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Resumo para Divulgacéo a Leigos

Enzimas sdo substancias naturais que tém a funcdo de promover reacdes quimicas
importantes para o adequado funcionamento do nosso organismo. Uma enzima-chave na
degradacdo de toxinas produzidas pelo organismo chama-se superdxido dismutase. Quando
esta enzima ndo é produzida, ocorre acUmulo de um composto tdxico denominado anion
radical superoxido no organismo, levando ao surgimento de varias doencas degenerativas. A
suplementacdo de superoxido dismutase a pacientes que ndo produzem essa enzima € uma
estratégia de tratamento que apresentar vérias limitagdes. O presente estudo de mestrado
dedicou-se a encontrar formas de produzir um sistema sintético capaz de imitar a agdo da
superdxido dismutase como alternativa de tratamento mais eficaz. Esse sistema consistiu em
particulas esféricas extremamente pequenas contendo cério (um elemento quimico presente
no mineral monazita), aprisionadas no interior de uma rede altamente organizada de lipidio e
agua. Essa rede foi fundamental para dificultar a imediata dissolugdo das particulas em agua,
0 que impediria sua utilizacdo para os fins pretendidos. Cerio foi escolhido por ser capaz de
doar e receber facilmente um elétron ap6s formar ligagdo com o elemento oxigénio. Essa
caracteristica é fundamental para que possa atuar na degradacdo do anion radical superdxido.
A partir dos resultados obtidos, foi possivel demonstrar que o sistema é ativado na presenca
de um componente quimico presente apenas em locais no organismo onde a acdo da enzima
superdxido dismutase é necessaria. Ensaios realizados de forma simplificada em laboratério
mostraram que o sistema € capaz de imitar a acdo da superoxido dismutase ap0s ser ativado.
Isto abre perspectivas promissoras para um tratamento inteligente e adaptavel as necessidades
do paciente no contexto de doencas causadas pela falta de superoxido dismutase no
organismo. E importante ressaltar que este estudo de mestrado deteve-se no desenvolvimento
e compreensdo aprofundada dos aspectos quimicos e fisicos do sistema, podendo ser
classificado como ciéncia basica. Ainda ha um longo caminho a ser percorrido antes que esse

sistema possa estar disponivel no arsenal terapéutico dos médicos.
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Resumo

Nesta dissertacdo de mestrado, foi proposta uma estratégia inovadora baseada na
sintese e liberacdo on-demand de miméticos funcionais de enzima para potencialmente
combater doencgas relacionadas a estresse oxidativo, tais como cancer, inflamagdes e
deméncias, de forma que ndo ocorresse dano a tecidos saudaveis. Para isso, propds-se a
sintese de nanoparticulas constituidas por cério no estado reduzido Ce(lll), em meio liquido-
cristalino composto por fitantriol. O mecanismo envolvido na sintese foi a precipitacdo de
concentracdes crescentes do precursor Ce(NO3);-6H,0 pela acdo de solucdo aquosa de
NaOH, que levou a formagdo de nanoparticulas de Ce(OH); com didmetros de 2-4 nm, bem
como induziu a autoassociacdo do fitantriol na forma de cristal liquido de fase cubica
bicontinua reversa, com grupo espacial Pn3m. O aprisionamento das nanoparticulas de
Ce(OH)3 no cristal liquido foi fundamental para manter o cério no estado Ce(lll). Isto €
importante para que o sistema seja capaz de atuar como prd-enzima artificial, sendo ativado
por ambiente oxidante. Essa ativa¢éo consistiu na oxida¢éo do Ce(OH); a CeO(,.x por H0;
como gatilho, em meios tamponados &cido e neutro. A sintese on-demand de nanoparticulas
de CeO(-x com didmetro de cerca de 1,4 nm a partir dos sistemas liquido-cristalinos foi
observada logo ap6s a adicdo de H,O, ao meio. A diminuicdo da razdo Ce(l11)/Ce(1V) nos
sistemas foi confirmada por medidas de absorcdo de raios X. A estrutura cristalina tipo
fluorita das nanoparticulas formadas foi evidenciada por difracdo de raios X, corroborando
tratar-se de CeO(.x. As nanoparticulas de CeO(.y foram liberadas para o meio aquoso
externo e apresentaram atividade de superdxido dismutase em ensaio in vitro. Essa atividade
decorreu da facilidade de interconversdo entre os estados Ce(lll) e Ce(IV) na superficie das

nanoparticulas.
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Abstract

In this work, on-demand synthesis and release of functional enzyme mimetics were
proposed as an innovative strategy to potentially overcome oxidative stress-related diseases,
such as cancer, inflammation and dementia with minimum damage to healthy tissues. In order
to achieve this goal, the colloidal synthesis of reduced cerium-based nanoparticles was carried
out in lyotropic liquid crystal composed of phytantriol by an in situ precipitation mechanism.
The liquid crystal structure presented reverse cubic bicontinuous phase with Pn3m symmetry.
Increasing concentrations of Ce(NO3)3-6H,0 as precursor were evaluated and aqueous NaOH
was chosen as precipitating agent to obtain the Ce(OH)3; nanoparticles, which showed 2-4 nm
mean sizes. The entrapment of Ce(OH); into the liquid crystal was fundamental to maintain
cerium in the Ce(lll) reduced state. A highly Ce(lll)/Ce(lV) ratio was desirable because
Ce(OH); should act as an artificial proenzyme in this study. The activation of the system was
done through the oxidation of Ce(OH); to CeO.x by H,O, as trigger in acid and neutral
buffered media. On-demand synthesis of CeO(.y nanoparticles with around 1.4 nm mean
sizes was observed just after the trigger was added to the medium containing the liquid
crystalline systems. The Ce(ll1)/Ce(1V) ratio was reduced due to the presence of H,O, as
confirmed by X-ray absorption spectroscopy measurements. The fluorite crystalline structure
of the nanoparticles determined from X-ray diffraction indicated that CeO,.x) was obtained in
response to the oxidative environment. CeO) nanoparticles were released to the medium
and showed superoxide dismutase-like activity. This occurred due to the ability of cerium to
interchange between the (111) and (1V) oxidation states on the nanoparticle surface.
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1. INTRODUCAO

O estudo de enzimas artificiais com potencial aplicacdo biomédica € uma é&rea
emergente no cenario cientifico internacional. Miméticos de enzimas nanoparticulados vém
atraindo particular interesse nessa area devido as suas propriedades Unicas se comparadas com
enzimas de origem natural ou enzimas artificiais classicas, tais como menor custo, maior
robustez e atividade dependente de seu tamanho e composicdo quimica. Nesse contexto,
nanoparticulas de 6xido de cério encontram lugar de destaque pela facilidade de conversdo
entre os estados Ce(lll) e Ce(IV) em sua superficie, que abre a possibilidade de mimetizar a
acao de diversas enzimas envolvidas em reacGes redox, tais como a superdxido dismutase.
Ambientes oxidantes sdo encontrados em regifes inflamadas e tumores, como consequéncia
da resposta do organismo a lesdes. Em outros casos, 0 estresse oxidativo € causado por
deplecdo de enzimas naturais responsaveis pela depuracdo de espécies reativas de oxigénio,
como no caso de deméncias. Independentemente da origem, ambientes oxidantes estdo
geralmente associados a graves danos teciduais.

Embora sejam altamente promissoras para tratamento de doencas envolvendo estresse
oxidativo no local de acdo, nanoparticulas de 6xido de cério que contenham baixo teor de
Ce(ll1), e por isso apresentem carater oxidante, podem causar oxidacdo em tecidos saudaveis,
justamente pela facilidade de interconversdo dos estados Ce(lll) e Ce(IV) na sua superficie. O
revestimento das nanoparticulas com compostos organicos nao representa uma estratégia
eficaz para resolver este problema, pois em geral ele contribui para reduzir a agregacao das
nanoparticulas sem afetar a reatividade na sua superficie.

Frente ao exposto, o presente estudo de mestrado foi dedicado a encontrar uma
solucgéo para essa questdo altamente desafiadora. Para isso, propds-se um sistema constituido
de nanoparticulas de Ce(OH)3 capaz de atuar como uma pro-enzima funcional sintética. Por
estar na forma reduzida Ce(lll), o cério seria menos propenso a oxidar os tecidos saudaveis
estando na forma Ce(OH)s. Porém, em condicbes fisiologicas, esse composto tende a
dissociar-se no meio aquoso. Por isso, foi desenvolvida uma estratégia inovadora de sintese
de nanoparticulas de Ce(OH); diretamente em cristal liquido liotropico. O aprisionamento em
cristal liquido teve como objetivo manter o Ce(OH)3 na forma coloidal em meio aquoso com
valores de pH semelhantes aqueles encontrados em condigdes fisiologicas. Até o advento
desta dissertacdo de mestrado, ndo foram encontrados relatos sobre a sintese in situ de

nanoparticulas contendo cério em cristais liquidos liotropicos. Perdxido de hidrogénio



(espécie reativa de oxigénio comum em processos inflamatorios) foi proposto como indutor
da ativagéo on-demand da pro-enzima sintética, transformando-a em CeO(,.), sua forma ativa.
As nanoparticulas de CeO(.y sintetizadas em resposta a um ambiente oxidante teriam
capacidade de mimetizar a atividade da enzima superdxido dismutase. A presente dissertacdo
aborda um tema de fronteira sob uma perspectiva interdisciplinar, combinando principios da
quimica, da fisica e da biologia e empregando técnicas avangadas de caracterizacdo do
sistema oriundas de diversas areas do conhecimento.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. SISTEMAS AUTOASSOCIADOS PARA APLICAC()ES BIOMEDICAS
2.1.1. Quimica supramolecular

A quimica supramolecular, também conhecida como a “quimica além da molécula”,
tem como foco o estudo de sistemas formados via interagdes ndo-covalentes. Um marco
importante dessa area da quimica ocorreu em 1987, quando foi outorgado o Prémio Nobel em
Quimica a Donald J. Cram, Jean-Marie Lehn e Charles J. Pedersen por estudos relacionados a
agregados capazes de interagir entre si de forma bastante especifica e seletiva, devido a
caracteristicas proprias das estruturas quimicas das moléculas que os compdem [1-4]. Desde
entdo, observou-se crescente interesse da comunidade cientifica por temas do ambito da
qguimica supramolecular. Até 1990, 12 artigos com a palavra-chave “supramolecular
chemistry” foram indexados na base de dados Web of Science® Este nlmero aumentou
exponencialmente, chegando a um total de 10155 artigos publicados até junho de 2017 [5].
Em 2016, o Prémio Nobel em Quimica foi novamente outorgado a pesquisadores envolvidos
com temas da quimica supramolecular [6,7], explicitando a importancia e a
contemporaneidade da area.

Tipicamente, a quimica supramolecular divide-se em duas grandes sub-areas: a
quimica envolvendo estruturas do tipo hospedeiro-héspede (host-guest chemistry) e a quimica
de agregados supramoleculares formados por autoassociacdo (self-assembly). O conceito de
autoassociacdo pode ser enunciado como um processo pelo qual forma-se espontaneamente
uma estrutura organizada a partir de componentes individuais, como resultado de interagdes
localizadas e especificas entre estes componentes. Quando 0s componentes constitutivos sao
moléculas, o processo €& denominado autoassociagdo molecular.  Arquiteturas
supramoleculares bastante complexas podem ser obtidas como resultado de processos de
autoassociagdo. Nesses casos, 0 equilibrio termodindmico é um principio-chave que norteia o
tipo de estrutura a ser formada, pois as interacdes entre essas moléculas tipicamente possuem
carater ndo-covalente (portanto, facilmente reversivel de acordo com as condigdes do meio).
Isto abre caminho para a obtengdo de sistemas que respondem a mudangas no ambiente

quimico. [8,9]



Interacdes ndo-covalentes dominam o cenario em Varios processos bioguimicos. A
estreita similaridade entre agregados supramoleculares e sistemas de origem natural evidencia
0 grande potencial da quimica supramolecular para aplicacbes envolvendo a salde humana.
Essa similaridade pode ser explorada na obtencdo de miméticos de enzimas, que podem ser
estruturais ou funcionais. No primeiro caso, ha uma grande similaridade entre o sitio ativo da
enzima natural e do composto mimético. [10] No segundo caso, ndo ha compromisso com
essa similaridade, sendo considerado mimético o sistema capaz de catalisar uma reacao
semelhante aquela catalisada por enzimas em meio biologico. [11]

A maioria dos relatos envolvendo reagOes catalisadas por enzimas artificiais
descrevem nanoparticulas inorganicas compostas por metais e éxidos de metais cumprindo a
funcdo de miméticos funcionais de oxidases, hidrolases, redutases, entre outros [12]. Essas
nanoparticulas geralmente sdo revestidas por moléculas organicas. A protecdo da superficie
das nanoparticulas por moléculas organicas é particularmente interessante do ponto de vista
bioldgico, pois pode promover aumento da biocompatibilidade [13]. Polimeros anfifilicos s&o
0S compostos organicos mais populares empregados para constituir esses sistemas hibridos
[14]. A biocompatibilizacdo de nanoparticulas inorganicas também pode ser feita pelo
revestimento com lipidios, como o &cido oleico. No entanto, a agregacdo das nanoparticulas
em meio biol6gico € uma consequéncia dessa estratégia, pois a cauda hidrofébica do lipidio
fica exposta a agua.

Uma possivel alternativa para evitar a agregacdo de nanoparticulas revestidas por
lipidios poderia ser sua incorporacdo em sistemas capazes de estruturar-se como fases
reversas liquido-cristalinas liotropicas. Essa hipdtese é suportada por estudo prévio
envolvendo estabilizacdo de insulina frente a agregacdo induzida por agitacdo, por meio de
sua incorporacdo em cristal liquido [15,16]. Os resultados demonstraram que a conformacao
nativa de insulina incorporada em fase cubica liquido-cristalina de lipidio (monoleina)
manteve-se inalterada apos agitacdo a 37°C, mesmo apos transcorridos 2 meses. A insulina
livre em solucdo ndo resistiu a0 mesmo tratamento, agregando-se e precipitando logo apos 8
dias. Embora a insulina ndo seja uma nanoparticula inorganica, os resultados foram bastante
contundentes quanto a capacidade de cristais liquidos em evitar agregagdo de estruturas

coloidais, categoria na qual se enquadra tanto a insulina quanto as nanoparticulas inorganicas.



2.1.2. Cristais liquidos liotropicos

Cristais liquidos sdo sistemas compostos por moléculas que se autoassociam
espontaneamente, apresentando certo grau de ordem orientacional e auséncia de ordem
posicional. Estas caracteristicas diferenciam os cristais liquidos de sélidos cristalinos (os
quais possuem moléculas orientadas no mesmo sentido e com posi¢des bem definidas no
espaco) e liquidos isotrépicos (os quais apresentam moléculas agrupadas de forma aleatéria).
Nesse sentido, fases liquido-cristalinas podem ser consideradas como estados intermediarios,
combinando propriedades tanto de sélidos cristalinos quanto de liquidos. [17]

Os cristais liquidos podem ser divididos em duas grandes categorias: termotropicos e
liotrépicos. No primeiro caso, a estrutura de fase depende da temperatura. As moléculas que
formam fases termotrdpicas sdo altamente rigidas e apresentam forma anisotrdpica, a qual
pode ser discética, calamitica, tipo-banana, entre outras. A anisotropia da molécula reflete-se
no conjunto de estruturas de fase possiveis para o sistema dentro da faixa de temperatura que
corresponde ao estado liquido-cristalino. Temperaturas muito baixas (inferiores a temperatura
de fusdo) levam a formacao de solidos cristalinos, enquanto que temperaturas suficientemente
elevadas (acima da chamada temperatura de clarificacdo) resultam em liquidos convencionais.
[18,19].

Cristais liquidos liotropicos sdo compostos por moléculas anfifilicas que tendem a
agregar-se na presenca de solvente. A estrutura autoassociada resultante em geral é a micela,
porém estruturas ainda mais complexas podem surgir conforme as condi¢cdes do sistema.
Considerando-se sistemas compostos por lipidios e A&gua, pode-se afirmar que a
autoassociacdo é dirigida pela minimizacao do contato entre as regides hidrofobicas do lipidio
e a fase aquosa. Este fendmeno, somado a interagdes repulsivas entre as cabegas polares dos
lipidios e restricdes de empacotamento de suas cadeias alquilicas, resulta em estruturas
supramoleculares de diferentes arquiteturas. Desta maneira, 0 comportamento de fase em
cristais liquidos liotropicos depende de diferentes fatores, como a estrutura das moléculas, as
forcas intermoleculares no sistema, bem como temperatura e a propor¢do lipidio/solvente.
[20,21]

As propriedades de empacotamento geométrico de uma molécula anfifilica podem ser
expressas pelo parametro de empacotamento critico (CPP), que relaciona uma possivel fase

em particular com caracteristicas estruturais do lipidio (Equacéo 1):



v
CPP = — 1)

onde A é a area da cabeca polar do composto anfifilico e v e | sdo, respectivamente, o volume
e o comprimento molecular da cadeia hidrofobica. [22]

Valores de CPP menores que 1 indicam a tendéncia das moléculas anfifilicas em
agregar-se de forma que as cabegas polares fiqguem expostas a regido externa da estrutura. Isto
define as fases normais, que tipicamente ocorrem em regimes diluidos. Por outro lado,
denominam-se fases reversas aquelas nas quais as caudas hidrofébicas ficam expostas as
regides externas da estrutura. Fases reversas tendem a ser obtidas a partir de moléculas cujo
CPP é maior que 1. Quando o valor de CPP é proximo a unidade, as moléculas tendem a
agregar-se como lamelas (Figura 1). E importante pontuar que varios fatores além do CPP

definem a estrutura de fase a ser obtida, sendo seu valor apenas um indicativo.
(@ e {

(b) surfactante e estrutura do agregado

Curvatura

Figura 1. Representacdo (a) da estrutura quimica de uma molécula anfifilica genérica, onde
estdo indicados a area da cabeca polar (A), o volume da cadeia hidrofobica (v) e o
comprimento da cadeia hidrofobica (I); e (b) de possiveis estruturas supramoleculares de
agregados de acordo com faixas de valores de parametro de empacotamento critico (CPP) de
surfactantes. A curvatura da superficie que separa 0 microdominio lipidico do meio aquoso
nos agregados esta qualitativamente representada no eixo vertical a direita. Imagem adaptada

e reproduzida da referéncia [23] sob licenca Creative Commons (CC).



A fase lamelar (L,), de curvatura de interface igual a zero, é caracterizada pela
disposicdo das moléculas anfifilicas em bicamadas, que por sua vez sdo intercaladas por
solvente. As fases normais apresentam curvaturas de interface positivas, sendo bastante
comuns as fases micelares (L1) e hexagonais (Hy). Em altas dilui¢cdes, abaixo da concentracdo
micelar critica, o sistema tende a perder sua estruturacdo. Por outro lado, as fases reversas
(Figura 2) sdo particularmente interessantes, pois apresentam capacidade de manter sua
estrutura em regime diluido. Essa Ultima caracteristica € importante no contexto da aplicagdo
bioldgica, devido ao excesso de fluidos corporais aos quais esses sistemas sdo expostos apos

administracdo. [24,25]
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Figura 2. Estruturas esquematicas representativas de fases normais, lamelar e reversas de
cristais liquidos liotropicos (onde [c] é a concentracdo de surfactante em agua). Adaptado e
reproduzido de [26], direitos autorais de John Wiley & Sons. No detalhe, é possivel visualizar

a representacédo de fases cubicas bicontinuas reversas com simetrias Im3m, Pn3m e 1a3d.

