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RESUMO

O cancer € uma das doencas mais desafiadoras e ndo solucionadas até hoje na
medicina moderna. Apesar das terapias padrdes como radioterapia, quimioterapia,
cirurgia ou combinacdes desses tratamentos serem efetivos, esses procedimentos
apresentam diversos efeitos colaterais. Portanto, h4 uma vasta investigacao por
tratamentos alternativos a fim de diminuir os efeitos colaterais dessas terapias.
Nanoparticulas magnéticas de oxido de ferro (NP) modificadas com polimeros
termossensiveis, vém sendo desenvolvidas como um sistema de liberacéo
controlada de farmaco e hipertermia magnética. Na presenca de um campo
magneético alternado externo (AC), esses sistemas sdo aquecidos induzindo a
transicdo do polimero e, consequentemente, liberando o farmaco. Sendo assim, a
proposta deste trabalho foi o desenvolvimento de um nanosistema terapéutico
multifuncional. Nanoparticulas superparamagnéticas de oOxido de ferro foram
sintetizadas, funcionalizadas com o alcoxisilano 3-mercaptopropil — trimetoxisilano
(MPTS) e modificadas com o copolimero termossensivel Poli(N-isopropilacrilamida-
co-dimetilacrilamida), P(NIPAAm-co-DMAAmM), para encapsulamento e liberacéo
controlada do farmaco quimioterapico metotrexato e no tratamento por hipertermia
magnética. A funcionalizacdo com o MPTS foi confirmada por espectroscopia na
regido do infravermelho (FT-IR) e pela analise termogravimétrica (TGA). A
copolimerizacdo na superficie das nanoparticulas foi confirmada pelas técnicas de
FT-IR, medidas de potencial zeta, TGA e pela medida do didmetro hidrodinamico em
funcdo da temperatura. Determinou-se a baixa temperatura critica de solucéo
(LCST) do copolimero sintetizado, através da espectroscopia no UV-vis em funcao
da temperatura. O valor de LCST determinado foi de 40,5 °C e esta dentro do
esperado para aplicacbes biomédicas. Pela microscopia eletrénica de transmisséo
(MET), observou-se que as nanoparticulas magnéticas apresentaram forma esférica
e estreita distribuicdo de tamanho mesmo apds serem modificadas com o
copolimero. Os resultados obtidos na magnetermia, mostraram que as amostras
aguecem quando sdo submetidas a um campo magnético externo, atingindo
temperaturas esperadas para a hipertermia. E por fim, o encapsulamento e a
liberacdo do metotrexato foram realizados com éxito, sendo que a liberacdo do
farmaco acima da LCST do copolimero, apresentou melhor resultado quando
comparado com a liberac&o abaixo dessa temperatura.

Palavras-chaves: Nanoparticulas magnéticas. Polimero termossensivel. Liberagéo
controlada de farmaco. Hipertermia magnética.



ABSTRACT

Nowadays, cancer is one of the biggest challenges in medicine. Besides the
standards treatments such as chemotherapy, radiotherapy and surgery been affect,
those procedures have several sides effects. In order to reduce the sides effects,
there is extensive research for alternative treatments. Iron oxide magnetic
nanoparticles (NP) modified with thermosensitive polymers, has been developed as a
simultaneous system, for drug delivery and for magnetic hyperthermia. In the
presence of an alternating magnetic field (AC), this system will be heated, inducing a
phase transition of the thermoresponsive polymer and them, consequently releasing
the drug inside the tumor cells. Therefore, the proposed of this work is the
development of a therapeutic multifunctional nanosystem. Iron oxide magnetic
nanoparticles were synthesized, functionalized with the alkoxysilane 3-
mercaptopropyl trimethoxysilane (MPTS) and modified with the thermoresponsive
copolymer P(NIPAAmM-co-DMAAmM), for the encapsulation and controlled release of
the methotrexate (MTX) and for the magnetic hyperthermia. The surface modification
of nanoparticles was monitored by Fourier Transform Infrared spectroscopy (FT-IR).
TEM images showed nanoparticles with average size of 10 nm. The hydrodynamic
diameter of the nanosystem as a function of the temperature was measured by
dynamic light scattering and the hydrodynamic diameter for the P(NIPAAmM-co-
DMAAm) surface modified nanoparticles, changes near 40 °C. Under an alternative
AC, the nanosystem showed a high performance for hyperthermia treatment. Drug
loading and release rate of methotrexate at different temperatures showed ideal
behaviour for its application as drug delivery system.

Keywords: Magnetic nanoparticles. Thermoresponsive polymers. Drug delivery.
Magnetic hyperthermia.


https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=589&q=3+mercaptopropyl+trimethoxysilane+mptms&spell=1&sa=X&sqi=2&ved=0ahUKEwjLuozEiaXUAhWIlJAKHbnJAWEQBQggKAA
https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=589&q=3+mercaptopropyl+trimethoxysilane+mptms&spell=1&sa=X&sqi=2&ved=0ahUKEwjLuozEiaXUAhWIlJAKHbnJAWEQBQggKAA
https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=589&q=3+mercaptopropyl+trimethoxysilane+mptms&spell=1&sa=X&sqi=2&ved=0ahUKEwjLuozEiaXUAhWIlJAKHbnJAWEQBQggKAA

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

NP/SPION - Nanoparticulas superparamagnéticas de oxido de ferro
MPTS - 3-mercaptopropil-trimetoxisilano

PNIPAAm - Poli(N-isopropilacrilamida)

DMAAm - Dimetilacrilamida

P(NIPAAmM-co-DMAAmM) - Poli(N-isopropilacrilamida-co-dimetilacrilamida)
MTX - Metotrexato

LCST - Baixa temperatura critica de solugéo

DRX - Difratometria de raios X

IR-FT - Espectroscopia na regido do infravermelho

MET - Microscopia eletrdnica de transmissao

TG - Analise termogravimétrica

DLS - Espalhamento dinamico de luz

'H RMN - Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

GPC - Cromatografia de permeacdo em gel

SAR - Taxa de energia absorvida especifica ou energia absorvida especifica



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Representacédo esquematica do mecanismo de liberacdo controlada de
farmaco utilizando NP como guia magneétiCo. .........ccccvvvviiieeeeeeeeeeiiiinnnn, 17
Figura 2 - Representagéo esquematica da hipertermia magnética utilizando NP
como Mediadores de CalOr. ..........oviviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee e 17
Figura 3 - Representacédo esquematica da proposta do presente trabalho. ............. 18
Figura 4 - Mecanismos responsaveis pelo efeito sinérgico da combinacao das
EEIAPIAS. .o 21
Figura 5 - llustrac@o da curva de histerese magnética de um material
fErrMAagNELICO. . ...ceveeii e 22
Figura 6 - Relacéo entre o diametro das SPION e a estrutura dos dominios

magnéticos, Ds € o didmetro “superparamagnético” e D é o didmetro

(0] o P 23
Figura 7 - Curva de histerese de um material superparamagnético. ........................ 23
Figura 8 - Estrutura molecular do MPTS. ..., 25
Figura 9 - Reacgéo do alcoxisilano MPTS na superficie das nanoparticulas

[Pz Vo] 0 T=3 1 o= 1P ERRR 26
Figura 10 - Representacdo esquematica de polimero termosensivel...................... 27

Figura 11 - Proposta de mecanismo de rea¢do entre as nanoparticulas magnéticas
funcionalizadas com MPTS e o copolimero termossensivel. ................... 28

Figura 12 - Estruturas moleculares do &cido félico e do metotrexato. .........cc........... 29

Figura 13 - A) Representacédo esqueméatica do metabolismo celular do &cido félico.

B) Mecanismo de acao do farmaco MTX. .......ccooviiiiiiiiiiiieeeeeeee e 29
Figura 14 - Representacdo esquematica do encapsulamento do MTX. ................... 33
Figura 15 - Representacdo esquematica do ensaio de liberacdo de MTX. .............. 34

Figura 16 - Difratograma de raios X das NP obtido e do padréo de difragcéo de raios
— X dafase Magnetita. ........cooeeiiiiiiiii e 39

Figura 17 - Espectros de absorc¢édo na regido do infravermelho das amostras A)

NP@MPTS@NIPAAM-co-DMAAM3, B) NP@MPTS e C) SPION.......... 41
Figura 18 - Curvas de titulacao potenciométrica das amostras NP, NP@MPTS e
NP@MPTS@NIPAAM-CO-DMAAMI. ...coiiiiiiiiiiiieee e 43

Figura 19 - Micrografias eletrbnicas de transmisséo obtidas, A) e B) NP@MPTS e C)
e D) NP@MPTS@NIPAAM-CO-DMAAM3. ... 45



Figura 20 - Andlise termogravimétrica das amostras: NP@MPTS,
NP@MPTS@NIPAAM-co-DMAAMS e NP@MPTS@NIPAAmM-co-

1YY AN 0 1 47
Figura 21 - TG-DTG das amostras AANP@MPTS, B)NP@MPTS@NIPAAmM-co-
DMAAMS5 e C)NP@MPTS@NIPAAM-cOo-DMAAM3. ..., 47

Figura 22 - Medidas de diamétro hidrodinamico em funcéo da temperatura das
amostras NP@MPTS@NIPAAmM-co-DMAAmM3 e da amostra
NP@MPTS@NIPAAM-CO-DMAAMS. ...coiiiiiiiiiiiiiiee e 50

Figura 23 - Temperatura critica de solugéo (LCST) dos copolimeros P(NIPAAmM-co-
DMAAM3) e P(NIPAAmM-co-DMAAmMS). Transmitancia em 500 nm,

determinada em solucdo tampao fosfato PBS (pH 7,4). ......ccevvvvvvvnnnnnnn. 52
Figura 24 - 'H RMN espetros obtidos das amostras P(NIPAAM-co-DMAAmM3) e

P(NIPAAM-CO-DMAAMD). ... e e e e e eeenes 54
Figura 25 - Temperatura das amostras em fungéo do tempo, sob aplicagcdo de um

campo magnético (420 kHz, LA4KA/M). ....ovuiiiiiiiiiiiecie e, 59

Figura 26 - A) Espectro de absorcéo de metotrexato. B) Curva analitica para o MTX
no comprimento de onda 303 NM.........uuuiiiiiiiiiii e 61

Figura 27 - Liberagcdo de MTX da amostra NP@MPTS@NIPAAM-co-DMAAmM3 a 45
RO = T I 62



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Principais atribuicdes encontradas nos espectros de absorcéo na regiao
do infravermelho

....................................................................................... 42

Tabela 2 - Medidas de diametro hidrodindmico e indice de polidispersdo das
AMOSEIAS A 25 OC. .iiiiiiiiiiiiiiiiii ettt ettt e e et e e e e e e e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 48

Tabela 3 - Caracterizacdes dos copolimeros sintetizados. ........cccooeeeeeveveeiiiiiiinneeennn. 56

Tabela 4 - Taxas de aquecimento e SAR obtidas das amostras com concentracdo de

Tabela 5 - Coeficientes de correlacéo e parametros das liberagbes, obtidos pelas

equacOes dos modelos MatemMALICOS. .........ooevvvviiiiiiie e, 64



SUMARIO

1. INTRODUGAOD ..ottt ettt ettt et e st e aeesteeae e s 16
2. REVISAO DA LITERATURA ..ottt 19
2.1 Nanoparticulas MagneEtiCas ..........uuueeiiiieiiiiiiiiii e 19
2.2 Aplicagcdes biomédicas das nanoparticulas magnéticas..........ccceeevvvvveeennn. 20
2.3 Caracteristicas magnéticas das nanoparticulas ..........cccceeeeeeeiiiiiniiiiiiieenenn. 22
2.4 Funcionalizagdo da superficie das nanoparticulas magnéticas ................... 24

