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Resumo

Nas ultimas décadas, a busca por alternativas que reduzam os efeitos sistémicos do tra-
tamento de cancer se intensificou. O estudo de dispositivos nanométricos que utilizam
materiais magnéticos em aplicacoes biomédicas, como liberacao controlada de farmacos,
hipertermia magnética e contraste para imagem de ressonancia magnética, tem despertado
grande interesse. Para essa finalidade, as nanoparticulas (NPs) devem possuir algumas
caracteristicas fundamentais, como o comportamento superparamagnético a temperatura
ambiente e uma superficie funcionalizada que garanta a biocompatibilidade ou biosse-
letividade. Dessa forma, neste trabalho foram sintetizadas nanoparticulas do 6xido de
ferro magnetita via método de coprecipitagdo. A modificagdo da superficie dos ntcleos
magnéticos foi realizada com trés agentes diferentes: acido oleico, quitosana e silica. As
amostras recobertas com quitosana e silica foram funcionalizadas com o farmaco Doxor-
rubicina para o estudo da viabilidade celular em células tumorais de mama (MCF-7). Por
final, as NPs foram incorporadas em hidrogéis de quitosana para a confeccao de sistemas
responsivos a aplicagao de um campo magnético, com o objetivo de aliar ambas as técni-
cas terapéuticas, liberacao controlada de farmacos e hipertermia magnética. As amostras
foram caracterizadas pelas técnicas de difracao de raios X, espectroscopia no infraverme-
lho com transformada de Fourier, analise termogravimétricas, microscopia eletronica de
transmissao, espalhamento de luz dinamico e potencial zeta e magnetizacao por amostra
vibrante. Os resultados permitiram concluir que as modificagoes na superficie foram efe-
tivas e garantiram uma melhor dispersao das NPs de magnetita, além de fornecer uma
superficie ideal para futuras funcionalizagoes. As medidas magnéticas indicaram um cara-
ter superparamagnético, o qual nao foi influenciado pela presenca da superficie organica
promovidas pelo recobrimento. Os resultados de viabilidade celular mostraram que as
NPs de magnetita modificadas conferiram menor citotoxicidade quando comparadas com
elas sem recobrimento. A funcionalizagao com o farmaco mostrou que o efeito citotoxico
foi maior quando comparado com as concentracoes do farmaco livre, indicando uma pos-
sivel internalizacao das NPs pelas células. Por fim, a incorporacao das NPs de magnetita
nos hidrogéis de quitosana produziu nanocompdsitos com um aumento significativo das
propriedades mecanicas dos hidrogéis aliadas a uma resposta magnética. Dessa forma,
ambos hidrogéis magnéticos e NPs de magnetita funcionalizadas se mostraram aptas para

serem aplicadas em protocolos de tratamento do cancer.



Abstract

In the last decades, the search for alternatives that reduce the systemic effects in the
treatment of cancer has intensified. The study of nanometric devices that use magnetic
materials in biomedical applications, such as controlled drug release and magnetic hy-
perthermia and contrast for magnetic resonance imaging, has attracted attention. For
this purpose, nanoparticles must have some fundamental characteristics, such as super-
paramagnetic behavior at room temperature and a functionalized surface to guarantee
biocompatibility or bioselectivity. Therefore, in this work, nanoparticles of iron oxide
magnetite were synthesized via coprecipitation method. The surface modification of the
magnetic cores was carried out with three different agents: oleic acid, chitosan and silica.
The samples coated with chitosan and silica were functionalized with Doxorubicin drug
for the study of cell viability in breast tumor cells (MCF-7). Finally, the nanoparticles
were incorporated into chitosan hydrogels to produce responsive systems to the applica-
tion of a magnetic field, with the aim of combining both therapeutic techniques, controlled
release of drugs and magnetic hyperthermia. The samples were characterized by X-ray
diffraction techniques, Fourier transform infrared spectroscopy, thermogravimetric anal-
ysis, transmission electron microscopy, dynamic light scattering and zeta potential and
magnetization by vibrant sample. The results allowed us to conclude that the changes in
the surface were effective and guaranteed a better dispersion of the nanoparticles, in ad-
dition to providing a suitable surface for later functionalizations. Magnetic measurements
indicated a superparamagnetic character, which was not influenced by the presence of the
organic surface promoted by the nanaoparticle coating. The cell viability results showed
that the modified magnetite nanoparticles conferred less cytotoxicity when compared to
the same ones without coating. The drug functionalization showed that the cytotoxic
effect was greater when compared to the same concentrations of free drug, indicating
a possible internalization of the nanoparticles by the cells. Finally, the incorporation of
magnetite nanoparticles in chitosan hydrogels produced nanocomposites with a significant
increase in the mechanical properties of hydrogels combined with a magnetic response.
Thus, both magnetic hydrogels and functionalized magnetite nanoparticles proved to be

suitable for application in cancer treatment protocols.



Lista de Abreviaturas e Siglas

CHG amostra sintetizada de hidrogel de quitosana 2,5% (m/m)

CHF1 amostra sintetizada de hidrogel de quitosana 2,5% (m/m) com
6,25% (m/m) de nanoparticulas de magnetita

CHF2 amostra sintetizada de hidrogel de quitosana 2,5% (m/m) com
13,5% (m/m) de nanoparticulas de magnetita

CHF3 amostra sintetizada de hidrogel de quitosana 2,5% (m/m) com
27% (m/m) de nanoparticulas de magnetita

DA degree of acetylation (grau de acetilagdo da quitosana)

DOX doxorrubicina

Fes30y amostra sintetizada de magnetita sem recobrimento

Fe30,4/AO amostra sintetizada de magnetita com recobrimento de acido oleico

Fe304/5i04 amostra sintetizada de magnetita com recobrimento de silica

Fe;0,/CH amostra sintetizada de magnetita com recobrimento de quitosana (DA:13%)

Fe30,/5105/DOX  amostra sintetizada de magnetita com recobrimento de silica
funcionalizada com DOX
FesO4/CH/DOX  amostra sintetizada de magnetita com recobrimento de quitosana

funcionalizada com DOX

Fes04/CHG amostra sintetizada de magnetita com recobrimento de quitosana (DA:0,4%)
G modulo elastico

G" modulo viscoso

H campo magnético aplicado

H, campo magnético coercitivo



i

brometo de 3-|4,5-dimetiltiazol-2-il|-2,5-difenil tetrazolio
magnetizagao de saturagao

magnetizacao remanente

nanoparticulas magnéticas

nanoparticulas

superparamagnétic iron oxide nanoparticles
tetraortosilicato

potencial zeta
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Capitulo

Introducao

Nas ultimas décadas, a classe de materiais obtidas em escala nanométrica de tamanho,
os nanomateriais, tem despertado interesse e ganhado uma importancia significativa, le-
vando ao surgimento e consolidacao de uma nova érea de conhecimento, conhecida como
‘Nanociéncia e Nanotecnologia’ [1]. De maneira geral, a Nanociéncia estuda as relagoes
fundamentais entre as propriedades fisicas e os fendmenos dos materiais em escala nano-
métrica, e a Nanotecnologia pode ser entendida como uma tecnologia de design, fabricacao
e aplicacOes desses nanomateriais [2].

Essa area de conhecimento se baseia no fato de as propriedades dos materiais serem
fortemente dependentes do tamanho das particulas que os constituem. Isso quer dizer que,
abaixo de um determinado tamanho critico as propriedades dos materiais (magnéticas,
Opticas, elétricas, cataliticas, etc.) se tornam diferentes quando comparadas com seus
correspondentes materiais massivos. Em vista disso, esses nanomateriais oferecem novas
possibilidades de aplicagao baseadas nessas novas propriedades tnicas [1].

Com os avancos da nanotecnologia, o estudo de nanoparticulas para o tratamento de
doencas se ampliaram e aprofundaram, principalmente como terapias alternativas para o
tratamento do cancer [3]. O cancer ¢ uma doenga maligna que acontece devido as células
se dividirem rapidamente e se espalharem de forma anormal, invadindo tecidos adjacentes
ou orgaos a distancia. O processo de formacgao das células cancerosas é chamado de
carcinogénese e pode ocorrer de forma rapida ou lenta, dependendo do tipo de céancer,
para a proliferacao das células resultarem em um tumor visivel [4]. No Brasil, para o biénio
2019-2020, estima-se a ocorréncia de 600 mil novos casos de cancer, 420 mil excluindo os
casos de pele nao melanoma. O mais frequente em homens é o cancer de prostata (31, 7%)
e em mulheres, o cancer de mama (29, 5%). Essas estimativas sdo semelhantes ao de paises
desenvolvidos, entretanto o perfil crescente, é reflexo das desigualdades sociais de paises
que estao em desenvolvimento [5]. A quimioterapia convencional é a principal forma de
tratamento do cancer, entretanto, nao afeta somente as células e 6rgaos cancerosos, mas

de forma sistémica, as células saudaveis do organismo. Dessa forma, as nanoparticulas
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podem ser usadas para desenvolver estratégias de terapia localizada e seletiva que atuam
somente em alvos desejados, e assim, minimizar os efeitos colaterais [3].

Embora, inimeros nanomateriais estejam sendo estudados, a classe de nanoparticulas
magnéticas (NPMs) tém despertado interesse estratégico, principalmente por ser a maior
classe de materiais em nanoescala com perspectivas promissoras para transformar os atuais
diagnoésticos clinicos e técnicas terapéuticas. As NPMs quando injetadas no corpo podem
ser conduzidas por um campo magnético externo até um lugar de interesse, e assim atuar
como um veiculo para entrega de agentes terapéuticos. Podem ser usadas como agentes de
contraste em imagem de ressonancia magnética (IRM) devido a habilidade de aumentarem
a relaxacao do proton. Além disso, as NPMs podem ser aquecidas quando sujeitas a um
campo magnético AC, abrindo possibilidades para tratamentos de cancer por hipertermia
[6,7], Figura 1.1 .

Hipertermia
Dispersdo das
NPMs

m e L\'
IRM & 'ﬁ

A

L ]

Liberacdo Controlada

Figura 1.1: Tlustragio das aplicacbes de NPMs na area de diagnostico clinico e técnicas terapéuticas. 7]

Nesse cenario, explorando as propriedades magnéticas em nanoescala, como o super-
paramagnetismo, a sintese de NPMs com formatos e composi¢oes quimicas variadas vem
sendo continuamente propostas e avaliadas para aplicagoes biomédicas. Atualmente, os
avancos da nanotecnologia permitem uma engenharia precisa para a fabricacao de parti-
culas, assim, fatores como a composicao, tamanho, morfologia e superficie quimica podem
ser adaptados, nao s6 para melhorar as propriedades magnéticas, mas também o efeito
do comportamento das nanoparticulas in vivo [6].

As NPMs para aplicacdes biomédicas sao basicamente compostas por um nicleo de

nanoparticulas inorganicas e uma superficie de recobrimento biocompativel, sendo essa
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ultima a responsavel por promover uma maior estabilidade das particulas em condicoes
fisiologicas e assim, aumentar seu tempo de circulagao sanguineo [6]. Adicionalmente, com
uma superficie quimica adequada, é possivel funcionalizar esses sistemas com moléculas
de farmacos, compostos fluorescentes e biomoléculas especificas possibilitando inimeras
aplicagoes |6, 8].

Adicionalmente as NPMs, hidrogéis vem sendo extensivamente estudados em biomedi-
cina, devido possuirem uma rede poliméricas porosa e hidrofilica, com estrutura integra,
comportamento de entumecimento de adgua e propriedades mecéanicas que fornecem um
ambiente fisico para a adesao e proliferacao de células. Esses sistemas podem ser usados
como lentes de contatos, em engenharia de tecido e scaffolds, cicatrizacao de feridas e
como sistemas de liberacao de farmacos |9]. Esses hidrogéis convencionais, exibem suas
propriedades de entumecimento e desintegracao ligadas a disponibilidade de dgua. De
forma contraria, a classe de hidrogéis inteligentes ou estimulo-responsivos possui propri-
edades adicionais, que estao relacionadas a fatores do meio, como um estimulo externo
que provoca mudangas na sua organizagao [10]. Em particular, a incorporacao de NPMs
na matriz dos hidrogéis para produzir nanocompoésitos com propriedades magnéticas res-
ponsivas tem recebido avancos significativos. Nesses casos, um campo magnético pode
ser usado para induzir deformacoes na matriz de hidrogéis termossensiveis e provocar a
liberagao controlada de farmacos que, por sua vez, pode ser combinada com a terapia por
hipertermia [11,12].

Nesse contexto, os desafios atuais para o uso de NPMs em aplicacoes biomédicas se
encontram no método de preparacao das amostras. Para a maioria das aplicagoes, é
fundamental que as nanoparticulas sintetizadas possuam tamanho e formato uniforme,
com uma superficie quimica biocompativel e que facilite a funcionalizacao de moléculas
ou agentes terapéuticos, além de apresentarem comportamento superparamagnético a
temperatura ambiente. Atualmente, formulacdes de nanoparticulas de oxido de ferro
superparamgnéticas (SPION) sdo as mais empregadas em aplicagbes com propdsito de
diagnostico clinico, terapéutico e terandstico, sendo esse tltimo o termo utilizado quando
se combina o diagnoéstico e a terapia [13].

Em vista disso, o intuito deste trabalho é sintetizar NPMs de 6xido de ferro super-
paramagnéticas via método de coprecipitacao, que é uma rota simples, de baixo custo
e que nao produz residuos quimicos. Em busca de produzir NPMs que sejam biocom-
pativeis para aplicacoes no tratamento do cancer, modificacoes na superficie das NPMs
serao realizadas, melhorando a interacao entre & superficie e 0 meio, sendo esse um passo
importante para a compreensao da interface nano-bio. Paralelamente, estudaremos a in-
corporacao dessas NPMs em hidrogéis de quitosana como potenciais dispositivos para

aplicagoes biomédicas.
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Revisao Bibliografica

Esta revisao bibliogréafica foi organizada de forma a apresentar alguns aspectos im-
portantes sobre as nanoparticulas de magnetita, como suas propriedades magnéticas e
engenharia da superficie que devem ser considerados para aplicacoes em biomedicina. Em
seguida, uma breve introducao sobre os métodos de sintese que foram utilizados nesse
trabalho. Por final, alguns aspectos importantes sobre a preparacao de hidrogéis, em

particular o de quitosana.

2.1 Nanoparticulas magnéticas

2.1.1 Propriedades magnéticas

A teoria microscopica do magnetismo esta relacionada com a mecéinica quantica do
momento angular eletrénico, visto que a principal fonte de momento magnético nos sélidos
estd associada aos elétrons. O elétron é uma particula elementar e possui duas fontes
distintas de momento angular, sendo uma associada ao momento orbital e a outra ao
spin. Em termos do modelo de Bohr, o momento orbital é descrito como o movimento
dos elétrons ao redor de um ntcleo, em oOrbitas circulares e sob a influencia do potencial
de Coulomb, j4 o momento angular de spin, ¢ um niimero quantico intrinseco do elétron,
com valor s = — [14]. Nesse caso, o elétron se comporta como se, de algum modo, estivesse
rodando sob seu préprio eixo |15].

O momento magnético atomico total é dado pela soma de todos os momentos ele-
tronicos, os quais podem ocorrer de duas formas diferentes. Os momentos magnéticos
no atomo podem se orientar de forma a se cancelarem mutuamente levando a um mo-
mento magnético atomico total igual a zero. Atomos nessa condicdo sao conhecidos como
diamagnéticos. Por outro lado, o cancelamento pode ocorrer apenas de modo parcial,
gerando um momento magnético atomico resultante. Materiais formados por esse arranjo
de atomos sao classificadas como paramagnéticos, ferromagnéticos, ferrimagnéticos e an-

tiferromagnéticos, sendo que a diferenca entre eles ¢ decorrente da natureza das interacoes

4
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de acoplamento entre os elétrons na rede cristalina |15].

Em materias ferro- ou ferrimagnéticos, existem regioes denominadas de dominios, onde
os momentos magnéticos se encontram paralelamente alinhados em uma determinada dire-
¢ao. A mudanca na diregao dos momentos magnéticos nesses dominios ocorre de maneira
gradual em uma regiao de transicao conhecida por paredes de dominio. Esses materiais,
variam sua magnetizacao pelo mecanismo de movimento das paredes de dominio, Figura
2.1(a). A medida que um campo magnético externo H ¢ aplicado, os dominios se orientam
na direcao do campo até alcancar a magnetizacao de saturacao M,. Quando a direcao
do campo é revertida, a medida que H diminui, ocorre um efeito de histerese, Figura
2.1(b). Assim, para H igual a zero, existe uma magnetiza¢ao residual, conhecida como
magnetizacao remanente M., indicando que na auséncia de campo aplicado o material
permanece magnetizado. Para anular essa magnetizacao residual, um campo coercitivo,
H., com direcao oposta ao original, deve ser aplicado. Continuando com a aplicacao do
campo, obtém-se a magnetizacao de saturagao no sentido inverso. Revertendo mais uma

vez 0 campo H até a saturagao inicial, o ciclo de histerese fica completo [16].
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Figura 2.1: (a) Hustracdo do movimento das paredes de dominio no sentido de H aplicado e (b) ciclo de histerese completo
com a indicagdo da M, M, e H. [16].

Duas caracteristicas importantes dominam as propriedades magnéticas dos materiais
conforme as particulas que os constituem diminuem de tamanho, conhecidas como efeitos
de tamanho e de superficie. Efeitos de tamanho podem resultar, por exemplo, do con-
finamento quantico dos elétrons, enquanto que efeitos de superficie estao relacionados a
quebra de simetria da estrutura do cristal nas fronteiras de cada particula [17]. Um efeito
de tamanho muito estudado em sistemas de particulas pequenas é o superparamagne-
tismo, desde que a energia anisotropica, a qual representa a preferéncia de uma amostra
de se magnetizar em uma determinada dire¢ao conhecida como eixo de facil magnetizacgao,

seja proporcional ao volume particula [18].
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Em materiais multidominios, conforme o volume das particulas diminuem, o tamanho
dos dominios e a largura das paredes desses dominios sao reduzidos, modificando sua
estrutura interna. Abaixo de um volume critico, as particulas necessitam de mais energia
para formar os dominios magnéticos do que para suportar a energia de um estado de
dominio tnico ou monodominio [18|. Assim, como nao h& paredes de dominios para
movimentar, a reversao da magnetizacao, neste tipo de particulas, ocorre pela rotacao do
spin. No equilibrio térmico, a magnetizacao resultante por particula aponta na direcao
que minimiza a energia anisotropica total. Assim, assumindo um carater uniaxial, a
energia magnética, na auséncia de um campo magnético aplicado, pode ser expressada

pela Equacao 2.1,

Ep = KV sin? 6, (2.1)

onde V é o volume da particula, K é a contante anisotrépica e 6 é o angulo entre o
momento magnético M e o eixo facil magnetizacao. A dependéncia da energia magnética
Ep e 0 é apresentada graficamente na Figura 2.2. Assim, para que ocorra a reversao da
magnetizagao, a energia de barreira K'V' deve ser sobreposta. Assim, na auséncia de uma
perturbacao externa, o momento magnético da particula pode ficar em qualquer dos dois

estados de equilibrio, isto é, em 6 =0 e 0 = 7.

