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RESUMO

Hidroxidos duplos lamelares (HDL) sdo uma classe especifica de materiais inorganicos
2D com propriedades fisico-quimicas verséateis e moduladoras que permitem diversas
aplicacdes biomédicas, como diagnostico, prevencdo e tratamento de doencas. Em
particular, as nanoparticulas (NP) de HDL mostraram recentemente avancos sem pre-
cedentes na construcdo quimica controlavel e simplificada, engenharia de superficie
versatil e pesquisa biolégica abrangente. Dentro deste contexto, exploramos neste tra-
balho a construcdo de uma estrutura multifuncional a base de HDL e NP de magnetita
(FesOa4), com potencial aplicagdo como um nanocarreador magnético para liberacéo
controlada de droga com uso simultaneo na terapia anticancer da hipertermia do fluido
magnético (HFM). Para isso, sintetizamos NP de HDL de ZnAl por uma rota sol-gel
modificada e NP de Fez04 pelo método de co-precipitacdo para serem utilizados como
blocos de construcao coloidal. A estrutura multifuncional é formada através de um pro-
cesso de agregacao espontaneo, dependente unicamente da magnitude e sinal da car-
ga superficial das NP. Um farmaco modelo (diclofenaco de sodio) foi intercalado na
camada interlamelar das NP de HDL para mostrar que a liberagéo local da droga pode
ser desencadeada pela aplicacdo de um campo magnético alternado (AMF). Além dis-
S0, o calor gerado pela estrutura automontada quando exposta ao AMF por um tempo
(1), é suficientemente alto (>44-46 °C e t 1-5 min) para levar a necrose de um tecido
tumoral. Estes resultados sdo suportados por simulacées numéricas, que demonstra-
ram que o calor gerado durante a hipertermia magnética pode levar a necrose completa
de um tumor localizado na glandula mamaria. O presente trabalho explora os desafios
recentes encontrados no desenvolvimento de novas estruturas multifuncionais a base
de HDL para aplicacdes bioldgicas, incluindo estabilidade coloidal, acimulo no local

alvo da doenca e integragcdo com multiplas modalidades.



ABSTRACT

Lamellar double hydroxides (LDH) are a specific class of 2D inorganic materials with
versatile and modulates physicochemical properties that allow for diverse biomedical
applications, such as in the diagnosis, prevention, and treatment of diseases. In particu-
lar, LDH nanoparticles (LDH NPs) have recently shown unprecedented advances in
controllable and simplified chemical construction, versatile surface engineering, and
comprehensive biological research. Within this context, we explore in this work the con-
struction of a multifunctional structure based on LDH and magnetite (Fe3Oa4) NPs, with
potential application as a magnetic nanocarrier for controlled drug release with simulta-
neous use for magnetic fluid hyperthermia (MRM) as an anticancer therapy. For this, we
synthesized ZnAl LDH NPs by a modified sol-gel route and FesOs4 NPs by the co-
precipitation method to be used as colloidal building blocks. The automated structure is
formed through a spontaneous aggregation process, dependent on the magnitude and
sign of the NPs surface charge. A model drug (diclofenac sodium) was intercalated into
the interlamellar layer of LDH NPs to show that local drug release can be triggered by
the application of an alternating magnetic field (AMF). In addition, the heat generated by
the self-assembled structure when exposed to the alternating magnetic field for a time
(t) is high enough (>44 °C, from t 1-5 min) to lead to the tumor tissue necrosis. These
results were supported by numerical simulations, which show that the heat generated
during magnetic hyperthermia can lead to complete necrosis of a tumor located in the
mammary gland. The present work explores recent challenges encountered in the de-
velopment of new multifunctional LDH -based structures for biological applications, in-
cluding colloidal stability, accumulation at the disease-targeted site, and integration with

multiple modalities.
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Mobilidade elétroforética [ucm/Vs]
Parametro de Debye-Huckel [nm]
[mV]

Potencial Eletrostatico

Potencial Zeta
[mV]
Relaxacao [S]
Relaxacao de Néel [S]
Relaxacao Browniana [s]
Tamanho Critico  [nm]
Diametro da particula [nm]
Temperatura [°C]
Campo elétrico externo  [V/m]
Campo magnético aplicado [mT/po]

Constante de anisotropia a granel

(material) [3/m3]
Constante de anisotropia de super-
ficie [3/m?]

Volume hidrodindmico da particula

[nm]
Constante de Boltzman: 1.3806-10"
23 [J/K]

Viscosidade (macroscépica) (de
um liquido transportador) [Pa-s]
[MT/uo]

Magnetizacdo de Saturacdo [KA/m]

Coercividade

Magnetizagéo Remanescente

[KA/m]

M
H

I(0)

p(r)

Dwmax

Magnetizacéo [KA/m]

Campo magnético aplicado [mT/uo]
Amplitude do campo magnético
alternado (AC) [mT/po]

Frequéncia de campo magnético

alternado (AC) [kHz]

Constante magnética: 41107/
[N-A?]

