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RESUMO

Segundo dados do INCA, o cancer é a segunda maior causa de morte no pais, sendo
gue os tratamentos convencionais para a doenca, quimioterapia e radioterapia, nao
séo capazes de selecionar as células doentes, o que leva a efeitos indesejaveis para
o paciente. Com o intuito de otimizar o tratamento do cancer, bem como de outras
doencas, nanodispositivos vém sendo estudados para aplicacdo na liberacéo
controlada de farmacos. Neles, as nanoparticulas magnéticas sdo usadas como
ndcleos magnéticos, para direcionar o farmaco até a regiao desejada. Um polimero é
utilizado como material biocompativel, o qual é responséavel pela imobilizacdo do
farmaco nas nanoparticulas e permite sua liberacdo mediante um estimulo externo
(aquecimento). Com o intuito de se desenvolver tais nanodispositivos, hanoparticulas
magnéticas de o6xido de ferro foram sintetizadas através da técnica de coprecipitacao
(sonoguimicamente assistida ou ndo) e funcionalizadas com alcoxisilanos (APTMS e
MPTS), o que permitiu seu encapsulamento com diferentes polimeros como poli(n-
isopropilacrilamida) e policaprolactona. A caracterizacdo dos nanodispositivos foi
realizada através das técnicas de DRX, MEV e DLS, confirmando o desenvolvimento
de um dispositivo de escala reduzida, com estreita faixa de distribuicdo de tamanhos
e com estabilidade adequada para aplicacdo requerida na area da biomedicina. A
técnica de espectroscopia na regido do infravermelho, bem como a curva de titulacédo
potenciométrica, foi utilizada para confirmar a funcionalizacdo das particulas e seu

posterior encapsulamento.

Palavras-chave: Nanoparticulas magnéticas. Liberacdo controlada de farmacos.

Polimeros termossensiveis.



ABSTRACT

According to INCA, cancer is the second biggest cause of death in the country.
Furthermore, conventional treatments for the disease, chemotherapy and
radiotherapy, are not able to select the diseased cells, which leads to undesirable
effects for the patient. In order to optimize the treatment of cancer and other diseases,
nanodevices have been studied for application in controlled release of drugs. Magnetic
nanoparticles are used as magnetic cores, in order to direct the drug to the desired
area. A polymer is used as biocompatible material, which is responsible for
encapsulating the drug in the nanoparticles and allowing its release by an external
stimulus (heating). In order to develop a nanodevice, magnetic iron oxide nanoparticles
were synthesized by coprecipitation technique (sonochemically assisted or not) and
functionalized with alkoxysilanes (APMTS and MPTS), which allowed it encapsulation
in different polymers, like poly(N-isopropylacrylamide) and polycaprolactone. The
characterization of the nanodevices was carried out by XRD, SEM and DLS
techniques, among others, confirming the development of a small-scale device with a
narrow range of size distribution and adequate stability required for application in the
biomedical field. The spectroscopy in the infrared region, and the potentiometric
titration curve, was used to confirm the functionalization of the particles and their

subsequent encapsulation.

Keywords: Magnetic nanoparticles. Controlled drug delivery. Thermosensitive

polymers.
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1  INTRODUGAO

Sistemas de liberacdo controlada de farmacos vem sendo amplamente
estudados nos ultimos anos, neste contexto surge o interesse em particulas com
dimensBes nanométricas. A utilizacdo de nanoparticulas como um sistema de
liberacéo de farmacos vem melhorando o controle da liberagdo, a estabilidade e a
toxicidade do principio ativo [1].

Estudos mais recentes empregam nanoparticulas magnéticas como carreadores
de farmacos, sendo a magnetita (FesO4) e a maghemita (y-Fe203) os materiais mais
utilizados nas aplicacfes in vivo. Cobalto, cromo e niquel, entre outros materiais,
devem ser evitados para tais aplicacdes, visto que apresentam alta toxicidade e
podem acarretar em mudancas em longo prazo na cinética enzimatica [2].

A elevada reatividade fisico-quimica na superficie das nanoparticulas
magnéticas e o risco de corrosdo das mesmas levam a necessidade de encapsula-las
ou revesti-las com materiais de protecdo, como polimeros [1]. Polimeros como
poli(isopropil acrilamida), policaprolactona e quitosana sdo comumente utilizados na
biomedicina, gracas a sua nao toxicidade e biocompatibilidade, o que permite a
protecdo das nanoparticulas e a elevagcdo do tempo de permanéncia do farmaco no
organismo, sem prejudicar o paciente.

Neste trabalho, nanoparticulas magnéticas de éxido de ferro foram sintetizadas
através do meétodo da coprecipitacdo (sonoquimicamente assistida ou nao) e
posteriormente funcionalizadas com alcoxisilanos, 0 que permitiu sua encapsulacao
nos polimeros desejados. Os dispositivos obtidos foram caracterizados por difracdo
de raios X, microscopia eletronica de varredura e espectroscopia na regido do
infravermelho, entre outras técnicas.

Ao decorrer da revisdo bibliografica serdo melhor discutidas as propriedades e
aplicagbes das nanoparticulas magnéticas, bem como métodos de sintese e
funcionalizacdo das mesmas. Também serdo apresentadas mais informacdes a
respeito de sistemas de liberacdo controlada de farmacos e dos polimeros utilizados

para o desenvolvimento dos nanodispositivos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 NANOPARTICULAS MAGNETICAS

O termo nanoparticulas faz referéncia a particulas com dimensées da ordem um
bilionésimo de metro, tamanho no qual tais particulas apresentam propriedades
peculiares como resisténcia a temperatura, cor e condutividade elétrica distintas das
presentes em particulas de dimens&o micrométrica [3].

Recentemente, com o surgimento de novas sinteses e técnicas melhoradas de
determinacao da distribuicdo de tamanhos das nanoparticulas, estas receberam uma
nova definicdo: nanoparticulas de 6xido de ferro superparamagnéticas (SPIONS).
Algumas propriedades das SPIONs estéo relacionadas a sua alta irreversibilidade de
campo, alto campo de saturacdo e a auséncia de interacdo magnética ap0s a remocao
do campo magnético externo. Sendo assim, sdo mais vantajosas para aplicacdes in
vivo em comparacdo as ferromagnéticas, que tendem a se aglomerar por
apresentarem dipolo magnético permanente [1].

O superparamagnetismo dessas particulas sera melhor discutido no préximo

tépico.

2.2 PROPRIEDADES MAGNETICAS DOS MATERIAIS

Os materiais séo classificados quanto ao seu magnetismo em funcao do tipo de
arranjo de seus dipolos magnéticos, conforme pode ser observado na Figura 1. Sendo
assim, de acordo com a origem microscoOpica de sua magnetizacdo, bem como com
as interacdes internas, os materiais sdo em geral classificados em paramagnéticos,

diamagnéticos, ferromagnéticos, ferrimagnéticos e antiferromagnéticos [4,5].
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POROO OO D¢
cNP IO PO DD
(a) (b) (c) (d) (e)
Figura 1 - llustracao de diversas orientagbes de dipolos magnéticos em materiais:
(a) diamagnéticos;

(b) paramagnéticos;

(c) anti-ferromagnéticos;

(d) ferrimagnéticos;

(e) ferromagnéticos.
Fonte: COSTA (2013, p. 29).

Os materiais ditos paramagnéticos apresentam momentos de dipolo magnético
permanentes, 0s quais, ha auséncia da aplicacdo de um campo, se encontram
orientados de maneira aleatoria, acarretando em uma magnetizacao resultante nula.
Ao se aplicar um campo magnético, os dipolos tendem a se alinhar na mesma direc¢éo,
0 gque leva a uma magnetizacéo resultante diferente de zero [4,5].

O diamagnetismo, por outro lado, esta presente em todos os materiais, embora
nao possa ser facilmente observado em materiais paramagnéticos, por apresentar
menor intensidade que este tipo de magnetismo. O campo magnético externo induz o
movimento dos elétrons no material, criando um novo campo magnético com direcéo
oposta ao ima, o que acarreta na auséncia de um momento magnético resultante
[4,5,6].

Assim como o paramagnetismo, o ferromagnetismo esté presente em materiais
que possuam momentos de dipolo magnético resultante, sendo diferenciados pelo fato
de que no segundo a orientacao destes dipolos € mantida apds a retirada do campo
magnético externo. Tal comportamento acarreta em uma alta magnetizacéao [4,5,6].

Quanto aos ferrimagnéticos, os momentos de dipolo permanente presentes nos
atomos interagem entre si, levando a um alinhamento antiparalelo e desigual. Em
condicbes ambientes, o0s materiais ferrimagnéticos possuem magnetizacdo
espontanea e forte magnetizacdo permanente [4,5,6].

O antiferromagnetismo consiste no ordenamento magnético dos momentos

magneéticos de um material em mesma direcéo e sentido oposto [5,6].
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Em geral, materiais ferromagnéticos e antiferromagnéticos, podem ser
caracterizados através da curva de histerese, que representa 0 modo como estes
reagem quando expostos a um campo magnético e quando este € retirado. A Figura
2 ilustra um modelo geral de um ciclo de histerese, relacionando-se a magnetizacéo

(M) em funcéo do campo aplicado (H) [7,8,9].

Figura 2 - Ciclo de histerese presente em materiais ferromagnéticos e
antiferromagnéticos.
Fonte: RIBEIRO (2000, p. 303).

Conforme pode ser observado na Figura 2, ao se aplicar um campo magnético
ao material, este tende a responder com uma magnetizacdo crescente até atingir um
patamar constante denominado magnetizacéo de saturacdo (MS). Com a diminuicao
da intensidade do campo magnético, a magnetizacdo do material tende a decrescer,
apresentando uma magnetizacdo residual (magnetizacdo remanente) mesmo na
auséncia do campo magnético. Com a inversao da direcdo do campo aplicado, o valor
da magnetizacdo passa a decrescer até apresentar o chamado campo coercivo (HC),
que seria o valor do campo quando a magnetizacdo do material € nula [8].

2.2.1 O SUPERPARAMAGNETISMO

Nos materiais, existem regides em que seus momentos magnéticos estao

alinhados paralelamente, tais regides sdo denominadas dominios magnéticos. As
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nanoparticulas com dimensdes inferiores a determinado diametro critico, valor que
varia de acordo com o material utilizado, apresentam o0 chamado
superparamagnetismo. Isso acontece porque concomitantemente a diminuicdo de
tamanho das particulas, observa-se a diminuicdo dos dominios magnéticos, o que
modifica a estrutura e a largura das paredes que delimitam o dominio e caracteriza o
chamado monodominio. Para particulas de 6xido de ferro o didmetro critico varia de
5a 20 nm[9,10].

Como as nanoparticulas superparamagnéticas apresentam monodominio, ou
seja, tém seus momentos magnéticos alinhados paralelamente em uma Unica direcao,
estas nao apresentam a magnetizagao residual (Mr) nem o campo coercivo (Hc) como
as demais particulas e, portanto, sua curva de magnetizacdo néo é representada por
um ciclo de histerese, como o da Figura 2 [10].

A Figura 3 ilustra a curva de magnetizacao em materiais com monodominio.

» M

Figura 3 - Curva de magnetizacdo em materiais com monodominio.
Fonte: préprio autor.

Por apenas agirem como materiais magnéticos mediante a exposicdo a um
campo magnético, materiais superparamagnéticos ndo se aglomeram, ao contrario
dos ferromagnéticos. E justamente essa caracteristica que faz com que tais particulas
sejam indicadas para aplicacbes na biomedicina, pois impedem o risco de auto-
atracdo entre as particulas, permitem o direcionamento das mesmas e evitam danos

a saude, como a embolia capilar [10].
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As propriedades superparamagnéticas das nanoparticulas estdo relacionadas
ao diametro das mesmas e, assim, suas aplicabilidades podem ser limitadas em
funcado das suas dimensdes. Deste modo, o controle de parametros, como tamanho e
forma das particulas, se faz necessario durante o processo de sintese das mesmas
[11,12].

2.3 SINTESE DE NANOPARTICULAS MAGNETICAS

Com o crescente interesse dos pesquisadores neste tipo de particulas e a
necessidade do controle dos parametros de sintese, conforme citado anteriormente,
diversos métodos de sintese surgiram ao longo dos anos para sua fabricacdo. Neste
topico serdo descritas trés destas técnicas, apresentando as vantagens e desafios

encontrados em sua realizagao.