Energia livre

Figura 2.2: Representacdo da energia de barreira em particulas monodominio [19].

Conforme o tamanho das particulas é reduzido, é comum ocorrerem flutuagoes térmi-
cas capazes de produzirem perturbagoes que levam a sobreposi¢ao da barreira de energia,
resultando na espontanea reversao da magnetizacao. A medida que T aumenta, a energia
térmica kT se torna comparavel a energia de barreira Fp, e acima de um certo valor
de T, a excitacao térmica induz rapidas flutuacdes do momento magnético da particula

quando comparado com o tempo de observagao. Como consequéncia, a magnetizacao de
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um conjunto de particulas pode ser descrito pelo modelo paramagnético. Entretando, di-
ferentemente de eu paramagneto normal, o momento magnético da particula se comporta
como um super-spin que se reverte coerentemente na direcao anisotropica. Materiais com
essa caracteristica sao classificados como superparamegnéticos e nao apresentam curva
de histerese, ou seja, ambos M, e H,. sao zero, resultando na perda da magnetizacao
na auséncia de um campo aplicado. Além disso, as curvas de magnetizacao medidas a
diferentes temperaturas se sobrepoem quando plotadas em funcao de % [15,18,20].

O tempo de relaxagio (7) do momento magnético entre esses dois estados de equilibrio
¢ dado pela expressao de Néel-Brown, Equacao 2.2, onde kg é a constante de Boltzmann

e Ty~ 1077 s,

K
T = Toexp(kB—‘;) (2.2)

Se o momento magnético da particula se reverte em tempo menores que o tempo
caracteristica de medida (t,,), T < t,,, 0 sistema esta no regime superparamgnético, caso
contrario, para 7 > t,,, o sistema estd no regime de bloqueio. Esses dois regimes sao
separados pela temperatura de bloqueio, Tz, a qual é calculada usando o tempo da janela
de medida que, para um medida experimental com um magnoémetro, é aproximadamente

tm = 100 s, e é expressada pela Equacdo 2.3 [15,17,18|,

KV
~ 25kg

Essa propriedade superparamagnética é uma vantagem significativa para aplicacoes

T’s

(2.3)

biomédicas, especialmente em experimentos in vivo, por permitir que as particulas man-
tenham sua estabilidade coloidal evitando que se aglomerem no organismo na auséncia de
um campo magnético externo [6].

Outra consequéncia que resulta da redugao do tamanho das particulas é a elevada razao
superficie /volume de &tomos na particula, os quais resultam em pronunciados efeitos de
superficie, tais como spins nao colineares, comportamento spin-glass ou spins inclinados,
os quais podem influenciar as propriedades magnéticas do material. Geralmente, valores

de M, de nanoparticulas sao menores do que seus correspondentes materiais em bulk |6,17].

2.1.2 Nanoparticulas de magnetita

H4 uma diversidade de materiais que podem ser utilizados como niicleo magnético
para a aplicacao de sistemas de NPMs em biomedicina, como por exemplo, os formadas
por ferro puro, ligas de CoPt3 e FePt e 6xidos de ferro. Entre os 6xidos de ferro, as
nanoparticulas coloidais de magnetita (Fe3O4) ou maguemita (v — FesOs3) tém sido ex-
tensivamente estudadas devido possuirem, além do fendémeno magnético em nanoescala

como o superparamagnetismo, biocompatibilidade e a facilidade de se degradarem em
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seus componentes nao toxicos de ferro e oxigénio [6,21].

A Fes04 é um 6xido de ferro misto que faz parte do grupo das ferritas, os quais sao
caracterizados pela formula estrutural MO.Fe,O3, onde M é um ion metalico divalente.
E um material ferrimagnético a temperatura ambiente, possuindo uma magnetizacao per-
manente resultante da existéncia de interacoes de super-troca antiparelalas entre os mo-
mentos de spins dos fons metélicos adjacentes, no caso Fe** e Fe?T, mediadas pelo fon
O?~ [15,16]. Sua estrutura cristalina é¢ do tipo espinélio inversa, com célula unitaria ct-
bica de face centrada e parametro de rede a = 0,839 nm. Nesse tipo de estrutura, os fons
metalicos Fe?t sao igualmente divididos entre os sitios tetraédricos, A, e octaédricos, B,
enquanto que os fons Fe?t ocupam apenas o sitio B. Na Figura 2.3, é possivel visualizar
as sequéncias das camadas de Fe- e O- ao longo da dire¢ao [111] (esquerda), e o arranjo

dos sitios tetraédricos e octaédricos pelo modelo bola e palito (direita) [22].

o P or"

Figura 2.3: Célula unitaria ctubica de face centrada da estrutura cristalina do tipo espinélio da Fe3O4.

2.2 Revestimento das nanoparticulas

O grande desafio associado as aplicacoes de sistemas de NPMs em diagnostico de
imagem ou como ferramenta terapéutica ¢ o seu comportamento n vivo. A eficiéncia
desses sistemas ¢ frequentemente comprometida pelo sistema reticuloendotelial (SRE)*
que faz o reconhecimento e depuragao dessas NPMs antes de chegarem nos tecidos alvos,
e também, por uma falta de habilidade em superar algumas barreiras biologicas, como o
endotélio vascular? ou a barreira hematoencefalica®. Dessa forma, o destino das NPMs por
administracao intravenosa é altamente dependente de suas propriedades fisico-quimicas
como, tamanho, morfologia, carga e superficie quimica, pois essas afetam diretamente sua

4

subsequente biodistribuicao e farmacocinética®. Em vista disso, novas formulacoes vem

10 SRE é constituido por células reticuloendoteliais e ou macréfagos. Possuem a funcio de eliminar
residuos e impurezas do sangue.

’E uma camada de células finas que reveste a parte interna dos vasos sanguinos. Atua como uma
barreira de difusdo passiva entre os elementos do sangue circulante e o tecido intersticial [23].

3E um importante componente que conecta o Sistema Nervoso Central aos demais tecidos periféricos,
além de regular e filtrar substancias neurotdxicas presentes no sangue, que possam tentar ultrapassar essa
barreira [24].

40 estudo do destino dos formacos no organismo ap6s sua ingestao.
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sendo adotas para a preparacao de NPMs com diferentes ntcleos, novos revestimentos
e funcionalizacao da superficie, que possam aumentar o tempo de circulacao sanguinea
desses sistemas e assim, serem capazes de atingir os tecidos alvos [6,21].

O revestimento da superficie € uma etapa muito importante quando se utilizam NPMs
para aplicacoes biométicas. Apesar de nao serem atraidas magneticamente entre si, devido
ao fendmeno superparamagnético, NPs em geral, possuem a tendéncia de se aglomerarem
devido a sua grande energia de superficie. Existem dois métodos de estabilizacao coloidal
que podem diminuir as interacoes entre particulas, a estabilizacao eletrostatica e a estérica.
A primeira, resulta da repulsao entre as cargas da superficie das NPMs, entretanto, este
tipo de estabilizacao nao é adequado para prevenir a agregagao em solucoes biologicas
devido a presenca de sais ou outros eletrolitos que podem neutralizar a carga da superficie.
Além disso, ap6s a injecao intravenosa, a superficie das NPMs fica sujeita a adsorcao de
proteinas plasmaticas, ou opsonizacdo®, como primeiro passo para sua depuracdo pelo
SRE [6].

Por outro lado, os revestimentos poliméricos fornecem uma barreira estérica, que pre-
vine a aglomeracao das NPMs, fornece grupos funcionais para a conjugacao de moléculas
de farmacos ou anticorpos especificos, além de poder limitar a interagao das NPMs com
células nao especificas. Adicionalmente, esses tipo de revestimento tem a capacidade de
aprimorar a farmacocinética, liberagao endossomal e o comportamento de carregamento
e liberacado de farmacos das NPMs [21|. Varios materiais de revestimento vem sendo
usados tanto para estabilizar como para funcionalizar as NPMs, como os polimeros natu-
rais e sintéticos de dextrana, quitosana, poly(ethyleneglycol) (PEG) e poly(vinyl alcohol)
(PVA), materiais inorganicos como silica e ouro, além de lipossomos e surfactantes de
cadeia longa [25-32].

2.2.1 Acido Oleico

O revestimento de NPMs com surfactantes como o acido oleico, resulta em um recobri-
mento hidrofébico, uma vez que os grupos polares da cadeia carbonica estao fortemente
ligados a superficie das particulas. Esse tipo de recobrimento tem sido empregado com a
finalidade de prevenir e/ou diminuir os aglomerados de particulas, resultando em sistemas
monodispersos e uniformes [33,34]. O acidos oleico é caracterizado por possuir um grupo
carboxilico, (-COOH), ligado a uma cadeia carbonica insaturada, com uma cauda C'18 e
uma dupla ligagao cis no meio, o que proporciona uma torcao na cadeia, Figura 2.4. Essa
torcao é essencial para a estabilizacao de sistemas de NPMs, pois favorece a solvatagao
completa da cadeia carbonica pelo solvente apolar, levando-as a uma estabilizacao por

repulsao estérica [35].

5E um processo que facilita a acdo do sistema imunolégico em fixar opsoninas ou fragmentos do com-
plemento na superficie de particulas sélidas ou microorganismos que sao estranhos ao corpo, permitindo
o reconhecimento e posterior ingestao pelas células fagocitarias.
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Figura 2.4: Ilustragao da molécula de 4cido oleico.

2.2.2 Silica

Estruturas do tipo caroco/casca, Figura 2.5, que utilizam materiais biocompativeis,
como silica ou ouro, para encapsular as NPMs, tém se tornado uma abordagem muito ex-
plorada, pois essas cascas fornecem uma protegao contra a degradagao quimica dos nicleos
magnéticos, como também, previnem que componentes toxicos possam ser liberados no
organismo [6,17]. Esta boa biocompatibilidade da casca ira evitar efeitos colaterais imu-

nofisiologicos indesejaveis in vivo e facilitar a rapida depuragao das NPMs do corpo [36].

Figura 2.5: Ilustragdo de NPMs com estrutura carogo/casca [6].

O uso da silica como revestimento de NPMs é uma opcao atraente pois oferece alta es-
tabilidade em meio aquoso, é quimicamente inerte e opticamente transparente [37]. Além
disso, esse recobrimento estabiliza as NPMs de duas formas diferentes. A primeira é
devido a silica ser carregada negativamente e com isso, aumentar as repulsoes coulom-
bianas, e a outra é devido a casca de silica blindar as interacoes de dipolo magnético.
A presenca dos grupos silanos na superficie da silica é uma vantagem interessante, pois
esses podem reagir com édlcoois ou agentes de acoplamento de silano e produzir dispersoes
estaveis, além de promover sitios de ancoragem para ligagoes covalentes com biomoléculas
ou agentes terapéuticos [38,39].

Alguns dos precursores de silica, como os alcoxidos tetraetilortosilicato (TEOS) e 3-
aminopropiltrimetoxissilano (APTS) possuem formula geral Si(OR),, onde R é um grupo
alquil, C, Hy, 1. Esses precursores reagem com as NPMs por meio de reagoes de hidrolise

e condensacao. As reagoes de hidrolise substituem os grupos alcoxidos (RO) por grupos
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hidroxil (OH), e as reagbes de condensacdo envolvendo o grupo silano sdo substituidas
pela ligagao St — O — St, com a eliminacao de etanol ou agua. Vale destacar que os
dois processos ocorrem de forma simultanea [40]. As reacoes entre os grupos alcoxido e
a superficie das NPMs, as quais contém grupos (OH), ocorrem por meio de ligacoes de

hidrogénio, entretanto, quando aquecidas, evoluem em parte, para ligacoes covalentes [41].

2.2.3 Quitosana

A quitina é um dos materiais organicos mais produzido anualmente por biossintese
depois da celulose, e é um importante constituinte do exoesqueleto de insetos, crustaceos
e moluscos, podendo ser encontrada também, em alguns fungos [42]. A N-desacetilagao
da quitina em meio basico produz seu principal derivado, a quitosana. A quitosana é
um material versatil e com muitas possibilidades de aplicacoes na area biomédica e de
biotecnologia, por ser um polimero natural nao toxico, biodegradavel e estavel [43]. Ambas
pertencem a uma classe de copolimeros lineares, sendo sua estrutura quimica composta
por unidades de 2 — acetamino — 2 — desoxi — D — glicopiranose e 2 — amino — 2 —
desoxi — D — glicopiranose unidos por ligagoes glicosidicas (1 — 4) de forma aleatoria,
Figura 2.6 [44].

— —x

Figura 2.6: Estrutura molecular da quitosana.

Na obtencao da quitosana, os grupos N-acetil (—NHCOCH3) sdao convertidos em
grupos amino (—N Hj) resultando em quantidades diferentes de unidades acetiladas e
desacetiladas [45]. Em geral, quando o grau de N-desacetilacdo da quitina é maior que
50%, a estrutura é considerada quitosana [46]. As condigbes usadas na desacetilacdo
resultam em quitosanas com grau de desacetilagdo (DD) entre 50 e 98% e massa molecular
(Mw) entre 5 x 10? Da e 2 x 10° Da. As propriedades fisico-quimicas e biologicas da
quitosana sao diretamente afetadas por esses parametros [47].

A quitosana apresenta excelentes propriedades bioldgicas, como biocompatibilidade e
biodegradabilidade, que oferecem oportunidades para amplas aplicagoes, principalmente
na area biomédica e farmacéutica, atuando na engenharia e regeneracao de tecidos, sis-
temas de liberagao de farmacos e terapia de genes [48-51]. Na area agricola, pode ser
aplicada na estimulagao do crescimento das plantas e na liberacao de nutrientes e fer-
tilizantes no solo, além de trazer beneficios para o tratamento de 4guas e residuos por

meio da reducao de metais e de odor. Atua ainda na area de cosméticos e alimenticia
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com tratamentos para acne e suplementacao para as unhas e como conservante e protetor
antibacteriano e fungicida para frutas [46,52|. Devido essa versalidade de aplicacdes, a
quitosana pode ser preparada na forma de hidrogéis, filmes, nanoparticulas e fibras.

A quitosana é um material facilmente soltvel em solucoes de dcidos diluidos (pH < 6),
devido a protonagao dos grupos aminos (—N H;") que se tornam positivamente carregados,
o que a faz um polieletrolito cationico soluvel em dgua. Em contrapartida, o aumento do
pH acima de 6 faz com que o polimero perca sua carga e se torna insolivel. Assim, a
transicao soltvel - insoltvel ocorre para valores de pKa com pH entre 6 e 6, 5. Como o valor
do pKa é dependendo do DD, a solubilidade também se torna dependente do DD. Além
disso, a Mw também afeta significativamente a solubilidade da quitosana. Isso faz com
que outras propriedades se tornem dependentes desses parametros como, a viscosidade,
biodegradabilidade e citocompatibilidade [47,48].

O controle da taxa de degradagao da quitosana é essencial para aplicacoes biomédicas.
Estudos mostram que a taxa de degradagao é inversamente proporcional ao DD e a Mw.
Uma alta taxa de degradacao da quitosana pode resultar em uma resposta inflamatoria
indesejada devido ao actimulo de aminossacarideos, por outro lado, uma valor alto de DD
resulta em uma resposta minima devida a baixa taxa de degradacao. Dessa forma, depen-
dendo da aplicacao desejada, esses parametros devem ser cuidadosamente modulados. Em
um meio fisiol6gico, com condi¢oes adequadas, a quitosana pode ser degradada tanto pela
enzima lisozima como por quitinases encontradas no sangue ou na flora intestinal [48].

Adicionalmente, a quitosana contém trés grupos reativos em sua estrutura, os grupos
aminos na posicao C' — 2 e os alcoois primério e secundario nas posicoes C' —3 e C' — 6,
respectivamente, os quais podem ser usados em reacoes de reticulacoes e modificagoes qui-
micas para a producao de derivados funcionais com propriedades melhoradas e ampliando

as aplicagoes [45,52,53|.

2.3 Funcionalizacao da superficie das nanoparticulas

A possibilidade de conjugar a superficie das NPMs agentes de direcionamento, como
anticorpos, proteinas, aptameros, entre outros, permite melhorar a eficiéncia da entrega
desses sistemas aos alvos desejados devido a especificidade dos ligantes. Além disso,
agentes quimioterapicos e fluorescentes também podem ser incorporados ao sistema, re-
sultando em dispositivos localizados de liberacdo de farmacos e imageamento [21, 36].
Varios trabalhos vém sendo reportados na literatura utilizando sistemas de NPMs super-
paramagnéticas de 6xido de ferro conjugadas a biomeléculas para células alvo especificas.
Como exemplo, a funcionalizacao com acido folico para a deteccao de células cancerosas
de mama pela superexpressao do receptor folato, e a conjugacao do aptamero A10 RNA
demonstrando alta eficiéncia e especificidade na deteccao de células de cancer na prostata.

Ambas aliadas ao monitoramento por imagem por ressonancia magnética promovido pelo
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aumento do contraste negativo observado nas NPMs |54, 55].

A falta de ligantes especificos nos quimioterapicos com células tumorais alvo faz com
que a integracao de agentes de direcionamento se torne necessiria para minimizar efei-
tos colaterais indesejados e, consequentemente, melhorar os dispositivos de entrega de
farmacos. Com isso, formulagoes contendo NPMs e quimioterapicos como doxorrubicina
(DOX) e paclitaxel (PTX), vem sendo aplicadas em terapias para o tratamento do can-
cer [56-59|. Adicionalmente, essas formulagoes podem ainda ser conjugadas com agentes
de imagem fluorescentes como o isotiocianato de fluoresceina (FITC) e a rodamina para o
monitoramento da internalizacao nas células [28,60-62]. A Figura 2.7 resume as principais

estratégias de bioconjugagao para a funcionalizacao da superficie das NPMs.
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Figura 2.7: Ilustragdo de NPs multifuncionais [36].

Os métodos utilizados para a conjugacao dessas moléculas na superficie das NPMs
consistem nas estratégias de ligacoes covalentes ou interacoes fisicas, e o que determina
a escolha de tais métodos, em parte, sao as propriedades quimicas e os grupos funcionais
achados na superficie das NPMs e do ligante que serd conjugado. A ligacao deve ocorrer
sem comprometer a funcionalidade das biomoléculas ou agentes terapéuticos [21]. Ligacoes
covalentes podem ser formadas especificamente entre as biomoléculas conjugadas e os
grupos funcionais na superficie das NPMS, tipicamente, dcidos carboxilicos, grupo aminos
e ti6is, e normalmente, sao ligacoes fortes e estaveis. Ligacoes diretas entre os grupos
funcionais das NPMs e ligantes reativos também podem ser formadas. Entretanto, a
eficiéncia desse tipo de quimica é varidvel, sendo adequada para moléculas pequenas.
Uma alternativa é adicionar a reacao moléculas para interligar os grupos envolvidos ou
ainda realizar uma modificagao na biomolécula, que nao sao naturalmente reativas. Isso
torna a tarefa desafiadora, uma vez que cuidados devem ser tomados para a biomolécula
nao perder sua funcionalidade. Interacoes fisicas consistem de interacoes eletrostaticas,

hidrofillicas /hidrofébicas e de afinidade. Sua quimica possui algumas vantagens tnicas
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que incluem, rapida velocidade de reacao, alta eficiéncia e nenhuma necessidade de etapas

intermediarias de modificagdes [21].

