA.
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Fonte: autoria propria.

Na Figura 19, referente ao material PSPAA-2, observam-se resultados similares.
Todas as bandas t€m exatamente os mesmos valores de niimero de onda das bandas discutidas
acima para a Figura 18. Uma ressalva clara, € o espectro FTIR para o material hidrolisado, no
qual as bandas da Figura 19 aparentam ter um certo alargamento em relacdo a Figura 18. Este

efeito deve ser devido a umidade, apesar dos mesmos cuidados no preparo terem sido tomados.
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RMN de 'H e *C possibilitaram confirmagdo das estruturas esperadas e j4 indicadas
nos estudos de FTIR. Além disso, pode-se confirmar de forma mais precisa a eficcia da
hidrélise, dada a maior precisao quantitativa da técnica. Outra informacao que foi possivel obter
foram os nimeros médios de medos de cada bloco (n e m dos copolimeros sintetizados [por
exemplo, (PS)s-b-(PAA)m]) e que permitiram a composi¢do da Tabela 2. Os espectros de RMN-

1H relativos ao material 1 encontram-se na Figura 20.

Figura 20 — Espectros de RMN-'H referentes a0 PSPAA-1, onde: a) macroCTA (PS); b) PS-b-
PtBA e c) PS-b-PAA.
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Fonte: autoria prépria.

Os sinais caracteristicos dos prétons (C-H) do anel aromdtico estdo presentes no
deslocamento quimico de 6,3-7,2 ppm. O sinal em 7,09 ppm € referente aos prétons da posi¢ao
para e meta, e o pico de 6,54 ppm referente aos prétons na posi¢ao orto. Mostram-se presentes
também os picos referentes aos prétons do grupo -CH (1,87 ppm) e -CH> (1,55 ppm).*° Assim
como na andlise de FTIR, é importante ressaltar estes sinais para a identificacdo nos espectros
dos copolimeros e também agora para determinar a propor¢ao entre cadeias, a partir do cdlculo

da drea dos picos do aromatico e dos picos de alguma fungdo caracteristica dos outros blocos.
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O espectro do copolimero PSPtBA-1 (Figura 20b), o sinal caracteristico esperado era
o agudo pico em 1,45 ppm caracteristico dos protons de -CCHj3 proveniente do t-butil, tanto
que outros sinais referentes aos grupos relativos ao bloco de PtBA -CH (2,25 ppm) e CH> (1,63
ppm) aparecem bem menos marcados neste espectro™. Entretanto, como pode-se ver, foi
necessdrio fazer algumas consideragdes para o cdlculo da drea uma vez que os sinais de prétons
relativos aos -CH e -CH> de ambos blocos apareceram muito proximos a este pico especifico.
A fim de obter a propor¢ao entre cadeias de PS e PtBA/PAA, foi feito o calculo da drea da
metade do pico de t-butila e multiplicou o valor por 2 para comparar os valores de dreas
referentes a cada pico, utilizado posteriormente pela Equacdo 2 e na Tabela 2. Desta maneira,

descontando os erros a sobreposi¢cdo de picos proximos.

Figura 21 — Espectros de RMN-!3C referentes ao PSPAA-1, onde: a) macroCTA (PS); b) PS-
b-PtBA e c) PS-b-PAA.
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Fonte: autoria prépria.

O espectro do material hidrolisado, PSPAA-1, também pode confirmar o éxito do
protocolo de hidrélise, uma vez que o pico agudo dos prétons do t-butil (1,45 ppm) ndo estd
mais presente. Pode-se verificar também que os sinais relativos aos prétons -CH (2,20 ppm) e

-CH: (regido de 2 a 1 ppm) da cadeia principal estio mais marcantes e largos, provavelmente
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devido a menor blindagem quimica devido a mudanca de fun¢cdo quimica proveniente da
hidrélise (éster para dcido carboxilico). Outra evidéncia para confirmar as estruturas finais apds
a hidrélise é através do RMN-'3C na Figura 21.

O espectro de carbono mostra os carbonos referentes ao anel aromdtico estio presentes
tanto no homopolimero de PS como nos copolimeros, no qual temos 4 tipos de carbonos: um
carbono ligado a cadeia principal (145,3 ppm), dois carbonos na posi¢do orto (128,0 ppm), dois
carbonos na posi¢ao meta (127,6 ppm) e um carbono na posi¢ao para (125,6 ppm). O pico (40,4
ppm) mais largo foi atribuido aos carbonos dos grupos -CH e -CH,.>®> Nota-se que tanto para o
espectro de prétons como para de '*C, aparecem sinais niio esperados as estruturas quimicas
formadas dos polimeros. Portanto, estes sinais foram atribuidos aos grupos terminais das

cadeias provenientes do CTA.

Figura 22 — Espectros de RMN-'H referentes a0 PSPAA-2, onde: a) macroCTA (PS); b) PS-b-
PtBA e c) PS-b-PAA.