Constante anisotrépica efetiva
[J/m3]

Magnetizacédo de Saturacéo [KA/m]
Magnetizagéo Remanescente
[KA/m]

Magnetizagéo [KA/m]

Campo magnético aplicado [MT/uo]
Amplitude do campo magnético
alternado (AC) [mT/uo]

Frequéncia de Campo Magnético
alternado (AC) [MmT/uo]

Raio de giro [nm]
Intensidade  de
[Unid. Arb.]

Funcédo de distribuicdo da distancia

Espalhamento

dos pares no espago real [Unid.
Arb.]

Diametro maximo da particula [nm]

Xl



VT

VvdW

VEbL

Vso

Vse

S

Energia de interacao total DLVO
Energia de interacdo de Van der
Waals [1/ksT]

Energia de interagdo eletrostatica
[1/ksT]

Energia de interacdo osmotica
[1/ksT]

Energia de interacdo elastica
[1/ksT]

Variavel de dimensao SAXS

X1l



10
11
12
13

14
15
16
17
18

19
20
21
22
23
24

25
26

Lista de Figuras

Figura 1. Estrutura representativa de um HDL.

Figura 2. Mecanismos de reacdo envolvidos na sintese do Nano-HDL de NiAl intercalado com
anions CI pela rota sol-gel-sol mediada por epéxidos. Os indices 1 e 3 representam

as etapas responsaveis pelo aumento do pH do meio reacional. Fonte: o autor.

Figura 3. Estrutura das NP de Fe;04. (A) Modelo poliédrico com as camadas octaédricas e oc-
taédricas/tetraédricas alternadas. (B) Representacdo esquematica da célula unitéria.
Fonte: o autor.

Figura 4. (A) Representacio de 1\4 da célula unitaria das NP de FesO4. (B) Angulos das liga-
cOes para os pares especificos onde as interacfes de super troca acontecem em (A).
Os angulos a 90° desfavorecem o acoplamento de super troca. Em ordem decrescen-
te de acoplamento de troca (mais fraca): A1-O2-A3 a 79,6°, A3-0O2-B1 a 154,6° e B1-
02-B3 a 125°, respectivamente.

Figura 5. (A) Dependéncia da coercitividade, H., com o tamanho da particula (d,). Existe um

valor de tamanho critico, d.., cujo qual apenas a formacdo de um unico dominio
magnético é energeticamente favoravel. (B) Representacdo esquematica de curvas
de magnetizacdo para uma NP ferrimagnética (verde) e superparamagnética (verme-
lho).

Figura 6. Representacao da aplicacao clinica das NP de FezO4 na HFM para um tumor locali-
zado no cérebro. Uma disperséo concentrada de NP é inserida localmente na regido
do tumor, seguido da aplicacdo de um campo AMF. Devido aos processos de relaxa-
cdo Browniana e de Neel, as NP de Fe3O, liberam calor durante varios ciclos de
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automontagem agregativa. (C) Perfis experimentais SAXS para as dispersdes de Na-
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no-HDL, PAA-Fes;O. e para o nanocarreador magnético formado. (D) Estrutura repre-
sentativa do nanocarreador magnético formado com a respectiva distribui¢cdo das for-

cas eletrostaticas atrativas, que mantem as NP unidas.

Figura 27. (A) Célculos de energia de interacdo XDLVO para os pares de particula interagente:
Nano-HDL e PAA-Fe;04 em funcado do pH. (B) Tamanho hidrodindmico dos nanocar-
readores magnéticos formados em funcéo do pH. (C) Variacdo do potencial zeta dos
nanocarreadores magnéticos em funcédo da razdo (mg/mg; 2 mg/mL* = 1) PAA-FesP4/
Nano-HDL.

Figura 28. (A) Curva de hipertermia magnética das suspensdes das NP de PAA-Fe;O4 e dos
nanocarreadores magnético de HDL-FesO.. (B) Mapa da distribuicdo da temperatura
em torno dos agregados. (C) Distribuicdo da temperatura em funcdo da distancia do
centro de massa para os agregados de PAA-Fes;04 e para 0s nanocarreadores mag-
nético de HDL-Fe30,

Figura 29 (A). Mapa da distribuicdo da temperatura dentro de um tumor mamario para o agre-
gado de NP de PAA-Fe;O4 e para o nanocarreador magnético de HDL-Fe3O4 . (B)
Fracdo de dano (ou percentual de tecido necrosado) em funcdo do tempo e da (C)
distncia de separacao particula-tecido tumoral mamaria. Os indices P1 e P6 repre-
sentam os pontos de monitoramento da fracdo de dano, bem como a reta. A tempera-
tura das NP foi fixada em 45 °C.