2.3.1 Doxorrubicina

A quimioterapia é uma abordagem clinica adicional ao tratamento de cancer, que
tem como objetivo a cura ou a sobrevivéncia prolongada das pessoas que sao atingidas
pela doenca. Entre os farmacos disponiveis, os antibioticos pertencentes a familia das
antraciclinas sao os mais utilizados. Na década de 60, as duas primeiras antraciclinas
isolados de culturas de Streptomyces peucetius var. caesius foram a doxorrubicina (DOX)
e a daunorrubicina (DNR), Figura 2.8 [63,64].

NH, NH,
OH ;

O OH

Doxorrubicina Daunorrubicina

Figura 2.8: Estrutura quimica da doxorrubicina e daunorrubicina [64].

A DOX é um dos quimioterapico mais potentes que exite atualmente, podendo agir
sozinho ou em combina¢ao com outros agentes. Sua atividade antitumoral é atribuida a
capacidade da DOX de se intercalar na hélice do DNA ou se ligar de maneira covalente
a enzimas que envolvem a replicacao e transcricao do DNA. Essa interacoes resultam
na inibicao do DNA, RNA e sintese de proteinas e, consequentemente, a morte celular.
Descobriu-se recentemente, que além disso, a DOX também pode se intercalar com o DNA
das mitocondrias |64].

Apesar do uso generalizado, os efeitos citotoxicos das antraciclinas sao multidirecio-
nais, sendo a cardiotoxicidade o efeito colateral mais conhecido. Algumas modificacoes na
molécula de DOX resultaram no derivado epirubicina, mas ocorreram mudancas metaboli-
cas e farmacocinéticas que diminuiram o tempo de meia vida no corpo, além de nao reduzir
os riscos de cardiotoxicidade. Outros derivados como a idarrubicina e a valrubicina obti-
veram aprovacao clinica, mas este ultimo apresentou efeitos colaterais indesejaveis, como
sangue na urina, incontinéncia, dor e dificuldades para urinar [64]. Dessa forma, o uso
de carreadores para direcionar a DOX para uma regiao alvo seria uma alternativa para

minimizar os efeitos colaterais produzidos [65].
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2.4 Meétodos de sintese de nanoparticulas

Nanoparticulas de magnetita tém sido produzidas por uma variedades de processos
sintéticos, que vao desde as tradicionais rotas quimicas em fase liquida, coprecipitacao,
microemulsao, hidrotérmico, etc., até técnicas mais sofisticadas de deposicao quimica em
fase de vapor [17,66|. Para que essas nanoparticulas tenham potencial para aplicacoes
em biomedicina, elas devem possuir uma combinacao de propriedades como magnetizacao
de saturacao elevada, distribuicao de tamanho monodispersa, comportamento superpa-
ramagnético, biocompatibilidade e uma superficie com fungoes interativas [39, 66, 67].
Atualmente, as nanoparticulas de magnetita usadas ou que estao sendo investigadas para
essas aplicacoes sao predominantemente sintetizadas pelo processo de coprecipitacao na
presenca de agentes estabilizantes [6]. Essa rota sintética envolve a precipitagdo simulté-
nea de fons Fe?t e Fet em solucio aquosa na presenca de uma base. E vantajosa por ser
simples, econémica e possuir apreciavel controle sobre o tamanho, composicao e formato
das particulas. Essas caracteristicas das nanoparticulas dependem muito do tipo de sal
utilizado, da razao Fe®*T/Fe*" da temperatura de reagio, o valor de pH e forga idnica do
meio [17,39,68|.

2.4.1 Coprecipitacao

O método de coprecipitagao é um processo de nucleacao homogénea que consiste de
dois processos distintos, a nucleacao e o crescimento dos nicleos. Para que ocorra a
formagao de nanoparticulas por esse processo, uma solucao supersaturada com as espécies
de crescimento deve ser criada. Solugbes com essa caracteristica possuem uma energia
livre de Gibbs elevada, a qual deve ser reduzida por meio da precipitacao do soluto na
solucao. Essa diminuicao na energia livre de Gibbs é a forca que impulsiona para ambos,
nucleacao e crescimento. A energia libre de Gibbs por unidade de volume da fase formada

¢ dada pela seguinte expressao [69]:

—kT C —kT
AG, = —In(=) = ——In(1 , 2.4
o nle) = i1+ 0) 24)
onde C' é a concentracao do soluto, Cy a concentracao de equilibrio, €2 é o volume atémico

. Sem a condi¢ao de saturagao, o = 0, AG, =

e 0 é a supersaturacao definida por CE—OCO

0, nao ocorrerd nucleacao. Ja quando C' > Cj, AG, é negativo e a nucleagdo ocorre

espontaneamente. Assumindo que os nucleos formados sejam esféricos com raio igual a r,
a energia livre de Gibbs total, AG ¢ dada por [69]:

AG = A, + Mgy, (2.5)

sendo Ay, a energia livre de volume dada pela expressao
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Apy = §7TT3AGU, (2.6)

e A, a energia livre de superficie do sistema dada por

Apg = dmr?y, (2.7)

onde 7y é a enegia de superficie por unidade de area. Na Figura 2.9 (a) é possivel visualizar
a variacoes dessas energias em funcao do raio do niicleo. Novos niicleos s6 serao formados
quando a raio exceder um tamanho critico 7* e sobrepor a barreira de energia AG*, os

quais sao definidos por [69]:

r* = AG, (2.8)
167y
AG" = ——. 2.
N YNENE (2:9)

A Figura 2.9 (b) ilustra um esquema do processo de nucleacao e crescimento em fun-
¢ao do tempo. Nao acontece nenhum processo de nucleacao conforme a concentracao de
soluto aumenta, mesmo acima da concentracao de equilibrio, Cs. Quando a supersatura-
cao alcancar um valor acima da solubilidade, o qual corresponde ao valor da barreira de
energia AG* definida pela Equagdo 2.9, ocorrerd a nucleacao. Abaixo de uma concentra-
¢ao minima C,;,, nenhum nicleo novo serd formado, enquanto que os nicleos existentes
continuarao a crescer até que a concentracao das espécies se reduza para a C,. A formacao
de particulas uniformes pode ser obtida se o processo de crescimento for eficientemente
controlado, e isso pode acorrer saturando a superficie das nanoparticulas com um estabi-

lizante estérico ou eletrostatico, rapidamente apos a nucleagao [66,69].
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Figura 2.9: Ilustracdo da variagdo do Ap,, Aps e AG em funcdo do raio do nicleo (a) e do processo de nucleagdo e
crescimento em fun¢do do tempo (b) [69].
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2.4.2 Microemulsoes

Em 1943, Hoar e Schulman introduziram pela primeira vez o termo microemulsao
quando notaram que certas combinacoes de agua, 6leo, surfactante e cosurfactante pro-
duziam solugoes claras, aparentemente homogéneas. No caso em questao, a fase oleosa
era composta por hidrocarbonetos de cadeia longa e o surfactante por moléculas organi-
cas anfifilicas de cadeia longa, as quais sao formadas por uma cabeca hidrofilica e uma
cauda lipofilica [70]. Devido essa natureza do surfactante, ele se torna miscivel tanto no
hidrocarboneto como na 4gua, entretanto, a mistura resultante, embora opticamente iso-
tropica, nao pode ser descrita como uma solucao. Conforme foi observado por Schulman,
a orientacao das moléculas de surfactante nao era aleatoria, elas se organizavam formando
agregados esféricos de agua em 0leo (w/0) cercada por uma tnica camada de surfactante

e cosurfactante [70], como ilustrado na Figura 2.10.

surfactante

B

w— cosurfactante

Figura 2.10: Modelo de micela reversa observada por Schulman [70].

Mais tarde, Friberg demostrou por uma série de experimentos que a orientacao das
moléculas nas microemulsoes diminuia a tensao interfacial entre os agregados, tornando
as microemulsoes sistemas termodinamicamente estaveis. Esta estabilidade caracteristica
é o que distingue as microemulsoes das tradicionais macroemulsoes que sao, por definicao,
termodinamicamente instaveis [70].

De uma forma mais ampla, podemos, entao, definir as microemulsdes como sendo
dispersoes termodinamicamente estaveis, isotropicas e opticamente transparentes de dois
liquidos imisciveis, tais como agua e solvente organico (6leo), na forma de gotas nano-
métricas estabilizadas por uma camada de surfactante. Devido ao tamanho das goticulas
serem na faixa dos nanometros, as microemulsoes sao frequentemente utilizadas como um
meio de reacao confinada para uma variedade de reacoes quimicas organicas, inorganicas
e bioorganicas, as quais incluem catalise micelar, polimerizagao, processos enzimaticos e,
também, sintese de nanoparticulas [37].

Os sistemas microemulsionados podem ser categorizados como microemulsoes 6leo-
em-agua (o/w) quando goticulas de 6leo sao dispersas em fase continua de dgua ou mi-

croemulsoes agua-em-oleo (w/o0), também chamandas de microemulsées reversa, quando
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gotas de agua sao dispersas em uma fase continua de 6leo. Em uma regiao intermediaria
entre esses dois tipos de microemulsoes pode existir ainda, microemulsoes bicontinuas cu-
jos dominios de agua e 6leo sdo aleatoriamente interconectados [71|. Alguns parametros
como a concentragao dos reagentes e a presenca de agentes estabilizantes adicionais sao
importantes para a formacao desses sistemas. Além disso, um fator altamente relevante
é a escolha do surfactante pois, fatores como balango hidrofilico-lipofilico (BHL), con-
centragao micelar critica (CMC) e o parametro de empacotamento do surfactante (Ny)
influenciam fortemente no tamanho e formato dos agregados micelares [37,71,72].

Os surfactantes sdo moléculas organicas com um grupo polar (hidrofilico) e uma ca-
deia alquil longa (parte lipofilica) e sdo utilizados para reduzir a tensdo interfacial entre
duas fases imisciveis. Dependendo do tamanho das duas cadeias, um nimero empirico,
BHL, é designado para cada surfactante numa escala de 1 a 20, sendo o niimero BHL 1
designado para a molécula mais lipofilica e 20 para a molécula mais hidrofilica. Assim,
o valor BHL vai depender da estrutura do surfactante e consequentemente, vai decidir
a sua acao na solugdo. Por exemplo, microemulsées w/o podem ser formadas usando
um surfactante com o namero BHL baixo enquanto que microemulsoes o/w sao formadas
utilizando surfactantes com um nimero de HBL alto [72].

A CMC é uma faixa de concentragdo onde ocorre a formagao das micelas e depende
de fatores relacionados a estrutura da molécula de surfactante como das condicoes expe-
rimentais de temperatura, contra-ions e forca idnica da solugao, etc. Em concentracoes
baixas, a molécula de surfactante em uma solucao aquosa, por exemplo, esta predominan-
temente na forma de monodémero e encontra-se, em sua maioria, na interface do sistema
dgua-ar. Quando a concentracao aumenta e excede a CMC, as moléculas do surfactante se
organizam espontaneamente na forma de agregados moleculares com dimensoes coloidais
que tentam minimizar o contato com a agua, esses agregados sao chamados de micelas
ou vesiculas, Figura 2.11. A faixa de concentracdo em que as micelas sao formadas é pe-
quena e provoca variagoes bruscas em algumas propriedades fisico-quimicas em funcao da
concentracao do surfactante como tensao superficial, condutividade e pressao osmotica.
Em virtude disso, é possivel determinar a CMC de sistemas diferenciados por meio de

técnicas que sejam capazes de quantificar essas propriedades [73].
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Figura 2.11: Tlustracdo da formagdo das micelas [73].
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O formato e tamanho dos agregados micelares podem ser controlados pelo parametro

de empacotamento do surfactante (Ny) definido como

s = —, (2.10)

al,
onde V' é o volume da parte hidrofobica, a é area da cabeca polar e [. é 0 comprimento
1
3
maximos para micelas cilindricas e bicamadas sao % e 1, respectivamente. Estruturas de

da cauda hidrofobica |71, 72]. Micelas esféricas sao formadas quando Ny < z, os valores
micela reversa sao formadas para N, > 1, sendo que para micelas cilindricas Ny, < 2 e
esféricas N, > 3. Assim, quando 6leo é solubilizado em micelas hidrofilicas ou agua em
micelas hidrofobicas, pode-se observar a formagao de microemulsées o/w para Ny < 1
ou microemulsdes w/o para Ny > 1. Quando N; =~ 1, sdo observadas fases lamelares ou

microemulsdes bicontinuas [71].

2.4.2.1 Recobrimento de nanoparticulas via microemulsao reversa

As microemulsoes reversas tem sido consideradas extremamente titeis como nanoreato-
res tanto para a sintese como para o recobrimento com silica de particulas nanométricas,
devido ao fato de poderem, eficientemente, dissolver ambos sais inorganicos e precur-
sores organometélicos, como também nanocristais pré-sintetizados, proporcionando uma
maior flexibilidade para a sintese de nanoestruturas com diferentes tamanhos, formatos e
fungoes [37].

As microemulsoes reversas sao uma escolha muito popular para o recobrimento com
silica de nanoparticulas inorganicas que sao instaveis no classico meio reacional de Stéber
(hidrolise e condensacao do tetraetilortosilicato (TEOS) em uma mistura de dgua-amonia-
etanol), pois apresenta um maior controle sobre a nucleagao da silica, visto que sao limi-
tadas ao interior das goticulas nanométricas [37]. O tamanho destas goticulas pode ser
controlado por parametros que estao envolvidos na formacao das microemulsoes como a
natureza do surfactante, o tipo de solvente, adigao de co-surfactantes e, em particular, a
razdo agua/surfactante (W). Dessa forma, controlando esses componentes é possivel obter
nanomatariais com diferentes tamanhos e formatos [72].

Vérias abordagens com relagao ao recobrimento com silica de nanoparticulas inorga-
nicas pelo método de microemulsao reversa tém sido consideradas. A metodologia mais
simples e extensa, consiste de recobrir com silica os nidcleos magnéticos pré-sintetizados,
enquanto que em um segundo procedimento, ambos nicleo e o processo de silanizacao

ocorrem no interior das goticulas, Figura 2.12 [37].
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Figura 2.12: Tlustracdo de microemulsoes reversas para o recobrimento de nanoparticulas com silica. Na primeira rota,
as NP sdo previamente sintetizadas (1A) e transferidas para microemulsdes reversas estaveis preparadas pela agitacdo de
solvente organico, 4gua e surfactante (2A4). Na segunda rota, ambas a solubilizacdo (1B) e a reagado dos precursores (2B)
acontecem dentro da micela reversa, seguida pela hidrolise e condensacdo do TEOS (3). O envelhecimento e a lavagem
levam & formagao de niicleos com tamanhos e espessuras de revestimento que podem ser controlados experimentalmente
(4) [37]-

Em ambas as abordagens ocorre a preparacao de dois sistemas microemulsionados
contendo os reagentes. Visando a primeira metodologia, é preparado um sistema contendo
os ntucleos pré-sintetizados e um outro, contendo os precursores para gerar a camada de
recobrimento. Quando essas microemulsoes sao misturadas, as micelas reversas comecam
a colidir umas com as outras formando canais de 4gua transientes, por onde ocorrem as
trocas dos reagentes intermicelares. A partir disso, inicia-se a reacao para a formacgao
das estruturas carogo/casca que, por fim, se revertem em gotas isoladas. A duragio
desses transientes ¢ na ordem de microsegundos, isso quer dizer que, em quase todos os
sistemas microemulsionados tanto o conteiido das gotas como as moléculas do surfactante
na interface sdo trocadas entre diferentes particulas frequentemente a cada segundo |37,
72,74].
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Figura 2.13: Mecanismo mostrando a troca intermicelar para a formacio tanto de nanoparticulas como de estruturas
caroco/casca pelo método de microemulsdo por micela reversa. [7].
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2.5 Hidrogéis de quitosana

Os hidrogéis sao redes poliméricas 3D com varios grupos hidrofilicos capazes de ab-
sorver e reter uma grande quantidade de dgua ou fluidos biologicos. Possuem integridade
fisica, ou seja, sao impedidos de se dissolverem devido a formacao de pontos de reticu-
lagoes quimicos ou fisicos entre as cadeias poliméricas [75]. As dimensoes dos hidrogéis
podem variar de nanémetros a centimetros, com formatos fisicos desde sélidos moldados
a membranas ou folhas e microparticulas. Esses recursos permitiram o uso dos hidrogéis
em areas da biomedicina, agricultura e indtstria [43, 76].

Hidrogéis totalmente entumecidos tem propriedades fisicas comuns aos tecidos vivos,
como consisténcia macia e eldstica, além de baixa tensao superficial em agua ou fluidos.
Para aplicagoes biomédicas, essas caracteristicas impedem que os tecidos ao redor da
implantacao do hidrogel inflamem ou ainda, que produzam uma resposta imune negativa,
que pode ocorrer devido a adsorcao de proteinas na superficie do hidrogel, que levam
ao reconhecimento pelo SRE. Além disso, alguns polimeros possuem propriedades muco
e bioadesivas, as quais facilitam a formacao de pontes entre as cadeias poliméricas do
hidrogel e proteinas do muco, melhorando a interacao em regioes especificas do corpo
[43,76].

A combinagao de hidrogéis com nanoparticulas (organico e inorganico), resulta em um
novo tipo de hidrogel polimérico, os géis nanocompésitos. Essa nova classe de materiais
possui as propriedades que resultam da simples adicao do bulk das nanoparticulas na
matriz dispersante, mas também devido a interacao sinérgica entre os dois, resultando
em propriedades mecanicas, Opticas, biologicas, de entumecimento e de responsividade a
estimulos melhoradas [77,78|.

Recentemente, o desenvolvimento de hidrogéis inteligentes, tem se destacado no campo
de pesquisa em biomateriais. Esses hidrogéis podem alterar suas propriedades, fungoes,
formato, etc., como resposta a estimulos externos especificos, como temperatura, pH,
campo magnético, luz, entre outros. Isso ocorre porque as cadeias dos polimeros podem
ser projetadas para reagir as mudangas provadas no meio e assim, alterar as propriedades
da matriz do gel, como por exemplo, solubilidade, grau de reticulacao, conformacao, etc.
A adicao de nanoparticulas ao hidrogel pode fornecer responsividade ao gel ou alterar a
funcionalidade em um gel que ja é responsivo |76, 78|.