CDCI3-d1 a
N
) N A J LJL
b
CDCI3-d1
o~ /\_/\)’ HK\
I T T T T
C
(CD3)2S0-d6 ‘(\\ ’/\‘
( 0\ / \\
N w‘/ ! /{\V/ \A
Y U'/ e
) T T T T T T 1
8 6 4 2

Deslocamento Quimico (ppm)

Fonte: autoria prépria.

Um sinal importante e esperado, € o sinal da carbonila que aparece para o éster (174
ppm) e para o 4cido carboxilico (176 ppm). E esperado que o 4cido tivesse um valor um pouco

acima do éster devido a menor blindagem neste carbono devido a distribuicdo eletronica do
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grupo acido. Dois sinais marcantes para a caracterizacdo do bloco de tBA, sdo o do carbono

).3 Picos estes

quarternério -OC(CH3)3 (80 ppm) e dos carbonos metil ligados a este (28 ppm
que nao aparecem para o espectro de PSPAA-1. Confirmando assim, a hidrélise e todos os
protocolos utilizados levando em consideracdo que 100% dos grupos éster foram hidrolisados.
Os picos que aparecem em 37,5 e 36,1 ppm referentes aos carbonos dos grupos do bloco de
PtBA -CH e -CH; respectivamente. No copolimero hidrolisado, vé-se uma mudanca para 36,2
e 35,1 referentes aos mesmos grupos, porém agora ligados a carbonila de um 4cido e ndo mais

de um éster. Devido ao uso de outro solvente (DMSO-d6) para este material os picos referentes

a estes grupos do bloco de PS, foram sobrepostos pelo pico do solvente.

Figura 23 — Espectros de RMN-!3C referentes ao PSPAA-2, onde: a) macroCTA (PS); b) PS-
b-PtBA e ¢) PS-b-PAA.
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Fonte: autoria prépria.

Assim como no FTIR, os sinais para 0 PSPAA-2 se encontram nos mesmos valores de
deslocamento quimico do que para os PSPAA-1, porém para o RMN de prétons a relagdo entre
sinais do bloco de PS e do bloco de PtBA ou PAA sio diferentes. Obtendo assim dois materiais
com distribui¢do dos blocos diferentes entre si. Os espectros de RMN-'H podem ser conferidos

na Figura 22 e os de RMN-'3C na Figura 23.
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A distribui¢do entre blocos obtidas pelo cdlculo da area de picos relevantes e nao
comuns relativos a cada bloco do espectro de RMN-'H, como mostra a Equagio 2.
5_m Apico—PS

== 2)

In Apico-PtBA

Onde m e n sdo os numeros das unidades repetitivas do bloco de PS e PtBA,
respectivamente, Apico-ps € a drea referente aos cinco hidrogénios do anel aromatico e Apico-pBA
sdo € a area referente aos nove hidrogénios das metilas da terc-butila. As dreas foram calculadas
através do programa ACD/NMR Processor®.

ApOs as caracterizagdes destes materiais, pode-se compilar todas as informagdes
importantes na Tabela 2, como a massa molar média (Mn), as dispersidades moleculares obtidas

por GPC e o codigo referente a cada material para melhor designacao e discussao dos resultados.

Tabela 2 — Materiais sintetizados e caracterizados.

Cédigo Material® Mn [g mol!]° p®
PS-1 PSos (macroCTA) 10236 1,22
PSPtBA-1 PSog-b-PtBAs43 49959 1,20
PSPAA-1 PSos-b-PAA343 34953 1,20
PS-2 PSis3 (macroCTA) 19151 1,09
PSPtBA-2 PSis3-b-PtBAs47 55315 1,23
PSPAA-2 PS153-b-PAA347 44152°¢ 1,23

Fonte: autoria prépria

a Razdo m/n (PS (m) e PtBA/PAA (n)) determinada pela 4rea dos picos de RMN-'H e pela massa total calculado
por GPC

b Dados obtidos por GPC

¢ Determinado a partir da soma de Mn do macroCTA com o produto de unidade repetitiva de PAA pela massa
molar do 4cido acrilico

6.2 Formacao de vesiculas poliméricas

Para testar se estes materiais formavam algum tipo de agregado em solug¢do aquosa
pelo método de injecdo de solugdo polimérica em meio aquoso, primeiramente, foram
realizados experimentos de DLS em solucdes-tampao sob diferentes pHs como mostram as

Tabelas 3 e 4. Os resultados obtidos em pH 10, provavelmente nao levaram a formacao de
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vesiculas, mas sim algum outro tipo de agregado, visto que alguns dias depois o tamanho esta

completamente diferente. Isto pode se dar devido ao maior grau de ionizag¢do neste pH.

