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Resumo

O céancer de mama é um dos maiores problemas de saude publica da atualidade.
A projecéo € de que, entre 2014 e 2015, cerca de 58 mil novos casos com esta doenca
serdo registrados no Brasil. Estes tumores sdo motivo de preocupacdo adicional dada
sua grande tendéncia de evoluir para metastase. Nestes casos, a chance destas células
se alojarem no tecido 0sseo € particularmente consideravel. Acredita-se que isso se
deve a grande afinidade das células tumorais da mama pela hidroxiapatita, o principal
componente inorganico do 0sso. Este trabalho teve como objetivo a sintese de um
nano-compdsito que contém este composto para explorar tal afinidade no tratamento
destes tumores. Além da apatita, foram inseridas nanoparticulas magnéticas ao
nanocomposito, combinando-se assim a possibilidade de aplica-lo tanto no tratamento
(carreamento magnético de farmacos e hipertermia magnética) como no diagnostico
de tumores [geracdo de contraste em diferentes técnicas de diagndstico como,
imagens por ressonancia magnética nuclear (IRMN) e exames com
biossusceptometria de corrente alternada (BAC)].

O nano-composito preparado é formado por nanoparticulas magnéticas de
ferritas de Mn e Zn, de formula geral Mni.xyZnyFe(.y)Oa, revestidas com o polimero
quitosana modificada com nanocristais de apatita. Visando a aplicacdo deste sistema
como carreador de farmaco antitumoral para o tratamento do cancer de mama, foi
também incorporado o farmaco paclitaxel. O nanocomposito foi caracterizado apos
cada etapa da sintese com as seguintes técnicas fisicas de estado sélido: difratometria
de raios X (DRX) e difratometria de néutrons (DN), ambos com refinamento
estrutural pelo Método de Rietveld, microscopia eletrénica de varredura (MEV),
espectroscopia no infravermelho (FTIR), espectroscopia de raios X na borda de
absorcdo (NEXAFS), microscopia de transmissdo e varredura com raios X (STXM),
espalhamento inelastico de néutrons (INS) e caracterizacdo das propriedades
magnéticas. Por meio de testes in vitro, a citotoxicidade dos materiais em celulas
sadias (NIH/3T3), bem como a capacidade de associacdo (incorporacdo) com células
tumorais mamario (MCF-7) foram estudadas. Os resultados obtidos mostram que o

entendimento da dinamica de formacdo da fase ferrita nas nanoparticulas, bem como



0 seu revestimento polimérico e posterior modificacdo com apatita € fundamental para
a compreensao das propriedades biolégicas do material. Os resultados comprovam
ainda que o farmaco encapsulado neste sistema se encontra em uma conformacéo
provavelmente inativa mas que pode ser revertida apos a liberagdo da molécula.
Finalmente, os ensaios bioldgicos indicam ndo s6 que os materiais estudados nao
apresentam toxicidade, mas sugerem também forte interacédo e atividade anti-tumoral

para células de cancer de mama.



Abstract

Breast cancer is one of the biggest worldwide health problems. In Brazil, 58.000
new cases of such a disease are expected to be diagnosed between 2014 and 2015.
These tumors require additional concerns due to their great tendency in generating
metastasis. In these cases, there is a considerable chance for the cancer cells to
migrate to the bone tissue. Such a behavior is most likely due to the affinity between
the breast cancer cells and hydroxyapatite, the main inorganic component of bones.
This work aimed to synthesize a nanocomposite containing this compound in order to
explore such affinity in the treatment of these tumors. Additionally to the apatite,
magnetic nanoparticles have been incorporated to the nanocomposite, aiming to
combine possible applications on both cancer treatment (magnetic drug delivery and
magnetic hyperthermia approaches) and diagnosis [contrast generation in magnetic
resonance imaging (MRI) and alternate current biosusceptometry (ACB) exams].

The obtained nanocomposite is composed by magnetic nanoparticles of Mn-Zn
ferrites, with general formula Mn(-xZnyFe(.y)Oa, coated with the polymer chitosan
modified by apatite nanocrystals. Aiming the application of this system as an anti-
tumor drug delivery tool for breast cancer treatment, the drug paclitaxel has also been
incorporated to the material. The nanocomposite was characterized after each
synthesis step with the following solid state physics techniques: X-ray and neutron
powder diffraction (XRD and ND) with structure refinement by the Rietveld method,
scanning electron microscopy (SEM), infrared spectroscopy (FTIR), near edge X ray
absorption spectroscopy (NEXAFS), scanning transmission X ray microscopy
(STXM), inelastic neutron scattering (INS) and magnetic characterization. By means
of in vitro tests, the cytotoxicity of the materials in healthy cells (NIH/3T3) as well as
their association to breast tumor cells (MCF7) were evaluated. The results show that
understanding the dynamics of the ferrite phase formation into the magnetic
nanoparticles as well as their polymeric coating and modification with apatite is a key
step in order to elucidate the materials” biological properties. Additionally, the
encapsulated drug is most likely in an inactive molecular conformation, which is

reversible after the drug release. Finally, the biological assays indicate not only the



non-toxicity of the nanocomposite, but also their strong interaction and anti-tumor

activity against breast cancer cells.



Lista de simbolos e abreviaturas

a Pardmetro de rede

AA Anel aromatico

ATCC American Type Culture Collection

BAC Biosusceptometria de Corrente Alternada

bio-NCP  bio-nanocomposito

DFT Teoria do funcional de densidade

DN difracdo de néutrons

DRX difracdo de raios X

EDX Energia Dispersiva de raios X

Elisa Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

far-FTIR  Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier na regido

do infravermelho longinquo

FC Field cooled

FTIR Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier
HAP hidroxiapatita

ICSD Inorganic Crystal Structure Database

INS Espalhamento Inelastico de Néutrons

Kops Produto de solubilidade

MCF-7 Linhagem de células do cancer da mama

MEV Microscopia eletronica de varredura

MTT brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio
NEXAFS Espectroscopia de raios X na Borda de Absorcao
NIH/3T3 Linhagem de células de fibroblasto

NPM nanoparticula magnética

PBS tampéo fosfato salino

PTX Paclitaxel

Q Transferéncia do momento

R(F2) Qualidade do modelo utilizado para o refinamento estrutural
RPMI Meio de cultura

SBF Soro Bovino Fetal
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Zero field cooled

Orbital molecular & antiligante

Orbital molecular o antiligante
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1. Introducao

O céancer é, sem davidas, um dos maiores problemas de saude publica da
atualidade. Na Europa, séo detectados cerca de 3,5 milhdes de novos casos por ano
com taxa de mortalidade em torno de 50% enquanto que somente nos Estados Unidos
sdo diagnosticados cerca de 2,8 milhGes de novos casos com percentual de
mortalidade semelhante (FERLAY, PARKIN e STELIAROVA-FOUCHER, 2010
AND FERLAY et al., 2013). No Brasil, projeta-se a ocorréncia de cerca de 576 mil
novos casos entre 2014 e 2015, sendo que destes, 58 mil sdo provaveis pacientes com
cancer de mama (INCA, 2014).

Os métodos mais utilizados no tratamento de tumores sdo a radioterapia e
quimioterapia (BEIJER et al., 2013), sendo a remocao cirargica dos tecidos afetados.
A primeira se baseia na aplicacdo de doses de radiacao criteriosamente definidas nos
tecidos tumorais, enquanto que na quimioterapia sdo utilizados farmacos capazes de
interromper o ciclo de reproducéo das células cancerigenas: os agentes anti-mitoticos.

Entretanto, ambos o0s metodos apresentam desvantagens e/ou limitaces,



principalmente quando a doenca evolui para metastases, caracterizadas pela migracao
de células tumorais para diferentes regides do organismo. Enquanto a radioterapia €
essencialmente uma técnica voltada para o tratamento de lesdes bem localizadas, 0s
prejuizos a qualidade de vida causados pela quimioterapia sdo bastante notorios
devido aos danos causados também as células sadias dos pacientes (NAKAZAKI et
al., 2013; MONSUEZ et al., 2010).

No caso especifico dos tumores mamarios, existe uma grande tendéncia a
formacéo de metastases, em especial nos tecidos pulmonar e 6sseo. Quanto ao ultimo,
presume-se que 80% dos casos de metastase dssea sao evolugdes do cancer mamario,
sendo que o restante vem majoritariamente do cancer na proéstata, pulméao e colon.
Este alto percentual de células neoplésicas da mama que se instalam nos 0ssos pode
estar relacionado a grande afinidade destas células por cristais de hidroxiapatita
(HAP), [Caio(PO4)s(OH),], o principal componente inorganico do tecido 0sseo
(BELLAHCENE e CASTRONOVO, 1995; DIEL, et. al, 1998). N&o obstante, a
afinidade das células do cancer na mama por HAP pode ser usada em favor do
tratamento destes tumores. Através da sintese de carreadores de farmacos
antitumorais modificados com tal composto ceramico, sua interacdo com as células
tumorais pode ser favorecida e a acdo do agente anti-mitotico poderia dar-se de
maneira mais seletiva sobre as células cancerigenas, reduzindo danos as células
sadias. Adicionalmente, cristais de HAP tem demonstrado por si s6 a capacidade de
reducao de volumes tumorais ndo somente em ensaio realizado com cancer de mama,
mas também com células tumorais do colon, prostata, figado e outros, principalmente
se as HAPs estiverem sob tamanho nanométrico (ANDRONESCU ET AL., 2010;
YUAN ET AL., 2010; LIANG ET AL, 2011; VENKATESEN ET AL, 2011;

MEENA ET AL., 2012; JIN ET AL., 2014).



A adicdo de nanoparticulas magnéticas na formulacédo deste carreador conferiria
outras possibilidades atrativas e importantes, como o carreamento magnético do
material até a regido anatbmica de interesse e a reducdo da massa tumoral por meio de
hipertermia magnética (HILGER, HERG E KAISER, 2005). Ainda, a presenca destas
nanoparticulas no material carreador possibilita o seu rastreamento utilizando-se
técnicas como a biossusceptometria de corrente alternada (BAC) (AMERICO et. al,
2010) ou Imagens por Ressonancia Magnética, métodos estes que ndo fazem o uso de
radiacdo ionizante.

Os materiais magnéticos mais utilizados em aplicacbes biomédicas sdo a
magnetita (FesO,4) (KIM et. al, 2006) e a maguemita (y-Fe,03) (LEE, et. al, 2004), por
serem materiais de facil obtencdo e compostos unicamente por Fe, reconhecidamente
um metal ndo toéxico. Entretanto, propriedades magnéticas otimizadas podem ser
obtidas substituindo-se parte dos fons Fe®* por fons de outros metais, tais como de
Mn e Zn, dando origem as ferritas de Mn e Zn (GOLDMAN, 2006). Deste modo, as
aplicacdes destas nanoparticulas na medicina, sugeridas anteriormente, poderiam ser
efetuadas usando-se uma menor quantidade do material.

A obtencdo de um composito de dxido de ferro e hidroxiapatita foi previamente
descrita na literatura, com foco na aplicacdo em terapia de tumores Gsseos por
hipertermia magnética para posterior regeneracdo deste tecido, sendo o compdsito
conformado em pastilhas porosas (MURAKAMI et. al 2008). Contudo, visando a
insercdo de farmacos antitumorais, bem como para conferir o transito destes materiais
ao longo de sistemas bioldgicos, a conformacdo destes materiais como nano-capsulas
seria mais adequada. Uma alternativa seria revestir as nanoparticulas magnéticas com
polimeros sobre os quais os cristais de hidroxiapatita fossem incorporados. Formar-

se-iam, assim, nano-esferas poliméricas contendo material magneético no seu interior



enquanto sua superficie teria grande afinidade pelas células tumorais primarias ou
metastaticas.

Neste sentido, o potencial do polimero quitosana para diversas aplicacdes
bioldgicas tem sido reportada em varios trabalhos devido a caracteristicas como
ndo-toxicicidade, biocompatibilidade, biodegradabilidade e propriedades anti-
fangicas e bactericidas (COSTA et al, 2006). Este polimero permite o controle das
aberturas da rede das cadeias polimericas e € de facil funcionalizacdo para a formacéo
de ligacGes semelhantes as da interacdo antigeno/anticorpo com diversas drogas
(FELT, BURI e GURNI, 1998), sendo vastamente aplicado na engenharia de tecidos
6sseos (DI MARTINO, SITTINGER e RISBUD, 2005; KONG et al, 2006). Logo,
pode-se dizer que o polimero quitosana reine propriedades importantes para a sintese
do nano-compdsito proposto.

Finalmente, a inclusdo de um farmaco antitumoral a este bio-nanocomposito (bio-
NCP) completaria o sistema carreador + farmaco. O farmaco paclitaxel é atualmente
considerado um dos agentes mais efetivos para tratamento do cancer de mama
(WANG, HO e LIM, 2010; YU e PISHKO, 2011). Trata-se de um diterpeno cuja
atuacdo antitumoral, extensamente reportado na literatura (WANG, HO e LIM, 2010;
YU e PISHKO, 2011), se da pela agregacdo dos microtubulos celulares promovendo
sua estabilizacdo, o que inibe, por sua vez, a reorganizagdo dos microtubulos
(despolimerizacdo), uma dindmica essencial para o crescimento e replicacdo celular.
Seu mecanismo de acgéo € distinto de outras drogas antitumorais, que atuam sobre 0s
microtUbulos intensificando a despolimerizacdo do fuso mitético dos microtabulos
(MASTROPAOLDO, et. al 1995). No entanto, sua baixa solubilidade em &gua e acao

citotoxica pouco especifica para células tumorais sdo consideradas limitantes na



aplicacdo clinica. Logo, € interessante que sejam elaborados novos veiculos para
reduzir os possiveis efeitos colaterais (WANG, HO e LIM, 2010).

A incorporacdo de paclitaxel em capsulas de quitosana através de processos de
dupla emulsdo foi recentemente descrito (LV et. al, 2011), sendo demonstrado o
aumento na eficiéncia do farmaco quando em tal veiculo. Assim, a inclusdo de
particulas magneéticas ao sistema e a modificagdo do polimero com cristais de
hidroxiapatita possibilitaria resultados ainda mais expressivos e uma maior
versatilidade ao material final.

Diante 0 exposto, o objetivo deste trabalho foi o preparo de um
bionanocomposito (bio-NCP) formado por nanoparticulas magnéticas de ferrita de
Mn e Zn, polimero quitosana e nanocristais de hidroxiapatita a ser utilizado como
carreador para o farmaco paclitaxel, especialmente para o tratamento de células
tumorais da mama. S&o descritas as diferentes etapas da sintese deste sistema, como a
obtencdo e caracterizacdo das nanoparticulas magnéticas, bem como 0 seu
rastreamento com biossusceptometro de corrente alternada (BAC) e ainda seu
revestimento com o polimero e posterior modificacdo com cristais de hidroxiapatita.
A inclusdo do farmaco paclitaxel ao sistema € descrita sob ponto de vista de ciéncia
de materiais sendo tambeém discutida a influéncia do encapsulamento na dindmica
molecular deste farmaco. Finalmente, sdo apresentados testes in vitro com células do

sistema imunologico e também com células tumorais.



2. Nanoparticulas
magnéticas de ferritas de
Mn e Zn: sintese e
caracterizacao

2.1. Consideragoes iniciais

Neste capitulo sdo apresentados resultados referentes a sintese das

nanoparticulas de magnéticas de ferrita de Mn e Zn.

As ferritas de Mn e Zn e o método de sintese por co-precipitacao

Em geral, as nanoparticulas magnéticas (NPMs) sdo uma classe de materiais

cujas propriedades Unicas tém possibilitado sua aplicacdo em varias areas, tais como



na absor¢do de micro-ondas (SHIMBA N. TEZUKA e S. SUGIMOTO, 2012),
aplicacdes ambientais (BAGHERI et al., 2012), antibioticos (PARK et al., 2011) e
medicina (PANKHURST et al.,, 2003). Em relacdo a dltima, que motivou este
trabalho, as NPMs podem ser utilizadas no tratamento de doengas como céancer,
servindo de carreadores de farmacos ou agentes para hipertermia magneética
(ALEXIOU et al., 2007; DI CORATO et al., 2014). Alguns estudos indicam ainda
que estes materiais podem por si s reduzir a proliferacdo de celulas cancerosas (WU
et al., 2011) e, o mais importante, possibilitam a combinacdo de técnicas de
tratamento e diagndstico de tumores usando-se um Unico material, visto que séo
capazes também de gerar contraste em imagens obtidos por ressonancia magnetica
nuclear (IRMN) (MIKHAYLOV et al., 2011) e exames com biossusceptometria de
corrente alternada (BAC) (AMERICO et al., 2010).

Como mencionado no Capitulo 1, as NPMs mais utilizadas em aplicacdes
biomédicas sdo a maguemita y-Fe,O3; e a magnetita Fe;O, (magnetita). No entanto,
neste trabalho s@o utilizadas as ferritas de Mn e Zn, de estrutura cristalografica
semelhante, apenas com a diferenca de que os ions Fe sdo parcialmente substituidos
por cations destes metais visando a obtencdo de propriedades fisicas e quimicas
otimizadas para a aplicacdo pretendida.

Os trés compostos citados - maguemita, magnetita e ferrita - possuem arranjo
cristalino com estrutura do tipo espinélio, que é uma estrutura cubica de face centrada
contendo sitios cristalograficos tetraédricos (sitios A) e octaédricos (sitios B). Em
uma célula unitaria do tipo espinélio, estdo presentes 8 sitios A, sendo estes
normalmente ocupados por metais bivalentes coordenados por 4 atomos de oxigénio,
conforme mostrado na Figura 2.1. Na mesma célula unitaria, estdo ainda presentes 16

sitios B, normalmente ocupados por metais trivalentes coordenados por 6 atomos de



oxigénio. A despeito da estrutura dita espinélio normal, com ions bivalentes nos sitios
A e ions trivalentes nos sitios B, sdo comuns estruturas do tipo espinélio invertido ou
parcialmente invertido, nas quais os sitios A sdo parcial ou totalmente ocupados por
ions trivalentes enquanto os sitios B se ocupam parcialmente com ions bivalentes
(ZHANG et al., 1998). No caso especifico das ferritas de Mn e Zn, é relevante
pontuar que fons Zn*? ocupam os sitios B somente em situacdes bastante especificas,
como, por exemplo, em nanoparticulas de ferritas de Zn (ZnFe,O,4) (HASTINGS e

CORLISS, 1953).
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Figura 2.1. Estrutura de espinélio simplificada. Adaptado de Zhang et. al, 1998

Quando materiais com arranjo estrutural do tipo espinélio sdo submetidos a um
campo magnético externo, os momentos magneticos dos atomos localizados nos sitios
A tendem a se alinhar anti-paralelamente ao campo, ao passo que aqueles nos sitios B
tendem a se alinhar paralelamente sendo 0 momento magnético total da estrutura um
vetor resultante entre os momentos de cada um dos sitios. Logo, pode-se inferir que as
propriedades magnéticas finais do material dependem ndo somente de fatores

morfologicos (tamanho de particula), mas estdo também intimamente ligadas a



distribuicéo ibnica na estrutura cristalina. Assim, as ferritas de Mn e Zn possibilitam a
obtencdo de propriedades magnéticas distintas, visto que as proporcdes entre 0s
metais que compdem o material bem como suas distribui¢Bes no interior do espinélio
podem ser alteradas.

Em principio, a alta magnetizacdo nas ferritas de Mn e Zn seria alcancada se 0
momento magnético nos sitios A fosse reduzida ao maximo, por exemplo, ocupando-
o plenamente com fons Zn*?, cujo momento magnético é zero. No entanto, deve-se
também considerar que as interacdes de troca intra e inter-sitios na estrutura do
espinélio — interacbes AA, BB e AB - também possuem papel relevante na
magnetizacdo do material e podem ser afetadas quando ha um excesso de ions com
momento magnético nulo no material (BUSCHOW e De BOER, 2003).