2.3.1 COPRECIPITACAO

A técnica de sintese de nanoparticulas de 6xido de ferro por coprecipitcdo é
relativamente simples e se baseia na adicdo de uma base em solucdo aquosa
contendo ions Fe?*/Fe3*, mediante aquecimento ou temperatura ambiente [13].

Certos fatores da sintese tais como o sal utilizado, a proporcdo de Fe?*/Fe3*
utilizada, a temperatura de reacdo, o pH do meio e a forca ibnica podem influenciar o
tamanho, a forma e a composicdo das nanoparticulas resultantes [13,14].

O principal desafio encontrado na coprecipitacéo esta relacionado ao controle do
tamanho e forma das nanoparticulas, fatores que limitam sua biodistribuicdo. Em
geral, as nanoparticulas sintetizadas através desta técnica apresentam diametros
entre 2 e 50 nm e tendem a ser bastante polidispersas [14].

Tendo em vista essas dificuldades, as particulas devem ser preparadas a partir
de 6xido de ferro monodisperso, de modo que seu crescimento possa ser controlado.

O procedimento se baseia na adicdo da solucdo precursora de ferro em uma solucao
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bésica e aquecida a cerca de 60°C, mediante agitacdo. Ao final da precipitacéo, as
particulas devem ser separadas magneticamente do meio e lavadas com &agua
destilada [13,14,15].

Em condi¢cbes ambientes, as nanoparticulas de magnetita (FesO4) sdo pouco
estaveis, sendo facilmente oxidadas ou se dissolvendo em meio aquoso. Deste modo
tais particulas, se submetidas a oxidacdo, podem ser convertidas em maghemita (y-
Fe203). A estabilizacdo das particulas pode ser realizada através de surfactantes,
como o acido oleico, que as mantem monodispersas em solucéo [14,15].

Dentre as vantagens existentes nesse método pode-se citar a homogeneidade
quimica, as baixas temperaturas de sintese, baixa aglomeracao, tempo curto de
reacao e o baixo custo [14,15].

A Equacédo 1 apresenta a reacao de formacdo da magnetita [16].

Fe?* (aq) + 2Fe®" (aq) + BOH™ (4q) = Fes04, + 4H, 0 (1)

Métodos alternativos baseados na coprecipitacdo vem sendo estudados com a
intencdo de se atingir nanoparticulas com melhores propriedades. Um desses
métodos consiste na utilizacdo de solucédo de Fe3* e agentes redutores e o resultado

obtido foi de particulas com didmetro médio de 10 nm [15,16].

2.3.2 COPRECIPITACAO HOMOGENEA

A coprecipitagdo homogénea envolve a hidrélise da ureia, a aproximadamente
80°C, que leva a liberacédo de CO2 e NHs, e, consequentemente, ao aumento gradativo
do pH. As reacdes envolvidas no processo podem ser observadas nas Equacgdes 2, 3
e 4[17,18].

CO(NHR)z gy + H20qy = CO3 gy + 2NH3 4 )
NH3(aq) + HZO(l) 4 NHZ(aq) + OH_(aq) (3)
F€3+(aq) +3 OH_(aq) - Fe(OH)3(S) (4)

Em seguida é necessario realizar a filtracdo, centrifugacdo e aquecimento do
hidroxido de ferro a 60°C para liberacdo da agua e formacéao de nanoparticulas de
Fe20s e Fes30a. [17,18]
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O método da coprecipitagdo com uréia fornece particulas de dimensfes
nanométricas e com distribuicdo de tamanho uniforme, o que classifica 0 método

como potencialmente adequado para a obtencdo de materiais hanoméetricos [17,18].

2.3.3 SONOQUIMICA

O termo sonoquimica se refere ao estudo de rea¢gfes quimicas na presenca de
radiacdo ultra-som na faixa de 20 KHz a 10MHz [19,20].

A radiacédo de 20 kHz é capaz de romper ligacdes quimicas. Diversas teorias
tentam explicar este fenébmeno, sendo todas elas baseadas no crescimento e colapso
de uma cavidade de gas que se desenvolve no interior do liquido. O crescimento da
cavidade ocorre pela difusdo de vapor de solvente, o que é constante até que a
cavidade atinja sua dimensdao maxima, sofrendo um colapso [21].

Véarios autores estudaram a existéncia das duas regides de reatividade
sonoquimica em meio homogéneo. Como pode ser observado na Figura 4, existe uma

regido gasosa (interior da cavidade), que € envolta por uma camada liquida [20,21].

CAVIDADE

(VAPOR)

MISTURA REACIONAL

Figura 4 - Representacao das duas zonas de reacao sonoquimica.
Fonte: proprio autor.

Uma das teorias que explica o rompimento de ligagdes quimicas apés o colapso

da bolha é o chamado ponto quente (hot spot). Ela se baseia no fato de altas
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temperaturas serem atingidas durante o colapso, de 5000 a 25000 K, assim como
altas taxas de resfriamento, de cerca de 1010 K/s. Sendo o arrefecimento muito
rapido, ndo é possivel obter uma boa organizacéo e cristalizacdo dos produtos, por
isso, com a utilizacdo de precursores volateis, da-se origem a nanoparticulas amorfas
[20,21].

Para precursores nao-volateis, por outro lado, a rea¢cdo sonoquimica acontece
em fase liquida, sendo possivel sintetizar nanoparticulas amorfas e as vezes
cristalinas [20].

Nas reagbes sonoquimicas a partir de produtos inorganicos sédo, em geral,
obtidos materiais de dimensdes nanométricas, embora estes possam apresentar
variacfes quanto a forma, estrutura e distribuicdo de tamanhos [21,22].

O ultrassom apresenta outra funcionalidade, a de dispersdo, que se faz
necessaria uma vez que as hanoparticulas tendem a se aglomerar. Neste contexto, a
sonoquimica pode ser considerada uma das técnicas mais adequadas para obtencao
de nanoparticulas com distribuicio homogénea e, consequentemente, adequadas
para aplicacdo como carreadores de farmacos, se comparada aos homogeneizadores

de pistdo e moinhos [21,22].

2.4 FUNCIONALIZACAO DA SUPERFICIE DAS NANOPARTICULAS COM ALCOXISILANOS

Para permitir a ancoragem do farmaco na superficie das nanoparticulas, sem
gue sua estrutura seja modificada, é realizada a chamada funcionalizacdo. Os
principais compostos utilizados na funcionalizacdo da superficie das nanoparticulas,
introduzindo fungdo organica as mesmas, sdo os organossilanos ou alcoxissilanos
[23].

Neste contexto, os alcoxissilanos sédo capazes de se ligar a superficie dielétrica
como a de oxidos de ferro, através de reagfes de hidrolise e condensacao dos grupos
alcoxidos. Suas moléculas também possuem um grupo terminal ndo hidrolisavel, o
qual ndo reagira, sendo responsavel pela ancoragem de um farmaco ou pela ligacdo
cruzada com um polimero [23,24].

Os organossilanos podem ser representados pela formula geral RnSiX@n), na

qual X corresponde ao grupo hidrolisavel e R ao grupo né&o hidrolisavel (grupo
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terminal). Deste modo, a funcionalizacdo acontece através de reacfes de hidrélise e
condensacdao, originando ligacdes Si-O-Fe [24,25,26].

A reacdo de hidrélise é realizada através de mecanismos de reacdes de
substituicdo nucleofilica, através da adsorcdo de agua e liberacdo de etanol,
hidrolisando-se as ligagbes do grupo X e, consequentemente, formando os silandis
(Si-OH). Através do aquecimento, passa a ocorrer a reacdo de condensacdo dos
silandis, o que se deve a evolucao destas forcas a ligacGes covalentes e acarreta na
formacdao de siloxanos (Si-O-Si), com a formacédo de agua como subproduto [24,27].

Em condigcbes ambientes, a silica se apresenta hidroxilada, o que permite a
adsorcado de agua através de ligaces de hidrogénio. Mediante aquecimento de 100 a
200°C ocorre a desidratacdo. Acima dessa faixa de temperaturas, inicia-se a
condensacédo dos silandis, formando os siloxanos, mediante a liberacdo de agua
(processo de desidroxilagéo) [24,25 ,26,27].

De acordo com esse processo, um problema relacionado a funcionalizagéo com
alcoxisilanos € a possibilidade de ocorrer a policondensacdo dos silandis, o que
geraria ligacfes do tipo Si-O-Si e antes da formacao de ligacbes Si-O-Fe. A Figura 5
ilustra todo o processo de funcionalizagdo da superficie das nanoparticulas com
alcoxisilanos, incluindo o problema da policondensacgéao [25,26].
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Figura 5 - Policondensagdo dos silandis na funcionalizacdo de nanoparticulas
COMAPTES.
Fonte: MARQUES (2010).

Visto que a superficie das nanoparticulas magnéticas foi funcionalizada com 3-
aminopropiltrimetoxisilano (APTMS) e 3-mercaptopropriltrimetoxisilano (MPTS), faz-

se necessaria uma melhor abordagem a respeito destes organosilanos.

2.4.1 APTMS

Com citado anteriormente, o APTMS (3-aminopropiltrimetoxisilano) & um
organosilano capaz de introduzir fungdes orgéanicas a superficie das nanoparticulas.
A Figura 6 ilustra a estrutura do APTMS [23].
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Figura 6 - Férmula estrutural do APTMS.
Fonte: BINI et al (2012, p. 535).

Durante a funcionalizagdo das nanoparticulas de oxido de ferro com APTMS
ocorre a formacédo de Si-O-Fe, mediante rea¢cBes de hidrolise e condensacédo, sendo
que durante a hidrélise ha liberacdo de etanol e silanol. O silanol formado é
condensado através de aquecimento e, assim, ocorre 0 processo de funcionalizacéo
da superficie [23].

Deste modo, as nanoparticulas magnéticas passam a apresentar grupos amina
em sua superficie, 0 que acarreta em um carater nucleofilico. Ou seja, o ponto
isoelétrico das particulas tende a se tornar mais basico, fato que pode ser utilizado

para se caracterizar a funcionalizagdo das particulas [28].

2.4.2 MPTS

Assim, como o0 APTMS, o MPTS (3-mercaptopropril trimetoxisilano) consiste em
um organosilano comumente utilizado na introdugéo de fun¢des organicas a superficie
de nanoparticulas.

A estrutura do MPTS pode ser observada na Figura 7 [29].
OCH;
I—OCH
g~ Si—OCH;
OCHj

Figura 7 - Férmula estrutural do MPTS.
Fonte: SIGMA-ALDRICH (2014).
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Conforme pode ser observado na estrutura do MPTS, sua molécula apresenta
um grupo tiol (-SH), um grupo propil como espacador, além de uma parte hidrolisavel
Si(OCHsa)s [30].

Assim como na funcionalizagdo com APTMS, ocorrerdo ligacdes Si-O-Fe, de
modo que a superficie das nanoparticulas apresentara grupos tiol (-SH). Estes grupos
séo caracterizados por seu caréater eletrofilico, ao contrario dos grupos amina. Sendo
assim, as particulas funcionalizadas com MPTS tendem a apresentar um ponto

isoelétrico mais acido [28,29,30].

2.5 MODIFICAGAO DA SUPERFICIE DAS NANOPARTICULAS COM POLIMEROS

A utilizac@o de nanoparticulas magnéticas na liberac@o controlada de farmacos
envolve o emprego de um dispositivo composto por um ndcleo magnético revestido
com um material biocompativel (polimero), no qual o farmaco é imobilizado [15]. O
revestimento com polimero tem como finalidade a protecdo das nanoparticulas,
aumentando sua estabilidade e tempo de permanéncia na corrente sanguinea, além
de proporcionar a ligacao destas com o farmaco [31].

Com tal objetivo, os polimeros séo selecionados tendo em vista a formulacéo e
o mecanismo de liberacao pretendidos. As propriedades fisico-quimicas do polimero
determinam sua utilizacdo, sendo dependente da natureza quimica dos meros, da
técnica utilizada para sintese do polimero, do peso molecular e da estrutura
macromolecular do mesmo. As propriedades fisicas estao relacionadas a resisténcia
das ligacbes covalentes, a rigidez dos segmentos na cadeia polimérica, além da
resisténcia das forcas intermoleculares [32,33].