Hidrogéis de polimeros naturais, como a quitosana, quando comparados com os poli-
meros sintéticos, atraem a atencao devido suas propriedades de baixa toxicidade, biocom-
patibilidade e degradabilidade por enzimas humanas. Essas caracteristicas positivas entre
outras, fazem da quitosana um polimero adequado para a fabricacao de hidrogéis inteli-
gentes com amplo potencial de aplicacoes em separacao e cultura de células, engenharia
de tecidos, imobilizacao de enzimas, liberacao controlada e distribuicao direcionada de
farmacos [43,76].
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Os hidrogéis sao classificados de acordo com as interagoes que formam suas redes, as
quais podem ser quimicas ou fisicas. A preparacao de hidrogéis quimicos é feita por meio
de um método direto para produzir redes irreversiveis usando ligagoes covalentes entre as
cadeias poliméricas [79]. Nos hidrogéis de quitosana, as redes podem ser formadas entre os
grupos (—N Hy) e (—OH) disponiveis na cadeia do polimero juntamente com as moléculas
dos reticuladores. Os reticuladores sao moléculas com M, bem menor que a M, da cadeia
do polimero, com um ou mais grupos funcionais reativos que permitem a formacao das
ligacoes entre as cadeias poliméricas. Entre os mais utilizados e com metodologia bem
documentada para o preparo de hidrogéis de quitosana estao o glutaraldeido, formaldeido,
genipin, entre outros. As ligacoes quimicas formadas com maior frequéncia incluem as
bases de Schiff (—N = CH—) e liga¢oes amida |43, 76, 80|.

Os hidrogéis fisicos sao redes mantidas unidas por entrelagamento molecular e/ou inte-
racoes moleculares secundarias. Essas ligagoes sao reversiveis e incluem atragoes eletrosta-
ticas, ligacoes de hidrogénio, interacoes hidrofobicas e cristalizagao. Devido apresentarem
reticulagoes reversiveis, os hidrogéis fisicos tem a capacidade de se reformar e com isso
apresentam a caracteristica de autocura [79]. As interagoes eletrostaticas tém um papel
dominante na formagao de hidrogéis fisicos devido a quitosana ser um polissacarideo ca-
tidnico, podendo interagir com qualquer molécula i6nica ou ions. Hidrogéis de complexo
polieletrolito (PEC) podem ser formados por interagoes eletrostaticas quando envolvem a
quitosana e um polimero aniénico. A diferenca entre as duas interagoes é que a primeira
usa moléculas com peso molecular baixo, enquanto a PEC trabalha com uma ampla faixa
de peso molecular. Quando as cadeias da quitosana sao neutralizadas, tanto por adicao
de sais ou por vari¢oes de temperatura, por exemplo, as interacoes de hidrogénio entre as
hidroxilas da quitosana e a 4gua, como outras interacoes hidrofobicas, conduzem a reticu-
lacao. E interessante ressaltar que, muitas vezes, ndo ocorre s6 uma interacio especifica,
mas multi-interacoes sdo responsaveis pela formagao dos hidrogéis fisicos [43, 76].

As propriedades mecanicas sao critérios importantes quando se deseja investigar o
uso de hidrogéis para uma aplicacao biomédica especifica. Os géis devem ter rigidez
suficiente para se sustentarem como uma estrutura de suporte, mas ao mesmo tempo
essa rigidez deve ser apropriada para que determinado feno6tipo celular consiga se aderir e
proliferar. Com as propriedades de fluxo adequadas, se tornam excelentes candidatos para
sistemas de entrega de farmacos injetéveis, pois se diluem mediante a aplicacao de uma
determinada tensao e se recuperam em solidos uma vez que a deformagao é removida. Com
a recuperacao da rigidez do gel, agentes terapéuticos que foram encapsulados podem ser
liberados localmente. Por fim, a compreensao do processo de gelificacao ajuda a entender
a formagao das redes poliméricas dos hidrogéis [81].

A caracterizacao reolégica padrao é normalmente realizada pela aplicacao de uma
tensao, ou deformacao, ao material que esta sujeito a um movimento oscilatério sinusoidal

de baixa amplitude de frequéncia (w). Por exemplo, se a medida for realizada em um
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redmetro de tensao controlada, uma tensao de corte é aplicada na amostra, na forma,

7(t) = 7o(sen(wt)), (2.11)

sendo a deformacao resultante medida, do tipo,

v(t) = yo(sen(wt + 9)), (2.12)

onde 7y e o sao as amplitudes méximas de tensao e deformacao, respectivamente, e § é o
angulo de defasagem. A Figura 2.14, ilustra o principio das medidas oscilatorias [81].
Quando as ondas de tensao e deformacao estao em fase, d = 0°, o material se comporta
como um solido puro. Quando 0 = 90°, o material é considerado um fluido puramente
viscoso. Para sistemas viscoelasticos, o angulo de desfasagem se encontra variando entre

esses dois extremos classicos [81,82].

R

ym’

L e N e

- 5 -
-y -
e = ettt ot |

Figura 2.14: Principio das medidas oscilatoérias. [81].

Por meio dessas medidas, é possivel monitorar a componente elastica G’, definida
como a medida da energia armazenada e devolvida ao material, a componente viscosa G”,
definida como a energia dissipada no escoamento, e a tangente de dissipacao, tan d, sendo

expressas pelas seguintes expressoes [82],

G=2 cos(0), (2.13)
7o
G" = Esen(é), (2.14)
o
e
tan(d) = — 2.15
(o) = & (213

Para valores de tan(d) < 1, G' > G”, o comportamento do material se aproxima
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de um soélido elastico, e para tan(d) > 1, G” > G’ o material se comporta como um
liquido viscoso. Quando se observa a igualdade dos modulos, G’ = G”, tan(§) = 1 e isso
¢ um critério importante da transicao sol-gel e é usado para determinagao do ponto de
gelificagao [81,83].

Os modulos elastico e viscoso também refletem o comportamento das interacoes exis-
tentes entre as cadeias dos polimeros na rede. Um gel forte é caracterizado por possuir
a propriedade G' > G”, onde ambos os médulos, mas especialmente G’, apresentam um
comportamento proximo ao linear por toda a gama de frequéncia w aplicada. Por ou-
tro lado, um gel fraco ¢ caracterizado pelos valores dos moédulos elastico e viscoso serem

fortemente dependentes da frequéncia aplicada, com um valor de G” > G’ [81, 84, 85].

2.6 Inicio dos estudos deste trabalho

Este trabalho de pesquisa teve origem a partir dos estudos inicias da pesquisadora
Paula Nunes de Oliveira no laboratério do Grupo de Desenvolvimento e Inovagao em
Dispositivos Multifuncionais - GDDM no periodo de 2014 a 2015. A pesquisadora Paula
otimizou a sintese de NPMs de magnetita pela técnica de polimerizacao utilizando o PVA,
onde o 6xido de ferro foi obtido pela pirdlise a baixas temperaturas. Com base nisso, o meu
trabalho de Mestrado se iniciou comparando NPMs de magnetita sintetizadas pela técnica
do PVA com a obtida pela rota sintética de coprecipitacao. Nesse aspecto, este trabalho
prosseguiu na mesma linha de pesquisa. Visando aplicacoes na area biomédica, as NPMs
foram sintetizadas com diferentes modificacdes na superficie quimica. Pelo programa de
Doutorado Sanduiche - PDSE, trabalhei, novamente, em parceria com a pesquisadora
Paula no Laboratorio Ingénierie des Matériauz Polymeéres da Université Claude Bernard
Lyon 1 - FR, no desenvolvimento de hidrogéis magnéticos, oferecendo novas possibilidades

de estudos em biomateriais para o grupo GDDM utilizando as NPMs de magnetita.



Capitulo
Objetivos

O objetivo geral deste trabalho de pesquisa foi sintetizar e caracterizar nanoparticulas
de magnetita funcionalizadas com carater superparamagético, morfologia uniforme, esta-
bilidade coloidal e que sejam biocompativeis para serem utilizados em protocolos para
aplicacoes no tratamento do cancer. Para isso, o trabalho foi dividido em trés etapas.

Na primeira etapa do trabalho, foi investigada a sintese de nanoparticulas de magnetita
via rota de coprecipitacao utilizando acido oleico, silica e quitosana como agentes de
recobrimento e modificacao da superficie. Também foram investigadas as interagoes entre
a superficie das NPMs e agente de recobrimento, bem como sua influéncia na estabilidade
coloidal, distribuicao de tamanho e propriedades magnéticas das NPMS.

Na segunda etapa do trabalho, a superficie das nanoparticulas com recobrimento de
silica e quitosana foram funcionalizadas com o farmaco Doxorrubicina (DOX) e foram
avaliados os efeitos citotoxicos e morfologicos das NPMs em células de adenocarcinoma
de mama humano (MCF-7).

Na terceira etapa do trabalho, estudou-se a incorporacao das NPMs modificadas com
quitosana em hidrogéis de quitosana com o objetivo de produzir nanocompositos estimulo-
responsivos. Foi investigado a influéncia da adicdo das NPMs nos parametros reoldgicos
do hidrogel, bem como a estrutura morfolégica e as propriedades magnéticas do nano-

composito.
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Capitulo

Parte Experimental

Durante o desenvolvimento deste trabalho, todas as etapas de preparacoes das amos-
tras foram realizadas utilizando-se reagentes quimicos com grau analitico e sem tratamento

prévio.

4.1 Sintese das Nanoparticulas de Oxido de Ferro

As NPs (nanoparticulas) de magnetita foram sintetizadas via método de coprecipitagao
em meio basico [86,87]. Uma solugdo de cloretos de ferro com concentragoes de 6 mmol
de Fe*™ e 3 mmol de Fe?" foi inicialmente preparada em 30 mL de 4dgua deionizada
e desgasificada. Sob agitacao magnética, o frasco contendo a mistura foi aquecido a
80 °C sob atmosfera de Argonio e entao, 15 mL de NH,OH 28% foram adicionados ao
sistema reacional e, instantaneamente, um precipitado de coloracao preta foi formado.
A suspensao resultante foi mantida sob agitacdo. Apo6s 1 hora, o sistema foi resfriado a
temperatura ambiente e mantido em repouso para a separagao do precipitado por meio de
um ima permanente. O sobrenadante foi removido e foram realizadas trés lavagens com
agua destilada. Parte das particulas foram secas em estufa a 50°C por 4h e o restante
foi redisperso em agua destilada. Essa amostra possui a nomenclatura de Fe3O4. Uma

ilustracao do esquema da sintese estd apresentado na Figura 4.1.
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Figura 4.1: Ilustragdo do esquema de sintese das NPs de magnetita por cobrecipitacido adaptado da referéncia [13].
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4.2 Modificacao da Superficie das Nanoparticulas de
Oxido de Ferro

4.2.1 Superficie Hidrofébica
4.2.1.1 Recobrimento com acido oleico

As NPs de magnetita recobertas com o acio oleico foram sintetizadas pelo mesmo pro-
cedimento descrito na Secgao 4.1. Apds 5 minutos da adicao de NH,OH 28%, 1,5 mmol
de acido oleico foram adicionados ao precipitado. A suspensao resultante foi mantida sob
agitacao por 1 hora, e na sequéncia, o sistema foi resfriado & temperatura ambiente e
mantido em repouso para a separacao do precipitado por meio de um ima permanente. O
sobrenadante foi removido e foram realizadas trés lavagens com agua destilada e &lcool, e
ao final do processo, uma aliquota do precipitado de NPs com nomenclatura Fe3O,/AO
foi redisperso em ciclohexano e o restante foi seco em estufa a 50 °C por 2h. Na Figura

4.2, é possivel visualizar um esquema da sintese.
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Figura 4.2: Tlustracido do esquema de sintese das NPs de magnetita por coprecipitacao seguida da adicao de acido oleico
adaptado da referéncia [13].

4.2.2 Superficie Hidrofilica
4.2.2.1 Recobrimento com silica

As NPs de magnetita obtidas na Segao 4.2.1.1 foram recobertas com silica utilizando
o método de microemulsao por micela reversa [28]. Nesta etapa foi preparada uma solugao
de 4 mL do surfactante Igepal CO-520 em 75 mL de ciclohexano em um erlenmeyer de
250 mL, esta mistura foi agitada por 5 minutos e entao, 7,5 ml de uma dispersao das NPs
de Fe304/AO em ciclohexano foi adicionada a mistura e a solugao ficou 30 minutos sob
agitacao magnética. Depois disso, foi adicionado, lentamente, 750 uL. de TEOS e deixado,
por mais 30 minutos, sob agitacdo. Finalmente, 650 uL. de N H,OH 28% foi adicionado a
solucao e a mistura foi mantida por 24 h sob agitacao. Ao final do processo, as NPs com
nomenclatura Fe30,/Si0, foram lavadas trés vezes com etanol e depois uma aliquota foi
redispersa em alcool isopropilico e o restante foi seco em estufa na temperatura de 50 °C

por 4h. Um esquema da sintese é ilustrado na Figura 4.3.
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Figura 4.3: Ilustragdo do esquema do recobrimento das NPs de magnetita com silica pelo método de microemulsao reversa
adaptado da referéncia [13].

4.2.2.2 Recobrimento com quitosana

As NPs de magnetita foram sintetizadas na presenca de uma solucao de quitosana com
a metologia baseada na referéncia [88|. Previamente, 0,25 g de quitosana (Sigma-Aldrich,
DA: 13 %, Mw: 4,608 x 10° g/mol) foram solubilizados em 25 mL de uma solugao aquosa
de acido acético 1 %. Em seguida, essa solucao foi adicionada a uma solucdo aquosa
de sais de ferro, previamente preparada como descrita na Se¢ao 4.1. A mistura ficou
sob agitacao magnética por 30 min a 80°C sob atmosfera de Argoénio, e entao, 15 mL de
NH,OH 28 % foram adicionados lentamente ao sistema reacional e um precipitado de
coloracao preta foi formado. A suspensao foi mantida em agitacao por 1 h. O sistema foi
resfriado a temperatura ambiente e o precipitado formado foi separado por meio de um
ima permanente e lavado com agua destilada e alcool. Ao final do processo, as NPs com
nomenclatura Fe;O4/CH foram redispersas em agua deionizada e o restante foi seco em

estufa na temperatura de 50 °C por 4h. Um esquema da sintese é ilustrado na Figura 4.4.
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Figura 4.4: llustracdo do esquema de sintese das NPs de magnetita na presenca de quitosana por coprecipitacao adaptado
da referéncia [13].
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4.3 Funcionalizacao da superficie das nanoparticulas com
Doxorrubicina (DOX)

As NPMs recobertas com silica e quitosana, FezO,/Si04 e Fe30,/CH, foram funci-
onalizadas com o farmaco Doxorrubicina seguindo o procedimentos descritos nas referén-
cias [88,89]. Para ambas as NPMs o procedimento foi o mesmo, diferenciando apenas na
concentragao do farmaco DOX. O experimento consistiu em preparar uma dispersao de
1 mg/mL de NPMs em uma solugdo de DOX de 0,1 mg/mL e 0,5 mg/mL par as amos-
tras Fe30,/510y e FesO,/CH, respectivamente. Essa mistura foi dispersada em sonda
ultrassonica (UP400St - Hielscher (400W, 24kHz)- COMCAP) por 15 min. Em seguida,
foram adicionadas a um shaker e mantidas sob agitacdo por 24h a temperatura ambiente.
No final do periodo, a dispersao foi centrifugada e o sobrenadante foi reservado para medir
a eficiéncia do carregamento da DOX. As NPMs, com nomenclatura Fe3O4/Si02/DOX
e FesO4/CH/DOX, foram submetidas aos ensaios biologicos.

Para o céalculo de eficiéncia do carregamento (EC) do farmaco (Equagdo 4.1), uma
curva de calibragao com concentragdes padrao de DOX (1,5 — 50 uL) foi preparada a
partir da leitura da absorcao UV-VIS, realizada no espectrofotometro PharmaSpec UV-

1700, Shimadzu, no comprimento de onda de 480 nm.

_ pg de DOX total — pg de DOX no sobrenadante
N g de DOX total

EC (%) x 100 (4.1)

4.4 Preparacao dos Hidrogéis Magnéticos de Quitosana

A amostra de quitosana (CH) produzida a partir da carcaga de caranguejo (DA: 0, 4%;
M,, = 3,655 x 10° g/mol) pela Mahtani Chitosan Ldt (Veraval, India), foi fornecida pelo
laboratorio IMP - Ingénierie des Matériaux Polymeéres da Université Claude Bernard

Lyon 1 - FR durante o periodo de Doutorado Sanduiche.

4.4.1 Purificacao da quitosana

Uma solugao aquosa de quitosana, com concentragao de 0,5 % (m/v), foi preparada
na presenca de uma quantidade estequiométrica de acido acético em relagao ao grupo
amina (—N Hj) da quitosana. A mistura foi deixada sob agitacao mecénica a tempera-
tura ambiente por aproximadamente 24h. Na sequéncia, a solucao resultante foi filtrada
sucessivamente em filtros de acetato de celulose (Milipore) com porosidades diferentes: 3,
1,2,0,8 e 0,45 pm. Essa filtracao foi feita por pressao, a 3 bars. Depois disso, o polimero
foi precipitado pela adicao de solucao de NH,OH 28 % até atingir pH entre 9 — 10. A
amostra foi entao centrifugada a 10.000 rpm por 15 min a uma temperatura de 10°C. A

quitosana precipitada foi recuperada em um béquer e lavada com agua destilada. Esse
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procedimento foi repetido até se obter pH neutro. Por fim, a quitosana neutralizada foi

congelada e liofilizada.

4.4.2 Recobrimento das nanoparticulas com quitosana para in-
corporacao nos hidrogéis

As NPMs de magnetita utilizadas nesta etapa do trabalho foram as com recobrimento
de quitosana. Optou-se por utilizar na superficie das particulas a mesma quitosana que
seria empregada no preparo dos hidrogéis. As NPMs foram sintetizadas seguindo o pro-
cedimento descrito na referéncia [90]. Previamente, uma solu¢ao contendo 0,25 g de
quitosana purificada, obtida na Segao 4.4.1, e 88 uL de acido acético foi preparada em
100 mL de agua deionizada. Essa solugao foi adicionada lentamente, sob agitacao me-
canica a 60°C, a solucao de ions de ferro descrita na Secao 4.1. Apdés 1 h, 15mL foi
adicionado gota a gota na mistura e a suspensao foi mantida por mais 1 h sob vigorosa
agitacao. Ao final do processo, as NPs com nomenclatura FezO,/CHG foram redispersas

em agua e o restante foi seca em estufa a vacuo na temperatura de 50°C por 12 h.

4.4.3 Preparacgoes dos Hidrogéis

Uma solucdo de quitosana 2,5 % (m/m) foi preparada dentro de um reator, e dei-
xada sob agitacao mecanica durante 12 h para a completa solubilizacao da solucao. A
quantidade estequiométrica de acido acético adicionado foi calculada seguindo a Equacao
4.2.