NPMs de ferrita de Mn e Zn podem ser obtidas por diferentes métodos, como por
exemplo: sintese hidrotermal, o método dos citratos e precursores polimericos,
método de co-precipitacéo etc. Este ultimo, utilizado nesta tese, se baseia na adi¢ao de
solucdo de sais dos metais componentes em solucdo alcalina em ebulicdo para a
precipitacdo de tais metais na forma de hidréxidos. Em seguida € desidratado para a

obtencéo dos oxidos (ZHAO et al., 2009), conforme mostra a reacao abaixo.

A
(1 —x)Mn*2 4+ xZn*? 4 2Fe*3 + 80H™ — [Mn(_,yZn,Fe,](OH)g

A
- Mng_yxZn.Fe, 0, + 4H,0

Em principio, este método pode ser considerado simples. No entanto,
considerando as diferencas na solubilidade de cada hidréxido metalico (Mn (OH), >
Zn(OH),> Fe(OH)3) (BRAUER et al., 1965), possibilidade de formacéo de compostos

de coordenacdo de zinco, oOxidos e intermediarios, somados ao comportamento



termodinamico distinto de cada espécie ibnica, diferentes taxas de incorporacdo na
estrutura do espinélio devem ser esperadas (Fe > Mn > Zn) (KOVTUNENKO, 1997).
Logo, as propriedades do material obtido podem ser profundamente afetadas pelos
parametros de sintese.

Sendo assim, primeiramente estudou-se a influéncia da composi¢do nominal nas
nanoparticulas de formula geral Mn- xZnyFep.yyOs, de modo que “y” define a
quantidade de Fe e “x” exprime o grau de substituicdo de Mn por Zn. De fato, ndo sdo
comuns trabalhos na literatura que admitem variacGes na estequiometria do Fe na
estrutura da ferrita. Entretanto, observamos recentemente em microparticulas de
ferrita que variacdes na concentracdo deste metal podem ocorrer (MARTINS et al,
2014b). Levando-se em considera¢do que nanoparticulas sdo sistemas ainda menos
estaveis e controlaveis, o estudo deste fator nas propriedades do material se mostra
ainda mais relevante. Por outro lado, diversos trabalhos relatam a influéncia da
substituicdo de Mn por Zn nas ferritas de Mn e Zn. Sabe-se que maximas respostas
magnéticas sdo geralmente alcancadas quando x ~ 0,20, mas que isso estd ainda
intimamente relacionada a cristalinidade do material (ARULMURUGAN et al.,
2005). Assim, variac¢Oes na rota de sintese podem levar a variagdes neste valor.

A influéncia da concentracdo da solugédo alcalina (solucéo precipitante) e tempo
de reacdo dos metais nesta solucdo foram também estudadas. Quanto ao estudo da
concentracdo na solucédo alcalina, esta se refere ndo somente as alteracdes no pH da
solucdo, mas também em sua forca ibnica, sendo um parametro de grande relevancia a
ser investigado. Em relacdo ao tempo de sintese, espera-se, através deste estudo
sistematico, melhor compreensdo a respeito da dindmica de nucleacdo e formacéo das

nanoparticulas magnéticas.
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2.2. Parte experimental

Sintese das nanoparticulas magnéticas (NPMs) de ferrita de Mn e Zn

NPMs de ferrita de Mn e Zn com composi¢do nominal Mn- xZnxFe(.y)Oa,
foram preparadas pelo método de co-precipitacdo (MARTINS et al, 2014a;. ZHAO et
al., 2009) utilizando-se Mn(NO;),, Zn(NO;), e FeCls (Sigma-Aldrich) como sais de
partida. Em um procedimento de sintese padrdo, uma solugdo aquosa dos sais
metalicos é preparada com a proporcdo de metais desejada. Posteriormente, esta
solucdo é gotejada em solucdo de NaOH em ebulicdo e a reacdo (digestdo e
desidratacdo) é conduzida sob agitacéo vigorosa por um determinado tempo, obtendo-
se uma suspensdo preta de NPMs. Estas sdo entdo recolhidas com um ima e lavadas
com agua (18,3 MQ cm) até que atinjam pH neutro.

O primeiro parametro de sintese investigados foi o valor de "y", ou simplesmente
a deficiéncia na quantidade de Fe na formula de ferrita. Para tal estudo, “x”, ou o teor
de Zn, foi fixado como 0,25 e as ferritas foram sintetizados com y = 0 e 0,30. As
solugdes com os metais foram gotejadas em 300 mL de solucdo 0,1 mol.L™* de NaOH
em ebulicdo e as reacbes foram conduzidas por 120 minutos.

Em seguida, a influéncia do valor de “x” foi investigada. Neste caso, “y” foi
fixado como 0,30 e as ferritas foram sintetizadas com x = 0; 0,15; 0,20; 0,25; 0,30;
0,50; 0,75 e 1. As solugdes com os metais foram gotejadas em 300 mL de solucéo
0,1 mol.L™ de NaOH em ebulicdo e as reacées foram mais uma vez conduzidas por
120 minutos.

A influéncia da concentracdo de NaOH foi também investigada fixando-se, neste

caso, como x = 0,25 e y = 0,30. Os metais foram precipitados em 300 mL de solucdes
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de NaOH em ebulicdo, com as seguintes concentracdes: 0,10 mol.L™, 0,5 mol.L™" e
1,0 mol.L™*. O tempo de reacéo foi de 120 min em todos 0s casos.

Finalmente, a influéncia do tempo de reacdo na formacédo das nanoparticulas foi
avaliada. Em primeiro lugar, nanoparticulas com x = 0,25 e y = 0,30 foram obtidas
apos as reacdes serem conduzidas por 0, 30 e 120 min em 300 mL de solucéo
0,1 mol.L™ de NaOH em ebulicdo. Em seguida, foram investigados tempos de reacio

iguais a 30, 60 e 90 min em 200 mL de solucéo 0,25 mol.L™ de NaOH.

Caracterizacdo das nanoparticulas de ferrita de Mn e Zn

As fases cristalinas das nanoparticulas foram investigadas por difragdo de raios
X (DRX) em um difratdmetro Brucker - D8 Discover equipado com um detector 2D
(radiacdo de Co, A = 1.790A) disponivel no Departamento de Quimica do ““Niels Bohr
Institute — University of Copenhagen’. Os experimentos foram realizados com passo

6.37.10"A™, durante 5 h entre 1A < Q < 5A™ sendo Q a transferéncia do momento

da radiacao espalhada, dada por:
= 41T
0] = — senf (2.1)

Nos estudos relacionados a influéncia de: teor de zinco (valor de “x” entre 0,15
e 0,30), concentracdo da solucdo de NaOH e tempo de reacdo, as amostras foram
analisadas com DRX usando-se radiag&o sincrotron de 10KeV (A = 1.24A) na estacéo
D10B-XPD no Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron (LNLS, Brasil). Nestes

experimentos foi utilizado um detector Mythen e as amostras foram investigadas entre
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1A' < Q < 6.5A™. As amostras foram montadas em porta-amostras planos de
aluminio, mostrado na Figura 2.2(a).

No estudo do teor de ferro nas nanoparticulas, ou simplesmente “y”, e do tempo
de sintese, as amostras foram analisadas ndo s6 por difracdo de raios X (condicdes
acima), mas tambem por difracdo de néutrons pelo metodo do p6 (DN) a fim de se
avaliar a distribuicdo dos metais nos diferentes sitios do espinélio. Neste caso foi
utilizado um porta-amostra cilindrico de aluminio, mostrado na Figura 2.2(b), e as
medidas foram feitas no difratdmetro HRPT (A = 1.494A) do Instituto Paul Scherrer
(PSI, Suica). Levando-se em conta que o objetivo de tais analises foi a determinacao
da composicdo atdmica do espinélio, os picos em baixos angulos foram
negligenciados, evitando-se assim a contribuicdo oriunda da estrutura magnética.
Portanto, as amostras foram analisadas entre 3.5A™" < Q < 8A™. Os dados da difragéo,
tanto para DRX quanto para DN, foram submetidos ao refinamento estrutural, que
consiste da construgcdo matematica de um padréo de difracdo de raios X (simulacao),
baseando-se num modelo estrutural adotado (estrutura que se espera para 0 material
estudado), de forma que o difratograma tedrico se assemelhe a0 maximo ao
difratograma experimental. A comparacdo entre os padrbes de difracdo para
minimizar a diferenca entre os difratogramas se da pelo método dos minimos
quadrados. Todos os refinamentos estruturais foram realizados pelo método de
Rietveld utilizando o pacote de software GSAS (LARSON e VON DREELE, 2004)
com parametros de entrada obtidos no ““Inorganic Crystal Structure Database”
(ICSD).

As vibracdes da rede cristalina das nanoparticulas sintetizadas com diferentes
tempos de reacdo (30, 60 e 90 min) foram analisados por Espectroscopia de

Infravermelho com Transformada de Fourier na regido do infravermelho longinquo
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(far-FTIR) usando um espectrébmetro Nicolet, Nexus 670, disponivel no
Departamento de Quimica - IBB (UNESP). Para tanto, as amostras foram dispersas
em KBr e os espectros foram coletados no modo transmissdo usando-se frequéncias
entre 300 e 700cm™. As mesmas amostras foram também investigadas com
Espectroscopia de raios X na Borda de Absorcdo (NEXAFS) concomitantemente com
Microscopia de Transmissdo de raios X (STXM), o que permitiu uma analise
qualitativa (mapeamento) e distribuicdo das espécies metalicas na superficie das
particulas aglomeradas. Para estes ensaios, as amostras foram preparadas dispersando-
se em etanol e depositando sobre a membranas de nitreto de silicio (5,0 mm x 5,0 mm
- Silson, Inglaterra) mostradas na Figura 2.2.(c). Os espectros de NEXAFS foram
coletados nos intervalos de energia das camadas Lz e L, do Fe (700 - 730eV), Mn
(620 - 660eV) e Zn (1000 - 1060eV) subtraindo-se o sinal obtido com a membrana
sem amostras (referéncia). Os experimentos foram realizados na linha Pollux no

“Swiss Light Source” (SLS, Paul Scherrer Institute - PSI), Suica.

@ (b) ©

Figura 2.2. Porta- amostras utilizados em diferentes experimentos: (a) suporte plano
de aluminio utilizado para os experimentos de DRX no LNLS, (b) porta-amostras
cilindrico utilizado para as medidas de DN no PSI e (¢) membranas de nitreto de

silicio usadas nos experimentos de NEXAFS e STXM.
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A caracterizacdo magnética de nanoparticulas obtidas com diferentes tempos de
sintese foi realizada com um equipamento “Physical Property Measurement System”
(PPMS), da Quantum Design. Foram obtidas curvas da magnetizacdo em temperatura
ambiente (298K) em funcdo do campo magnético (MxH) aplicado entre -7000 Oe e
7000 Oe, e curvas FC/ZFC na faixa de 10K e 298K sob campo magnético de 1000e.

Finalmente, considerando sua futura aplicacao in vivo, a resposta magnética das
nanoparticulas obtidas foi avaliada rastreando-se seu sinal com a técnica de
biosusceptometria de corrente alternada (BAC) num ensaio de esvaziamento gastrico.
Para este estudo, 1ImL de uma suspensdo 20mg/mL de nanoparticulas de ferrita,
Mng 75ZNg 25F€1 7004, Obtidas apos 90 min de reacdo, foi administrado por gavagem em
um rato macho (Wistar, 200-250 g), apds um periodo de jejum de 24 h. Dois sensores
gradiométricos de primeira ordem foram posicionados no estémago e no ceco (por¢édo
final do intestino delgado) do animal. Os sinais foram monitorados a cada intervalo de
15 min durante 240 min, obtendo-se assim perfis temporais do sinal magnético da
saida das nanoparticulas do estdmago e sua chegada no intestino (MARTINS et al.,
2015). Este experimento foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio

Animal do Instituto de Biociéncias de Botucatu (CEEA-IBB - Protocolo 410).

2.3. Resultados e discussao

Primeiramente, a influéncia da quantidade de Fe, cuja deficiéncia € denotada
pelo fator nominal *y”, nas ferritas de Mn e Zn com formula geral
Mno 75ZNo 25F€(2-y)O4 fOI estudada. Amostras com y = 0 e 0,30 foram caracterizadas
com DRX, inicialmente, cujos resultados sdo apresentados na Figura 2.3(a). A fase

encontrada para as duas amostras foram espinélio de simetria Fd-3m (ICSD numero
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170911). Um aumento na cristalinidade do material pdde ser notado quando y = 0,30.
Neste caso, o tamanho de cristalito calculado pela equacéo de Scherrer foi de 11,5 nm

enguanto que paray = 0 foi de 9,0 nm (ver Tabela 2.1).

(a) (b)
Figura 2.3. Dados de DRX (a) e DN (b) para amostras de Mng 75Zng 25Fe(-,)Os cOm y
=0 e 0,30. O pico atribuido a fase secundaria FeO é indicado pela seta em (b). Os
dados de DRX foram coletados em difratdmetro convencional e as marcas em rosa

indicam as posi¢des dos picos esperados para a estrutura do espinélio (ICSD 170911).

Em seguida, as amostras foram analisadas com difracdo de néutrons pelo
método do pd (DN), cujos difratogramas estdo dispostos na Figura 2.3(b). Como
indica a seta na figura, um pequeno pico referente a fase secundaria, provavelmente
de FeO (ICSD 40089), foi detectado para a amostra com y = 0, além da fase principal

de espinélio.
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Tabela 2.1. Resultados obtidos através do refinamento estrutural de dados de DRX

referentes as nanoparticulas com composi¢édo nominal Mng 75Zng 25F€(2-y)Oa.

Tempo de
wy e am e E RED
(min)
0 90 8,418+0,003 9,0+0,7 1,134 0,0719
0,30 90 8,425+0,001 11,5+0,5 1,098 0,0511

2 Dispersao calculada com a equacao de Scherrer utilizando o alargamento de cada
pico dos difratogramas
® Qualidade do “fit”” para o refinamento estrutural
° Qualidade do modelo utilizado para o refinamento estrutural

Quanto ao refinamento estrutural dos dados de DN, foi inicialmente realizado
considerando que as amostras sdo constituidas por uma unica fase (espinélio). No
entanto, como pode ser visto na Figura 2.4(a), 0 modelo estrutural apresentou clara
diferenca em relacdo aos dados experimentais em torno dos valores de transferéncia

do momento da radiacdo espalhada que corresponde aos planos (531) e (933),

indicados com setas na figura.

Experimental

Experimental ——— Calculado
——— Calculado
Experimental - Calculado

Experimental - Calculado

Intensidade Relativa
Intensidade Relativa

(a) (b)
Figura 2.4. Exemplo dos ajustes resultantes dos refinamentos estruturais dos dados de
DN sem (a) e apos a inclusdo de uma segunda fase de espinélio (b). As setas indicam

o0s picos de Bragg referentes aos planos (531) e (933) do espinélio.
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Embora os dados de DN possuam naturalmente deficiéncias quanto a
uniformidade dos picos, advindas de caracteristicas experimentais como o formato do
pulso de néutrons ou a propria divergéncia do feixe, acredita-se que o modelo requer a
inclusdo de uma segunda fase, com a mesma estrutura de espinélio, mas com
composicdo distinta da fase principal. Deste modo, foi incluida no modelo uma
segunda fase de espinélio contendo apenas Fe no sitio B e apenas Mn no sitio A,
resultando no ajuste mostrado na Figura 2.4(b). Vale ressaltar que a baixa
concentracdo desta fase nas amostras ndo nos permite discussdes concretas acerca de
sua composicdo. Tem-se ainda a fase FeO, encontrada em algumas amostras, que
devido as quantidades ainda menores ndo nos permitem inclui-la no modelo de
refinamento estrutural.

Deste modo, os refinamentos foram conduzidos considerando-se a segunda fase
do espinélio e os resultados estdo apresentados na Tabela 2.2. E interessante notar que
tais resultados indicam deficiéncias de ferro em relacdo a propor¢cdo nominal nas duas
amostras estudadas. Em parte, essa deficiéncia pode ter sido compensada com a
substituicdo por Mn para que as nanoparticulas pudessem se cristalizar como
espinélio. Todavia, esperar-se-ia amostras com excesso de ferro uma vez que: (i)
produto de solubilidade (Ks) do hidroxido de ferro € menor que do zinco e manganés
[Kos do Fe(OH)s é cerca de 10 e 10%° vezes menor que o de Zn(OH); e Mn(OH),,
respectivamente] e (ii) zinco pode formar compostos de coordenagdo sollveis
Zn(OH)s™ e Zn(OH),* em solucdo alcalina, sendo que as constantes de formacéo (Ks)
destas espécies & partir de Zn®* e OH sdo de 4x10™ e 6,3x10™, respectivamente, a
25°C. A formacdo destes compostos solUveis seria intensificada quando pH > 9,0, o

que levaria a estruturas deficientes em zinco e ndo em ferro (BRAUER, 1965).
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Tabela 2.2. Parametros do refinamento estrutural dos dados de DN e distribuicdes
ibnicas no interior do espinélio obtidas para nanoparticulas de ferrita de composicéo
nominal Mn(o,75)Zno,25Fe(2-y) O..

Distribuicdo idnica em cada sitio do espinélio

y=0 y=10,30
A B A B
Zn 0,24 - Zn 0,25 -
Mn 0,26 0,82 Mn 0,17 0,78
Fe 0,49 1,18 Fe 0,58 1,22
x*=1,754 x*=2,010
R(F2) = 0,0269 R(F2) =0,0210
Segunda fase espinélio: 4,3% Segunda fase espinélio: 8,8%

Além disso, os resultados do refinamento mostram ainda que o conteudo de
ferro para amostra com y=0 € menor que quando comparada com a y=0,30. Tal
observacao sugere que o conteudo permitido pela estrutura de espinélio para ferro €
atingido quando y >0 e que parte do excesso é segregado, sendo uma das formas
como FeO, comprovado pela presenca de pico de difracdo quando y = 0. As
condicgdes experimentais usados na sintese sdo tais que permitem formar FeO a partir
do composto contendo Fe(lll), espontaneamente (termodinamica), conforme é
discutido a seguir.

A reducéo de Fe(lll) para Fe(ll) pode ocorrer antes ou depois da precipitacao,
acompanhada da oxidacdo de Mn(Il). O potencial que se estabelece antes da
precipitacdo se refere & reacdo: Mn** (g + Fe** ag 5 Mn** (5 + Fe** (g, € é dado por:

[Mn ][Fe
[M 2+] [F 3+]

E=0,738+0,0591log —= (POURBAIX 1974). Contudo, os calculos

considerando as condicdes de sintese indicam que somente 0,0001% de Mn**

oxidaria. Em outras palavras, somente cerca de 0,00039% de Fe®* poderia ser
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reduzido & Fe?". Por outro lado, apds a precipitacio, a reagio: 3MnO¢) + Fe30u S
Mn3O4 + FeOg) desenvolve um potencial de E= 0,659 V. Esse potencial seria
estabelecido quando os metais ainda ndo estdo totalmente desidratadas, ou seja,
quando estdo na forma de oxo-hidroxidos (POURBAIX, 1974). Cabe esclarecer que o
potencial ndo corresponde ao dos metais sob outras formas de éxido (como por
exemplo, espinélio) em que ha também interferéncias de outros ions metalicos no
potencial do 6xido. Apesar disso, a reducéo de Fe(lll) é passivel de ocorrer, pois a
ndo homogeneidade na formacdo de 6xidos na amostra com y>0 permite regiées com
E>0, onde a reacdo acima ocorre espontaneamente enquanto a desidratacdo nao
estiver completada.

Apesar das limitacbes das tecnicas DRX e DN na analise de amostras
nanométricas, conforme discutido no paragrafo abaixo, pode-se dizer que seus
resultados indicam que amostras de ferritas homogéneas e monofésicas sao
produzidas quando a precipitacdo € feita sob deficiéncia em ferro na solucdo
precursora.