Fases cubicas micelares (lI;) e hexagonais (H,) reversas sdo possibilidades
interessantes no que tange a aplicacdo biomédica, sendo empregadas quando é desejado um
contato reduzido entre 0 meio externo e farmacos a elas incorporados, visto que apresentam
curvaturas negativas elevadas. As fases I, consistem em micelas reversas dispostas
espacialmente em celas unitarias cubicas. Para cristais liquidos, sdo comuns as fases reversas
micelares com simetrias do tipo Pm3n e Fd3m [27]. Fases H, sdo constituidas por arranjos

espaciais de micelas reversas cilindricas em hexagonos. Como consequéncia, estas fases



apresentam canais aquosos n&o-interconectados em seu interior. [28] As fases reversas
cubicas bicontinuas (Q;) sdo formadas por bicamadas lipidicas com curvatura negativa, que
adotam arquiteturas complexas. Como resultado, apresentam canais interconectados de agua
em seu interior que tornam a area de contato do sistema com 0 meio aquoso externo muito
superior aquela de fases micelares reversas, lamelares ou mesmo hexagonais reversas [29].
No contexto da aplicacdo de sistemas liquido-cristalinos como miméticos de enzimas, este
contato facilitado com o meio externo é desejavel. As fases cubicas bicontinuas reversas em
cristais liquidos apresentam trés tipos de simetrias mais comuns: la3d (giroide), Pn3m
(diamante) e Im3m (primitiva).

No que concerne a aplicagdes biomédicas, ha um numero limitado de moléculas
biocompativeis capazes de formar fases cubicas bicontinuas reversas em excesso de agua, sob
condicdes fisiologicas de temperatura. A mais notoria € a monooleina (monooleato de
glicerila), empregada em misturas binérias com &gua ou em misturas mais complexas com
agua e outros lipidios. No entanto, essa molécula apresenta ligacdo éster, podendo ser
facilmente degradada. [30,31] Uma alternativa interessante a monooleina é o fitantriol
(3,7,11,15-tetrametil-hexadecantriol), que ndo possui ligacBes éster em sua estrutura (Figura
3). [32]

HO/\AO
(a) OH

HO oH
(b)

Figura 3. Estruturas quimicas (a) da monoleina e (b) do fitantriol.

Sistemas compostos por fitantriol e excesso de agua tipicamente apresentam estrutura
de fase Q, com simetria Pn3m a temperatura ambiente e H, em temperaturas superiores a
60 °C. A adicdo de acetato de tocoferol a fitantriol disperso em agua, mesmo em baixas
concentragOes, leva a ocorréncia de transicdes de fase do tipo Q, > H, em temperaturas
menores que aquelas observadas para a mistura binaria de fitantriol e dgua. Essa evidéncia,
observada por Boyd e colaboradores [33], abre a perspectiva de modulagdo da estrutura de
fase de cristais liquidos de fitantriol em resposta a temperatura. Também ha relatos do

surgimento de novas fases apos adicdo de compostos a mistura binaria, como L, [34] e Im3m
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[35]. Estruturas compostas por fitantriol vém sendo exploradas ndo sO6 para ©
desenvolvimento de sistemas responsivos ao ambiente como também para liberacdo
controlada de farmacos. Lee e colaboradores [36] investigaram o comportamento de liberacdo
de varios farmacos-modelo hidrofilicos a partir de dispersées de fitantriol em agua. Os autores
observaram que a cinética de liberacdo foi difusional, com taxas de liberacdo que dependem
da estrutura de fase do sistema, bem como da massa molar do farmaco-modelo.

As propriedades de sistemas liquido-cristalinos estdo intrinsecamente relacionadas
com a forma como suas unidades estruturais se ordenam no espaco. Nesse sentido, é essencial
determinar a estrutura de fase dos sistemas. Varias técnicas estdo disponiveis para alcancar
esse objetivo. A mais simples consiste na observacdo do material por microscopia Optica com
controle de temperatura. Empregando-se um filtro polarizador no microscépio, é possivel
distinguir entre estruturas espacialmente isotrépicas e anisotropicas, pois apenas estas Ultimas
exibem o fendmeno de birrefringéncia. Fases cuUbicas, por exemplo, ndo apresentam
birrefringéncia. Por sua vez, fases hexagonais e lamelares apresentam padrbes da luz
transmitida caracteristicos devido ao fendmeno de birrefringéncia [26]. A topologia de cristais
liquidos liotropicos pode ser visualizada a partir de medidas de microscopia eletronica de
transmissao de amostras em condicGes criogénicas (Cryo-TEM). Esta técnica foi fundamental
para determinar a coexisténcia de vesiculas e estruturas coloidais de fase Q, em dispersdes de
fitantriol em &gua contendo dispersante, preparadas por Akhlaghi e colaboradores [37]. O
surgimento de vesiculas é dependente do método de preparacdo e da natureza do dispersante.
Diferentes estruturas de fase também podem ser caracterizadas a partir de suas propriedades
reoldgicas, embora esta seja uma técnica pouco comum para cristais liquidos liotropicos.
Quanto maior a interconectividade na topologia da estrutura, maior é sua resisténcia ao
cisalhamento [38]. Técnicas de analise térmica vém sendo empregadas como medidas
complementares na caracterizagdo de fases liquido-cristalinas liotrépicas. A calorimetria
exploratdria diferencial (DSC) permite determinar as temperaturas onde ocorrem as transi¢oes
de fase, porém ndo informam sobre a identidade topologica de cada fase. Por sua vez, a
analise termogravimétrica (TGA) fornece valores aproximados do conteudo de agua de fases
liquido-cristalinas e temperaturas de degradacdo dos materiais. [39]

Para determinar a topologia e simetria dos grupos espaciais cristalograficos de cristais
liquidos liotropicos presentes em cada temperatura, uma das técnicas mais importantes é o
espalhamento de raios X a baixos angulos (SAXS). Nesta técnica, um feixe monocromatico
de raios X incide sobre a amostra e é transmitido, sendo entdo detectado. No feixe

transmitido, sdo detectados raios X que sofreram espalhamento quasi-elastico, em angulos
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proximos a zero (tipicamente < 5°) em relacdo a diregdo do feixe incidente. Os dados obtidos
(2D) correspondem a uma medida de intensidade de fotons detectada em funcgéo do vetor de

espalhamento —. O vetor de espalhamento é definido como a diferenca entre os vetores de
q

onda dos raios X espalhados (z) e dos incidentes (?), conforme Equacao 2 [40]:

,—E|= ../1 @

sendo 4 o comprimento de onda dos raios X incidentes e 26 o angulo entre os vetores k™ e k. O
dado bidimensional é posteriormente reduzido a curvas de intensidade de espalhamento 1(q)
(1D) para analise quantitativa.

E possivel determinar o tipo de estrutura da fase liquido-cristalina a partir da da
indexacdo dos picos de difracdo na curva de SAXS. A posicdo relativa dos picos e 0s
respectivos indices de Miller para as fases de cristais liquidos liotropicos mais citadas na

literatura encontram-se apresentados na Tabela I.

Tabela |. Posicdo relativa dos picos de difracdo de fases de ocorréncia mais comum em

cristais liquidos liotrépicos e indices de Miller (hkl) correspondentes.

Estrutura de Fase 1 V2 V32 \5 V6 \7 V8 3

L, (100) - - (200) - - - = (300)
Pn3m - (110) (111) (200) - (211) - (220) (221)
Q, Im3m - (110) - (200) - (11) - (220) -
la3d - - - - - (11) - (220) -
Hu (100) - (110) (200) - - (210) - (300)
] Pm3n - (110) - (200) (210) (211) - (220) -
Fd3m - - 111) - - - - (220) -

O diagrama de fase de cristais liquidos compostos por fitantriol e &gua foi determinado
por Barauskas e Landh [41] empregando-se medidas de SAXS. A temperatura ambiente, a
reducdo da proporcao lipidio/agua levou a sequéncia de transi¢fes de fase L, 2> L, 2 Q2
(la3d) = Q2 (Pn3m). A 44°C, ocorre transicdo de fase do tipo Q, = H, (Figura 4).
Posteriormente, verificou-se que impurezas oriundas de fitantriol comercial de diferentes

marcas causam mudancas no diagrama de fase, as quais devem ser consideradas no
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planejamento de sistemas contendo esse composto. [42] Como mencionado anteriormente, a
incorporacgdo de aditivos a sistemas liquido-cristalinos pode resultar em transicdes e estruturas
de fase diferentes daquelas observadas para a mistura binaria de origem. Como esperado, isto

ocorre também para sistemas compostos por fitantriol [33].
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Figura 4. Diagrama de fase de fitantriol e 4gua, conforme determinado por Barauskas e Landh

[41]. (Figura adaptada e reproduzida da referéncia citada, direitos autorais de American

Chemical Society).
2.1.3. Nanoparticulas de 6xidos de metal

Oxidos de metais (M,O,) constituem um grupo de grande interesse nos ambitos da
fisica, da quimica e da ciéncia de materiais. Esses compostos apresentam uma vasta gama de
estruturas cristalinas, com diferentes propriedades eletrénicas. Imperfeicdes na estrutura
cristalina, também denominadas de defeitos, ocorrem com frequéncia nessas estruturas. Em
especial, vacancias de oxigénio na superficie representam um dos defeitos mais ativos para
aplicacdes cataliticas [43]. Isto resulta na formagdo de compostos nédo-estequiométricos do
tipo M,O,.x. Conforme o tamanho do cristal diminui, aumenta a propor¢éo de atomos na
superficie da particula em relacdo ao total. Quando a raz&o entre &rea de superficie e volume é
suficientemente alta, propriedades quimicas e fisicas Unicas emergem [44]. Essa é a principal
caracteristica que torna a aplicacdo de nanoparticulas interessante para catalise, uma vez que
0s eventos cataliticos ocorrem nos sitios ativos existentes na sua superficie.

No que tange a aplicacBes biomedicas, a utilizacdo de nanoparticulas de éxidos de
metais capazes de oxirreducdo em niveis de energia compativeis com as rea¢des bioldgicas
vem ganhando destaque nas ultimas décadas, em particular pelo seu grande potencial como

mimeticos funcionais de enzimas, tais como peroxidases, superoxido dismutases, entre outras.
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Nanoparticulas de 6xidos de metais sdo vantajosas, pois ndo sofrem desnaturacdo, permitem
alto nimero de ciclos de utilizacdo (turnover) e apresentam tamanhos comparaveis aos de
enzimas naturais e maior nimero de sitios para ocorréncia das reacdes cataliticas. [45,46]

Os métodos de sintese de nanoparticulas de 6xidos de metais podem ser agrupados em
duas estratégias: liquido-sélido e géas-solido. Esta Ultima est restrita a processos de deposicao
quimica de vapor (chemical vapor deposition, CVD), deposi¢do por laser pulsado (pulsed
laser deposition, PLD) e deposicdo por desbastamento idnico (sputtering). Por sua vez, ja
foram propostos varios métodos baseados na estratégia liquido-solido (que é aquela escolhida
para este trabalho de mestrado). Entre eles, 0os mais populares sdo a coprecipitacdo, 0 processo
sol-gel, a sintese em microemulsdo e processo solvotérmico. [46-48] O método de
coprecipitacdo consiste em dissolver um sal precursor (cloreto, nitrato, etc) em agua e, com
adicdo de base, precipitar a forma oxo-hidréxido do metal. [49] Técnicas sol-gel baseiam-se
na hidrdlise de precursor (geralmente alcoxidos de metais) em solvente adequado, resultando
no oxo-hidréxido correspondente. A condensacdo das espécies, com perda de &gua, resulta em
um gel poroso. Apoés calcinacdo, Oxidos porosos sao obtidos. [50] Na técnica de
microemulsdo, micelas normais ou reversas de surfactantes em agua formam nanorreatores
onde ocorre a precipitacdo de precursores de metal na forma oxo-hidréxido correspondente,
levando a particulas de tamanho reduzido e baixa polidispersdo. [51] Por fim, no caso de
métodos solvotérmicos, complexos do metal sdo termicamente decompostos a dxidos. Muitas
vezes, as reacdes sdo realizadas em autoclave, sob pressédo. [52]

Embora nanoparticulas de Oxidos de metais apresentem grande potencial para
aplicacdes biologicas em virtude de sua reatividade, podem ndo ser biocompativeis. A
estratégia mais empregada para aumentar a bicompatibilidade de nanoparticulas inorganicas
consiste em revesti-las com compostos organicos. [53] Esse revestimento pode ser realizado
na etapa de sintese ou a posteriori. Nesse contexto, a incorporacdo de nanoparticulas em
cristais liquidos pode ser uma alternativa bastante promissora pelas vantagens intrinsecas
desses sistemas supramoleculares, bem como pela biocompatibilidade inerente aos lipidios
gue os compdem, como mencionado anteriormente. Nanoparticulas magnéticas de ferrita
estabilizadas por oleato (hidrofébico) ou citrato (hidrofilico) foram incorporadas em
dispersdes aquosas de cristal liquido de monoleina com fase Pn3m visando obter sistemas
inteligentes para tratamento de céncer. Ao sistema de monoleina, adicionou-se também um
farmaco quimioterapico. Observou-se que as nanoparticulas hidrofilicas permaneceram presas
aos canais aquosos da fase cubica, aumentando levemente o parametro de rede da fase cubica,

enguanto que as nanoparticulas hidrofébicas mantiveram-se nos dominios lipofilicos [54]. Em
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outro estudo, Mezzenga e colaboradores [55] aliaram medidas de SAXS e microscopia dptica
sob luz polarizada, demonstrando de forma elegante que sistemas liquido-cristalinos
liotrépicos constituidos por lipidios podem ser controladamente alinhados na presenca de
campo magnético externo quando nanoparticulas de magnetita estdo incorporadas aos
mesmos.

Nanoparticulas inorganicas podem induzir transi¢cGes de fase em cristais liquidos, por
meio de estruturas tipo “colar de pérolas” depositadas na interface entre o lipidio e a agua que
impecam a ocorréncia de fases com maior curvatura [56]. Em baixas concentracoes,
nanoparticulas inorganicas acomodam-se no interior das fases liquido-cristalinas de lipidios.
Porém, o0 aumento de sua concentracdo pode induzir a nucleagdo de agregados, com
consequente separacdo macroscopica de fase. [57]

Fases liquido-cristalinas liotrépicas foram propostas como nanorreatores para sintese
de nanoparticulas inorganicas, em estratégia que se assemelha aquela da sintese em
microemulsdo [58]. O tamanho das nanoparticulas foi controlado a partir de mudancas na
estruturacdo do cristal liquido. Apoés a sintese, observou-se que as nanoparticulas mantiveram-

se ndo-aglomeradas no interior da fase liquido-cristalina.
2.2. NANOPARTICULAS CONTENDO CERIO
2.2.1. Oxidos e hidrdxidos de cério nanoparticulados

Cerio (Ce) € um elemento do grupo dos lantanideos (terras raras) com configuragdo
eletronica [Xe] 4f'5d'6s, sendo facilmente encontrado em minerais como bastnasita, loparita
e monazita [59]. Este elemento é geralmente isolado de fontes naturais por precipitacdo na
forma de oxalato, carbonato ou hidroxido. Oxidos de cério podem ser obtidos a partir da
calcinacdo desses precipitados. O oxido de cério CeOp. (0 < x < 0,5) pode variar
continuamente entre os casos totalmente oxidado (CeO,; x = 0) e totalmente reduzido (Ce,Os3;
x = 0,5). Esse Oxido tipicamente apresenta os estados de oxidacdo Ce(lll) e Ce(1V). O dxido
de cério mais reduzido, Ce,Os, ndo é estavel sob atmosfera ambiente devido a presencga de
oxigénio, sendo rapidamente oxidado. A forma mais oxidada, CeO, estequiométrico (ceria),
apresenta estrutura do tipo fluorita com grupo espacial Fm3m em uma faixa ampla de
temperatura. Sua cor é amarelo-pélida e estd provavelmente relacionada a um processo de
transferéncia de carga entre Ce(IV)-O(Il). A estrutura do ceria tolera certo grau de reducéo,

sendo que o grupo espacial Fm3m da estrutura de CeO,.x) € mantido quando 0 < x < 0,35. A
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reducdo do ceria estequiométrico a CeOy.x), sendo 0 < x < 0,5, esta relacionada a formagcéo de
defeitos na rede cristalina. Esses defeitos sdo vacancias de oxigénio, que levam parte dos
atomos de cério a assumir o estado Ce(l11). [60] O jon Ce(l11) tem maior raio idnico (1,034 A)
que o ion Ce(1V) (0,92 A). A presenca de defeitos (vacancias de oxigénio) gera distor¢io
local de simetria, a qual causa mudancas no comprimento de ligagdo Ce—O e aumento do
parametro de rede do cristal. Essa distor¢do tende a ser mais significativa com a diminuicéo
do didmetro de particula. [61]

Em meio aquoso, o cério pode assumir diferentes formas, descritas por um diagrama
de Pourbaix. Este diagrama aponta qual é a espécie majoritaria no equilibrio termodindmico
para uma dada condicdo de pH e potencial redox da solucdo, fixando-se a concentragdo do
elemento e a temperatura. Geralmente, as espécies que precipitam a partir das solucdes
contendo cério sdo os hidroxidos Ce(OH); e Ce(OH)4. As formas hidratadas dos respectivos
Oxidos também sdo espécies possiveis de se observar em determinadas condi¢des. [62,63]
Hayes e colaboradores [63] construiram um diagrama de Pourbaix para o cério na
concentracdo de 0,01 M a 25 °C. Sob condicdes redutoras e pH acido, a espécie predominante
é 0 Ce* 4 na forma dissociada. A adicdo de OH ), com consequente aumento do valor de
pH na solucdo, resulta na observacdo de Ce(OH)3; como espécie predominante. Por sua vez,
um ambiente oxidante favorece a formacdo de Ce(OH),/CeO,-2H,0 em ampla faixa de pH.
Apenas em meio altamente &cido e oxidante, a espécie Ce** (,q & majoritaria. Em uma estreita
faixa de pH e ambiente redutor, é possivel observar as espécies Ce(OH)** (pH 8-9) e
Ce(OH);" (pH 9-10) predominando na solucdo. A pressdo parcial de oxigénio na éagua
influencia o equilibrio das espécies e consequentemente as condi¢fes nas quais cada uma €
majoritariamente observada. O mesmo ocorre com a adi¢cdo de compostos oxidantes/redutores
a solucéo.

A concentracdo de defeitos no ceria eleva-se com a redugdo do tamanho da particula.
Como consequéncia da coexisténcia de Ce(lll) e Ce(IV) na sua superficie e a facilidade de
interconversdo entre estes dois estados, as propriedades redox de ceria na nanoescala séo
muito melhores em relacdo ao material massivo. Nesse contexto, estruturas nanoparticuladas
de CeO(.-x) tém recebido crescente aten¢éo da comunidade cientifica como catalisadores [64],
células combustiveis [65] e miméticos funcionais de enzimas redox para aplicacdes
biomédicas [66]. Neste ultimo caso, destaca-se a capacidade das nanoparticulas de CeO.x
em captar espécies reativas de oxigénio e nitrogénio no organismo. Por esse motivo, essas

nanoparticulas sdo alternativas altamente promissoras para tratar patologias associadas a
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estresse oxidativo crénico e inflamacdo, cujos niveis de espécies oxidantes em regifes bem
localizadas do organismo s&o elevados.

O controle das caracteristicas das nanoparticulas, tais como didmetro e razdo
Ce(11N/Ce(1V), pode ser até certo ponto obtido com base na estratégia de sintese escolhida
[67]. Além disso, a perspectiva de aplicacdo bioldgica exige estratégias de sintese que evitem
a aglomeracdo das nanoparticulas. O revestimento organico pode levar ndo s6 a estabilizagdo
cinética das particulas, como também a sua biocompatibilizacdo. Uma das técnicas mais
empregadas para a sintese de nanoparticulas de CeO(,.y) organicamente revestidas envolve
dissolucdo de precursor de cério em &gua e precipitacdo por adicdo de base ou agente oxidante
(Tabela II).