Figura 30. (A) Curva de hipertermia magnética obtidas para os nanocarreadores magnético de
HDL-Fes04. O perfil de aquecimento corresponde aos ensaios de liberagéo da droga
DS. (B) Percentagem de DS liberado em funcdo do tempo na presencga e na auséncia

de um AMF para os 0s nanocarreadores magnético de HDL-Fe3O.,
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1. Introducéo

Plataformas de entrega de drogas baseadas em nanomateriais inorganicos es-
tdo sendo usadas como ferramentas atraentes tanto para o diagndstico quanto para a
terapia do cancer [1]. Esses nanomateriais fornecem uma estrutura robusta na qual
dois ou mais componentes podem ser incorporados para fornecer simultaneamente a
entrega da droga, imagem de fluorescéncia e ressonéncia magnética (RM), além de
superar as limitacdes da entrega convencional [2,3]. Neste contexto, diferentes estraté-
gias estdo sendo empregadas para o design de novos nanocarreadores inorganicos
multifuncionais, buscando controlar as suas propriedades e melhorar a interacéo seleti-

va com o0 meio [4-6].

Os hidroxidos duplos lamelares (HDL) sdo uma classe especifica de materiais
inorganicos 2D, que estdo recebendo uma consideravel atencédo na area da nanomedi-
cina [7-10]. Com boa compatibilidade biolégica, vasta composi¢cdo quimica, proprieda-
des de superficie ajustaveis e alta capacidade de carga de droga, os HDL tém atraido
consideravel interesse como sistemas de liberacdo de farmacos devido a sua ligacao
nao covalente as moléculas anibnicas de farmacos, materiais genéticos e anticorpos
[7]. Além disso, a sua estrutura versatil também possibilita combinar e conferir funcio-
nalidades de varios outros nanomateriais, permitindo amplas aplicacdes terandsticas

na terapia do cancer [11-16].

Recentemente, estruturas automontadas via interacdes eletrostaticas de HDL e
nanoparticulas (NP) superparamagnéticas de oxido de ferro demonstraram ser plata-
formas eficientes tanto para a entrega direcionada e responsiva de droga, assim como
agentes de contraste para RM [11,17,18]. Em particular, esta plataforma é bastante
promissora pois, além de ser biocompativel, permite explorar as propriedades superpa-
ramagnéticas das NP e expandir as aplicagdes para o campo da terapia anticAncer da
hipertermia do fluido magnético (HFM) [19]. O aguecimento provocado pelo calor gera-
do durante a HFM (cerca de 41-46 °C para hipertermia leve e 46-56 °C para modera-

da) pode ser usado como um estimulo externo para desencadear a liberacédo da droga
22
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armazenada nos dominios interlamelares dos HDL, e danificar as células tumorais de
tecidos alvos [20,21]. No entanto, até o presente momento, a HFM como uma nova

modalidade para estas estruturas automontadas ainda néo foi explorada.

Nesta dissertacdo de mestrado, foi demostrado que tal multifuncionalidade pode
ser alcancada através uma automontagem reacional, baseado no controle das intera-
¢cOes interparticulas. Para isso, NP de HDL de ZnAl e NP de magnetita (FesO4) foram
sintetizadas e utilizadas como blocos de construcdo coloidal para a automontagem de
um nanocarreador magnético multifuncional, via eletrostatica. Um farmaco modelo, di-
clofenaco de sodio, foi intercalado nos espacos interlamelares dos HDL, para estudar o
efeito do calor gerado na HFM como um estimulo para acionar a liberacdo da droga.
Por fim, simulacdes numéricas de elementos finitos foram empregadas para analisar a
transferéncia de calor em um tecido tumoral localizado na glandula mamaria, com ané-
lise de dano térmico simultadneo, para avaliar a multifuncionalidade da estrutura auto-

montada no campo da terapia anticancer do HFM.
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1.1. Motivacéao Cientifica

As estratégias empregadas na automontagem utilizando NP de HDL e de 6xidos
de ferro (aqui, NP de Fe304) como bloco de construcao, utilizam-se de suas cargas Ssu-
perficiais para desencadear a agregacao [11]. Como resultado, heteroagregados irre-
versiveis e de morfologia complexas geralmente sdo produzidos. Embora o processo
agregativo seja bastante cadtico nestes casos, inUmeras propriedades e funcionalida-

des biomédicas podem ser conferidas aos HDL utilizando este conceito [22].