Apesar do grande potencial oferecido pela técnica de DN, deve-se, no caso das
ferritas de Mn e Zn, analisar os dados com certa cautela. Para estes materiais 0s
refinamentos estruturais podem levar muitas vezes a um falso minimo. Em uma das
possiveis estruturas, a concentracdao de Zn é predominante em detrimento aos valores
das concentracfes de Fe. Este possivel erro se da devido aos valores positivos de
comprimento de espalhamento tanto do Zn quanto do Fe, enquanto o Mn apresenta
espalhamento negativo. Neste caso particular, a possibilidade de que o material
analisado seja predominantemente formado por Zn pode ser excluida com base na
composicdo nominal e dados obtidos por NEXAFS e STXM, conforme é discutido

abaixo.
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A Figura 2.5 mostra os espectros de NEXAFS da amostra Mng 75Zng 25F€,04,
isto é, quando y=0. Nota-se que a intensidade dos espectros para Zn €
consideravelmente inferior aos dos metais Fe e Mn. Este € um primeiro indicativo de
que a concentracdo daquele metal é de fato inferior as concentracdes de Mn e Fe, 0
que € condizente com a composi¢cdo nominal do material. Por sua vez, 0s mapas
composicionais obtidos por STXM, construidos monitorando-se a intensidade das
energias de pico para cada elemento, reforcam esta tendéncia, aonde o Zn € detectado
em apenas alguns pontos, mostrados na cor azul na Figura 2.6. Os mapas
composicionais apresentam ainda outra caracteristica notavel: para y = 0,30, apesar de
ter partido com solucdo precursora deficiente em ferro, a superficie do agregado de
particulas analisada mostra ser mais rica em Fe, denotado na cor vermelha, do que

aquela detectado paray = 0.

Figura 2.5. Espectros de NEXAFS para cada componente das nanoparticulas de

Mno,752n0,25Fe204.
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— 0
Zn

(a) (b)
Figura 2.6. Imagens obtidas por STXM dos agregados de nanoparticulas de

composic¢ao nominal Mng 75Zng 2sF€2.y)Oscomy =0 (a) e y = 0,30 (b).

Assim, y = 0,30 foi adotado como o teor de Fe padrdo para os experimentos que
seguem.

Na sequéncia, investigou-se a influéncia da quantidade relativa de manganés e
zinco no sitio A, representado pelo valor de "x", na estrutura das nanoparticulas com
composi¢ao nominal Mn.- xZnyFe17004. Primeiramente, foram preparados materiais
com x = 0; 0,25; 0,50; 0,75 e 1,0, os quais foram analisados por DRX convencional
[Figura 2.7(a)]. Apesar da intensidade de fundo ser alta e com ruidos devido a
fluorescéncia do ferro, nota-se que somente quando x = 0,25 a formacdo de fase
secundaria de hematita (a-Fe,O3), caracterizada pelos picos da regido em destaque na
figura, € minimizada. Visto que este é um composto paramagnético, sua presenca
pode prejudicar a resposta magnética, sendo primordial que se evite a formacdo

(ZHANG, PATERSON e LIU, 2012).
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Figura 2.7. Padrdes de DRX para nanoparticulas com composicdo nominal
Mn- xZnxFea 70004 sendo (a) x =0, 0,25, 0,50, 0,75 e 1.0, e (b) x = 0,15, 0,20, 0,25 e
0,30. A regido em destaque mostra o pico caracteristico da segunda fase hematita
(a-Fe203). Os dados em (a) foram coletados em difratbmetro convencional e os dados
em (b) foram coletados usando radia¢do Sincrotron, no LNLS. As marcas em rosa

mostram os picos esperados para a estrutura de espinélio da ferrita (ICSD 170911).

Deste modo, materiais com composic¢des proximas a x = 0,25 foram sintetizadas
e investigadas, sendo eles com x = 0,15; 0,20; 0,25 e 0,30. A caracterizacdo estrutural
foi feita dessa vez com radiacdo sincrotron (LNLS), cujos difratogramas séo
mostrados na Figura 2.7(b). Para x = 0,15, 0,20 e 0,25 as nanoparticulas obtidas
apresentam a formacdo do espinélio como fase Unica enquanto que para x = 0,30
foram detectadas fases contaminantes. A reducdo no parametro de rede a medida em
que se aumenta “x”, como mostrado na Tabela 2.3, denota a substituicdo de Mn por
Zn na ferrita (SHANNON e PREWITT, 1969). O tamanho do cristalito também
apresenta uma pequena reducdo com o aumento do teor de Zn nas amostras

monofésicas e atinge o valor minimo de 10,1 nm para x = 0,25, que foi entdo adotado
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como o valor padrdo para os testes que seguem. Assim, desse ponto em diante as
nanoparticulas magnéticas foram sintetizadas com a composi¢do nominal
Mng, 75ZNg 25F€1,7004.

Na proxima etapa do estudo avaliou-se a influéncia da concentracdo de NaOH,
agente precipitante, na estrutura das nanoparticulas magnéticas. Os materiais foram
precipitados em solucdes de NaOH 1 mol.L™, 0,5 mol.L™" e 0,1 mol.L™" e os dados
obtidos por DRX (ndo mostrado) indicam que apenas a estrutura de espinelio é
encontrada em qualquer uma das condi¢des. A Figura 2.8(a), na qual somente a
reflexdo de Bragg referente ao plano (311) da ferrita € apresentada, mostra que o
aumento da concentracdo na solucdo de NaOH para 1 mol.L™* faz com que produza
estruturas pouco cristalina e ndo homogénea de ferrita. Como mostram as curvas em
vermelho e azul na Figura 2.8(a), bem como os dados apresentados na Tabela 2.3, foi
necessaria a inclusdo de pelo menos uma estrutura de espinélio com dois graus de
cristalizacdo distintos (cristalitos ~15nm e 3 nm) no refinamento para que fosse
alcancada um ajuste aceitavel entre os dados teorico e experimental. Os picos largos,
caracteristicos das nanoparticulas, restringem discussfes aprofundadas quanto aos
dados do refinamento estrutural, contudo, esta claro que as amostras preparadas em
solucdes de NaOH 0,5 mol.L™* e 0,1 mol.L™ s&o mais homogéneas, estando os dados
experimentais em boa concordancia com um modelo tedrico com base numa grica

estrutura de espinélio com unico grau de cristalinidade (curvas em vermelho).
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Figura 2.8. Picos de Bragg experimentais (obtidos por DRX) e calculados associados
ao plano (311) da estrutura espinélio de ferritas com formula geral
Mng 752N 25F€1 7004 Sintetizadas em solugdes de NaOH com diferentes concentragdes
(@) e diferentes tempos de reacao (b). A amostra preparada com tempo = 0 nédo foi
considerada para o refinamento estrutural devido ao seu baixo grau de cristalizacéo.
As alinhas vermelhas sdo associadas com a fase espinélio principal e a linha em azul a
fases secundarias também com estrutura espinélio. Os dados foram coletados com

radiacdo Sincrotron (LNLS, Brasil).
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Tabela 2.3. Parametros do refinamento estrutural das nanoparticulas de ferrita com
formula geral Mn(1.x)ZnxFe1 7004. Os dados experimentais foram coletados por DRX
no LNLS. Os resultados mostram a influéncia da concentracdo de NaOH e tempo de
reacao (digestdo) nos tamanhos da cela unitaria e cristalito. As amostras com x = 0,30
precipitada em solucdo de NaOH 0,1 mol.L™* por 120 min, e aquela com x = 0,25
precipitada em solugdo de NaOH 0,1 mol.L™* por 0 min ndo foram consideradas para
o refinamento devido a presenca de fases secundarias em grandes quantidades e baixo

grau de cristalizacdo respectivamente.

Valor [NaOH_] Tigigode . Ta”;i”ho ok
de x (m?I'L (digestéo) aA) cristalito wtte 3 R(F2)
) (min) (nm)
0,15 01 8,4479+0,0001 | 11,4+0,4 - 2,392 | 0,0354
0,20 ' 8,4326+0,0002 | 10,8+0,3 - 2,257 | 0,0345
1 120 8,3989+0,0014 | 2,0+0,6 | 74% | 2,354 | 0,029
8,4413+0,0002 | 15,1+0,2 | 26% - -
0,25 0,5 8,4300+0,0002 | 9,9+0,2 - 2,751 | 0,046
01 8,4273+0,0001 | 10,1+0,2 - 2,515 | 0,039
' 30 8,4231+0,0002 | 9,7+0,4 - 2,751 | 0,046

* percentual em massa

A formacdo de parte dos cristalitos excessivamente pequenos na amostra
preparada em solugdo 1 mol.L™* pode ser atribuido ao seguinte fato (AYYAPPAN,
PHILIP e RAJ, 2009). A precipitacdo ocorre inicialmente pela supersaturacéo (S) da
solucdo, seguida de nucleacdo, que depende da: energia interfacial (o), volume da
particula (v) e energia térmica (kgT), sendo que o raio critico de equilibrio (r*) da
particula formada é dado por:

_ 2vo
~ kgTIn(S)

*

r
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Assumindo que os cations sdo adicionados a solucdo precipitante da mesma maneira,
independente da concentracdo do agente precipitante (NaOH), e que a concentracdo
desse agente ndo varia durante a precipitacao (esta em excesso), quanto maior for sua
concentracdo tanto maior serd o S e, assim, o r* das particulas formadas sera menor.
Apds a nucleacdo inicial, a energia livre de formacdo de nucleos diminui devido a
diminuicdo na concentracdo dos reagentes (cations metalicos), ndo formando novos
nacleos.

Por outro lado, a medida em que a concentracdo dos reagentes diminui a
supersaturacdo (S) também diminui, 0 que favorece o crescimento de tamanho até
atingir um novo raio critico de equilibrio (r*). Isso se da pelos repetidos processos de
redissolucdo e redeposicdo, processos estes conhecido como Envelhecimento ou
Maturacao de Ostwald (Ostwald Ripening), onde as particulas menores reprecipitam
sobre a superficie de particulas maiores (LI et al., 2008). A temperatura, presséo,
tempo e a concentracdo dos reagentes e outros ions, bem como dos aditivos
(surfactantes etc), influenciam no crescimento dos cristais. No caso do presente
trabalho, isso € feito em concorréncia com a reacdo de desidratagdo, em temperatura
proxima a de ebulicdo por 120 min. Essa etapa do processo € denominada de digestéo,
efetuada em temperatura elevada onde, alem da recristalizacdo e desidratacédo, as
impurezas ocluidas nos precipitados sdo passadas para a agua-mée. Provavelmente, na
sintese feita com NaOH a 1mol.L™?, houve a formacdo de cristais pequenos
inicialmente, que coalesceram durante a digestdo, mas o tempo e as condi¢des ndo
foram favoraveis para crescer, desidratar e produzir cristais de tamanho homogéneo
(VAYSSIERES et al., 1998).

Como mostrado na Tabela 2.3, a amostra preparada em solucdo de NaOH a

0,1 mol.L™ apresenta parametro de rede menor em comparacdo aquela obtida em
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solucdo 0,5 mol.L™. Embora esta diferenca seja pequena e os largos picos das
nanoparticulas limitem a discussdo, ha possibilidade de ocupacdo invertida de sitios
(inversdo). Neste caso, a substituicdo de parte dos fons Fe*? (raio i6nico 0,615A no
sitio A) ou Mn*? (raio i6nico 0,655A no sitio A) no sitio A por fons Zn*? (raio iénico
0,58A no sitio A), explicaria a reducio da cela unitaria. Considerando que a formagcéo
de complexos soltveis de zinco é maior quanto maior o pH da solucéo, é provavel
que em solucdo de NaOH a 0,5 mol.L™ estes complexos tenham formado também.
Assim, a concentracdo de NaOH a 0,1 mol.L™ foi adotada como padrdo para o
seguinte teste.

A préxima etapa do trabalho se deu de forma a avaliar a influéncia do tempo de
reacao (digestdo) na sintese de nanoparticulas de ferrita com a composicdo nominal
Mno 75ZNg 25Fe17004. As amostras foram precipitadas em solucdes 0,1 mol.L™ de
NaOH e a reacgdo foi conduzida por 0, 30 a 120 min. Os picos de Bragg referentes ao
plano (311) para cada uma destas amostras sdo mostrados na Figura 2.8(b). Como
esperado, existe uma grande diferenca na cristalinidade das amostras preparadas com
0 e 30 min de digestdo. Entretanto, essa diferenca € pequena entre as amostras obtidas
apos 30 e 120 min, tanto no tamanhos do cristalito quanto em seus parametros de rede
(Tabela 2.3), ou seja, ap6s 30 min a influéncia (ou ndo) do tempo de reacdo no
tamanhos de cristalito e parametros de rede das nanoparticulas obtidas nédo € clara.
Assim, um estudo complementar utilizando DN foi realizado para melhor elucidar a
influéncia deste importante parametro da sintese, descrito a seguir.

Nanoparticulas obtidas ap6s 30, 60 e 90 min de reacdo foram estudadas por DN,
cujos difratogramas sdo apresentados na Figura 2.9. Diferentemente do padrdo de
DRX, a linha de base dos dados de DN proporciona informac6es valiosas. Essa

contribuicdo, oriunda do espalhamento difuso na amostra, ou simplesmente o
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background, é originada principalmente da presenca de atomos de hidrogénio na
amostra (USKOKOVIC, DROFENIK e BAN, 2004; KAHANI e JAFARI, 2009). Os
dados de DN, tal como obtidos no instrumento, sdo apresentados na Figura 2.9(a) e
mostram que existe um aumento na intensidade do background na amostra obtida
apos 60 min em comparacdo aquela preparada com 30 min de reacdo. Entretanto, a
intensidade diminui para a amostra obtida ap6s 90 min de reacdo. Portanto, pode-se
inferir que até um tempo de 60 min de reacdo os processos de redissolugédo e
redeposicdo (maturacdo) ocorrem mais intensamente, sem muita variagdo na
cristalinidade e parametros de rede, ao passo que a desidratacdo torna-se mais intensa
apos este periodo.

Na Figura 2.9(b) sdo apresentados os dados ap0s a subtracdo dos respectivos
backgrounds e os resultados obtidos com o refinamento estrutural estdo na Tabela 2.4.
A composicédo do espinélio na amostra obtida com 30 min de sintese foi determinada
como sendo Mnj 04ZNg 25F€;1 7104. Chama a atencdo ao fato de que esta composicao €
semelhante aquela determinada previamente para a amostra com y = 0 quando se
estudou a influéncia do teor de Fe na amostra, porém com uma maior quantidade da
fase secundaria constituida de espinélio de diferente composicdo (11% e 4,3%,
respectivamente). Apds 60 min uma diferenca ndo significativa foi observada na
composicdo no espinélio, determinada como Mny geZno 2sFe169004. Entretanto, o
percentual de fase secundaria de espinelio cai de 11% para 9,2%. Quanto a amostra
preparada apds 90 min, uma alteracdo ocorre na composicdo da ferrita, sobretudo no
sitio A. A nova composicdo encontrada foi Mng gsZng 2sFe1 8004, cOM 0 percentual de
fase secundaria de espinélio caindo para 8,8%. Resumindo, as principais alteragdes
nas nanoparticulas ocorrem entre 60 e 90 min e s8o mais notaveis no sitio A ou

tetraedrico. Cabe destacar que a presenca de FeO (fase secundaria), caracterizada pelo
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pequeno pico indicado com uma seta em 5.1A™, é notada nas amostras obtidas com

30 e 60 min de reacdo. Ap6s 90 min, apenas tragos desta fase podem ser notados.

90 min
—— 30min
—— 60min 3

——90min

Intensidade Relativa

Intensidade Relativa
(o2}
o
E
&

(a) (b)
Figura 2.9. Dados de DN referentes a nanoparticulas preparadas com formula nominal
Mng 752N 25F€1.7004 € obtidas apds 30 min, 60 min e 90 min de reacdo. Os dados tais
quais coletados séo apresentados em (a) onde as variagdes na linha de base podem ser
vistas. Em (b) sdo mostrados os dados ap0s a subtracdo do background, assim como
as posicdes esperadas para a estrutura de espinelio das ferritas. A seta indica o pico

referente a fase secundaria de FeO.

Tabela 2.4. Parametros do refinamento estrutural dos dados de DN e distribuicdes
ibnicas no interior do espinélio obtidas para nanoparticulas de ferrita de composicéo
nominal Mng 75Zno 25Fe1 70 O4 obtidas apos diferentes tempos de reacao.

Distribuicdo idnica em cada sitio do espinélio

30 min 60 min 90 min
A B A B A B
Zn 0,25 - Zn 0,25 - Zn 0,25 -
Mn 0,26 0,78 Mn 0,26 0,80 Mn 0,17 0,78
Fe 0,49 1,22 Fe 0,49 1,20 Fe 0,58 1,22
x*=1,890 x* = 1,698 x*=2,010
R(F2) =0,0199 R(F2) =0,0164 R(F2) = 0,0210
Segunda fase espinélio: Segunda fase espinélio: Segunda fase espinélio:
11% 9,2% 8,8%
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As mesmas amostras foram também investigadas por far-FTIR, cujos dados séo
apresentados na Figura 2.10. Nota-se a presenca de duas bandas caracteristicas: v, em
torno de 575 cm™ e v,, em torno de 400 cm™. A primeira corresponde as vibracdes de
estiramento das ligagcdes entre metais e atomos de oxigénio nos sitios tetraédricos
enguanto que a ultima corresponde as vibrac6es das ligacbes entre metais e atomos de
oxigénio nos sitios octaédricos (OTTEMANN et al., 2011). Pode-se notar que em
ambas as bandas um estreitamento com o aumento do tempo de sintese, sendo esta
mudanga mais notdria para as bandas no sitio B ou octaédrico. Este estreitamento
pode ser caracteristico da reducao na inversao do espinélio, ainda que os dados de DN
refinados que se refere majoritariamente ao volume (bulk) tenham mostrado que o0s
sitios B permanecem praticamente inalterados quanto a sua composi¢do elementar

com 0 aumento no tempo de sintese.
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Figura 2.10. Espectros de far-FTIR de nanoparticulas de ferrita com composicao

nominal Mng 75Zno 25Fe1 7004 obtidas apos diferentes tempos de reacao.

Finalmente, a influéncia do tempo de sintese nas propriedades magnéticas das

nanoparticulas foi investigada, conforme apresentado na Fig. 2.11. Na Fig. 2.11(a), as
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curvas M versus H (Magnetizacdo versus Campo magnético aplicado) obtidas em
temperatura ambiente ndo demonstram alteracdes significativas no que diz respeito a
coercividade (caracterizado pelo alargamento das curvas de histerese) dos materiais,
enguanto a saturacdo magnética € menor para a amostra obtida apos 30 minutos de
sintese. Este menor valor de magnetizacdo ndo pode ser facilmente explicado com
base nos dados obtidos até aqui (DN e far-FTIR). Visto que ndo existem diferencas
consideraveis nos tamanhos de cristalito e, possivelmente, nem nos tamanhos das
particulas das amostras obtidas com 30, 60 e 90 min de sintese, € possivel que a maior
inversdo na estrutura do espinélio esteja prejudicando o alinhamento dos dominios
magnéticos. A inversdo detectada por far-FTIR se refere a estruturas superficiais
impedindo discussfes conjuntas mais aprofundadas. Nota-se também que a amostra
obtida apds 60 min de maturacao apresenta saturacdo magnética maior do que aquela
obtida com 90 min de sintese. Tal resultado pode ser explicado pelas curvas ZFC / FC
mostradas na Figura 2.10(b), na qual a amostra apés 90 min de maturacao apresenta a
menor temperatura de bloqueio (~150 K), ou seja, a temperatura na qual os materiais
apresentam transicao para o regime paramagnetico, ou seja, quando passam a exibir
magnetizacdo decrescente com o0 aumento da temperatura. Esta observacdo denota
uma menor anisotropia magnética, o que leva a baixos valores de saturacdo magnética
(SHARIFI e SHOKROLLAHI, 2013). Visto que os cristalitos, e possivelmente as
particulas, tem tamanhos semelhantes, maior anisotropia magnética para as amostras
preparadas com 30 min e 60 min de reacdo é provavelmente devido a maior
anisotropia na superficie, consequéncia da camada de O&xido-hidroxido das
nanoparticulas, tal como discutido com base no background dos dados de DN
(ZHANG et al, 2009).