Tabela 1l. Exemplos de precursores de cério e revestimentos organicos empregados na sintese

por precipitacédo de nanoparticulas de CeO,.xy dispersas em meio aquoso visando aplicagdes

bioldgicas.

Precursor de cerio Revestimento organico Agente precipitante Referéncia
Ce(NOg3)36H,0 Dextrana/glicose NH4OH/ H,0, [68]
Ce(NOg3)36H,0 Poli(etilenoglicol) HNO3/ H,0, [66]

CeCl3-7H,0 Dodecilsulfato de sédio NH,OH [69]
Acido
Ce(NOg3)36H,0 etilenodiaminotetracético/ NH4OH/ H,0, [70]
acido citrico

Poli(acido acrilico)-
octilamina/ &cido oleico/
Ce(NOg3)36H,0 poli(etileno-imina)/ Oleilamina [71]
poli(anidrido maleico)-

alt-1-octadeceno

Relatos a respeito de nanoparticulas de Ce(OH); em meio aquoso com valores brandos
de pH ndo sdo comuns, pois & prevista sua dissolugdo na forma de Ce** ;) nessas condicdes a
partir do diagrama de Pourbaix. Recentemente, Abellan e colaboradores [72] relataram a
obtengdo de nanoparticulas de Ce(OH); em meio aquoso, a partir de Ce(NO3)3-6H,O como
precursor, através do aumento do pH local causado pela irradiacdo da amostra com feixe de

elétrons. De acordo com os autores, a radiolise da 4gua levou a redugio do Ce**q) a Ce’. Essa
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reducéo seguida de hidrolise foi o provavel mecanismo catalitico que gerou OH'(q) in situ.
Este, por sua vez, permitiu a precipitacdo de nanoparticulas de Ce(OH)3; com cerca de 5 nm de
didmetro.

O problema do equilibrio de hidrolise desfavoravel na sintese de nanoparticulas
contendo Ce(lll) pode ser contornado empregando-se um processo sol-gel modificado,
inicialmente desenvolvido por Pechini em 1967 para filmes finos [73]. Neste método, a etapa-
chave consiste na formacao de complexos de metais com agentes quelantes bi- e tridentados,
como o &cido citrico. Um poli(alcool), como o etilenoglicol, é adicionado para estabelecer as
ligacGes entre os quelatos via reacdo de poliesterificagdo, resultando em gelificacdo da
mistura reacional. Apo6s secagem, o gel é aquecido para iniciar a pirélise das espécies
organicas, resultando nas nanoparticulas em pd. Agentes quelantes tendem a formar

complexos estaveis em amplas faixas de pH, o que é uma vantagem importante deste método.

2.2.2. Técnicas de caracterizacao de nanoparticulas contendo cério

As principais técnicas de caracterizacdo de nanoparticulas contendo cério informam
sobre suas propriedades eletrénicas, estruturais e morfoldgicas. A forma e a distribuicdo de
diametro das nanoparticulas podem ser acessadas por microscopia eletrénica de transmissao
(TEM - Transmission Electron Microscopy). Nesta técnica, um feixe de elétrons
monoenergéetico incide sobre uma regido fina da amostra. Parte do feixe sofre
retroespalhamento e parte é transmitida apds sofrer colisdes elasticas e inelasticas. O feixe
transmitido atinge uma tela fluorescente ou uma CCD (Charge Coupled Device), onde séo
detectados. O contraste observado na imagem de TEM depende do modo de operacdo
empregado. O modo mais utilizado é o de campo claro, onde o contraste depende da
densidade eletrbnica e espessura da regido analisada. Assim, regides das amostras
eletronicamente mais densas ou espessas permitem que menos elétrons sejam transmitidos,
formando uma regido mais escura. Este modo € tipicamente utilizado para obtencdo de
tamanho e morfologia da amostra, pois mostra uma projecdo das estruturas presentes.
Nanocristais de CeOx) de 4 nm, sintetizados por precipitacdo de precursor em solu¢édo com
dextrana, foram visualizados por essa técnica por Perez e colaboradores [74]. TEM permitiu
a Hussain e colaboradores observar a incorporacdo de nanoparticulas de céria por células
monociticas, [75] revelando-se uma ferramenta valiosa em estudos multidisciplinares que

conectam a sintese e caracteriza¢do das nanoparticulas com sua aplicacdo bioldgica.
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Apesar das diversas vantagens das técnicas de microscopia eletrdnica, as mesmas ndo
ddo informagbes quimicas sobre o material analisado. Por conta disso, uma técnica
complementar rotineiramente utilizada acoplada a um microscépio eletrénico é a
Espectroscopia de Raios X por Dispersdo em Energia (EDS — Energy Dispersive X-Ray
Spectroscopy). Nesse caso, sdo detectados 0s raios X caracteristicos emitidos pelos atomos
constituintes da amostra apds serem excitados pelo feixe de elétrons incidente. Dessa forma, é
feita uma imagem de microscopia eletrénica (transmissdo ou varredura) com subsequente
medida do espectro de EDS de uma regido especifica da imagem, sendo possivel identificar
os elementos presentes naquela regido estudada. Medidas de EDS séo particularmente Uteis
no caso de misturas complexas, onde € necessario determinar a presenca de cério juntamente
com outros elementos quimicos na amostra. [76]

Informacdes sobre a estrutura cristalina e o pardmetro de rede das nanoparticulas
podem ser obtidas a partir da técnica de Difracdo de Raios X (XRD — X-Ray Diffraction). A
técnica é baseada na incidéncia de um feixe monocromatico de raios X sobre uma amostra
com angulo de incidéncia variavel, sequido de deteccdo do feixe difratado. O difratograma
obtido é regido pela lei de Bragg, que permite identificar as posi¢des angulares com maximos
de intensidade para uma dada estrutura cristalina. Tipicamente, nanoparticulas de Ce(OH), e
CeO(2-x), sendo 0 < x < 0,35, apresentam arranjo cristalino do tipo fluorita com grupo espacial
Fm3m, conforme j& mencionado anteriormente. Por sua vez, Ce(OH)s; e Ce,O3; possuem
estrutura hexagonal. A técnica de XRD foi empregada por Kurian e Kunjachan [77] ndo s6
para confirmar a natureza quimica das amostras de nanocéria sintetizadas por método sol-gel
via indexacdo dos picos de difracdo, como também para investigar distor¢des na rede
cristalina causadas pelo processo de sintese. Estas distorcdes foram particularmente
importantes no caso de particulas com didmetro menor que 10 nm e estdo relacionadas a
presenca de vacancias de oxigénio na estrutura cristalina.

O estado de oxidacdo do cério nas nanoparticulas pode ser determinado de forma
complementar a partir das técnicas de Espectroscopia de Fotoelétrons Excitados por Raios X
(XPS — X-Ray Photoelectron Spectroscopy) [78] e Espectroscopia de Absor¢do de Raios X
(XAS — X-Ray Absorption Spectroscopy) [79]. A técnica de XPS permite sondar a regido
proxima a superficie da amostra, tipicamente até uma profundidade de alguns nanometros.
Medidas de XPS do nivel eletronico Ce 3d de nanoparticulas de céria apds contato com H,0,
foram empregadas por Heckert e colaboradores [80] para demonstrar que a reducdo da razéo
Ce(111)/Ce(IV) nas amostras correlaciona-se com a perda da sua atividade catalitica.
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A técnica de XAS é baseada na medida do coeficiente de absor¢do de uma amostra em
funcdo da energia do foton de raios X incidentes. Tipicamente € medida a intensidade do feixe
incidente e transmitido e, através da lei de Beer-Lambert [79], € obtido o coeficiente de
absorcéo para uma dada energia de foton incidente. A Figura 5 mostra um espectro tipico de
XAS para a borda L3 do Ce, a qual corresponde a uma transicao eletrénica permitida segundo
as regras de selecéo de dipolo do nivel 2ps/, para o nivel 5d do Ce.

XANES EXAFS
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Figura 5. Espectro de XAS de uma amostra de CeO, comercial na borda L3 de Ce medido por

transmissao.

Observa-se que, se a energia do féton incidente for menor do que a energia de ligacao
do elétron no nivel 2p3, do Ce, ndo ocorre absor¢do. Quando a energia do foton incidente se
aproxima da energia necessaria para ocorrer a transicdo eletrénica, € observado um aumento
abrupto no coeficiente de absorcdo. A regido em energia proxima a esse aumento abrupto no
coeficiente de absor¢do é chamada de borda de absor¢do. Apds a borda de absorgdo, séo
observadas oscilages do coeficiente de absorcdo em torno de um determinado valor. Essas
oscilacdes séo provenientes da interferéncia entre a onda associada ao fotoelétron emitido no
processo de absorcdo e a onda associada ao fotoelétron retroespalhado pelos atomos vizinhos
ao atomo absorvedor (nesse caso, o Ce).

O espectro de XAS pode ser dividido em duas regides em energia: XANES (X-Ray
Absorption Near Edge Structure), que corresponde a regido tipicamente até 50 eV apos a

borda de absorcdo, e EXAFS (Extended X-Ray Absorption Fine Structure), que corresponde a
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regido em energia desde o final do XANES até o final do espectro de XAS (Figura 5). A
andlise de EXAFS permite obter informac6es estruturais referentes a ordem atémica local em
torno do atomo absorvedor (nimero de coordenacdo, distancia entre o &tomo absorvedor e
espalhador, desordem estrutural e térmica). A anélise do espectro de XANES permite obter
informagdes eletronicas (estado de oxidacdo, composto quimico presente, densidade de
estados eletrdnicos vazios) e estruturais (geometria local) do atomo absorvedor. A técnica de
XAS, em condi¢cdes normais de uso, € sensivel a regido massiva (bulk) do material. Em
especial, para o caso do oxido de cério a andlise da regido do espectro de XANES permite
obter a razdo Ce(ll1)/Ce(IV) existente na amostra. Em um trabalho prévio, Della Mea e
colaboradores [64] utilizaram a técnica de XANES para determinar a influéncia das condices
de sintese na razdo Ce(lll)/Ce(IV) de nanoparticulas obtidas por precipitacdo de
NH4Ce(NOg3); em &gua ou agua/etanol apds adicdo de base. Nesse estudo, a populacdo de
vacéancias de oxigénio foi controlada ajustando-se pardmetros da sintese.

A presenca de cério nos estados de oxidacdao Ce(lll) e Ce(IV) em solucdo pode ser
determinada também a partir de espectroscopia de absorcao na regido do ultravioleta-visivel,
no caso de particulas suficientemente pequenas. Ambos os estados de oxidacdo apresentam
bandas de absorcéo caracteristicas no 6xido de cério: na faixa de 230-260 nm ocorre absorcéo
pelo Ce(lll), enquanto que a absorcdo na faixa de 300-400 nm é decorrente do Ce(IV). A
absorcdo na faixa de 230-260 nm ocorre por mecanismo de transferéncia de carga do tipo
0% >Ce*. Por sua vez, a absorcdo em torno de 300 nm é causada por transferéncia de carga
do tipo O >Ce™, enquanto que a absorcdo mais proxima a 400 nm advém de processo de
transicdo interbanda. [81] Diminuindo-se o tamanho dos cristais de ceria, ocorre
deslocamento hipsocrémico da banda em torno de 400 nm devido ao confinamento eletrdnico.
Maéaximos de absorbancia em comprimentos de onda menores que 375 nm sdo caracteristicos
de cristalitos muito pequenos, da ordem de alguns nandmetros. [82] No mesmo estudo
mencionado em paragrafos anteriores, realizado por Heckert e colaboradores [80], medidas
espectroscopicas de absorcdo na regido de 210 a 500 nm foram utilizadas para verificar
mudancas no estado de oxidagdo do cério ao longo do tempo, na auséncia ou presenca de
perdxido de hidrogénio como agente oxidante. Observou-se aumento da absorbancia na regido
de 300-400 nm apos adicdo do perdxido de hidrogénio ao meio aquoso. Este resultado
evidenciou o aumento da concentracdo de Ce(IV) nas nanoparticulas em resposta ao agente

oxidante. Os resultados mostraram-se complementares aqueles obtidos por XPS.
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2.2.3. Nanoparticulas de 6xido de cério como miméticos funcionais de oxirredutases

Oxirredutases constituem uma classe de enzimas que catalisam reacfes de oxidagéo-
reducdo. No sistema de classificacdo de enzimas, sdo designadas pelo cddigo EC 1 e dividem-
se em 22 subclasses. Dentre elas, destacam-se as peroxidases (EC 1.11), oxigenases (EC 1.13)
e superoxido dismutases (EC 1.15), pelo seu importante papel nos mecanismos de prevencao
de dano oxidativo no organismo. Sabe-se que danos oxidativos estdo ligados a uma série de
enfermidades, como cancer, isquemia, deméncia e inflamacéo crénica [83-86]. Uma mutacgéo
na superoxido dismustase, por exemplo, estd diretamente correlacionada a esclerose lateral
amiotrofica, que é uma doenga neurodegenerativa na qual ha acimulo do anion radical
superéxido no organismo, com consequente peroxidacdo lipidica e disfuncdo mitocondrial.
Uma das consequéncias mais devastadoras da doenca é o dano aos neurénios motores no
cérebro, responsaveis por controlar os movimentos voluntéarios dos masculos estriados. [87]

A superodxido dismutase (SOD) é um tipo de metaloenzima que catalisa a conversao
do anion radical superoxido em oxigénio e peroxido de hidrogénio, em um mecanismo
chamado “ping-pong”, que consiste em reducdo e oxidacdo sequencial do centro metélico,
com concomitante oxidagdo e reducdo do anion radical superoxido (Figura 6). Seu sitio
catalitico em geral contém ferro, manganés, cobre ou niquel, conforme a espécie. Em

humanos, predomina SOD com cobre e zinco. [88]
M(n+l) + O; T MM+ 02

M™+0; ~ (+ 2HY) —> MM+ H,0,
Global: 20, ~ + 2 H* —> 0, + H,0,

Figura 6. Esquema de dismutacdo catalitica do anion radical superoxido pela enzima
superdxido dismutase (SOD), onde M = metal do sitio catalitico.

O tratamento de doencas pela reposi¢do periddica de enzimas naturais ndo é uma
tarefa simples, pois sua sintese/obtencdo geralmente é bastante cara, sua degradagéo in vivo
antes de atingir o local de a¢do no organismo € um limitador importante e as condigdes de
armazenagem devem ser altamente controladas para ndo comprometer a atividade devido a
desnaturacdo. Nesse sentido, miméticos funcionais de enzimas sdo amplamente vantajosos,
pois sua sintese é mais barata (em particular no caso de miméticos inorganicos). Além disso,

0s sistemas sdo mais robustos frente a degradacdo ou perda da reatividade durante o
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armazenamento ou no percurso in vivo ap6s administracdo até o local de acdo no organismo.
[10] Nesse contexto, nanoparticulas de dxido de cério tém se tornado miméticos funcionais de
oxirredutases cada vez mais populares na literatura. Isso esta relacionado a facilidade de
interconversdo entre os estados Ce(lll) e Ce(IV) na sua superficie, que permite as
nanoparticulas atuar como agentes oxidantes e redutores em reagdes redox de interesse
biologico. [89] A aplicacdo bioldgica deste material como mimético de enzimas pode ser
considerada relativamente recente. Relatos da atividade mimética de SOD de nanoparticulas
de CeO(-x) em condicdes biologicamente compativeis comegaram a surgir ha 10 anos. Um
dos primeiros estudos nessa linha foi realizado por Korsvik e colaboradores em 2007 [90], no
qual se verificou que maiores proporcdes de Ce(l11) estavam relacionadas a um incremento na
atividade mimética de SOD de nanoparticulas de CeO ..

A reatividade de nanoparticulas contendo cério esta intrinsecamente relacionada a
caracteristicas como tamanho e forma [71]. No caso de nanoparticulas de CeO(.), a razdo
Ce(l1)/Ce(IV) aumenta com a reducdo do tamanho da particula. Menores particulas
apresentam, portanto, aumento da concentracdo de vacancias de oxigénio, que sdo
fundamentais para mimetizacdo da atividade de SOD. [91] No entanto, € preciso salientar que
sistemas altamente reduzidos ndo apresentam atividade como miméticos de SOD,
evidenciando que ha uma proporcdo 6tima de Ce(l11)/Ce(1V) para que ocorra a degradacédo de
anion radical superoxido na superficie das nanoparticulas.

Como mencionado anteriormente, a quimica de superficie das nanoparticulas, bem
como seu tamanho, sdo consideravelmente influenciados pela escolha dos precursores e pelo
método de sintese empregado. Por sua vez, revestimentos organicos em geral ndo influenciam
diretamente na reatividade de superficie, mas sim no perfil de agregacao das nanoparticulas e
sua forma de depuracdo pelo organismo. Nanoparticulas sofrem um processo bioldgico in
ViVO que consiste na adsor¢do de proteinas (“corona proteica”) a sua superficie. O tipo de
proteina e a forca dessa interacdo dependem da natureza do revestimento e podem ter
importantes consequéncias no que se refere a biodistribuicdo, agregacdo e metabolizacao.
[92,93]

O conhecimento existente a respeito da catalise promovida por céria em altas
temperaturas ndo é necessariamente aplicavel para a compreensdo de seu papel em eventos
bioldgicos. Por isso, a quimica de superficie das nanoparticulas de CeO.x em condi¢Oes
fisiolégicas (ambiente aquoso e temperatura de 37 °C) ainda é importante objeto de estudo.
As propriedades de superficie das nanoparticulas podem ser afetadas, por exemplo, pelo pH e

natureza dos fons presentes em soluco. fons fosfato, citrato e ascorbato, que s&o constituintes
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de tampdes biologicos, adsorvem-se na superficie de nanoparticulas de CeO(.xy podendo
alterar suas propriedades cataliticas. Por sua vez, isto ndo é observado com ions sulfato e
carbonato. [94] Curiosamente, a propria presenca de &gua adsorvida na superficie das
nanoparticulas pode ser suficiente para afetar a reatividade. Em estudo prévio envolvendo
calculos de dindmica molecular (MD) e teoria do functional da densidade (DFT), sugeriu-se
que Oxido de cério sintetizado em agua possui regides cataliticamente ativas que sao afetadas
com a desidratacdo. Ensaios in vitro de atividade de SOD mostraram que a desidratacdo da
superficie das nanoparticulas levou a reducdo da sua atividade catalitica, confirmando as

predicdes teoricas. [95]

2.3. PEROXIDO DE HIDROGENIO: UM GATILHO BIOQUIMICO PROMISSOR

2.3.1. Microambientes bioldgicos oxidantes

Alteracbes complexas na composi¢cdo do meio biolégico podem ocorrer com certa
facilidade em virtude de eventos especificos (ex.: infeccdes, lesdes, escassez de determinados
nutrientes, entre outros) [96]. Determinados compostos quimicos gerados in vivo como
consequéncia desses eventos podem atuar como gatilhos na inducdo de mudancas controladas
em sistemas supramoleculares para fins terapéuticos. Isso é interessante por permitir maior
controle do efeito bioldgico desencadeado pela resposta do sistema supramolecular. Essa
estratégia promete revolucionar a medicina, por atuar de forma bastante especifica no
organismo, reduzindo as doses e os efeitos colaterais do tratamento. [97]

Microambientes oxidantes no organismo estdo associados a processos inflamatorios e
disfungGes mitocondriais, como resultado de mudangas metabdlicas diversas que levam ao
acumulo de espécies reativas de oxigénio (ROS). As duas formas predominantes de ROS sdo
0 anion radical superdxido e o peroxido de hidrogénio. Este ultimo vem sendo bastante
empregado como gatilho para liberacdo controlada de farmacos e agentes de diagnostico em
regides do organismo sob estresse oxidativo, a partir de nanoparticulas responsivas [98,99].