2.5 Modificacdo da superficie das nanoparticulas magnéticas com polimero

TEIMOSSENSIVE ..o 26
2.6 MEEOTIEXATO ..vvviiiiiiie e 28
. OBUIETIVOS ... et e et e e e e e e aeees 31
4. MATERIAIS E METODOS ......ooiiiiiiecee ettt ettt ete et ats e eeane e 32
4.1 SINTESE AAS NP oo 32

4.2 Funcionalizacdo das np com o 3-mercaptopropil-trimetoxisilano (mpts)....32
4.3 Copolimerizacao do P(NIPAAM-co-DMAAM) da superficie das NP@MPTS. 32

4.4 Encapsulamento e liberagdo do metotrexato ........cccccvvveviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 33
5. CARACTERIZACOES ..o 35
5.1 Difrag8o de raiosS X (DRX) ..coooieeeiieee e 35
5.2 Espectroscopia na regido do infravermelho (FT-IR) .........cccoeeeiiiiiiiiiiiiiiinnnn, 35
5.3 Microscopia eletrénica de transmisSa0 (MET) ....ccooveeeiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeiin, 35
5.4 Diametro hidrodiNAMICO .....coiieeiiiiieie e e e e e 36
5.5 Diametro hidrodinamico em fungdo da temperatura ...........ccoeeeeeeeeeieeeeeeeeen. 36
5.6 POLENCIAl ZEIA .o 36
5.7 Espectroscopiana regiao do UV-ViS ........coiiiiiiiiiiiiiiiii i 36
5.8 Espectroscopia na regido do UV-Vis em funcdo da temperatura................. 37
5.9 Analise termogravimeétriCa TGA ... 37
5.10 Hipertermia MagnEtiCa.....ccccoeeeiiiiiiiiee e 37
5.11 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)............ccc.vveeeen. 37
5.12 Cromatografia de permeacdo em gel (GPC) ..., 38

6. RESULTADOS E DISCUSSAOD .. oottt e, 39



6.1 Caracterizagdo das nanoparticulas magnéticas sintetizadas e

fUNCIONANIZAAAS ... 39
6.1.1 DifraCa0 A€ FAIOS X ..oeeeeeeeee e 39
6.1.2 Espectroscopia na regido do infravermelno ...........ccooeeeiieii 40
6.1.3 POIENCIAI ZELA ... .ot 42
6.1.4 Microscopia eletronica de tranSMISSE0.......ccvvveeurrruniiieeeeeeeeeiiiiane e e e e eeeeeeennnnnnns 44
6.1.5 ANAliSe termMOgraVIMECa .....cceeeeeeeeee e 46
6.1.6 Diametro hidrodiN&MICO........ccoeeeieeeeeeeeeeeeee e 48

6.2 Determinacéo da temperatura critica de solucdo dos copolimeros sintetizados .49

6.2.1 Didmetro hidrodindmico das nanoparticulas em funcéo da temperatura ......... 49
6.2.2 Espectroscopia na regido do UV-Vis em funcdo da temperatura...................... 51
B8.2.3 TH RMN ..ottt 53
6.2.4 Cromatografia de permeacdo em gel (GPC) ......uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 54
6.3 Hipertermia MagnEtiCa.......oeuii it e s 57
6.4 Encapsulamento e liberacdo do metotrexXxato ........ccoeeeevvvveviiiiiiiieeeeeeeeeiin, 60
6.5 Andlise cinética da lIDeraCao0.......cccceeiiiiiie i 63
7 CONCLUSOES. ..ottt et 66

[ Y e L O I Y T 67

REFERENCIAS . ... ettt et 68



16

1 INTRODUCAO

Cerca de 12,7 milhdes de novos casos de cancer sdo diagnosticados a cada
ano no mundo.! Estima-se que até 2030 havera 13 milhdes de mortes devido ao
cancer, sendo 1 milhdo dessas mortes na regido da América Latina e do Caribe.’

Atualmente, o cancer é um dos grandes desafios da medicina. E considerada
uma doenca dificil de ser tratada, devido a limitacdo de tratamentos disponiveis.? Os
tratamentos usuais tais como, a quimioterapia, cirurgia e radioterapia sao
considerados efetivos quando a deteccdo do cancer é precoce?, porém devido a ndo
especificidade do farmaco ao tecido tumoral, esses tratamentos causam diversos
efeitos colaterais ao paciente como, perda de cabelo, anemia, hemorragias, Ulceras
e etc.! Portanto, h4 um grande esforco sendo aplicado para o desenvolvimento de
tratamentos alternativos, que possam diminuir os efeitos colaterais locais e
sistémicos nos pacientes.

As nanoparticulas magnéticas (NP), devido as suas propriedades
diferenciadas adquiridas em escala hanométrica, habilidade de funcionalizacdo com
biomoléculas de interesse, suscetibilidade ao campo magnético, biocompatibilidade,
estabilidade e facilidade de serem sintetizadas?, sdo materiais capazes de
potencializar as aplicacdes biomédicas.?

Dentre os tratamentos alternativos utilizando nanoparticulas magnéticas,
destacam-se a liberacdo controlada do farmaco e a hipertermia magnética. Devido
ao seu pequeno tamanho e a possibilidade de funcionalizacdo da superficie, as
nanoparticulas sdo capazes de penetrar a parede celular, comportando-se como
guia magnético na liberacdo controlada de farmaco e, na hipertermia magnética,
atuam como melhores mediadores de calor.*

Na Figura 1 observa-se uma representacdo esquematica da liberacdo
controlada de farmaco. As nanoparticulas magnéticas sédo utilizadas como guia
magnético, levando o farmaco no local onde se encontram as células cancerigenas.
Ao serem internalizadas, os mecanismos de estimulos sdo ativados e o farmaco é
liberado. Assim, a dose necessaria do farmaco a ser utilizada pelo paciente é
reduzida e, consequentemente, a concentracdo de farmaco entregue em células

saudaveis diminui, minimizando os efeitos colaterais.’
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Figura 1 - Representacdo esquematica do mecanismo de liberacdo controlada de farmaco utilizando
NP como guia magnético.
Fonte: autor

Na hipertermia magnética, as nanoparticulas magnéticas sao dispersas
préximo ao tecido-alvo (Figura 2 A). Posteriormente, é aplicado um campo
magneético estatico externo, que induz a magnetizacdo das nanoparticulas e através
da imagem por ressonancia magnética localiza-se o local do tumor (Figura 2 B). Em
seguida, é aplicado um campo magnético alternado com frequéncia elevada, que
converte a energia magnética das nanoparticulas em energia térmica (Figura 2 C).

Esse aquecimento promove a apoptose de células tumorais.®

» = ) = (
. e =

Figura 2 - Representacdo esquematica da hipertermia magnética utilizando NP como mediadores de
calor.
Fonte: autor.
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Porém, para que as nanoparticulas magnéticas possam ser utilizadas em
biomedicina, é necessario modificar sua superficie com moléculas especificas, as
quais possibilitam tais aplicacbes e conferem maior biocompatibilidade as
particulas.®

Tendo o exposto, a proposta desse trabalho foi desenvolver um nanosistema
terapéutico multifuncional visando a aplicacao simultanea de liberacdo controlada de
farmaco e hipertermia magnética. Para isso, nanoparticulas magnéticas de oxido de
ferro foram sintetizadas, funcionalizadas com o alcoxisilano 3-mercaptopropil-
trimetoxisilano e copolimerizadas com o copolimero termossensivel P(NIPAAmM-co-
DMAAm), para posterior encapsulamento do farmaco anticancerigeno metotrexato
(MTX) (Figura 3).

A:Copolimerizagao com P(NIPAAmM-co-DMAAm)
B: Incorporagdo com MTX
C: Aplicagao do campo magnético (B)

Figura 3 - Representacdo esquematica da proposta do presente trabalho.
Fonte: Adaptado de Louguet et al.’
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Nanoparticulas magnéticas

As nanoparticulas magnéticas (NP) sdo vastamente investigadas visando as
aplicacdes biomédicas, particularmente o diagndéstico e o tratamento de cancer, tais
como liberacdo controlada de farmaco, hipertermia magnética e imagem de
ressonanica magnética.>® O crescente desenvolvimento de nanoparticulas é devido
as suas propriedades Opticas, elétricas, magnéticas, de transporte e cataliticas, as
quais sdo fortemente dependentes do tamanho das particulas que constituem o
material, e que em escala nanométrica tornam-se diferenciadas e ajustaveis.’

Dentre os diversos tipos de nanoparticulas magnéticas, as que mais se
destacam em aplicagBes biomédicas sdo as nanoparticulas magnéticas de 6xido de
ferro, mais especificamente a magnetita (Fe3O4) e a maghemita (y-Fe,O3), por serem
relativamente faceis de serem sintetizadas, biocompativies e estaveis
quimicamente.®® Além disso, as nanoparticulas magnéticas apresentam principais
propriedades tais como, formacdo de monodominios magnéticos, existéncia de
grande area de superficie em relacéo ao seu volume e a possibilidade de recobri-las
com ligantes especificos.®*°

Dentre os diversos métodos que podem ser utilizados na fabricacdo de
nanoparticulas, como por exemplo, microemulsdo agua em 6leo™, moagem e
mecanica®?, sonoquimico®®, sol-gel** e etc., destaca-se o método de coprecipitacdo®®
devido as suas inUmeras vantagens: homogeneidade quimica, baixas temperaturas
de sintese e reacdo, particulas de tamanhos reduzidos e uniformes, com pouca
aglomeracao, producdo de baixo custo, economia de tempo e facil producdo em
grande escala.*>*®

Devido as propriedades citadas anteriormente, as nanoparticulas magnéticas
sao materiais capazes de potenciar a liberacdo controlada de farmaco, a hipertermia

magnética e imagem por ressonanica magnética.’
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2.2 Aplicacdes biomédicas das nanoparticulas magnéticas

As nanoparticulas magnéticas podem ser funcionalizadas com biomoléculas,
como proteinas e anticorpos, a fim de aumentar a seletividade ao tipo de cancer e
aumentar a internalizacdo das NP dentro das células cancerigenas. O potencial das
NP no tratamento do céncer é evidente, entretanto, pode ser melhorado se
desenvolvido um sistema com fungdes terapéuticas muntifuncionais, como por
exemplo a combinacdo da hipertermia magnética e dispositivos de liberacéo
controlada de farmaco.*®

Os sistemas de liberagédo controlada apresentam diversas vantagens quando
comparados com a quimioterapia padréao, a qual ndo consegue diferenciar as células
cancerigenas das células saudaveis causando fortes danos nestas células durante o
tratamento. Utilizando nanoparticulas magnéticas carregadas com o farmaco de
interesse e com o auxilio de um campo magnético externo, é possivel liberar o
farmaco no local especifico onde se encontram as células cancerigenas, reduzindo a
dose necessaria do farmaco a ser utilizado pelo paciente e consequentemente,
diminuindo a concentracdo de farmaco entregue em células saudaveis. Logo, os
efeitos colaterais nos pacientes s&o minimizados.>®

A hipertermia € um fenémeno conhecido pelo aumento da temperatura do
corpo acima da temperatura normal.® Pode ser utilizada como tratamento médico,
sendo nomeado como terapia de hipertermia ou termoterapia, na qual o tecido do
corpo é exposto a altas temperaturas com a finalidade de danificar e/ou destruir as
células cancerigenas'’, além de tornar essas células mais sensiveis aos efeitos
radioativos e/ou certos tipos de farmacos.'®*°