Esta caracterizagdo mostra que os materiais produzidos exibem anisotropia
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(estrutural e magnética) e polidispersao tipicas de materiais nanométricos, e que estas

tendem a diminuir com o tempo de reacao.
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Figura 2.10. Curvas M versus H para nanoparticulas preparada com composi¢ao
nominal Mng 75ZNng 25F€;1 7004 € obtidas ap6s 30 min, 60 min e 90 min de reacgéo (a). O
detalne mostra a origem dos graficos. Em (b), curvas ZFC/FC para as mesmas
nanoparticulas denotam a reduc@o na temperatura de blogqueio & medida que o tempo

de sintese aumenta.
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A fim de se demonstrar que a resposta magnetica destas nanoparticulas em
temperatura ambiente € suficiente para o seu rastreamento no interior de organismos
vivos, foi realizado um ensaio com a técnica de BAC. Neste experimento,
nanoparticulas de ferrita Mng 75Zng 2sFe1 7004 obtidas apds 90 min de sintese foram
utilizadas como um tracador em exame de esvaziamento gastrico em um rato. Como
pode ser visto na Figura 2.11, é possivel detectar o transito das nanoparticulas no
estdmago e ceco (porcdo final do intestino delgado) do animal ao longo de 240min,
mostrando que a resposta magnética que os materiais sintetizados proporcionam é

suficiente para futuras aplicacées in vivo.
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Figura 2.11. Resposta magnética em funcdo do tempo do esvaziamento gastrico e
transito no ceco do tracador magnético (Mng 75ZNng 2sF€1 7004 obtidas apds 90 min) em

rato, obtidos com a técnica de BAC.
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2.4. Consideragoes finais

Neste capitulo estdo apresentados os resultados referentes a sintese das
nanoparticulas de ferrita de Mn e Zn com formula geral Mn- yZnxFee)Oa. Os
experimentos foram realizados através de uma combinacdo de técnicas de
espalhamento de raios X, néutrons e luz. A variagdo de "y", ou simplesmente o
parametro que representa a deficiéncia do conteddo de Fe, mostra que as
nanoparticulas apresentam deficiéncia de Fe na estrutura, mesmo que estas sejam
sintetizadas com uma composicdo nominal respeitando-se a estequiometria. Para y =
0,30, quando a deficiéncia de Fe é induzida no processo de sintese, sdo obtidas
nanoparticulas com um grau de cristalizacdo mais elevado, com concentracfes
maiores de Fe no espinélio.

A quantidade maxima de zinco, de momento magnético nulo, admitida no
espinélio sem que haja formacdo de fases secundarias, € quando x = 0,25 para
Mn-ZnxFe1704. Verificou-se também que a concentracdo de NaOH desempenha
um papel importante na sintese pelo método de co-precipitacdo, uma vez que em altas
concentragbes ha formacdo de complexos solGveis de Zn, bem como a alta
concentracdo i6nica levam a ndo homogeneidade das estruturas das nanoparticulas.

A influéncia do tempo da reacdo ou digestdo na rota de co-precipitacdo foi
cuidadosamente investigada sendo possivel verificar que: (i) a composicdo do
espinélio pouco se altera para periodos de sintese inferiores a 60min; (ii) apds 90 min
de sintese, um aumento consideravel na concentracdo de Fe, especialmente no sitio A

é detectado, bem como uma possivel reducéo na anisotropia magnética.

35



3. Sintese do bio-
nanocomposito (bio-NCP)

3.1. Consideragoes iniciais

Neste capitulo sdo descritas as etapas realizadas para a modificacdo da
superficie das nanoparticulas magnéticas de ferrita de Mn e Zn, revestindo-as com
quitosana e depositando apatita sobre sua superficie. As nanoparticulas magnéticas
otimizadas conforme descrito no Capitulo 2 foram preparadas por co-precipitacdo em
300mL de solucdo 0,1mol.L™ de NaOH sob a composicdo nominal de
Mng 75ZNg 25F€17004. A modificagdo se deu com o0 encapsulamento dessas
nanoparticulas com o biopolimero quitosana e posterior modificagdo deste com
nanocristais de hidroxiapatita, descrita a seguir. O material final foi entdo denominado

como bio-nanocomposito (bio-NCP).
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O polimero quitosana e a formag¢do de compdsitos com apatitas

A quitosana é o segundo polissacarideo mais abundante no planeta, estando atras
apenas da celulose (FELT et al., 1998), sendo obtida da desacetilagdo da quitina,
componente majoritario de exoesqueletos de crustaceos e outros animais marinhos
(Dos SANTOS et al., 2003). A quitosana apresenta diversas propriedades biologicas
atrativas tais como: nao-toxicicidade, biocompatibilidade, biodegradabilidade, que
possibilitam as mais diversas aplicagdes em sistemas bioldgicos. Dentre estas estdo as
aplicacdes na engenharia de tecidos (ALBANNA et al., 2013), sintese de compdsitos
para hipertermia magnética (LIN, LIN e LIN, 2012) ou carreamento de drogas

(BERNKOP-SCHNURCH E DUNNHAUPT, 2013).

As apatitas, por sua vez, sao minerais baseados em fosfatos de calcio, dentre os
quais se enquadra a hidroxiapatita, que é o principal componente inorganico da matriz
0ssea. Assim como a quitosana, as apatitas também apresentam propriedades de
ndo-toxicicidade, biocompatibilidade e biodegradabilidade, que as credenciam para
diferentes aplicacdes na medicina. Dentre estas aplicacGes, podem ser citadas o
carreamento de drogas (BARROUG et al., 2013), o preparo de compdsitos com silica
mesoporosa para o tratamento de tumores 6sseos (IAFISCO e MARGIOTTA, 2012) e
também sua combinacdo com nanoparticulas magnéticas para constituir os agentes de
hipertermia (MUZQUIZ-RAMOS et al., 2013). Mais importante para este trabalho,
porém, sdo as propriedades anti-tumorais de nanoparticulas de apatitas observadas em
ensaios com diferentes células tumorais, inclusive aquelas da mama, com as quais
estes materiais apresentam caracteristicas peculiares de adesdo celular
(ANDRONESCU ET AL., 2010; YUAN ET AL., 2010; LIANG ET AL, 2011;

PATHI et al., 2011; VENKATESEN ET AL, 2011; MEENA ET AL., 2012; JIN ET
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AL., 2014). Assim, a unido das propriedades da quitosana e das nanoparticulas de

apatita podem originar compdsitos versateis e promissores no tratamento de tumores.

Existem alguns trabalhos na literatura que relatam a sintese de compositos de
apatita e quitosana. Por exemplo, ja foram preparados nanocompdsitos de tamanho
regular de 20-30 nm de largura e 50-60 nm de comprimento por coprecipitacao
(CHEN et al., 2002). Nanofios de composicdo semelhante também ja foram
sintetizados por rotas de sintese também semelhantes, com o objetivo de aplicar o
material na fixacdo interna de ossos fraturados (HU et al., 2004). A obtencdo de
filmes finos pelo método de dip coating contendo apatitas e quitosana € também
conhecida (PENA et al., 2006), entretanto, sdo escassos os trabalhos que relatam a
sintese de nano capsulas de quitosana modificadas com apatita, em especial contendo
ainda um nucleo magnético. Neste capitulo, estdo descritas as etapas percorridas para

a obtencdo de tal material.

3.2. Parte experimental

Prepara¢ao das amostras

Para o revestimento das nanoparticulas com quitosana, foi utilizada a técnica de
emulsdo ou micelas reversas (MAITRA et al., 1999). Todos os reagentes citados
abaixo foram da marca Sigma-Aldrich. Em um procedimento padrdo, 20 mg de
quitosana foram dissolvidos em solucdo aquosa de acido acético (4%) e, a esta
solucdo, 40 mg de ferrita foram adicionados (propor¢cdo em massa ferrita/quitosana =
2:1). A suspensdo formada foi agitada durante 30 minutos e posteriormente

adicionada a uma solucdo organica constituida de 6leo de parafina e &cido oleico
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(surfactante) na proporcdo 16:1 (volume). A mistura foi vigorosamente agitada até
formar uma emulséo. Para promover a reacéo de reticulacdo, esquematizada na Figura
3.1, um volume de 0,1 mL de uma solucdo aquosa de glutaraldeido a 25% foi
adicionado a emulsdo que foi mantida sob agitacdo durante 2 h. As nanoparticulas
revestidas foram lavadas com cloroférmio, etanol e acetona e secas em temperatura

ambiente durante 48h.

Figura 3.1. Reacdo de reticulacdo da quitosana usando o glutaraldeido como agente

reticulante, adaptado de GONCALVES et al., 2005.

Em seguida, as nanoparticulas magnéticas revestidas com quitosana foram
modificadas com nanocristais de apatita utilizando-se a técnica de mimetizacao
(MARTINS et al., 2014a). Para tanto, as nanoparticulas revestidas foram dispersas em
100 ml de solucéo aquosa de CaCl, visando promover a adsorgdo dos fons Ca* nos
grupos superficiais da quitosana. O tempo requerido para este passo foi denominado
como "tempo de envelhecimento”, ou “aging time”. Foi entdo adicionado a este meio

de reacdo o &cido fosforico (HsPO,), sendo o pH ajustado para 7,4 com NaOH. A
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reacdo foi mantida sob agitacdo a fim de facilitar a reacdo entre 0s ions e 0s grupos
superficiais do polimero e também aos fons Ca*? ja adsorvidos. O tempo para este
passo foi denominado de "tempo de mimetizacdo”. Depois de revestidas e
modificadas, as nanoparticulas foram lavadas com agua deinoizada (18,2 MQ cm),
separadas com a ajuda de um ima e secas em temperatura ambiente.

A influéncia dos tempos de envelhecimento e mimetizacdo foram estudados para
razGes molares de calcio e fosfato Ca/P = 1,50 e 1,67 usando uma razdo em massa
fixa de quitosana/apatita = 2. Primeiramente, a influéncia do envelhecimento foi
estudado em tempos iguais a 1h, 2h, 4h, 12h e 24h com tempo de mimetizacgéo fixo
em 4h. Em seguida, o tempo de envelhecimento foi fixado em 1h e foram estudados a
influéncia do tempo de mimetizacao apos 1h, 2h, 4h, 12h e 24 h.

A influéncia da relacdo em massa quitosana/apatita foi estudada mantendo-se o
envelhecimento e a mimetizacdo fixas em 1h e 4h, respectivamente. Foram testadas as
seguintes razdes massicas ferrita/quitosana: 1:1, 2:1 e 4:1. Daqui em diante, as
nanoparticulas magnéticas revestidas com quitosana e modificados com nanocristais
de apatita serdo referidas como bio-nanocompdsitos (bio-NCP). Um esbogo de tal

composto é apresentado na Figura 3.2.

»
. V\MNanocristais de apatita
) Revestimento polimerico
i (quitosana)
) Nanoparticulas magneticas
® / (ferrita de Mn e Zn)

- o
‘}

g R—
Figura 3.2. Desenho esquematico do bio-nanocomposito (bio-NCP). As
nanoparticulas de ferrita de Mn e Zn sdo revestidas com quitosana cuja superficie é

modificada com nanocristais de apatita.
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Caracterizagao dos materiais

As fases cristalinas do bio-NCP foram investigadas por DRX usando radiacéo
sincrotron de 10KeV (A = 1,24A) com um detector Mythen na estagdo D10B-XPD do
Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron (LNLS, Brasil). Para estas analises, as

amostras foram colocadas em suportes planos de aluminio e varridas entre 1A* < Q <

6.5A,

A presenca de grupos organicos no bio-NCP, bem como o seu nivel de
hidratacdo, foram caracterizados por espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), utilizando um espectrémetro Nicolet, Nexus 670,

com acessorio DRIFT, no Departamento de Quimica - IBB (UNESP) .

A analise morfoldgica dos materiais foi realizada por microscopia eletrénica de
varredura (MEV) analisando-se as imagens obtidas num microscopio FEI, Quanta 200
do Centro de Microscopia - IBB (UNESP). Nesta caracterizacdo, 10 imagens foram
capturadas para cada amostra e o tamanho médio das particula foram determinados

utilizando o software ImagePro® .

3.3. Resultados e discussao

Na Figura 3.3(a) sdo mostrados os espectros de FTIR para as nanoparticulas de
ferrita, quitosana comercial e para as nanoparticulas de ferrita revestidas com
quitosana. As setas indicam um ligeiro deslocamento da banda em 2900 cm™,
atribuida as ligacBes C-H, para maiores nimeros de onda, em comparacdo com a
mesma banda na quitosana comercial. Um deslocamento semelhante foi também

detectado na banda em 1744 cm™ atribuida aos radicais amida do polimero. Uma
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nova banda em 1633 cm™ referente a vibracio da ligacdo C-N aparece no espectro do

material revestido devido a formacdo de bases de Schiff durante o processo de

reticulacdo (KLINKAEWNARONG et al., 2010). A pequena banda em 565 cm™ pode

ser atribuida ao estiramento das ligacbes Fe-O, caracteristica das ferritas. A

semelhanca do perfil dos espectros, bem como na intensidade dos picos e bandas, da

quitosana comercial e ferrita revestida com quitosana indicam que o recobrimento foi

eficiente e que as substancias (solventes, surfactante etc) usadas no processo foram

eliminadas.
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Figura 3.3. (a) Espectros de FTIR para as nanoparticulas de ferrita (preto), quitosana

commercial (vermelho) e nanoparticulas de ferrita revestidas com quitosana (azul).

(b) Padrées de DRX para as nanoparticulas de ferrita e para as nanoparticulas

revestidas.
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Os padrées de DRX para as nanoparticulas sem e com revestimento sao
mostrados na Figura 3.3(b). N&o ha alteracGes aparentes na estrutura da ferrita apds 0s
processos de revestimento e modificacdo (mimetizacao), visto que a Unica diferenca
entre os padrdes é o pico largo entre 1 e 2A™ devido & presenca da prépria quitosana
(ZHANG et al., 2008). A intensidade dos picos é também semelhante, indicando que
0 revestimento nao € espesso.

Ap0s revestir as nanoparticulas magnéticas, 0 passo seguinte para a preparacao
de bio-NCP é a modificacdo da superficie com cristais de apatita pelo método de
mimetizacdo (envelhecimento + mimetizacdo). Para tanto, os grupos OH e NH; do
polimero devem ser labeis (permissivo a trocas) na associagdo com as moléculas de
agua e os seus elétrons livres devem funcionar como sitios preferenciais para a
adsorcdo dos fons Ca®* (“troca idnica™) e posterior nucleacdo dos nanocristais de
apatita. Conforme apresentado no esquema da Figura 3.4, as nanoparticulas revestidas
sdo dispersas em solucdo de CaCl, cuja alta concentracéo idnica promove a troca das
moléculas de agua dos grupos funcionais superficiais do nanocomposito pelos ions
Ca®* que entéo se combinam com os pares de elétrons livres do polimero dos grupos

como OH e NH; (MARTINS et al, 2014a).
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Figura 3.4. Esquema representativo da técnica de mimetizacdo utilizada para
modificar a nanoparticula revestida com cristais de apatita. As nanoparticulas
revestidas sdo dispersas em solucdo aquosa de CaCl, cuja alta concentracdo idnica
leva a uma movimento difusivo das moléculas de agua das nanoparticulas para a
solucdo (a). Em seguida, os grupos com elétrons livres (OH e NH;) podem atuar
como sitios de adsorc&o para os fons Ca®* (b e c). Posteriormente, grupos HPO,* sdo
adicionados & reacdo e interagem com os fons Ca’* formando as nanoestruturas de

apatita (d).

O deslocamento das moléculas de agua dos nanocompositos pelo célcio
mencionado anteriormente pode ser monitorado por FTIR, podendo ser notado na
forma de deslocamentos das bandas referentes ao estiramento dos grupos OH entre

3750 e 3250 cm™ para maiores nimeros de onda. Embora isso ndo confirme a
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adsorcdo de fons Ca®" de forma direta, indica uma reducdo na quantidade de agua
ancorada nos grupos funcionais citados (MADEJOVA, 2003). Adicionalmente as
bandas de OH, as bandas referente ao grupo fosfato entre 1100 e 800 cm™ podem ser
usadas na analise da eficiéncia da mimetizacdo (KLINKAEWNARONG et al., 2010).
Tais bandas nos possibilitam uma ideia acerca do crescimento dos cristais de apatita

sobre a superficie do bio-NCP.

Na Figura 3.5(a) mostra-se os espectros de FTIR das nanoparticulas recobertas
com quitosana envelhecidas por 1, 2, 4, 12 e 24 horas com razdo molar Ca/P = 1,50
sob tempo de mimetizacao fixo de 4h, enquanto que na Figura 3.5(b) mostra-se 0s
espectros dos compdsitos preparados com o tempo de envelhecimento fixo em 1h e
tempos de mimetizacdo iguais a 1, 2, 4, 12 e 24 horas, também com Ca/P = 1,50.
Como pode ser visto (ver graficos no detalhe), o potencial quimico proporcionado
quando Ca/P = 1,50 ndo € suficiente para deslocar as moléculas de agua durante os
periodos testados. Uma oscilacdo entre os processos de hidratacdo-desidratacao
ocorre nas particulas como pode ser visto pelas mudancas aleatorias na posicao das
bandas OH tanto para diferentes tempos de envelhecimento quanto para tempos de
mimetizacdo. Como consequéncia, o0 crescimento dos cristais de apatita é inibido e

nenhum aumento sistematico da intensidade das bandas de fosfato € notado.
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(a) (b)
Figura 3.5. Espectros de FTIR para os compositos de ferrita + quitosana modificados
com apatita com razdo molar Ca/P = 1,50. Em (a) os materiais foram envelhecidos
por 1, 2, 4, 12 e 24h e mimetizados por 4h e em (b) foram envelhecidos por 1h e

mimetizados por 1, 2, 4, 12 e 24h.

Utilizando uma proporcdo molar Ca/P = 1,67 e mantendo a razdo massica
quitosana/apatita = 2 a forcga idnica foi aumentada favorecendo o deslocamento das
moléculas de agua dos grupos presentes na superficie do nanocomposito. Assim,
como mostra o detalhe na Figura 3.6(a), mesmo ap0s o envelhecimento de 24 horas,
ainda € possivel notar certo deslocamento nas bandas de OH para frequéncias mais
elevadas, indicando provavelmente a perda de moléculas de agua do bio-NCP.
Concomitantemente, as bandas atribuidas aos grupos fosfato aumentam
continuamente indicando o crescimento dos cristais de apatita. No entanto, nota-se
que diferentes tempos de mimetizacdo pouco influenciam na modificacdo dos
materiais visto que a intensidade das bandas de fosfato pouco se altera bem como a
posicdo das bandas de OH mesmo quando a mimetizacdo é realizada por 24h [ver
Figura 3.6(b)]. O fato indica que o envelhecimento € determinante na eficiéncia da

deposicéo de apatitas.

46



(a) (b)

—— Quitosana:apatite = 1
—— Quitosana:apatite = 2

ot — Quitosana:apatite = 4

06+
CalP =1.67

04

024

Transmitancia (normalizada)

0.0

yi

T A T T T
3500 3000 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm')

(c)
Figura 3.6. Espectros de FTIR para os compositos de ferrita + quitosana modificados
com apatita com razdo molar Ca/P = 1,67. Em (a) os materiais foram envelhecidos
por 1, 2, 4, 12 e 24h e mimetizados por 4h e em (b) foram envelhecidos por 1h e
mimetizados por 1, 2, 4, 12 e 24h. Em (c) sdo mostrados o0s espectros referentes as
amostras preparadas com envelhecimento e a mimetizagdo fixas em 1h e 4h variando-se a

razao massica quitosana : apatitaem 1:1, 2:1 e 4:1.

Finalmente, a Figura 3.6(c) mostra os espectros obtidos para amostras preparadas

com diferentes razdes massicas de quitosana/apatita, sob quantidade fixa de

quitosana. O deslocamento das bandas de OH, indicativo de desidratagdo, bem como
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0 aumento continuo nas bandas de fostato a medida que a quantidade de precursores
de apatita é aumentada mostram que é possivel ter um bom controle do grau de
modificacdo do material simplesmente ajustando-se a razdo quitosana/apatita, mesmo
com tempos curtos de reagao.