O peroxido de hidrogénio, nas concentrages tipicas observadas no organismo durante
processos inflamatorios (25-50 uM), ndo é um agente oxidante potente. Seu dano aos tecidos
é principalmente indireto, pela sua conversdo a radical hidroxila apos exposi¢do a luz
ultravioleta ou interacdo com ions de metais de transi¢cdo (sendo ferro o mais importante no

contexto in vivo) em uma reacgéo tipo-Fenton (Figura 7). Por ser altamente reativo, o radical
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hidroxila causa dano oxidativo ao DNA, peroxidacao lipidica e quebra de ligacBes covalentes
em proteinas. [100,101]

Fe’* + H,0, —» —» Fe®* + OH® + OH"

Figura 7. Esquema da reacdo de conversao de peroxido de hidrogénio a radical hidroxila in

vivo.

A depuracdo do perdxido de hidrogénio no organismo é realizada por enzimas, como a
catalase. No entanto, como mencionado acima, ocorre acumulo dessa especie em locais
atingidos por processos inflamatdrios ou com metabolismo alterado em virtude de diversas
patologias. Nesse contexto, a liberacdo controlada de antioxidantes no local de acdo como
forma de reduzir a concentracdo de espécies reativas de oxigénio pode levar a melhores
prognosticos para os pacientes. Nanoparticulas de CeO(,.x), por serem miméticos funcionais
de oxidorredutases, conforme explicitado anteriormente, apresentam vantagens em relacdo a
antioxidantes organicos convencionais no combate ao dano oxidativo. No entanto, estas
nanoparticulas podem atuar como pré-oxidantes em alguns tecidos saudaveis, o que levaria ao

efeito contrério do beneficio inicialmente pretendido.

2.3.2. Oxidacéo de Ce(l11) a Ce(1V) na presenca de H,0O,

A preocupagdo com a toxicidade de nanoparticulas de CeO(,.) esta associada ao forte
carater oxidante da espécie Ce(IV) e sua consequente habilidade de causar modificacGes
quimicas deletérias em tecidos saudaveis, o que limita sua aplicacdo para o tratamento de
doencgas. Para contornar esse problema, no presente trabalho de mestrado foi proposta uma
estratégia inovadora de sintese on-demand de nanoparticulas de CeO(,.,) a partir de clusters
de Ce(OH); aprisionados em cristal liquido liotropico de fitantriol na presenca de perdéxido de
hidrogénio como gatilho. Os clusters inorganicos seriam oxidados em meio aquoso pelo
peréxido de hidrogénio (espécie reativa de oxigénio bastante comum em processos
inflamatorios) [102] através de um provavel mecanismo que envolve a formagéo de acido
peroximonoceroso e &cido peroximonocerico. A formacdo de Ce(OH), seria seguida de
desidratacdo a CeO, (mais especificamente, CeO(.), devido a formacdo de vacéncias,

conforme discutido anteriormente) (Figura 8).

23



Ce(OH); + H,0, —>» HO—O0——Ce(OH),
3 HO—O0——Ce(OH), +H,0 — 2 HO—O——Ce(OH); + Ce(OH),
HO——0O——=Ce(OH); + 2 Ce(OH); + H,O —> 3 Ce(OH),
Ce(H;0),(0H),(*¥* + H,0 — Ce0, n(H,0) + H;0*

Figura 8. Esquema de reacao proposto entre hidroxido de cério (111) e peroxido de hidrogénio

em meio aquoso.

Nanoparticulas compostas por cério apenas em seu estado reduzido Ce(lll)
apresentariam menor tendéncia a comprometer a integridade de tecidos saudaveis. Por outro
lado, sua acdo como mimético de SOD seria inexistente. Portanto, as nanoparticulas de
Ce(OH); aprisionadas no cristal liquido podem ser consideradas como uma pré-enzima
sintetica (forma inativa), com ativacéo a CeO(,.y) (mimético funcional de enzima, forma ativa)
em resposta a presenca de H,O, como gatilno. A comprovacdo dessa hip6tese abriria uma
nova janela para o desenvolvimento de plataformas de tratamento inteligentes baseadas na
sintese de miméticos nanoparticulados de enzimas diretamente no organismo em locais

especificos, de acordo com a necessidade do paciente.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Esta dissertacdo de mestrado teve como objetivo desenvolver sistemas liquido-
cristalinos liotropicos contendo clusters de Ce(OH); com capacidade de responder a presenca
de H,O, no meio externo atraves da sintese on-demand de nanoparticulas de CeO(,.y) com

atividade de superdxido dismutase.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Desenvolver uma estratégia de sintese de nanoparticulas de Ce(OH); com didmetro
controlado em cristal liquido liotropico composto de fitantriol e 4gua;

- Verificar a responsividade do sistema liquido-cristalino frente a H,O, como gatilho, com
sintese on-demand de nanoparticulas de CeO,-y;

- Caracterizar as nanoparticulas de CeO(,.y) sintetizadas in situ quanto as suas propriedades
eletronicas e estruturais;

- Determinar o potencial das nanoparticulas de CeO(.xy como mimético funcional de

superdxido dismutase através de ensaios de atividade enzimatica in vitro.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. MATERIAIS E EQUIPAMENTOS
4.1.1. Reagentes, solventes e outros materiais de consumo

- Acido acético glacial (99,7%)

- Acido cloridrico concentrado (37 %)

- Acido sulfurico PA (95-97 %)

- (-)-Adrenalina, Sigma-Aldrich® (EUA)

- Agua ultrapura (tipo 1, resistividade de 18MQ.cm a 25°C)

- Catalase de figado bovino (EC 1.11.1.6, para cultura celular), 3809 U/mg, lote:

010M7011V, produzido por Sigma-Aldrich® (EUA)

- Etanol PA (pureza 96%)

- Etanol absoluto (pureza > 99%)

- Fita de Kapton, 3M® (EUA)

- Fita indicadora de pH (indicador universal faixa pH 0-14), Merck® (Alemanha)

- Fitantriol (3,7,11,15-tetrametilexadecano-1,2,3-triol, pureza > 95%, lote: UQ40907005,
produzido por DSM Nutritional Products), Sarfam® (Brasil)

- Grades de cobre de mesh 300 para microscopia eletrénica de transmissao, cobertas por filme
de carbono ultrafino, Ted Pella® (EUA)

- Glicina (pureza > 99%), Sigma-Aldrich® (EUA)

- Hidréxido de sédio PA (pureza > 98%)

- Isopropanol PA (pureza > 99%)

- Membranas filtrantes de Nylon 40 um, Filtrostec® (Brasil)

- Membranas de PVDF Durapore 0,22 um, Merck-Millipore® (Alemanha)

- Nanoparticulas de oxido de cério (IV) (tamanho < 25 nm por BET, lote MKBW9921V),
Sigma-Aldrich® (EUA)

- Nitrato de cério (Ill) hexaidratado (pureza > 99% com relacdo a metais traco, lote
BCBJ9823V), Sigma-Aldrich® (EUA)

- Perdxido de Hidrogénio 130 V (teor minimo 35% m/m, lote 66462), Dinamica Quimica®
(Brasil)

- Polissorbato 20, Sigma-Aldrich® (EUA)

- Polissorbato 80 (pureza 98%, lote MKBV7222V), Sigma-Aldrich® (EUA)

- Tris base (2-amino-2-hidroximetilpropano-1,3-diol, pureza 99,95%), Neon® (Brasil)
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4.1.2. Equipamentos

- Agitador de tubos tipo vortex mod. AV-2, Gehaka® (Brasil) — Lab. E208, IQ/UFRGS

- Agitador tipo estator-rotor mod. Ultra-Turrax T10 basic, IKA® (Alemanha) — Lab. E208,
IQ/UFRGS

- Analisador termogravimétrico mod. Q50, TA Instruments® — LAPOL, Escola de
Engenharia/UFRGS

- Balanca analitica mod. ATX224, Shimadzu® (Japao) — Lab. E208, IQ/UFRGS

- Banho de ultrassom mod. Limp Sonic LS-5,7DA-2X, Embrasol® (Brasil) — Lab. E208,
IQ/UFRGS

- Bomba de vacuo mod. V-100, Buchi® (Alemanha) — Lab. E208, IQ/UFRGS

- Chapa de agitacdo magnética com aquecimento mod. AA-840, Gehaka® (Brasil) — Lab.
E208, IQ/UFRGS

- Centrifuga analdgica para tubos com rotor de angulo fixo mod. 80-2B, Daiki® (Japao) —
Lab. E208, IQ/UFRGS

- Difratdmetro de raios-x convencional D5000, Siemens® (Alemanha) — IF/UFRGS

- Espectrofotdbmetro de absor¢do molecular no ultravioleta-visivel mod. UV-2450,
Shimadzu® (Japao) — Lab. E208, IQ/UFRGS

- Espectrofotdmetro mod. Spectramax M2e, Molecular Devices® (EUA) — Laboratorio de
Genética Toxicologica, UFCSPA

- Espectrofotometro de absor¢do molecular no infravermelho com transformada de Fourier
mod. IRPrestige-21, Shimadzu® (Japdo) — Central Analitica,/IQ/UFRGS

- Estufa a vacuo mod. 440-D, Ethik Technology® (Brasil) — Lab. E208, IQ/UFRGS

- Metalizadora mod. MED 020, Bal-Tech Instrument® (Alemanha) — CMM/UFRGS

- Microscopio eletronico de transmissdo mod. JEM 1200 ExII equipado com camera CCD,
Jeol® (Japédo) - CMM/UFRGS

- Microscépio eletronico de varredura mod. EVO MAL10, equipado com detector de elétrons
secundarios, detector de elétrons retroespalhados e detector de raios X caracteristicos,
Zeiss® (Alemanha) - CMM/UFRGS

- Microscopio 6ptico mod. BX41TF acoplado a camera fotografica e polarizador, Olympus®,
(Japdo) — IQ/UFRGS

- pHmetro de bancada mod. PG1800, Gehaka® (Brasil) — Lab. E208, IQ/UFRGS

- Sistema de purificacdo de &gua (MilliQ®), mod. Integral5/Q-POD, Millipore® (EUA) —
DQI/UFRGS
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4.2. METODOS

4.2.1. Sintese das nanoparticulas de hidroxido de cério (111) em cristal liquido

Nanoparticulas de Ce(OH)s foram sintetizadas por método de precipitagdo em meio
liquido-cristalino liotropico composto por fitantriol e agua, empregando-se Ce(NO3)3.6H,0
como precursor. Em baldo de fundo redondo, adicionou-se fitantriol e o precursor em
quantidades determinadas (Tabela I11). A mistura foi mantida a 70 °C sob agitacdo magnética
por 30 min, a fim de propiciar a fusdo do Ce(NO3)3.6H,0. A solugéo resultante apresentou
aspecto incolor. Apos esse periodo, antes do arrefecimento da mistura, adicionou-se 10 ml de
solucdo aquosa de NaOH 0,01 M e manteve-se o0 baldo em agitador tipo vortex por cerca de
1 min. Ocorreu intumescimento imediato do fitantriol, sugerindo que 0 mesmo estruturou-se
como cristal liquido devido a presenca de agua. O excesso de solugdo aquosa (cujo pH foi
reduzido a 6 devido a reacdo quimica do NaOH com o precursor de cério) foi removido por
decantagdo. Este procedimento foi repetido com novas aliquotas de solu¢do de NaOH 0,01 M
até que o pH da mesma mantivesse valor igual a 12 (determinado com fita indicadora de pH)
apos contato com o cristal liquido. Subsequentemente, realizou-se lavagem do cristal liquido
com agua destilada, com auxilio de agitador tipo vOrtex, tantas vezes quantas necessarias até o

pH do liquido decantado ter atingido a neutralidade.

Tabela 111. Componentes empregados na primeira etapa de preparacdo das nanoparticulas de
hidréxido de cério (111) em cristal liquido.

) _ Proporcéo molar
Amostra Fitantriol (g) Ce(NO3)3.6H,0 (0) o _
Cerio:Fitrantriol
LC 2,40 0 -
LC-NP35 2,40 0,06 1:52
LC-NPs 2,40 0,12 2:52
LC-NP75 2,40 0,18 3:52
LC-NP19 2,40 0,24 4:52

Ao final da preparacéo, as amostras apresentaram aspecto transparente e cor amarelada
(com excecdo da amostra-controle LC, que se manteve incolor). As amostras foram

armazenadas em frascos de vidro &mbar. O conjunto de amostras liquido-cristalinas contendo
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nanoparticulas de Ce(OH); foi denominado LC-NPx, sendo “x” igual ao percentual em massa

de precursor em relagéo ao fitantriol (Tabela Il1).

4.2.2. Microscopia Optica

Para verificar se estruturas micrométricas foram formadas pela aglomeracdo de
nanoparticulas no cristal liquido apds a sintese, aliquotas das amostras foram depositadas em
laminas de vidro e visualizadas sob luz normal em microscopio optico Olympus BX41TF,

acoplado a camera fotografica, sob aumento de 10 x.

4.2.3. Espectroscopia de absor¢do molecular na regido do infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR)

As amostras da série LC-NPx foram depositadas em cristais de NaCl e analisadas a
temperatura ambiente em espectrofotdmetro IRPrestige-21 (programa de tratamento de dados
Shimadzu IR Resolution 1.50) na regido do infravermelho (4000 a 600 cm™) em modo

transmitancia, com 16 acumulacdes e resolugdo de 4 cm™.

4.2.4. Analise de nitrogénio total

As amostras da série LC-NPx foram analisadas através de ensaio de nitrogénio total
pelo método Kjeldahl, que quantifica nitrogénio organico e inorganico como nitrogénio total
[103]. A amostra sofreu digestdo em meio acido na presenca de catalisador e toda a aménia
gerada a partir da decomposicao das espécies nitrogenadas foi determinada quantitativamente
por eletrodo seletivo. O tratamento das amostras e as medidas foram inteiramente realizados

pela empresa NSF Bioensaios (Viamao, Brasil).

4.2.5. Espalhamento de raios X a baixos angulos (SAXS) empregando radiacéo

sincrotron

Analises de SAXS foram realizadas na linha de luz SAXS1 do Laboratério Nacional
de Luz Sincrotron (LNLS, CNPEM - Campinas, Brasil). As amostras foram depositadas entre
duas fitas de Kapton® e colocadas em porta-amostra de sélidos. Um feixe monocromatico

colimado de raios X (L = 1,54 A) incidiu sobre a camara contendo o porta-amostra, sob
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pressdo reduzida. O detector linear (Pilatus®, Dectris) do feixe difratado foi posicionado a
1 m atrds da amostra. As medidas foram realizadas a temperatura ambiente com tempo de
exposicao tipico de 50 s. Beenato de prata foi empregado para calibracdo e as intensidades
dos picos correspondentes foram corrigidas para os sinais do detector vazio e da corrente de
fundo. Os padrdes bidimensionais obtidos a partir das anélises de SAXS foram convertidos
em curvas de intensidade de luz espalhada I(q) como funcdo da magnitude do vetor de
espalhamento q (nm™) na faixa de 0,1 a 4,0 nm™, empregando-se o programa de tratamento de
dados FIT2D®. O sinal de raios X espalhados referente ao Kapton® foi subtraido dos perfis

das amostras.
4.2.6. Analise termogravimeétrica (TGA)

As amostras de cristal liquido (cerca de 15 mg) foram depositadas em panelinhas de
alumina e analisadas empregando-se equipamento TA Instruments® TGA Q50. O
experimento foi realizado de 40 a 600 °C com taxa de aquecimento de 20 °C min™ sob
atmosfera oxidante (ar). A primeira derivada dos termogramas foi calculada através do
programa de tratamento de dados TA Universal Analysis 2000 para Windows 2000/XP/Vista,
versdo 4.5A. Fitantriol (cerca de 15 mg) e padrdo de 6xido de cério (5 mg) também foram

analisados nas mesmas condi¢6es, sem qualquer tratamento prévio das amostras.

4.2.7. Sintese on-demand das nanoparticulas de 6xido de cério a partir do material

liquido-cristalino pela adicao de H,0,

As amostras da série LC-NPx (2,0 g) foram colocadas em contato com 15 ml de
solucdo tamponada oxidante (120 mM de H,0,) e mantidas em repouso, em frasco &mbar, a
temperatura ambiente. A solucdo tamponada oxidante foi preparada no momento de sua
utilizacdo, diluindo-se 200 ul de solugdo de perdxido de hidrogénio 130 v diretamente em
15 ml de tampéo. Para fins de comparacéo, avaliou-se as amostras na presenc¢a de 15 ml de
tampé&o sem adi¢édo de H,0,. Os tamp0des empregados na reacdo corresponderam a: 1) tampéo
acido acético/acetato de sédio 0,1 M (pH = 5,5) e 2) tampao Tris-HCl/Tris 0,1 M (pH = 7,4).
A descricdo detalhada da preparacdo dos tampdes encontra-se no Anexo |. A série de
amostras de 6xido de cério sintetizadas pela adicdo de H,O, foi denominada ox-NPx (detalhes

do processo de secagem dessas amostras estdo descritos no item 4.2.8).
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4.2.8. Microscopia eletronica de transmissao (TEM)

As medidas de TEM foram realizadas com o intuito de determinar a forma e a
distribuicdo de tamanho das nanoparticulas de Ce(OH); no cristal liquido (item 4.2.1) e das
nanoparticulas de CeO(,.x sintetizadas in situ apos exposi¢do do sistema liquido-cristalino a
H,0, em tampé&o pH 5,5 (conforme descrito no item 4.2.7).

Medidas de TEM das amostras da série LC-NPx:

Como as medidas de TEM exigem a deposicdo de amostra de espessura ultrafina sobre
grade de cobre (suporte de amostras para TEM), foi necessario dispersar finamente o cristal
liguido em meio aquoso, de forma que a quantidade de amostra depositada fosse
suficientemente reduzida a fim de permitir a ocorréncia de transmissdo. Para isso, as amostras
de cristal liquido contendo nanoparticulas de Ce(OH); (100 mg) foram misturadas a fitantriol
(100 mg) e dispersas em 10 ml de solugdo aquosa de polissorbato 80 (5 mg ml™), sob agitacéo
magnética por 24 h. A dispersdo grosseira assim obtida foi cisalhada em agitador do tipo
estator-rotor (Ultra-Turrax, lka®) a aproximadamente 24000 rpm por 15 min, utilizando-se
haste S10N-10G. A dispersdo resultante apresentou-se leitosa e macroscopicamente
homogénea. Uma aliquota de 150 ul dessa dispersdo foi diluida a 5 ml com agua MilliQ®.
Uma gota da disperséo diluida foi delicadamente depositada sobre grade de cobre de 3 mm de
diametro coberta com filme de carbono ultrafino. A gota permaneceu em contato com a grade
por 1 min e, apds esse periodo, o excesso de liquido foi cuidadosamente removido com
auxilio de papel absorvente. As grades com amostra foram mantidas em dessecador por no
minimo 24 h. A obtengéo das imagens foi realizada em microscopio eletronico de transmisséo
JEM 1200 ExII (Jeol®, Japao) operando a 80 kV (CMM - UFRGS).

Medidas de TEM das amostras da série ox-NPx:

O meio tamponado contendo as nanoparticulas de CeOg.y sintetizadas in situ foi
transferido para tubo de vidro tipo Falcon e procedeu-se centrifugacdo por 15 min a
3500 rpm. O precipitado foi lavado com agua e seco em dessecador acoplado a bomba de
vacuo durante 24 h. O pé seco obtido foi denominado genericamente de ox-NPX, sendo “x”
indicativo da quantidade de precursor de cério utilizada na preparacdo das amostras liquido-
cristalinas de origem (ex.: 0x-NPs foi obtido a partir da reacdo de H,O, com LC-NPs). Para
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realizacdo das medidas de TEM, este p6 foi disperso em etanol e mantido em banho de
ultrassom por 30 min. A mistura resultante foi delicadamente depositada em grade de cobre e

medida conforme procedimento descrito acima.