A técnica de hipertermia local utilizando nanoparticulas magnéticas como
mediadores de calor, consiste na injecdo de uma suspensao coloidal contendo as
NP proximo ao tumor, seguida da aplicacdo de um campo magnético externo
alternado (AMF), o qual leva ao aquecimento das NP provocando a apoptose de
células cancerigenas.®*’

A apoptose celular, também conhecida como morte celular programada, € um
processo no qual as células em tecidos normais desencadeiam sua auto destruicao

20
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em resposta a um sinal.”* A apoptose também ocorre espontaneamente em células

cancerigenas, retardando o crescimento do tumor, porém ela pode ser
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potencializada quando estimulada por calor, irradiacdo e farmacos
anticancerigenos.®

Sabe-se que as células cancerigenas apresentam grande sensibilidade a
hipertermia quando comparadas as células saudaveis.® Tecidos saudaveis s&o
capazes de resistir a temperaturas até 42-45 °C, ao contrario das células
cancerigenas, que provocam a apoptose celular nessas mesmas temperaturas.®**
Esse efeito seletivo da hipertermia € devido a diferenca fisiologica entre as células
cancerigenas e as células dos tecidos normais.*

Vérios estudos vém sendo realizados para demonstrar a eficiéncia da
combinacdo da liberacdo controlada de farmaco com a hipertermia magnética.
Ensaios clinicos realizados ja mostraram que o efeito sinérgico da combinacéo
dessas terapias é efetivo.!® Diversos mecanismos estdo envolvidos nessa
combinacdao, tais como 0 aumento da captacao de farmacos anticancerigenos dentro
das células cancerigenas e o aumento da citotoxicidade do farmaco, os quais fazem
com que a sensibilidade dessas células aos farmacos utilizados aumente.?

Durante a hipertermia magnética, o fluxo sanguineo e o tamanho do poro do
vaso sanguineo do tumor aumentam, resultando no aumento da concentracdo do
farmaco na regido do cancer. Este fendbmeno permite que o farmaco seja
internalizado na célula tumoral, causando maiores danos durante a replicacdo do
DNA®. Figura 4.

EFEITO
HIPERTERMIA SINERGICO LIBERAGAO

CONTROLADA DE

FARMACO

Figura 4 - Mecanismos responsaveis pelo efeito sinérgico da combinacgdo das terapias.
Fonte: Adaptado de Hervault et al.*
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Sabendo-se das vantagens do efeito sinérgico na combinacdo do tratamento
termo-quimioterapico, as nanoparticulas magnéticas contendo farmacos
anticancerigenos sao, tanto para a hipertermia quanto para a liberacdo controlada

de farmaco, candidatas promissoras para o tratamento do cancer.®

2.3 Caracteristicas magnéticas das nanoparticulas

Os materiais sintetizados no presente trabalho sdo 6xidos de ferro que,
inicialmente, sao classificados como materiais ferrimagnéticos. Quando esses
materiais S80 expostos a um campo magnético externo, seus dominios magnéticos
tendem a se orientar na mesma direcdo que o campo magnético aplicado.® A
saturacdo magnética é alcancada assim que cada momento de cada dominio é
alinhado para essa dire¢cdo. Quando o campo € removido, a magnetizacdo nao volta
a ser zero, resultando em uma magnetizacdo remanecente (Mr). Para que a
magnetizacdo volte a ser nula, € necessario aplicar um campo magnético preciso,
que é conhecido como campo coercivo (Hc). A curva de magnetizacdo de um

material ferrimagnético é representado pelo ciclo de histerese (Figura 5).°

Figura 5 - llustracdo da curva de histerese magnética de um material ferrimagnético.
Fonte: Adaptado de Hervault et al.’

Quando a nanoparticula é reduzida a um diametro critico de
aproximadamente 20 nm, o comportamendo dessa particula passa de ferrimagnético

para superparamagnético. Assim, o dominio magnético é reduzido modificando a

estrutura e a largura das paredes que delimitam os dominios e como consequéncia
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dessas modificacbes, a energia para a formagdo de multidominios aumenta

tornando-se favoravel a formacdo de um Unico monodominio nas nanoparticulas,

como ilustrado na Figura 6.>%3

Dominio tnico Dominios multiplos
-
T
Tu‘ Superpara-
S | magnético
8
=
(5]
S
(7}
o
o
D, D, Diametro SPION

Figura 6 - Relacao entre o diametro das SPION e a estrutura dos dominios magnéticos, Ds é 0
didmetro “superparamagnético” e D. é o didmetro critico.
Fonte: Adaptado de Dave et al.”®

Assim, ap0s a aplicagdo de um campo magnético externo, as nanoparticulas
superparamagnéticas (SPION) n&o apresentam uma curva de histerese, o0s
momentos magnéticos atbmicos alinham-se paralelamente numa sé direcdo e a
magnetizacao residual (Mr) e o campo coercivo (Hc) sdo nulos, como ilustrado na

Figura 7.°

N \‘\

0.0
). 1%

Figura 7 - Curva de histerese de um material superparamagnético.
Fonte: Hervault et al.’

Em relacdo a hipertermia magnética, a dissipacéo de calor das nanoparticulas

superparamagnéticas ocorre por dois tipos de relaxamento: o de Néel e o
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Browniano.” Os mecanismos de relaxamento sdo dependentes do tamanho das
nanoparticulas e também do material que as constituem. O relaxamento de Néel
ocorre devido a reorientacdo do momento magnético das nanoparticulas, na mesma
direcdo do campo magnético externo aplicado.

A equacdo que calcula o tempo de relaxamento de Néel € apresentada
abaixo:
KV)

Iy = T, €XP (kB—T

No qual 7,= 10° s, K é a constante anisotrpica, V é o volume da particula
magnética, kg é a constante de Boltzmann e T é a temperatura. O relaxamento de
Néel, como pode ser observado na equacdo, é extremamente dependente do
tamanho da particula.®

O relaxamento Browniano, € causado pelo atrito resultante da rotacdo da
propria particula no liquido de transporte. O tempo de relaxamento Browniano é

calculado pela seguinte equacéo:

_ (3I1VH)
= \K,T

Onde n ¢ a viscosidade do liquido de transporte, Vi é o volume hidrodinamico
da particula, kg € a constante de Boltzmann e T € a temperatura. O mecanismo de
relaxamento Browniano também é extremamente dependente do tamanho da
particula e da viscosidade. Uma maior viscosidade do meio liquido, ira diminuir a
rotacdo das particulas.®

Nanoparticulas superparamagnéticas, apresentam interessantes vantagens
que as tornam mais adequadas para diagndsticos e terapias, pois essas particulas
nao apresentam magnetizacdo remanecente quando 0 campo magnético é
removido, previnindo assim a formacdo de agregados que poderiam causar

emboliacdo dos vasos capilares.®?*

2.4  Funcionalizacdo da superficie das nanoparticulas magnéticas

Para utilizar as NP em aplicacbes biomédicas, as propriedades do material

tais como, magnetizacdo, tamanho, estabilidade coloidal e funcionalizagdo da
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superficie sdo parametros que devem ser mantidos sob controle.” Modificacdes
quimicas na superficie das nanoparticulas, com moléculas e ions especificos,
peptideos, vitaminas, antibiéticos e etc., sdo necessarias para que as NP sejam
utilizadas em aplicacbes biomédicas, pois as tornam mais seletivas para a terapia de
interesse.*?> Geralmente, as biomoléculas ndo reagem com as superficies das NP,
tornando-se necesséaria uma alteracdo na superificie das NP para a conjugacdo com
as biomoléculas.?®

Os alcoxissilanos sé@o conhecidos como agentes de acoplamento, pois
permitem melhorias de uni&do de compostos inorganicos com organicos, devido a sua
biofuncionalidade.?” Os alcoxisilanos ligam-se a 6xidos de ferro por meio de reacées
de hidrélise e condensacéo de seus grupos alcoxidos.?® Seu grupo terminal nao
hidrolisavel possibilita a ancoragem de farmacos ou a formacdo de ligacGes
cruzadas (cross-link) entre substratos e polimeros organicos.”®?

O alcoxisilano escolhido para realizar a funcionalizagdo das NP neste trabalho
foi o 3-mercaptopropil-trimetoxisilano (MPTS), um organosilano comumente utilizado
na introducao de funcdes organicas & superficie das nanoparticulas.*® A estrutura do
MPTS apresenta um grupo tiol (-SH), um grupo propil como espacador, além de trés
partes hidrolisaveis Si(OCHjz)s, como pode ser observado na Figura 8.

(I)CH3

HS/\/—§i—OCH3
OCHs,

Figura 8 - Estrutura molecular do MPTS.
Fonte: Williams et al.**

Na superficie das NP ocorrem ligacdes Si-O-Fe de modo que estas
apresentam grupos tiol em sua superficie, como pode ser observado na Figura 9.
Tais grupos, apresentam carater eletrofilico, ou seja, apresentam maior afinidade por
elétrons.®* Portanto, particulas funcionalizadas com MPTS tendem a apresentar

cargas negativas na sua superficie. 3%
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Figura 9 - Reacdo do alcoxisilano MPTS na superficie das nanoparticulas magnéticas.
Fonte: autor.

2.5 Modificacdo da superficie das nanoparticulas magnéticas com polimeros

termossensiveis

A biofuncionalizacdo da superficie das nanoparticulas, pode ser explorada
para ajustar recursos tais como, a protecdo das nanoparticulas, aumento da sua
estabilidade e tempo de permanéncia na corrente sanguinea e a especificidade das
nanoparticulas para células tumorais.3*>°

Polimeros inteligentes sdo polimeros capazes de modificar sua estrutura,
mediante variacdes externas do ambiente em que se encontram, como temperatura,
pH, forca ibnica, campo magnético.*® Essas modificaces permitem seu uso em
diversas aplicacdes biomédicas tais como na liberacdo controlada de farmacos, na
terapia genética e na engenharia de tecidos.>*>’

Dentre o0s polimeros inteligentes, o0s polimeros termossensiveis que
apresentam baixa temperatura critica de solucao (LCST), sdo os mais estudados
para a liberacdo controlada de farmaco, uma vez que sédo capazes de liberar o
farmaco com uma taxa controlada e em uma regido especifica, mediante o aumento
da temperatura.®® Os polimeros termossensiveis apresentam como principal
caracteristica a presenca de grupos hidrofébicos tais como, metil, etil e propil.*®

O polimero N-isopropilacrilamida (PNIPAAmM) destaca-se entre os polimeros
termossensiveis, pois € potencialmente vidvel para aplicacbes na area de
biomateriais devido a sua insolubilidade em agua quando aquecido, podendo assim
ser utilizado no carreamento de farmacos.**** O PNIPAAm é soltvel em &gua abaixo
da sua LCST entre 30-35 °C (proximo a temperatura do corpo humano 37 °C), com
predominancia de interacdes hidrofilicas provenientes das ligagdes de hidrogénio do
polimero com as aguas nas vizinhangas.39 Em temperaturas abaixo da LCST, as

ligagbes de hidrogénio dos grupos hidrofilicos da cadeia do polimero com as
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moléculas de agua sdo dominantes, resultando assim, em uma solubilidade maior
em agua. Com o aumento da temperatura, as interacdes hidrofébicas tornam-se
mais evidentes, enquanto que as ligacbes de hidrogénio entre o polimero e o
solvente tornam-se mais fracas.®®**° Como resultado, as cadeias do polimero
colapsam abruptamente para um globulo hidrofébico, expulsando moléculas de agua

da sua estrutura.®***° Esse comportamento esta esquematizado na Figura 10.