Para confirmar que o aumento na intensidade das bandas de fosfato esta de fato
relacionado com o aumento na quantidade de apatita na superficie do bio-NCP, as
amostras poderiam ser caracterizadas por difracdo de raios X. No entanto, espera-se
que as apatitas estejam em tamanhos pequenos com baixa cristalinidade.
Adicionalmente, seu pico principal se sobrepde ao pico de Bragg referente ao plano
(311) das ferritas. Assim, para contornar este problema, foram coletados dados de
DRX de compdsitos sem particulas de ferrita, ou seja, contendo apenas quitosana com
apatita em diferente razdes de massa (1, 2 e 4). Os dados estdo na Figura 3.7, onde se
nota um largo pico que sugere a formacgdo da estrutura hexagonal caracteristica da
apatita. A intensidade deste pico aumenta a medida em que se aumenta a quantidade
dos precursores de apatita nas solu¢bes usadas no envelhecimento e mimetizacéo,
corroborando os resultados de FTIR.

—— Quitosana/apatita = 1:1
* —— Quitosana/apatita = 2:1

M e

m

o Quitosana ICSD - 26204

Intensidade Relativa
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Figura 3.7. Padrdes de DRX de compdsitos contendo apenas quitosana e apatita (sem

a presenca de nanoparticulas de ferrita). As amostras foram preparadas com tempos
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de envelhecimento e mimetizacdo fixos em 1h e 4h respectivamente variando-se a
razao massica quitosana/apatita em 1:1, 2:1 e 4:1.

As amostras de bio-NCPs foram entdo caracterizadas por microscopia eletrénica
de varredura para analisar as distribui¢cbes de tamanho das particulas dos bio-NCPs
obtidos com tempos de envelhecimento e mimetizacdo iguais a 1lh e 4h,
respectivamente, com diferentes razdes em massa quitosana/apatita. As contagens
foram feitas por meio do programa computacional comercial ImagePro e as

distribuicdes sdo apresentadas na Figura 3.8, bem como seus dados estdo sumarizados

na Tabela 3.1.
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Figura 3.8. Distribuicdes de tamanho dos bio-NCP produzidos com tempos de
envelhecimento e mimetizacdo fixos em 1h e 4h respectivamente variando-se a razdo

massica quitosana/apatita em 1:1(a), 2:1(b) e 4:1(c).
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Tabela 3.1. Resultados obtidos pela analise da distribuicdo dos bio-NCP produzidos
com tempos de envelhecimento e mimetizacdo fixos em 1h e 4h, respectivamente,

variando-se a razao massica quitosana : apatitaem 1:1, 2:1 e 4:1.

quitosana : Tarr?ar)ho Minimo  Maximo
apatita ntotal  médio (nm) (nm)
(nm)
1:1 2875  123+14 26 954
2:1 2464 10010 26 970
4:1 1010 10648 26 855

Na Figura 3.9 sdo mostradas algumas imagens representativas de MEV utilizadas
nestas analises. Os desvios-padrdo para as trés amostras podem ser considerados
baixos, o que reflete em distribuicdes razoavelmente estreitas (homogéneas quanto ao
tamanho). No entanto, tal desvio aumenta claramente com aumento na quantidade de
apatita no composito bem como o tamanho médio das particulas, que chega a 123 nm
para quitosana/apatita = 1:1. Por outro lado, particulas com um tamanho médio em
torno de 100 nm podem ser produzidas reduzindo-se o grau de modificacdo na

superficie do polimero.
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Figura 3.9. Micrografias (MEV) dos bio-NCP produzidos com tempos de

envelhecimento e mimetizacao fixos em 1h e 4h, respectivamente, variando-se a razao

massica quitosana/apatita em 1:1(a), 2:1(b) e 4:1(c).

3.4. Consideragoes finais

Neste capitulo, foram apresentados resultados referentes ao encapsulamento das
nanoparticulas de ferrita de Mn e Zn com o polimero quitosana bem como a
modificacdo superficial com nanocristais de apatita, a fim de se obter o bio-

nanocomposito (bio-NCP).
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A caracterizagdo das etapas de sintese foi realizada principalmente por FTIR e 0s
resultados mostram que o revestimento de quitosana foi feito com éxito e ndo causa
alteragdes na microestrutura das nanoparticulas, o que poderia comprometer as
propriedades magnéticas do compdsito final.

Em relacdo a modificacdo do polimero com nanocristais de apatita, observamos a
grande relevancia do deslocamento das moléculas de dgua a partir do bio-NCP para a
solucéo para que os grupos com elétrons livres no polimero funcionem como sitios de
adsorcdo dos componentes da apatita. Este processo pode ser controlado
principalmente pela concentracdo de Ca®* e tempo de envelhecimento (ou tempo de
reacdo com Ca'?), sendo que os efeitos causados pelas variacdes do tempo de
mimetizacdo ndo sao significantes.

Finalmente, a analise morfolégica mostra que o bio-NCP final apresenta forma
esférica, com distribuicdo de tamanho variavel entre 100 nm e 200 nm dependendo da

extensdo da modificacdo por apatita.
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4: Co-encapsulamento do
paclitaxel (PTX) no bio-
NCP.

4.1. Consideragoes iniciais

Este capitulo aborda a incluséo do farmaco anti-tumoral paclitaxel (PTX) no
nanocomposito formado por ferrita, quitosana e apatita, denominado bio-NCP, cuja
sintese foi descrita no capitulo anterior. O encapsulamento de farmacos em matrizes
biocompativeis € um dos recursos mais utilizado na industria farmacéutica afim de
reduzir a toxicidade destas substancias, bem como para controlar melhor sua
atividade, por meio de mecanismos de liberacdo controlada e tempo de circulacédo
prolongado.

As matrizes de encapsulamento mais comuns sdo polimeros, que inclui
polissacarideos, e compostos de silica. Neste trabalho, propde-se a inclusdo do

farmaco na porcdo polimérica do compdsito, co-encapsulando-o com as particulas
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magnéticas. Essa composicdo complexa levou a dificuldades particulares para a
caracterizagdo do sistema farmaco + encapsulamento, sendo tais dificuldades e os

métodos utilizados para a caracterizacdo do material descritos a seguir.

Consideragoes sobre a molécula de paclitaxel (PTX)

Paclitaxel (PTX) e um diterpeno ja disponivel comercialmente, cujas
propriedades contra varios tipos de tumores tém sido amplamente relatados (WANG,
HO e LIM, 2010; YU e PISHKO, 2010). Sua acdo contra as células cancerosas se da
pela ligacdo da molécula aos microtubulos celulares, que leva a sua estabilizagéo e a
inibicdo do desenvolvimento e replicacdo. Este mecanismo de acdo é considerado
muito peculiar, uma vez que outros farmacos antitumorais que agem sobre 0s
microttbulos, geralmente promovem a despolimerizacdo e ndo a estabilizacdo
(MASTROPAOLDO, et. Al, 1995).

A conformacdo molecular do PTX é também considerada peculiar. Como
representado na Figura 4.1, a molécula deste farmaco é formada por uma porcao
rigida, ou cadeia terpénica, com trés ciclos A, B e C, um ciclo oxetano, muitas vezes
chamado como o ciclo D, e varias cadeias laterais flexiveis sendo 11 centros
assimétricos. Diferentes autores tem opinides divergentes sobre qual destes centros €
de fato responsavel pela ligagdo da molécula aos microtubulos. Enquanto a maioria
descreve a cadeia lateral ligada ao carbono C13, hachurada na Figura 4.1., como a
responsavel pela atividade do farmaco, outros atribuem esta funcdo a cadeia lateral

ligada a C2.
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Figura 4.1. Estrutura da molécula de paclitaxel. A area em destaque mostra a cadeia

lateral ligada ao carbon C13. Adaptado de Mastropaolo et al., 1995.

Devido a flexibilidade da molécula de PTX, tem sido relatadas diferentes
informacdes a respeito da conformacdo e atividade biologica do farmaco, que
dependem do meio de dispersdo, ligantes e do grau de umidade do meio. Por
exemplo, Mastropaolo et. al (1995) utilizaram ressonancia magnética nuclear (RMN)
e difracdo de raios X em monocristais para estudar o PTX disperso em solucbes de
dioxano, agua e xilenos. Duas estruturas moleculares distintas foram encontradas,
sendo que as principais diferencas estdo na cadeia lateral em C13. Porem, neste
estudo particular, ambas as conformacdes moleculares possuiam arranjo estrutural
monoclinico com um grupo espacial P2;. Por outro lado, Harper et. al (2005)
estudaram o PTX na forma de po livre de solventes organicos, sendo encontrado sob
grupo espacial P2;2;2;. Portanto, € evidente que o PTX pode adquirir diferentes
conformacBes e até mesmo sob diferentes arranjos cristalograficos, alterando
simplesmente a sua vizinhanga quimica. Neste sentido, o estudo da conformacdo deste

farmaco quando o mesmo € encapsulado em um sistema complexo, tal como no bio-
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NCP, € importante visto que as mudangas na molécula podem afetar sua atividade
farmacologica. Além disso, a compreensdo das interagdes entre 0 medicamento e 0

bio-NCP possibilitaria um melhor controle do processo de liberacéo no futuro.

Caracterizacdo de farmacos encapsulados e limitacoes de técnicas tradicionais

O estudo de farmacos encapsulados € de fato desafiador, especialmente
levando-se em conta um sistema de encapsulamento complexo como o bio-NCP.
Devido a sua composicdo, na qual diferentes materiais estdo presentes e que
possivelmente interagem entre si, limitacdes sdo encontradas para o uso de técnicas de
caracterizagdo tradicional. Por exemplo, espectroscopia de infravermelho (FTIR) néo
possui grande poder de penetracdo no bio-NCP, cuja superficie ¢ formada pelo
polimero quitosana e o por cristais ceramicos de apatita. Visto ainda que estes
compostos interagem fortemente com a radiagé@o infravermelha, a menos que o PTX
esteja na superficie do bio-NCP, pouca informacdo pode ser obtida sobre este
farmaco. Por sua vez, a espectroscopia de relaxacdo dielétrica ndo fornece
informacdes sobre re-orientacdo dos grupos metil, que desempenham um papel
importante na dindmica do PTX e necessitam ser estudados para compreender sua
relacdo com sua atividade. Além disso, a presenca de nanoparticulas magnéticas
(NPMs) no composito limita a aplicacdo da espectroscopia Raman, ja que a amostra
torna-se preta e ndo permite o espalhamento do feixe de laser. Ainda, devido a
presenca das NPMs, os estudos por ressonancia magnética nuclear sdao também
inviaveis, ja que efeitos de despolarizagdo seriam experimentados pela amostra. Outro
fator agravante sdo as regras de selecdo para as espectroscopias Raman e de

infravermelho, que muitas vezes levam a perda de informacéo espectral relevante.
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Considerando essas questfes, o espalhamento inelastico de néutrons (INS) é
uma abordagem interessante, visto que néutrons sdo particulas neutras, o que lhes
garantem alta penetracdo na matéria, possibilitando o estudo de farmacos
encapsulados a despeito da composi¢cdo do encapsulamento. Ainda, dada a relativa
simplicidade da interacdo entre néutrons e nucleos atdbmicos da amostra, ndo se
observam regras de selecdo. Além disso, devido a se¢do de choque especialmente alta
para os atomos de hidrogénio em comparacdo com todos 0s outros elementos em
experimentos de dindmica molecular, os deslocamentos destes &tomos dominam nos
sinais dos modos de vibracdo observados, praticamente negligenciando os sinais
referentes a presenca das NPMs no material (TSAPATSARIS et al., 2013).

A interpretacdo de dados de INS, pode ser feita através da combinacdo de tais
resultados experimentais com dados teoricos obtidos com célculos de dinamica
molecular, que cobrem os mesmos dominios de tempo e espaco (de 0,1 fsa 10ns, e 1
- 100A) que os dos experimentos de INS. Especificamente, neste trabalho foram
utilizados resultados obtidos pela teoria do funcional de densidade (DFT), fornecidos
pelo Dr. Juergen Eckert — University of South Florida, EUA.

Em relacdo a quantificacdo do farmaco encapsulado no bio-NCP, as solucbes
usadas para a extracdo do farmaco foram analisados num LCMS (cromatdgrafo
liquido de alto desempenho acoplado a um detector de massas), que nao mostrou
diferencas entre os resultados obtidos para 0 nanocomposito com e sem o PTX
encapsulado, como mostra a Figura 4.2 abaixo. Nesse estudo, as amostras foram
suspendidas em acetonitrila por alguns dias visando a extracdo do farmaco, e
posteriormente a separacdo do bio-NCP com a ajuda de um imd para que o

sobrenadante fosse entdo analisado.
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Padrdo de PTX Branco (bio-NCP sem PTX)
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Figura 4.2. Cromatogramas obtidos com analise por HPLC (UFLC da Shimadzu,
equipado com LC20AD, detector triplo quadrupolo da Applied BioSystem, mod.
3200 QTRAP e coluna C18) para quantificacdo do farmaco PTX contido no bio-NCP:
(a) Amostras padrdo com 4 concentracdes diferentes de PTX; (b) sobrenadante apos
extracdo com acetonitrila do bio-NCP sem PTX; (c) sobrenadante ap0s extracdo com
acetonitrila do bio-NCP contendo PTX e (d) mistura do padrdo de PTX e

sobrenadante apds extracdo com acetonitrila do bio-NCP contendo PTX.

Visto que o PTX ndo foi detectado no ensaio com HPLC, seja pela nédo

liberacdo deste farmaco, seja por sua degradacéo, a utilizacdo de outras técnicas que
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nos possibilitassem comprovar sua presenca no material se fez necessaria. Uma
técnica ainda pouco utilizada e inovadora para 0 estudo de compostos organicos
encapsulados € a de Espectroscopia de raios X na Borda de Absorcdo (NEXAFS).
Esta técnica, permite ndo somente a caracterizacdo de metais como ja citado no
Capitulo 2, mas também a caracterizagdo de grupos organicos, pois permite a
utilizacdo de raios X com energias proximas a camada K dos atomos de carbono
(WATTS, THOMSEM e DASTOOR, 2012). Deste modo, tanto a estrutura da capsula
polimérica quanto do farmaco paclitaxel podem ser estudadas sem a interferéncias de
sinais, por exemplo, com os das nanoparticulas magnéticas presentes no interior do
composito, ja que a energia utilizada neste caso é consideravelmente diferente
daquela absorvida pelos metais.

Adicionalmente, as informacdes obtidas por NEXAFS podem ser entdo utilizadas
para a construcdo de mapas composicionais do material com Microscopia de
Transmissdo de raios X (STXM). Nesta teécnica, coleta-se imagens de transmissédo
utilizando-se raios X com energias nas quais os diferentes componentes da amostra
apresentaram picos de absorcao caracteristico nos espectros de NEXAFS. As imagens
sdo sobrepostas a fim de se construir um mapa de composi¢do do material. Assim, foi
possivel uma andlise visual ndo somente da presenca, mas também da distribuicdo do
farmaco ao longo do bio-NCP (WATTS e ADE, 2012).

Diante o exposto, este capitulo representa também o desenvolvimento de uma
nova metodologia para a caracterizacdo de farmacos encapsulados sob o ponto de
vista da ciéncia dos materiais. Esta metodologia se baseia em técnicas e conceitos
pouco utilizados sobretudo em pesquisas farmacéuticas, mas que se fizeram

necessarias para este trabalho.
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4.2. Parte experimental

Encapsulamento do PTX no bio-NCP

O método de dupla emulséo foi utilizado para encapsular o PTX no bio-NCP
(LV et al., 2011). Todos os reagentes usados foram provenientes da Sigma-Aldrich.
Primeiramente, 20 mg de quitosana foram dissolvidos em &cido acético diluido (4%).
A esta solucdo, nanoparticulas de ferrita de Mn e Zn na proporcao massica de 2:1 para
quitosana e 0,25 mL de Tween 80 (tensoativo ndo-idnico) foram adicionados. A
suspensdo resultante foi agitada durante 30 min. Enquanto isso, uma quantidade
suficiente para compor um nanocomposito com 8% de PTX foi dissolvida em 0,5 mL
de diclorometano e adicionada a suspensdo que foi agitada por 30 min adicionais. A
suspensdo resultante foi adicionada a uma solugédo organica de parafina/acido oleico
16:1 (volume) e agitada durante 120min até a formacdo de uma emulsdo. Apds este
periodo, 0,1 ml de glutaraldeido (25%) foi gotejada na emulsdo e mantida sob
agitacdo por 120 min em temperatura ambiente para promover a reticulacdo da
quitosana. Posteriormente, a temperatura da emulsdo foi elevada a 70°C e mantida
nessa condicdo durante 12h. O material resultante foi lavado, tal como descrito no
Capitulo 3, e secado a 60°C durante 12h. Para modificar a superficie de quitosana
com apatita, foi utilizado o método de mimetizacdo (MARTINS et al, 2014a) descrito
também no capitulo anterior, sob as seguintes condicdes: razdo molar Ca/P = 1,67,
tempo de envelhecimento = 120 min, tempo mimetizagdo = 60 min e
quitosana/apatita = 1:1 (proporcdo em massa). Finalmente, a amostra foi separada
com um im4, lavada com agua e secada a 60°C durante 72h. Daqui em diante, a

amostra contendo o PTX encapsulado no bio-NCP sera referida como bio-NCP +
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PTX. Outra amostra, sem o PTX, também foi preparada seguindo 0s mesmos passos

descritos acima e que serda referido como bio-NCP.

Caracterizacao

Primeiramente, foi estudada a toxicidade dos materiais obtidos em células do
tecido conjuntivo, os fibroblastos. Nestes ensaios, 10* células de fibroblastos da
linhagem NIH/3T3 (American Type Culture Collection, ATCC® CRL-1658") foram
colocados em cada alvéolo (poco), numa placa de 96 alvéolos, para crescimento por
24h em meio de RPMI-1640 (da LGC) a 37°C em atmosfera de 5% em CO,. Em
seqguida, os pocos foram esgotados quanto ao meio e 10ug dos materiais
nanoparticulados suspendidos no mesmo meio de cultura foram colocados para
promover o contato com as celulas, permanecendo por mais 24h. A suspensao
sobrenadante foi descartada e 100 uL por alvéolo de brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT), que estd a 1 mg/mL, foram adicionados, deixando-
se reagir por 3h. O sobrenadante foi descartado e 100uL de alcool absoluto foram
adicionados, seguido de agitacdo por 10 min para solubilizar os cristais de formazana
{(E,Z)-5-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenilformazana} formados. A densidade Otica
foi determinada por leitor de microplaca Elisa (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
da Bio-Tek ELx800 (Software KC Junior) a 560 nm e os dados, processados com o
software Prism para o tratamento estatistico. Utilizou como branco o po¢o com
alcool. Os seguintes materiais foram submetidas a esta avaliacdo: NPMs, o bio-NCP e
0 bio-NCP + PTX. A analise da dissolu¢do de componentes em nanoparticulas nao é
uma tarefa facil, portanto, é um teste fundamental. O teste esta de acordo com o

estabelecido pelo 1SO 10993-5, com excec¢do da quantidade do material particulado
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que foi a metade do estabelecido na norma, porém adotado para manter a mesma
condicéo dos testes com células cancerigenas, apresentados no Capitulo 5.

Para a obtencdo de um mapa composicional do sistema bio-NCP + PTX o PTX
e bio-NCP, os materiais foram primeiramente analisados com Espectroscopia de raios
X na Borda de Absorcdo (NEXAFS). Foram coletados espectros entre 250eV e
350eV, sendo estes valores proximos as energias de absor¢cdo na camada K do
carbono. As amostras foram montadas em membranas de nitreto de silicio, usando o
mesmo processo descrito na sec¢do 2.2, na linha de luz PoLlux no **Swiss Light
Source” (SLS, PSI). Em seguida, com base nos dados de NEXAFS, os mapas
composicionais foram montados usando-se a técnica de Microscopia de Transmissdo
de raios X (STXM). Para tanto, foram construidas imagens monitorando raios X de
energias em que o PTX e o bio-NCP apresentaram alta absor¢do, com base nos
espectros de NEXAFS. As energias selecionadas foram: 283eV, 286eV, 300eV e
320eV, para monitorar PTX, quitosana e atomos de carbono tanto do PTX quanto da
quitosana, respectivamente, e 347eV para monitorar os cristais de apatita. Uma
imagem também foi coletada com raios X de 275eV para servir de sinal de fundo
(background). As imagens foram sobrepostas e 0 mapa composicional foi construido
usando o software Axis 2000.