Para a aplicagdo de polimeros na liberagéo controlada de farmacos € necessério
levar em consideracdo os seus efeitos no corpo humano. Estes devem apresentar
biocompatibilidade adequada, ser excretados sem permanéncia excessiva para que
ndo se acumulem nos tecidos, além de serem atOxicos. Outras caracteristicas
almejadas sédo a capacidade de encapsular uma dose efetiva de agente ativo, boa
estabilidade, facilidade de administracdo e custo acessivel. Neste contexto, polimeros

como a policaprolactona e a quitosana sao comumente utilizados na biomedicina [33].
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A policaprolactona (PCL) é um polimero sintético e biocompativel, apresentando
potencial para aplicagcdo na liberacdo controlada de farmacos. Este polimero
apresenta como caracteristicas sua fusdo a aproximadamente 60°C, alta solubilidade
em solventes organicos, como diclorometano e cloroférmio, e elevada hidrofobicidade
(o que permite a liberacdo de farmacos hidrofébicos). A PCL pode sofrer hidrdlise,
liberando &cido e-hidroxicaproico. No entanto, essa reacao € limitada justamente pela
sua hidrofobicidade, que néo dificulta a penetracdo de agua na molécula [34].

A quitosana, por outro lado, € um polimero natural derivado do processo de
desacetilagdo da quitina. Este polimero, assim como a PCL, é biocompativel e
apresenta potencial para aplicacdo na liberacdo de farmacos, sendo aplicado neste
ramo desde a década de 1980, quando foi proposto seu uso na liberacéo controlada
de medicamentos no sistema gastrintestinal, por ser um material seletivamente
permeével. A quitosana é uma base fraca, insoluvel em dgua e bases, porém solivel
em solu¢des acidas diluidas de &cidos organico, como de acido acético [35].

Polimeros inteligentes também vém sendo amplamente estudados para essa
aplicacdo. Estes sdo capazes de responder a estimulos como temperatura e pH, por
exemplo, sofrendo alteragcbes em sua microestrutura e permitindo, assim, a liberagéao

do farmaco neles imobilizado [33].

2.6  POLIMEROS INTELIGENTES NA LIBERACAO CONTROLADA DE FARMACOS

O termo “polimeros inteligentes” faz referéncia a polimeros capazes de sofrerem
modificacdes mediante variagcbes ambientais. Deste modo, um polimero sensivel a
estimulos é capaz liberar um farmaco, nele imobilizado, em funcdo de estimulos,
através de modificacdes fisicas ou quimicas em sua estrutura [34,35].

Dentre as caracteristicas dessa classe de polimeros que os tornam apropriados
para 0 uso na biomedicina, pode-se citar a biocompatibilidade, resisténcia,
flexibilidade, capacidade de manter a estabilidade do farmaco. Sendo assim, sua
conjugacao com moléculas de farmaco permite uma administracao eficaz do mesmo
em intervalo de tempo e local adequados para minimizacao dos efeitos adversos e da

dose necessaria [36,37].
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Quanto aos estimulos utilizados, estes podem ser classificados como fisicos
(temperatura, luz), quimicos (pH, forca ibnica) e biolégicos (enzimas); podendo ser
aplicados externamente, como com 0 uso de um campo magnético, ou ser baseados
em variacdes naturais do corpo humano, como a alteracdo de pH em determinados
orgdos ou temperatura quando em regides inflamadas [37,38].

Alguns exemplos de polimeros, bem como os estimulos aos quais estes

respondem, estdo expostos na Tabela 1.

Tabela 1 - Polimeros Inteligentes e os estimulos aos quais sao sensiveis.

Tipo de Estimulo Exemplos de Polimeros

pH Poli(acido acrilico)
Copolimero PMMA-PEG

Temperatura PNIPAAM

Poloxameros

Campo magnético Hidrogéis de PNIPAAmM

contendo material ferromagnético
Luz PEG

Fonte: Adaptado de Almeida, 2012.

2.6.1 POLIMEROS TERMOSSENSIVEIS

Polimero termossensivel consiste em um polimero que apresenta expansao e
contracdo da rede polimérica mediante variagdo na temperatura, permitindo a
liberacdo do farmaco nele imobilizado. Para aplicacdes biomédicas, apenas sistemas
aguosos devem ser considerados. A solubilidade de um polimero em sistemas
aquosos esta relacionada a fatores como peso molecular, temperatura e adicdo de
um co-solvente ou aditivo [39].

Uma pequena variagado na temperatura do meio, quando préoxima da chamada
temperatura critica do polimero, € capaz de provocar mudancas no ajuste entre

interacOes hidrofilicas e hidrofébicas da cadeia do mesmo. Uma solucéo polimérica
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denominada LCST (Low Critical Solution Temperature) geralmente sofre uma
transicao de fase quando aquecida a temperatura superior a sua temperatura critica,
se tornando insolavel, um exemplo € a poli(n-isopropilacrilamida) [38,39,40]. A
explicacéo para este fendbmeno € que, em temperaturas inferiores a LCST, as ligacfes
de hidrogénio presentes entre a parte hidrofilica do polimero e 0o meio aquoso,
permitem a dissolugéo do sistema. Com 0 aguecimento, no entanto, tais ligacdes se
tornam desfavoraveis em vista do fortalecimento dos segmentos hidrofébicos, o que
acarreta em uma separacao de fases. Deste modo, outra forma de se reconhecer este
tipo de solugdo polimérica é a observagdo de um sistema monofésico até a
temperatura critica e a de um sistema bifasico acima da mesma [41,42,43].

Solucdes poliméricas UCST (Upper Critical Solution Temperature), tais como a
poliacrilamida, por outro lado, sdo estimulados a uma temperatura inferior ao seu
ponto de conforto. Ambos os sistemas podem ser utilizados para fins de entrega de
drogas, no entanto LCST sdo mais comumente utilizados [42,43].

A Figura 8 apresenta um esquema da mudanca na cadeia polimérica de uma
solucédo polimérica LCST, na qual € possivel perceber a liberagdo do farmaco em

temperaturas superiores a temperatura critica do polimero [41].
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Figura 8 - Sistema de liberacdo controlada de farmacos baseado em uma solucao
polimérica LCST.
Fonte: ALMEIDA (2012, p. 16).
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7

Também é relevante citar que as mudancas provocadas nos polimeros sédo
reversiveis, de modo que ao se retirar o estimulo, estes podem retornar a sua forma

inicial, o que controla a liberacéo do farmaco [41].

a) Poli(N-isoproprilacrilamida) — PNIPAAmM

O PNIPAAmM € um polimero termossensivel que vem sendo bastante investigado.
Abaixo de sua LCST, a aproximadamente 32°C em agua, esse polimero € soluvel,
com predominancia de interacdes hidrofilicas provenientes da ligacéo de hidrogénio.
Enquanto que acima dessa temperatura suas cadeias se colapsam abruptamente
para um glébulo hidrofébico. A natureza desse volume de transicdo de fase resulta do
balanco hidrofilico/hidrofébico das cadeias do polimero, que sdo moduladas pela
criacdo continua e perturbacdo das interagBes hidrofébicas e eletrostaticas intra e
intermolecular [44,45].

A Figura 9 ilustra a estrutura do polimero abaixo da sua LCST, com
caracteristica hidrofilica, e apds o aquecimento, atingindo uma temperatura superior
a LCST e obtendo um carater hidrofobico [45].
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Figura 9 - Estrutura da PNIPAAmM acima e abaixo de sua LCST (32°C).
Fonte: MENDES (2008, p. 2515).
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b) Copolimero poli(NIPAAmM-co-DMAAM)

Como citado no topico anterior, homopolimeros PNIPAAmM s&o polimeros
termossensiveis caracterizados por uma LCST em solucdo aquosa, que provoca
mudangas em seu volume e forma reversivelmente mediante pequenas variacoes
proximas a sua temperatura critica. O mesmo é vélido para os copolimeros a base de
PNIPAAmM [45].

Sua LCST pode ser ajustada para uma temperatura superior a temperatura
corporal (37°C) através da copolimerizacdo com DMAAmM (N-N dimetriacrilamida), por
exemplo, afim de torna-lo atrativo para a liberacdo controlada de farmacos. Em outras
palavras, o aumento da LCST € desejado, pois € necessaria a auséncia de liberacéo
do farmaco na temperatura fisiologica do corpo durante seu transporte até a regido
desejada, de modo que este apenas seja liberado nas células-alvo mediante pequeno
aquecimento do polimero [46].

2.7 FARMACO PARA LIBERACAO CONTROLADA

2.7.1 DOXORRUBICINA (DOX)

A doxorrubicia é um farmaco utilizado para tratamento de diversos tipos de
canceres, como de mama, pulméo e tiredide. Seu mecanismo de agdo envolve a
inibicdo da transcricdo, sintese e replicacdo do DNA [47].

Seu uso, no entanto, é limitado devido a sua cardiotoxicidade. Tal efeito esta
relacionado a concentracdo do farmaco, ou seja, dosagens superiores a 250 mg/mz?
acarretam em danos ao miocardio. Neste aspecto, a liberacdo controlada da
doxorrubicina se torna interessante, uma vez que requer menor dosagem do farmaco
[48].
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

O objetivo geral desta dissertacdo consiste no desenvolvimento de um
nanodispositivo constituido de nanoparticulas magnéticas de Oxido de ferro
modificadas com polimeros para a liberacdo controlada de farmacos, no tratamento

de tumores e outras doengas.

3.2 ESPECIFICOS

- Sintese de nanoparticulas magnéticas de Oxido de ferro pelo método da
coprecipitacao;

- Sintese de nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro através do método da
coprecipitacdo sonogquimicamente assistida;

- Controle da forma e do tamanho das NP obtidas;

- Funcionalizacdo da superficie das nanoparticulas com APTMS;

- Funcionalizacdo da superficie das nanoparticulas com MPTS;

- Modificacd@o da superficie das nanoparticulas com diferentes polimeros;

- Estudo sobre sistemas de liberacdo controlada de farmacos;

- Encapsulacao e liberacdo de DOX do nanodispositivo;

- Caracterizacao atraveés das técnicas DLS, IV, DRX, MEV e potencial zeta.
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4 JUSTIFICATIVA

Segundo a OMS, até dezembro de 2013 havia 14 milhGes de pessoas com
cancer no mundo, sendo o cancer de pulméao o tipo encontrado com maior frequéncia,
representando aproximadamente 13% do total [49].

Também em 2013, o INCA, Instituto Nacional de Céancer, divulgou um relatério,
no qual foi citada uma estimativa de 576.580 novos casos de cancer diagnosticados
no Brasil para 2014, sendo os mais frequentes o cancer de pele, de prostata e de
mama. Essa estimativa corresponde a um aumento de 11% em relacdo aos novos
casos esperados para 0 ano de 2012 (520 mil) [50].

De acordo com o Ministério da Saude, o cancer é a segunda maior causa de
morte no pais [50]. Sendo assim, torna-se necessario um maior estudo a respeito da
doenca, além do desenvolvimento de novos métodos de tratamento.

Como exposto anteriormente, a doxorrubicina € usado no tratamento do cancer,
mas acarreta em efeitos colaterais para o paciente por danificar as células saudaveis.
Deste modo, a liberacdo controlada deste farmaco diminuiria esses efeitos, o que
levaria a um tratamento mais eficiente e a possibilidade de aplicacdo de doses
menores.

O nanodispositivo proposto neste projeto podera ser empregado na liberacéo de

outros farmacos e aplicado no tratamento de outras doencas além do cancer.
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5 METODOLOGIA
5.1 TECNICAS DE CARACTERIZACAO

5.1.1 ESPALHAMENTO DINAMICO DA Luz (DLS)

O espalhamento dinamico da luz, ou em inglés Dynamic Light Scattering, € uma
técnica usada para medicdo do diametro de particulas. Nesta técnica, 0 movimento
Browniano das particulas € medido e relacionado com seu tamanho, através da
iluminagcdo das mesmas com um laser e da analise das flutuacGes de intensidade da
luz dispersa [51,52].

As particulas em solucédo estdo em constante movimento, devido ao chamado
Movimento Browniano, que se deve a colisdo aleatéria das mesmas com as moléculas
do liquido. E importante ressaltar que particulas grandes se movem mais lentamente
em relacdo as particulas pequenas. Essa relacao entre diametro hidrodinamico (Dn)
e movimento Browniano € dada pela equacao de Stokes-Einstein (Equacao 5), que é

usada, portanto, para o calculo do tamanho das particulas [51,52].