H H
H H

Ligagao de agua
H Perda da ligagdo de agua
>
T>LCST para a solugdo bulk

—_—
- o Y
T <LCST ol
A }
HIDROFILICO HIDROFOBICO

Figura 10 - Representagdo esquematica de polimero termosensivel.
Fonte: Adaptado de Las Heras Alarcon et al.*®

Através da copolimerizacdo do PNIPAAmM com o mondémero hidrofilico N-N
dimetilacrilamida (DMAAm), a LCST pode ser ajustada para uma temperatura
superior a temperatura do corpo (37 °C) afim de torna-lo atrativo para a liberacéo
controlada de farmacos.®” O aumento da LCST é desejado, pois é necessario que 0
farmaco ndo seja liberado na temperatura fisiolégica durante seu transporte até a
célula-alvo, sendo sua liberacdo realizada mediante aquecimento externo do
polimero.**

A representacdo do mecanismo proposto de copolimerizacdo na superficie

das nanoparticulas esta representado na Figura 11.
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Figura 11 - Proposta de mecanismo de reacdo entre as nanoparticulas magnéticas funcionalizadas
com MPTS e o copolimero termossensivel.
Fonte: autor.

2.6 Metotrexato

O metotrexato (MTX), é um farmaco muito utilizado no tratamento de tumores
sélidos, leucemia e, recentemente, como agente imunossupressor em transplantes
de 6rgdos e no tratamento de doencas auto-imunes como reumatismo.*?

Devido a sua alta polaridade, o MTX atravessa a membrana celular com
dificuldade. Em pH neutro do sistema fisiolégico encontra-se principalmente como
espécie anibnica e, por isso € transportado para dentro das células através de um
sistema de transporte especifico.*

Sabe-se que o0s receptores folatos sdo extremamente expressos ha
membrana de células cancerigenas.**** O metotrexato, é um farmaco quimioterapico
semelhante ao acido folico, suas caracteristicas de marcacdo sdo similares, com

efeito terapéutico em muitas células cancerigenas.** Figura 12.
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Figura 12 - Estruturas moleculares do 4cido félico e do metotrexato.
Fonte: Adaptado de Rubino et al.*?

Sendo assim, o0s receptores folatos carregam o MTX para dentro do
citoplasma celular e 0 MTX por sua vez interrompe o metabolismo celular do &cido

félico pela inibicdo da sua enzima, a diidrofolato redutase (DHFR), como observado

; 43,44
na Figura 13.
DIIDROFOLATO MTX ((glu)N)
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SINTESETIMIDILATO SINTESETIMIDILATO
srspners| % % e o

Figura 13 - A) Representacdo esquematica do metabolismo celular do &cido félico. B) Mecanismo de
acdo do farmaco MTX.
Fonte: adaptado de Chan et al.*®

Esta inibicdo causa a falta de folatos na forma reduzida, os quais s&o
doadores de uma unidade de carbono para a biossintese dos acidos nucléicos e
alguns aminoécidos, tais como purinas, pirimidinas e poliaminas.****> Portanto, a
utilizacdo do MTX faz com que as ceélulas cancerigenas se tornem carentes de
precursores dos aminoacidos purina e pirimidina, 0s quais séo requeridos na sintese
do DNA, resultando assim na incapacidade dessas células de sintetizarem DNA e

RNA, reduzindo a divisdo celular das células cancerigenas.*>*



30

Porém, o MTX pode causar um grande numero de efeitos colaterais, como:
hepatoxicidade, nauseas, distensdo abdominal entre outros*®, se administrado em
doses elevadas e se exposto por periodos longos no corpo humano.*’**® Devido a
esses possiveis efeitos colaterais e a dificuldade do farmaco de penetrar as barreiras
biolégicas, torna-se necessario e vantajoso a sua incorporagdo em sistemas de

liberagéo de farmacos, como exemplo em nanoparticulas magnéticas.*®
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3 OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo geral a sintese, funcionalizacdo e
copolimerizacdo de nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro com copolimeros
termossensiveis, para liberacdo controlada de farmaco e hipertermia magnética.

Os objetivos especificos séo:

e Sintetizar nanoparticulas superparamagnéticas de oxido de ferro (SPION)
através do método de coprecipitacdo sonoguimicamente assistida;

e Funcionalizar a superficie das SPION com o alcoxisilano 3-mercaptopropil —
trimetoxisilano (MPTS);

e Modificar a superficie das nanoparticulas magnéticas funcionalizadas com o
copolimero termossensivel;

e Encapsular o farmaco anticancerigeno metotrexato no nanosistema,;

e Realizar a liberacado controlada do farmaco;

¢ Realizar medidas de magnetermia;

e Caracterizar as nanopatrticulas e os copolimeros sintetizados por FTIR, DRX,

TG, DLS, Uv-vis, MET.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Sintese das nanoparticulas magnéticas

As nanoparticulas magnéticas foram obtidas pelo método de coprecipitacao.
Em um béquer adicionou-se uma solucéo de sais de Fe** e Fe®*, proporcéo de 1:2, e
adicionou-se NaOH 1 mol L™, obtendo-se um precipitado preto, caracteristico da
magnetita. A reac&o foi sonoquimicamente assistida por 50 min & 80 °C.*°

Posteriormente, as SPION obtidas foram separadas magneticamente e
lavadas diversas vezes com agua destilada. A amostra obtida foi nomeada como
NP.

4.2 Funcionalizacdo das nanoparticulas magnéticas com o @3-
mercaptopropil-trimetoxisilano (MPTS)

ApoOs a sintese das NP, a suspensédo obtida foi funcionalizada com o MPTS,
conforme descrito por Kraus et al.>° Dispersou-se 1 g de NP em 50 mL de &gua
destilada, com auxilio de ultrassom. Em seguida, adicionou-se 0,25 mL de MPTS a
solucdo que foi aquecida a 90 °C por 3 h sob atmosfera de nitrogénio e agitacdo
mecanica constante. As nanoparticulas obtidas foram separadas do solvente com
ajuda de um ima e lavadas diversas vezes com agua destilada. A amostra obtida foi
nomeada como NP@MPTS.

4.3 Copolimerizacdo do P(NIPAAM-CO-DMAAM) na superficie das
NP@MPTS

A copolimerizag&o na superficie das nanoparticulas foi realizada pelo método
similar ao descrito por Yeh et al.®, alterando apenas as concentragcbes do
mondmero N,N-dimetilacrilamida (DMAAmM) a fim de estudar a influéncia da
guantidade de DMAAmM na temperatura de transicdo do copolimero P(NIPAAmM-co-
DMAAM).

Duas solucbes foram  preparadas, obtendo-se as amostras:
NP@MPTS@NIPAAmM-co-DMAAMS com razdo molar PNIPAAM/DMAAmM igual a 5 e
NP@MPTS@NIPAAM-co-DMAAmM3 com razdo PNIPAAM/DMAAmM igual a 3.
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Adicionou-se respectivamente, 103 pL e 160 uL de DMAAm, 0,6 g de PNIPAAmM, e
0,1 g de NP@MPTS em 40 mL de &gua destilada. Os mondémeros foram
adicionados em um béquer com agua destilada, a solucéo foi aquecida a 50 °C e
adicionou-se 0,03 g de persulfato de potassio dissolvido em 10 ml de agua destilada,
para inicio da copolimerizacdo. A copolimeriza¢do ocorreu por 1 h e entdo adicionou-
se a amostra NP@MPTS, a reagdao ocorreu por mais 1 h sob atmosfera de
nitrogénio e agitacdo constante. As nanoparticulas obtidas foram separadas do
solvente com ajuda de um ima, foram lavadas diversas vezes com agua destilada
para retirar o excesso de copolimeros. O primeiro sobrenadante da lavagem foi
dialisado em agua destilada e liofiizado para realizagdo de posteriores

caracterizacgoes.
4.4  Encapsulamento e liberagdo do metotrexato

O encapsulamento de metotrexato na amostra NP@MPTS@NIPAAmM-co-
DMAAmM3 obtida no item anterior, foi realizado pelo seguinte procedimento: 10 mg da
amostra NP@MPTS@NIPAAmM-co-DMAAmM3 foi suspendida em 1,5 mL de tampéo
fosfato pH 7,4 e posteriormente aquecido a 45 °C. Em seguida, 1 mg de metotrexato
foi adicionado a solucao e esta foi agitada constantemente por 4 horas a 45 °C. Por
fim, ajustou-se rapidamente a temperatura da solucdo, colocando-a em banho de

gelo pernoite, como ilustrada na Figura 14.
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Figura 14 - Representacdo esquematica do encapsulamento do MTX.
Fonte: autor.
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Apébs esse periodo, as particulas foram centrifugadas e o sobrenadante com
excesso de farmaco que ndo foi encapsulado nas nanoparticulas, foi quantificado

por espectroscopia na regido do UV-Vis considerando a lei de Lambert-Beer:

A = ab|[x]

Onde a absorcdo A é proporcional a concentragdo [x], a € a absortividade
molar e b € o caminho 6tico.

A amostra centrifugada foi novamente suspensa em 1,5 ml de tampé&o fosfato
e colocada em uma membrana de dialise (Molecular weightcut-off 6 KDa) e,
posteriormente dialisada contra 15 mL de tampdo fosfato com agitacdo e
temperatura constantes. Dois experimentos foram realizados, um a 45 °C e outro a
37 °C. Em intervalos de tempo regulares, aliquotas de 1,5 mL foram retiradas do
sistema para analise no UV-Vis e posteriormente, 1,5 mL de tampao fosfato foi

adicionado novamente ao meio (Figura 15).

"

Medida no UV-vis

Al 32 \J
1,5 ml de
tampao fosfato

Figura 15 - Representacao esquematica do ensaio de liberacdo de MTX.
Fonte: autor.

MTX

encapsulado

Agitagao
45°Ce 37 °C
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5 CARACTERIZACOES

5.1 Difracdo de raios X (DRX)

O difratograma de raios X foi obtido em um equipamento DIFFRAC PLUS
XRD Commande, marca SIEMENS modelo D5000, com radiagdo Cu Ka (A = 1,5418
A), nas seguintes condicdes de trabalho: voltagem 40 KV, corrente 40 maA,
velocidade de varredura de 0,2° min®. A amostra NP foi seca, macerada e

posteriormente colocada em porta amostra de aluminio.

5.2 Espectroscopia naregido do infravermelho (FT-IR)

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos em um equipamento
espectrometro Perkin Elmer FT-IR Frontier. As amostras NP, NP@MPTS e
NP@MPTS@NIPAAmM-co-DMAAM3 foram secas, maceradas e diluidas em KBr. Os
espectros foram obtidos com 128 varreduras entre o intervalo 4000 a 400 cm™, com

resolucdo de 4 cm™.

5.3 Microscopia eletronica de transmissao (MET)

As microscopias eletrdnicas de transmissao foram realizadas no laboratério
de Caracterizacdo Estrutural DEMa — UFSCar, em um microscopio eletrénico
analitico de transmissdo FEI TECNAI G2 F20 HRTEM operado a 200 KV. As
amostras NP@MPTS e NP@MPTS@NIPAAmM-co-DMAAmM3 foram dispersas em
isopropananol e uma gota da dispersao foi depositada sobre uma grade de cobre
revestida com membrana de carbono amorfo. A grade de cobre contendo a amostra
foi seca em ar por 24 horas.