A distribuicdo de diametro das nanoparticulas (séries LC-NPx e ox-NPx) foi obtida
com auxilio do programa ImageJ® (versdo 1.49v) a partir do processamento das imagens de
TEM. O diametro de particula foi calculado a partir da area, considerando-se as particulas
como sendo esféricas. Foram analisadas pelo menos 5000 particulas por amostra no caso das
dispersdes de LC-NPx e 1000 particulas por amostra no caso das nanoparticulas da série ox-
NPX.

4.2.9. Difracdo de raios X (XRD)

A técnica de XRD foi empregada com o intuito de identificar as fases cristalinas
existentes nas nanoparticulas da série ox-NPx. Para isso, amostras dos pds 0x-NP; s, 0X-NPs ,
0X-NP75 e 0x-NPyg foram tamisados em peneira de 49 um. Foi utilizado um difratdmetro
convencional Siemens D500 operado a 40 kV e 17,5 mA e radiacdo de Cu-Ko com
comprimento de onda de 1,5405 A. Empregou-se passo de 0,05° e intervalo de angulo 20 de
20° a 80°. Cada ponto foi medido durante 1s. Foram utilizados os padrdes de referéncia do
software PCPDFWIN, versdo 2.1, a partir da base de dados JCPDS-ICDD. Para fins de

comparacdo, CeO, comercial (padréo) foi igualmente medido.

4.2.10. Estrutura de absorcéo de raios X proxima a borda (XANES)

As medidas de XANES das amostras LC-NPx foram realizadas na linha de luz XAFS2
do LNLS em modo fluorescéncia na borda L3 do Ce (5723 eV) a temperatura ambiente. As
amostras de cristal liquido contendo nanoparticulas de Ce(OH); foram colocadas em cubetas
de acrilico para liquidos (caminho Optico = 10 mm), as quais foram fechadas com fita
Kapton® e inseridas no ponto focal da linha de luz. Cada cubeta foi posicionada com a
respectiva direcdo normal a 45° em relacdo ao feixe de luz incidente. Utilizou-se um
monocromador de Si (111), sendo que a calibracdo foi realizada na borda K do Cr (5989 eV)
utilizando-se uma folha metélica de cromo, medida no modo transmissdo. Além disso,
também foram medidos padrées comerciais de Ce(NO3)3-6H,0 e de CeO; na borda L3 do Ce

no modo transmissdo para verificagdo da calibracdo em energia durante as medidas. Foi
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utilizado um detector de estado sélido de Ge com 15 elementos G-15 SSD. As medidas foram
realizadas na regido de XANES no intervalo de 5675 eV a 5780 eV com passo de energia de
0,2 eV na regido da borda de absorcdo durante 4 s/ponto. Foram obtidas de duas a quatro
varreduras para aumentar a razao sinal/ruido da medida.

A conversédo do Ce(lll) a Ce(lV) induzida por H,O, (item 4.2.7) foi monitorada por
XANES colocando-se as amostras de cristal liquido em contato com meio tamponado
oxidante. Apos tempo pré-determinado, retirou-se as amostras das solu¢des tamponadas para
deposita-las em porta-amostras de acrilico e realizar as medidas de XANES conforme método
descrito acima. Também foram realizadas medidas de XANES na borda L3 do Ce de padrdes
comerciais de Ce(NO);-6H,0 e CeO,. As medidas dos padrdes foram realizadas no modo
transmissao.

Inicialmente foi realizada a calibracdo dos espectros de XANES e normalizacdo dos
dados medidos seguindo-se procedimento padréo de redugéo dos dados de XAS [104]. Em
seguida, a analise dos espectros de XANES foi realizada empregando-se método descrito por
Takahashi e colaboradores [105] na regido compreendida desde a borda de absorcéo até em
torno de +15 eV apds a borda. Esse método consiste no ajuste da regido de XANES por uma
soma de duas fungdes arcotangentes e trés fungdes Lorentzianas. Duas dessas funcoes
Lorentzianas estdo associadas ao estado de oxidagdo Ce(IV) enquanto que a outra fungédo
Lorentziana é associada ao estado de oxidacdo Ce(lll). A Lorentziana correspondente ao
estado de oxidacdo Ce(lll) representa uma transicdo do nivel 2ps;, para o estado eletrdnico
4f'5d. Uma das funges Lorentzianas associadas ao estado de oxidac&o Ce(IV) corresponde &
uma transicéo eletronica do nivel 2ps;, para o estado 4f°5d e a outra do nivel 2ps, para o
estado 4f-5d, onde L denota que um elétron de um orbital 2p do O foi transferido para o
orbital 4f do Ce. As fungBes arcotangentes correspondem a transigéo eletrénica do nivel 2ps,

para o continuo. Dessa forma, a fragao de Ce(III) y € obtida diretamente por (Equagéo 3):

X = 3)

onde Az corresponde a area da Lorentziana associada ao estado de oxidagdo Ce(lll) e A4 &
soma das areas das func¢des Lorentzianas associadas ao estado de oxidagdo Ce(IV).

O ajuste dos espectros de XANES foi realizado utilizando-se inicialmente os espectros
dos padrbes medidos. Foram considerados os compostos Ce(NO)3;6H,O e CeO, como
padrdes associados aos estados de oxidacdo do Ce(lll) e Ce(lV), respectivamente. Assim,
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ajustou-se o espectro de XANES do padréo de Ce(lll) com uma fungéo arcotangente e uma
funcdo Lorentziana. Nesse ajuste, todos os pardmetros associados a fungdo arcotangente
(altura, concavidade e posicao em energia) e a funcéo Lorentziana (altura, largura total a meia
altura FWHM e posicdo em energia) foram deixados livres, sem vinculos. Depois, foi
ajustado o espectro de XANES do padrdo de Ce(1V), também deixando livres os parametros
associados a funcdo arcotangente e as fungdes Lorentzianas. A partir do ajuste dos padrdes,
obtiveram-se 0s parametros associados as funcdes arcotangente e Lorentzianas, que sdo
utilizados como parédmetros fixos durante ajuste dos espectros de XANES das amostras. O
Unico parametro varidvel foi a altura das funcbes Lorentzianas, a partir da qual é possivel
obter a area e, consequentemente, a fracdo de Ce(lll) a partir da Equacéo 3.

Durante ajuste dos espectros de cada amostra, uma das fungdes arcotangente
convergiu a zero. Assim, os espectros de XANES das amostras foram ajustados com trés
funcOes Lorentzianas e apenas uma fungdo arcotangente. Com esse procedimento, ndo foi
possivel obter um ajuste plenamente satisfatorio dos espectros de XANES de todas as
amostras. Devido a isso, foi realizado um ajuste fino deixando-se variar minimamente a altura
da funcdo arcotangente (cerca de 10% do valor inicial), FWHM da funcdo Lorentziana
(~ 1 eV) e posigdo em energia da funcdo Lorentziana (~ 0,5 eV). Desta forma, foram obtidos
ajustes satisfatorios para todos 0s casos.

4.2.11. Espectroscopia de absorc¢do na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis)

A técnica de absor¢do na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis) foi empregada para
monitorar a liberagéo das nanoparticulas de CeO(,.x) para 0 meio externo como consequéncia
da conversdo de Ce(lll) a Ce(1V) induzida por H,O, apds contato com o cristal liquido. Para
isso, as amostras de cristal liquido contendo Ce(OH)3; foram colocadas em contato com meio
tamponado oxidante (120 mM de H,0,) e o sobrenadante de cada mistura foi retirado em
tempos pré-determinados para analise a temperatura ambiente em espectrofotémetro UV2450
(Shimadzu), na faixa de 210 a 500 nm. O mesmo procedimento foi feito utilizando-se a
amostra LC, cujas medidas do sobrenadante foram empregadas como controle. Paralelamente,
foram analisadas também solucdes aquosas dos compostos Ce(OH)3.6H,0 e (NH,4)>Ce(NO3)s
como padrdes de Ce(ll1) e Ce(IV), respectivamente.

34



4.2.12. Ensaio in vitro para determinacéo da atividade de superdxido dismutase
(colaboracdo: Profa. Dra. Dinara Jaqueline Moura - UFCSPA)

As nanoparticulas de CeO(.x) foram avaliadas quanto ao seu potencial mimético de
SOD através da medida da sua capacidade de inibir a formacdo de adrenocromo gerado pela
auto-oxidacdo da adrenalina em pH 10,2. Em pH elevado e atmosfera ambiente, o anion
radical superoxido é um subproduto gerado na conversdo da adrenalina (incolor) a
adrenocromo (colorido) em meio contendo O, via processo radicalar [106]. A formacdo de
anion radical superdxido no inicio do processo leva ao aumento considerdvel da taxa de
formagao do adenocromo por mecanismo autocatalitico.

As nanoparticulas da série ox-NPx (1 mg) foram adicionadas a solucdo aquosa
contendo 20 % (v/v) de polissorbato 20 (1 mL) e mantidas sob agitacdo magnética por 15 min
a temperatura ambiente. Aliquotas de 2, 5 e 10 ul da dispersdo aquosa foram transferidas para
placas de 96 pocos. Para cada aliquota, adicionou-se respectivamente 198, 195 e 190 ul de
solugéo tampéo de glicina (50 mM, pH 10,2 — vide preparacdo no Anexo I) e 1 ul de solugéo
de catalase (100 U/mL). As concentracfes finais de ox-NPx em cada poco foram iguais a
0,05; 0,10 e 0,25 mg/mL. Para fins de comparacdo, avaliou-se também nanoparticulas de
CeO; (padrdo comercial) nas mesmas concentragcfes finais. Solu¢do aquosa de &cido galico
foi empregada como controle positivo nas mesmas concentragdes finais. A geracdo de anion
radical superoxido foi iniciada pela adicdo de 1uL de solucdo acidificada de (-)-adrenalina
(2 mM — vide preparacdo no Anexo I). A formacdo de adrenocromo foi monitorada em
480 nm por 15 min a 32 °C em espectrofotdmetro, no Laboratdério de Genética Toxicoldgica
da UFCSPA (Porto Alegre — RS). As solucGes de nanoparticulas da série ox-NPx e CeO, com
polissorbato 20 mostraram-se transparentes ao comprimento de onda de 480 nm nas

condigdes do ensaio.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. DESENVOLVIMENTO DO SISTEMA LIQUIDO-CRISTALINO LIOTROPICO
CONTENDO Ce(OH); NANOPARTICULADO

Sabe-se que, em meio aquoso, cério tende a permanecer soldvel na forma Ce** ) em
pH acido, enquanto que sua solubilidade é bastante reduzida em pH alcalino pela formacéo
predominante da espécie Ce(OH); [63]. Nesse sentido, a inducdo da precipitagdo de Ce(OH)3
a partir de sal solivel de Ce(lll) pela adicdo de NaOH,q ao meio aquoso € uma escolha
conveniente. Porém, faixas alcalinas de pH ndo sdo compativeis com aplicacdes bioldgicas.
Frente ao exposto, a primeira etapa deste estudo de mestrado consistiu no desenvolvimento de
uma metodologia de sintese de nanoparticulas de Ce(OH); a partir de precursor na forma de
sal soldvel de Ce®" e NaOH,g, de forma que o seu carater coloidal fosse mantido mesmo ap6s
neutralizacdo do meio. Levantou-se a hipotese de que nanoparticulas de Ce(OH); formadas
em meio alcalino seriam estabilizadas por lipidio contendo grupo hidroxila, devido a forte
interacdo Ce—O. Este revestimento poderia dificultar a dissolucdo de Ce®*" a partir das
nanoparticulas de Ce(OH)3; em ampla faixa de pH [107]. Devido a hidrofobicidade conferida
pelo revestimento com lipidio, seria esperada também uma reducdo significativa na sua
citotoxicidade [108]. Por outro lado, a consequente aglomeracado resultante de uma superficie
altamente hidrofébica em &gua ndo é vantajosa para aplicacdo bioldgica. A escolha de
fitantriol como lipidio neste trabalho baseou-se na sua resisténcia a degradacdo em meio
aquoso alcalino, presenca de hidroxila em sua estrutura quimica e capacidade de estruturar-se
como cristal liquido liotropico em agua. [32] Com o lipidio revestindo as nanoparticulas e, ao
mesmo tempo, estruturando-se em uma rede liquido-cristalina, a aglomeracdo das
nanoparticulas em agua seria evitada.

Ap0s varias tentativas com precursores e condigOes diversas, optou-se pela utilizacéo
de Ce(NO3)3.6H,0 a 70 °C, pois esta é a temperatura de fusdo deste sal. Com isso, uma
mistura entre este precursor de cério e fitantriol (também liquido) tornou-se bastante
facilitada, sem necessidade de adicdo de solventes, que nas tentativas anteriores tenderam a
induzir precipitagdo de particulas na faixa micrométrica. A mistura, verteu-se solu¢io aquosa
de NaOHq), e procedeu-se agitacdo com auxilio do equipamento vortex. Durante este
processo, ocorreu o rapido arrefecimento da solucdo e a queda do pH da fase aquosa

resultante de pH 12 (original da solucdo de NaOH 0,01M) para 6. Este fato demonstrou o
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consumo da NaOHg), durante a reacdo de precipitacdo de espécies Ce(OH);O ciclo de
adicdo de NaOHq e remogéo do excesso de agua por decantacdo foi repetido sucessivas
vezes até que o pH da solugédo aquosa apds contato com o cristal liquido permanecesse em 12,
indicando ndo haver mais consumo de NaOHq. O sal, por ser nitrato, € bastante solivel e
dissocia-se em agua formando Ce**,q) € NOs' (o). O cation Ce®" hidratado é um écido fraco, o
qual perde protons sistematicamente devido a adi¢do da base forte OH (5, com formagcéo de
especies carregadas (Figura 9). Esta sequéncia culmina na formagéo de Ce(OH)s), neutro e

insolivel no meio aquoso.

Ce(H0)6%* ag) + OH (ag === Ce(H,0)5(OH)** 5 + H,0y

Ce(H,0)5(OH)™ 3y + OH gy === Ce(H,0)4(OH)," (a) + H20y

(aq)

Ce(H20)4(OH)," (ag) * OH (5q9) === Ce(H,0)3(OH)3 5 + H,Oy

Figura 9. Esquema da sintese de hidroxido de cério (I1l) a partir do precursor nitrato de
cério(111) em meio aquoso alcalino (o anion nitrato ndo esta representado para fins de clareza;

0 cério esta representado na forma hidratada).

O contato do sal de cério com hidroxido de sédio resultou na formagdo de uma mistura
de cor transparente-amarelada independentemente da concentragdo de precursor utilizada na
sintese (série LC-NPx). O mesmo procedimento foi realizado sem precursor de cério para fins

de comparacdo (LC). O cristal liquido obtido neste caso manteve-se incolor (Figura 10).

Figura 10. Fotografia das amostras (a) LC e (b) LC-NPs ap0s preparacéo.

A partir da coloragéo amarelada das amostras LC-NPx, pode-se inferir que certo grau
de conversdo de Ce(lll) a Ce(IV) possa ter ocorrido. Isso € plausivel, pois o sistema foi
mantido aberto, em contato com O, da atmosfera, em excesso de OH"(yq) durante a lavagem
(Figura 11). [63]
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4 Ce(OHy** + O, + H,O —> 4 Ce(OH),**

Figura 11. Esquema de reacdo de espécie de Ce(lll) em meio aquoso sob exposicdo a

atmosfera ambiente, com formacao de espécie de Ce(1V).

Ap0s transcorridas 24 h da sua preparacdo, as amostras da série LC-NPx foram
visualizadas em microscopio optico sob luz normal. Particulas ndo foram observadas apds
varredura exaustiva das amostras com aumento de 10 x. Para fins de comparagdo, a amostra
LC (sem componente inorganico), também foi analisada nas mesmas condicdes, apresentando
0 mesmo resultado. Portanto, o processo de sintese desenvolvido neste estudo ndo causou a
formagdo de aglomerados ou particulas com tamanhos na faixa micrométrica, os quais seriam
observados por microscopia optica.

Pretende-se aplicar os sistemas desenvolvidos como pro-miméticos funcionais de
enzimas capazes de ser convertidos em o6xido de cério (IV) (mimético funcional de enzima)
em resposta a presenca de H,O, como gatilho. Nesse sentido, uma grande area superficial do
hidroxido de cério (I11) seria altamente desejada, com o intuito de favorecer sua oxidacao,
visto que processos redox em particulas de 6xidos e hidroxidos de cério ocorrem na sua
superficie [71,91]. Portanto, a presenca de particulas micrométricas seria um fator de exclusédo
de amostras pela reduzida razéo entre &rea e volume. Como os resultados de microscopia
Optica ndo permitiram excluir nenhuma amostra da série LC-NPx por esse critério, todas elas
foram eleitas para as proximas etapas deste estudo.

Embora bastante improvavel, buscou-se verificar se o precursor Ce(NOgz); -6H,0 ou 0
hidréxido de sddio poderiam ter causado modificacdo quimica do fitantriol durante a etapa de
sintese de Ce(OH)s nos cristais liquidos. Para isso, as amostras da série LC-NPx e o controle
LC (para fins de comparacdo) foram medidos quanto a absor¢cdo molecular na regido do
infravermelho (Figura 12). Como esperado, ndo ha diferengas evidentes entre 0s espectros da
série LC-NPx e o espectro da amostra LC. A presenca tanto de agua nas amostras quanto de
grupo alcool no fitantriol foram responsaveis pela intensa banda de estiramento de —OH em
torno de 3380 cm™. A 4gua presente fica evidenciada pela deformacao angular de H-O—H em
1643 cm™ nos espectros. Por sua vez, os modos vibracionais de estiramento (simétrico e
assimétrico) de —CH (carbono sps) em 2861 e 2952 cm™ séo caracteristicas da cadeia alifatica
do fitantriol. A banda em 510 cm™ tipicamente associada ao modo vibracional de estiramento

da ligagdo Ce-O de Ce(OH); [109] ndo pode ser visualizado nos espectros, pois 0S mesmos
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foram medidos em cristais de NaCl, que absorvem luz infravermelha em valores inferiores a

625 cm™ (e, por este motivo, as medidas foram obtidas de 4000 a 600 cm™).
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Figura 12. Espectros de absor¢cdo molecular na regido do infravermelho de (a) fitantriol, (b)
LC, (c) LC-NP2s, (d) LC-NPsp, () LC-NP7 5, (f) LC-NP1g (amostras depositadas em cristal
de NaCl).

Um possivel contaminante nos materiais seria o sal dissociado de NaNOg3(ag) formado
como subproduto de sintese (Figura 9). Uma das bandas mais caracteristicas desse composto
na regido do infravermelho corresponde a 836 cm™, a qual ndo foi observada nos espectros
das amostras (Figura 12). Isso pode indicar que o mesmo foi adequadamente removido na
etapa de lavagem dos cristais liquidos com agua ou que se encontra dissolvido na amostra em
concentracdo inferior ao limite de deteccdo da técnica de absorcdo na regido do
infravermelho. Com o intuito de determinar a presenca de nitrato nas amostras, foi realizada
analise de nitrogénio total pelo método Kjeldahl. N&o foram encontradas concentracdes
significativas de nitrogénio total tanto para LC (como esperado) quanto para as amostras da
série LC-NPx.