Dy = —— (5)

6mnD’
onde k é a constante de Boltzmann, T é a temperatura absoluta, n é a
viscosidade e D é o coeficiente de difusdo translacional.
O histograma gerado relaciona a distribuicdo de classes de tamanho (eixo x) com
a intensidade relativa da luz dispersa (eixo y), conforme pode ser observado na Figura
10.

Distribuigdo de tamanhos em fungdo da intensidade
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Figura 10 - Gréfico tipico da distribuicdo de tamanhos das particulas em funcéo da
intensidade da luz dispersa.
Fonte: MALVERN (2005, p. 4).
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A intensidade da luz dispersa pode ser convertida, através da teoria de Mie, para
uma distribuicdo de volume e de ndmero. A Ultima, no entanto, é limitada, pois
pequenos erros durante a coleta de dados podem acarretar em erros drasticos nos
resultados [51,52].

A interacdo entre uma onda eletromagnética plana e particulas esféricas é
descrita pela chamada teoria de Mie. Essa teoria é valida para particulas com diametro
préximo ao comprimento de onda da luz e com distribuicido de diametros
monodispersa, sendo necessario o indice de refracdo da particula. Segundo Mie, a
turbidez de uma suspenséo coloidal se deve a reducéo na intensidade do feixe de luz
incidente, causada pelo espalhamento de luz [53].

Vale ressaltar que a precisao da medida é diretamente afetada pela presenca de
aglomerados e cargas na superficie. Além disso, uma boa medicdo exige uma
concentracéo de particulas entre 10* e 108 por mL. Assim, a amostra a ser analisada
deve estar sem agregados, bolhas ou p6 e deve ser estavel na temperatura da analise,
para que nao haja degradacao [54].

Nas andlises, o equipamento utilizado foi 0 Malvern Zetasizer Nano ZS particle
analyzer, da Malvern Instruments Ltd. Para a analise, as amostras foram diluidas em

agua destilada a uma concentracao de aproximadamente 0,1 mg/mL e em pH neutro.

5.1.2 POTENCIAL ZETA

O potencial zeta é calculado em funcdo da mobilidade eletroforética e aplicacao
da equacao de Henry (Equacéao 6) [55,56].

__2&{ f(kR)
- 37 ’ (6)

onde u consiste na mobilidade eletroforética, € na constante dielétrica, { no
potencial zeta, f(kR) na fungédo de Henry e n na viscosidade.

Existe uma camada elétrica dupla em torno de cada particula, devido ao
desenvolvimento de uma carga util em sua superficie, que atinge a distribuicdo de
ions na regido circundante da interface. A camada é, portanto, dividida em duas
partes: regido interna, que apresenta forte ligacao de ions, e regido externa, mais
difusa. Nesta regido difusa, existe um limite tedrico, dentro do qual ions e particulas

formam uma entidade estavel. O movimento de uma particula, leva ao movimento
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simultaneo dos ions nesta regido, no entanto ndo ocorre o movimento de ions além
do limite tedrico. Este limite pode ser denominado plano de cisalhamento e seu
potencial é conhecido como potencial zeta [55,56].

A Figura 11 ilustra a camada elétrica na superficie de uma particula, bem como

a regido de limite, onde se encontra o potencial zeta.

Plano de deslizamento

Particula com cargas
negativas na superficie

mV

clal Zeta

i

Distancia da superficie da particula

Figura 11 - llustragdo da camada elétrica na superficie de uma particula.
Fonte: MALVERN (2005, p. 2).

BN

A magnitude do potencial zeta estd relacionada a estabilidade do sistema
coloidal. Quando as particulas em suspensdo apresentam elevado médulo de
potencial zeta, estas tendem a se repelir, 0 que evita a aglomeracédo. Para valores
mais baixos do potencial, por outro lado, a forca ndo € suficiente para impedir a
floculacdo das particulas. Em geral, particulas com valores de potenciais zeta acima
de +30mV e abaixo de -30mV sé&o consideradas estaveis [55,56].

O potencial € influenciado pelo pH e forca i6nica do meio, uma vez que este é
capaz de alterar a carga da superficie das particulas. Por exemplo, particulas em
suspensao coloidal com potencial zeta negativo tendem a se tornarem mais negativas
com a adicdo de base [55,56].

Em geral, uma curva de potencial zeta em funcao do pH tende a ser positiva para

meios acidos e negativa para meios alcalinos, sendo o ponto onde se encontra o
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potencial zero denominado ponto isoelétrico. Sendo assim, o ponto isoelétrico é
geralmente o ponto mais instavel do sistema coloidal [55,56].
A Figura 12 ilustra um gréfico tipico de zeta potencial em funcéo do pH.
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Figura 12 - Curva de potencial zeta em fungéo do pH, indicando o potencial zeta.
Fonte: MALVERN (2005, p. 3).

Para as caracteriza¢des o equipamento Zetasizer ZS da Malvern foi novamente
utilizado. As amostras foram previamente sonicadas na concentragdo de 0,1 mg/mL
em uma solucdo de NaCl 1x10-3 mol/L. O pH foi variado pela adicdo de &cido cloridrico

e hidréxido de sodio, ambos nas concentracdes de 0,1 e 0,01 mol/L.

5.1.3 DIFRACAO DE RAIOS X

Raios X consistem em ondas eletromagnéticas, cujos comprimentos de onda
variam de 0,05 a 0,25 nm, o que compreende as distancias interplanares presentes
em estruturas cristalinas. Essas ondas podem ser produzidas pelo choque de um feixe

de elétrons com um anodo, levando a retirada de um elétron de sua Orbita. Quando
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esse elétron desocupa seu sitio, outro elétron de uma camada mais externa o
preenchera, emitindo energia. Essa energia é o raio X [57].

A difracdo de raios X é uma técnica muito usada para determinacdo de fases
cristalinas de materiais, isso porque, na maioria dos solidos, os atomos se ordenam
em planos cristalinos afastados em uma distancia de ordem de grandeza igual ao
comprimento de onda dos raios X [58].

Sendo assim, a incidéncia de um feixe de raios X leva a uma interacdo com os
atomos presentes no cristal, acarretando na difracdo. O fenbmeno da difracéo
obedece a Lei de Bragg, Equacdo 7, que relaciona o angulo de difracdo com a
distancia interplanar. Vale ressaltar que essa distancia é caracteristica de cada fase
cristalina, podendo ser usada, portanto, na caracterizacdo de materiais [58].

niA=2d sin#, (7)

onde n é um numero inteiro, A € o comprimento de onda dos raios X incidentes,
d é a distancia interplanar e 8 é o angulo de difragao [58].

A técnica da difracdo de raios X apresenta como vantagens sua simplicidade e
rapidez, a confiabilidade dos resultados e a capacidade de se analisar misturas de
fases [58].

O difratograma fornece certas caracteristicas importantes das amostras, tais
como: intensidade relativa, parametro de rede (h k I), tamanho de cristalito e distancia
interplanar [59].

O tamanho de cristalito (diametro médio das particulas) pode ser calculado
através da equacédo de Scherrer (Equacédo 8), que relaciona o comprimento de onda
da radiagao eletromagnética (A), com a largura na metade da altura do pico de difragéo
(B) e o angulo de difragao (8) [59].

KA
B cos(0)’ (8)

Dy =

Onde K é uma constante relacionada a forma das particulas (para particulas com
formato esférico K é igual a 0,94) [59].

As analises foram realizadas em um equipamento Rigaku Rint 2000 (IQ-UNESP
Araraquara), com radiagdo CuKa (A = 1,5418 A), mediante voltagem de 40 kV,
corrente de 40 mA e velocidade de varredura de 0,2 © mint. As amostras foram

preparadas a partir da amostra solida em porta amostra de vidro.
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5.1.4 ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRA-VERMELHO

A espectroscopia é responséavel pelo estudo da interacdo entre a radiacdo
eletromagnética e a matéria. Em geral, as transi¢coes eletrbnicas ocorrem na regiao
do ultravioleta e do visivel, enquanto as transi¢des vibracionais ocorrem na regiao do
infravermelho e as rotacionais na regiao de micro-ondas [60].

O infravermelho compreende a faixa de 0,75 ym até 1 mm, sendo o segmento
mais usado pelos quimicos entre 2,5 e 25um. O espectro infravermelho pode ser
usado na identificacdo de compostos quimicos, uma vez que este é caracteristico de
cada composto [60].

A Lei de Hooke, exposta na Equacao 9, propde uma relacdo entre a frequéncia
de oscilagéo, as massas atdmicas e a constante de forgca de ligagéo.

v= 2711c \/ (MxMy)/IZMx+My)’ (9)

onde v é a frequiéncia vibracional (cm™), ¢ é a velocidade da luz (cm/s), f é a
constante de forca de ligagao (dyn/cm), Mx e My séo respectivamente as massas (Q)
dos atomos x e y, e f é igual a 5 x 10° dyn/cm para ligacdes simples, duas vezes este
valor para ligacfes duplas ou trés vezes para ligacdes triplas [60].

Entre as vantagens desse método, pode-se citar o fato de que a maioria das
amostras pode ser avaliada, a necessidade de pouca ou nenhuma preparacédo da
amostra e a sua rapidez [61].

A espectroscopia por reflexdo difusa no infravermelho com transformada de
Fourier, ou Diffuse Reflectance Infrared Fourier Transform Spectroscopy (DRIFTS),
consiste na técnica de espectroscopia no infravermelho, no qual o raio é focado em
areas de pequenas dimensfGes na amostra. Ao ser dispersada na superficie da
amostra, a radiacdo € coletada pelos espelhos e concentrada, para que
posteriormente possa ser detectada [62].

Essa técnica é adequada para analise de substratos continuos ou em forma de
po, uma vez que a reflexado difusa se apresenta em superficies nao totalmente planas
[62].

Para as andlises as amostras foram diluidas em brometo de potassio (KBr) na

proporcdo de 10:1 e foram analisadas em um espectrdmetro FTIR Vertex 70 da
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Bruker, usando-se o acessorio EasiDiff (Pike Technology) de reflectancia difusa em

uma faixa espectral de 4000 a 400 cm* com resolucéo de 4 cm™.

5.1.5 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

As microscopias Otica e eletrobnica sdo comumente empregadas na analise
microestrutural, com a intencdo de compreender as correlagbes microestrutura-
defeitos-propriedades [63].

A microscopia Gtica apresenta algumas limitacdées como o fato de atingir um
aumento maximo de 2000 vezes e, por isso, alguns detalhes estruturais ndo podem
ser detectados nesta técnica. Assim, a microscopia eletrdnica de varredura se torna
mais vantajosa, permitindo um maior aumento. Em comparacdo com a microscopia
eletrbnica de transmissdo, o MEV apresenta como vantagem a facilidade de
preparacdo das amostras, além de proporcionar uma imagem com aspecto
tridimensional [63].

Na microscopia eletrdnica, a regido da amostra a ser analisada € irradiada com
um feixe de elétrons (ndo com luz, como na 6tica), emitindo varias radiagdes como
elétrons secundarios, retroespalhados, raios X caracteristicos, etc. [63].

Na microscopia eletrénica de varredura, a imagem é formada principalmente por
elétrons secundarios e retroespalhados. Os elétrons secundéarios sdo responsaveis
pela imagem de topografia da superficie da amostra, fornecendo imagens de alta
resolucdo, enquanto os retroespalhados permitem a obtencdo de imagens
caracteristicas de variagdo de composicao [63].

O MEV é composto basicamente por uma coluna oOtico-eletrénica, onde se
encontra o canhdo de elétrons e o sistema de demagnificacdo, a unidade de
varredura, a cAmara de amostra, o sistema de detectores e o sistema de visualizacdo
da imagem [63].

Atualmente, a maioria dos microscépios eletrbnicos de varredura apresentam
detectores de raios X a eles acoplados, permitindo uma analise quimica da amostra
[63].
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Os microscopios eletrbnicos de varredura de alta resolucdo (MEV-FEG)
apresentam um canh&o de emissao de campo, ou Field Emission Gun (FEG). Este
canhao apresenta como caracteristicas o fato de seu brilho ser superior ao das outras
fontes, aléem de uma menor reducédo do potencial de aceleracdo. A emisséo a frio,
presente neste tipo de equipamento, permite uma menor variagdo da energia dos
elétrons (AE), o que é importante, visto que a baixas voltagens, um alto valor de AE
pode implicar no efeito da aberracdo cromatica. Tal efeito € responsavel por limitar o
poder de resolucdo nas condicdes ja citadas [64].