Utilizou-se o programa ImageJ® para estimar o tamanho médio das NP
sintetizadas. Sendo assim, um circulo sobre cada nanoparticula foi feito, de maneira
qgue o circulo tivesse a mesma area da particula, sendo o diametro desse circulo
determinado como o tamanho da NP. Para obter-se a média do tamanho das NP,

100 nanoparticulas foram medidas.
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5.4 Diametro hidrodinamico

As medidas de diametro hidrodinamico (Dh) e do indice de polidispersao
(PDI) das amostras NP, NP@MPTS, NP@MPTS@NIPAAmM-co-DMAAM3 e
NP@MPTS@NIPAAmM-co-DMAAmMS, foram realizadas no equipamento Zetasizer
Nano ZS marca Malvern pela técnica de espalhamento de luz dindmico (DLS), com
angulo de dispersao fixo de 173° em relacdo a luz incidente e usando o laser de He-
Ne como fonte de luz. As amostras foram dispersas em agua destilada com ajuda de

uma ponteira ultrassonica a 25 °C.

5.5 Diametro hidrodinamico em funcéo da temperatura

Medidas de diametro hidrodindmico em funcdo da temperatura foram
realizadas no equipamento Zetasizer Nano ZS, marca Malvern. As amostras
NP@MPTS@NIPAAM-co-DMAAM3 e NP@MPTS@NIPAAmM-co-DMAAMS5 foram
dispersas em agua destilada com auxilio de uma ponteira ultrassdnica e medidas do

diametro hidrodinamico foram realizadas na faixa de temperatura de 25 a 50 °C.

5.6 Potencial zeta

O potencial zeta foi determinado no aparelho Zetasizer Nano ZS, marca
Malvern. As amostras NP, NP@MPTS e NP@MPTS@NIPAAmM-co-DMAAmM3 foram
dispersas em solugéo de NaCl 0,1 mol L™ e as medidas foram realizadas na faixa de

pH de 2 a 10, em temperatura ambiente.

5.7 Espectroscopia naregido do Uv-vis

O estudo de incorporacdo e liberagdo de farmaco foi realizado em
espectrofotometro UV-Vis da marca Perkim Elmer, modelo Lambda 465. As medidas
foram realizadas no comprimento de onda 303 nm, caracteristico da absorcdo do

metotrexato.
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5.8 Espectroscopia naregido do UV-Vis em funcéo da temperatura

As temperaturas criticas de solucdo (LCST) podem ser definidas mediante
analise de turbidimetria, utilizando-se medidas na regidao do UV-Vis em funcéo da
temperatura para determinar em qual temperatura ocorre o decréscimo de mais da
metade da transmitancia. A LCST dos copolimeros P(NIPAAmM-co-DMAAmM) de razao
3 e 5 foram determinadas através de medidas na regido do Uv-vis em funcdo da
temperatura, no comprimento de onda 500 nm e na faixa de temperatura de 25 a 50
°C. As medidas foram realizadas em espectrofotdmetro UV-Vis da marca Perkim
Elmer, modelo Lambda 465.

5.9 Anadlise termogravimétrica TGA

As analises térmicas das amostras NP@MPTS, NP@MPTS@NIPAAmM-co-
DMAAmM3 e NP@MPTS@NIPAAmM-co-DMAAmMS5 foram realizadas em equipamento
METTLER TOLEDO SC Stare System, atmosfera de ar sintético com taxa de
aquecimento de 10 °C min™ de 30 a 800 °C.

5.10 Hipertermia magnética

As medidas foram realizadas no equipamento Nanoscale Biomagnetics
modelo DM 1000. As amostras NP@MPTS e NP@MPTS@NIPAAmM-co-DMAAM3,
com concentracdo de 15 mg mL™? foram colocadas no centro da bobina onde
encontra-se 0 campo magnético externo, o qual foi utilizado em uma frequéncia de
420 kHz e amplitude 14 kA m™, a temperatura foi medida através de uma fibra 6tica

imersa dentro da solucao.
5.11 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear foram obtidos em um
equipamento espectrémetro Bruker Fourier 300, o qual analisa os nucleos de *H
e ®C de amostras em solucdo. As amostras de copolimeros P(NIPAAmM-co-
DMAAmM3) e P(NIPAAmM-co-DMAAMS) foram dialisadas, liofilizadas e posteriormente
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dissolvidas em agua deuterada. Uma vez solubilizadas, as amostras foram filtradas e

transferidas para tubos de RMN.

5.12 Cromatografia de permeacédo em gel (GPC)

A cromatografia de permeacao em gel foi realizado no equipamento Malvern
VISCOTEK GPCmax. As amostras de copolimeros P(NIPAAmM-co-DMAAM3) e
P(NIPAAmM-co-DMAAmMS5) foram dialisadas, liofilizadas e posteriormente dissolvidas
em agua destilada. Uma vez solubilizadas, as amostras foram filtradas e transferidas
para tubos vial. A fase estacionéria utilizada foi a coluna SB-806M HQ e o solvente
utilizado como fase mével, foi uma solugcdo aquosa de NaNO3 0,1 mol L™, o volume

injetado foi de 100 pL, com vazdo de 1,0 ml min™.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Caracterizacdo das nanoparticulas magnéticas sintetizadas e

funcionalizadas

6.1.1 Difracdo de raios X

Na Figura 16, estad apresentado o difratograma de raios X da amostra NP
obtida e o padrao de difracédo de raios X da magnetita, obtida no banco de dados de
estruturas cristalinas (JCPDS-88-315). Observa-se que os picos de difracao de raios
X em 30,2° 35,7° 43,4° 57,2° e 63,4° que sdo atribuidos respectivamente aos
planos cristalinos caracteristicos da magnetita (220), (311), (400), (422), (511) e
(440) estao presentes na amostra, indicando assim a formacdo de magnetita através
da sintese realizada neste trabalho.'®

I —Fe,0, (PDF n° 86-1336)
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Figura 16 - Difratograma de raios X das NP obtido e do padrdo de difracdo de raios — X da fase
magnetita.
Fonte: autor.
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O tamanho médio dos dominios cristalinos das nanoparticulas pode ser

calculado através da equacédo de Scherer’s:

KA
Bcos (6)

Dy = Equacao 1

A equacao relaciona o comprimento de onda da radiac&o eletromagnética (A),
com a largura na metade da altura do pico de difracédo () e o angulo de difracao (8).
K é uma constante relacionada a forma das particulas, para particulas esféricas K é
igual a 0,94.>' Utilizando-se a equacdo acima, obteve-se o tamanho médio do
cristalito das nanoparticulas de aproximadamente 7 nm. Logo, observa-se que

nanoparticulas com dimensdes superparamagnéticas foram obtidas.>??

6.1.2 Espectroscopia na reqido do infravermelho

Na Figura 17, estdo ilustrados os espectros na regido do infravermelho das
amostras SPION, NP@MPTS e NP@MPTS@NIPAAM-co-DMAAM3.

A magnetita é caracterizada por duas fortes bandas de absorcdo na regiao
entre 600 e 440 cm™, referente ao estiramento da ligacdo Fe-O, e as bandas
referentes aos grupos OH na superficie das NP, encontram-se na regidao em 3400
cm™, como pode-se observar no espectro da amostra SPION.>?

A funcionalizacéo da superficie das nanoparticulas com o alcoxisilano MPTS
pode ser verificada observando o espectro na regido do infravermelho da amostra
NP@MPTS. As bandas na amostra funcionalizada com MPTS na regido em 1115 e
1032 cm™ correspondem as ligagcdes Fe-O-Si e Si-O, respectivamente e as bandas
em 2916 cm™ e 2850 cm™, correspondem ao estiramento da ligagdo C-H presente
no grupo propil do MPTS.>®> Uma banda fraca aparece em 682 cm™, referente a
ligacdo C-S presente na molécula.®® Esses resultados comprovam a funcionalizacéo
com o alcoxisilano.***

As bandas observadas em 3500 cm™ e 1600 cm™ encontradas na amostra
NP@MPTS sao referentes, respectivamente, ao estiramento dos grupos -OH e as
ligagbes H-O-H, sugerindo a presenca de agua adsorvida na superficie das

nanoparticulas.



41

Analisando-se o0 espectro na regiao do infravermelho da amostra
NP@MPTS@NIPAAM-co-DMAAmM3, € possivel observar a presenca de amidas
secundaria e terciaria, presentes na estrutura do copolimero P(NIPAAmM-co-
DMAAM), na regiéo entre 1650 e 1550 cm™, respectivamente.>® A banda entre 3420
e 3283 cm™ refere-se & vibracdo da ligacdo N-H.>®> Também é observada uma
banda dupla com maior intensidade entre 2800 e 3000 cm™, referentes ao
estiramento das ligacdes C-H.*® Vale ressaltar um pequeno aumento na intensidade
da banda em 682 cm™, referente a ligacdo C-S entre o alcoxisilano e o copolimero.

Com os resultados apresentados, pode-se confirmar que a copolimerizacao

na superficie das nanoparticulas foi obtida com sucesso.3*>°

A) NP@MPTS@NIPAAM-co-DMAAmM3
. SH CH[CH-CH,), = [CH,-CH, ..
,O/ Cc=0 C=0
N NH
C'H N_H CH, CH, o
N-H CH, CH,
B) NP@MPTS c=0
N SH
0\
N
/
0
C) SPION
Fe-O
‘ M I ' | 4 I v I ' I ' | 4 I !
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm™)
Figura 17 - Espectros de absorcdo na regido do infravermelho das amostras A)

NP@MPTS@NIPAAmM-co-DMAAmM3, B) NP@MPTS e C) SPION.
Fonte: autor.
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Na tabela abaixo encontram-se as atribuicbes das principais bandas nos

espectros de absorcdo na regidao do infravermelho encontradas.

Tabela 1 - Principais atribuices encontradas nos espectros de absorcdo na regido do infravermelho.

AMOSTRAS BANDAS (cm-1) GRUPOS
~3416 v(O-H)
NP ~580 Fe-O
~950 Si-O
~3416 v (O-H)
~2920-2850 vs (C-H) grupo -CH2
NP@MPTS ~1108 Fe-?-Si
~1032 Si-O
~682 C-S
~580 Fe-O
~3420-3283 v(O-H) e v(N-H)
~2920-2850 vs (C-H) grupo -CH2
~1646 v (C=0)
NP@MPTS@NIPAAmM-co-DMAAM Bl C-N
~1108 Fe-Si-O
~1032 Si-O
~682 C-S
~580 Fe-O

v= estiramento; s= simétrico; 6= deformacao
Fonte: autor.

6.1.3 Potencial zeta

Para melhor avaliar a modificacdo da superficie das nanoparticulas e a

estabilidade coloidal do sistema, medidas do potencial zeta em fungéo do pH foram
realizadas. O sinal de carga da superficie estd associado a dissociacdo de grupos
funcionais presentes na superficie ou da adsor¢céao de espécies anidnicas do meio de

dispersdo.®’
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As medidas de potencial zeta em funcdo do pH das amostras NP, NP@MPTS
e NP@MPTS@NIPAAM-co-DMAAmMS3 estao ilustradas na Figura 18.

4 - B NP@MPTS A NP
J AI ® NP@MPTS@NIPAAM-co-DMAAM3
2 -
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(] 4 -
N 4
= -
S -6 -
C -
L
O -8-
& -
-10 -
-12 A
| ! | ! | ! | ! | ! | ! | ! |
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pH
Figura 18 - Curvas de titulagdo potenciométrica das amostras NP, NP@MPTS e

NP@MPTS@NIPAAM-co-DMAAMS.
Fonte: autor.