Tabela 3 — Diametro hidrodinamico e polidispersidade obtidos por DLS dos agregados
autoformados de PSPAA-1 em pH 7,0 repetitivamente.
Didmetro Hidrodindmico

Experimentos () Polidispersidade
1 170,1 £ 10,7 0,340 £ 0,017
1* 127,5+9,9 0,349 + 0,008
2 3153+11,3 0,380 + 0,021
2% 392,5 +£20,2 0,385+ 0,013
3 513,1+£31,4 0,388 £ 0,029
3* 445,8 £ 18,3 0,363 £0,011
4 163,2+6,9 0,353 £ 0,015
4% 378,0 £22,2 0,365 £ 0,022
5 521,4+£629 0,496 + 0,008
5% 470,1 £25,6 0,380 £ 0,012

Fonte: autoria prépria

* uma semana em temperatura ambiente

Tabela 4 — Diametro hidrodinamico e polidispersidade obtidos por DLS de agregados
autoformados de PSPAA-1 em pH 6,3 repetitivamente.
Didmetro Hidrodindmico

Experimentos () Polidispersidade
1 410,9 50,7 0,372 £ 0,032
1* S511,1 £41,2 0,360 + 0,032
2 202,4 +37,0 0,320 + 0,022
2% 283,4 +247 0,292 + 0,019
3 192,4 + 23,0 0,342 £ 0,006
3% 437,4 +£31,1 0,358 £0,019
A 568,1 £90,5 0,385 £ 0,016

(continua)
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4* 541,1 £24.5 0,399 + 0,022

Fonte: autoria prépria
*Um més a temperatura ambiente

(conclusao)

Nas Tabelas 3 e 4, tem-se algo semelhante com o que ocorre a pH 10, porém mais

estavel e mais tipico de agregados autoformados. Além do pH, outro efeito que pode interferir
nos tamanhos hidrodindmicos observados € o efeito das interacdes iOnicas, que siao fortemente
moduladas pela presenca de sais em solucdo (altas forgas idnicas diminuem a intensidade dessas
interacoes). Por isso, ap0s os testes feitos em solu¢des-tampao em diferentes pH, testou-se estas

estruturas também formavam em dgua destilada, assim como a Tabela 5 abaixo mostra.

Tabela 5 — Diametro hidrodindmico e polidispersidade obtidos por DLS de agregados
autoformados de PSPAA-1 em dgua a 0,05 mg mL"".

Diametro Hidrodinamico

Amostra Polidispersidade
(nm)

1 114,2£0,6 0,279 + 0,007

1* 230,3 + 6,6 0,303 + 0,012

2 107,8 £ 6,0 0,271 + 0,004

2% 149,9 £3,0 0,297 £0,010

3 189,8 + 3.8 0,310 + 0,006

0,25 mg mL! 4450+ 12,3 0,257 + 0,023

Fonte: autoria prépria
* ApOs uma semana a temperatura ambiente

As amostras ap6s a autoformacdo em dgua destilada apresentaram pH na faixa de 4,7-
4,9. Provavelmente isso se deu devido a desprotonagdo do acido acrilico na formagdo em agua.
Na Tabela 5, € possivel ver que os didmetros hidrodindmicos dos agregados sdo mais
homogéneos, provavelmente devido a menor interacao idnica, isto €, na presenca do tampao as
interacdes dos ions fosfato podem ter algum tipo de interacdo com os grupos carboxilas,
podendo ter alguma correlagdo com a homogeneidade dos sistemas. Outro teste feito foi de
aumentar a concentracao final dos sistemas para que assim tivesse mais prata no sistema final,
os resultados estdo na Tabela 6 abaixo. Por conta desses pontos, todos os agregados feitos a

partir deste ponto foram formados em 4gua destilada a 0,10 mg mL!.
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Tabela 6 — Diametro hidrodindmico e polidispersidade obtidos por DLS de agregados
autoformados de PSPAA-1 em 4gua a 0,10 mg mL .

Diametro Hidrodindmico (nm) Polidispersidade
Experimentos
t=0 1 semana depois t=0 1 semana depois
1 206,5 + 25,4 217,6 £ 8,5 0,279 + 0,036 0,306 £ 0,012
2 159,6 +7,1 2622+ 12,9 0,306 + 0,020 0,318 £0,016
3 355,2£22.8 574,8 £16,7 0,362 £ 0,012 0,354 £ 0,013
4 407,0 + 84,4 665,7 + 57,3 0,597 + 0,038 0,455 + 0,021
5 187,7 £43,3 687,6 + 59,3 0,654 + 0,027 0,398 + 0,011

Fonte: autoria prépria

Estes dados sugerem a formagdo de vesiculas poliméricas (polymersomes) devido aos
diametros hidrodinamicos obtidos (>50 nm) e aspecto da curva de correlagdo obtida por DLS.
Uma vez que as interagdes idnicas com as vesiculas poliméricas se mostraram importantes, fez-
se testes de estabilidade, desde tempos curtos (minutos) até tempos longos (dias). Outro teste
realizado foi do comportamento dos agregados na presenca de fons de prata e nitrato. Para isso,
foram feitas “titulacdes” utilizando-se uma solugdo de AgNO3 para acompanhar a mudanga de
potencial zeta conforme foram feitas as adi¢cdes da solugao.