A visualizagdo da forma e a obtencao da distribuicdo de tamanho das particulas foram
realizadas atraves de microscopia eletronica de transmissao. Para isso, foi necessario dispersar
as amostras da série LC-NPx em meio aquoso com auxilio de surfactante (polissorbato 80) a
fim de serem depositadas em grades de cobre. Nenhum tipo de agente de contraste foi
adicionado as grades. As nanoparticulas de Ce(OH)s, devido a sua alta densidade eletronica,
possuem maior probabilidade de espalhar os elétrons do que o fitantriol. Com isso, regides
ricas em nanoparticulas sdo visualizadas como areas escuras. Estruturas eletrodensas tipicas

com dimensdes nanométricas e forma esférica foram visualizadas em todas as amostras
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(Figura 13). As amostras mostraram-se bastante homogéneas no que se refere a tamanho e

forma das nanoparticulas.
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Figura 13. Imagens representativas de microscopia eletronica de transmisséo de dispersdes
obtidas a partir das amostras (a) LC-NP,s5, (b) LC-NPsg, () LC-NP7s5, (d) LC-NPi1gp
(barra = 100 nm, magnificacdo de 300000 x) e respectivas distribui¢cbes de diametro das

nanoparticulas (minimo de 5000 particulas por amostra, software: ImageJ®).
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E interessante notar que as nanoparticulas concentraram-se em regides na grade
(Figura 13) nas quais € possivel perceber a coexisténcia de uma pelicula constituida por um
composto de baixa densidade eletronica, o qual poderia ser fitantriol. O fitantriol forma fases
clbicas bicontinuas reversas em excesso de &gua, cujos canais aquosos tém dimensdo
nanomeétrica. No entanto, essa autoassociacdo ndo é possivel se a &gua for removida, pois séo
fases liotropicas. Como as amostras sdo mantidas sob pressdo reduzida durante as medidas de
microscopia eletrénica de transmissdo, a agua € perdida e ndo é possivel visualizar a
estruturacdo do cristal liquido. Com isso, seria esperado visualizar o fitantriol remanescente,
que é um liquido viscoso quando est& puro, como uma pelicula homogénea. A coexisténcia do
fitantriol e das nanoparticulas nas mesmas regides das grades sugere uma interacdo entre
ambos.

A partir de um conjunto de imagens de cada amostra, determinou-se a distribuicdo de
didmetro das nanoparticulas, as quais foram escolhidas aleatoriamente. As distribuicbes de
didmetro (Figura 13) resultaram em valores medios entre 2 e 4 nm para todas as amostras
(Tabela 1V). Trata-se de diametro bastante reduzido, em particular para nanoparticulas

inorganicas obtidas pelo método de precipitacao.

Tabela IV. Didametros medios das nanoparticulas de hidroxido de cério (I11) presentes nas

amostras da série LC-NPx, obtidos por microscopia eletrbnica de transmissdo (software:

Image)®).
Amostra NUmero de particulas Didmetro médio (nm)
LC-NP,5 6990 3+1
LC-NPs, 5037 2+1
LC-NP75 6841 21
LC-NP10, 5148 4+2

Logo apos contato com a solucdo aquosa de NaOH no processo de sintese, a mistura
de precursor de cério e fitantriol adquiriu aspecto ainda mais viscoso. Esta foi considerada
uma evidéncia de autoassociagdo do fitantriol em &gua, pois se sabe que esta mistura
apresenta um comportamento rico em termos de fases liquido-cristalinas liotropicas [32,33] e
que estas fases geralmente sdo mais viscosas que o liquido puro. Medidas de SAXS com fonte
de luz sincrotron foram realizadas a temperatura ambiente para determinar a estrutura de fase

dos sistemas.
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Observou-se a presenca de picos em todas as curvas (Figura 14). Além disso, as curvas
de SAXS das amostras da série LC-NPx apresentaram aumento da intensidade para g
tendendo a zero, 0 que ndo ocorreu para a amostra LC. Esse resultado é compativel com a
existéncia de nanoparticulas na série LC-NPX.

Cada pico nas curvas de SAXS é associado a um dos planos cristalogréficos da cela
unitaria responsaveis pela difracdo de raios X. Para mesofases liotropicas, a anlise das
posicdes relativas (qn/qy) dos picos de Bragg permite determinar a simetria cristalografica. As
amostras da série LC-NPx e a amostra LC apresentaram picos de difracdo com posicGes
relativas de v2,v/3,v4,/6,/8 e \/9, confirmando tratar-se de fase liquido-cristalina ctbica
para todos os casos (Figura 14). Os picos associados aos indices de Miller (hkl) foram
indexados respectivamente como (110), (111), (200), (211), (220), (221) e (300), os quais

correspondem a fase cubica bicontinua reversa (Q,;) com grupo espacial Pn3m.
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Figura 14. Curvas de espalhamento de raios X a baixos angulos das amostras (a) fitantriol em
agua, (b) LC, (c) LC-NP;s, (d) LC-NPsy, () LC-NP7s, (f) LC-NP1o (temperatura ambiente).

No detalhe, esta evidenciada a regi&o de 1 a 2 nm™ para a série LC-NPx.
Os valores de qn/g; estdo relacionados aos parametros da cela unitaria e ao

espacamento interplanar (dng) para cada tipo de mesofase. O vetor de espalhamento Qpy

relaciona-se com a distancia interplanar (Equacéo 4) como:
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2T

dpia = — (4)

qhkl

Portanto, a distancia interplanar (dn«) pode ser calculada a partir do valor de g maximo de
cada pico. Sabendo-se o valor de dy e os indices de Miller do plano cristalografico para cada
pico, é possivel calcular os pardametros da cela unitaria. Como fases cubicas apresentam

parametros de cela unitaria com o mesmo valor (a), pode-se aplicar a Equacgéo 5.

1 VEAROAE
— = (5)

dhki a

A partir da equacdo acima, fica evidente que a pode ser obtido a partir do inverso do

coeficiente angular de dyq™ em funcdo de vh2 + k2 + 12. Os valores de a neste estudo foram
iguais a 6,5 nm (LC), 6,7 nm (LC-NP;s), 6,8 nm (LC-NPsg), 6,9 nm (LC-NP;5) e 7,0 nm
(LC-NP190). Confrontando-se os valores de LC em relacdo aqueles obtidos para a série
LC-NPx, pode-se concluir que as nanoparticulas de Ce(OH)z; causam uma pequena expansdo
da rede do cristal liquido.

Seria esperado aumento da curvatura negativa das bicamadas se as nanoparticulas
estivessem localizadas entre as cadeias hidrofébicas de fitantriol. Como consequéncia, 0
cristal liquido deveria sofrer transicGes para fases menos hidratadas. No entanto, o grupo
espacial Pn3m foi mantido, com expansdo da rede do cristal liquido, sinalizando aumento da
hidratacdo do sistema. Dessa forma, levantou-se a hipoOtese de que tais resultados seriam
decorrentes da localizacdo das nanoparticulas nos canais aquosos. O diametro do canal de
agua em uma fase clbica bicontinua reversa (d,) pode ser calculado a partir do seu raio (ry)
estimado (Equacdo 6) com base no parametro de rede (a) de superficies minimas, conforme

descrito por Briggs e colaboradores [110]:

1y parala3dd = 0,248 a — [
T, para Pn3m = 0,391 a — [

7, para Im3m = 0,305 a — | (6)

onde | é o comprimento da monocamada. Este valor corresponde a 1,42 nm para o fitantriol
[41]. O valor de diametro, calculado a partir de ry, foi igual a 2,2 nm (LC), 2,4 nm
(LC-NP25), 2,5 nm (LC-NPsp), 2,5 nm (LC-NP75) e 2,6 nm (LC-NPyop). Os valores de

didmetro dos canais aquosos sdo da mesma ordem de grandeza dos tamanhos médios
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encontrados para as nanoparticulas por microscopia eletronica de transmissdo (2-4 nm,
conforme discutido anteriormente). Com isso, pode-se considerar plausivel a hipdtese de
localizagdo das nanoparticulas nos canais aquosos dos cristais liquidos. Medidas de
criomicroscopia eletronica de transmissdo poderiam confirmar efetivamente essa hipotese e
sua realizacdo é uma perspectiva para este estudo.

Fitantriol puro foi colocado em contato com &gua, visando a estruturacdo do material,

e analisado por SAXS, para fins de comparacdo. Observou-se picos com posicdes relativas

V6,4/8,v/14,4/16,+/20 e /22, correspondentes aos planos de difracdo (211), (220), (321),
(400), (420) e (332) tipicamente associados a fase cUbica bicontinua reversa do tipo la3d
(Figura 14). Comparando-se este resultado com aquele obtido para a amostra LC, conclui-se
que o processo de lavagem na sintese teve influéncia na fase adotada pelo sistema. O valor de
diametro a partir de r,, para a fase la3d (fitantriol+agua) foi igual a 1,9 nm, o qual é préximo
ao valor obtido para a amostra LC. A fase cubica Pn3m apresenta valor de curvatura menor
que aquela da la3d [41]. Assim sendo, infere-se que o contato com NaOH,q causou aumento
da hidratacdo do cristal liquido e inducdo de transicdo de fase. E importante registrar que as
fases la3d e Pn3m estdo muito préximas no diagrama de fase. Por isso, € razoavel imaginar
que mudangas sutis no sistema (ou seja, baixissimas concentra¢des de Na® interagindo com
algumas das moléculas de fitantriol ou a remocdo de impurezas pelo processo de lavagem)
séo suficientes para induzir essa transicdo de fase [111].

Com o intuito de quantificar a fracdo de Ce(lll) presente nas nanoparticulas
aprisionadas no cristal liquido (série LC-NPx), foram realizadas medidas de XANES das
amostras e de padrbes na borda L; do Ce (Figura 15). Os espectros de XANES medidos na
borda L3 do Ce dos padrdes de Ce(lll) e Ce(IV) foram medidos por transmissao, enquanto que
os espectros das amostras LC-NP, foram medidos por fluorescéncia. O espectro de XANES
do padréo de Ce(IV) é caracterizado pela presenga de um dubleto apo6s a borda de absorcéo
(Figura 15b). Por outro lado, o padrdo de Ce(lll) apresenta um Unico maximo de intensidade
na regido em torno da borda de absorcéo (Figura 15a). Dessa forma, fica evidente que todas as
amostras sintetizadas (Figura 15c-f) apresentam majoritariamente o estado de oxidacdo

Ce(l11), conforme esperado.
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Figura 15. Espectros de XANES na borda L3 do cério dos padrdes (a) Ce(NO3)s, (b) CeO,, e
das amostras (c) LC-NP,s, (d) LC-NPsg, (e) LC-NP;5, e (f) LC-NPypo sem tratamento
(circulos fechados) e seu respectivo ajuste (linhas).

Com o intuito de quantificar o percentual de Ce(lll), foi realizado ajuste matematico

da regido de XANES, o qual apresentou alta concordancia com os dados experimentais, como

evidenciado pelos valores de R? > 0,999. O ajuste da regido de XANES permitiu quantificar o
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percentual de Ce(lll) nas nanoparticulas, que correspondeu a 78 % (LC-NP2s5), 86 %
(LC-NPs), 88 % (LC-NP75) € 93 % (LC-NP1q).

O diametro medio das nanoparticulas de Ce(OH); manteve-se semelhante para todas
as amostras da série LC-NPx. Portanto, seria esperada maior concentracdo de nanoparticulas
nas amostras com o aumento da concentragdo de precursor de cério na sintese. Para verificar
essa hipotese, as amostras foram analisadas por termogravimetria sob atmosfera oxidante. A
principio, seria possivel determinar a concentracdo em massa de nanoparticulas nas amostras
a partir do residuo ceramico nédo-volatilizado a altas temperaturas por TGA [112]. No entanto,
o valor tedrico da massa desse residuo (ou seja, que ndo considera perdas na lavagem) para as
amostras do presente trabalho encontra-se proximo ao limite de quantificacdo do
equipamento. De fato, a massa de residuo ceramico remanescente em temperaturas superiores
a 400 °C (o qual, devido a atmosfera oxidante, provavelmente ¢ CeO,) [113] é inferior a
aproximadamente 3 % (em relacdo a massa de fitantriol sem agua) para todas as amostras. A
partir das curvas de perda de massa em fungdo da temperatura (Figura 16a), observa-se a
perda inicial do excesso de agua nas amostras a temperaturas menores que 100 °C. Entre
100 °C e cerca de 175 °C ocorre perda de massa que poderia ser associada a agua confinada
nos canais aquosos do cristal liquido. A perda de massa mais preponderante dos termogramas,
até 300 °C, deve-se a degradacdo térmica do fitantriol.

Apesar de ndo ter sido possivel determinar com confiabilidade a massa de
nanoparticulas inorganicas na amostra a partir do residuo ceramico, fica evidente pelo
resultado da primeira derivada dos termogramas (Figura 16b) que a concentragédo de precursor
na sintese esta relacionada a mudancas na estabilidade térmica do fitantriol em atmosfera
oxidante. O evento térmico que corresponde a taxa maxima de perda de massa do fitantriol
teve sua temperatura deslocada para menores valores de forma proporcional & concentragdo
de precursor de cério utilizado na sintese, variando de 293 °C (fitantriol puro e amostra LC) a
263 °C (LC-NPq0). Considerando-se que as nanoparticulas sdo constituidas por Ce(OH)s, a
atmosfera oxidante empregada no decorrer das medidas pode ter levado a sua conversao para
Ce0O,. Este composto, a altas temperaturas, catalisa reacOes de oxidagdo de compostos
organicos na sua superficie [114]. A degradacdo térmica do fitantriol em atmosfera oxidante
estd necessariamente vinculada a sua oxidacdo a compostos volateis (CO, e H,0). Agentes
capazes de catalisar a oxidacdo do fitantriol, tais como nanoparticulas de CeO,, permitiriam
sua degradacdo em menores temperaturas. Sabe-se que processos de sinterizagcdo de CeO,
(que ¢é provavelmente formado no decorrer da medida) tipicamente ocorrem apenas em

temperaturas superiores a 800 °C [115, 116]. Dessa forma, pode-se afirmar que 0 aumento no
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namero de nanoparticulas nas amostras tem como consequéncia uma maior area de superficie
total disponivel para oxidacdo do fitantriol. Portanto, a reducdo sistematica da temperatura
referente a taxa maxima de perda de massa de fitantriol deve estar correlacionada com o
maior numero de nanoparticulas presentes na amostra. Este, por sua vez, esta diretamente

ligado a concentracdo de precursor empregado na sintese.

100
Fitantriol

80+ ——CeO, —
> ] - =
P o0 —— LC-NP,, = M—
& 40 ——LCNP 5 W
E 5,0 E

201 LC-NP_, 5

——LCNP,, U\,A
100 200 300 400 500 600 100 200 300 400 500 600

(@) Temperatura (°C) (b) Temperatura (°C)

Figura 16. Curvas termogravimétricas de (a) percentual de massa na amostra e (b) sua
primeira derivada (dm/dT) em fungdo da temperatura, referentes a fitantriol, padrdo de 6xido
de cério, e as amostras LC, LC-NP;,5, LC-NPs o, LC-NP75 e LC-NPyg (atmosfera: ar).

O aumento da concentracdo de particulas nas amostras como funcdo da maior
concentracdo de precursor na sintese é corroborada pelos resultados apresentados no Anexo Il
desta dissertacdo. Foi realizada tentativa de extracdo das nanoparticulas de Ce(OH)s, por meio
de dissolucdo das amostras em etanol seguida de precipitacdo. Para uma mesma massa
aproximada de cristal liquido, obteve-se uma quantidade crescente de p6 na ordem LC-NP; 5
< LC-NPso < LC-NP75 < LC-NP49. Embora medidas de EDS tenham confirmado que os p6s
obtidos sdo constituidos essencialmente pelo elemento cério (Figura All.2), ndo foi possivel
realizar inferéncias sobre o Ce(OH); a partir desses p6s. Espectros de XANES indicaram
razdo Ce(l11)/Ce(IV) no material extraido (Figura All.3) mais baixa que que aquela observada
para as amostras em cristal liquido (Figura 15). Além disso, os difratogramas dos pos (Figura
All.4) s&o compativeis com o padrdo observado para CeO,. Portanto, a extracdo das
nanoparticulas de Ce(OH); a partir dos cristais liquidos levou a sua oxidacéo. Esse conjunto
de resultados demonstra o papel fundamental desempenhado pela estrutura liquido-cristalina
como estabilizante do estado reduzido do cério nas nanoparticulas. E importante ressaltar a
importancia estratégica dessa estabilizacdo no que tange a potencial aplicacdo dos sistemas
para sintese on-demand de CeQO(,.x) no organismo. O Ce(OH)s, pelo seu carater redutor, possui
menor potencial de dano oxidativo a tecidos bioldgicos saudaveis que o CeO(,.y), porém as
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condices fisioldgicas (meio aquoso, pH 5-7) favorecem sua completa dissolugdo a Ce3+(aq)
[63]. Ao estabilizar a forma Ce(OH); nanoparticulada no cristal liquido, espera-se tornar
viavel a utilizacdo desses sistemas no sentido de que o cério fique retido na forma reduzida
Ce(OH); em condigdes fisioldgicas e seja liberado na sua forma ativa CeO,.x) em resposta a
estresse oxidativo, em um mecanismo que poderia se assemelhar, no sentido mimético

funcional, a um par pro-enzima/enzima.

5.2. SINTESE ON-DEMAND DE NANOPARTICULAS DE CeOpy COMO
MIMETICOS FUNCIONAIS DE SUPEROXIDO DISMUTASE

Sabe-se que os niveis de H,0O, situam-se na faixa de 0,25 mM a 30 mM durante a
resposta inflamatoria de tecidos, enquanto que ndo costumam ultrapassar 5 UM em tecidos
saudaveis [98-101]. Além disso, esse composto é descrito na literatura como sendo capaz de
induzir a formacdo de CeO; a partir de sais de Ce(lll) [102]. Portanto, a prova de conceito
quanto a responsividade dos sistemas contendo nanoparticulas de Ce(OH)3 frente a ambientes
oxidantes foi buscada empregando-se H,O, como gatilho. Com o intuito de simular
simplificadamente as condicBes encontradas em regides de inflamacgdo (meio acido e sujeito a
estresse oxidativo), propbs-se realizar os ensaios de responsividade das amostras da série LC-
NPx em meio tamponado acido (pH 5,5) [117]. Para fins de comparacdo, paralelamente foram
realizados ensaios em tampdo neutro (pH 7,4), compativel com a condicdo fisioldgica do
sangue em regides saudaveis do organismo.

A adicdo de H,O; a série LC-NPx (2,0 g) em 15 mL de meio tamponado (pH 5,5 e
7,4) resultou em mudanca rapidamente identificavel na cor em determinadas regibes mais
externas das amostras, que passou do transparente amarelado para o vermelho-alaranjado.
Sabe-se que a cor vermelho-alaranjada pode ser indicativo da formacdo de Ce(IV)
complexado a 4alcoois [118] ou espécies reativas de oxigénio [119]. As amostras
apresentaram-se homogéneas quanto a cor apos transcorridas 12 h (Figura 17).
Provavelmente, esse tempo prolongado esté relacionado a difusibilidade do H,O, do meio até
o interior do cristal liquido, combinado com a acessibilidade das moléculas de H,O, a
superficie das nanoparticulas recobertas por fitantriol. A amostra LC foi avaliada da mesma
forma para fins de comparacdo. Mesmo em contato com H,0,, a cor da amostra LC néo
sofreu alteracdo em relacdo a cor inicial. Com isso, fica evidente que a mudanca de cor na
série LC-NPx decorreu da oxidacdo do Ce(OH); e provavel complexacdo com espécies

contendo oxigénio.
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Figura 17. Fotografia da amostra LC-NPs, mantida (a) em tampé&o acetato pH 5,5 (0,1 M) ou
(b) em tampéo acetato pH 5,5 (0,1 M) contendo 120 mM de H,0, (imagens obtidas ap6s 12 h

de contato).