As analises foram realizadas em um Microscépio de Varredura de Alta
Resolucao (FEG-MEV; JEOL modelo 7500F), instalado no Laboratério de Microscopia
Avancada (LMA) no IQ-UNESP.

5.1.6 ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO ULTRAVIOLETA-VISIVEL (UV-VIS)

A espectroscopia de absorcdo molecular é aplicada na identificacdo de grupos
funcionais em uma molécula, além da determinacdo quantitativa de compostos
contendo grupos absorventes [61].

A regido ultravioleta do espectro apresenta comprimentos de onda na faixa de
200 a 400 nm, enquanto a regido do visivel varia de 400 a 800 nm. [61].

A absorc¢éo nas regides do visivel e ultravioleta esta relacionada ao nimero e ao
arranjo dos elétrons nas moléculas, por isso, o pico de absorcédo pode depender do
tipo de ligacéo existente na amostra [61,65].

Através da Lei de Lambert-Beer € possivel determinar a quantidade de luz
absorvida pela amostra. Essa lei esta expressa na Equacéao 10.

log(lo/l)=A=€Ecl, (20)

onde lo é a intensidade de luz incidente, | € a intensidade da luz que sai da
solugdo, A é a absorbancia, € é a absorvidade molecular, ¢ € a concentragdo do
material e | € a espessura da amostra [61,65].

Tanto em compostos organicos como em compostos inorganicos, a absorcéo
estd relacionada com a deficiéncia de elétrons na molécula, sendo que nos

inorganicos, o comprimento de onda de absor¢éo das transi¢cdes do tipo d-d depende
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do metal envolvido, do numero de grupos coordenados, da basicidade, entre outros
fatores. Enquanto, para os orgéanicos, a dupla ligacao acarreta em uma forte absorgéo
do ultravioleta remoto e as ligaces conjugadas produzem absor¢cdo em comprimentos
de ondas superiores [61,65].

Sendo assim, espectrofotdmetros sdo os instrumentos que registram os dados
de absorbancia em fungdo do comprimento de onda, o que € denominado espectro
de absorcdo. Tal espectro € caracteristico de cada espécie quimica e,
consequentemente, sua obtencao torna possivel a identificacdo da espécie presente
na amostra [61,65].

Nesses instrumentos, um monocromador seleciona a radiagdo monocromatica,
permitindo determinacdes quantitativas de acordo com a Lei de Lambert-Beer. No
caso da regido UV-Vis, usam-se componentes Gticos de quartzo e detectores de alta
sensitividade para deteccéo das radia¢des nessa faixa. Assim, 0s espectrometros sdo
compostos basicamente por uma fonte de radiacdo, um monocromador, um
compartimento onde a amostra fica contida, detectores e indicadores de sinal [61,65].

O equipamento utilizado foi um Espectrofotdmetro de feixe duplo Perkin Elmer

Lambda 1050 com esfera integradora.

52 PARTE EXPERIMENTAL

O procedimento experimental foi dividido basicamente em trés partes: sintese
de nanoparticulas, funcionalizacdo da superficie e modificacdo com polimeros,

conforme pode ser observado no organograma da Figura 13.
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‘ Sintese via coprecipitacdo |

LS Ultrasom e temp.:
NP-
© NP-co-5Q
Funcionalizagio com APTMS: Funcionalizagdo com MPTS:
NP-amina NP-CO@MPTSa;
NP-CO@MPTSh;

NP-CO-SQ@MPTS

Modificagdo com Quitosana:

NP-amina@Quit

Modificagdo com PNIPAAmM: Modificagio com P(NIPAAM-co-DMAAM):
NP@PNIPAAm1 NP@P(NIPAAm-co-DMAAM)
NP@PNIPAAM2

Modificagio com PCL:

NP-amina@PCL1
NP-amina@PCL2 Encapsulagio de DOXno
NP-amina@PCL3 nanodispositivo

NP-amina@PCL4

Figura 13 - Organograma do procedimento experimental utilizado.
Fonte: préprio autor.

5.2.1 SINTESE DE NANOPARTICULAS MAGNETICAS POR COPRECIPITACAO

A sintese de nanoparticulas magnéticas foi realizada através do método da
coprecipitacdo, no qual ocorre a precipitacdo de nanoparticulas em meio basico
através da adicao de sais precursores de ferro.

Primeiramente foi preparada a solucéo precursora de ferro. Para tanto, foram
dissolvidos 4 g de FeCl2.4H20 e 11 g de FeCl3.6H20 em 450 mL de agua destilada
borbulhada em argbnio. Em seguida, adicionou-se 4 mL de acido cloridrico (HCI)
concentrado.

Apos agitacao, foram adicionados 24 mL de uma solugéo 25% de hidroxido de
amonio, tendo em vista que a sintese de nanoparticulas por coprecipitagdo ocorre em
pH bésico. A solugéo resultante foi mantida sob agitacdo durante 20 minutos e, para
finalizar, foi lavada com agua destilada, separando-se as nanoparticulas do meio com

auxilio de um ima, até obtencdo de pH neutro.
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Duas amostras foram preparadas por esse procedimento: NP-CO e NP-CO-SQ.
Na primeira a reagdo ocorreu em temperatura ambiente, enquanto a segunda foi

sonoquimicamente assistida (com 30% de amplitude e ciclo direto) sob aquecimento.

5.2.2 FUNCIONALIZACAO DA SUPERFICIE DAS NANOPARTICULAS

a) Funcionalizagdo com APTMS (NP-amina)

A funcionalizacéo foi realizada durante o processo de sintese no item 5.2.1. O
APTMS foi adicionado apds 10 minutos da rea¢do sonoquimicamente assistida.

A solucéo resultante foi mantida sob efeito do ultrassom, aquecimento e agitacao
por trinta minutos. Para finalizar, as particulas foram separadas magneticamente e

lavadas com agua até pH neutro.

b) Funcionalizacdo com MPTS

A funcionalizagdo da superficie das particulas com MPTS foi conduzida
conforme descrito por Kraus et. al (2009) [66]. Sendo assim, 1 g da amostra NP-CO
foi dispersa em 50 mL de agua destilada, com o auxilio de um ultrassom.

Em seguida, 0,2 mL de MPTS foram adicionados a solucdo, que foi aquecida a
90°C e agitada, por trés horas, sob atmosfera de nitrogénio. A amostra foi nomeada
NP-CO@MPTS a.

Ao final da funcionalizacado, as particulas foram precipitadas magneticamente e
lavadas com agua destilada e etanol.

Uma segunda amostra foi preparada pelo mesmo método, aumentando-se o
volume de MPTS na reacéo para 0,8 mL (Amostra NP-CO@MPTS b).

As nanoparticulas obtidas por coprecipitacdo sonoquimicamente assistida
também foram funcionalizadas com MPTS. Para tanto, assim como na funcionalizacéo
com APTMS, 0,8 mL de MPTS foram adicionados apds 10 minutos de reacao, ainda
no processo de sintese das nanoparticulas. A solugéo resultante foi mantida sob efeito
do ultrassom, aquecimento e agitacdo durante trinta minutos. Para finalizar, as
particulas foram separadas magneticamente e lavadas com agua até atingir pH
neutro. A amostra foi denominada NP-CO-SQ@MPTS.
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5.2.3 MODIFICAGAO DAS NANOPARTICULAS COM POLIMEROS

a) Recobrimento com Policaprolactona (PCL)

A policaprolactona € um polimero hidrofébico, que pode ser empregado na
liberacdo de farmacos hidrofobicos, como o metotrexato. Para o recobrimento das
nanoparticulas magnéticas com PCL diferentes propor¢cdes do polimero foram
testadas, a fim de se obter uma fina camada do mesmo ao redor das particulas.

Para tanto, as nanoparticulas foram lavadas com diclorometano cinco vezes,
para que toda a agua fosse retirada, e dissolvidas na solucdo de PCL em
diclorometano. Gotejou-se, entdo, agua destilada com a intencdo de que o polimero
hidrofébico precipitasse sobre as nanopatrticulas. O precipitado foi lavado e amostrado
para analise. As propor¢des utilizadas estao expostas na Tabela 2.

Tabela 2 - Propor¢des dos reagentes utilizados nos testes de recobrimento

Amostra Massas utilizadas (g)
NP-amina PCL
NP-amina@PCL 1 0,30 1,50
NP-amina@PCL 2 0,30 1,50
NP-amina@PCL 3 0,60 0,10
NP-amina@PCL 4 0,60 0,05

Fonte: Proprio autor.

Na primeira amostra, NP-amina@PCL 1, a lavagem do precipitado foi realizada
com acetona e dioxano. Nas demais amostras, a lavagem foi realizada apenas com

dioxano.

b) Recobrimento com Quitosana

A quitosana é um polimero hidrofilico, biocompativel, muito utilizado na liberacao
de farmacos hidrofilicos, como o diclofenaco sédico.

Primeiramente a quitosana foi dissolvida em HCI 0,1 mol/L, em seguida
adicionou-se a 4 mL da solucdo de nanoparticulas. A concentracdo utilizada foi 0,01

g de quitosana em 10 mL de acido.
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Entéo, foi gotejada uma solugcdo de NaOH na mistura com a intencdo de que o

polimero encapsulasse as nanoparticulas. Foi separada uma amostra para analise.

C) Polimerizacdo de NIPAAm na superficie das nanoparticulas

A polimerizacdo na superficie das nanoparticulas foi realizada através de uma
adaptacdo do método proposto por Yeh at al. (2013), o qual utilizou os grupos tiol
presentes na molécula de 3-mercaptopropionato de metilo para controlar a
polimerizacdo do monémero NIPAAm [67]. Nas nanoparticulas, estes grupos tiol ja
haviam sido adicionados ao funcionalizd-las com MPTS. A reacdo pode ser

visualizada na Figura 14.
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Figura 14 - Reacéo de polimerizacdo do NIPAAmM na presenca dos grupos tiol.
Fonte: préprio autor.

Deste modo, 0,41 g de NIPAAmM e 0,1 g de NP-CO-SQ@MPTS foram dissolvidos
em 40 mL de 4gua deionizada. A solucéo foi levada ao ultrassom durante 5 minutos
para evitar a formacdo de aglomerados. Em seguida, borbulhou-se gas argbnio
durante 30 minutos.

A solucéo foi, entdo, aquecida a 50°C e adicionou-se uma solucéo de pirossulfato
de potassio (0,03 g em 10 mL de agua deionizada) para se iniciar a polimerizacdo. A
reacao ocorreu em 2 horas.

Ao final, as particulas foram precipitadas em meio basico e separadas

magneticamente, lavando com agua destilada para retirar o excesso de monémero.



44

Outra amostra foi feita pelo mesmo método, variando-se apenas as
concentragcbes de mondmero e nanoparticulas. As massas utilizadas em cada

amostra podem ser visualizadas na Tabela 3.

Tabela 3 - Quantidades de reagentes utilizadas na polimerizacdo de NIPAAmM na
superficie das nanoparticulas.

Amostra NIPAAmM (9) NP-CO-SQ@MPTS (g)
NP@PNIPAAM1 0,40 0,1
NP@PNIPAAM2 0,60 0,1

Fonte: préprio autor.

d) Copolimerizacdo de NIPAAm-co-DMAAmM na superficie das nanoparticulas

A copolimerizacdo na superficie das nanoparticulas foi realizada através do
método descrito por Yeh at al. (2013). O procedimento foi similar ao utilizado para a
polimerizagao de NIPAAm, diferindo apenas na adicdo do monomero dimetilacrilamida

(DMAAmM) [67]. A reacdo pode ser visualizada na Figura 15.
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Figura 15 — Copolimerizagdo de DMAAmM e NIPAAmM na presenca dos grupos tiol.
Fonte: préprio autor.