Na Figura 24, é possivel observar que conforme sio feitas adicdes da solucdo de
AgNOs 0,1 mol L', tem-se primeiro um aumento do tamanho médio numérico dos agregados
de PSPAA-1 e em seguida o tamanho diminui. O tamanho diminui para valores muito baixos
(36,5 nm) em maiores concentracdes de AgNOs3, o que indica uma desestruturacdo das vesiculas
para outro tipo de agregado qualquer. Isso deve se dar, provavelmente, a ligacdo dos grupos -
COO' do bloco hidrofilico aos cations Ag*, o que é corroborado pela queda no potencial zeta
dos agregados. A abrupta redu¢@o do PDI com pouca adi¢ao da solugdo salina pode indicar uma
desagregacdo das vesiculas. O stitil retorno de crescimento do PDI pode ser devido a agregacao
apos a desestruturagdo. Na Figura 24b, observa-se que a adi¢do do cdtion aumenta o potencial

zeta dos agregados, indicando uma captacao do cdtion pelas carboxilas desprotonadas.
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Figura 24 — Titulagdo feita em DLS das vesiculas poliméricas (PSPAA-1) com adi¢do de uma
solucdo de AgNO; 0,1 mol L', onde tem-se o comportamento de: (a) tamanho (quadrados
cheios) e dispersdo (quadrados vazios); e (b) do potencial zeta (tridngulos).
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Fonte: autoria prépria.

Na Figura 25, podemos ver o mesmo experimento feito para o PSPAA-2. Apesar dos
tamanhos e PDI muito mais elevados, provavelmente devido a maior por¢ao apolar do material
(acarretando numa menor estabilidade no meio aquoso), vemos 0 mesmo comportamento em
relagdo a adi¢do da solug¢do salina, onde deve estar acontecendo o mesmo fendmeno de
desestruturacdo das vesiculas poliméricas. O segundo polimero apresentou uma grande
diferenca na curva de potencial zeta, isso pode ser devido a menor estabilidade destes agregados
de maior por¢do hidrofébica, levando a precipitacdes no meio. Desta forma, tendo menos
grupos -COO" disponiveis no meio, levando a o maior potencial zeta apresentado. Todavia, na
razdo [Ag*)/[COQO] utilizada para redugao dos agregados, 0,51 para o PSPAA-1 e 0,64 para o
PSPAA-2, os materiais apresentaram tamanhos médios numéricos muito préximos (81 nm). O
potencial zeta dos dois sistemas nestas condigdes também ndo foram tdo diferentes, -14,6 mV
para o PSPAA-1 e -18,6 mV para o PSPAA-2. A diferenga maior entre os dois materiais é que

o segundo material apresenta um PDI bem mais elevado que o primeiro.
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Figura 25 — Titulagdo feita em DLS das vesiculas poliméricas (PSPAA-2) com adi¢do de uma
solucio de AgNO; 0,1 mol L', onde tem-se o comportamento de: (a) tamanho (quadrados
cheios) e dispersao (quadrados vazios); e (b) do potencial zeta (tridngulos).

’E\ T T T T T T T T T 1.0
a ] = .

£3909 5 {08

= O 406

3 200 / —

£ \D\ O ] E

= O {04

< 100

.g u u u —  m  m 402

0] ]

= 0 T T T T T T T T 0.0
b -10 T T T I 1

& -154 .

q) -

N 20 + /‘ A A

© A— A

O -25 1 A A .

c

& ]

O -30 =

o ]

.35 - i
| ' I ' I ' I ' I
0.0 0.4 0.8 1.2 1.6
[AgNO,]/[COOH]

Fonte: autoria propria.

As micrografias obtidas por TEM, mostradas a seguir na Figura 26, mostram que os
agregados de ambos polimeros, PSPAA-1 e PSPAA-2, sdo mais condizentes com tamanhos
médios numéricos do DLS, por apresentarem alta agregacdo. Outro resultado notdvel € que os
tamanhos se mostraram muito menores quando obtidos das micrografias TEM e comparados
com o DLS. Como pode-se ver no experimento de titulagcdo, a ligagao dos cdtions as carboxilas
levam a pequenos tamanhos, desestruturando as vesiculas. Portanto, dado o protocolo utilizado
e que a uranila (UO2) pode-se ligar a até duas carboxilas, provavelmente o que se v€ nas
micrografias sdo agregados poliméricos (de tamanhos entre 10 e 30 nm) que ndo vesiculas, para
ambos os materiais. Vale ressaltar novamente a menor estabilidade do PSPAA-2, como pode-
se ver em suas micrografias, temos dois tipos de particula, uma sombreada e outra nio. Foi
inferido que as particulas sombreadas eram vesiculas que carregadas com UO; desestruturaram-
se e formando outro tipo de agregado menor. J4 as particulas ndo sombreadas nas micrografias
(Figura 26¢ e 26d), podem ser ao polimero que precipitou em solu¢cdo aquosa e, portanto, ndo