O ponto isoelétrico (PI), é o valor de pH no qual o potencial zeta da particula é
igual a zero, ou seja, é o ponto onde as cargas negativas e as cargas positivas
presentes na superficie da particula sdo equivalentes.>’*® Logo, o Pl pode ser
influenciado pelas caracteristicas acido-base da superficie. Geralmente, a presenca
de grupos com carater basico (aceptores de prétons) produz um valor de Pl maior
que 7 e a presenca de grupos com caréater 4cido (doadores de protons), produz um
valor de Pl menor que 7.%®

Observando a curva potenciométrica da amostra NP (Figura 18), verifica-se
gue em meio acido os valores de potencial zeta sao positivos, pois as espécies
predominante sobre a superficie sdo as protonadas, Fe?***OH,". J& em meio

alcalino, observa-se valores de potencial zeta positivos, pois as espécies
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predominante sobre a superficie sdo as desprotonadas, Fe?**0".>® A amostra NP
apresentou um PI igual a 4,2, contudo o valor de PI reportado na literatura para
nanoparticulas magnéticas de magnetita é igual a 6.°*°° Essa diferenca pode ser
devido a presenca de grupos sulfatos na superficie das nanoparticulas.>

A amostra NP@MPTS, apresentou valores negativos de potencial zeta
durante toda a faixa de pH estudada. O valor do potencial zeta diminuiu
gradualmente de -5 mV a -10 mV e amostra ndo apresentou ponto isoelétrico. O
valor negativo do potencial zeta se deve ao fato que a funcionalizacdo com o MPTS
introduz grupos tiol na superficie das NP, os quais séo &cidos fracos e formam uma
base conjugada.®? Esse resultado, indica que a funcionalizacdo da superficie das
nanoparticulas com o MPTS foi obtida com sucesso.

A curva potenciométrica obtida para a amostra NP@MPTS@NIPAAmM-co-
DMAAmM3, ndo possui variagéo significativa dos valores de potencial zeta em funcao
do pH, passando de -0,5 mV a -1,5 mV. Esse resultado se deve ao fato de que o
copolimero presente na superficie das NP, ndo apresenta grupos ionizaveis na sua
estrutura.®® Ainda sabe-se que os grupos tiol sdo responsaveis pelo inicio da
copolimerizacdo na superficie das NP, logo as cargas superficiais das NP na
amostra NP@MPTS@NIPAAmM-co-DMAAmM3 apresentam valores de potencial zeta
mais positivos e variam menos quando comparados com os valores de potencial
zeta da amostra NP@QMPTS.

Os valores negativos de potencial zeta da amostra NP@MPTS@NIPAAmM-co-
DMAAM3 pode ser atribuido a presenca de grupos sulfatos (SO4’) na superficie das
NP, resultantes da clivagem do persulfato de potassio que foi utilizado como
iniciador da polimerizacdo.®> A amostra ndo apresentou ponto isoelétrico. As
medidas de potencial zeta permitem concluir que a copolimerizacdo na superficie

das nanoparticulas foi realizada com sucesso.

6.1.4 Microscopia eletrbnica de transmissao

Com o intuito de analisar a morfologia e o tamanho das nanoparticulas,
micrografias eletronicas de transmissdo foram realizadas. As micrografias obtidas
para as amostras NP@MPTS@NIPAAM-co-DMAAM3 e NP@MPTS estéo ilustradas
na Figura 19.
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Figura 19 - Micrografias eletrbnicas de transmissdo obtidas, A) e B) NP@MPTS e C) e D)
NP@MPTS@NIPAAmM-co-DMAAM3.
Fonte: autor.

As micrografias obtidas para a amostra NP@MPTS (Figuras 19 A e B), estéao
desfocadas e nao foi possivel calcular o tamanho médio das nanoparticulas, mas
pode-se observar que as nanoparticulas apresentam morfologia aproximadamente
esférica.

Nas micrografias obtidas para a amostra NP@MPTS@NIPAAmM-co-DMAAM3
(Figuras 19 C e D), pode-se calcular o tamanho médio das nanoparticulas que foi de
10 £ 0,7 nm, resultado que corrobora com o valor calculado na difratometria de raio

X. Observa-se que as nanoparticulas se aglomeraram em agregados de
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aproximadamente 100 nm. E possivel verificar uma fina camada recobrindo o
aglomerado de nanoparticulas, a qual é atribuida a presenca dos copolimeros na
superficie das nanoparticulas. Pode-se observar também que, apés a modificacédo
da superficie com os copolimeros a morfologia das nanoparticulas ndo mudou e o

tamanho médio das NP é adequado para aplicacdes biomédicas.®

6.1.5 Analise termogravimétrica

O principio da técnica neste trabalho € analisar a perda de massa da amostra
em temperaturas variadas, a fim de estimar a quantidade de alcoxisilano e
copolimero funcionalizados na superficie das nanoparticulas.

As curvas termogravimétricas e as TG-DTG obtidas para as amostras,
encontram-se nas Figuras 20 e 21. Pode-se verificar nas amostras NP@MPTS e
NP@MPTS@NIPAAM-co-DMAAMS5, que antes de 200 °C houve uma perda de
massa de aproximadamente 4% referente a agua adsorvida presente nas amostras.
Entre 280 °C e 400 °C houve perda de aproximadamente 15 %, que pode ser
atribuido & molécula organica MPTS.** Na amostra NP@MPTS@NIPAAmM-co-
DMAAmMS5, além das perdas citadas anteriormente, entre 398 °C e 498 °C houve uma
perda de massa de aproximadamente 19 %, que foi atribuida ao copolimero
P(NIPAAM-co-DMAAmM).*

Ja na amostra NP@MPTS@NIPAAmM-co-DMAAmM3, antes de 200 °C houve
perda de massa de aproximadamente 7% referente a 4gua adsorvida presente na
amostra. Entre 398 e 498 °C, houve uma perda de massa de aproximadamente 42
%, indicando assim que a amostra contendo maior quantidade do monémero
hidrofilico DMAAmM apresentou maior perda de massa de agua adsorvida e também
apresentou maior quantidade de copolimero funcionalizado na superficie das
nanoparticulas magnéticas®®, como a copolimerizacdo radicalar ndo é controlada
pode-se assumir que existem cadeias poliméricas de diversos tamanhos e as perdas

de massa dessas cadeias ocorrem em temperaturas diferentes.>°
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Figura 20 - Analise termogravimétrica das amostras: NP@MPTS, NP@MPTS@NIPAAmM-co-
DMAAmMS e NP@MPTS@NIPAAmM-co-DMAAM3.
Fonte: autor.
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Figura 21 - TG-DTG das amostras ANP@MPTS, B)NP@MPTS@NIPAAM-co-DMAAMS5 e
CINP@MPTS@NIPAAM-co-DMAAMS3.
Fonte: autor.
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6.1.6 Diametro hidrodinamico

E possivel obter o tamanho das nanoparticulas através do espalhamento
dindmico de luz (DLS). As particulas estdo em constante movimento e colidem
aleatoriamente com as moléculas do liquido, esse movimento € conhecido como
movimento Browniano. A técnica de espalhamento dindmico de luz baseia-se no
movimento Browniano para medir o tamanho das particulas, ou seja, a técnica
baseia-se na relacdo da velocidade de movimentacdo da particula com a
intensidade e mudanca da frequéncia da luz espalhada.”’

Os resultados obtidos para o diametro hidrodinamico e indice de polidisperséao

das particulas estédo descritos na tabela 2.

Tabela 2 - Medidas de diametro hidrodindmico e indice de polidispersdo das amostras a 25 °C.
Diametro hidrodinamico

AMOSTRAS
(nm)
NP 139,5+0,2 0,091 + 0,027
NP@MPTS 173,6 +0,5 0,101 £ 0,016
NP@MPTS@NIPAAmM-co-
279,2+0,4 0,218 + 0,039
DMAAmMS
NP@MPTS@NIPAAmM-co-
547,2 + 3,3 0,284 + 0,024
DMAAmM3

Fonte: autor

Analisando os valores descritos na tabela, observa-se que os valores de
didmetro hidrodindmico aumentaram conforme as etapas de cada sintese. O
copolimero presente nas amostras cria uma casca polimérica na superficie das NP,
logo o diametro hidrodinamico dessas amostras s&o maiores.*®

Os valores de diametros hidrodindmicos obtidos corroboram com os valores
de perdas de massa observados anteriormente no item 6.1.5. A amostra que
apresentarou maior diametro hidrodinamico, NP@MPTS@NIPAAmM-co-DMAAMS3, é
a amostra que apresentou maiores perdas de massas de agua e copolimero na
analise termogravimétrica, pois essa amostra contém maior quantidade de

mondmero hidrofilico, logo apresenta maior afinidade pelas moléculas de agua.




49

As amostras NP e NP@MPTS apresentaram apenas uma distribuicdo de
tamanho de particula e PDI abaixo de 0,1 logo, as amostras sdo consideradas
monodispersas.®’*® Porém, as amostras contendo copolimeros na superficie das NP
apresentaram valores de PDI maiores que 0,1 mas menores que 0,4, sendo essas
amostras consideradas moderadamente polidispersas.>”*® Contudo, os valores de
indice de polidispersdo encontrados indicam que as amostras apresentam estreita

distribuicdo de tamanho.>®

6.2 Determinacdo da temperatura critica de solucdo dos copolimeros

sintetizados

6.2.1 Diametro hidrodinAmico das nanoparticulas em funcdo da temperatura

O diametro hidrodindmico das amostras NP@MPTS@NIPAAmM-co-DMAAmM
de razéo 3 e razao 5 foi medido em funcdo da temperatura como ilustrado na Figura
22.
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Figura 22 - Medidas de diamétro hidrodinAmico em fun¢do da temperatura das amostras
NP@MPTS@NIPAAM-co-DMAAM3 e da amostra NP@MPTS@NIPAAmM-co-DMAAmMS.
Fonte: autor.

Nesta figura, observa-se o comportamento termossensivel dos copolimeros
sintetizados através da diminuicdo constante do diametro hidrodindmico com o
aumento da temperatura. Tal comportamento era esperado, pois acima da
temperatura critica de solucdo (LCST) do copolimero sintetizado, sua estrutura
colapsa em um glébulo hidrofébico, as ligac6es de hidrogénio entre o polimero e as
moléculas de agua tornam-se energeticamente desfavoraveis com o aumento da
temperatura, predominando as ligacdes hidrofébicas das cadeias poliméricas e,
como consequéncia, uma reducdo do diametro hidrodinamico é observada.*®*°
Observa-se que a estabilidade coloidal do sistema se manteve constante mesmo
com o aumento da temperatura, pois a diminuicdo do diametro hidrodinamico da
casca polimérica presente na superficie das nanoparticulas diminuiu de forma
gradativa.®?

Na amostra NP@MPTS@NIPAAmM-co-DMAAM3 o diametro hidrodinamico
reduziu aproximadamente 205 nm, variando-se a temperatura de 20 °C a 50 °C. Ja a

amostra de NP@MPTS@NIPAAmM-co-DMAAmMS5, apresentou uma reducdo de
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didmetro hidrodindmico proximo de 80 nm, na mesma faixa de temperatura. Conclui-
se entdo que, em ambas as amostras ocorreu a copolimerizagdo na superficie das
nanoparticulas, porém a amostra NP@MPTS@NIPAAmM-co-DMAAmM3 apresentou
maior variacdo do diametro hidrodinamico, esse resultado é devido a maior presenca
de copolimero na superficie das nanoparticulas e, além disso, 0 mondmero
hidrofiico DMAAmM presente em maior quantidade nessa amostra apresenta maior
afinidade pelas moléculas de agua da vizinhanca, logo, a variacdo do diametro
hidrodinamico é maior.®> Esse resultado também é confirmado pelas analises
termogravimétricas.