Deste modo, 0,6 g de NIPAAm, 100 uL de DMAAmMm e 0,1 g de NP-CO-
SQ@MPTS foram dissolvidos em 40 mL de 4gua deionizada. A solucao foi levada ao
ultrassom durante 5 minutos para evitar a formacédo de aglomerados. Em seguida,

borbulhou-se géas argdnio durante 30 minutos.
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A solucéo foi, entdo, aquecida a 50°C e adicionou-se uma solucgéo de pirossulfato
de potassio (0,03 g em 10 mL de &gua deionizada) para se iniciar a polimerizacéo. A
reacdo ocorreu em 2 horas.

Ao final, as particulas foram precipitadas em meio basico e separadas
magneticamente, lavando com agua destilada para retirar o excesso de monémero
[67].

5.2.4 ENCAPSULAMENTO E LIBERACAO DE DOXORRUBICINA

O encapsulamento de doxorrubicina na amostra NP@P(NIPAAmM-co-DMAAmM)
foi realizado pelo seguinte procedimento: primeiramente, 20 mL da amostra foram
aguecidos a 45°C, temperatura superior a sua LCST. Assim, 2 mg de cloridato de
doxorrubicina foram adicionados a solucéo, que foi agitada a temperatura constante
de 45°C durante 20 minutos. Para finalizar, a solugédo foi levada a um banho de gelo,
ajustando-se rapidamente para a temperatura de 21°C.

As particulas foram separadas magneticamente a temperatura ambiente e o
sobrenadante com o excesso de farmaco (ndo encapsulado) foi caracterizado por
espectroscopia no UV-Vis.

As NP magnéticas foram lavadas com agua destilada 5 vezes, as particulas
separadas magneticamente e 0 sobrenadante a temperatura ambiente foi amostrado
para caracterizacao por espectroscopia no UV-Vis, a fim de se avaliar se o farmaco
esta sendo liberado abaixo da LCST.

A amostra foi, entdo, aquecida a 45°C por 20 minutos e o procedimento de
separacao das particulas foi repetido para avaliar a liberacdo do farmaco acima da

LCST do polimero pela mesma técnica.
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6 RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1 NANOPARTICULAS MAGNETICAS

As amostras de nanoparticulas magnéticas foram caracterizadas por FTIR,
conforme pode ser visualizado na figura abaixo.
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Figura 16 - Espectro de FTIR das amostras NP-CO e NP-CO-SQ.
Fonte: préprio autor.

Na literatura especializada, as bandas de absorcéo das ligacdes Fe-O ocorrem
em 570 e 375 cm™. No entanto, as nanoparticulas de 6xido de ferro, devido ao seu
diametro reduzido e o consequente aumento da constante de forca de ligacao,
apresentam um deslocamento dessas bandas, que passam a ocorrer em 600 e 440
cml, o que é compativel com os valores encontrados. [27,61]. Na Figura 16 é possivel
perceber, inclusive, espectros bastante semelhantes entre as duas amostras, o que

indica que ambas apresentam as mesmas ligacdes quimicas.

As amostras NP-CO e NP-CO-SQ foram caracterizadas, entdo, por difracdo de
raios X a fim de se verificar a formacédo de magnetita, além de permitir o calculo do
diametro de cristalito através da Equacao 8.

Na Figura 17 é possivel observar os difratogramas obtidos para cada amostra,
bem como o perfil de difragcdo caracteristico da magnetita.



47

—— Fe,0, - PDF 75-1609
—NP-CO
—— NP-CO-SQ

<

(0]

©

©

S

(2]

c

]

£

T T T T T T T T T T T T T
10 20 30 40 50 60 70 80

20 (graus)

Figura 17 - Difratograma das amostras NP-CO e NP-CO-SQ.
Fonte: préprio autor.

Conforme pode ser observado na figura acima, houve a formacao de uma fase
correspondente & da magnetita em ambas as amostras. E importante ressaltar que y-
Fe2Os (maghemita) possui 0 mesmo perfil de difragdo de raios X que o Fes3Os
(magnetita), ndo sendo possivel afirmar qual dessas fases realmente foi formada nas
amostras apenas através desta técnica. Uma alternativa seria a caracterizacao por
espectroscopia de Mossbauer. No entanto, a formacdo de maghemita nao
inviabilizaria a aplicagdo da técnica, uma vez que esta, assim como a magnetita, é
biocompativel e magnética.

O calculo dos tamanhos médios de cristalito nas amostras foi realizado atravées
da Equacéo de Scherrer (Equagéo 8), com base na medida da largura a meia altura
do pico de maior expressao de cada difratograma obtido na analise. Os parametros 3
e 6 foram encontrados a partir do programa Origin 7.1, que faz um ajuste dos picos
para uma funcdo de distribuicdo gaussiana, de modo a se encontrar 0os parametros
necessarios para aplicacdo da Equacéo de Scherrer. Os parametros encontrados e

os diametros calculados podem ser visualizados na Tabela 4.
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Tabela 4 — Diametro de cristalitos e valores utilizados nos célculos.

Amostras B (rad) O (rad) D (nm)
NP-CO 0,018 0,311 9,40
NP-CO-SQ 0,016 0,310 8,04

Fonte: proprio autor.

Para os calculos foi considerado A=0,1542 nm (tubo de cobre) e k=0,9.

Através da andlise do didmetro hidrodindmico das particulas via DLS, foram
obtidos os histogramas presentes na Figura 18.
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Figura 18 - Histograma da distribuicdo de tamanhos de particulas nas amostras NP-CO
e NP-CO-SQ.
Fonte: proprio autor

Analisando-se a figura, percebe-se que a distribuicdo de tamanhos de particulas
se encontra na dimensao nanomeétrica, o que é adequado para a aplicacéo pretendida.
E importante considerar que esta é a medida do diametro hidrodinamico das particulas
e nao seu diametro real, que tem dimensao bastante inferior. O diametro
hidrodindmico médio foi de 75,2 nm para a amostra NP-CO e de 70,7 nm para a

amostra NP-CO-SQ, valores bastante proximos.



49

Também foi realizada a titulacdo das amostras, obtendo-se uma curva de
potencial zeta em func¢éo do pH, com a intencdo de se encontrar o ponto isoelétrico e
os valores de pH que proporcionem a maior estabilidade para as particulas. A Figura
19 ilustra as curvas obtidas para as amostras NP-CO e NP-CO-SQ. O valor do ponto
isoelétrico de nanoparticulas de magnetita encontrado na literatura varia entre 6 e 7,
quando sintetizadas a partir de solugbes de cloreto, o que € compativel com o
encontrado para cada amostra [55,68]. Na amostra NP-CO o valor encontrado foi de

5,7, enquanto para a amostra NP-CO-SQ foi 6,4.
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Figura 19 - Curva do potencial zeta das amostras NP-CO e NP-CO-SQ em fun¢éo do
pH.
Fonte: préprio autor.

Analisando a figura, é possivel concluir gue ambas as amostras tendem a ser
mais estavel para valores de pH inferiores a 2,5 e superiores a 8,0. Isso porque
particulas com elevados valores de potencial zeta, tanto negativos quanto positivos,
tendem a se repelir, diminuindo probabilidade de formar agregados e,

consequentemente, aumentando a estabilidade em suspenséao.
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6.2 NANOPARTICULAS MAGNETICAS FUNCIONALIZADAS

6.2.1 NANOPARTICULAS MAGNETICAS FUNCIONALIZADAS COM APTMS (NP-AMINA)

Na caracterizagdo por FTIR foi possivel observar as bandas relativas aos 6xidos
de ferro da nanoparticula, bem como as bandas da ligacdo Si-O e do grupo amina,
comprovando a funcionalizacdo das particulas com APTS.

A Figura 20 apresenta o grafico obtido na analise.
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Figura 20 - Espectro de FTIR da amostra NP-amina.
Fonte: préprio autor.

No espectro de infravermelho da amostra NP-amina, foi possivel observar
bandas nas regides em torno de 1600, 920 e 550 cm*, que correspondem as ligacoes
R-NH2, Si-O e Fe-O, respectivamente, comprovando a eficiente funcionalizacédo da
superficie das nanoparticulas. Na literatura, os grupos amina apresentam bandas na
faixa de 1670 e 1590 cm™, que indicam que este grupo esta livre, compativel com o
valor encontrado e citado anteriormente [27,61].

O processo de funcionalizacdo pode levar a formacao de ligagdes de hidrogénio
entre o grupo amina do APTMS e a superficie das nanoparticulas de magnetita, o que
pode ser observado na regido entre 3370 e 3300 cm. Analisando-se o gréafico, uma
banda de absorgéo em torno de 3400 cm foi observada, o que pode estar relacionado
a tais ligagbes [27,61].
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As vibracdes das ligagdes C-H, dos grupos propil presentes no APTMS, sdo
caracterizadas por uma banda dupla na regido entre 3000 e 2800 cm. Esta banda
também pdde ser observada no espectro obtido [27,61].

As nanoparticulas funcionalizadas com APTMS foram caracterizadas por DLS.
O diametro hidrodindmico médio de particulas na amostra NP-amina € de 78,8 nm,
valor proximo ao obtido para as nanoparticulas antes da funcionalizag&o. Isso ja era
esperado, pois a quantidade de grupos amina adicionada foi pequena, de modo que
nao deveria interferir consideravelmente na dimensao das particulas. O histograma

de distribuicdo de tamanhos das particulas pode ser visualizado na Figura 21.
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Figura 21 - Histograma da distribuicdo de tamanhos das particulas na amostra NP-
amina.
Fonte: préprio autor.

No histograma é possivel observar que as particulas, mesmo aglomeradas, se
encontram em dimensao nanomeétrica.

A curva do potencial zeta em funcéo do pH, obtida pela titulagcdo da amostra NP-
amina, pode ser observada na Figura 22.
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Figura 22 - Curva do potencial zeta da amostra NP-amina em fung&o do pH.
Fonte: préprio autor.

O ponto isoelétrico foi encontrado préximo a 7,54, ponto superior ao encontrado
para as particulas antes da funcionalizacdo. Essa mudanca no ponto isoelétrico esta
compativel ao esperado na teoria, devido a introducéo de grupos amina (-NHz), grupo
nao hidrolisdvel na molécula do alcoxissilano, na superficie das particulas. Grupos
amina apresentam carater basico, uma vez que, de acordo com a teoria de Lewis,
bases sdo espécies capazes de doar elétrons. A Figura 23 ilustra a estrutura do
APTMS, destacando o grupo amina e o par de elétrons livres que o confere um carater
basico [28].
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Figura 23 - Estrutura do APTMS.
Fonte: préprio autor.

6.2.2 NANOPARTICULAS MAGNETICAS FUNCIONALIZADAS coM MPTS

a) Amostra NP-CO@MPTS A

O espectro obtido na analise por FTIR da amostra NP-CO@MPTS A, pode ser
observado na Figura 24.
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Figura 24 - Espectro de FTIR da amostra NP-CO@MPTS A.
Fonte: préprio autor.

Na andlise foi possivel observar bandas relativas as ligacdes Fe-O,
correspondentes as nanoparticulas de 6xido de ferro. No entanto ndo é possivel
observar bandas na regido entre 2800 e 3000 cm™t, correspondentes as ligacdes C-H
que deveriam estar ligadas a superficie das nanoparticulas, assim como ndo séo
observadas bandas na regido préxima a 1000 cm, correspondente a ligacédo Si-O,
presente no MPTS [61].

Assim, podde-se concluir que a superficie das nanoparticulas néo foi
funcionalizada com MPTS. Assumiu-se que a quantidade de MPTS utilizada n&o foi
suficiente para funcionalizagéo.

b) Amostra NP-CO@MPTS B

A amostra NP-CO@MPTS B foi caracterizada por FTIR. A Figura 25 apresenta
0 espectro obtido na analise.
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Figura 25 - Espectro de FTIR da amostra NP-CO@MPTS B.
Fonte: préprio autor.

Ao contrario da amostra anterior, nesta € possivel observar uma leve banda
proxima a 3000 cm?, correspondente as ligacdes C-H, além da banda préxima a 1030
cm? correspondente as ligacdes Si-O, presentes na molécula de MPTS [61]. Assim,
pode-se afirmar que as nanoparticulas foram funcionalizadas satisfatoriamente.

As nanoparticulas obtidas por coprecipitacdo e funcionalizadas com MPTS
também foram caracterizadas por DLS, encontrando-se um diametro hidrodinamico
médio de 98,8 nm, valor um pouco superior ao obtido anteriormente a funcionalizagéo.

