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Resumo

O cancer ¢ resultado de uma série de alteracdes genéticas que ocorrem ao acaso, nao
existindo casos geneticamente idénticos. A variedade de tipos de cancer origina-se dos
diferentes tipos celulares, combinados a vasta possibilidade de mutagdes que desencadeia
outras patologias, tornando a cura do cancer um grande desafio. Estes fatos conduzem a
adogdo de uma grande diversidade nas medidas terapéuticas e/ou condutas clinicas para seu

diagnostico e tratamento.

A utilizagdo de nanoparticulas magnéticas ¢ uma alternativa interessante para
diagnosticar tais doencas. Estas estruturas servem como agentes de contrastes em Imagens por
Ressonancia Magnética (IRM) ou Biossusceptometria de Corrente Alternada (BAC). Sendo
possivel utilizd-las também como agentes de terapia, carreando medicamentos
anticancerigenos e/ou gerando calor (hipertermia). Por serem constituidas de material
magnético, as nanoparticulas podem ser manipuladas por um gradiente de campo magnético
externo, resultando em muitas aplicagcdes que envolvem o transporte e / ou imobilizagdo em
células alvo especificas. Resumindo, as nanoparticulas magnéticas podem ser utilizadas como

marcadores para diagndstico, carreadores e agentes de hipertemia para a terapia do cancer.

Neste trabalho a superficie de materiais magnéticos, ferrita de manganés e zinco, foi
revestida com quitosana através do método de micela reversa, a fim de promover a
incorporagdo seletiva dos nanocompodsitos pelas células cancerigenas. Foram realizadas
variacoes em parametros do processo de sintese desses nanocompdsitos, sendo eles, a
Propor¢do de Ferrita/Quitosana, Quantidade de Oleo, Quantidade Total de Agua e
Porcentagem de Acido Acético, e essas amostras foram comparadas a um padrdo, para
analisar possiveis meios de otimizagao dessas estruturas. A condi¢do que apresentou melhores
resultados, que se manteve sendo a padrdo, foi submetida a testes celulares primarios com

células cancerigenas, comprovando a absor¢ao das nanoparticulas pelas células.

Palavras — chave: nanocompositos, nanoparticulas, quitosana, ferrita, diagndstico, terapia.
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Abstract

Cancer is the result of a series of genetic changes that occur randomly, with no
genetically identical cases. A variety of types of cancer stems from the different cell types,
combined with vast possibility of mutations that trigger other diseases, making a cure for
cancer a major challenge. These facts lead to the adoption of a wide diversity in the

therapeutic measures and / or clinical procedures for its diagnosis and treatment.

The use of magnetic nanoparticles is an interesting alternative to diagnose such
diseases. These structures serve as contrast agents for Magnetic Resonance Imaging (MRI) or
alternate current biosusceptometry (BAC). It is also possible to use them as agents of therapy,
carting anticancer drugs and / or generating heat (hyperthermia). Since it is formed by
magnetic material, the nanoparticles can be manipulated by an external magnetic field
gradient, leading to many applications involving the transportation and / or target specific cell
immobilization. In short, the magnetic nanoparticles can be used as markers for diagnosis and

carrier agents for hyperthermia cancer therapy.

In this work the surface of magnetic material, ferrite of manganese and zinc, was
coated with chitosan by the method of reverse micelle in order to promote the selective
incorporation of nanocomposites by cancer cells. Variations in parameters of the synthesis
process of these nanocomposites were performed, namely, the ratio of ferrite / chitosan, Oil
Volume, Total Water Volume and Percent of Acetic Acid, and these samples were compared
to a standard, to analyze possible way to optimize these structures. The condition that
presented the best results was that named standard. The primary cell tests with cancer cells

proved the absorption of nanoparticles by cells.

Keywords: nanocomposites, nanoparticles, ferrite, chitosan, diagnosis, therapy.
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1 — Introduc¢ao

Organizagdo Mundial da Saude (WHO, World Health Organization) e Instituto
Nacional do Cancer (INCA) definem "cancer" como células que se diferenciam das demais,
crescendo rapidamente de forma desordenada (neoplasias). O acumulo destas células
cancerosas dd origem a tumores, que por sua vez podem migrar para tecidos préximos ou
mesmo Orgaos distantes, processo conhecido como metastase.