Mgauitosana X (1 - DA) X (1 - %HQO) X M(ACOH)
Mgcido acético = M
quitosana

(4.2)

Macido acético— Massa de acido acético

Mauitosana — Massa de quitosana utilizada

DA = grau de acetilacao da quitosana

%m0 = % de 4dgua presente na quitosana e acido utilizado ( 5%)
M(AcOH) = massa molar do acido acético 60, 04g/70nol

M guitosana — massa molar da quitosana

O hidrogel foi preparado em uma placa de Petri de poliestireno, com 5 cm de dia-
metro, na qual foi pesando 3,5 g de solugdo. Em seguida, essa solucao foi neutralizada
pelo contato direto com NaOH 1 M durante aproximadamente 50 min. Posteriormente,
o hidrogel foi lavado com agua deionizada até pH neutro. A nomenclatura CHG, foi

designada para a amostra do hidrogel de quitosana pura.
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As NPs obtidas na Secao 4.4.2 foram adicionadas nos hidrogéis nas concentracgoes de
6,25, 13,5 e 27 % em relacdo a quantidade méassica de quitosana, e foram incorporadas
durante a prepara¢ao da solugdo inicial de quitosana 2,5 % (m/m). Os hidrogéis magné-
ticos foram preparados seguindo o procedimento descrito para a preparacao dos hidrogéis
de quitosana pura. As amostras receberam a nomenclatura de CHF1, CHF2 e CHF'3,

respectivamente, e foram produzidas em quadruplicata.

4.5 Caracterizacao das amostras de Nanoparticulas e

Hidrogéis Magnéticos

4.5.1 Difratometria de Raios X

Nesse trabalho, a identificacdo das fases presentes tanto nas amostras de NPs como
nos hidrogéis foram realizadas por difratometria de raios X (DRX), em um difratometro
Shimadzu XRD 7000. O procedimento de medida foi realizado usando radiacao Cuk,
(A = 1,5406) e MoK, (A = 0,70932) no intervalo de 10 a 70 graus e 10 a 30 graus,
respectivamente, com velocidade de varredura igual a 0, 5 graus/minuto no modo continuo.
As amostras estavam na forma de p6 sobre suporte de aluminio. A identificacdo das fases
nos difratogramas foi realizada por comparacao direta com um banco de dados padrao de
difragdo, International Centre for Diffraction Data (ICDD).

4.5.2 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fou-
rier

O estudo da interacao dos agentes de recobrimento com a superficie das particulas foi
realizado por meio de medidas de espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR - Fourier Transform Infrared Espectroscopy). As analises foram realizadas
em um espectrofotometro Bruker Vetex na Central de Anéalise Avancadas de Materiais
-CAM, do Complexo de Apoio a Pesquisa - COMCAP, da Universidade Estadual de Ma-
ringd. As amostras foram misturadas com KBr na propor¢ao 2:200 (m/m) e comprimidas

em pastilhas. Os espectros foram obtidos no intervalo espectral de 4000 a 400 cm ™!, com

resolucao de 4 (cm)~*.

Medidas de FTIR também foram realizadas nas amostras de NPMs recobertas com
quitosana para incorporacao nos hidrogéis em um espectrofotometro Thermo Scientific
Nicolet iS-10 FTIR no laboratorio IMP, da Université Claude Bernard Lyon 1, Franca,

nas mesmas configuracoes descritas a cima.
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4.5.3 Analise Termogravimétrica

A massa dos agentes de recobrimento na superficie das NPMs foram quantificadas
pela degradacao térmica das amostras por andlise termogravimétrica (TGA - Thermogra-
vimetric Analysis) em um equipamento TGA-Q500- TA Intruments, no laboratério IMP,
da Université Claude Bernard Lyon 1, Franca. Além disso, a degradacao dos agentes de
recobrimentos puros e dos hidrogéis magnéticos também foi realizada. Os termogramas
foram obtidos a uma taxa de aquecimento de 10° C/min em um intervalo de temperatura
de 30° C a 700° C em atmosfera de ar.

4.5.4 Microscopia Eletronica

O tamanho e a morfologia das particulas foram analisadas em um microscopio eletro-
nico de transmissao (MET) JEOL JEM 1400 que se encontra na Central de Microsco-
pia -CMI, do COMCAP, na Universidade Estadual de Maringd, com uma voltagem de
aceleracao igual a 120 eV. Para as particulas incorporadas no hidrogel, também foram
realizadas medidas de MET em um microscopio Philips CM120 e microscopia eletronica
de alta resolucao (MET-AR) JEOL JEM 2100F, com voltagem de aceleragoes igual a 120
e 200 keV, respectivamente, na Plateforme de Microscopie Multidisciplinaire - Université
Claude Bernard Lyon 1, Franca. As amostras de NPMs foram preparadas pingando uma
gota da dispersao de interesse, em um grid de cobre recoberto com carbono (300 mesh).
A distribuicdo de tamanhos foi calculada a partir da medida dos didmetros das particulas
(n = 150) pelo software de analise ImageJ. Os tamanhos médios das particulas foram

obtidos por meio do ajuste do histograma de tamanho utilizando uma fun¢ao LogNormal.

4.5.5 Espalhamento de Luz Dindmico e Potencial Zeta

Medidas de Espalhamento de Luz Dinamico (Dynamic Light Scattering - DLS) e
Potencial Zeta (¢) foram realizadas para investigar o tamanho hidrodinamico e a carga
na superficie das NPMs em meio liquido, respectivamente. As medidas foram feitas apos
a sintese de cada nanoparticula, em uma analisador Litesizer 500 - Anton Paar, sendo os
valores de diametro e ( médios calculados via software Kalliope versao 2.10.6. As amostras
foram preparadas com concentracao de 0,01 mg/mL em &gua deionizada e submetida a

10 min em banho ultrassénico.

4.5.6 Magnometria de Amostra Vibrante

As curvas de Zero Field Cooling-ZFC e Field Cooling-FC para a amostra FezO, foram
medidas em um magnetrometro MPMS SQUID 7T, no Laboratério de Materiais e Baixas
Temperaturas, do Instituto de Fisica Gleb Wataghin - UNICAMP. Para a obtencao da

curva ZFC, inicialmente, a amostra foi resfriada a 4 K e em seguida, um campo magnético
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constante de 200 Oe foi aplicado enquanto a temperatura era elevada até 300 K. J& para
a curva FC, a amostra inicialmente sob a aplicacao do campo magnético de 200 Oe a
300 K foi resfriada até a temperatura de 4 K.

Para todas as amostras foram realizadas medidas de histerese magnética em um magne-
trometro de amostra vibrante - VSM (home made) no Laboratorio do Grupo de Desenvol-
vimento e Inovagao em Dispositivos Multifuncionais - GDDM, da Universidade Estadual
de Maringd -UEM. As amostras em pé foram condicionadas em um porta amostra e as
medidas realizadas & temperatura ambiente (~ 296K) com campo maximo de 15 kOe.

As histereses magnéticas das amostras de hidrogéis foram realizadas em um VSM
C-MAG Cryogen-FREE Superconducting Magnet System, na Central de Andlises de Ma-
terias Avancados - CAM - COMCAP, da Universidade Estadual de Maring4d. Amostras
liofilizadas, com aproximadamente 3 g, foram utilizadas nas medidas realizadas a tempe-

ratura de 275 K com campo maximo de 5 kOe.

4.5.7 Reologia

O comportamento viscoelastico dos hidrogéis foi analisado, tendo como varidveis res-
posta, os modulos elastico (G') e viscoso (G”). As medidas foram realizadas em um
reometro ARES da TA Instruments no laboratorio IMP, da Université Claude Bernard
Lyon 1, Franca, com geometria de placas paralelas de 25 mm de didmetro. As analises
foram feitas no regime viscoelastico linear a 25° C, com tensao de 0,5 Pa e a frequéncia
variando de 0,1 a 100 Hz.

4.6 Ensaios Biologico

4.6.1 Ensaio de citotoxicidade utilizando MTT

As NPMs com recobrimentos hidrofilicos, quitosana e silica, foram encaminhadas para
o Laboratorio de de Mutagénese e Monitoramento Ambiental (LMMA) do Departamento
de Ciéncias Biologicas - UEM e o Laboratorio de Inovacao Tecnolégica no Desenvolvimento
de Farmacos e Cosméticos - UEM, respectivamente, para a realizacao de testes in wvitro.
Estes ensaios fazem parte de um estudo mais detalhado dos efeitos das NPMs em células
humanas e ocorreram de forma independente, ambas seguindo a norma internacional
padrao de procedimento operacional "Tests for in vitro cytotoxicity"da ISO 10993 — 5 :
2009 [91].

A citotoxicidade das amostras de NPMs foi avaliada pelo ensaio de viabilidade celu-
lar de reducao do MTT, (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil tetrazolio). Esse
ensaio foi desenvolvido por Mosmann em 1983 e se baseia na reducao do sal tetrazolio

(MTT), que é hidrossoluvel e de cor amarela, em cristais de formazan de cor violeta,
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Figura 4.5. Esses cristais nao sao soliveis em agua, por isso deve-se adicionar uma solu-
¢ao de isopropanol acidificado, DMSO dentre outros para que ocorra a solubilizacdo. A
clivagem do anel tetrazolio, ocorre pela enzima succinato desidrogenase que esti presente
em mitocondrias ativas, de forma que apenas células vivas podem fazer essa conversao.
Dessa forma, a formacao da coloracao violeta atua como um marcador de células vi-
vas. A quantidade de formazan é obtida pela medida por espectroscopia de absor¢cao no
UV-VIS [92,93].
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Figura 4.5: Principio do ensaio de citotoxicidade MTT [94].

As células da linhagem de adenocarcinoma de mama humano (MCF-7) foram cultiva-
das em meio de cultura celular DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) e suplemen-
tadas com 10% de soro bovino fetal (SBF), em frascos de cultura de 25 cm?. Esses frascos
foram mantidos nas condi¢oes padrao de temperatura e umidade (37° C, 5% de CO, e
95% de umidade).

A concentracao de células em meio de cultura DMEM suplementado com 10% SBF foi
de 1 x 10% e 2,5 x 10° células/mL para os testes envolvendo as amostras de Fe30,/CH e
Fe30,/Si0,, respectivamente. Em ambos os testes, a amostra sem recobrimento, Fe3Oy,
também foi testada. Dessa forma, foi designado o nome Grupo 1 para o conjunto de
amostras FezOy e FesOy/CH, e Grupo 2 para FezOy e Fez0,/Si05. As células foram
cultivadas em placas de 96 pocos.

As células do Grupo 1 foram expostas as NPs de magnetita com concentracoes de
0,75, 1,5, 3,12, 6,25, 12,5, 25 e 50 pg/mL e mantidas em incubacdo por 24 e 48h. Para
o Grupo 2, as células foram expostas as concentragoes de NPs de magnetita de 1, 5,
10, 25 e 50 pg/mL para os mesmos periodos de incubacao. Como controle negativo, foi
preparado uma solu¢ao do agente citotoxico Doxorrubicina, (DOX, 18 M), em meio de
cultura DMEM.

Apos os tratamentos, as suspensoes de NPMs foram retiradas e os pocos foram lavados

com solucao tampao fosfato salino. Em seguida, 100 L da solucao do corante MTT
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(0,2 mg/mL) em DMEM foi adicionado aos pogos. As placas foram protegidas da luz
e incubadas por 4h. No final do periodo, a solucao do corante foi descartada e dimetil
sulfoxido (DMSO) foi adicionado. As placas foram mantidas protegidas da luz e em
agitacao por 10 min para homogenizacao. A absorbancia foi medida em espectrofotometro
leitor de microplacas Labtech Microplate Reader-LT-4000, no comprimento de onda de
550 nm.

Para as NPs de magnetita funcionalizadas com DOX, Fe30,/Si05/DOX e Fe;0,/CH/DOX,
o mesmo procedimento foi realizado.

A analise estatistica foi realizada no software GraphPad Prism 8 por analise de va-
riancia one way (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey. Valores de p < 0,05 foram
considerados estatisticamente significativos. Foram realizados trés experimentos indepen-

dentes e os resultados estao expressos como média + desvio padrao.

4.6.2 Microscopia Eletronica

As células tumorais MCF-7, com concentragao de 2,5 X 10° células/mL, foram cul-
tivadas em laminulas de vidro e colocadas dentro de placas de cultura celular por um
periodo de 24h até o crescimento celular atingir confluéncia, ou seja, toda a superficie. As
células foram expostas por 48 h as concentracoes de NPs descritas na Subsecao 4.6.1
para ambos os grupos. Ao final do periodo, foram lavadas com uma solucao tampao de
cacodilato de sodio (0,1 M) e fixadas com uma solucao de 2,5% de glutaraldeido em
tampao cacodilato de s6dio, e mantidas a 4° C por 24 h. Em seguida, as células passa-
ram pelo processo de desidratagao gradual com etanol (30%-100%) e foram submetidas
a secagem pelo método do ponto critico com C'O; no equipamento da Baltec CPD 030.
A anélise das imagens foi realizada em microscépio eletronico de feixe duplo FEI SCIOS
com voltagem de aceleragao igual a 20 kV. Ambos os equipamentos se encontram na
Central de Microscopia (CMI) do COMCAP - UEM.
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5.1 Sintese e Modificacao da Superficie de Nanoparti-

culas de Oxido de Ferro

5.1.1 Difratometria de Raios X

Foram realizadas medidas de DRX nas amostras de magnetita pura, FesOy, Figura 5.1
(a), e nas amostras com modificacdo da superficie Fe30,/AO, Fe30,/Si04 ¢ Fe;04/CH,
Figura 5.1 (b), (c) e (d), respectivamente. Para todas as amostras foram observados os
padroes de difracao caracteristicos das distancias interplanares de uma estrutura cibica
do tipo espinélio, sendo os angulos de Bragg e as intensidades relativas semelhantes aos
descritos na ficha cristalografica n°® 88-0315 do ICDD para a magnetita. Para o caso
da amostra recoberta com silica, Figura 5.1 (c), nota-se o aparecimento de um halo de
difracao bastante alargado na regiao de 20 = 20° — 25°, o qual corresponde a difracao da
camada do 6xido de silicio descrito na ficha n° 82-1554 do ICDD. Pode-se observar ainda,
que a adicao dos agentes modificadores da superficie, acido oleico e TEOS, nao causaram
nenhuma mudanca estrutural nas fases da magnetita. O mesmo ocorreu para a quitosana,
que diferente dos outros, esteve presente durante o processo de sintese das NPMs.

O tamanho médio do cristalito (¢.) foi estimado a partir dos padroes de DRX usando
a medida da largura a meia altura do plano de reflexdo mais intenso (311), aplicando-se

a formula de Scherrer, Equacao 5.1 [95]:

o KA
" beosh

sendo K a constante de Scherrer; A\ é comprimento de onda da radiacao X utilizada; 6 o

(5.1)

angulo de Bragg; b o valor da largura a meia altura da reflexao de interesse e deve ser

corrigido com relagao a largura instrumental. Os valores estao listados na Tabela 5.1.

36
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Tabela 5.1: Tamanho médio do cristalito estimado via féormula de Scherrer.

Amostras te (nm)
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Figura 5.1: Difratogramas de raios X das amostras (a) FezOa, (b) FezO04/AO, (c) Fe304/5i02 e (d) Fe304/CH.

Conforme os dados mostrados na Tabela 5.3, observou-se que os valores do tamanho
médio do cristalito para a amostra de magnetita pura, Fe3Oy, é maior do que para as de
magnetita com a superficie modificada. Embora o processo de sintese das nanoparticulas
seja 0 mesmo, por coprecipitacao, a adicao dos agentes modificadores da superficie ocor-
reram em momentos diferentes na sintese. No caso da amostra Fe;0,/AO, a adi¢ao do
acido oleico ocorreu apos a precipitagao dos niicleos magnéticos, ou seja, apos a nucleacao
das NPs, atuou no controle do crescimento das particulas. Ja a amostra Fe;O4/CH, a
precipitagao das NPs de magnetita foi realizada na presenca da quitosana, e nesse caso,
a nucleagao e crescimento das NPs foram controlados pela arquitetura restrita da solucao

polimérica |38]|. Dessa forma, a solu¢do de quitosana atuou como um nanoreator para a
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formacao das NPs, e assim, influenciando no tamanho final das NPs. Para a modifica-
¢ao da superficie com silica, amostra Fez0,/Si0,, usou-se as NPMs de magnetita com
acido oleico previamente sintetizadas, dessa forma, o tamanho do cristalito nao apresentou

modificacoes.

5.1.2 Espectroscopia no Infravermelho

Medidas de FTIR foram realizadas para identificar os grupos funcionais nas NPs de
magnetita recobertas com diferentes agentes de superficie, assim como nas NPs pura. A
Figura 5.2 apresenta o espectro no infravermelho das amostras Fe3Oy4 (a), Fe3O4/AO
(b), Fe30,4/S105 (c) e FesO4/CH (d). Em todos os espectros da Figura 5.2, a presenca
da absorgao referente a ligacao F'e — O das NPMs de magnetita pode ser identificada,
respectivamente, pelas bandas de absorcao em (a) 444, (b) 445, (c) 466 e (d) 445 em™
referente & vibracao de estiramento v, no sitio octaédrico. Assim como, pelas bandas nas
regides de (a) 633 e 586, (b) 630 e 586, (c) 629 e 592 e (d) 629 e 588 cm ™!, referentes a

vibragao de estiramento v, nos sitios tetraédricos e octaédricos, respectivamente [96].
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Figura 5.2: Espectro de absor¢@o na regiao do infravermelho das amostras FesO4 com diferentes recobrimentos. Sendo
os espectros em (a) FezO4/AO e Acido oleico puro (b) Fe304/SiO2 e em (c) Fe304/CH e quitosana pura.

Quando comparadas com as bandas de absor¢ao (375 e 570 em 1) da ligacao Fe — O

da magnetita em bulk, é possivel verificar o deslocamento dessas bandas para nimeros
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de onda maiores, o qual é decorrente, principalmente, da quebra de um grande nimero
de ligacoes entre os dtomos na superficie das NPMs, resultando em um rearranjo dos
elétrons. Assim, conforme o tamanho das particulas de magnetita é reduzido, ocorre um
aumento na constante de for¢a das ligacoes quimicas na superficie e as bandas de absor¢ao
da ligagdo Fe — O sao deslocadas para ntimeros de ondas maiores [97]. No espectro da
Figura 5.2 (a), além da ligagdo de Fe — O, duas bandas referentes a ligagao H — O,
centradas em 3394 e 1624 cm ™! estdo presentes. Isso ocorre porque durante a sintese das
NPs por coprecipitagao, a superficie das NPMs pode ser coberta por grupos hidroxil do
meio aquoso [86].

Na Figura 5.2 (b), amostra recoberta com &acido oleico, duas bandas caracteristicas
do estiramento assimétrico (v,ss) e simétrico (Vg,) do grupo C'Hy aparecem em 2923 e
2852 em ™!, respectivamente. A banda na regido de 3423 cm ™! é atribuida ao estiramento

1 ¢ referente ao estiramento C' =

do grupo O — H. A presenca da banda em 1705 c¢m™
O do grupo carboxil, indicando que deve haver uma quantidade remanescente de acido
oleico livre [33]. As bandas em 1523 e 1622 cm ™! sdo caracteristicas das vibragdes de
estiramentos s € Vg, do grupo carboxilato, COO™, indicando que o padrao de ligacao
do acido carboxilico na superficie das NPMs é uma combinacao de moléculas ligadas
simetricamente ou com um determinado angulo com a superficie. A banda de absorcao
na regiao de 1040 em ™! é referente ao estiramento de uma ligacao simples C — O. Esses
resultados indicam que o &cido oleico esta quimissorvido nas NPMs de magnetita na
forma de carboxilatos. O tipo de interagao entre os grupos carboxilatos e a superficie das
NPMs pode ser determinado pela separacao do ntimero de onda, Av, entre as bandas de
estiramentos simétricos e antissimétricos do grupo COO~. Neste trabalho, o valor de Av
(1622 — 1523 = 99 cm™!) foi atribuido ao de um quelante bidentado, onde a interagao

entre o grupo COO~ e os atomos de Fe é covalente [32].

e
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Figura 5.3: Ilustragdo do quelante bidentado adaptado da referéncia [32].