A exposicdo das amostras da série LC-NPx a meios tamponados com pH 5,5 e 7,4,
contendo ou ndo o gatilho, foi monitorada por XANES no que se refere a inducdo de mudanca
no estado de oxidacdo do cério (Figuras 18 e 19). Apos quantificacdo (ajustes ndo mostrados
para melhor visualizacdo das mudancas), é observada apenas leve diminuicdo do percentual
de Ce(lll) nas nanoparticulas devido ao contato com os tampdes (Tabela V). Portanto, os

tampdes nao foram responsaveis por extensiva oxidacdo do Ce(OH)s.

Tabela V. Percentual de Ce(lll) nas amostras da série LC-NPx conforme preparadas e apos
contato com meio tamponado na auséncia e presenca de H,O, (120 mM) em tempos pré-

determinados.

Tempo de contato com Percentual de Ce(l11) nas nanoparticulas
pH do tampéo

H,0, LC-NP,5 | LC-NPsg | LC-NP75 | LC-NP4g

- - 78 86 88 93

Oh 68 67 65 68

55 3h 13 18 54 28

12 h 5 2 10 8

Oh - 75 - -

7,4
12 h 0 12 20 13
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Figura 18. Espectros de XANES medidos na borda Lz do Ce para as amostras em meio
tamponado pH 5,5 (0,1 M): (a) LC-NP3s, (b) LC-NPs, (¢) LC-NP75 € (d) LC-NP1 apés 3 e
12 h de contato com 120 mM de H,0,. Os espectros das amostras em contato apenas com o

tampdo (0 h) também estdo representados para fins de comparacéo.

A Figura 18 apresenta uma comparagdo do espectro de XANES na borda L3 do Ce

para diferentes tempos de contato de uma dada amostra com H,0, em tampédo pH 5,5.
Observa-se claramente a mudanca da regido de XANES correspondente a conversdo de
Ce(Ill) para Ce(lIV) em todas as amostras devido a acdo do gatilho, porém com diferentes
cinéticas de oxidacdo. Também é observado um deslocamento na energia da borda de
absorcéo para valores maiores, o qual é caracteristico do processo de oxidacdo. Ao final do
processo de oxidacdo, ap6s 12 h, é observado um percentual de Ce(lll) de 5 % (LC-NP35),
2 % (LC-NPs), 10 % (LC-NP75) e 8 % (LC-NP1g,). Portanto, o gatilho foi efetivo em oxidar
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0 cério presente nas nanoparticulas aprisionadas no cristal liquido em pH acido. Os espectros
de XANES na borda L; do Ce dos compostos CeO, e Ce(OH),, ambos com estado de
oxidacdo Ce(lV), sdo bastante semelhantes na regido da borda de absorcdo [120]. A priori,
seria dificil distinguir ambos os compostos a partir unicamente das medidas de XANES.
Porém, através da analise minuciosa da posicdo em energia das funcbes Lorentzianas
associadas ao ajuste desses dois padrbes e da posicdo em energia do maximo proximo de
5760 eV na regido de EXAFS, pode-se observar um forte indicativo para a presenca de CeO,

em todas as amostras analisadas ap6s oxidacéo por H,0,.
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Figura 19. Espectro de XANES medidos na borda L3 do cério para as amostras em meio
tamponado pH 7,4 (0,1 M): (a) LC-NP;s, (b) LC-NPsg, (c) LC-NP75 e (d) LC-NP10 ap0s
12 h de contato com 120 mM de H,0,. O espectro da amostra LC-NPso em contato apenas

com o tampao (0 h) também esta representado para fins de comparacéo.
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Tal qual ja observado para as medidas em meio &cido, observou-se também em meio
neutro uma mudanc¢a na cor das amostras logo apés adi¢cdo de H,0O,. Da mesma forma, o
aspecto foi bastante heterogéneo nas primeiras horas e medidas foram realizadas apenas ap0s
12 h de contato com H,O,. Nesse intervalo de tempo, observou-se espectros de XANES com
percentual de Ce(l11) correspondendo a 0 % (LC-NP,5), 12 % (LC-NPsp), 20 % (LC-NP75) e
13 % (LC-NP100). Portanto, em ambiente neutro, desde que o gatilho esteja presente, também
ocorre a oxidacdo das nanoparticulas de Ce(OH)s a CeO(,). Cabe salientar que a cinética de
conversdo de Ce(lll) a Ce(1V) esta relacionada a concentracao de H,O, [121]. Neste trabalho,
empregou-se concentracdo superior (120 mM) aquela encontrada em meio biolégico, como
forma de otimizar os tempos de medida na linha de luz. E provavel que a oxidacdo das
nanoparticulas in vivo em sitios inflamados a partir dos sistemas liquido-cristalinos venha a
ocorrer de forma mais lenta devido a menor concentracédo de H,O, neste meio.

Durante o processo de oxidacéo das nanoparticulas de Ce(OH)z a CeO(,.y) a partir dos
cristais liquidos na presenca dos gatilhos, foi possivel observar ndo sé a mudanca de cor do
cristal liquido, como também do meio externo, sugerindo a liberacdo das nanoparticulas de
CeO(x) a partir do cristal liquido, conforme demonstrado na Figura 20. Apos periodo

suficientemente longo, ocorreu aglomeracgdo das nanoparticulas e precipitacao.

15 s 30 s 3 min 5 min

Figura 20. Imagens das amostras (a) LC-NP;5 e (b) LC antes e apos adicdo de H,0,
(120 mM) em tampéo pH 5,5 (0,1 M) nos tempos 15 s, 30 s, 3 min e 5 min.
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O material precipitado em tampdo pH 5,5 contendo H,O, (pois este ¢ o pH
aproximado do local de acéo in vivo para o qual se planejou o sistema) foi analisado por TEM
e XRD, sendo referenciado como 0x-NP,s5, 0X-NPsg, 0X-NP75 ou 0x-NP1po conforme a
amostra liquido-cristalina de origem (LC-NP;s5, LC-NPsgo, LC-NP7s ou LC-NPygg). A
indexacdo das reflexdes de Bragg nos difratogramas (Figura 21) é compativel com a presenca
de CeO, (Ce(IV)) (JCPDS 34-394), o qual apresenta a estrutura cristalina do tipo fluorita.
Vale a pena ressaltar que a presenca de vacancias de oxigénio no 6xido de cério ndo altera a
simetria da estrutura cristalina desde que x < 0,35 em CeO(,.x). Assim, ndo se pode descartar a
presenca de CeO .y (x < 0,35) a qual inclusive € bastante provavel nesse caso. Considerando-
se que um pequeno percentual de cério mantem-se reduzido como Ce(lll), de acordo com 0s
dados obtidos a partir dos espectros de XANES, trata-se de fato de CeO(.x), onde
0 < x < 0,35. As reflexdes de Bragg nos perfis de XRD das amostras mostraram-se bastante
alargadas, o que é indicativo de tamanho de cristalito bastante reduzido e/ou grande presenca

de defeitos tais como vacancias de oxigénio na estrutura cristalina do éxido de cério.
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Figura 21. Difratogramas das amostras (a) 0X-NP 5, (b) 0X-NPs g, (€) 0X-NP7 5, (d) 0X-NP1go €
(e) padrao de CeO,.

A visualizagédo das nanoparticulas de CeO(,-x) precipitadas apds reacéo entre Ce(OH);
e H,0, em tampao pH 5,5 (série ox-NPx) foi realizada por TEM. Para isso, as amostras foram
dispersas em etanol e depositadas em grades de cobre. As imagens revelaram tratar-se de
estruturas realmente muito pequenas (Figura 22), conforme ja havia sido sugerido pelos
resultados de XRD. A distribui¢do de tamanhos de particula indicou didmetros de cerca de

1,4 nm (Tabela VI). Isto é particularmente vantajoso por conferir menor toxicidade em
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comparagdo com nanoparticulas maiores [122]. Cabe ressaltar que as nanoparticulas, nesse
caso, foram medidas com o maximo de magnificacdo permitida no microscépio eletrénico de
transmissdo utilizado (500000 vezes). Ainda assim, devido ao tamanho reduzido das
nanoparticulas, em muitos casos foi dificil identificar de forma clara as nanoparticulas
existentes. Uma forma de solucionar essa questdo seria utilizar um microscépio eletrénico de
transmissdo que opera em maior tensdo, pois isso permitiria uma maior magnificacdo das
imagens associada a maior resolucdo das mesmas (diminuicdo do comprimento de onda
associado ao elétron). Porém, o uso de um microscopio operando em tensGes maiores nao €
adequado para analise de materiais organicos (como € o caso do fitantriol que provavelmente
reveste as nanoparticulas de CeO(,.), uma vez que o material pode ser facilmente degradado
devido a transferéncia de energia do feixe de elétrons para a amostra.

Considerando-se que as nanoparticulas de Ce(OH); apresentaram diametros em torno
de 2-4 nm, a formag&o de nanoparticulas de CeO(,.) de 1,4 nm e inicialmente contraintuitiva.
Uma explicagdo possivel reside nas diferencas dos grupos espaciais do Ce(OH)3z (P6s/m) e do
CeO(2-x) (FM3m) [60,123], que acarretariam em diferentes tamanhos de cela unitaria. Pode ter
ocorrido também a dissolucdo parcial da nanoparticula de Ce(OH); em etapa prévia a
cristalizagcdo na forma de CeO,., durante o processo de oxidacéo ou ainda a fragmentacéo da
particula original, durante a oxidacdo. Embora este tenha sido um evento raro, algumas
particulas maiores (na faixa aproximada de 8-15 nm) foram observadas nas amostras
depositadas nas grades. O formato arredondado ndo permitiu afirmar tratar-se de aglomerados
de particulas menores, mas sim de particulas bem definidas (dados n&o mostrados). E possivel
que uma pequena concentracdo de espécies de Ce(IV) polimerizado tenha sido formada em

funcdo da natureza dos intermediarios de reacdo envolvidos no processo de sintese [63].

Tabela VI. Didmetros médios das nanoparticulas de CeO(.x), obtidos por microscopia

eletronica de transmisséo (software: ImageJ®).

Amostra Numero de particulas Média (nm)
0X-NP25 1753 1,34+ 0,2
0X-NPs 1382 1,4+0,3
0X-NP75 1836 1,4+04
0X-NP1p0 1062 1,4+0,3
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Figura 22. Imagens representativas de microscopia eletrénica de transmissdo das amostras
(a) 0x-NP2s5, (b) 0x-NPsg, (€) 0x-NP7s5, (d) 0ox-NP1oo (barra = 100 nm, magnificagdo de
300000 x) e respectivas distribuicbes de didmetro das nanoparticulas (minimo de 1000

particulas por amostra, software: ImageJ®).
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Como mencionado anteriormente, a mudanca de cor do meio aquoso em contato com
as amostras da serie LC-NPx ap6s adicdo de H,O, (Figura 20) sugere liberacdo das
nanoparticulas de CeO,x) a partir dos cristais liquidos. Portanto, este meio foi monitorado por
espectroscopia na regido do ultravioleta-visivel em tempos pré-determinados na auséncia e
presenca do gatilho (120 mM de H,0,). Sabe-se que Ce(lll) apresenta bandas de absorcéo de
em valores préximos a 230-260 nm. [81] Como esta banda se sobrepde aquela do H,O,
(240 nm) [124], apenas as bandas de Ce(IV) foram consideradas nesta investigacdo quando
H.0, foi adicionado ao meio. Cabe mencionar que os valores de corte dos tampdes (cut off),
nos quais passa a ocorrer absor¢cdo dos mesmos, correspondem a 230 nm (tampdo &cido
acético/acetato de sddio) e 205 nm (tamp&o Tris-HCl/Tris).

Apds 10 min de contato das amostras de cristal liquido (LC-NPx) com H,0, em meios
tamponados com pH 5,5 (Figura 23) e pH 7,4 (Figura 24) foi possivel observar o surgimento
de banda larga em 380 nm. O surgimento dessa banda ndo ocorreu nos espectros da amostra
LC ao longo das 24 h desse estudo, evidenciando que o resultado ndo decorre de influéncia da
matriz de cristal liquido. O diametro das nanoparticulas de CeO(,.y) € suficientemente pequeno
no inicio do experimento a ponto de ndo causar interferéncias devido ao espalhamento de luz
na faixa de comprimentos de onda do estudo, sendo a absorcdo o principal fendmeno
associado aos resultados apresentados. O aumento na intensidade da banda em 380 nm
(associada a presenca de Ce(lV)) corrobora que houve sintese in situ e liberagdo de CeO .
para 0 meio aquoso externo mesmo apds curto periodo de exposi¢do das amostras a H,0x.
Ap6s 1 h, em ambos os valores de pH, ocorreu deslocamento batocrdmico do méximo de
absorcdo para 400 nm e reducdo da absorbancia dessa banda em relacdo aquela observada
apos 10 min. Esse comportamento pode ser indicativo do inicio de um processo de agregacao
das particulas. Em pH é&cido e tempos maiores (12 e 24 h), houve reducdo ainda mais
acentuada da intensidade de absorcdo dessa banda, provavelmente decorrente da precipitacdo
das nanoparticulas apos aglomeracdo. Paralelamente, observou-se aumento na intensidade da
banda em 300 nm, com maior destaque nos espectros das amostras LC-NP7s e LC-NPy.

Em pH neutro e tempos maiores (12 e 24 h), a intensidade da banda de Ce(lV) em
380 nm ndo seguiu um padrdo bem definido, sendo variavel conforme a amostra medida. Por
sua vez, observou-se o surgimento da banda de Ce(IV) em 300 nm em todos os casos. Cabe
salientar que o comportamento de aglomeracdo e precipitacdo ocorrido neste estudo néo
devera ser necessariamente observado da mesma forma in vivo, pois as condi¢cdes empregadas
in vitro foram comparativamente mais drasticas e ndo havia presenca de proteinas séricas que

pudessem revestir as nanoparticulas.
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Estd bem estabelecido que, para ceria, 0s maximos de absor¢do nos comprimento de
onda na regido ultravioleta-visivel estdo relacionados a processos de transferéncia de carga e
transicdo interbanda relacionados aos diferentes estados de oxidacdo do elemento cerio [81].
Porém, é importante mencionar um estudo recente de Damatov e Mayer [119], que elucida os
fendmenos associados ao surgimento dessas bandas na presenca de H,O,. A absor¢do em 280-
300 nm ¢é decorrente da oxidacdo do cério do estado Ce(lll) para Ce(1V). Por sua vez, de
acordo com os autores, a banda em 380 nm é originada por um processo diferente daquele
relacionado a banda em 280-300 nm. Sua ocorréncia deve-se a ligacdo de espécie reativa de
oxigénio (como peroxo ou hidroperoxo) no Ce(lV) da superficie das nanoparticulas. A
ligacdo dessas espécies ao cério é responsével pela cor alaranjada observada nas amostras
apos adicao de H,O, (Figura 20). O fendmeno de absorcdo, neste caso, decorre de banda de
transferéncia de carga ligante-para-metal.

Oleato de sodio foi empregado como revestimento das nanoparticulas no estudo
mencionado [119] e os autores verificaram que a formacdo das espécies reativas de oxigénio
na superficie do ceria foi concomitante a liberacdo de oleato para 0 meio externo. A ligacao
competitiva entre espécies reativas de oxigénio e fitantriol na superficie das nanoparticulas
poderia ser sugerida também para o presente trabalho, pela semelhanca entre as duas
moléculas organicas. No entanto, mais investigacdes devem ser realizadas para confirmar essa
hipétese.

No presente estudo, a ocorréncia da banda em 300 nm e concomitante diminuicdo da
intensidade de absor¢do em 380 nm (Figuras 23 e 24) apds tempos prolongados (12 e 24 h)
sinaliza a presenca de CeO(2.x) disperso no meio aquoso e sugere a redugdo na concentragéo
de espécies reativas de oxigénio ligadas a superficie das nanoparticulas. Essas espécies
reativas de oxigénio podem ter sido convertidas a outras espécies mais estaveis em tempos
prolongados, dessorvendo-se da fragdo de nanoparticulas que permanece em solucéo.

O conjunto de dados obtidos a partir das medidas de absorcdo no UV-visivel,
juntamente com os resultados de XRD, permitem afirmar que nanoparticulas de CeO(.y
foram sintetizadas na presenca de H,O, como gatilho, sendo liberadas para 0 meio aquoso,
com posterior agregacdo e precipitacdo. Considerando-se que o cristal liquido permaneceu
avermelhado ao longo de todo o experimento de liberacdo, pode-se concluir que parte das
nanoparticulas de CeO(,.xy manteve-se aprisionada no cristal liquido ao invés de difundir para
0 meio externo. Além disso, a cinética de reacdo e de liberacdo das nanoparticulas é
influenciada pelo pH do meio.
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Figura 23. Espectros de absorcdo na regido do ultravioleta-visivel do meio aquoso tamponado (pH 5,5) apds 10 min, 1 h, 12 h e 24 h em contato
com as amostras (a) LC-NP,s, (b) LC-NPspg, (¢) LC-NP7s, (d) LC-NP1go € (e) LC. Os espectros superiores foram obtidos apds contato com o

tampdo, enquanto que os espectros inferiores respectivos foram obtidos apds contato com tampéo contendo 120 mM de H,0..



absorbéncia (adimensional)

_
&

absorbancia (adimensional)

—— 10 min

12h
——24h

250 300 350 400 450 500 550 600
comprimento de onda (nm)

—— 10 min

12h
——24h

absorbancia (adimensional)

—
o
-

absorbéncia (adimensional)

—— 10 min

——1h
12h

——24h

250 300 350 400 450 500 550 600
comprimento de onda (nm)

—— 10 min

——1h
12h

——24h

250 300 350 400 450 500 550 600
comprimento de onda (nm)

250 300 350 400 450 500 550 600
comprimento de onda (nm)

absorbancia (adimensional)

—
o
N2

absorbancia (adimensional)

—— 10 min

——1h
12h

——24h

250 300 350 400 450 500 550 600
comprimento de onda (nm)

250 300 350 400 450 500 550 600
comprimento de onda (nm)

absorbancia (adimensional)

—~
o
=

absorbancia (adimensional)

250 300 350 400 450 500 550 600
comprimento de onda (nm)

—— 10 min

—1h
12h

——24h

250 300 350 400 450 500 550 600
comprimento de onda (nm)

absorbancia (adimensional)

—
D
N2

u

—— 10 min

——1h
12h

——24h

250 300 350 400 450 500 550 600
comprimento de onda (nm)

absorbancia (adimensional)

——10min

——1h
12h

——24h

250 300 350 400 450 500 550 600
comprimento de onda (nm)
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Para fins de comparacdo, 0s mesmos tempos de contato das amostras com tampao
foram avaliados na auséncia do gatilno. Em pH &cido (Figura 23), uma banda de absorcdo de
intensidade moderada foi observada em 260 nm, a qual esta associada a mecanismo de
transferéncia de carga do tipo O> >Ce** em ceria. E provavel que, no presente estudo, esta
banda esteja relacionada a um fendémeno envolvendo elétrons do Ce(lll) oriundo de
nanoparticulas de Ce(OH)s;. Para cada amostra em particular, observou-se aumento na
intensidade dessa banda ao longo do tempo. Comparando-se 0s espectros das diferentes
amostras em cada tempo determinado, observa-se que o aumento da concentracao inicial de
nanoparticulas de Ce(OH)z no cristal liquido (de LC-NP,5 a LC-NPyg0) é proporcional a
intensidade da banda em 260 nm. Uma banda menos intensa em 300 nm também foi
identificada nos espectros de todas as amostras, estando sobreposta a outra banda alargada
com maximo em cerca de 350 nm. A intensidade dessas bandas sobrepostas, que
provavelmente estdo relacionadas a liberacdo de espécie contendo Ce(lV) para 0 meio aquoso,
atinge seu maximo em 1 h, sofrendo redugdo de intensidade em tempos mais prolongados.
Bandas de absorcdo em 260 nm (Ce(l11)), 300 e 350 nm (Ce(IV)) também foram observadas
nos espectros das amostras mantidas em tampdo neutro (Figura 24). Embora a estrutura
liquido-cristalina seja eficiente em manter nanoparticulas de cério majoritariamente no seu
estado reduzido (Ce(OH)3) mesmo em condi¢fes compativeis com o ambiente fisiologico
(como demonstrado pelos resultados anteriores desta dissertacdo), os espectros de absorcao no
ultravioleta-visivel sugerem que uma fracdo dessas nanoparticulas é prematuramente liberada
para 0 meio aquoso. Propor formas de reduzir (ou impedir completamente) essa liberacéo
visando aplicacbes bioldgicas € uma das perspectivas deste trabalho. Como anteriormente
demonstrado por XANES, uma pequena fracdo de cério nas amostras LC-NPx esta no estado
oxidado Ce(IV) mesmo sem adicdo de H,O, aos tampdes (Tabela V), o que explicaria a
observacgdo das bandas de absorcdo em 300 e 350 nm indicativas de espéecie contendo Ce(1V)
no meio aquoso. Conforme discutido anteriormente (Figura 11), esta espécie pode
corresponder a Ce(OH),**, formada devido & acdo oxidante de O, naturalmente dissolvido no
meio. Por estarem em equilibrio, ndo é possivel descartar a contribuicdo da conversdo da
espécie Ce(OH),*" a Ce3+(aq) no aumento da intensidade de absor¢cdo em 260 nm em tempos
prolongados.