As células eucariontes, com as quais somos constituidos, sdo formadas basicamente
por trés partes: a membrana que ¢ a parte mais externa da célula; o citoplasma, que € o corpo
da célula; e o nucleo, que contém os cromossomos, 0s quais sdo compostos de genes. Os
genes sdo por sua vez "arquivos" que guardam e fornecem instru¢des para a organizacgao das
estruturas, formas e atividades das células no organismo. Toda a informacdo genética
encontra-se inscrita nesses genes, na forma de "memodria quimica" em acido
desoxirribonucléico (DNA).

O fato de toda a informagdo genética estar dentro de cada célula proporciona grande
versatilidade e autonomia, mas, por outro lado pode ser um risco, caso mutacdes genéticas
que alteram o DNA acontecam nas células. Assim, passarao a realizar fun¢des de forma
equivocada e essas células diferentes sdo denominadas de cancerosas.

A variedade de tipos de cancer origina-se dos diferentes tipos celulares. Por exemplo,
¢ tratado como sarcoma se a origem do cancer acontecer nas células conjuntivas; quando se
origina de células epiteliais o cancer ¢ chamado de carcinoma. As causas sdo variadas,
podendo ser externas como, por exemplo, traumas, exposi¢cdo a agentes quimicos ou
bioldgicos, ou internas ao organismo como mudancas hormonais, hereditariedade, deficiéncia
do sistema imunoldgico, entre outras (INCA, 2012).

A vasta combinag¢do de mutagdes desencadeia outras patologias, tornando a cura do
cancer um grande desafio. Apos a célula sofrer mutacdes irreversiveis e se tornar cancerosa
ela se multiplica mais rapidamente do que as normais devido a auséncia de resposta a fatores
de inibi¢do de crescimento e evasdo ao processo de apoptose (morte celular “programada”).
Elas também poderdo produzir novos vasos sanguineos, chamados angiogéneses, e invadir
tecidos saudaveis (INCA, 2012). Sendo as células tumorais pouco especificas em suas
fungdes organicas, os tecidos invadidos acabam perdendo suas funcionalidades com o tempo e
como conseqiiéncia o 6rgdo entra em faléncia. Esse € s6 o inicio do processo denominado
carcinogénese que normalmente ocorre de forma lenta, podendo levar longos periodos até que

as manifestagcdes da doencga sejam clinicamente observadas.
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O cancer ¢ resultado de uma série de alteragdes genéticas que ocorrem ao acaso, nao
existindo casos geneticamente idénticos. Cada tipo de cancer apresenta variados graus de
malignidade e/ou agressividade de acordo com sua localiza¢do e os tipos celulares que lhe
deram origem. Estes fatos conduzem a adog¢dao de uma grande diversidade nas medidas
terapéuticas e/ou condutas clinicas para seu diagnostico e tratamento. Sendo assim, a diagnose
e o tratamento clinico a serem empregados para conter a evolugdo, disseminagdo e possivel
eliminagdo do cancer sdo variados e requer cuidadosa sele¢cao de uma ou mais intervengdes,
tais como: cirurgia(s), radioterapia(s), quimioterapia(s), transplantes entre outros.

Para determinados casos, o tratamento cirurgico pode ser uma op¢do adequada.
Entretanto os riscos sdo os mesmos que dos diversos procedimentos cirdrgicos como
complicacdes durante a operacdo, alteragdes fisioldgicas e mutilagdes. No caso do cancer de
mama, as cirurgias consistem na remoc¢ao parcial ou total da mama e de nddulos linfaticos
adjacentes. Esse procedimento, além de efeitos psicologicos como na auto-estima das
pacientes, pode causar efeitos colaterais como, fraqueza e incomodo no braco adjacente a
cirurgia, suor nas maos, entre outros (Wang, et. al. 2011).