No espectro da amostra recoberta com silica, Figura 5.2 (c), foi possivel verificar a
presenca da camada de silica pelas bandas de absorcao caracteristicas do grupo silanol
Si—0O nas regioes de 956 e 802 cm ™! e do grupo siloxano Si—O—Si na regiao de 1091 em 1,
indicando a condensagao do TEOS na superficie das NPMs [98]. Além disso, foi possivel
observar o deslocamento da banda de absorcao caracteristica do estiramento Fe — O de

586 cm ! para 592 cm~!. Para que ocorra a formacao da ligacao Fe — O — Si, deve haver
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uma substituicdo do —H dos grupos Fe — O — H pelos grupos Fe(SiO—), formando
Fe — O — (Si0—)y— na superficie das NPMs. Essa substitui¢do, por um grupo mais
eletronegativo, faz com que a banda nessa regido sofra um deslocamento para nimeros de
onda mais altos [97]. As regides 3396 e 1637 cm™! sao referentes ao grupo hidroxil.

No espectro da amostra recoberta com quitosana, Figura 5.2 (d), a banda larga na
regiao 3600 — 3000 cm~! & devido a sobreposicao de vibragoes de estiramento da ligacio
hidroxil O — H e do grupo amina N — H. A vibracao de estiramento da ligagao C' — H

dos grupos metil alifaticos aparece em 2868 cm ™.

As bandas intensas na regiao de
1632 e 1551 em™! sdo atribuidas ao estiramento C = O dos grupos amida (amida I)
e a sobreposicao das vibracoes de estiramento da ligacaio N — H das aminas primarias
e do grupo amida (amida II), respectivamente. A banda em 1415 cm™! ¢ referente ao
estiramento da ligagao O — H dos alcoois primarios e da deformacao angular da ligacao
C — H presentes no anel e a banda em 1371 em ™! é atribuida ao estiramento da ligacao
C' — N. A ligagao glicosidica f(1 — 4) da estrutura sacaridea da quitosana referente a
vibracao de estiramento C' — O — C aparece na regiao de 1150 e 895 cm™!. A banda
em 1069 cm~! & atribuida ao estiramento C'— O — C no anel [90,99,100]. A Figura
5.4 ilustra a interacao das moléculas de quitosana com a superficie das NPMs, a qual
é predominantemente eletrostatica e é caracterizada pela interacao entre o grupo amina

protonado (—NH;") e o grupo (—OH ™) [101].
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Figura 5.4: Representacdo esquematica da interacdo entre as moléculas de quitosana e as NPMs [101].

5.1.3 Analise Termogravimétrica

As medidas de TGA fornecem uma evidencia quantitativa adicional do recobrimento

das NPMs de magnetita. Na Figura 5.5, estdo apresentadas os termogramas (TG) e
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a derivada da perda de massa (DTG) para as amostras FesO4 (a), FezO4/AO (b) e
Fe304/CH, as duas tltimas juntamente com os precursores do recobrimento, acido oleico
e quitosana, respectivamente.

Para a amostra de Fe3Oy, Figura 5.5 (a), a primeira perda de massa de 0,31 %, é
devido a evaporacao de dgua adsorvida na superficie das particulas e ocorre no intervalo
de temperatura entre 30 e 100 °C, com méaximo de variacao no DTG em 52 °C. Como o
processo ocorre em atmosfera de ar, a magnetita é rapidamente oxidada. Primeiramente,
ocorre a oxidacdo de magnetita para maguemita. E possivel visualizar o ganho de massa
na curva de TG, com uma méximo no DTG em 123 °C. O subsequentes perdas de massa
sao referentes a perda de —OH estrutural, com méaximo nas temperaturas de 248 e 308 °C,
visto na curvas de DTG. A oxidacao da maguemita em hematita ocorre em temperatura
superior a 550 °C e pode ser seguida de perda de —OH estrutural. E possivel observar
uma perda de massa em 558 °C no DTG, que pode estar relacionada a transformacao
de fase da hematita, entretanto analises complementares devem ser realizadas para esta
confirmacao, pois por DTG nao ¢ possivel visualizar um ganha de massa evidente referente
a um processo de oxidagao [102,103]. Dessa forma, a perda de massa total da amostra
foi de 2,26 %. A Figura 5.6, mostra as NPMs de Fe30,4 antes do experimento de TGA,
com uma coloracao preta, e depois, com cor avermelhada caracteristica de 6xidos com
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Fe;O,

Figura 5.6: Imagens das NPMs antes e apos a realizacdo do experimento de TGA.

Na Figura 5.5 (b), o acido oleico puro comega a se degradar em 176 °C, com uma
taxa méaxima no DTG em 245 °C, e em 600 °C estd completamente degradado. Uma
perda de massa equivalente a 79,33 % ¢é decorrente da degradacdo da cadeia carbonica,
a partir disso ocorre a oxidacao dos residuos de carbono até a decomposicao completa.
J& na presenca das NPs de magnetita, a degradacao do acido oleico acontece a partir de
200 °C, com maxima perda no DTG em 238 °C e completando sua degradagao em 400 °C,
com uma perda de massa de 18,42 %. Esse comportamento é similar aos encontrados na
literatura para NPs de magnetita recobertas com écido oleico |32, 86].

Na Figura 5.5 (c), a decomposigao do polimero quitosana ocorre em trés estagios. O
primeiro, entre 30 e 100 °C, corresponde a perda de massa de 2,35 % e estd associada
a perda de agua adsorvida nas moléculas. No segundo estagio, entre 200 e 350 °C, com
variacao maximo no DTG em 291 °C, uma perda de massa de 56,46 % esta relacionada
a desidratacao, despolimerizacao e decomposicao das unidades acetiladas e desacetiladas
do polimero. No ultimo estagio entre 350 e 600 °C ocorre a decomposicao oxidativa
dos residuos carbonéceos do polimero, com perda de massa de 41,19 % [100, 104, 105].
Na amostra FesO4/CH, a perda de adgua inicial corresponde a 3,13 % da massa total.
A degradacao da quitosana na superficie das NPMs ocorreu no intervale entre 150 e
400 °C, com uma varicao de méxima perda em 244 °C. Nessa etapa, a quantidade de
perda de massa foi equivalente a 29,96 % da massa total. Resultados semelhantes séo
reportados na literatura para NPMs de magnetita recoberta com quitosana, podendo
ocorrer variagoes na temperatura de maxima perda de massa devido a diferentes tipos e
quantidades de quitosana utilizada, bem como dos procedimentos prévios realizados nas
amostras [105-107].

Para a amostra Fe30,/Si0,, a medida de TG nao foi realizada devido as reagoes
térmicas levarem a diferentes polimorfismos do SiO,, sendo a perda de massa devido

somente a dgua adsorvida na superficie das NPMs [102].



5. Resultados e Discussao 43

5.1.4 Microscopia Eletronica de Transmissao

Imagens de microscopia eletronica de transmissao foram realizas com o intuito de obter
informacoes diretas sobre o tamanho e a morfologia das particulas de magnetita pura
bem como das particulas com diferentes recobrimentos de superficie. Na Figura e 5.7
sdo apresentadas as imagens das amostras FezOy (a,b), FesO4/AO (c,d), Fe30,/SiOs
(e,f) e FesO4/CH (g,h), respectivamente. De uma forma geral, é possivel observar,
que as nanoparticulas apresentam morfologia aproximadamente esférica. Além disso,
fica evidente o efeito do recobrimento da superficie. Nas particulas de magnetita pura,
Figura 5.7 (a,b), é possivel verificar a formagao de aglomerados e agregados, e isso ocorre
devido a forcas atrativas, principalmente de van der Waals, entre as NPMs [38,108]. Na
Figura 5.7 (c,d) é possivel observar a barreira promovida pela adi¢do do éacido oleico
na superficie das particulas evitando a formacao de aglomerados. Na Figura 5.7 (e,f) é
possivel verificar a formagao da estrutura caroco/casca, onde o nicleo magnético, com
maior contraste, é recoberto por silica, com um contraste menos intenso. Na Figura 5.7
(g,h), fica evidente a diminui¢ao da tamanho das particulas quando comparadas com as
nanoparticulas de magnetita pura com o mesmo valor de magnificacao, entretanto, nao
é possivel visualizar a camada de quitosana na superficie das nanoparticulas. Apesar
da presenca dos recobrimentos ajudarem na dispersao das nanoparticulas em maior ou
menor grau dependo das caracteristicas do agente escolhido, ainda é possivel observar
que os tamanhos das particulas nao sao uniformes, sendo estes uma das desvantagens da
sintese por coprecipitagao.

A Figura 5.8 mostra os graficos de histograma de tamanho para as amostras Fe3O, (a),
Fe304/AO (b), Fe304/Si0y (¢) e FesO4/CH (d), correspondendo a uma distribuicao
logNormal com valores de didmetro médio (D,,) igual a 9,6 £ 0,1 nm, 8,0 + 0,5 nm,
18,1 £ 0,3nm e 5,1 + 0,1 nm, respectivamente. Esse valores estao de acordo com
os do tamanho de cristalito obtidos por DRX, com exce¢ao da amostra Fez0,/SiOs, a
qual engloba a esse valor a espessura da casca de silica. Para essa amostra foi estimado a
espessura da camada de silica, onde usou-se o D,, das particulas da amostra FesO,/AO,
as quais foram utilizadas como o nucleo magnético para a sintese de modificacao da

superficie, e obteve-se um valor de aproximadamente 5 nm de espessura de silica.
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Figura 5.7: Microscopia eletronica de transmissdo das NPs de magnetita sem recobrimento, amostra FezO4 (a,b), e com
o recobrimento da superficie, amostras Fe3O04/AO (c,d), FezO04/Si02 (e,f) e FesO4/CH (g,h).
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Figura 5.8: Histogramas de distribui¢io de tamanho das NPs de magnetita sem recobrimento, amostra Fe3Os (a,b), e
com o recobrimento da superficie, amostras Fez04/AO (c,d), Fe304/Si02 (e,f) e FesO4/CH (g,h).

5.1.5 Espalhamento de Luz Dinamico e Potencial Zeta

Os diametros hidrodinamicos médios (D) e os indices de polidispersao (PDI) das

amostras Fe3Oy, Fes04/AO, Fe30,/Si04 ¢ Fe3O4/CH estao apresentados na Tabela
5.2.

Tabela 5.2: Valores de D;,, PDI e ¢ para as amostras sintetizadas.

Amostras Dy, (nm) PDI (%) ¢ (eV)
FesO, 1395, 2 13,9 17,940,7
Fes04/AO 64, 4 23,5 .
Fe304/5i04 253,0 23,5 —28,1£0,5
Fe;0,/CH 2903, 3 24,4 4946 +2,15

Com o estudo dos valores de Dy, é possivel verificar que a presenca de uma camada de
recobrimento na superficie das NPMs influencia diretamente na distribuicao de tamanho
das mesmas. Esses valores englobam o tamanho da cauda do surfactante/polimero na
superficie, além de apresentarem um tamanho maior, entre 2 - 10 nm, que o normal,

por terem sido medidas em agua deionizada. A auséncia de ions falha em proteger as
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particulas de interagoes de longa distancia. Os valores de PDI entre 10 e 40, indicam que
as NPMs apresentam uma polidispersao moderada [109].

O ( foi medido para as amostras de NPMs sem recobrimento, Fe3O,, e com 0s reco-
brimentos de silica e quitosana, Fe3O4/Si05 e Fe3O,/CH, uma vez que essas NPMs tem
potencial para serem aplicadas como carreadoras de farmacos. Os valores obtidos para
as amostras estao apresentados na Tabela 5.2. As medidas do ( sdao importantes para o
estudo da estabilidade das suspensoes das NPMs, principalmente a estabilizacao eletros-
tatica. Para a amostra Fe3O,, a carga negativa é devido a desprotonacao da hidroxila
no meio aquoso em pH neutro. As particulas sao consideradas relativamente estaveis,
pois seu valor se encontra entre £10 e 20 eV [109]. Esse resultado esta de acordo com as
medidas de tamanho por DLS, que sugere a formacao de aglomerados de nanoparticulas.
Para as amostras Fez0,/Si05 e Fe3O4/CH, a presenca do recobrimento produziu um au-
mento significativo na magnitude do (, provando que a adi¢ao de um agente estabilizador
é essencial para se obter um sistema coloidal estavel. Os valores obtidos estao entre 420 e
30 eV [109], sendo considerados moderadamente estéveis. Para a amostra Fe30,/Si0s, 0
recobrimento de silica levou a um aumento na densidade de cargas na superficie das NPMs,
mas nao promove uma estabilizagao estérica, sendo somente a estabilizacao eletrostatica
presente. O valor negativo é devido a desprotonacao da hidroxila no meio aquoso em pH
neutro. Ja para a amostra FesO4/CH, o valor positivo ocorre devido a protonacao do
amina da quitosana, confirmando seu carater policationico. O recobrimento da superficie
das NPs de magnetita com esse polimero leva a um impedimento de aglomeragao tanto
estérico, devido as cadeias do polimero, como a uma repulsao eletrostatica gerada pelas
cargas nas cadeias carbonicas [110]. E importante ressaltar, que esse valores sio muito
sensiveis a variagdo do pH e for¢a ionica do meio [109,110]. Além disso, a confirmagao
da carga positiva nas NPs de magnetita reforca a ideia de uma conjugacao eletrostatica

entre o polimero quitosana e a superficie das NPMs.

5.1.6 Magnetometria de Amostra Vibrante

A Figura 5.9 mostra a dependéncia da magnetizacdo em funcao da temperatura para a
amostra Fe3Oy, por meio das curvas de ZFC e FC sob a aplicagao de um campo magnético
de 200 Oe. A temperatura de bloqueio Tz é determinada pela derivada da diferenca entre
as magnetizagoes de ZFC e FC em fungao da temperatura [111], que para essa amostra, foi
de aproximadamente 177 K, bem abaixo da temperatura ambiente. Isso quer dizer que,
a baixo dessa temperatura, as particulas estdo "bloqueadas"ou termicamente estaveis,
e acima dessa temperatura sao classificadas como superparamagnética (SPM), uma vez
que as flutuagoes térmicas sejam grandes o suficiente para fazer com que a magnetizacao
média do tempo seja zero, na auséncia de campo externo aplicado [112]. Como a medida

foi realizada na amostra em po, a interacao interparticulas bem como a distribuicao de
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tamanho das particulas, tem influéncia na curva ZFC podendo provocar o deslocamento

de Tp e o alargamento da curva [113-115].
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Figura 5.9: Medida de magnetizacao ZFC-FC para a amostra Fe3O4.

A Figura 5.10 apresenta as curvas de magnetizacao em func¢ao do campo magnético
aplicado para as amostras FezOy, Fe30,/AO, Fe30,/CH e Fe304/Si0y. Para todas
as amostras constatou-se a auséncia de histerese magnética, ou seja, nao foi observado
coercividade e remanéncia, sugerindo que as nanoparticulas possuem um cardter superpa-
ramagnético em temperatura ambiente (296 K). Essa similaridade nas curvas das amostras
com recobrimento em relacao a amostra sem recobrimento indica que a modificacao da
superficie nao altera a caracteristica superparamagnética das NPs de magnetita. Os valo-

res de magnetizacao de saturacao (M) encontrados foram 63,8, 58,9, 42,7 e 18,2 emu/g,

respectivamente.
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Figura 5.10: Curvas de Magnetizacdo vs Campo Magnético das amostras FezOy, Fes04/AO, FezO4/CH ¢ Fe304@Si0s.
O destaque ao lado direito da imagem corresponde as magnetizacdes em uma escala de baixo campo magnético.
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O valor de M, para a amostra Fe3(O, é menor que o encontrado para a magnetita
em bulk (92,0 emu/g) e isso pode estar associado a diminuicdo do tamanho das par-
ticulas, a qual gera efeitos de superficie, tal como uma camada magneticamente inerte
contendo spins inclinados e nao colineares com o campo magnético [86]. Além disso, para
as NPMs com recobrimento, parte dessa reducao pode ser atribuida a presenca das molé-
culas organicas na superficie das NPMs que aumenta a distancia entre as particulas, o que
provoca uma diminuicao nas interagoes entre os niicleos magnéticos. Os valores de M,
para as amostras de magnetita recoberta com acido oleico e quitosana podem variar de-
pendendo da quantidade do surfactante/polimero utilizado além das condigoes de sintese
empregadas. Neste trabalho, os valores de M; encontrados para as amostras FezO,/AO e
Fe304/CH, estao proximos aos valores reportados na literatura [86,106]. Para a amostra
Fe304/5i04, o valor de M encontrado corresponde a ~ 29% do valor de M, da amostra
sem recobrimento, e isso ocorre, principalmente, devido a presenca da camada de silica
que esta recobrindo o niicleo magnético, que ¢ um material nao magnético, e nao contribui
para a magnetizacao das NPMs [98]|. Além disso, a espessura da camada de silica, a qual
pode ser controlada nas condicoes de sintese empregadas, pode influenciar no valor de M,
obtida.

Para a realizacao do experimento, a medida da massa da amostra engloba tanto o
nicleo magnético quanto o recobrimento das NPMs e isso resulta em diferencas no va-
lor de M, visto que a quantidade do niicleo magnético nao é a mesma. Dessa forma,
por meio dos valores de perda de massa obtidos por TGA, pode-se normalizar os valo-
res de magnetizacdo (Mn) e encontrar os valores para os niicleos magnéticos, os quais
estao apresentados na Tabela 5.3. Esses resultados mostram que o recobrimento tende a
proteger o ntcleo magnético de degrada-se, sendo essa protecao mais acentuada no reco-
brimento com o acido oleico, que é hidrofébico, do que com o polimero de quitosana, que

é hidrofilico. Nesse trabalho, nao pode-se inferir a influéncia da camada de silica.

Tabela 5.3: Valores de M obtidos no experimento e de M, normalizados pela massa do recobrimento.

Amostras M (emu/g) M, (emu/g)
Fes0, 63,8 63,8
Fe;0,/AO 58,9 72.3
FesO JCH 42,7 60,2

F€304/SZ.02 18,2 —_
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5.2 Ensaios Biol6gicos

5.2.1 Ensaio de citotoxicidade utilizando MTT

O teste colorimétrico do MTT foi utilizado para investigar se as NPMs da amostra
Fe304/CH, (Grupo 1), e Fe30,/Si0,, (Grupo 2), Subsec¢ao 4.6.1, apresentam citoto-
xicidade em células MCF-7, sendo os resultados apresentados na Figura 5.11.