O histograma de distribuicdo de tamanhos das particulas pode ser visualizado na
Figura 26.
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Figura 26 - Histograma da distribuicdo de tamanhos de particulas na amostra NP-
CO@MPTS b.
Fonte: préprio autor.

A curva do potencial zeta em funcdo do pH, obtida através da titulacdo da
amostra é apresentada na Figura 27.
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Figura 27 - Curva do potencial zeta da amostra NP-CO@MPTS B em func¢é&o do pH.
Fonte: préprio autor.
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O ponto isoelétrico foi encontrado proximo a 4,9, ponto inferior ao encontrado
para as particulas antes da funcionalizacdo. Essa mudanca no ponto isoelétrico esta
compativel ao esperado na teoria, devido a introducdo de grupos tiol (-SH) na
superficie das particulas. Esses grupos séo provenientes da parte nao hidrolisavel do
MPTS, a qual é responséavel pela funcionalizacao da superficie das nanoparticulas. O
enxofre pertence a mesma familia na Tabela Peridédica que o oxigénio, sendo um
atomo maior e mais polarizado que o ultimo. Deste modo, os compostos de enxofre
possuem carater basico mais acentuado e compostos contendo grupo tiol sdo acidos
(receptores de elétrons) mais fortes que seus analogos de oxigénio. Sendo assim, a
introducdo destes grupos na superficie das nanoparticulas confere as mesmas um
carater mais acido [28]. A Figura 28 ilustra a estrutura do MPTS, destacando o grupo

nao hidrolisavel —SH, responséavel pela diminuicdo no ponto isoelétrico da amostra.
MPTS
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OCHs
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Figura 28 - Estrutura do MPTS, destacando o grupo tiol e seu carater acido.
Fonte: préprio autor.

C) Amostra NP-CO-SQ@MPTS

A Figura 29 apresenta o espectro obtido na caracterizacédo por FTIR da amostra

de nanoparticulas magnéticas funcionalizadas com MPTS na presenca de ultrassom.
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Figura 29 - Espectro de FTIR da amostra NP-CO-SQ@MPTS.
Fonte: préprio autor.

Na figura é possivel observar uma leve banda em 2900 cm, correspondente as
ligacdes C-H, além da banda préxima a 960 cm correspondente as ligages Si-O,
presentes na molécula de MPTS. Assim, pode-se afirmar que as nanoparticulas foram
funcionalizadas satisfatoriamente. A banda encontrada em 3500 cm, relacionada ao
estiramento dos grupos —OH, bem como a banda em 1600 cm™, relativa as ligaces

H-O-H, sugerem a presenca de agua adsorvida na superficie das nanoparticulas [61].

A amostra também foi caracterizada por DLS, obtendo-se um diametro
hidrodindmico médio de 105,2 nm. O histograma de distribuicdo de tamanhos das
particulas, que pode ser visualizado na Figura 30.
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Figura 30 - Histograma da distribuicdo de tamanhos de particulas na amostra NP-CO-
SQ@MPTS.
Fonte: préprio autor.

No histograma da Figura 30, é possivel observar novamente a dimensao
nanomeétrica das particulas.
A curva da variacdo do potencial zeta em funcdo do pH da amostra pode ser

observada na Figura 31.
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Figura 31 - Curva do potencial zeta da amostra NP-CO-SQ@MPTS em func¢&o do pH.
Fonte: proprio autor.
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O ponto isoelétrico foi encontrado préximo a 5,9, ponto mais acido em relagéo
ao encontrado para as nanoparticulas anteriormente a funcionalizacao (pH de 6,5).
Essa mudanca no ponto isoelétrico esta compativel ao esperado na teoria, devido a
introducéo de grupos tiol, que sdo acidos, na superficie das particulas.

As imagens de MEV-FEG obtidas para as nanoparticulas podem ser

visualizadas nas figuras abaixo.
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Figura 32 - Imagem de MEV-FEG da amostra NP-CO-SQ@MPTS com aumento de
200000x.
Fonte: préprio autor.
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Figura 33 - Imagem de MEV-FEG da amostra NP-CO-SQ@MPTS com aumento de
25000x.
Fonte: préprio autor.

Nas imagens € possivel observar particulas de aproximadamente 10 nm de
didametro, compativel com o esperado pela caracterizagdo por DRX das
nanoparticulas antes da funcionalizacdo. No entanto as particulas se encontram
bastante aglomeradas, o que pode ser resultado do processo de secagem utilizado
para a preparacdo da amostra. E possivel que haja condensacao de grupos tiol nesse

processo, o que leva a tal aglomeracao.

6.3 NANOPARTICULAS MAGNETICAS MODIFICADAS COM POLIMEROS

6.3.1 MobDIFICACAO com PCL

a) Amostra NP-amina@PCL 1

Através da analise via FTIR foi possivel observar as bandas relativas aos 6xidos
de ferro das nanoparticulas, em 600 cm (compativel com o esperado pela literatura,

devido ao deslocamento mencionado anteriormente). Além dos grupos R-NH: livres e
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ligados através de ligagGes de hidrogénio, como ja havia sido encontrado na amostra
NP-amina anteriormente a adi¢cdo do polimero [61,69].

No entanto, ndo ha tracos do polimero na amostra, uma vez que nao apresenta,
por exemplo, a banda dupla correspondente aos grupos C-H, que ocorre entre 3000
e 2800 cm™ [61]. Essa andlise indica que ndo houve recobrimento das nanoparticulas

com PCL.

A Figura 34 apresenta o grafico obtido na analise.
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Figura 34 - Espectro de FTIR da amostra NP-amina@PCL1.
Fonte: préprio autor.

E provavel que o polimero tenha sido removido durante o processo de lavagem

com acetona e dioxano e, deste modo, este processo foi alterado nas lavagens
posteriores.

b) Amostra NP-amina@PCL 2

A Figura 35 apresenta o espectro obtido por FTIR.
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Figura 35 - Espectro de FTIR da amostra NP-amina@PCL2.
Fonte: préprio autor.

Nesta amostra, observou-se a banda dupla entre 3000 e 2800 cm,
caracteristica das ligacdes C-H do polimero. Os grupos carbonila (C=0), presentes na
PCL, também puderam ser observados préximos a 1730 cm [61]. Pode-se afirmar,
portanto, que o recobrimento foi satisfatério.

O histograma da distribuicdo de tamanhos de particulas, obtido por DLS, esta
ilustrado na Figura 36.
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Figura 36 - Histograma da distribuicdo de tamanhos de particulas na amostra NP-
amina@PCL 2.
Fonte: préprio autor.

Conforme pode ser observado, houve um aumento significativo no tamanho das
particulas, o que indica um satisfatério recobrimento das mesmas com o polimero.
Porém, foram obtidas particulas de dimensdes micrométricas, ndo sendo compativel
com aplicacbes em biomedicina. De qualquer forma, esta técnica se mostrou viavel
para o recobrimento com PCL, necessitando de uma otimizacdo nos parametros de

sintese para o controle do tamanho do nanodispositivo.

C) Amostra NP-amina@PCL 3

A Figura 37 apresenta o grafico obtido por FTIR.
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Figura 37 - Espectro de FTIR da amostra NP-amina@PCL3.
Fonte: préprio autor.

O espectro obtido foi semelhante ao da amostra anterior, sendo possivel
observar novamente alguns grupos tipicos da policaprolactona, como as bandas da
carbonila e a banda dupla caracteristica do grupo C-H, comprovando-se, assim, o
recobrimento das particulas com o polimero.

O histograma da distribuicdo de tamanhos das particulas da amostra NP-
amina@PCL 3, obtido por DLS, pode ser observado na Figura 38.
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Figura 38 - Histograma da distribuicdo de tamanhos de particulas na amostra NP-
amina@PCL3.
Fonte: préprio autor.

Pdde-se observar um aumento significativo no didametro das particulas NP-
amina, provavelmente causado pela encapsulacdo destas no polimero. Em
comparacao a amostra NP-amina@PCL 2, no entanto, se observou uma distribui¢cdo

de tamanhos mais estreita e com particulas menores.

d) Amostra NP-amina@PCL 4

A Figura 39 apresenta o espectro obtido por FTIR.
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Figura 39 - Espectro de FTIR da amostra NP-amina@PCLA4.
Fonte: préprio autor.

O espectro obtido foi semelhante aos espectros das amostras anteriores, sendo
mais uma vez possivel observar alguns grupos tipicos da policaprolactona, assim
como dos 6xidos de ferro funcionalizados com APTMS, comprovando-se, portanto, o
recobrimento das nanoparticulas com o polimero.

O histograma da distribuicdo de tamanhos das particulas da amostra NP-
amina@PCL 4, obtido por DLS, pode ser observado na Figura 40.
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Figura 40 - Histograma da distribuicdo de tamanhos de particulas na amostra NP-
amina@PCL4.
Fonte: préprio autor.

Pdde-se observar um aumento significativo no didametro das particulas NP-
amina, provavelmente causado pela encapsulac¢ado destas no polimero. No entanto, a
distribuicdo de tamanhos foi préxima a obtida para a amostra NP-amina@PCL 3, ou
seja, mesmo com a diminui¢do da quantidade de polimero utilizada, este método néo
permite a formacao de particulas inferiores a 2,0 um, o que a inviabiliza para o uso na
liberac@o controlada de farmacos. A técnica deve, portanto, ser utilizada em outras

aplicacfes que ndo exijam particulas nanométricas.

6.3.2 MODIFICAGAO COM QUITOSANA

A Figura 41 apresenta o espectro obtido por FTIR da amostra recoberta com

quitosana.
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Figura 41 - Espectro de FTIR da amostra NP-amina@Quit.
Fonte: préprio autor.

No espectro acima, pode-se observar as bandas caracteristicas das NP-amina,
bem como bandas tipicas de carbonila e amida, provenientes da quitosana. A banda
de carbonila foi observada préxima a 1730 cm™ e o grupo R-NH: foi observado livre
em 1680 cm? e ligado a superficie das particulas em 3400 cm. Comprovou-se,
assim, o encapsulamento das particulas com o polimero [61].

A Figura 42 ilustra a distribuicdo de tamanhos das particulas da amostra, obtida
por DLS.



70

35

30 [—— NP-amina@Quit|

25
20

15 4

Numero (%)

10

— 71t - r +r 1 - r - 1 - 1~ 1 1 - T
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000
Diametro (nm)

Figura 42 - Histograma da distribuicdo de tamanhos de particulas na amostra NP-

amina@Quit.
Fonte: préprio autor.

Pdde-se observar um aumento significativo no didmetro das particulas,
provavelmente causado pela encapsulacdo destas no polimero. O diametro
hidrodinamico médio, de 620 nm, esta mais adequado em relacdo ao das particulas

encapsuladas em PCL.

6.3.3 MODIFICACAO coM PNIPAAM

a) Amostra NP-PNIPAM 1

O gréfico obtido na analise por FTIR da amostra NP@PNIPAAmM 1, pode ser

observado na Figura 43.
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Figura 43 - Espectro de FTIR da amostra NP@PNIPAAmM 1.
Fonte: préprio autor.

A principal diferenca em relacdo as nanoparticulas antes da polimerizacao foi o
aparecimento de uma banda relativa a carbonila (C=0), que pode ser visualizada em
1650 cm. Além da banda relativa a ligacdo C-N, também presente no polimero, que
é encontrada em 1450 cm™®. De acordo com a literatura esses valores eram
esperados, respectivamente, em 1650 e 1440 cm™ [61,69]. A principio a polimerizagdo
de NIPAAmM na superficie das nanoparticulas teria sido satisfatéria. No entanto, mais
testes foram necessarios para se garantir que 0s grupos encontrados estivessem
realmente ligados a superficie das nanoparticulas e ndo se tratassem de monémeros
livres.

O raio hidrodinamico da amostra foi, entdo, analisado em funcéo da temperatura,

atraves da técnica do DLS, afim de se avaliar a termossensibilidade do polimero.
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Figura 44 - Raio Hidrodindmico da amostra NP@PNIPAAmM 1 em fun¢éo da temperatura.
Fonte: préprio autor.

Através da andlise da Figura 44 foi possivel concluir que a amostra ndo possui
sensibilidade a temperatura. Uma possivel explicacdo é que a polimerizacdo nao
tenha ocorrido, estando presente na solucdo de nanoparticulas magnéticas
funcionalizadas com MPTS uma pequena quantidade de monémero que nao sofreu
reacao.