interagiu de mesma maneira com uranila.
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Figura 26 — Micrografia TEM dos agregados dos polimeros sintetizados com contraste de
acetato de uranila em duas am_pliag()es, onde: ga) (b) PSPAA-1 e (¢) (dLPPAA;Z ;

a

Fonte: autoria prépria.

Apesar de ser possivel obter informagdes relevantes das micrografias, ndo foi possivel
fazer uma comparacao de tamanho efetiva dos valores obtidos por DLS e através da TEM, ja
que ndo estavam mais sob as mesmas condi¢Oes (agregados dispersos em dgua x agregados

ligados a uranila).
6.3 Confeccao de nanoparticulas metalicas

Com o protocolo da formagado de vesiculas poliméricas bem estabelecido, pode-se dar
inicio aos testes com a reducdo quimica do AgNOs utilizando o NaBHy, dcido ascérbico e o
acido citrico. A Tabela 7 compara os diametros obtidos com cada redutor e também o tamanho
na presencga ou ndo dos agregados poliméricos como estabilizadores.

As nanoparticulas confeccionas a partir dos agregados autoformados pelo PSPAA-1,
apresentam valores de didmetro hidrodindmico e polidispersidade consistentes com as
referéncias ja citadas nessa dissertacdo. Isto indica que as vesiculas poliméricas além de
complexar e ancorar as nanoparticulas de prata, permitem uma formacao mais homogénea de
todas as particulas, devido a forma¢do em menor concavidade (vesiculas). Além disso, retarda
em muito a aglomeracdo das particulas e crescimentos posteriores indesejaveis (como um

mecanismo similar ao engrossamento de Ostwald), visto que estes sistemas sao estidveis por
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meses e sem precipitacao visivel (diferente da situacdo sem polimero, que precipita em poucos

dias).

Tabela 7 — Diametro hidrodinamico e polidispersidade obtidos por DLS de agregados
autoformados de PSPAA-1 em 4gua a 0,10 mg mL .

Diadmetro Avg. Count Rate
Amostra Polidispersidade
Hidrodinamico (nm) (kcps)
Vesicula sem Ag 258,5 +36,0 0,395 + 0,027 11,0
AgNP 1:20 em 4gua
55,2+0,6 0,325 + 0,006 396,7
(com polimero)
Ag 1:50 em 4gua
116,1 £ 1,5 0,329 + 0,006 965,5
(sem polimero)
Ag + ac. Ascérbico
1:30 em dgua (sem 994 +0,7 0,237 + 0,020 575,2
polimero)
Ag + 4c. Citrico
194,1£0,9 0,247 £ 0,006 68,2

(sem polimero)

Fonte: autoria prépria.

Uma segunda andlise comparando os redutores, 4dcido ascorbico e NaBH4, mostrou
que, na auséncia de polimero, formam-se particulas de prata de tamanhos homogéneos com a
diferenca que a taxa de contagem média do dcido ascorbico € bem menor (indicando um menor
nimero de particulas). Outro fator é que grandes particulas foram formadas, eliminadas
(eletronicamente) via a fungdo cut-off do software. Entdo, pela baixa velocidade de reacdo, este
redutor propiciou um efeito de crescimento das particulas. O 4cido citrico € bastante conhecido
por formar complexos com os cdtions de prata, o que pode propiciar esse crescimento. Para
melhor discutir estas hip6teses, € necessdrio analisar o espectro da Figura 27.

Na Figura 27, além do que ja foi discutido sobre o 4cido citrico no pardgrafo anterior,
€ notavel a diferenca entre os sistemas com e sem polimero. Apesar do comprimento de onda

maximo (393 nm) ser o mesmo, com o polimero a curva € mais “lisa”, possivelmente devido a

maior homogeneidade do sistema. Visto que, sem polimero, as particulas se agregam e podem
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interagir com o laser passante de formas diferentes, causando ruido. O &cido ascoérbico,
provavelmente por seguir mecanismos um pouco diferentes para a reducdo dos cétions de prata
e também formar algum tipo de complexo, obteve um pico maximo de absorbancia a um valor

bastante distinto do NaBH4, 455 nm.

Figura 27 — Espectrofotometria UV-Vis de nanoparticulas de prata com: agregados poliméricos
(preto); sem adi¢do de polimero (vermelho); e sem polimero reduzido por Acido Ascérbico
(verde) e Acido Citrico (azul).