As NPMs de magnetita sem recobrimento do Grupo 1, Fe3O,, Figura 5.11 (a), nao
apresentaram reducao significativa da viabilidade celular no periodo de 24 h em relacao
ao controle. Entretanto, no periodo de 48 h, as maiores concentragoes, 25 e 50 ug/mlL,
apresentaram resultados estatisticamente significativos, com valores de 78,1 % e 69,7 %
da viabilidade celular, respectivamente. De acordo com a Norma ISO 10993-5 : 2009 [91],
a qual estabelece um limite de 70% da viabilidade celular para caracterizar um efeito
citotoxico (linha tracejada em vermelho), apenas a concentragao de 50 ug/mL tem indicios
de citotoxicidade. Para a amostra Fe;O4/CH, Figura 5.11 (b), em ambos os periodos de

incubagao nao foi observado citotoxicidade das NPMs em células MCF-7.
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Figura 5.11: Ensaio do MTT em células tumorais MCF-7 expostas as NPMs do Grupos 1 (a,b) e Grupo 2 (c,d). *Diferenca
estatisticamente significativa em relagdo ao controle (p < 0.05). (— — —) Norma ISO 10993 — 5 : 2009.
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A redugdo da viabilidade celular presente nos tratamentos com 25 e 50 pg/mL da
amostra Fe3O, é decorrente da superficie reativa das NPMs. Apos entrar nas células, as
NPMs sao degradadas na forma de ions por enzimas presente nos lisossomos. O processo
metabolico produz espécies reativas de oxigénio (ROS) como o superdxido e o peroxido de
hidrogénio. Com isso, a presenca de fons Fe?", por meio de reacoes Fenton, aumentam a,
formacao de ROS alterando as fungoes mitocondriais e de outras organelas e assim, indu-
zindo vias de sinalizacao celular que levam a ativagao de sinais inflamatorios. A geragao
de ROS é normalmente contrabalanceada por enzimas antioxidantes ou outras moléculas,
entretanto, altos niveis de ROS acarretam em estresse oxidativo, ou seja, provocam uma
les@o celular e por fim, a morte das células [116]. Dessa forma, o recobrimento se torna
fundamental para as aplicacoes biomédicas.

Para as NPMs do Grupo 2, tanto a amostra Fe3O,, Figura 5.11 (c¢), como a Fe30,/SiOs,
Figura 5.11 (d), apresentaram redugao estatatisticamente significativa na viabilidade celu-
lar das células MCF-7 em relagao ao controle. Entretanto, para a amostra Fe3O,, Figura
5.11 (c), a viabilidade possui valores que variam de 75-97 % nao sendo consideradas ci-
totoxicas. Ja para a amostra Fe30,/SiO2, Figura 5.11 (d), no periodo de incubagao de
24 h, as concentracgoes de 10 e 50 pg/mL apresentaram efeitos citotoxicos, e no periodo
de 48 h, apenas a concentracao de 50 pug/mL foi citotoxica.

Embora a cobertura de silica proteja a interagao do nticleo magnético com as células, os
resultados de viabilidade celular apresentaram oscilacoes entre os dois periodos de tempo,
indicando que ap6s 24h as células tumorais se recuperam e voltam ao seu metabolismo
normal.

A citotoxicidade das amostras funcionalizadas com o farmaco, FesO,/CH/DOX e
Fe30,/Si05/DOX, em comparagao com a DOX livre foi investigada em células da li-
nhagem MCF-7. A eficiéncia do carregamento foi igual a 47% e 69%, respectivamente.
Essa eficiéncia foi calculada pela Equacao 4.1, a partir da quantidade de DOX remanes-
cente nas solucoes sobrenadantes do processo de funcionalizacao, obtidas por medidas de
absorbancia no UV-VIS.

Assim como as NPMs, as propriedades da molécula de DOX em solucao, Figura,
sao dependentes do pH do meio. Os grupos amino presente na estrutura sao facilmente
protonados em pH acido. Ja em pH neutro e levemente béasico, a presenca de moléculas
neutras comecam a se tornar predominantes. Dessa forma, como a funcionalizacao do
farmaco DOX foi realizada em meio com pH neutro, ambas as particulas como também a
molécula de DOX, estao presentes em partes na forma neutra e em outras ionizadas, sendo
a conjugacao da molécula em ambas as amostras um misto de interacoes eletrostaticas e
pontes de hidrogénio [117-119|.

Os graficos de viabilidade celular pelo ensaio do MTT estao apresentadas na Figura
5.12 (a) e (b), para as concentragoes de DOX e NPMs estabelecidas nos Grupo 1 e 2,

respectivamente. Na Figura 5.12 (a), é possivel verificar que ocorreu uma diminuigao
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da viabilidade celular em relacao ao controle estatisticamente significativa, para todas as
concentracoes das amostras de DOX livre e Fe30,/CH/DOX, além de refletir um decai-
mento tempo-dependente em nivel de metabolismo celular. E importante destacar que,
para a amostra Fe;O4/CH/DOX, a viabilidade celular reduziu de maneira significativa
em relacao as respectivas concentracoes de DOX livre. Esse resultado sugere que as NPMs

facilitaram a internalizacdo do farmaco aumentando sua eficiéncia [106].
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Figura 5.12: Ensaio do MTT em células tumorais MCF-7 expostas as NPMs do Grupos 1 (a,b) e Grupo 2 (c,d). *Diferenca
estatisticamente significativa em relacdo ao controle (p < 0.05). # Diferenca estatisticamente significativa em relagdo a
concentracdo de DOX correspondente (p < 0.05). (— — —) Norma ISO 10993 — 5 : 2009.

Para os tratamentos mostrados na Figura 5.12 (b), também houve uma diminui¢do
significativa da viabilidade celular em relacao ao controle, para todas as concentragoes,
em ambos os periodos de incubagao. No periodo de 24h, a concentracao de 1 pg/mL da
amostra de NPMs, Fe30,/Si0s/DOX | foi a tinica dosagem que apresentou uma diferenga
significativa em relagao a mesma concentracao de DOX livre. Para o restante, a eficiéncia
das NPMs carregadas foi semelhante a de DOX livre.

E interessante destacar, que ambos os ensaios foram realizados em meio com pH de
7,4. Assim como no carregamento do farmaco, a liberagao é afetada pelo valor do pH do
meio. Trabalhos na literatura reportaram que a liberacao do farmaco DOX é facilitada
em pH 4cido para ambos os recobrimentos [106, 119, 120)].

Com base nesses resultados, fica evidente o efeito citotoxico que o farmaco DOX
provoca nas células tumorais MCF-7 quando carreadas pelas NPMs. Esse fato fornece
beneficios para as aplicagoes de controle e liberacao de farmacos, principalmente por
envolver a diminuicao da dosagem do farmaco e a liberagao local no 6rgao alvo mediada

pela aplicacao de um campo magnético.
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5.2.2 Microscopia Eltronica de Varredura

As anélises estruturais das células MCF-7 sem e apos o tratamento com as NPMs, no
periodo de incubacgao de 48h, foram realizadas por MEV e estao apresentadas nas Figuras
5.13 e 5.14 para as NPMs dos Grupos 1 e 2, respectivamente. O conjunto de imagens do
Grupo 1, na Figura 5.13, exibe as células submetidas a diferentes tratamentos, sendo em
(a) o controle positivo, (b,c) concentracao de 25 ug/mL e (d,e) concentracao de 50 ug/mL
das amostras FezOy e Fe3O,/CH, respectivamente. Na imagem do tratamento controle,
Figura 5.13 (a), pode-se observar que as células possuem formato poligonal com varios
nucléolos e com crescimento agrupado, tipicos da linhagem MCF-7, por toda a superficie
da laminula.

Para as células tratadas com as NPMs, as formas gerais e de crescimento apresentaram
semelhancas com aquelas do controle. Para o tratamento com concentragao de 25 pg/mlL,
as NPMs sem recobrimento, Fe3Oy, Figura 5.13 (b), aparecem na forma de grandes aglo-
merados e um indicio de ruptura da membrana celular ¢ aparente. Para o tratamento
com a amostra Fe3O,/CH, Figura 5.13 (c), nao fica evidente a presenca de aglomerados
de particulas, indicando que o recobrimento da quitosana na superficie ajudou na disper-
sao das NPMs. Além disso, a presenca das células bem aderidas ao substrato revelam a
auséncia de sérios danos na membrana celular. Ja para o tratamento na concentracao de
50 pg/mL, na amostra FezO,, Figura 5.13 (d), observa-se grandes aglomerados de parti-
culas na superficie da membrana celular, ocasionando um encolhimento da célula com o
comprometimento da adesao ao substrato e entre as células, além da presenca de ruptura
do citoplasma. Na Figura 5.13 (e), tratamento com a amostra FesO,/CH, a dispersao
das NPMs é evidenciada pela auséncia de aglomerados na imagem. A integridade da
membrana celular é clara, sendo esse resultado muito parecido com o tratamento con-
trole. Esses resultados evidenciam a importancia da dispersao das NPMs para aplicacoes
biomédicas.

A presenca das NPMs interagindo com as células e os danos causados pelas mesmas
corroboram os resultados obtidos pelo ensaio do MTT, no qual, no periodo de 48 h, as
concentragoes de 25 e 50 pg/mL para a amostra FezO,, diminuiram a viabilidade celular
de forma estatisticamente significativa em relagao ao controle, sendo a tiltima citotoxica as
células. Por outro lado, nas mesmas concentragoes, a amostra Fe3O4/C H nao apresentou
reducao da viabilidade celular para ambas as concentragoes.

Para o Grupo 2, a Figura 5.14 apresenta as imagens de MEV das células MCF-7 sub-
metidas aos tratamentos controle (a), DOX livre 10 ug/mL (b) e expostas as amostras
Fe304 e Fe30,4/Si04 com concentracao igual a 10 pg/mL (c,d) e 50 pg/mL (ef), res-
pectivamente, no periodo de 48 h. Na amostra do controle, Figura 5.14 (a), verifica-se a
presenca de células saudaveis, com prolongamentos do citoplasma que favorecem a adesao

ao subtrato. Células com formato poligonal e crescimento agrupado também sao obser-
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vados. Na Figura 5.14 (b), as mudancgas morfologicas sofridas pela célula na presenca
de DOX, revelam o efeito citotoxico do farmaco. A perda de aderéncia com o substrato,
encolhimento da membrana celular, a presenca de depressoes e rupturas no citoplasma

sao acentuados e levam a apoptose celular.

Figura 5.13: Imagens de MEV de células MCF-7 incubadas por 48 h com diferentes concentracbes das amostras Fe3Oa
e Fe304/CH, respectivamente. Sendo em (a) a amostra controle, (b,c) expostas a concentracdes de 25 pg/mL e (d,e)
50 pg/mL. Nucleo (Nu), Nanoparticulas (NPMs), (ff) Rupturas no citoplasma.

O tratamento das células com a concentragdo de 10 pg/mL de NPMs mostra, para
ambas as amostras FezOy e Fe30,/Si0,, Figura 5.14 (c¢) e (d), a presenga de aglome-

rados de NPMs aderidos a superficie da membrana celular, mas em um aspecto geral, a
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célula estd bem aderida ao substrato, sem danos aparentes na membrana. Para ambas
as amostras Fe3Oy e Fe30,4/Si0, com concentragio de 50 pg/mL, Figura 5.14 (e) e (f),
respectivamente, a presenca de aglomerados de NPMs aderidos a superficie da membrana
celular é bastante acentuado. Esses aglomerados podem forcar, de forma mecanica, a
superficie da membrana celular, levando a sua ruptura e, consequentemente, a morte das
células. Esses resultados foram vistos, de maneira semelhante, pelo ensaio do MTT. Di-
ferentemente do que foi observado para a amostra Fe3O4/CH, o recobrimento de silica
sozinho nao melhora a dispersao das NPMs, embora proteja o nticleo magnético de reagir

com o meio.
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Figura 5.14: Imagens de MEV de células MCF-7 incubadas por 48 h com diferentes concentra¢des das amostras Fe3O4 e
Fe304/8i02, respectivamente. Sendo em (a) a amostra controle, (b) DOX livre 10 pg/mL, (c,d) expostas a concentragoes
de 25 pg/mL e (e,f) 50 pg/mL. Nucleo (Nu), Nanoparticulas (NPMs), (1) Rupturas no citoplasma, (=) Depressbes no
citoplasma, (**) Encolhimento da membrana.

As imagens de MEV das células MCF-7 tratadas por 48 h com as amostras funcionali-
zadas com DOX, Fe304/CH/DOX e Fe30,/Si05/DOX, estao apresentadas na Figura
5.15 (a) e (b), respectivamente. Na Figura 5.15 (a), para a concentragao de 12,5 pug/mL
da amostra Fe;O0,/CH/DOX, nao é possivel visualizar a presenca de aglomerados das
NPMs, mas fica evidente o efeito citotéxico nas células. Observam-se mudancgas morfo-
logicas como a presenca de depressoes pela membrana, superficie irregular e quebra dos
prolongamento de adesdo ao substrato. Para a amostra Fe304/Si05/DOX, Figura 5.15

(b), com concentragao de 10 pg/mL, as mudangas morfologicas sdo menos acentuadas,
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entretanto, visualiza-se uma perda de aderéncia com o substrato, além, da presenca das

NPMs aderidas a superficie da membrana.

bt HPW  mode
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10.00 kV 0.0 " 41.4 pm A+B

Figura 5.15: Imagens de MEV de células MCF-7 incubadas por 48 h com 12,5 pug/mL da amostra FezO4/CH/DOX (a)
e 10 pug/mL da amostra Fe3zO4/Si02. Nanoparticulas (NPMs), (ft) rupturas no citoplasma, (=) depressbes no citoplasma,
(**) encolhimento da membrana.

Essa diferenca entre os efeitos provocados pelas amostras de NPMs esta relacionado
ao mecanismo de resisténcia multipla a farmacos (Multi Drug Resistance-MDR) que pode
ser observada em algumas células tumorais, e consiste no fato de que algumas proteinas
responsaveis pelo trasporte transmembrana provocam o efluxo dos quimioterapicos, sendo
a resisténcia promovida pela proteina glicoproteina-P (P-pg) uma das mais estudas. Entre
outros, a DOX é um quimioterapico que esta envolvido nesse fenomeno [121].

Na amostra Fe3O,/CH/DOX o efeito da DOX nas células MCF-7 em comparacao
com as mesmas concentragoes de DOX livre é pronunciado e pode estar relacionada com
o processo de internalizacao das NPMs por endocitose, que aumenta a eficiéncia da DOX,
uma vez que nao tem chances de serem barradas pela proteina P-pg [120]. J& para
amostra Fez0,/Si02/DOX, embora as particulas possam ser internalizadas, o fato de
serem maiores e se aglomerarem com facilidade na superficie da membrana celular faz
com que a DOX carregada nas NPMs tenda a se difundir pela superficie da membrana,
e assim sofrer resisténcia, refletindo nos resultados semelhantes ao da DOX livre, como

visto pelo ensaio do MTT.

5.3 Preparacao de Hidrogéis Magnéticos de Quitosana

A producao dos hidrogéis de quitosana foi realizada por um processo fisico sem a adicao
de um reticulante externo. A solubilizacao da quitosana ocorreu em meio acido, levando a
protonagao dos grupos amina da quitosana (pKa 6,3). A neutralizagdo dos grupos amina
por meio de uma solucao de hidréxido de s6dio impede que ocorra uma repulsao idnica
entre as cadeias poliméricas. Por outro lado, permite a formacgao de pontes de hidrogénio

e interacoes hidrofébicas entre os grupos N-acetil que agem como sitios reticulantes no
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hidrogel [122,123]. A Figura 5.16 apresenta a imagem dos higrogéis de quitosana pura
2,5 % (m/m) (CHG), e com a adicdo das NPMs de magnetita nas concentragoes de
6,25 % (CHF1), 13,5 % (CHF2) e 27 % (CHF3). Nao foi possivel detectar visualmente

a formacgao de aglomerados, o que sugere uma bhoa dispersao das NPMs no hidrogel.

~

Figura 5.16: Imagens dos hidrogéis preparadas, (a) CHG, (b) CHF1, (¢) CHF2 e (d) CHF3.

5.3.1 Difratometria de Raios X

A andlise estrutural das amostras secas da quitosana purificada, das NPMs sintetiza-
das, Fe30,/CHG, e dos hidrogéis magnéticos CHF'1, CHF2, C'HF'3 estao apresentados
na Figura 5.17. Na literatura, a quitosana é caracterizada como um polimero semicrista-
lino, indexada com uma célula unitaria ortorrémbica, embora uma estrutura monoclinica
nao seja excluida como uma possibilidade alternativa [124]. A célula unitaria contém duas
cadeias de quitosana antiparalelas que podem ou nao, ser estabilizadas por moléculas de
agua, acido ou sais, gerando diferentes polimorfos cristalinos de quitosana [125,126]. Os
diferentes polimorfismos e cristalinidade dependem das condicoes experimentais e do peso
molecular da quitosana [46,127]. Na Figura 5.17 (a), para a amostra de quitosana, um
pico muito intenso aparece em 20,4° e esta associado a reflexdo (200). Uma ampla faixa
abaixo do pico esté associada a forma amorfa do material [128,129].

No difratograma da amostra FesO,/CHG, Figura 5.17 (b), as intensidades relativas
e as posicoes dos picos em 26 estao em concordancia com a ficha padrao da magnetita
88-0315, do banco de dados ICDD. A presenca da quitosana nao apresentou nenhuma
interferéncia na estrutura da magnetita. O t. foi calculado aplicando-se a férmula de
Scherrer no plano de reflexdo (311), sendo o valor encontrado igual a 7,9 £+ 0,9 nm.

Foram realizadas medidas de DRX dos hidrogéis liofilizados para confirmar a presenca
das NPMs. Na Figura 5.17 (c), é possivel verificar para todas as amostras o pico de
difragao referente ao plano (200) da quitosana. As reflexdes da magnetita também estao
presentes, e conforme aumenta a quantidade de NPMs, amostra C'H F'3, mais evidentes
os picos de difracao se tornam. Na amostra C'H F'2, na regiao entre 25° e 35°, ainda se

observa indicios da estrutura da quitosana.
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Figura 5.17: Difratogramas de raios X das amostras (a) CHG, (b) Fe3O4/CHG e (c) das amostras CHF1, CHF2 e
CHF3.

5.3.2 Espectroscopia no Infravermelho

Medidas de FTIR foram realizadas para confirmar o recobrimento das NPMs de mag-
netita com a mesma quitosana utilizada nos hidrogéis, CHG. A Figura 5.18, apresenta
o espectro das amostras de quitosana pura, CHG, NPMs de magnetita pura, FezOy, €
das NPMs de magnetita recobertas com quitosana, Fe3;O,/CHG. Na Tabela 5.4, estao
descritas as bandas caracteristicas para as principais vibracgoes presentes no espectro da
amostra FesO4/CHG. E possivel verificar que para a amostra FesO4/CHG, as regides
destacadas no espectro mostram a presenca das ligagoes comuns a quitosana pura e as
NPMs de magnetita pura, com destaque para a regiao 111, que ¢ referente a sobreposicao
de duas vibragoes, o estiramento N — H das aminas primarias e a do grupo amida II,
presentes em unidades desacetiladas. As regioes VI e VIII, que se referem ao estiramento
da ligagdo (C'— O — (') presente na unidade sacaridea da quitosana e a regiao IX, com as
vibragoes de estiramento da ligacao F'e — O da NPMs de magnetita. Com isso, é possivel

evidenciar que as NPMs de magnetita foram eficientemente recobertas com quitosana.
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Figura 5.18: Espectro de absor¢cdo na regido do infravermelho das amostras de quitosana pura CHG, Fe3zO4 e
Fe304/CHG.