Apesar das amostras apresentarem comportamento termossensivel na
analise realizada pela técnica de espalhamento dinamico de luz, ndo foi possivel
verificar satisfatoriamente a LCST do copolimero presente na superficie das
nanoparticulas. Portanto, utilizou-se a espectroscopia na regido do UV-Vis em
funcdo da temperatura para determinar a LCST dos copolimeros, essa técnina sera

melhor discutida na proxima sessao.

6.2.2 Espectroscopia na reqgido do UV-Vis em funcdo da temperatura

A LCST do copolimero pode ser definida mediante analise de turbidimetria,
utilizando-se espectrometro UV-Vis em funcdo da temperatura para determinar em
qual temperatura ocorre o decréscimo de mais da metade da transmitancia. Essa
temperatura é definida como a LCST.* Para o copolimero P(NIPAAM-co-DMAAMS5)
a LCST encontrada foi de 38 °C e para o copolimero P(NIPAAm-co-DMAAmM3) 40,5
°C, conforme observado na Figura 23.
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Figura 23 - Temperatura critica de solugdo (LCST) dos copolimeros P(NIPAAmM-co-DMAAmM3) e
P(NIPAAmM-co-DMAAmMS). Transmitadncia em 500 nm, determinada em solugcdo tamp&o fosfato PBS
(pH 7,4).

Fonte: autor.

A introducdo do mondébmero DMAAmM aumentou a temperatura critica de
solucdo do PNIPAAmM como era esperado, pois o DMAAmM é mais hidrofilico que o
PNIPAAmM. Logo, a cadeia do copolimero torna-se mais hidrofilica sendo necessaria
uma temperatura maior para que ocorra a transicéo de fase.®’

As LCST dos copolimeros P(NIPAAm-co-DMAAmM) estdo acima da
temperatura corpdrea como desejado para utilizacdo do sistema na liberacédo
controlada de farmaco.®’ Porém, o copolimero P(NIPAAM-co-DMAAmM3) apresentou
uma temperatura mais adequada para aplicagdo biomédica, ja que o copolimero
P(NIPAAmM-co-DMAAmMS5) com LCST a 38 °C poderia liberar o farmaco no momento
da introducdo deste no corpo.®’ Sendo assim, o copolimero P(NIPAAmM-co-
DMAAmM3) foi utilizado tanto nos testes de liberagdo controlada de farmaco quanto
na hipertermia magnética.
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6.2.3 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear *H RMN

As estruturas quimicas dos copolimeros sintetizados foram investigadas
através da espectrometria 'H RMN, os espectro obtidos estéo ilustrados na Figura
24. Os picos caracteristicos em 1.04 e 3.80 ppm sdo associados ao grupo propil do
PNIPAAmM. Em 2.82-2.91 ppm o0s picos sdo associados ao grupo metil do monémero
DMAAmM. Observa-se também dois picos largos entre 1.50-2.0 ppm, que sao
associados ao grupo -CH,CH- do copolimero. Esse resultado indica que a
copolimerizac&o foi realizada com sucesso.*

A partir da integracdo da &rea dos picos de sinal b e sinal e, calculou-se a
razdo molar do PNIPAAmM em relacdo ao DMAAM.*® Vale ressaltar que os picos de
sinal b e e na amostra P(NIPAAm-co-DMAAmM3) apresentam maiores intensidades
qgquando comparados com os picos de sinal b e e da amostra P(NIPAAmM-co-
DMAAmMS5). Na tabela 3 estdo descritos os valores das razbées PNIPAAM/DMAAmM
encontrados nos copolimeros sintetizados.

As razdes molares PNIPAAM/DMAAmM, calculadas a partir dos espectros de
'H RMN das amostras P(NIPAAmM-co-DMAAmM3) e P(NIPAAm-co-DMAAm), foram
respectivamente iguais a 4,994 e 3,194, esses resultados corroboram com o0s

valores adicionados na sintese dos copolimeros.
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Figura 24 - 'H RMN espetros obtidos das amostras P(NIPAAmM-co-DMAAmM3) e P(NIPAAM-co-
DMAAmMS5).

Fonte: autor.

6.2.4 Cromatogradia de permeacdo em gel (GPC)

A cromatografia de permeacdo em gel € uma técnica cromatografica que
separa moléculas dissolvidas com base no seu tamanho, bombeando-as através de
colunas especificas que contém no seu interior um material microporoso. A medida
que a amostra é separada e eluida da coluna, ela é caracterizada por detectores.®® A
técnica faz medicbes de massa molecular, tamanho e estrutura, € utilizada para
caracterizar polimeros naturais ou sintéticos, biopolimeros, proteinas ou
nanoparticulas.®®

Afim de obter as massas moleculares dos copolimeros sintetizados, uma
curva de calibragéo foi construida utilizando padrdes do polimero Poli(etileno-glicol)
(PEG) com massas moleculares de valores conhecidos, respectivamente iguais a
224 kDa; 105 kDa; 44 kDa; 23 kDa; 10250 Da; 6100 Da; 3450 Da; 1090 Da; 630 Da

e 195 Da. As amostras P(NIPAAmM-co-DMAAmMS5) e P(NIPAAmM-co-DMAAmM3) de
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massas moleculares desconhecidas, foram analisadas nas mesmas condi¢des em
gue os padrdes foram analisados.

Os polimeros apresentam uma distribuicdo de tamanho, pois consistem de
agrupamento de moléculas de varios tamanhos, logo, as massas moleculares de
polimeros ndo podem ser calculadas da mesma forma que as massas moleculares
de compostos puros pequenos sdo determinadas.®*

As massas moleculares numérica M, e ponderal médias M, s&o
determinadas, considerando-se que a altura do pico do cromatograma
correspondente a cada volume eluido (h;) seja proporcional & quantidade daquela
fracdo em peso na amostra.

A massa molecular ponderal média M,,, depende do numero e do peso das
moléculas de polimero na solucéo, qualquer que seja sua estrutura e tamanho e é

calculada através da seguinte equacao:

— Y N;.M?

W= SN, Equacao 2

onde M; é a massa molecular, N; € o numero de moléculas da espécie i e

pode ser definido como:
N; = % em; < h; Equacéo 3

i

onde m; é a massa do polimero analisada. Sendo assim, a massa molecular

ponderal média é definida como:

M, = =—="— Equacéo 4

A massa molecular numérica média M,,, também foi calculada, esta depende
do numero de moléculas de polimero na solugéo, qualquer que seja a sua estrutura

ou tamanho e é calculada pela seguinte equacgéo:

M, = =/ Equacéo 5

ou,
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~ _  Xh;
n Y hy/M;

Equacéo 6

A razdo entre as massas moleculares ponderal média e numérica média é
definida como o indice de polidisperséo (PDI).%*

Através da integracdo dos picos obtidos nas analises das amostras e com as
equacdes citadas anteriormente, determinou-se as massas moleculares M,, e M,, e
o indice de polidispersédo (PDI) dos copolimeros sintetizados. Os valores obtidos

estao descritos na tabela 3.

Tabela 3 - Caracteriza¢des dos copolimeros sintetizados.
M, M, Razao

AMOSTRAS PDI LCST (°C)®
(Da)* (Da)* PNIPAAM/DMAAmM?
P(NIPAAmM-co-
2065 595 3,475 4,994 38
DMAAmMDb)
P(NIPAAmM-co-
7152 1353 5,283 3,194 40,5
DMAAmM3)

1Dados obtidos por GPC; 2Dados obtidos por "H RMN; 3Dados obtidos por UV-Vis.
Fonte: autor.

Na amostra P(NIPAAm-co-DMAAmMS5), a massa molecular ponderal média
calculada (2065 Da) foi menor que o valor encontrado para a amostra a P(NIPAAmM-
co-DMAAmM3) (7152 Da), este resultado era esperado, pois foi adicionado maior
guantidade de mondmero DMAAmM na amostra P(NIPAAm-co-DMAAmM3) logo, a
massa molar do copolimero é maior. A guantidade de PNIPAAm adicionada nos dois
copolimeros sintetizados foi igual.

Os valores de PDI calculados para os copolimeros, sugerem que ha uma
larga distribuicdo de tamanhos das cadeias dos polimeros, ou seja, o tamanho das
cadeias poliméricas formadas séo diferentes, pois a polimerizagédo radicalar ndo &

controlada, portanto as amostras s&o polidispersas.®
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6.3 Hipertermia magnética

Medidas de magnetermia foram utilizadas a fim de verificar a capacidade de
aguecimento das nanoparticulas magnéticas, para aplicacdo da terapia de
hipertermia magnética. A técnica baseia-se na aplicacdo de um campo magnético
alternado suficiente para a introduc¢do da magnetizacdo das particulas e em seguida,
aplica-se um campo alternado de frequéncia elevada que leva a conversao da
energia magnética para energia térmica.®

A capacidade de um material magnético de absorver energia de um campo
magnético variavel, é quantificada pelo SAR (taxa de energia absorvida especifica
ou energia absorvida especifica). O SAR ¢é definido pela taxa de energia absorvida

pela amostra, em razdo de unidade de massa (W Kg™):

SAR = L Equacéo 7

mpyp

Onde P € a energia absorvida por unidade de tempo (W) e myp € a
guantidade de nanoparticulas da amostra (Kg). Se assumirmos que o sistema &
adiabatico, entdo a energia absorvida pelo material magnético durante a analise é
igual ao calor gerado por unidade de tempo, portanto, o SAR também pode ser
definido como a quantidade de energia convertida em calor por unidade de tempo e

massa.

1 0 ~
S— Equacéo 8

SAR =

Onde Q é o calor gerado (J) e At é o tempo em segundos.

O calor gerado, Q, é determinado pela seguinte equacao:

Q = (mnpCnp + MG + MpCp)(AT) Equacdo 9

onde,
myp: massa das nanoparticulas (Kg);
m;: massa do liquido (Kg); mq: massa do frasco Dewar;

cne: calor especifico das NP [J (Kg.K)™;
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ci: calor especifico do liquido [J (Kg.K)™;

cq: calor especifico do frasco vail [J (Kg.K)™];

AT: aumento da temperatura da amostra [K].

Substituindo-se a equacédo 3 em 2 e desconsiderando o frasco de Dewar, a

equacao obtida é:

mpyp cyp +mc; AT

SAR = Equacédo 10

myp At

O valor do aumento da temperatura com seu respectivo tempo, utilizado para
calcular o SAR é o maximo valor do gradiente de temperatura da curva, o que

corresponde ao gradiente inicial. Portanto, a equacéo final para encontrar o SAR é:

mpypcyp +myc; dT

SAR = Equacéo 11

myp dt
O SAR é dependente de diversos parametros tais como: tamanho da
particula, distribuicdo do tamanho, composicdo quimica, modificacdo na superficie,
saturacdo de magnetizacdo das particulas, frequéncia e amplitude de campo
magnético aplicado.®
Os resultados das andlises de aquecimento das amostras, estéo ilustrados na
Figura 25.
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Figura 25 - Temperatura das amostras em fun¢do do tempo, sob aplicagdo de um campo magnético

(420 kHz, 14kA/m).
Fonte: autor.

Na tabela abaixo, estdo descritos os resultados do SAR para cada amostra.