Do ponto de vista fundamental e pratico, é de grande interesse estudar os me-
canismos envolvidos durante a automontagem eletrostatica dessas estruturas, e ha
uma razdo importante para isso: as for¢cas de interagdo eletrostatica séo filtradas em
solucéo e o seu campo de acdo depende fortemente das condi¢cdes do meio (pH, forca
ibnica e temperatura). Isso implica que, os estados de agregacéao e propriedades finais
das estruturas montadas, dependera das condi¢cdes do meio em que ocorre a heteroa-
gregacao [23].

A agregacdo controlada requer interacfes interparticulas balanceadas, o que
nao € uma tarefa facil. Parar a agregacdo durante a automontagem também € outro
desafio [23]. Se por um lado a reducéo na estabilidade coloidal € necessaria para inici-
ar a agregacao, a falta dela também pode levar a separacdo de fase macroscépica,
devido a incompatibilidade de densidades e a sedimentacdo dos agregados automon-
tados [23]. Agregados grandes (ou aglomerados) de particulas hormalmente séo inde-
sejados para aplicac6es biomédicas. Uma analise detalhada deste processo requer
gue calculos de energia de interacdo sejam feitos para quantificar e qualificar o impacto
das forcas de interacdo durante automontagem coloidal e fornecer previsbes para a
estabilidade coloidal das estruturas formadas. Estudos que investigam as questfes
mencionadas acimas durante a automontagem agregativa utilizando NP de HDL e

Fes30a4 ndo estao disponiveis.

24
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Outro desafio importante abordado neste trabalho, é avaliar a eficiéncia das es-
truturas automontadas na terapia anticancer do HFM. Estudos laboratoriais envolvendo
modelos animais, muitas vezes ndo estao disponiveis para a realizacdo de testes in
vivo (envolvendo varias formulacdes e condicbes experimentais), além das analises
necessarias para avaliar a eficiéncia do uso das NP na terapia do HFM. Para HFM,
além do pré-requisito da estabilidade coloidal das NP empregadas, inclui-se a transfe-
réncia de calor gerado para o tecido tumoral e a analise do dano térmico em funcéo do
tempo de exposicao. Simulagdes numeéricas sdo uma alternativa para os testes iniciais
em modelos animais, nas quais a eficiéncia das NP na terapia do HFM pode ser predi-
tas com sucesso, além de auxiliar no design experimental para testes posteriores em
animais e/ou clinicos [24]. Além disso, simulacdes de transferéncia de calor com anali-
se de dano térmico do tecido tumoral simultdneas, demostraram ser uma ferramenta
poderosa [24,25]. A eficiéncia das estruturas automontadas a base de HDL e Fe30a4
para o uso ha HFM com base em simulagdes numéricas também é um topico abordado

neste trabalho.
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6. Conclusodes

Nesta dissertacdo de mestrado, um nanocarreador magnético multifuncional de
HDL e Fes304 foi construido através de um processo espontaneo, envolvendo a auto-
montagem de NP com cargas opostas. Os nanocarreadores foram construidos empre-
gando a teoria DLVO, que equilibra forcas de atracédo eletrostética entre particulas de
cargas opostas com repulsdo eletroestérica fornecidas pelas cadeias poliméricas do
PAA. Além disso, a molécula do PAA também serviu como um espacador entre as NP
de FesO4 e 0s Nano-HDL, para controlar o campo de acéo das forcas de atracéo de

Van der Waals durante o processo de automontagem.

Os nanocarreadores magnéticos automontados mostraram ser bastante promis-
sores para atuarem como uma plataforma multifuncional para aplicacbes biomédicas.
Quando expostos a um campo AMF, os nanocarreadores liberaram uma quantidade de
calor suficiente (> 46 °C na faixa de concentragdo de particula de 5-14 mg mLt) para
levar a apoptose de células neoplasicas localizadas em uma glandula mamaria (para
um tempo de exposicdo de t~-60 min), conforme mostrado por simulacdes numéricas. A
presenca dos Nano-HDL na superficie das NP de FesO4 ndo bloqueia a transferéncia
de calor entre as interfaces, o que € fundamental para que os nanocarreadores alcan-
cem uma boa eficiéncia na HFM. Ao mesmo tempo, o calor gerado mostrou atuar como
um estimulo externo para acelerar a liberacdo da droga DS localizada nos espacos in-
terlamelares dos Nano-HDL de ZnAl. A potencialidade dos nanocarreadores magnéti-
cos demonstrados nesta dissertacdo de mestrado para aplicagdes simultaneas de HFM
e liberagéo controlada de droga expande ainda mais o campo de atuacdo destas estru-

turas multifuncionais.

Os resultados encontrados neste trabalho também podem ser utilizados como
apoio para outros estudos envolvendo estabilidade coloidal, sintese e caracterizacao
de nanomateriais, simulagcdes numéricas para diferentes problemas fisicos e aplicacoes

biomédicas.
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