A fim de se investigar a liberacdo do farmaco do nanocomposito, bem como
obter as primeiras informacfes acerca da dindmica da molécula apos sua liberacéo,
20 mg de bio-NCP + PTX foram dispersos em agua por 7 dias sendo posteriormente
secos, de modo que o farmaco pudesse ser liberado e depositado na superficie do
material. O material foi analisado mediante FTIR, usando um espectrémetro Nicolet,
Nexus 670, e os picos foram interpretados com auxilio de calculos feitos por teoria do

funcional de densidade (DFT) para a molécula de PTX livre. Nestes calculos
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considerou-se 0os modos de vibracdo do PTX como sendo movimentos harmonicos.
Estes calculos foram realizados como colaboracdo pelo Dr. Juergen Eckert -
University of South Florida, EUA. Foram também analisados com FTIR o PTX, bio-
NCP + PTX “original”, ou seja, ndo submetido a dispersdo em agua para liberacéo, e
bio-NCP. Nestes casos, as analises foram feitas em temperatura ambiente usando-se
um espectrémetro Bruker munido de acessorio de reflectancia total atenuada (ATR) e
as amostras foram analisadas entre 400 e 4000 cm™. Estas anélises possibilitaram
ainda o estudo da influéncia da presenca do farmaco na dinamica vibracional do bio-
NCP, visto que o polimero quitosana e os cristais de apatita sdo aqueles que mais
contribuem para o sinal gerado nesta regido do espectro.

Em seguida, estudou-se a influéncia do bio-NCP na dindmica molecular do
PTX. Para tanto, foi necessaria a utilizacdo de uma técnica de alta penetracdo na
matéria para a interacdo com o farmaco encapsulado. Assim, foram coletados dados
de espalhamento ineléstico de néutrons (INS) usando o espectrometro FDS no ““Los
Alamos Neutron Science Institute” (EUA). Neste caso, PTX, bio-NCP e bio-NCP +
PTX foram investigados a 10K. Para auxiliar na analise destes dados, foram também

utilizados os resultados dos calculos de DFT.

4.3. Resultados e discussao

Primeiramente, foram realizados testes de toxicidade em fibroblastos com as
nanoparticulas magnéticas (NPMs) ndo encapsuladas, bio-NCP e bio-NCP + PTX,
cujos resultados sdo apresentados na Figura 4.3. Este teste baseia-se na avaliacdo da
atividade mitocondrial devido a capacidade da enzima succinato desidrogenase de

reduzir o MTT a cristais de formazana em mitocondrias de uma célula viavel.

63



Assume-se assim que ha uma relacao entre a atividade mitocondrial e a quantidade de
células viaveis e a toxicidade pode ser expressa comparando-se com o controle, ou
seja, células ndo tratadas com os materiais. Como representado na Figura 4.3, nédo
existem diferencas significativas entre as densidades opticas da formazana produzidas
pelas celulas que estiveram em contato com as amostras em questdo, mesmo com
aquela contendo o PTX. Estes resultados indicam que as nanoparticulas de ferrita
(NPMs), bio-NCP e bio-NCP + PTX ndo apresentam citotoxicidade. Este fato nao
garante que o material ndo dissolva, nem que as propriedades magnéticas sdo
preservadas, mas pelo menos ndo representa ameacas de toxicidade. Mais importante
€ que tais resultados sugerem que ou a concentracdo de PTX no interior do
nanocomposito esta abaixo daquela capaz de induzir toxicidade aos fibroblastos, ou
que as moléculas do farmaco estdo presas as cadeias poliméricas e ndo sédo liberadas

sob as condicdes experimentais utilizadas.

Densidade optica
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Figura 4.3. Teste de viabilidade celular de fibroblastos ap6s 24h em contato com

diferentes materiais. Ndo foram observadas diferencas significativas.
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Diante de tal resultado, consideramos necessaria uma compreensdo adicional
acerca da distribuicdo do farmaco no bio-NCP, principalmente levando-se em conta a
composicdo complexa do nanocompdsito. Foram entdo realizados experimentos com
as técnicas de NEXAFS e STXM visando a obtencdo de uma mapa composicional do
sistema bio-NCP + PTX que permitiria uma visualizacdo, de fato, da disposi¢do do
farmaco no bio-NCP. Os espectros de NEXAFS para o PTX e bio-NCP séo
apresentados na Figura 4.4(a). No espectro do PTX, dada a contribuicéo (convolucgéo)
do grande numero de excitagfes da molécula, poucos picos podem ser realmente
identificados. No entanto, um pico caracteristico deste farmaco pode ser detectado em

283,3 eV, sendo este relacionado as ligacdes = * oriundas de anéis aromaticos. No

espectro do bio-NCP, o pico em 286eV pode estar relacionado a transi¢des

Cis — o * de ligagbes C-OH, enquanto a banda larga centrada em 291eV pode ser

atribuida as excitacdes de C, H e N presentes na quitosana reticulada (STOHR, 2013).
Existe ainda um altimo pico no espectro do bio-NCP em 347eV, sendo este valor
proximo a da absor¢édo pela camada L do Ca. Este sinal pode ser usado portanto para
confirmar a adsorcdo de célcio durante o envelhecimento, que antes fora feito de
forma indireta por FTIR (usando o deslocamento da banda de -O-H e correlacionando
com a intensidade da banda do grupo fosfato, que aumenta proporcionalmente a
quantidade de calcio adsorvido). Associado aos resultados do FTIR, que confirma a
presenca de fosfatos, o sinal de célcio observado pelo NEXAFS confirma a presenca
da apatita na superficie do compdsito (BENZEARA et al., 2004).

Através dos espectros de NEXAFS foram obtidas as informacBes necessarias
para a construcdo do mapa composicional do bio-NCP + PTX com a técnica de
STXM. Foram coletadas imagens de transmissdo deste sistema com raios X nas

energias aonde tais espectros indicam altas absorcfes tanto do bio-NCP quanto do
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PTX, ou seja, com 0s sinais com as seguintes energias: 275eV, 283eV, 286eV,
300eV, 320eV e 347eV. A primeira energia é usada simplesmente como background,
uma vez que ndo sdo detectados picos nesta regido em nenhuma das amostras,
enguanto a imagem com 283eV foi usada como uma impressdo digital do PTX. As
imagens com 286eV e 347eV foram usadas visando a detec¢do do bio-NCP e as
imagens com 300eV, e 320eV foram tomadas para detectar atomos de carbono tanto
do PTX quanto do bio-NCP. Um exemplo representativo dos mapas composicionais
obtidos ¢ mostrado na Figura 4.4(b). O PTX é representado pelos pontos amarelos
enguanto o bio-NCP é denotado pela cor vermelha. O background é mostrado em
azul, bem como as NPMs, que ndo sdo detectadas na faixa de energia utilizada neste
experimento. Os pontos esverdeados indicam regides com baixas concentracdes de
PTX, sendo uma mistura entre o amarelo e azul. Os mapas mostram que o farmaco
estd distribuido nas redes poliméricas ao passo que as NPMs formam o nucleo do
nanocomposito. De fato, a distribuicdo do farmaco observada nos mapas corrobora o

aprisionamento do farmaco sugerido anteriormente com base nos testes de toxicidade.
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I bio-NCP (encapsulamento)
PTX

i Background e
nanoparticulas magneticas

(a) (b)
Figura 4.4. Espectros de NEXAFS para o0 PTX e bio-NCP (a) com o PTX
apresentando seu pico caracteristico em 283eV e 0 bio-NCP com transi¢des
caracteristicas em 286eV, 291eV e 347eV. Em (b) um mapa composicional do bio-
NCP + PTX ¢é apresentado. O mapa foi obtido por STXM apds a sobreposicdo de
imagens coletadas usando-se raios X com energias iguais a: 275eV, 283eV, 286eV,

300eV, 320eV e 347eV.

Neste ponto, a possibilidade de liberar 0 PTX apds periodos mais longos em
meio aquoso foi investigada, assim como as primeiras informacbes acerca da
dindmica da molécula liberada foram também obtidas. Para tanto, inicialmente, o bio-
NCP + PTX foi disperso em agua durante 7 dias e entdo a amostra foi seca e analisada
com FTIR, cujo resultado estd representado na Figura 4.5. Na figura sdo também
apresentados resultados para o PTX puro, 0 bio-NCP + PTX original e resultados
tedricos obtidos com célculos de DFT. E possivel notar o aparecimento de dois picos
adicionais, em comparacdo com a amostra bio-NCP + PTX original. O primeiro pico,
centrado em 1456 cm™ pode ser atribuido as vibracdes dos grupos OH do préprio

encapsulamento, que tendem a ser mais evidentes depois do composito ser disperso
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em &gua. O segundo pico compreende uma regio entre 1503 e 1555 cm™, na qual, de
acordo com os calculos DFT, podem ser atribuidos ao PTX, a saber: existem trés
picos para PTX, sendo que o primeiro pico em 1503 cm™ pode ser atribuido
principalmente por rotacdes de grupos metil, o segundo em 1525 cm™ formado por
movimentos do anel aromatico AA2 (ver Fig. 4.1) e o Gltimo pico em 1549 cm™
formado principalmente por movimentos em AA3. Mesmo que as duas primeiras
bandas possam ser atribuidas ao bio-NCP, ndo ha qualquer contribuicdo do
encapsulamento na regido da segunda banda, indicando assim, que o farmaco foi
provavelmente liberado e depositado sobre a superficie do composito apds a secagem

da amostra.

bio-NCP + PTX apos a liberacao do farmaco

bio-NCP + PTX

Absorbancia

Espectro teorico do PTX

1400 1500 1600 1700 1800 1900

Numero de onda (cm™)
Figura 4.5. Espectros de FTIR para o PTX (teorico e experimental), bio-NCP+PTX e
0 bio-NCP + PTX ap0s ser disperso em agua por 7 dias para a aliberacdo do farmaco.
Os espectros para 0 PTX e bio-NCP+PTX foram coletados em instrumento com

maior resolucéo.
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De fato, os experimentos demonstram que ha a liberagdo do farmaco, mas fica
claro também que este processo parece requerer um longo tempo. Assim, foram
estudadas as interagdes entre 0 PTX e o bio-NCP com o objetivo de que sua
compreensdo possa, no futuro, permitir maior controle do processo de liberacéo.
Primeiramente, foram investigados o efeito da presenca do PTX no bio-NCP
comparando-se o0s espectros de FTIR do bio-NCP e bio-NCP + PTX, como mostra a
Figura 4.6. Quando da presenca do farmaco (curva em vermelho) o espectro apresenta
bandas referentes a vibracdes dos grupos OH de &lcoois primarios (1480 cm™) e
amina, NH (1618 cm™). Note também que 0 mesmo espectro apresenta ainda uma
reducdo na banda de vibracao de ligagdes C-N (1706 cm™), que indicam a presenca de
bases de Schiff formadas no processo de reticulacdo do polimero. Apresenta também
uma banda de estiramento de ligacdes C=0 (1761 cm™) de ésteres, oriunda do PTX.
A observacao destas bandas no bio-NCP + PTX mostra que a reacdo de reticulagdo no
polimero, realizada como parte da sintese do bio-NCP, ndo ocorre com a mesma
intensidade na presenca do PTX, sugerindo que existe uma competi¢cdo entre o

farmaco e o agente reticulante glutaraldeido pelos grupos OH e NH da quitosana.

Figura 4.6. Comparacao entre os espectros de FTIR do bio-NCP e bio-NCP + PTX
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Além de mostrar como a presenca do farmaco pode influenciar na dindmica
molecular do polimero, a compreensdo da dinamica do farmaco encapsulado é
também um importante passo, principalmente se levar em conta os estudos adicionais
necessarios sobre a dindmica do farmaco liberado. Deste modo, conduzimos um
estudo baseado na combinacdo do espalhamento inelastico de néutrons (INS) e DFT.

Os espectros de INS em baixas e altas frequéncias sdo apresentados na Figura
4.7 (a e b, respectivamente). Os dados referentes ao PTX sdo apresentados em preto
ao passo que em vermelho é mostrada a diferenca entre dados coletados para bio-NCP
+ PTX e bio-NCP. Os resultados teoricos obtidos por DFT séo também mostrados na
mesma figura em azul para as respectivas faixas de energia. Os resultados teoricos
também estdo apresentados na Tabela 4.1, com identificacdo dos grupos moleculares
do farmaco que contribuem para as vibracGes em funcdo da frequéncia. Vale ressaltar
que os calculos de DFT séo realizados levando-se em conta somente 0s movimentos
harmonicos na molécula do PTX, porém sabe-se que as proprias amostras tendem a
apresentar modos de vibracdo ndo harmonicos. Portanto, € de se esperar que as
frequéncias calculadas apresentem valores superiores aos experimentais, exigindo
certa cautela na comparacéo entre os dados teorico e experimental.

Pode-se observar na Figura 4.7 (a) que os modos em baixas frequéncias
(inferiores a 80 cm™) praticamente desaparecem quando o PTX é encapsulado no bio-
NCP. Comparando com os dados mostrados na Tabela 4.1 e os resultados da Figura
4.1, nota-se que 0s grupos que mais contribuem para as vibragbes em frequéncias
inferiores a 80 cm™ s&o os grupos fenil (anéis aromaticos - AA), grupos acetil 1 e 2
ligados a C10 e C4, respectivamente, e o anel oxetano. Algumas vibragdes que

ocorrem em frequéncias entre 80cm™ e 150cm™ sdo preservadas no PTX
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encapsulado. Embora a estrutura destas bandas tenha mudado sensivelmente, é
possivel notar que a intensidade destas vibracGes € menor em relacdo ao do PTX puro,
bem como um deslocamento para energias mais elevadas, especialmente para as
bandas centradas em torno de 112 cm™ e 137 cm™. Estas vibracBes remanescentes no
farmaco encapsulado s@o provavelmente oriundas da propria estrutura terpénica,
principalmente dos 4tomos C6, C7 e C14. Nesta faixa de frequéncia sdo também
observadas as vibracdes da rede cristalina em moléculas organicas sugerindo portanto
que a estrutura rigida bem como a organizacdo cristalina de curto alcance séo
mantidas, mesmo que o deslocamento nas bandas indiqgue que as moléculas
encapsuladas estejam de alguma forma dobradas. Em tempo, 0s grupamentos metil
também podem desempenhar um papel nestes modos de acordo com os calculos de
DFT, especialmente entre 80 cm™ e 100 cm™. No entanto, a perda aparente de
intensidade entre 150 cm™ e 225 cm™, onde a maior contribuicdo vem de grupos metil
e acetil, indicam que estes séo altamente reprimidos.

Uma vibracdo remanescente no PTX encapsulado foi também detectada em
torno de 270 cm™, muito provavelmente originada por vibracées em C14. Finalmente,
os modos acima 300 cm™ sdo extremamente atenuados no farmaco encapsulado. As
vibracGes observadas nesta regido sdo atribuidos aos grupos metil, acetil e fenil, cuja

supressdo das vibracdes ja foram discutidas, como também ao grupo OH ligado a C7.
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Figura 4.7. Espectros de INS coletados no espectrometro FDS para baixas (a) e altas
frequéncias (b). A curva em preto mostra os dados referentes ao PTX enquanto a
curva em vermelho mostra a diferenca entre o bio-NCP + PTX e bio-NCP, mostrando
assim somente a contribuicdo do farmaco encapsulado. Os espectros obtidos

teoricamente por DFT para a molécula livre também sdo mostrados em azul para 0s

respectivos dados experimentais.

Portanto, os dados de INS nos levam a concluir que o farmaco encapsulado
apresenta as vibrages reprimidas especialmente nos grupos metil, acetil e fenil,
enquanto as vibracdes moleculares do anel terpénico séo preservadas, mesmo que
existam indicativos de que a molécula esteja de alguma forma dobrada. Isso poderia
corresponder a uma forma inativa do farmaco, uma vez que 0S grupos que mais

conferem atividade bioldgica estdo confinados para PTX encapsulado.
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Tabela 4.1. Contribuicdes mais relevantes para a molécula de PTX nas vibragfes do

espectro de INS conforme calculado por DFT. A sigla AA denota os anéis aromaticos.

Frequéncia Contribuigdes principais
(cm™)
6,52 AAl, AA2, AA3
18,70 Cadeia lateral em C13 e AAl
29,24 AAL1 e anel oxetano
45,39 AAL1 e anel oxetano
52,89 AA2, AA3 e Acetil 1
57,27 Acetil 1
67,75 Acetil 1e AAL
73,79 Acetil 1e AAL
74,50 Acetil 1, Acetil 2, anel oxetano
85,48 Anel oxetano, grupos metil em C16, C17 e C19 e C6
95,60 Acetil 2, grupos metil em C16, C17, C18 e C19, AAle C6
109,5 C14, AA3, Acetil 2
130,7 C6, C7, anel oxetano e metil em C17
140,4 Cadeia lateral em C13 e grupos metil em C16 e C17
184,5 Grupos metil em C17 e C18, AA3, Acetil 2e C14
205,3 C14 e grupos metil em C17 e C18
211,6 Grupos metil em C16, C17 e C19 e Acetil 1
221,6 Grupos metil em C16, C17e C19e C14
225,8 Metil em C19 e anel oxetano
253,5 Cadeia lateral em C13 e metil em C18
271,0 C16, C17
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273,4 Grupos metil em C16 e C19 e Acetil 2

302,2 AAL, Acetil 2 e grupos metil em C18 e C19

335,0 Metil em C16, OH ligado a C7 e cadeia lateral em C13
387,5 OH ligado a C7 e cadeia lateral em C13

391,3 OH ligado a C7 e anel oxetano

411,2 OH ligado a C7, anel oxetano e grupos metil em C18 e C19

4.4. Consideragoes finais

Neste capitulo sdo mostrados os resultados referentes ao encapsulamento do PTX
no bio-NCP. As caracterizagdes foram feitas sob o ponto de vista de ciéncias de
materiais, visando contornar dificuldades encontradas quando da caracterizacdo de
farmacos encapsulados com técnicas tradicionais. Para tanto, foram utilizadas as
seguintes técnicas de estado solido: FTIR; NEXAFS, STXM e INS.

Inicialmente, demonstrou-se a nao toxicidade dos materiais para fibroblastos,
sejam eles nanoparticulas magnéticas, bio-NCP ou bio-NCP + PTX. Em seguida, 0s
mapas composicionais obtidos com a técnica de STXM mostraram que o farmaco
encapsulado esta distribuido ao longo da rede polimérica de quitosana no compdsito.
De fato, foi possivel observar que o PTX e o polimero interagem especialmente
através dos grupos NH e OH da quitosana, o que pode reduzir ou retardar o processo
de reticulacdo polimérica.

A possibilidade de liberacdo do farmaco foi avaliada apos dispersar 0 bio-NCP +
PTX em &gua por 7 dias. Com este experimento, foi possivel acessar as primeiras
informacdes acerca da dindmica molecular do farmaco liberado. Mesmo que sejam

necessarios estudos adicionais neste sentido, os resultados indicam que, mesmo com o
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forte confinamento da molécula no interior do bio-NCP, esta é capaz de recuperar
movimentos de partes de sua estrutura que podem ser determinantes para a atividade
bioldgica.