393 nm 455 nm

1.0 4

0.5

Absorbancia normalizada

300 450 600
Comprimento de Onda (nm)

Fonte: autoria prépria.

Na Figura 28, tem-se um comparativo entre a absorbancia das nanoparticulas geradas
a partir das vesiculas poliméricas do PSPAA-1 (em linha preta s6lida) e do PSPAA-2 (em linha
preta tracejada) e de nanoparticulas geradas sem presenca dos copolimeros (em linha cinza)
com os protocolos devidamente estabelecidos (agregados poliméricos em dgua a 0,10 mg mL!
e posterior confeccdo das nanoparticulas de prata pela reducdo do NaBH4). Cada material
gerado apresenta diferentes valores da frequéncia de ressonancia plasmonica, as nanoparticulas
sem a presenca dos copolimeros apresentam o pico a 390 nm, j4 as nanoparticulas geradas a
partir do PSPAA-1 e PSPAA-2 apresentam picos a 409 e 410 nm, respectivamente. Além disso,

7z

na presenca de polimeros, o perfil do espectro é muito mais estreito e possui valor de
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absorbancia maior, indicando uma maior uniformidade de morfologia e menores tamanhos das

particulas, como prevé a teoria de Ressonancia Plasmonica de Superficie.*

Figura 28 — Espectroscopia UV-Vis das nanoparticulas de prata sem polimero (cinza), com o
PSPAA-1 (preto, s6lido) e com o PSPAA-2 (preto, tracejado).
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Fonte: autoria prépria.

Para comparar a morfologia das nanoparticulas de prata, com e sem polimero (PSPAA -
1), foram feitas micrografias de SEM a partir de uma gota seca dos sistemas, como mostra a

Figura 29.
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Figura 29 — Micrografia SEM comparando de gotas secas de nanoparticulas de prata a partir do
PSPAA-1 com (a) e sem (b) agregados poliméricos em aumentos de 100x, 500x, 1000x e 4000x
(as escalas estdo presentes nas imagens).

EEL-USP H D7.7 x100 1mm
PSPAA AgNP

EEL-USP H
Ag sempol

EEL-USP D7.7 x500 200 um EEL-USP
PSPAA AgNP Ag sempol

EEL-USP D7.7 x1.0k 100um EEL-USP
PSPAA AgNP

Ag sempol

EEL-USP H D8.2 x4.0k 20 um
PSPAA AgNP Ag sempol

Fonte: autoria prépria.

EEL-USP
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Na Figura 29 € possivel ver diferentes padrdes das nanoparticulas de prata, com ou
sem polimero, ao secar uma gota. Enquanto na Figura 29b as NPs fixam-se aleatoriamente ao
substrato, na Figura 29a pode-se ver um certo alinhamento, o que indica a complexagdo e
ancoragem das NPs ao polimero quando o sistema € seco. A micrografia de FEG-SEM pode

ser vista na Figura 30 em maior ampliacao.

Figura 30 — Micrografia de FEG-SEM das nanoparticulas de prata obtidas com o PSPAA-1.

A
"1
SEM HV: 5.0 KV WD: 9.81 mm
View field: 2.82 ym Bl: 10.00 500 nm
SEM MAG: 98.3kx  Stage Tilt: 0.0° LAS - INPE

Fonte: autoria propria.

A Figura 30 mostra nanoparticulas de prata, como esperado, esferoidais. Esta
caracteristica permite uma maior drea especifica de superficie que aumenta a atividade inibitdria
e bactericida. Importante também ressaltar, novamente, que o uso de templates vesiculares é
preferivel do que templates micelares devido a habilidade de formar nanoparticulas esferoides,
como discutido na Figura 8 e por Lu et al'.

As micrografias de TEM das nanoparticulas também mostram a formacgdo de
esferdides e devido a preparagdo para esta andlise € possivel ver que as amostras se apresentam

dispersas, com as nanoparticulas feitas a partir do PSPAA-1 (Figura 31a) bem mais dispersas,



67

talvez devido a menor porcao hidrofébica (menor estabilidade dos agregados poliméricos e/ou

maior aglomeracdo desta por¢do entre as nanoparticulas, vide Figura 31c).

Figura 31 — Micrografia TEM de nanoparticulas feitas utilizando o PSPAA-1 (ae b) e o
PSPAA-2 (c e d) em duas ampliaces diferentes.

500 nm

Fonte: autoria prépria.

O sombreamento presente ao redor das nanoparticulas indica que apds a redugdo
quimica, os polimeros continuam as recobrirem, jd que o sombreamento vem do acetato de
uranila ligado ao polimero presente. Os tamanhos obtidos a partir da andlise das micrografias
de TEM foram de 12,4 nm para as nanoparticulas do PSPAA-1 e de 19,0 nm do PSPAA-2,
condizentes com os valores obtidos por DLS, 11,0 nm para as nanoparticulas do PSPAA-1 e
17,4 nm do PSPAA-2. O potencial zeta para as nanoparticulas foi parecido para as
nanoparticulas dos dois materiais, -28 mV, indicando que os ions de prata foram todos
reduzidos para prata metdlica, a carga € referente aos grupos carboxila ligadas as nanoparticulas.