A acédo de H,O, como gatilho da sintese on-demand de nanoparticulas de CeO(.y) a
partir dos sistemas liquido-cristalinos desenvolvidos neste trabalho foi claramente
demonstrada a partir dos resultados descritos nesta dissertacdo. Logo apds sua sintese in situ

no interior do cristal liquido, as nanoparticulas de CeO,.x sdo liberadas para 0 meio externo.
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Com o objetivo de determinar o potencial biomédico destas nanoparticulas, foram realizados
ensaios in vitro de atividade de SOD. Para isso, as nanoparticulas precipitadas (série 0x-NPx)
foram dispersas em solucdo aquosa contendo o surfactante polissorbato 20. Devido ao seu
carater hidrofébico, ndo foi possivel dispersa-las diretamente em agua. 1sso provavelmente
esta relacionado ao revestimento de fitantriol que se manteve na sua superficie mesmo apos
oxidacgéo pela a¢do de H,0,.

Concentracbes crescentes das nanoparticulas foram adicionadas ao meio reacional
tamponado (50 mM de glicina, pH 10,2). Solucdo de adrenalina (incolor) foi preparada e
imediatamente adicionada ao meio. Esta molécula sofre auto-oxidacdo ao ser adicionada ao
meio alcalinizado exposto a O,. O mecanismo da auto-oxidacéo é radicalar (duas oxidacoes
de um elétron sequenciais), com formacao de anion radical superéxido (2 Eq.) no processo. A
presenca de anion radical super6xido aumenta consideravelmente a taxa de formacdo de
adrenocromo (de cor laranja) a partir da adrenalina em comparagdo com a taxa observada
logo no inicio da reacdo (Figura 25). Por isso, sua degradacéo por um composto determinado

adicionado ao meio resulta em menores taxas de formacao de adrenocromo.

O,

OH OH
HO [OH] HO.
—_—
HO H | CHy HO W cH;

\/O{

Figura 25. Esquema simplificado da reacdo de auto-oxidacdo da (-)-adrenalina em meio
aquoso tamponado (pH 10,2) exposto ao ar, com formacdo de anion radical superdxido e

adrenocromo (laranja).

A taxa de formacdo de adrenocromo € determinada a partir de sua deteccdo
espectroscopica (Amax = 485 nm) ao longo de um tempo pré-determinado, servindo como
indicativo indireto da formacdo concomitante de anion radical superéxido. A enzima SOD,
bem como sistemas que mimetizam sua atividade, sdo capazes de dismutar o anion radical
superoxido gerado nessa reacdo. Ao impedir a atuagdo de anion radical superoxido na auto-
oxidacéo da adrenalina, ocorre reducdo consideravel na taxa de formacéo de adrenocromo.

A determinacdo do percentual de inibicdo de formacéo de adrenocromo como medida
da atividade de SOD deve ser feito de forma comparativa com controles (SOD de origem
natural ou antioxidantes com atividade bem estabelecida). Como a dismutacdo do anion
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radical superdxido forma O, e H,O, e este Gltimo interfere na taxa de auto-oxidacdo da
adrenalina, adiciona-se a enzima catalase ao meio para degradé-lo logo apds ser formado.

Observou-se inibicdo de até cerca de 50 % e 80 % da formacdo de adrenocromo nos
ensaios de atividade de SOD (Figura 26) utilizando-se 0,05 mg/mL e 0,25 mg/mL das
amostras ox-NPx. Isso demonstrou que as nanoparticulas desenvolvidas neste trabalho foram
capazes de captar e degradar o anion radical superdxido formado pela auto-oxidacdo da
adrenalina. N&o se observou diferencas consideraveis entre as amostras quanto aos
percentuais de inibicdo de formacdo de adrenocromo. Isso ja era esperado, em virtude da
semelhanca quimica entre as amostras da série ox-NPx. A atividade de mimético de SOD das
nanoparticulas ox-NPx foi comparéavel aquela obtida para nanoparticulas de CeO, padréo. Ao
contrario das amostras da série ox-NPx, o padrdo de CeO, ndo € revestido por fitantriol.
Dessa forma, os resultados permitem concluir que o revestimento organico ndo é um fator
capaz de afetar a reatividade das nanoparticulas frente a anion radical superéxido como
substrato.

100
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80 -| I 0.25 mg/mL
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Inibicdo da formagdo de adenocromo (%)

acido galico CeO,  OXx-NP,. ox-NP, =~ ox-NP_ _ ox-NP, o

Figura 26. Medida da atividade de superdxido dismutase a partir do percentual de inibi¢do da
formagéo de adenocromo decorrente da auto-oxidacéo catalitica de (-)-adrenalina em tampé&o
aquoso alcalino (pH 10,2), considerando-se um tempo de reacdo de 15 min. Acido galico foi
empregado como controle positivo. As amostras foram avaliadas em trés concentragées (0,05;
0,10 e 0,25 mg mL™).

O comportamento das nanoparticulas no que se refere a inibicdo da formacgédo de

adenocromo foi comparéavel aquele das solugbes de &cido géalico, que € um antioxidante
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polifendlico classicamente empregado como controle positivo neste estudo. Portanto, as
nanoparticulas de CeO(. sintetizadas in situ em resposta a presenca de H,O,, a partir do
cristal liquido contendo Ce(OH)z;, atuam como miméticos funcionais da enzima SOD de
forma semelhante, independentemente da quantidade inicial de precursor de cério empregada
na etapa de sintese. Nesse sentido, a utilizagdo da menor concentragdo de precursor na sintese

é suficiente para obter sistemas responsivos com alta atividade de SOD.
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6. CONCLUSAO

Nesta dissertagdo de mestrado, foram desenvolvidos sistemas liquido-cristalinos
liotropicos contendo nanoparticulas capazes de atuar como miméticos da enzima superoxido
dismutase em resposta a ambiente oxidante. Técnicas avancadas foram empregadas para
caracterizar os sistemas quanto as suas propriedades eletrdnicas e estruturais.

A estratégia de sintese in situ em cristal liquido desenvolvida neste trabalho permite
obter nanoparticulas com alta razdo Ce(l11)/Ce(IV) e tamanho controlado inferior a 5 nm. O
alto teor de Ce(lll) esta relacionado a formacdo de nanoparticulas de Ce(OH)s;, que
mantiveram-se incorporadas nos canais aquosos do cristal liquido. O interesse em sintetizar
nanoparticulas de Ce(OH)3; baseou-se no seu menor potencial de dano a tecidos saudaveis em
relacdo a compostos com baixa razdo Ce(l11)/Ce(1V). Embora a literatura aponte que Ce(OH)3
dissolve-se completamente em &gua sob condi¢Bes compativeis com a fisioldgica, foi possivel
manter esse composto na forma nanoparticulada devido ao papel crucial exercido pela
estrutura liquido-cristalina.

Demonstrou-se que as nanoparticulas de Ce(OH)z em cristal liquido foram oxidadas a
CeO(.x Na presenca de peroxido de hidrogénio como gatilho. Devido ao seu alto teor de
Ce(lV), CeOpx constituiria a forma ativa capaz de mimetizar a agdo da superoxido
dismutase, 0 que ndo ocorre para Ce(OH)s;. Portanto, foi possivel propor que sistemas
contendo nanoparticulas de Ce(OH); atuaram como pré-enzimas funcionais sintéticas de
CeO(,.x). Este € um conceito novo na literatura, colocando o presente estudo na fronteira do
conhecimento na area de miméticos funcionais de enzimas. As nanoparticulas de CeO.x
sintetizadas on-demand apresentaram tamanho reduzido e foram gradativamente liberadas
para 0 meio externo aquoso. Sua atividade de superdxido dismutase ficou evidenciada em
ensaios de atividade enzimatica realizados in vitro.

Embora possa ser qualificado como uma contribuicdo no ambito da ciéncia bésica,
este estudo de mestrado construiu as bases para futuras investigagdes relacionadas a aplicacéo
farmacologica dos sistemas liquido-cristalinos contendo Ce(OH)s; nanoparticulado para o
tratamento de doencas onde ha deplecdo de superoxido dismutase. Para isso, estratégias de
dispersdo dos sistemas liquido-cristalinos em meio aquoso devem ser desenvolvidas, visando
possibilitar sua administragdo no organismo.

Os resultados obtidos neste estudo abrem a perspectiva de utilizacdo dos sistemas na

sintese in vivo de miméticos funcionais de superdxido dismutase em resposta a ambiente
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oxidante. Esta é uma ideia inovadora, que pode culminar em uma nova classe de sistemas
inteligentes que sejam adaptaveis as necessidades do organismo do paciente ao serem

sintetizadas apenas no local de acdo, mediante a presenca de um estimulo quimico.
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ANEXO |
PREPARACAO DE TAMPOES E SOLUCOES

Preparacao do tampao acido acético/acetato de sodio 0,1 M (pH 5,5)

Em béquer contendo 40 mL de &gua MilliQ®, adicionou-se 4,1 mL de solucéo
previamente preparada de NaOH 1 M e 280 uL de acido acético glacial. O pH foi
determinado empregando-se pHmetro calibrado na faixa &cida. Se necessario, foram
adicionadas aliquotas de solucdo aquosa de NaOH 1 M ou acido acético 1 M ateé atingir o pH
55 (x 0,1) a 25 °C. A solucdo foi transferida para baldo volumétrico e o volume final foi

ajustado a 50 mL com agua MilliQ®.

Preparacao do tampao Tris-HCl/Tris 0,1 M (pH 7,4)

Em béquer contendo 80 mL de &gua MilliQ®, dissolveu-se 0,6054g de
tris(hidroximetil)aminometano. Apds dissolucéo, adicionou-se aliquotas de solucdo aquosa de
HCI 1 M previamente preparada, até atingir o pH 7,4 (£ 0,1) a 25 °C. O pH foi determinado
empregando-se pHmetro calibrado na faixa acida. Apo6s esse procedimento, a solugdo foi

transferida para baldo volumétrico e o volume foi completado a 100 mL com agua MilliQ®.

Preparacao do tampao glicina 50 mM (pH 10,2)

Em cerca de 40 mL de &gua MilliQ®, dissolveu-se 0,187g de glicina. A solucdo foi
transferida para baldo volumétrico e o volume foi ajustado a 50 mL com &gua MilliQ®. A
solucdo tamponada teve seu pH verificado em pHmetro, ajustando-se o valor (se necessario) a
10,2 (+ 0,1) adicionando-se aliquotas de NaOH 1 M. O tampdo foi congelado e mantido ao
abrigo da luz. Seu pH foi verificado ap6s descongelamento, momentos antes de sua utilizagédo

nos ensaios de atividade de SOD.

Preparacdo da solucdo de (-)-adrenalina 60 mM (pH 2,0) empregada nos ensaios de
atividade de SOD

Pesou-se 0,109 g de (-)-adrenalina e diluiu-se mesma em solucdo aquosa de H,SO4. A
mistura foi transferida para baldo volumétrico e o volume final foi ajustado a 10 mL com &gua
MilliQ®. O pH da solucéo, determinado em pHmetro calibrado na faixa acida, foi ajustado a
2,0 (= 0,1) pela adicdo de aliquotas de HCI 1 M. O tampéo foi armazenado ao abrigo da luz,
em geladeira, sendo descongelado apenas minutos antes de sua utilizagdo. O surgimento de

cor résea na solucdo é indicativo de oxidag&o e, nesses casos, ndo deve ser utilizado.
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ANEXO Il

EXTRAGAO DA PORGAO INORGANICA DAS AMOSTRAS DA SERIE LC-NPx
E CARACTERIZACAO DOS POS OBTIDOS

Método de extracdo da porc¢ao inorganica das amostras da série LC-NPx

As nanoparticulas sintetizadas em meio liquido-cristalino (conforme descrito no item
4.2.1 da Parte Experimental desta dissertacao), foram extraidas imediatamente apos a sintese,
através da dissolugdo do sistema em 10 mL de etanol absoluto. A dispersdo foi mantida sob
agitacdo por 8 h, a temperatura ambiente. Apds esse periodo, a mistura foi transferida para
tubo de vidro tipo Falcon e mantida em repouso por 12 h. A seguir, foi realizada
centrifugacdo a 3500 rpm por 15 min. O pé precipitado foi separado por decantacdo, lavado
com nova aliquota de 8 mL de etanol absoluto e centrifugado nas mesmas condicGes
anteriormente descritas. Este processo foi repetido trés vezes. O sobrenadante apresentou
coloracdo amarela, que foi gradativamente diminuindo de intensidade a cada novo ciclo de
extracdo. Ao término das extracdes com etanol, o precipitado foi lavado com 8 mL de agua
MilliQ® e centrifugado por 15 min a 3500 rpm. O precipitado remanescente foi mantido em
dessecador sob pressdo reduzida por 12 h para secagem. Observou-se uma quantidade
comparativamente maior de pd a partir das amostras de cristal liquido preparadas
empregando-se concentragdes mais elevadas de precursor de cério, na ordem LC-NPyo > LC-

NP5 > LC-NPs5 > LC-NP, 5. Todos 0s p6s apresentaram coloracdo amarelada (Figura All.1).

Figura All.1 — Fotografias dos pos obtidos via extragdo a partir das amostras LC-NPx em
duas etapas do processo: (a) precipitados obtidos ap6s a lavagem com agua, (b) pds secos sob
pressao reduzida.
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Caracterizacdo das nanoparticulas em pd por espectroscopia de emissdo de raios X com
energia dispersiva (EDS — Energy Dispersive Spectroscopy)

Os pos obtidos a partir da extracdo das amostras da série LC-NPx foram depositados
em fita-carbono aderida a porta-amostra de aluminio e medidos em equipamento de
microscopia eletronica de varredura EVO MA10 (Zeiss®, Alemanha) acoplado a um detector
de raios X caracteristicos com janela ultrafina (EDS; mod. x-act, Oxford Instruments®, Reino
Unido) para determinacédo da analise quimica elementar. As medidas semi-quantitativas foram
realizadas avaliando-se 5 regiGes em cada amostra. Os dados foram tratados através do
software INCA (Oxford Instruments®, Reino Unido).

A técnica de microandlise por EDS acoplada a microscopia eletrdnica de varredura
permitiu verificar a presenca do elemento cério em todas as amostras. Outros elementos
pesados ndo foram detectados. Na Figura All.2 é possivel visualizar um espectro de EDS
tipico das amostras (LC-NP,s). Considerando-se que fitantriol (que contém oxigénio e
carbono) pode ter permanecido aderido as nanoparticulas, o resultado nédo foi considerado sob
uma perspectiva quantitativa. Cabe salientar que o elemento sédio ndo foi observado por essa
técnica, reforcando que a eventual contaminacdo das amostras com NaNOz(agq) ndo é

relevante.
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Figura All.2 — Espectro de EDS da area medida de p6 extraido a partir da amostra LC-NPs.
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Caracterizacdo das nanoparticulas em pé por espectroscopia de absor¢ao
de raios X (XAS — X-Ray Absorption Spectroscopy)

Os po6s (12 mg) extraidos das amostras da série LC-NPx foram dispersos em
isopropanol (aproximadamente 5 mL) com auxilio de banho de ultrassom e a suspenséo foi
vertida em funil acoplado a sistema de filtragdo a vdcuo com membrana de 400 mesh. Ao
término da filtracdo, os pds permaneceram compactados a membrana de forma homogénea.

As membranas contendo pos de nanoparticulas foram inseridas em porta-amostra e
medidas na linha de luz XAFS2 do LNLS em modo transmitancia na borda Ls; do Ce
(5723 eV) a temperatura ambiente no modo transmissdo. Foi utilizado um detector de estado
solido de Ge com 15 elementos G-15 SSD. As medidas foram realizadas na regidao de XANES
no intervalo de 5675 eV a 5780 eV com passo de energia de 0,2 eV na regido da borda de
absorcéo durante 4 s/ponto. Entre duas e quatro varreduras foram medidas com o objetivo de
aumentar a razdo sinal/ruido da medida. Os dados foram ajustados a modelo matematico

conforme descrito no item 4.2.10 desta dissertacéo.
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Figura All.3 — Espectros de XANES na borda L3 do Ce de nanoparticulas extraidas a partir
das amostras (a) LC-NP3s, (b) LC-NPsg, () LC-NP75 e (d) LC-NP1qp.

A andlise da regido de XANES indica que as nanoparticulas extraidas com etanol

representam um caso intermediario aos padrdes de Ce(lll) e Ce(lV) da Figura 15. O ajuste
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matematico (ndo mostrado) permitiu quantificar o percentual de Ce(lll) nas nanoparticulas,
que correspondeu a 41 % (LC-NP25), 54 % (LC-NPsg), 31 % (LC-NP75) € 22 % (LC-NP10y).

Difracado de raios X (XRD - X-Ray Diffraction) das nanoparticulas em pé

Os pos obtidos por extragdo a partir das amostras LC-NPx foram depositados na
superficie de membranas de 400 mesh, por filtracdo, conforme descrito para o procedimento
anterior. As membranas contendo amostra foram medidas em difratbmetro convencional
Siemens D500 operado a 40 kV e 17,5 mA e radiagdo de Cu-Ko com comprimento de onda
de 1,5405 A. Empregou-se passo de 0,05° e intervalo de angulo 26 de 20° a 80°. Cada ponto
foi medido durante 1s. Foram utilizados os padrdes de referéncia do software PCPDFWIN,
versdo 2.1, a partir da base de dados JCPDS-ICDD. Para fins de comparacgédo, CeO, comercial
(padréo) foi igualmente medido.

A indexacdo das reflexdes de Bragg permitiu identificar a estrutura cristalina das
amostras. Em todos os casos (Figura All.4), obteve-se estrutura do tipo fluorita, compativel
com aqguela observada para o CeO,. O alargamento dos picos de difracdo esta relacionado ao

tamanho reduzido dos cristalitos.
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Figura All.4 - Difratogramas dos pos de nanoparticulas extraidos a partir de (a) LC-NP;s,
(b) LC-NPs, (€) LC-NP75, (d) LC-NP1g0 € (e) padréo de CeO; (experimental)
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