Quanto ao confinamento em si, foi realizado um estudo combinando resultados
experimentais obtidos por INS e dados tedricos obtidos com DFT, que permitiu
deduzir que os grupos fenil, acetil e metil do PTX séo as por¢des moleculares mais
fortemente confinadas pelo encapsulamento. Estes resultados serdo base para estudos
futuros sobre a dinamica molecular do farmaco liberada e também para que torne

possivel ter controle sobre os processos de liberacao e retencdo do farmaco.
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5. Ensaios in vitro

5.1. Consideragoes iniciais

Neste capitulo s@o apresentados resultados referentes aos experimentos de
determinacdo de potencial zeta dos materiais preparados bem como dos testes
realizados com culturas de células. Os testes bioldgicos foram feitos especialmente
com base na anélise morfoldgica das células monociticas e do cancer da mama (MCF-
7) e as reacOes nela provocadas quando colocadas em contato com os diferentes
materiais nanoparticulados. Para fins de comparacdo, e muitas vezes para elucidar
possiveis davidas sobre a origem de alguns dos efeitos observados nestes ensaios,
foram também preparadas e testadas outras amostras como, nanoparticulas
magnéticas (NPMs) de magnetita (FesO4) e seus bio-nanocompdsitos nos quais o
encapsulamento das nanoparticulas magnéticas com o polimero quitosana se deu
também pelo método de “spray” seguido de “coacervacdo” ou coagulacdo. Tendo em

vista a variedade de bio-nanocompdsitos testados, que foram preparados com distintas
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NPMs em seu interior, método e a presenca ou ndo dos nanocristais de apatita na
superficie, neste capitulo, estes detalhes serdo explicitados também na nomenclatura
dos materiais. Por exemplo, um bio-nanocomposito contendo NPMs de ferrita e
preparado pelo método de micelas reversas e modificado com apatita sera aqui
denominado como bio-NCP/ferrita/micela/apatita.

Este capitulo representa também o desenvolvimento de uma nova metodologia
para a avaliacdo da interacdo das células de defesa (mondcitos) com os materiais

desenvolvidos, bem como desses materiais com as células do cancer de mama.

O potencial zeta e sua relagao com propriedades bioldgicas de materiais

Em termos gerais, o potencial zeta de um material descreve o seu potencial
eletrocinético ou, no caso de moléculas ou nanoparticulas, sua carga superficial.
Particularmente, este parametro é de grande relevancia no estudo de interagdes entre
nanoparticulas e células e/ou tecidos, visto que os ultimos também possuem uma
carga inerente e caracteristica. Deste modo, a atracdo ou repulséo eletrostatica pode
ser fator preponderante na descri¢do de eventos que envolvam a reacéao entre células e
nanoparticulas. Entretanto, vale ressaltar que o potencial zeta ndo deve ser o Unico
fator considerado para a descri¢do das reacdes que ocorrem no contato das células
com um material, visto que celulas e tecidos sdo formados por uma estrutura
amplamente complexa na qual um vasto nimero de mecanismos bioquimicos de

interacdo é desencadeado.
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Mondcitos e biomateriais

Os monocitos sdo células que integram o sistema imunologico, ou seja, tem
como principal funcdo a defesa do organismo contra agentes externos. Em relacéo a
aplicacdo especifica de materiais na medicina, um biomaterial pode ser definido como
“um material capaz de interagir com o tecido ao seu redor sem que induza uma
resposta adversa ao hospedeiro, ou seja, um processo inflamatorio” (PALAPURA et
al., 1992). Logo, a resposta do sistema imunoldgico a um dado material € fator
preponderante para sua definicdo como material biocompativel. Em alguns casos, a
resposta imunoldgica pode ser benéfica a aplicagdo do biomaterial, por exemplo para
implantes de protese. Nestes casos o0 processo inflamatério moderado leva a
degradacdo de componentes poliméricos do material que sdo gradativamente
substituidos pelo tecido vivo (ANDERSON, 1988). Contudo, em se tratando de nano-
materiais carreadores de farmacos, como o bio-NCP, a atividade do sistema
imunologico pode levar a captacdo destes materiais pelos mondcitos, reduzindo seu
tempo de circulacdo no organismo e por vezes impedindo que ele alcance seu tecido
alvo para a entrega do farmaco antitumoral.

Dentre outros fatores como o tamanho, a captacdo de nanoparticulas pelos
monocitos pode se dar pela sua carga superficial, que pode ser avaliada através do
potencial zeta. Tendencialmente, menores particulas sdo menos captadas pelas celulas
do sistema imunoldgico, mas podem ser excretadas rapidamente via renal além de
reduzir significativamente o seu acUimulo passivo no tecido tumoral (GUPTA E
GUPTA, 2005). Portanto, deve-se encontrar um tamanho 6timo para carreadores de
farmacos, de modo que a captacdo pelos monaocitos seja minimizada e sua deposicéo

na regido tumoral seja significativa.
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Levando-se em conta ndo somente a carga superficial e tamanho das particulas,
mas também a composicdo do bio-NCP, sabe-se que a quitosana pode estimular
respostas imunologicas dependendo de seu grau de desacetilacdo, ou simplesmente do
grau de substituicdo de seus grupamentos acetil por hidroxilas (PELUSO et al., 1994).
Quanto a apatita, sabe-se também que além de sua cristalinidade, a proporcéo entre
hidroxiapatita e outros fosfatos de calcio no material é preponderante para a resposta

pelos monaocitos (HARADA et al., 1996).

Testes com células cancerigenas da mama (MCF-7)

A linhagem de células cancerigenas da mama testada neste trabalho foi a
linhagem MCF-7. Esta linhagem foi observada pela primeira vez nos anos 1970 e é
vastamente utilizadas em ensaios in vitro de tumores mamarios. Embora nédo seja a
linhagem mais agressiva do cancer de mama, podem apresentar crescimento
confluente (sobreposicdo de células) se estimuladas por fatores bioquimicos ou na

presenca de meio ou materiais que a estimulem.

5.2. Parte experimental

Sintese das nanoparticulas magnéticas de ferrita de Mn e Zn e magnetita

As nanoparticulas de ferrita de Mn e Zn foram preparadas de acordo com
procedimento descrito no Capitulo 2. As nanoparticulas de magnetita foram também
obtidas pelo metodo de co-precipitacdo, como descrito a seguir. Em um procedimento
padréo 3 g de FeCl; (Aldrich, 99%) foram dissolvidos juntamente com 3 g de FeCl,

tetrahidratado (Aldrich, 99%) em 55,5 mL de agua (18,2 MQ cm). A solucao foi
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aquecida em banho maria borbulhando-se gas N, até que fosse atingida a temperatura
de 80 °C. Em seguida, foram gotejados 25 mL de hidréxido de amonio a solugdo de
ferro obtendo-se prontamente uma suspensao preta de nanoparticulas que foi agitada
por 30 min adicionais a 80 °C. As particulas foram separadas com um imé e lavadas

até que o pH do sobrenadante atingisse neutralidade.

Sintese dos bio-NCP pelos métodos de micelas reversas e spray e coacervagao.

O encapsulamento das nanoparticulas magnéticas pelo método de micelas
reversas foi feito tal qual descrito no Capitulo 3. Para o revestimento com a técnica de
spray e coacervacao, cerca de 40 mg de nanoparticulas foram adicionadas a 50 mL de
uma solucdo de &cido acético (4%) contendo 10mg de quitosana dissolvida. A
suspensdo foi homogeneizadas por 30 min e colocada em um reservatorio acoplado a
um spray atomizador. A aspersdo da suspensdo, com ar comprimido, foi feita sobre
uma solucdo coagulante de NaOH 0,1 mol.L™ (coacervagéo), posicionada a cerca de
30cm do atomizador, sob agitacdo. O material coagulado permaneceu na solucgéo
coagulante por 12h sob agitacdo lenta, quando foram adicionados 0,1 mL de uma
solucdo de glutaraldeido a 25% e a agitacdo foi conduzida por mais 2 h. O material

resultante foi separado com auxilio de um ima e lavado até que atingisse pH neutro.

Potencial zeta

A determinacdo do potencial zeta (C) das nanoparticulas foi feita mediante
medidas de mobilidade eletroforética em equipamentos Zetasizer Nano ZS da

Malvern (DQ-UFMG e IQSC-USP, Séo Carlos-SP). Os materiais foram suspensos em
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solucdo de KNOj3 a 1x10™ mol/L em quantidade suficiente para (g.s.p.) produzir uma
suspensdo de concentracdo menor que 0,2mg/L. O KNO3; na concentracdo citada
proporciona uma espessura da dupla camada elétrica de 92nm e a mobilidade
eletroforética foi medida no pH proximo ao do sangue, utilizando para o seu ajuste
KOH ou HNO; diluidos.
Os seguintes materiais foram analisados:

» Ferrita

» bio-NCP/ferrita/micela

* bio-NCP/ferrita/micela/apatita

* bio-NCP/ferrita/micela/apatita + PTX

* bio-NCP/ferrita/spray

* bio-NCP/ferrita/spray/apatita

* Magnetita

* bio-NCP/magnetita/micela

» bio-NCP/magnetita/micela/apatita

* bio-NCP/magnetita/spray

» bio-NCP/magnetita/spray/apatita

Testes bioldgicos

Mondcitos

Monocitos humanos foram isolados de 40mL de sangue periférico obtido de
doadores sadios coletados com heparina. A amostra de sangue foi diluida em 40mL

de tampdo fosfato salino (PBS) e células mononucleares foram obtidas através de
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centrifugacdo por 30 min a 900 x g em um gradiente de solucdo Ficoll-Isopaque
(d=1,077 g/mL). A suspensdo de células mononucleares foi lavada trés vezes com
meio de cultura RPMI 1640 (LGC) suplementado com 5% de Soro Bovino Fetal
(SBF) e centrifugada em um gradiente Percoll 51% para que os mondcitos fossem
separados dos leucdcitos.

A suspensdo de mondcitos foi lavada trés vezes com meio RPMI 1640,
suplementado com 10% de Soro Bovino Fetal (SBF), 1% de piruvato de sodio,
25 mM de tampédo HEPES, 2 mM de L-glutamina, e 1% de solucdo anti-bidtica/anti-
mitorica (RPMI completo). As células foram suspensas em meio RPMI completo na
concentracdo de 2 x 10° células/mL e 1 mL dessa suspensdo celular foi adicionado
aos pocos (alveolos) de uma placas de 24 orificios contendo, no fundo de cada pogo,
laminulas (J=13mm) revestidas com poli-L-lisina, todos esterilizados. O conjunto foi
incubado a 37°C por 2h em atmosfera de 5% em CO; para promover a aderéncia das
células e em seguida suplementado com 2 mL do meio completo e mantidos a 37°C
por 24h em atmosfera de 5% em CO; para o crescimento celular.

Apdbs esse tempo, células ndo aderentes foram removidas por lavagem das
laminulas com meio de cultura completo e 50ug de cada material nanoparticulado
foram adicionados ao meios de cultura (suspensdo em meio de cultura). Apos 2h de
contato, as laminulas foram lavadas com PBS a 25°C, de modo que células mortas e
nanoparticulas ndo internalizadas ou ndo aderidas as células fossem retiradas, e

fixados em solucgéo de glutaraldeido a 2,5%.
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Células MCF-7 (cancer de mama)

Para avaliar a interacdo dos compostos com células tumorais, as células MCF-7,
derivadas de cancer mamario humano, foram cultivadas em garrafas contendo meio
completo. No dia do ensaio, a monocamada de células tumorais foi descolada por
tratamento com tripsina 0,05%. Apos a lavagem e ressuspensdo em meio completo, as
células aderidas as laminulas foram colocadas em contato com os diferentes materiais
seguindo-se 0 mesmo procedimento descrito para 0s mondcitos. Apos 2h de contato,
as laminulas foram lavadas com PBS a 25°C, de modo que células mortas e
nanoparticulas ndo internalizadas ou ndo aderidas as células fossem retiradas, e

fixados em solucgéo de glutaraldeido a 2,5%.

Estudo da internalizagdo e aderéncia das nanoparticulas

Apdbs o contato com 0s nanomateriais, posterior lavagem com PBS e fixacdo
com solucdo de glutaraldeido, o processamento das células em laminula consistiu
inicialmente da desidratacdo em solucdes de concentragdo crescente de etanol [7,5%
(2x10min), 15% (2x10min), 30% (2x10min), 50% (2x10min), 70% (3x15min), 90%
(2x15min) e 100% (2x10min)] e secagem em condi¢des acima do ponto critico
(secagem supercritica) em atmosfera de CO,. As laminulas foram entdo metalizadas e
analisadas por microscopia eletronica de varredura (MEV) (num equipamento da FEI,
modelo Quanta 200) e Espectroscopia de raios X com energia dispersiva (EDX)
(Oxford Inca 250P20). A analise consistiu da deteccdo de ferro internalizado ou na

superficie das células, via mapeamento deste elemento com EDX.
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Vale aqui ressaltar que nem todas as particulas aderidas ou internalizadas as
células sdo detectadas por EDX. Para que se tenha uma ideia acerca dos limites de
deteccdo nestes experimentos, foi preparada uma amostra contendo apenas particulas
de magnetita, porém, em quantidade suficiente para a formacdo de grandes
aglomerados. A Figura 5.1 mostra micrografias de varredura desta amostra tal qual
obtida (a) e com a marcacao da presenca de Fe feita por EDX, marcada em verde (b).
E possivel notar que a presenca deste metal pode somente ser detectada no grande
aglomerado, mas ndo nas pequenas particulas dispersas que estdo ao redor (que
possivelmente se tratam de pequenos aglomerados). Portanto, cabe enfatizar aqui que
a eventual ndo deteccdo de Fe nas células ndo significa necessariamente a auséncia de

nanoparticulas, enquanto que a detec¢do do metal indica que grandes quantidades de

nanoparticulas foram assimiladas.

5.0pm

(a) (b)
Figura 5.1. Micrografias de varredura de amostra contendo apenas particulas de
magnetita em quantidade suficiente para a formacdo de grandes aglomerados. Em (a)
a imagem é mostrada tal qual obtida e em (b) a mesma imagem com a marcacgéo da
presenca de Fe feita por EDX, em verde. A imagem foi obtida com aumento de

20000x.
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5.3. Resultados e discussao

Na Tabela 5.1 sdo mostrados os valores de potencial zeta, obtidos com medidas
de mobilidade eletroforética em pH 7,4 para os diversos materiais estudados. Nota-se
que os valores encontrados caracterizam que as cargas na superficie dos materiais no
pH do sangue sdo negativas, estando de acordo com resultados encontrados na
literatura tanto para as nanoparticulas magnéticas (ZHANG et al., 2008) quanto para
derivados de quitosana (ANITHA et al., 2009).

Comparando os valores encontrados, alguns aspectos chamam a atengdo. O
primeiro deles é a diferenca entre os valores encontrados para a ferrita e a magnetita
sem revestimento, sendo de -32,0mV e -15,5mV respectivamente. Chama-se também
a atencéo para os valores mais baixos encontrados para os materiais preparados pelo
método das micelas reversas, sendo que a mimetizacdo, ou presenca da apatita, torna
0S materiais ainda mais negativos. Finalmente, é interessante comparar os valores
obtidos para o material contendo o farmaco anti-tumoral, bio-
NCP/ferrita/micela/apatita + PTX, e do nanocomposito preparado sem a etapa de
reticulacdo (referido como: bio-NCP/ferrita/micela ndo reticulado). A proximidade
entre estes valores corrobora a discussédo feita no Capitulo 4, que: o PTX promove
uma competicdo com o agente reticulante (glutaraldeido) pelos grupos OH e NH, da

quitosana, prejudicando de certa forma o processo de reticulacéo.
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Tabela 5.1. Valores de potencial zeta, determinados com medidas de mobilidade

eletroforética em pH 7,4, para os diversos materiais estudados

Amostra Potencial zeta em pH = 7,4 (mV)
Ferrita -320 + 1.8
Magnetita -155 + 0,8
bio-NCP/ferrita/micela -29,1 + 1.3
bio-NCP/ferrita/micela/apatita -310 = 1.2
bio-NCP/magnetita/micela -230 = 0,7
bio-NCP/magnetita/micela/apatita -30,6 = 0,8
bio-NCP/ferrita/spray -205 = 1,0
bio-NCP/ferrita/spray/apatita -26,0 = 2,0
bio-NCP/magnetita/spray -192 + 15
bio-NCP/magnetita/spray/apatita -256 = 05
bio-NCP/ferrita/micela/apatita + PTX -34,1 + 16
bio-NCP/ferrita/micela ndo reticulado -337 £ 11

Na Figura 5.2 sdo mostradas imagens de MEV representativas de algumas das
amostras estudadas neste capitulo. Mesmo que alguns aglomerados tenham sido
formados, em nenhuma das amostras foram observados aglomerados com tamanho
superior a 500nm. Vale ressaltar, ainda assim, que aprimorar a dispersdo dos materiais
¢ uma das etapas a serem cumpridas em trabalhos futuros.

Na Figura 5.3 sdo mostradas imagens representativas dos resultados referentes
aos ensaios realizados com monaocitos apds contato com os diferentes materiais por
2h. Néo foram detectadas altas concentracdes de Fe nas células quando o ensaio foi
feito com nanoparticulas magnéticas sem revestimento. Entretanto, ap0s o
revestimento destas pelo método de micelas reversas, alguns mondcitos indicaram
internalizacdo dos materiais, e consequentemente acusaram elevada concentracdo de
Fe apds o ensaio, como mostra 0 mapeamento deste elemento feito em verde nas
figuras. Esta reacdo induzida as células de defesa €, no entanto, notadamente atenuada
quando os cristais de apatita foram depositados na superficie dos nanocompositos,

mesmo quando o farmaco antitumoral PTX foi introduzido ao material. Chama
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atencdo ao comportamento oposto dos mondcitos para os ensaios realizados com
materiais recobertos pelo metodo de spray, nos quais a presenca da apatita € quem
leva a uma maior internalizacdo dos nanocompaositos. No entanto, ainda assim pode-
se afirmar que gue nenhum dos materiais foi drasticamente internalizado pelos

monacitos, indicando sua baixa ou ndo reconhecimento por estas células.

Ferrita Magnetita bio-NCP/ferrita/micela

bio-NCP/magnetita/micela bio-NCP/ferrita/spray bio-NCP/magnetita/spray

bio-NCP/ferrita/spray/apatita bio-NCP/magnetita/spray/apatita

Figura 5.2. Micrografias representativas de algumas das amostras analisadas neste

capitulo obtidas com aumento de 40000x.
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Controle

Ferrita

Magnetita

Figura 5.3. Micrografias eletrénicas de varredura (MEV) dos mondcitos do grupo
controle e apds o contato por 2h com nanoparticulas de ferrita e magnetita sem
revestimento. As imagens foram tomadas com aumento de 1000x; imagens da direita
sdo aquelas sobrepostas com as do mapeamento feito com o sinal do elemento Fe,

destacadas na cor verde.

88



bio-NCP/ferrita/micela

bio-NCP/ferrita/micela/apatita

bio-NCP/magnetita/micela

bio-NCP/magnetita/micela/apatita

Figura 5.4. Micrografias eletronicas de varredura (MEV) dos mondcitos apds o
contato por 2h com nanoparticulas de ferrita e magnetita recobertas pelo método de
micelas reversas. As imagens foram tomadas com aumento de 1000x; imagens da
direita sdo aquelas sobrepostas com as do mapeamento feito com o sinal do elemento

Fe, destacadas na cor verde.
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bio-NCP/ferrita/spray

bio-NCP/ferrita/spray/apatita

bio-NCP/magnetita/spray

bio-NCP/magnetita/spray/apatita

Figura 5.5. Micrografias eletronicas de varredura (MEV) dos mondcitos apds o
contato por 2h com nanoparticulas de ferrita e magnetita recobertas pelo método de
spray. As imagens foram tomadas com aumento de 1000x; imagens da direita sdo
aquelas sobrepostas com as do mapeamento feito com o sinal do elemento Fe,

destacadas na cor verde.
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bio-NCP/ferrita/micela/apatita + PTX
Figura 5.5. Micrografias eletronicas de varredura (MEV) dos mondcitos apds o

contato por 2h com nanoparticulas bio-NCP/ferrita/micela/apatita + PTX. As imagens
foram tomadas com aumento de 1000x; imagens da direita sdo aquelas sobrepostas

com as do mapeamento feito com o sinal do elemento Fe, destacadas na cor verde.