Mais um indicativo da ligagcdo dos polimeros apds a formacao das nanoparticulas.
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Figura 32 — Micrografia obtida por TEM de alta ampliacdo das nanoparticulas geradas pelo
PSPAA-1 (a) e pelo PSPAA-2 (b).

o
A e 4

Fonte: autoria prépria.

Na Figura 32, podemos ver um ordenamento dos planos cristalinos da prata metélica.
Como € visto mais de uma direcdo na mesma particula, pode-se inferir que as nanoparticulas

de prata formadas sdo policristalinas, para ambos materiais. Corroborando que as
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nanoparticulas apresentam formato esferoidais, mas com morfologia cristalina como mostrado

anteriormente na Figura 9.
6.4 Testes de atividade bactericida

Os testes foram seguidos como a metodologia descrita para as vesiculas poliméricas e
as nanoparticulas a partir dos copolimeros PSPAA-1 e PSPAA-2. Além dos controles padrdes
para coldnia sem reagente e meio esterilizado, os controles das nanoparticulas sem a presenca
dos copolimeros e do redutor em dgua também foram adicionados. Os testes de MIC foram
realizadas nestas condi¢Oes contra uma colonia de bactéria gram-negativa, E. coli, e duas gram-
positivas, B. subtilis e S. aureus. E importante testar contra os dois tipos de bactérias, devido a
suas diferencas na membrana celular discutidas na secdo 4.5.

A Figura 33 mostra a placa de 96 pocos, onde os reagentes foram testados contra uma
suspensdo de E. coli (ATCC 25921). Os po¢os marcados em verde sdo onde colonias cresceram

e em branco onde nio cresceram.

Figura 33 — Esquema da placa de 96 pocos, onde vesiculas poliméricas e nanoparticulas
confeccionadas a partir dos copolimeros PSPAA-1 e PSPAA-2 foram testadas contra suspensio
de E. coli (ATCC 25921), com os devidos controles. Os po¢os marcados em verde indicam o
crescimento de colonias € em branco onde ndo houve.

on on oh on
< < < <
+  + +  +
BT S B N~ GO > ) &
:].:.' (=}
co) g EEEEEEEGE 4 o4 3 d
(ug/mL) (ug/mL) A A A A A A A A 4 Z O
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M1 12
100 53 A
75 30.8 B
50 26.5 C
25 13.3 D
12,5 6.6 E
6.3 33 F
3.1 1,7 G
15 0.8 H

Fonte: autoria prépria.
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Neste experimento, € possivel observar que as nanoparticulas geradas a partir dos
copolimeros possuem uma atividade antimicrobiana mais acentuada do que as sem copolimero.
Isto provavelmente acontece pelo efeito de estabilizacdo que estes materiais poliméricos
provem as nanoparticulas, isto €, os copolimeros apds a redu¢do devem estar, como ja foi
discutido, inibindo a agregacdo das nanoparticulas e permitindo menores tamanhos mais
estdveis. Desta forma, a drea superficial é maior, permitindo maior contato da prata com as
bactérias e, assim, inibindo o crescimento de coldnias. As 4 dltimas concentracdes (pogos 3C,
3D, 3E, 3F, 7C, 7D, 7E, 7F) que inibiram o crescimento das colonias de bactéria foram
plaqueadas para determinacdo da MIC e da MBC, posteriormente apresentado nas Tabelas 8 e
9. Ap6s a noite a 37 °C, somente a placa referente ao poco 3F ([PSPAA-1] = 6,3 ug mL'; [Ag]
= 3,3 ug mL") apresentou crescimento de coldnias, indicando um efeito inibitério e ndo
bactericida. Geralmente, € esperado que bactérias gram-negativas, como a E. coli, tenham
menor resisténcia devido a membrana celular mais simples. Com isso, as Figuras 34 e 35

apresentam o mesmo teste para duas bactérias gram-positivas: B. subtilis e S. aureus.

Figura 34 — Esquema da placa de 96 pogos, onde vesiculas poliméricas e nanoparticulas
confeccionadas a partir dos copolimeros PSPAA-1 e PSPAA-2 foram testadas contra suspensao
de B. subtilis (PY79), com os devidos controles. Os pocos marcados em verde indicam o
crescimento de colOnias e em branco onde ndo houve.