De qualquer modo, o potencial zeta das particulas foi medido em funcao do pH
do meio, resultando na curva da Figura 45.
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Figura 45 - Curva do potencial zeta da amostra NP@PNIPAAmM 1 em funcdo do pH.
Fonte: préprio autor.

Observando-se a figura acima, é possivel concluir que a curva de titulacao é
bastante semelhante a obtida para as particulas anteriormente a reacdo de
polimerizacdo, com ponto isoelétrico proximo a 6. Isso indica que a polimerizacdo nao
foi adequada, uma vez que a auséncia de grupos ionizaveis no polimero impede que
0 potencial zeta varie significativamente com o pH.

Desta forma, outra amostra foi sintetizada com diferentes proporcdes de

NP/NIPAAmM com o intuito de se promover a polimerizacéo.

b) Amostra NP-PNIPAM 2

O gréfico obtido na analise por FTIR da amostra NP@PNIPAAmM 2, pode ser
observado na Figura 46.
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Figura 46 - Espectro de FTIR da amostra NP@PNIPAAmM 2.
Fonte: préprio autor.

Na Figura 46 € possivel observar a banda dupla relativa as ligagcbes C-H
presentes no polimero entre 2800 e 3000 cm™. Outras bandas observadas foram a do
grupo carbonila (C=0) em 1700 e das ligacdes C-N préximo a 1500 cm [61,70].
Todas essas ligacGes estdo presentes no polimero sintetizado, conforme pode ser
observado em sua estrutura, ilustra na Figura 47.

A&

A\

PNIPAAmM

Figura 47 - Estrutura da PNIPAAm, destacando-se as ligages verificadas por FTIR.
Fonte: proprio autor.
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Em seguida, o raio hidrodindmico da amostra foi, caracterizado em fungéo da
temperatura, através da técnica do DLS, avaliando-se a termossensibilidade do

polimero. A Figura 48 ilustra o grafico obtido em tal andlise.
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Figura 48 - Raio hidrodindmico da amostra NP@PNIPAAmM 2 em fungéo da temperatura.
Fonte: préprio autor.

Analisando-se a Figura 48 é possivel observar o comportamento termossensivel
da amostra, o que indica que a polimerizacdo de NIPAAmM na superficie das
nanoparticulas foi satisfatdria. De acordo com a literatura, o LCST da PNIPAAm é de
aproximadamente 32°C, o que é compativel com o encontrado na analise (32,4°C)
[67,70].

O comportamento do grafico, indica que acima de seu LCST, o polimero tende
a expulsar moléculas de agua intercadeias reduzindo sua espessura na superficie das
particulas, o que acarreta em uma redug&o no seu raio hidrodinamico.

Além disso, os raios encontrados foram de no maximo 300 nm, incluindo os
aglomerados, o que viabiliza o uso de tais particulas na biomedicina.

A curva do potencial zeta obtida por tituagdo da amostra esta ilustrada na Figura
49.
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Figura 49 - Curva de titulagdo potenciométrica da amostra NP@PNIPAAmM 2.
Fonte: préprio autor.

Na figura acima é possivel perceber que a amostra ndo apresenta um ponto
isoelétrico, alias, os valores de potencial zeta variam pouco em fun¢éo do pH do meio,
0 que é compativel com o encontrado na teoria e se deve provavelmente pela
auséncia de grupos ionizaveis em sua estrutura molecular e a presenca de polimeros

na superficie das nanoparticulas [71].

6.3.4 MODIFICACAO cOM POLI(NIPAAM-CO-DMAAM)

O espectro obtido na analise por FTIR da amostra NP@P(NIPAAmM-co-DMAAmM),

pode ser observado na Figura 50.
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Figura 50 - Espectro de FTIR da amostra NP@P(NIPAAM-co-DMAAmM).
Fonte: préprio autor.

No espectro obtido é possivel perceber a banda dupla entre 2800 e 3000 cm™,
relativa as ligacdes C-H presentes no copolimero, além de bandas em 3500, 1650,
1540, 1270 e 700 relativas, respectivamente, as ligacdes O-H (presenca de agua
adsorvida na superficie), C=0, N-H, C-O-CHz- e C-S [61,72]. Todas estas ligacdes
estdo presentes na estrutura do copolimero desejado, conforme pode ser visualizado

na Figura 51, o que indica que a copolimerizacdo de NIPAAmM-co-DMAAmM foi
satisfatoria.

. @‘@ H,C-CHzdfH,C-CH
¢=0

A @.Z?
)

3 3

P(NIPAAmM-co-DMAAmMm)

Figura 51 - Estrutura do copolimero P(NIPAAm-co-DMAAmM) realcando-se as ligacdes
encontradas no IV.
Fonte: préprio autor.



78

Em seguida, o raio hidrodinamico da amostra foi, caracterizado em funcao da
temperatura, por meio da técnica do DLS, avaliando-se a termossensibilidade do

polimero.
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Figura 52 - Raio Hidrodindmico da amostra NP@P(NIPAAmM-co-DMAAmM) em funcéo da
temperatura.
Fonte: préprio autor.

Analisando-se a figura acima é possivel observar o comportamento
termossensivel da amostra, o que indica que a copolimerizacdo de NIPAAm com
DMAAmM na superficie das nanoparticulas foi satisfatéria. De acordo com a literatura,
o0 LCST deste copolimero varia entre 37 e 45°C de acordo com a proporcao utilizada
[67]. Na amostra NP@P(NIPAAmM-co-DMAAmM) o LCST encontrado foi de 37,9°C, valor
adequado para aplicacao no corpo humano e compativel com o esperado pela teoria.

O comportamento do grafico, indica que acima de seu LCST, o polimero tende
a se depositar na superficie das particula, o que leva a formacgéo de aglomerados. Isto
acarreta em um raio hidrodinAmico bastante superior acima de sua temperatura de
transicédo. Este resultado sugere que o copolimero possui estrutura ramificada e que
0s grupos provenientes do DMAAM possam estar se orientando nas cadeias de forma

a sofrerem uma maior repulséo eletrostatica ou impedimento estérico apos a expulsao
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das moléculas de agua acima de LCST. Este € um resultado novo na literatura
pesquisada e novos estudos serdo realizados no grupo de pesquisa em Materiais
Magnéticos e Colodides para elucidar o fendmeno observado e a influéncia do polimero
DMAAmM na LCST de NIPAAm.

A curva do potencial zeta em func¢ao do pH da amostra pode ser visualizada na
Figura 53.
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Figura 53 - Curva de titulagdo potenciométrica da amostra NP@P(NIPAAmM-co-
DMAAmM).
Fonte: préprio autor.

A curva obtida para o copolimero € bastante semelhante a encontrada para a
PNIPAAmM. Isso indica que ambos, por ndo apresentarem grupos ionizaveis, nao
apresentam variagao significativa em seu potencial zeta em funcdo do pH.

As imagens de MEV-FEG da amostra podem ser visualizadas nas figuras abaixo.
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Figura 54 - Imagem de MEV-FEG da amostra NP@P(NIPAAmM-co-DMAAmM) com
aumento de 33000x.
Fonte: préprio autor.
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Figura 55 - Imagem de MEV-FEG da amostra NP@P(NIPAAmM-co-DMAAmM) com
aumento de 100000x.
Fonte: proprio autor.
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Figura 56 - Imagem de MEV-FEG da amostra NP@P(NIPAAmM-co-DMAAmM) com
aumento de 300000x.
Fonte: préprio autor.

Nas imagens, é possivel observar particulas bastante esféricas de polimero, com
didmetro de aproximadamente 100 nm. N&o € possivel observar a existéncia de
nanoparticulas magnéticas no interior do polimero através das imagens, no entanto

isso foi confirmado ao se separar as particulas do meio na presenca de um ima.

6.4  LIBERACAO DE DOXORRUBICINA

O sobrenadante com excesso de farmaco, coletado antes da lavagem das
particulas, foi analisado por espectroscopia no UV-Vis, e o resultado obtido pode ser

observado na Figura 57.
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Figura 57 - Espectro de UV-Vis obtido para o excesso de DOX (ndo encapsulado).
Fonte: préprio autor.

No espectro da figura acima é possivel observar que a absor¢cdo de DOX ocorre
em torno de 245 nm, o que é compativel com o encontrado na literatura (A= 264 nm)
[46].

Deste modo, essa foi a regido observada na analise dos sobrenadantes

amostrados para a amostra a temperatura ambiente e acima da LCST (45°C). Os

espectros obtidos podem ser visualizados na Figura 58.
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Figura 58 - Espectro de UV-Vis obtido para os sobrenadantes a 25 e 45°C.
Fonte: préprio autor.



83

Observando-se 0s espectros acima, € possivel notar que a temperatura ambiente
ndo ha vestigios de farmaco, o que prova que este ndo estd sendo liberado. No
entanto, a 45°C uma leve banda passa a surgir em torno de 235 nm, o que pode indicar
gue a liberacéo deste foi iniciada.

O fato de a banda ser pouco acentuada pode ser explicado devido ao tempo curto
de 20 minutos para aquecimento em 45°C, utilizado para a liberagéo. Na literatura o
tempo utilizado para liberacdo da DOX do copolimero P(NIPAAmM-co-DMAAmM) chega
a 10 horas [46]. Além disso, a concentracdo de farmaco encapsulado pode ter sido
baixa e/ou a quantidade de nanoparticula-polimero utilizadas nas solu¢des testadas
foi baixa. Novos estudos serdo conduzidos para avaliar a eficiéncia da encapsulacéo
do farmaco pelas nanoparticulas modificadas com polimeros bem como para otimizar

os testes de liberacao.
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7 CONCLUSOES

Através deste trabalho, pbde-se sintetizar nanoparticulas magnéticas de
magnetita, com didmetro médio de aproximadamente 10 nm, através do método da
coprecipitacdo sonoquimicamente assistida ou ndo. As nanoparticulas sintetizadas
apresentaram boa estabilidade e distribuicdo de tamanhos adequada para aplicacao
na biomedicina, conforme pretendido. Os dois métodos utilizados acarretaram em
nanoparticulas de dimensdes e propriedades bastante semelhantes.

Também foi realizada satisfatoriamente a funcionalizacdo da superficie das
nanoparticulas com dois alcoxisilanos, MPTS e APTMS, os quais sdo responsaveis
por aumentar a estabilidade das mesmas no meio, além de promover sua ligagdo com
outras substancias, como polimeros.

Para a aplicagdo na liberacdo controlada de farmacos, as nanoparticulas
necessitam estar recobertas em um material biocompativel, que sera responsavel por
imobilizar o farmaco, além de permitir o direcionamento e liberacdo do mesmo no
corpo humano. Neste contexto, as nanoparticulas sintetizadas e funcionalizadas
foram encapsuladas em diferentes polimeros (PCL, PNIPAAmM, P(NIPAAm-co-
DMAAmM e Quitosana), para posteriormente imobilizacdo de farmacos adequados nos
mesmos. No caso da policaprolactona, o recobrimento resultou em particulas de
dimensdes micrométricas, o que inviabiliza seu uso in vivo, no entanto esta pode ser
utilizada em outras aplicagdes que nao exijam dimensdes tdo pequenas. A quitosana,
por outro lado, apresentou faixa de distribuicdo de tamanhos adequada para sua
utilizacao na liberacdo controlada de farmacos, a qual pode ser realizada utilizando
sua sensibilidade ao pH como mecanismo de liberagéo.

As polimerizacdo de NIPAAM e NIPAAmM-co-DMAAmM na superficie das
nanoparticulas funcionalizadas com grupos tiol foram satisfatorias. No primeiro caso,
as particulas tendem a diminuir de tamanho acima de sua LCST, que é de 32°C. Para
aplicacoes na liberacdo controlada de farmacos, no entanto, € desejavel que esta
temperatura seja superior a do corpo humano (37°C). Neste contexto, a
copolimerizagdo realizada foi adequada, acarretando em wuma LCST de
aproximadamente 38°C, a partir da qual o polimero tende a formar aglomerados,

conforme se torna hidrofébico.
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8 PERSPECTIVAS FUTURAS

As perspectivas futuras para o trabalho séo:

- Novos estudos sobre a polimerizacdo de NIPAAm e NIPAAm-co-DMAAmM na
superficie das nanoparticulas;

- Testes de liberacao de farmacos mais aprofundados;

- Andlises de citoxicidade.
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