As Figuras 5.6 a 5.18 apresentam os resultados referentes aos ensaios realizados
com células de adenocarcinoma da mama (MCF-7). As imagens referentes ao grupo
controle mostram que a maioria das células tem aspectos que sugerem sua adesdo a

laminula, o que € um indicativo de boa viabilidade celular (JIN et al., 2008).

(@) (b) (©)

Figura 5.6. Micrografias eletronicas de varredura (MEV) das celulas do
adenocarcinoma de mama (MCF-7): grupo controle do ensaio realizado com materiais
nanoparticulados. Em (a) € mostrada uma imagem com aumento de 200x e (b) mostra
0 aumento de 5000x em uma célula representativa. Em (c) a mesma célula sobreposta
com imagem da analise (mapeamento via EDX) de Fe. A concentracdo deste metal €

proporcional a intensidade da coloracéo verde.
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Entretanto, quando as células foram colocadas em contato com a ferrita por 2h
nota-se que o nimero de células com o aspecto arredondado aumenta em comparagao
ao do grupo controle, como pode ser visto na Figura 5.7(a). Esse comportamento das
células sugere menor adesdo e pode ser indicativo da ocorréncia de apoptose (Jin et
al., 2008). Nas imagens obtidas com aumentos de 5000x, Figuras 5.7 (b) e (c), €
possivel notar a existéncia de estruturas internas porem muito proximas a superficie
nas quais altas quantidades de Fe foram detectadas, sugerindo a internalizacdo das
nanoparticulas. Na superficie da membrana pode-se ainda notar um aumento na
quantidade de pequenas estruturas de aspecto fibroso (mostradas em branco na
imagem), mostradas com maior aumento na Figura 5.8. Estas estruturas apresentam
tamanho muito superior as das nanoparticulas descartando a hipotese de que sejam
simplesmente aglomerados destes materiais. Sua formacgdo parece fazer parte do

mecanismo celular para captura dos materiais e internalizacao.

(@) (b) (©
Figura 5.7. Micrografias eletrbnicas de varredura (MEV) das células de
adenocarcinoma da mama (MCF-7) apds 2h de contato com nanoparticulas de ferrita.
Em (a) é mostrada uma imagem com aumento de 200x e (b) mostra o aumento de

5000x em uma célula representativa. Em (c) a mesma célula sobreposta com imagem
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da analise (mapeamento via EDX) de Fe. A concentracdo deste metal é proporcional a

intensidade da coloracao verde.

(a) (b)
Figura 5.8. Micrografias eletrénicas de varredura (MEV) da estrutura externa formada
pelas células do adenocarcinoma da mama (MCF-7) ap06s o0 contato com
nanoparticulas de ferrita por 2h. Em (a) é mostrada uma imagem com aumento de

30000x e (b) mostra a mesma imagem sobreposta ao mapeamento de andlise de Fe.

Em contrapartida ao resultado encontrado no ensaio com as nanoparticulas, o
numero de células diminuiu substancialmente quando o ensaio foi feito com
nanoparticulas de magnetita, como mostrado na Figura 5.9. Grande parte das céelulas
remanescentes apresentam aspecto arredondado, sugerindo morte celular.
Provavelmente, algumas desprenderam da laminula durante a lavagem apds o teste,
diminuindo o numero de ceélulas observadas. A quantidade de Fe encontrada na
superficie das celulas € notavelmente superior, especialmente no interior das
estruturas fibrosas citadas anteriormente, sugerindo uma maior interagdo com as
nanoparticulas de magnetita. Tal interacdo pode, em principio, ser explicada com base
nos resultados de potencial zeta, visto que a magnetita apresenta potencial menos
negativo em comparacdo a ferrita. As células da linhagem MCF-7 tendo potencial

zeta negativo em pH sanguineo (Zhang et al., 2008), sua interacdo com particulas
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carregada menos negativamente seria favorecida. Quanto a toxicidade das
nanoparticulas de magnetita nas células tumorais, uma possivel explicacdo pode
residir na presenca de Fe*? no material, cuja concentracdo nas nanoparticulas de
ferrita é inerentemente inferior. A presenca destes ions pode induzir a formacdo de
especies reativas de oxigénio toxicas as células, atraves da reacdo abaixo (reacdo de

Fenton):

H,0, + Fe*? - Fe*3 + HO™ + HO'

(a) (b) (c)
Figura 5.9. Micrografias eletronicas de varredura (MEV) das células de
adenocarcinoma da mama (MCF-7) apds 2h de contato com nanoparticulas de
magnetita. Em (a) é mostrada uma imagem com aumento de 200x e (b) mostra o
aumento de 5000x em uma celula representativa. Em (c) a mesma célula sobreposta
com imagem da analise (mapeamento via EDX) de Fe. A concentracdo deste metal €

proporcional a intensidade da coloracéo verde.
O ensaio realizado com bio-NCP/ferrita/micela/apatita mostra pouca diferenca

em comparacao ao grupo controle, com excecdo da presenca de estrutura extra-celular

rica em ferro, como mostrado na Figura 5.10.
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(a) (b) (c)
Figura 5.10. Micrografias eletronicas de varredura (MEV) das células de
adenocarcinoma da mama (MCF-7) ap6s 2h de contato com nanoparticulas de bio-
NCP/ferrita/micela/apatita. Em (a) é mostrada uma imagem com aumento de 200x e
(b) mostra o aumento de 5000x em uma célula representativa. Em (c) a mesma célula
sobreposta com imagem da analise (mapeamento via EDX) de Fe. A concentracédo

deste metal é proporcional a intensidade da coloragéo verde.

Na Figura 5.11. sdo mostrados os resultados referentes ao ensaio realizado com
bio-NCP/magnetita/micela. Chama a atencdo para este caso, a saber: ha um aumento
no numero de células em comparagdo ao grupo controle, ainda que ndo tenham sido
encontradas estruturas ou células com altas concentracGes de Fe, lembrando que o
ferro pode estar presente numa concentracdo abaixo do nivel de deteccdo por EDX.
Tal aumento pode ser explicado pela presenca do proprio polimero que consiste de
um polissacarideo e pode estimular o crescimento celular. Tem-se ainda que, a
quitosana € dotada de grupos amino (NH,) e, de acordo com alguns autores, podem

promover a proliferacdo desta linhagem celular (Yan et al., 2013).
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(a) (b) (c)
Figura 5.11. Micrografias eletronicas de varredura (MEV) das células de
adenocarcinoma da mama (MCF-7) ap6s 2h de contato com nanoparticulas de bio-
NCP/magnetita/micela. Em (a) € mostrada uma imagem com aumento de 200x e (b)
mostra o aumento de 5000x em uma célula representativa. Em (c) a mesma célula
sobreposta com imagem da analise (mapeamento via EDX) de Fe. A concentracédo

deste metal é proporcional a intensidade da coloragéo verde.

Ap0s o crescimento de cristais de apatita na superficie do material, formando bio-
NCP/magnetita/micela/apatita, o0 comportamento das células tumorais foi
consideravelmente distinto. Neste caso, praticamente todas as células se mostram
marcadas com as estruturas fibrosas relatadas anteriormente, dentro das quais altas
concentracdes de Fe foram detectadas, como mostram as imagens representativas na
Figura 5.12. Na Figura 5.12(a) nota-se uma grande quantidade destas estruturas
espalhadas sobre a superficie das células e também na laminula, denotando a resposta

das células ao material testado.
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(@) (b) (©)
Figura 5.13. Micrografias eletronicas de varredura (MEV) das células de
adenocarcinoma da mama (MCF-7) ap6s 2h de contato com nanoparticulas de bio-
NCP/magnetita/micela/apatita. Em (a) € mostrada uma imagem com aumento de 200x
e (b) mostra o aumento de 5000x em uma célula representativa. Em (c) a mesma
célula sobreposta com imagem da analise (mapeamento via EDX) de Fe. A

concentracdo deste metal é proporcional a intensidade da coloracédo verde.

E também interessante notar a diferenca entre os nanocompésitos preparados com
ferrita pelo método de spray sem e com a apatita, bio-NCP/ferrita/spray e bio-
NCP/ferrita/spray/apatita, cujos ensaios sao mostrados nas Figuras 5.14 e 5.15,
respectivamente. Para 0 material sem a apatita, as células mais uma vez mostraram
um aumento no nimero em comparacéo ao do grupo controle, apresentando inclusive
situacbes de confluéncia, como mostrado na Figura 5.14(b). Entretanto, apds a
insercdo de apatita no material, nota-se uma grande reducdo no numero de células
cancerigenas (Figura 5.15(a)), sendo que aquelas remanescentes apresentam, em sua
maioria, aspecto esférico, sugerindo pouca adesdo a laminula, como mostrado no
exemplo da Figura 5.15(b). Um aspecto importante é a presenca de poucas estruturas
fibrosas em comparacdo ao mesmo material preparado com magnetita usando o

método de micelas reversas, como mostrado anteriormente na Figura 5.13.
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(a) (b) (©)
Figura 5.14. Micrografias eletronicas de varredura (MEV) das células de
adenocarcinoma da mama (MCF-7) ap6s 2h de contato com nanoparticulas de bio-
bio-NCP/ferrita/spray. Em (a) é mostrada uma imagem com aumento de 200x e (b)
mostra o aumento de 5000x em uma célula representativa. Em (c) a mesma célula
sobreposta com imagem da analise (mapeamento via EDX) de Fe. A concentracédo

deste metal é proporcional a intensidade da coloragéo verde.

(@) (b) (©)
Figura 5.15. Micrografias eletronicas de varredura (MEV) das células de
adenocarcinoma da mama (MCF-7) ap6s 2h de contato com nanoparticulas de bio-
bio-NCP/ferrita/spray/apatita. Em (a) € mostrada uma imagem com aumento de 200x
e (b) mostra o aumento de 5000x em uma célula representativa. Em (c) a mesma
célula sobreposta com imagem da analise (mapeamento via EDX) de Fe. A

concentracdo deste metal é proporcional a intensidade da coloracédo verde.
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Nos nanocompositos preparados com magnetita pelo método de spray o
comportamento € ligeiramente diferente aquele observado para os materiais contendo
nanoparticulas de ferrita, principalmente no material sem a apatita. Como mostrado na
Figura 5.16(a), existe uma clara reducdo na quantidade de células em comparagédo ao
grupo controle, tal qual como foi observado para as nanoparticulas de magnetita sem
recobrimento. O potencial zeta da ferrita e magnetita recoberta por asperséo (spray) é
praticamente igual. Diante destas observacdes, deve-se considerar a possibilidade de
que parte das nanoparticulas de magnetita ndo foram completamente recobertas pelo
polimero quitosana, o que explicaria a semelhanga nos resultados. Levando-se em
conta o valor de potencial zeta das particulas de magnetita em comparagcdo com as
particulas de ferrita, que sdo -15,5mV e -32mV respectivamente, é de se esperar que 0
recobrimento das primeiras seja menos eficiente, visto que o polimero é protonado em
solucdo acética previamente ao processo de encapsulamento. O polimero, adquirindo
carga positiva, € natural que sua interacdo com particulas carregadas mais
negativamente seja mais efetiva. Esta observacdo pode trazer implicagdes no
encapsulamento do farmaco, reduzindo o rendimento do processo. Por outro lado,
deve-se também considerar a hipotese de que a célula tumoral é capaz de metabolizar
0 recobrimento polimérico, ficando assim em contato direto com as nanoparticulas de
magnetita que podem levar a formacao de espécies reativas de oxigénio toxicas tal
qual discutido anteriormente.

Apdbs a modificacdo do material com apatita (bio-NCP/magnetita/spray/apatita)
as celulas cancerigenas voltam a responder a presenca do material através da
liberacdo em excesso de estruturas fibrosas, podendo estas ser mais uma vez

encontradas inclusive na propria laminula (Figura 5.17).
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(b)
(a) (©

Figura 5.16. Micrografias eletronicas de varredura (MEV) das células de
adenocarcinoma da mama (MCF-7) ap6s 2h de contato com nanoparticulas de bio-
bio-NCP/magnetita/spray. Em (a) € mostrada uma imagem com aumento de 200x e
(b) mostra o aumento de 5000x em uma célula representativa. Em (c) a mesma célula
sobreposta com imagem da analise (mapeamento via EDX) de Fe. A concentracédo

deste metal é proporcional a intensidade da coloragéo verde.

(a) (b) (©)
Figura 5.17. Micrografias eletronicas de varredura (MEV) das células de
adenocarcinoma da mama (MCF-7) ap6s 2h de contato com nanoparticulas de bio-
bio-NCP/magnetita/spray/apatita. Em (a) € mostrada uma imagem com aumento de
200x e (b) mostra o aumento de 5000x em uma célula representativa. Em (c) a mesma
célula sobreposta com imagem da analise (mapeamento via EDX) de Fe. A

concentracdo deste metal é proporcional a intensidade da coloracdo verde.
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Finalmente foi testado com o material contendo PTX em seu interior (bio-
NCP/ferrita/micela/apatita + PTX), cujo resultado é mostrado na Figura 5.18. E
notavel a reducdo no nimero de células e, ainda, a presenca das estruturas fibrosas
bastante dispersas sobre a laminula. As células remanescentes, por sua vez,
apresentam aspecto arredondado. Tais observacfes podem sugerir que as células de
fato séo capazes de metabolizar o recobrimento, o que levaria a liberacdo do farmaco,
diferentemente do que foi observado nos ensaios com fibroblastos. Além disso, é
possivel que a liberacdo do farmaco seja auxiliada ainda pela dissolucdo dos cristais
de apatita, pois o0 pH intracelular € menor que o do sangue (~ 4 nos lisossomos e ~5
nos endossomos) (RIM et al., 2011), e pela possivel metabolizacdo do revestimento

polimérico, comentada anteriormente.

Figura 5.18. Micrografias eletronicas de varredura (MEV) das células de
adenocarcinoma da mama (MCF-7) ap6s 2h de contato com nanoparticulas de bio-
NCP/ferrita/micela/apatita + PTX. Em (a) € mostrada uma imagem com aumento de
200x e (b) mostra o aumento de 5000x em uma célula representativa. Em (c) a mesma
célula sobreposta com imagem da analise (mapeamento via EDX) de Fe. A

concentracdo deste metal é proporcional a intensidade da coloracédo verde.
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5.4. Consideragoes finais

Neste capitulo apresentamos os resultados referentes aos experimentos de
potencial zeta e ensaios in vitro de diversos materiais. Para fins de comparacédo, foram
também estudadas nanoparticulas de magnetita bem como bio-nanocompositos
preparados pelo método de spray, uma rota distinta aguela que utilizamos ao longo de
todo o restante do trabalho, 0 método de micelas reversas.

Quanto ao potencial zeta, foi possivel observar que todos os materiais estudados
apresentam carga superficial negativa e, de um modo geral, o crescimento dos cristais
de apatita na superficie do material tendem a reduzir ainda mais tal carga.

Em seguida, foram realizados ensaios in vitro com mondcitos, as células de
defesa do organismo. De um modo geral os materiais nao induziram grandes respostas
destas células, denotando a ndo-toxicidade. Entretanto, nota-se que para 0s
nanocompositos preparados com o método de micelas a mimetizacao tende a reduzir
ainda mais a acdo fagocitica dos monocitos, enquanto que para 0S materiais
preparados com a técnica de spray € observado um efeito contrario, com a
mimetizacdo induzindo certa acdo das células de defesa.

Os resultados observados nos ensaios com células tumorais da mama indicam
primeiramente que as nanoparticulas de ferrita ndo encapsuladas podem estimular a
viabilidade destas células, ao passo que as particulas de magnetita apresentam um
provavel efeito toxico. De um modo geral, os nanocompdsitos preparados sem a
modificacdo com apatita parecem também estimular o crescimento e adesdo das
células tumorais. Contudo, ap0s a mimetizacdo destes materiais, observa-se um
grande aumento em sua interacdo com as células cancerigenas, que passa a responder
a presenca dos nanocompadsitos através da producdo de estruturas de aspecto fibroso.

Em alguns casos, como no ensaio do bio-NCP/ferrita/spray/apatita, fica clara a
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mudanca morfologica sofrida pela célula, passando a apresentar aspecto esférico que
pode indicar perda de adesdo até mesmo ser uma etapa de apoptose celular, o que
pode ser investigado com cautela no futuro.

Finalmente, 0 ensaio com 0 nanocomposito contendo o farmaco anti-tumoral
apresentou grande reducdo no numero de células cancerigenas, além de mudanca
morfolégica nas células remanescentes. Foi também observada uma grande
quantidade das estruturas fibrosas que sdo provavelmente extravasadas pelas células
como resposta ao contato com os materiais. Este resultado € particularmente
interessante, visto que os resultados apresentados no Capitulo 4 sugeriram que o
farmaco se encontram em uma forma inativa no interior do encapsulamento.
Entretanto, o bom resultado apresentado pelo ensaio in vitro corrobora a hipdtese de
que a inativacdo da molécula é reversivel apos sua liberacéo.

Tanto os resultados como a metodologia para produzir esses resultados sao
inovadores e foram desenvolvidos com a valiosa colaboracdo do Prof. Ramon Kaneno

do IB-UNESP.
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6. Desafios futuros

Neste projeto desenvolvemos um nanocompdsito magnético com potencial
aplicacdo no tratamento do cancer de mama. O trabalho foi desenvolvido seguindo-se
varias etapas gque passam pela sintese das nanoparticulas magnéticas e a busca por um
melhor entendimento na dinamica de formacdo de suas fases cristalinas, o
recobrimento polimérico destes materiais e a posterior modificacdo da superficie com
nanocristais de apatita. Finalmente, foi incluido a este sistema o farmaco anti-tumoral
paclitaxel, sequindo-se entdo a aplicacdo do nanocompdsito em ensaios in vitro.

Quanto a sintese das nanoparticulas existem ainda etapas a serem percorridas
haja vista o grande nimero de variaveis envolvidas no processo. Ainda, por vezes
esbarramos nas limitacGes técnicas devido ao arranjo dos materiais na escala
nonomeétrica, fazendo-se necessaria a combinagdo de diferentes técnicas de bancada
e/ou aquelas disponiveis em instalacfes que trabalham com radiagéo sincrotron ou de
néutrons.

Quanto ao recobrimento polimérico destas nanoparticulas e a posterior
modificacdo superficial com apatita, embora proporcionamos melhor compreensao

dos eventos envolvidos nestes processos, existem ainda grandes perspectivas e
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possibilidades para futuros trabalhos. Por exemplo, observamos recentemente a
possibilidade de prepararmos nanocompdsitos com diferentes caracteristicas
morfologicas e que provavelmente apresentardo propriedades fisicas, quimicas e
bioldgicas bastante distintas.

Quanto ao encapsulamento do farmaco em si, sdo ainda necessarios
experimentos sob o ponto de vista farmacoldgico, visando a avaliacdo da dindmica de
liberacdo da molécula bem como da eficiéncia de encapsulamento do farmaco no
nanocomposito. Foi possivel compreender as alteracbes na dinamica molecular do
farmaco ainda que a composicdo do bio-NCP tenha gerado desafios adicionais a este
estudo. Sob este ponto de vista, pode-se dizer que apresentamos uma nova
metodologia para que estes estudos sejam feitos, combinando técnicas de
espalhamento de néutrons e raios X com resultados tedricos obtidos por calculos de
DFT. Em trabalhos futuros, temos como objetivo uma melhor compreenséo acerca da
dindmica molecular do farmaco apos a liberacdo, para a qual apresentamos 0s
primeiros resultados nesta tese. Para este estudo, os dados referentes ao farmaco
encapsulado serdo de grande relevancia, visto que estes oferecerdo informacdes
acerca da origem de possiveis alteracdes moleculares na droga liberada.

Finalmente, foram apresentados resultados referentes aos ensaios bioldgicos
com 0 bio-NCP + PTX bem como com outros nanocompositos preparados. Pode-se
dizer que os primeiros resultados sd@o de fato encorajadores e, mesmo que sejam
analises estritamente morfoldgicas, mostram que a estrutura proposta para 0 material
funciona para o tratamento e diagnostico propostos e, principalmente, que o conceito
envolvido em sua sintese e preparo, merecem atencdo especial. Existe ainda grandes

desafios no que diz respeito a ensaios bioldgicos, in vitro e posteriormente in vivo.
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