Tabela 5.4: Bandas caracteristicas no infravermelho para a amostra Fe3O4/CHG .

N° de onda (cm™1) Vibragao

I 3500 - 3200 v(N — H),
v(O—H)
IT 2917,2851 v(C—H)
I11 1580 Amida II,
v(N — H)
v 1417 —OH alcool T
C — H no anel
\Y% 1372 C—-N
VI 1149 B(1 = 4)
v(—0-)
VII 1069 Cc-0-C
VIIT 885 B(1 —4)
v(—0-)

IX 620, 571, 437 v(Fe — 0)
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5.3.3 Anadlise Termogravimétrica

As curvas termogravimétricas das NPs de magnetita bem como dos hidrogéis, estao
apresentados na Figura 5.19. Na Figura 5.19 (a), estao presentes as amostras das NPs
recobertas com quitosana, FesO,/CHG, e da quitosana pura, CHG. E possivel verificar
a perda de massa inicial entre 30 ¢ 100 °C' de 1,64 % e 2,31 %, respectivamente, referente
a perda de adgua adsorvida na superficie das amostras. Na amostra, C HG, a pir6lise das
unidades sacarideas da quitosana ocorre entre 200 e 400 °C', com méaxima variacao de perda
no DTG em 303 °C'. Em seguida, ocorre oxidagao dos residuos de carbono até completa
degradagao em 700 °C. Para a amostra Fe3O,/CHG, o perfil de degradacao é similar
ao da quitosana pura. A variacdo maxima de perda de massa ocorre em 241 °C', seguida
da degradacao oxidativa dos residuos de carbono, com méaxima no DTG em 359 °C),
resultando em uma perda de massa equivalente a 43,02 % da massa total. Vale ressaltar
que a oxidacao das NPMs ocorre em temperaturas similares a de degradacao do polimero
de forma que as perdas de massa se sobrepoem. Além disso, a superficie das NPMs
pode fornecer sitios ativos para a degradacao do polimero, visto que 6xidos de ferro sao

conhecidos por suas propriedades cataliticas.
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Figura 5.19: Curvas termogravimétricas para as amostras da quitosana CHG juntamente com s NPMs (a) FezO4/CHG
e os hidrogéis (b) CHF1, CHF2 e CHF3.

Nas Figura 5.19 (b), estdo apresentadas as curvas de TG das amostras dos hidrogéis
CHG, CHF1, CHF2 e CHF3. E possivel verificar a similaridade entre as curvas da
amostra pura e com a incorporacao das NPs de magnetita. Além disso, a presenca das
NPs promove uma reducao nas temperatura de degradacao do polimero, com variacao
maxima no DTG em 537, 500 e 489 °C para as amostras CHF1, CHF2 e CHF3,
respectivamente. Com isso, verificamos que a presenca das NPMs auxilia na degradagao
dos residuos de carbono, e que com um aumento da quantidade das NPMs o méaximo
da taxa de degradacao se desloca para temperaturas menores. Além disso, foi possivel
estimar a quantidade de NPMs presente nas amostras, sendo os valores encontrados de
1,15, 3,04 e 6,23 %, para as amostras CHF1,CHF2 e CHF3, respectivamente. Esses

resultados incluem o valor estimado da quantidade de recobrimento de quitosana e estao
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bem proximos dos valores da porcentagem em massa de NPMs adicionadas no hidrogel

inicialmente.

5.3.4 Microscopia Eletronica De Transmissao e de Alta Resolugao

As NPMs sintetizadas para a incorporagao nos hidrogéis foram analisadas por mi-
croscopia eletronica de transmissao e de alta resolucao. Na Figura 5.20 esta presente a
imagem da amostra Fe3O4/CHG, juntamente com o histograma da distribuicao de ta-
manho das particulas. Na imagem da Figura 5.20 (a), as particulas estdo bem definidas
e apresentam morfologia aproximadamente esférica, uma camada em volta das particulas
deixa evidente a presenca da quitosana na superficie das NPMs [106,130]. O histograma
de tamanho, Figura 5.20 (b), corresponde a um distribui¢cdo LogNormal com tamanhos
entre 5 e 17 nm e didmetro médio (D,,) de 9,4 + 0,1 nm.
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Figura 5.20: Micrografia eletronica de transmissdo (a) e distribuicido de tamanho (b) da amostra Fe3O4/CHG

A Figura 5.21 apresenta a imagem de microscopia eletronica de transmissao de alta
resolucdo da amostra Fe3O,/CHG. Para as particulas na imagem, estdo claramente
visiveis as franjas dos planos cristalinos paralelos. Essas franjas correspondem a um
conjunto de planos no interior da particula e revelam de forma satisfatoria a cristalinidade
e uniformidade estrutural da amostra [101, 131]. As distincias entre as franjas foram
medidas e os valores encontrados foram de 0,294 nm e 0,255 nm, os quais estao em boa
concordancia com a distancia espacial dos planos (220) e (311) da estrutura espinélio da
magnetita na ficha 85-0315 do banco de dados ICDD.
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Figura 5.21: Imagem de MET-AR para a amostra Fe3O4/CHG. As imagens ao lado esquerdo sdo ampliacbes para
evidenciar os planos cristalinos paralelos.

5.3.5 Microscopia Eletronica de Varredura

Informagoes sobre a estrutura dos hidrogéis foram obtidas por MEV, nas amostras sem
e com NPMs de magnetita. As amostras foram congeladas utilizando nitrogénio liquido
e, em seguida, liofilizadas por 96 h. As Figuras 5.22 (a e b) mostram as micrografias do
hidrogel C' HG, nas quais é possivel observar uma estrutura 30 altamente porosa com o
interlagamento entre si das cadeias da quitosana.

A adicao das NPMs, Figura 5.22 (c,d), (e,f) e (g,h) amostras CHF1, CHF2 e CHF3,
repectivamente, nao perturba a estrutura original do hidrogel de quitosana pura, entre-
tanto nota-se que a densidade de poros diminui conforme a adicdo de NPMs ocorre. E
possivel que a presenca das NPMs com o recobrimento de quitosana forneca novos sitios

ativos de reticulacao.
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Figura 5.22: Imagens de MEV para as amostras (a,b) CHG, (c,d) CHF1, (e,f) CHF2 e (g,h) CHF3.
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5.3.6 Reologia

O estudo das propriedades viscoelasticas dos hidrogéis fornece informacoes sobre a
estrutura interna dos mesmos. Para as amostras CHG, CHF1, CHF2 e CHF3, os
modulos elastico (G') e viscoso (G”) foram avaliados em funcao da frequéncia, e estdo
apresentados na Figura 5.23. Para todas as amostras, o valor de G’ é maior que de
G", e ambos, especialmente GG, sao quase independentes da frequéncia no intervalo de
0,1-100 rad/s. Esse comportamento é caracteristico de hidrogéis fortes ou totalmente
desenvolvidos [84,132].
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Figura 5.23: Variacoes dos modulos viscoso e elastico dos hidrogéis CHG, CHF1, CHF2 e CHF3 em fungio da frequéncia.

Os valores dos modulos elastico (G) e viscoso (G%) no equilibrio foram calculados
para as amostras de hidrogéis de quitosana pura e com adicao das NPs de magnetita, e
estao indicados na Tabela 5.5. Esse valor foi calculado fazendo a média dos valores de G’
e G" no platd em baixas frequéncias [132]. O modulo G2, possui uma dependéncia com a
quantidade de NPMs adicionadas a matriz, ou seja, quanto maior a quantidade de NPMs
maior é o valor de G, refletindo no aumento da elasticidade do hidrogel com a adicao
de NPMs. A introducao de 6,25% (m/m) de NPs de magnetita na amostra CHF1,
leva a um aumento significativo no moédulo elastico de equilibrio, quando comparado
com a quitosana pura. Um aumento em maior extensao é observado para as amostras
CHF2 e CHF3 com 13,5% e 27% (m/m) de NPs, respectivamente. Esse aumento das
propriedades mecanicas é esperado quando se deseja introduzir NPMs em uma matrix de
gel, uma vez que as NPMs agem como pontos de reticulacao, e dessa forma, aumentam a

conectividade entre as cadeias [78,133].
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A incorporacao das NPs nao afeta o comportamento viscoelastico dos hidrogéis ex-
pressado pela tangente de dissipacao, Equacao 2.15. Todas as amostras apresentaram
tan(d) < 1 (G' > G"), ou seja, o comportamento do material se aproxima de um soélido
elastico [82,132,134].

Tabela 5.5: Valores dos modulos GL, G e tan(d) para as amostras de hidrogéis CHG, CHF1, CHF2 e CHF. *DP é o
desvio padrao relativo da medida.

Amostras G, (Pa)/DP G” (Pa)/DP tan(d)

CHG 2320,52 £15,01 173,64 +£10.76 0,07483
CHF1 2918,46 + 33,00 213,28 £10,39 0,07308
CHF? 2944,93 + 29,64 213,80 £10,18 0,07260
CHF3 3215,32 +£43,93 222,90 £13,75 0,06964

5.3.7 Magnetometria de Amostra Vibrante

A Figura 5.24 apresenta as curvas de magnetizacao em funcao do campo magnético
para amostras Fe;O4/CHG, CHF1, CHF2 ¢ CHF3 na temperatura de 275 K. Na
Figura 5.24 (a), a amostra de Fe3O,/CHG apresentou um comportamento tipico do
superparamagnetismo, com os valores de H. e M, proximos de zero. Devido essa medida
ter sido realizada em amostra em po6, a alta concentracao de particulas pode resultar
em interagoes dipolares que leva ao aparecimento de uma pequena histerese [115], como
é possivel observar no destaque ao lado direito da figura. O valor de M encontrado,
com um campo aplicado de 5 kOe, foi 42,67 emu/g. Embora ndo tenha sido obtido a
M, com essa intensidade de campo aplicado, esse valor é similar ao encontrado para a
amostra Fe3O4/CH na primeira etapa desse trabalho e aos valores de M reportados
na literatura [106, 135, 136]. Normalizando esse valor da magnetizacao pela massa de
quitosana obtida por TG foi encontrada uma magnetizacao para o nucleo magnético de
74,89 emu/g.

Para as amostras dos hidrogéis CHF1, CHF2 e CHF3, Figura 5.24 (b), (¢) e (d),
respectivamente, é possivel observar o efeito da quitosana de forma predominante nas
curvas de magnetizacao em funcao do campo magnético. Devido a quitosana ser um
polimero natural e nao apresentar magnetizacao, ¢ esperado um comportamento para-
magnético, ou seja, uma reta. Para as amostras CHF1, CHF2 e CHF3 a concentragao
de NPMs utilizadas foram 6,25, 13,5 e 27 %, respectivamente, em relacdo a massa de
quitosana. Conforme sdo adicionadas as NPMs de Fe3O4/CHG), as curvas apresentam
um comportamento em formato de ’S” e revelam a magnetizacao decorrente das NPMs,
sendo esse efeito maior conforme o aumento na concentracao das NPMs ocorre. A Figura
5.25 apresenta uma fotografia da amostra de hidrogel CH F'3 em agua deionizada, sendo
que em (a) o hidrogel esta sob auséncia de um campo magnético externo, e em (b) o

hidrogel esté sob a influéncia de um campo magnético externo. Pela imagem fica evidente
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a presenca de magnetizacao nos hidrogéis. As quantidades de NPMs podem ser ajustadas
dependendo da aplicacao desejada, que como ja mencionado anteriormente, pode variar
desde scaffolds na engenharia de tecido, membranas terapéuticas, como em hipertermia e

liberacao controlada de farmacos.
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Figura 5.25: Fotografias da amostra de hidrogel CHF3 em agua deionizada sob (a) auséncia de um campo magnético e
(b) presenca de um campo magnético.



Capitulo

Conclusoes e Perspectivas

6.1 Conclusoes

Diante dos objetivos propostos e com base nos resultados obtidos destacam-se as se-
guintes conclusdes: (i) a sintese de NPMs de Fe3Oy4 via comprecipitacio foi eficaz. As
modificacoes na superficie das NPMs se mostraram eficientes e foram confirmadas por
medidas de FTIR, onde as bandas de absorcao caracteristicas do acido oleico, silica e
quitosana foram identificadas nas amostras Fe3O,/AO, Fe30,/Si0Oy € Fe3O4/CH, res-
pectivamente. As imagens de MET indicaram NPMs aproximadamente esféricas, com
uma distribuicao de tamanhos estreita, sendo possivel visualizar o efeito dos recobri-
mentos na dispersao das particulas. Esse efeito também foi observado pelas medidas de
DLS, onde observou-se a diminuicao dos D), das particulas. Os valores de PDI indica-
ram que as NPMs possuem carater moderadamente polidisperso, resultado confirmado
pelos histogramas do MET. Em pH neutro, o ¢ indicou que em meio aquoso as NPMs
Fe30y, Fe30,/S5i05 possuem uma carga de superficie negativa, enquanto que, na amos-
tra Fe3O4/CH a superficie se encontra carregada positivamente, revelando seu carater
policationico. As medidas de magnetizacao revelaram que a presenca dos recobrimentos
nao alteram o carater superparamagnético das amostras, constatado pela auséncia de his-
terese, essencial para as aplicagoes biomédicas. Entretanto, a magnetizagao das amostras
é reduzida em virtude da quantidade do recobrimento na superficie das amostras, uma
vez que sao compostos organicos e nao contribuem para a magnetizagao; (i7) as amos-
tras FesO4/CH e Fez0,/Si0,, com diferentes tratamentos, submetidas aos ensaios de
citotoxicidade em células tumorais MCF-7 indicaram uma reducao do efeito toxico das
NPMs nas células, quando comparadas com a amostra sem recobrimento, FesO4. Ou
seja, o recobrimento empregado é fundamental para uma boa dispersao das NPMs no
meio. Por meio das imagens de MEV foi possivel observar que a amostra FezO4/Si0,
apresentou aglomerados de particulas na membrana das células de forma mais acentuada

que a amostra FezO,/CH, indicando que a estabilizagdo das NPMs com silica nao é su-
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ficiente para evitar que as particulas nao se aglomerem. A funcionalizacao do farmaco
doxorrubicina (DOX) na superficie das amostras ocorreu por conjugacgao eletrostatica e
interagoes de ponte de hidrogénio, com eficiéncia de carregamento de 47 ¢ 69% para as
amostras Fe;Oy/CH/DOX e Fe304/S103/DOX, respectivamente. Os resultados do
ensaio de M'TT, com diferentes tratamentos das NPMS, revelaram uma reducao da vi-
abilidade celular estatisticamente significativa em relacao ao controle. Para a amostra
Fe304/CH/DOX, a reducdo da viabilidade também foi significativa em relacao as mes-
mas concentragoes de DOX livre, indicando uma melhor eficiéncia na liberagao do farmaco.
Por outro lado, a amostra Fe30,/Si0y/DOX apresentou resultados similares ao da DOX
livre. As andlises MEV mostraram mudancgas morfologicas acentuadas, como a perda de
adesao das células ao substrato e rupturas no citoplasma indicando o efeito citotoxico da
DOX liberada pelas NPMs. (iii) A preparagao das NPMs para a incorporagao no hidrogel
foi realizada via coprecipitacdo. A amostra FezO,/CHG apresentou as bandas carac-
teristicas da quitosana na superficie das NPMs. As anélises morfologicas apresentaram
particulas aproximadamente esféricas e com distribuicao de tamanhos estreita. Foi pos-
sivel visualizar uma fina camada do polimero de quitosana na superficie das particulas.
Por meio das imagens de MET-AR foi possivel visualizar as franjas dos planos cristalinos
no interior da particula com distancias espacias em concordancia com as dos planos da
estrutura espinélio da magnetita obtida por DRX. A preparacao de hidrogéis de quitosana
sem a adicdo de um agente de reticulagdo externo foi obtido de forma satisfatoria. A in-
corporacao das NPMs também ocorreu de forma eficaz, sem a formacao de aglomerados,
sugerindo uma boa dispersao das particulas. As medidas de DRX confirmaram a presenca
das fases da magnetita nas amostras dos hidrogéis. Por medidas de TG foi confirmado a
quantidade de NPMs na matriz polimérica. As imagens de MEV revelaram a estrutura
porosa do hidrogel. A adicao das NPMs na matriz polimérica induziu a formacao de
novos sitios ativos de reticulacdo levando a um aumento na conectividade das cadeias. As
medidas reologicas mostraram a formagao de um hidrogel forte com os modulos G' > G”
e com comportamento viscoelastico proximo a de um soélido elastico (tan(d) < 1). O valor
de G/, aumentou conforme a quantidade de NPMs no hidrogel amentaram. Esse resultado
reflete um aumento na resisténcia do hidrogel em virtude do aumento da conectividade
entre as cadeias. Medidas de VSM revelaram a presenca das NPMs na matriz do hidrogel.
O efeito se torna mais evidente conforme aumenta a concentracao das NPMs.

Em resumo, pode-se concluir que foram obtidas nanoparticulas de magnetita recober-
tas com diferentes agentes modificadores de superficie de forma efetiva, com eficiéncia
na funcionalizacao com o farmaco DOX e que podem ser usados como carreadores em
sistemas de liberacao de farmaco. Aliado a isso, foram obtidos sistemas de hidrogéis
magnéticos com a possibilidade de unir em um tnico nanocompésito as terapias de hi-
pertermia magnética e liberacao de farmaco com potencial de aumentar a eficiéncia no

tratamento do cancer.
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6.2 Perspectivas

Diante dos resultados obtidos, o trabalho gerou uma série de perspectivas das quais
pode-se destacar: (i) a realizacao de medidas de magnetizacao em fun¢ao da temperatura
para a obtencao da temperatura de bloqueio (Tg), bem como realizar medidas de his-
terese magnética em diferentes temperaturas para as amostras FezO,/AO, Fe30,4/S5i0
e Fe30,/CH com o proposito de verificar os efeitos dos diferentes recobrimentos; (i)
com o intuito de auxiliar o desenvolvimento de protocolos de tratamentos, ensaios de
liberacdo da DOX nas amostras Fe3O4/CH/DOX e Fe30,/Si0s/DOX em funcao do
pH devem ser realizados e com isso, avaliar o desempenho das amostras em condicoes
especificas; devido a molécula de DOX possuir fluorescéncia, investigar a internalizacao
das NPMs nas células MCF-7 por microscopia de fluorescéncia e confocal; (iii) investigar
a capacidade de aquecimento dos hidrogéis em equipamento de hipertermia magnética em
colaboracao com o laboratorio IMP - Ingénierie des Matériaur Polymeéres da Université
Claude Bernard Lyon 1 - FR, bem como realizar um estudo de carregamento e liberacao

com o farmaco paracetamol.
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