R + S’ S, +
50 25-5 c **.*. . ***
25 13’3 D **‘*‘ *****
12,5 6.6 E **** *****’
6; 33 F **** *****‘
3’1 1’7 G **** *****’
115 0.8 H **** *****‘

Fonte: autoria propria.
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Nos testes contra a B. subtilis (Figura 34) foi observado um menor efeito
antimicrobiano, o que era esperado devido as diferencas na morfologia na membrana celular
entre bactérias gram-positivas e gram-negativas. Ainda que esperados menores valores de MIC
para bactérias gram-positivas (devido a membrana mais robusta), testes contra a S. aureus

(Figura 35) apresentaram menores valores de MIC do que contra a B. subtilis.

Figura 35 — Esquema da placa de 96 pocos, onde vesiculas poliméricas e nanoparticulas
confeccionadas a partir dos copolimeros PSPAA-1 e PSPAA-2 foram testadas contra suspensao
de S. aureus (ATCC 25213), com os devidos controles. Os po¢os marcados em verde indicam
o crescimento de colOnias e em branco onde ndo houve.

oh en bn =
< < < <
+ 4+ £
o B T L &
= S
[Copol] [Ag] 2 g g g g g g g m g
® o v v v »v »n b um « o
(ug/mL) (ug/mL) A A A A AR A AR A T 4 Z O
3 4 8 9 1
100 53
75 390.8
50 26.5
25 133
12,5 6.6
6.3 33
3.1 1.7
15 0.8

Fonte: autoria prépria.

Os valores de MIC foram melhores expressos na Tabela 8. Apds o plaqueamento dos

pocos como descrito na metodologia, foi possivel determinar a MBC para as condi¢des testadas,

os resultados estido na Tabela 9.
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Tabela 8 — MIC em mg mL"' para as nanoparticulas de prata confeccionadas na presenga e na
auséncia dos copolimeros PSPAA-1 e PSPAA-2 contra colonias de E.coli, B. subtilis e S. aureus.
MIC (mg mL) E. MIC (mg mL") B. MIC (mg mL!) S.

Condig¢ao
coli subtilis aureus
Sem polimero 26,5 53 26,5
PSPAA-1 6,6 13,3 6,6
PSPAA-2 33 26,5 13,3

Fonte: autoria propria.

Independente da bactéria, todos os sistemas mostraram uma eficiéncia inibitéria muito
maior na presenca dos copolimeros do que sem a presenga deles. Como discutido acima, a
estabilidade que estes materiais fornecem as nanoparticulas para que se mantenham com
menores tamanhos (maior drea superficial) faz com que em todos os casos tenham uma maior
eficiéncia, provavelmente. A Tabela 9, apresenta quais as concentragdes mostradas no teste

MIC sio consideradas bactericidas, isto é, a determinacao da MBC.

Tabela 9 — MBC para as nanoparticulas de prata confeccionadas na presenca dos copolimeros
PSPAA-1 e PSPAA-2 testadas contra colonias de E.coli, B. subtilis € S. aureus.
MBC (mgmL")E.  MBC (mgmL!)B. MBC (mgmL™)S.

Condigao

coli subtilis aureus
PSPAA-1 13,3 13,3 13,3
PSPAA-2 3,3 26,5 13,3

Fonte: autoria propria.

7 CONCLUSAO

Neste trabalho foi possivel sintetizar e caracterizar dois copolimeros diblocos
anfifilicos anidnicos com diferentes razdes entre blocos via polimerizacdo RAFT e posterior
hidrdlise. Dadas estas caracteristicas, foi possivel gerar agregar desses materiais em fase aquosa
pelo método de injec@o de solvente, captar cdtions de prata e gerar nanoparticulas de prata apds
reducdo quimica. A presenga das vesiculas poliméricas se mostrou imprescindivel para
formag¢do das nanoparticulas, devido a estabilidade que oferecem ao sistema. Devido a isto, os

menores tamanhos estaveis, e esféricos, proporcionados pelos templates baseados em vesiculas
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poliméricas, proporcionando a geracdo mais homogénea destes materiais na superficie dos
agregados poliméricos. O copolimero de menor por¢ao hidrofilica (PSPAA-1) apresentou uma
maior estabilidade, facilitando no manuseio e estoque do sistema, e maior reprodutibilidade.
Estas caracteristicas permitiu um maior efeito bactericida, MIC pelo menos 4x menor
para PSPAA-1 e 2x menor para PSPAA-2 em relagdo as nanoparticulas sem polimero. Desta
forma, este trabalho contribui para o entendimento da aplicagcdo de polimeros funcionais para a
confec¢ao de complexos sistemas metal/polimero organico podendo assim ampliar ainda mais
aplicacdes de um bactericida e catalisador conhecido. Para complementar as aplicacdes deste
sistema, € visado o recobrimento de superficies para a confeccdes de superficies
antimicrobianas, uma vez que os polimeros se mostraram Otimos estabilizadores para as

nanoparticulas e também os mondmeros escolhidos para a confeccao permitem tal aplicagdo.
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