Utilizou-se um campo magnético externo de frequéncia de 420 kHz e amplitude 14
KA m™.

Tabela 4 - Taxas de aquecimento e SAR obtidas das amostras com concentracdo de 15mg ml™.

AMOSTRAS dT/dt ¢ Cs™ SAR (W g™
NP@MPTS 0,101 135,75
NP@MPTS@NIPAAM-co-DMAAM3 0,034 81,21

Fonte: autor.

Como visto na tabela 4, os valores de SAR e a taxa de aquecimento dT/dt

obtidos da amostra NP@MPTS sao maiores que os valores encontrados para a
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amostra NP@MPTS@NIPAAmM-co-DMAAmM3. Pode-se dizer, que a modificacdo da
superficie das nanoparticulas com o copolimero resultou em um abaixamento da
taxa de aquecimento da amostra quando submetido a um campo magnético externo
variavel. Essa diminuicdo na capacidade de aquecimento é devido a presenca da
casca polimérica na superficie das nanoparticulas, que atua como uma barreira
limitando a difusdo de calor gerado pelas NP. Quanto maior for a casca polimérica
na superficie das nanoparticulas, menor sera o valor de SAR.?*

Entretanto, a temperatura maxima atingida pela amostra
NP@MPTS@NIPAAM-co-DMAAM3 em 10 minutos de andlise foi de 41 °C, e est4
adequada para aplicacdo biomédica quando esta é combinada com outras terapias

como a liberacéo controlada de farmaco.>®’

6.4 Encapsulamento e liberagdo do metotrexato

A amostra NP@MPTS@NIPAAmM-co-DMAAmMS3 foi utilizada para realizacdo do
encapsulamento e liberacdo do MTX, como explicado anteriormente no item 4.4. A
fracdo de metotrexato encapsulado na amostra NP@MPTS@NIPAAmM-co-DMAAmM3
foi quantificado através da diferenca entre as concentragdes de farmaco total e livre,
utilizando a espectroscopia na regido do UV-Vis. A concentracao do farmaco livre é
determinada no sobrenadante, enquanto que a concentracao total € a quantidade de
farmaco adicionado a suspensdo de nanoparticulas durante o procedimento de
encapsulamento.

A eficiéncia de encapsulamento e o teor de MTX foram calculados através
das respectivas equacoes:

my

Eficiéncia de encapsulamento (%) = ( — —) x100 Equacgéao 12

m;

Teor de fé?"maCO (%) — ( M farmaco incorporado >x100 Equa(;é.o 13

M f4rmaco incorporado  TMpol imero

Onde m; € a massa inicial de metotrexato, m; € a massa de farmaco livre.

Sabendo-se que a massa inicial de MTX foi de 1,0 mg e a massa encontrada
de MTX livre foi de 0,0191 mg, a eficiéncia de encapsulamento obtida foi de 98 % e
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o teor de farmaco foi de 70 %, sabendo-se que em 10 mg de amostra contém 4,2 mg
de copolimero.

O espectro de absorcdo do MTX apresenta trés bandas caracteristicas em
258, 303 e 371 nm (Figura 26 A), a absorcdo em 303 nm foi fixada para a
determinacdo das concentragfes do farmaco. Na Figura 26 B, esta ilustrada a curva
analitica obtida a partir de solu¢des de concentracdes conhecidas do metotrexato
em tampao fosfato pH 7,4. O valor de absortividade molar encontrado foi de 0,0304

L mol*ecm™, com coeficiente de correlagéo igual a 0,9976.

1,2
o6k A) B)
Metotrexato 10+

05 |

04

03

Absorgao (%)
Absorgéo (303 nm)

0,1

0,0

0,1 4 T T T T L 1 1 L 1 1 1
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Figura 26 - A) Espectro de absor¢cdo de metotrexato. B) Curva analitica para 0 MTX no comprimento
de onda 303 nm.
Fonte: autor.

A liberagdo do farmaco foi realizada pelo método de difusdo através de
membrana de dialise, o qual consiste na adicdo da suspensao de nanoparticulas em
membranas de dialises, que sdo mantidas no meio de liberacdo (tampéao fosfato pH
7,4) sob agitacdo e temperatura constante.

Os perfis de liberacdo a 45 °C e a 37 °C estéo ilustrados na Figura 27.
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Figura 27 - Liberagdo de MTX da amostra NP@MPTS@NIPAAM-co-DMAAmM3 a 45 °C e a 37 °C.
Fonte: autor.

A liberacdo cumulativa foi calculada pela equacéao abaixo:

v,y le + v, C
Liberacio (%) = (28 Gt Vol x100
Myrx

Onde myry € a massa de metotrexato presente nas nanoparticulas, V, € o
volume total do meio de liberacdo (V, = 15 mL), V, € o volume de aliquotas
removidas com o tempo t (V; = 1,5 mL) e C,, € a concentracdo de metotrexato na
amostra.

Os resultados apresentados na Figura 27 mostram que aproximadamente 45
% do MTX foi liberado a 45 °C e que 35 % foi liberado a 37 °C. Observa-se também
que nas duas primeiras horas a liberacdo ocorreu rapidamente. E possivel verificar
que a liberacdo a 45 °C foi mais rapida e eficiente quando comparada com a
liberacdo a 37 °C. Este resultado se deve ao fato de que, o copolimero presente na

superficie das nanoparticulas magnéticas tem LCST acima de 40 °C, como mostrado
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anteriormente no item 6.2.2. A liberacdo do farmaco encapsulado nas
nanoparticulas, esta prevista para ocorrer através do colapso do copolimero
termossensivel que ocorre acima da sua LCST, que € quando o copolimero torna-se
hidrofébico e colapsa expulsando as moléculas de agua e de farmaco da sua
cadeia®, resultando assim em uma liberacdo mais eficiente e rapida & 45 °C. Apés
24 h observa-se que a liberag&o cessou.

6.5 Andlise dacinética da liberacédo

Em sistemas de liberagcdo controlada de farmaco, o uso de modelos
matematicos € importante para determinar o mecanismo e a taxa de liberacdo do

8,68

farmaco de um sistema. Os modelos mais aplicados correspondem a

mecanismos conhecidos de sistemas de liberacdo controlada, os quais séo
classificados como difuséo, inchaco e eros&o.%®%

Para determinar o possivel mecanismo e a taxa de liberacdo do farmaco do
sistema do presente trabalho, utilizou-se os principais modelos cinéticos encontrados
na literatura para sistemas poliméricos: Primeira Ordem e Korsmeyer-Peppas.

O mecanismo de cinética de primeira ordem é dependente da concentracdo e

€ dada pela seguinte equacéo:

M; = My[1 — exp(—K;t)] Equacao 14

onde M, é a quantidade de farmaco liberado no tempo t, M,, € a quantidade
de farmaco liberado a um tempo infinito e K; é a constante de liberacdo de primeira
ordem.

O modelo de Korsmeyer-Peppas descreve a liberacdo do farmaco de uma

matriz polimérica e é expressa pela equacéao:

M, = My, K, t" Equacéo 15

onde K, € a constante de liberagao caracteristica do farmaco e o expoente

n é dependente do mecanismo de liberac&o.®
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Segundo a literatura, o0 modelo que apresenta o maior valor do coeficiente de
correlacdo é o modelo que melhor explica o0 mecanismo de liberacéo do farmaco.®

Para verificar o0 modelo que mais se aproxima com perfis de liberacdes
obtidos, ajustou-se os dados das liberagdes com as equacdes dos modelos citados
anteriormente e comparou-se o coeficiente de regressao para cada modelo (R?), os

quais estéao descritos na Tabela 5.

Tabela 5 - Coeficientes de correlacdo e parametros das liberacdes, obtidos pelas equacfes dos
modelos matematicos.

Primeira ordem Korsmeyer-Peppas

TEMPERATURA (°C)

37 4,51 0,972 10,82 0,901 0,047
45 1,74 0,942 4,57 0,829 0,153

Fonte: autor.

O modelo de Kosmeyer-Peppas descreve o mecanismo de liberacdo de
farmacos encapsulados em polimeros termossensiveis, abaixo e acima da LCST,
representado por um ciclo de inchamento e colapso do polimero, respectivamente,
sendo a liberacdo do farmaco dependente do colapso da matriz polimérica e da
difusdo Fickiana.’®’? Determinando-se o valor de n, é possivel interpretar e
caracterizar os mecanismos envolvidos na liberacdo. Quando n < 1, 0 mecanismo
gue descreve a liberacao € a difusédo Fickiana. Para 0,45 < n < 0,89, observam-se 0s
mecanismos N&o-Fickiana e Anémalo, n=0,89 tem-se um mecanismo limitante de
transporte Caso Il (liberacdo de ordem zero).”® Entretando, os valores de n
encontrados para a liberacdo do MTX do nanosistema NP@MPTS@NIPAAmM-co-
DMAAmM3, a 37 °C e 45 °C foram respetivamente iguais a 0,047 e 0,0153.

Logo, obtou-se pelo modelo de primeira ordem, o qual apresentou o maior
valor de R? como observado na tabela 5. Sabe-se que quando sistemas poliméricos
de liberacdo controlada sao imersos diretamente no meio de liberagdo, estes
apresentam uma liberacdo imediata e, em seguida apresentam um perfil de

7
| 0

liberacdo estavel’™, como pode ser observado no perfil de liberacdo apresentado na

Figura 27.



65

Sendo assim, o sistema de liberacdo do MTX néo é devido a difusdo pela
matriz polimérica, mas sim através do mecanismo de liberacdo imediata ("burst
effect").” Conclui-se entéo que o modelo matematico de primeira ordem é o modelo
gue melhor explica a liberacdo do MTX do nanosistema e o mecanismo de liberacdo

observado é o de liberacdo imediata.”
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7 CONCLUSOES

A sintese e a funcionalizacdo das nanoparticulas superparamagnéticas com o
alcoxisilano MPTS e a posterior modificacdo com o copolimero termossensivel
P(NIPAAm-co-DMAAmM) foram realizadas com sucesso. A funcionalizacdo e a
copolimerizagdo na superficie das NP foram confirmadas por espectroscopia na
regido do infravermelho, analise termogravimétrica, medidas de potencial zeta e por
medidas do diametro hidrodinamico em funcédo da temperatura. Determinou-se as
LCST dos copolimeros sintetizados através da espectroscopia na regido do UV-vis
em funcéo da temperatura, as LCST encontradas foram de 38 °C e 40,5 °C para o0s
copolimeros de razdo molar PNIPAAM/DMAAmM igual a 5 e 3 respectivamente e,
estdo dentro do esperado para aplicacdes biomédicas. Pela microscopia eletrbnica
de transmissdo, observou-se que as hanoparticulas superparamagnéticas
apresentam forma esférica e estreita distribuicdo de tamanho mesmo apds serem
modificadas com o copolimero. Os resultados obtidos na magnetermia mostraram
gue as amostras aquecem quando sdo submetidas a um campo magnético externo,
atingindo temperaturas esperadas para a terapia de hipertermia. E por fim, o
encapsulamento e a liberagdo do metotrexato foram realizados com éxito, sendo que
a liberacao do farmaco acima da LCST do copolimero apresentou melhor resultado,

conforme o esperado.
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PERSPECTIVAS

Para finalizar esse trabalho serdo realizados estudos de viabilidade celular,
para verificar a citotoxicidade do sistema. Posteriormente, testes in vivo e in vitro
serdo realizados com e sem a presenca de um campo magnético alternado externo,

a fim de avaliar o nanosistema desenvolvido.
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