A radioterapia conta com fontes de radiagdo ionizante (eletromagnéticas ou
corpusculares) que sdo utilizadas para extirpar ou impedir o crescimento tumoral em
conseqiiéncia das diversas reagdes quimicas que restringem a multiplicagdo e/ou o
funcionamento normal das células. Podem ser realizadas de forma externa ou cirurgica
(braquiterapia). No tratamento com radiagdo externa, um aparelho (elétrico, acelerador linear
ou contendo radioisdtopos) emite radiacdo sobre a regido onde se encontra o tumor. Na
braquiterapia, a radiacdo ¢ aplicada através da introducdo de um radiois6topo na regido
tumoral. Estes tratamentos podem atingir tecidos sauddveis circunvizinhos ao(s) tumor(es),
causando efeitos indesejados.

As quimioterapias sdo tratamentos voltados para combater e eliminar tumores através
do uso de antineopldsicos variados que causam efeitos citotoxicos em células tumorais
inibindo a evolugdo do tumor por ataque a passos metabolicos essenciais a proliferagao
celular. Freqiientemente sdo aplicados via venosa, podendo também ser administrados via
oral, intramuscular, subcutinea, e outras. Quando administrados, os antineoplasicos se
misturam aos fluidos corporais e sdo distribuidos sistemicamente, podendo atingir ndo
somente o alvo pré-estabelecido ou ainda, a distribuigdo sistémica pode nao ocorrer da forma
desejada. Nessas condicdes o farmaco atua tanto em células tumorais como também nas
células saudaveis causando efeitos adversos. Seus efeitos terapéuticos também podem nao ser

plenamente alcangados sendo muitas vezes requisitadas doses elevadas de antineoplasicos.
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A utilizacdo de nanoparticulas magnéticas ¢ uma alternativa interessante para
diagnosticar tais doencas. Estas estruturas servem como agentes de contrastes em Imagens por
Ressonancia Magnética (IRM) ou Biossusceptometria de Corrente Alternada (BAC), uma
técnica ainda pouco experimentada para a deteccao de células tumorais. Outra vantagem da
utilizagdo de nanoparticulas magnéticas ¢ que elas servem também como agentes de terapia,
carreando medicamentos anticancerigenos e/ou gerando calor (hipertermia) (PANKHURST,
et.al. 2003). Sendo as nanoparticulas constituidas de material magnético, podem ainda ser
manipuladas por um gradiente de campo magnético externo (guiadas até o local de interesse).
Esta possibilidade de controle a distancia, combinada com a penetrabilidade intrinseca de
campos magnéticos em tecido humano, resulta em muitas aplicagdes que envolvem o
transporte ¢ / ou imobilizacdo de nanoparticulas magnéticas, ou entidades bioldgicas
magneticamente marcadas por essas particulas (Wang, et. al. 2011).

Resumindo, as nanoparticulas magnéticas podem ser utilizadas como marcadores, para
diagnostico, e carreadores e agentes de hipertemia, para a terapia do cancer. Contudo, o
desafio se encontra na obtengdo de materiais com tamanho nanométrico e propriedades
magnéticas adequados, respeitando as condi¢des fisicas (campo magnético, freqiiéncia,
citotoxidade e outras) que o organismo humano suporta. (AMERICO, et. al. 2010). Nao
menos importante, promover a incorporacao seletiva dos materiais magnéticos pelas células
do cancer ¢ outro grande desafio.

Neste trabalho a superficie dos materiais magnéticos a base de Mng;5Zng,sFe,0s,
desenvolvidos no grupo (MARTINS, et. al. 2014), foi modificada, afim de promover a
incorporagdo seletiva destes pelas células cancerigenas.

Nos ultimos anos, o polimero quitosana tem-se destacado nas diversas aplicacdes
devido as caracteristicas como nao toxicicidade, biocompatibilidade, biodegradabilidade e
propriedades antifingicas e bactericidas (COSTA, et al, 2006 ). O uso desse polimero varia
desde na engenharia de tecidos 6sseos (MARTINO, SITTINGER e RISBUD, 2005; KONG et
al, 2006) até carreadores de drogas e pode ser funcionalizados para promover interacdes
especificas do tipo antigeno/anticorpo com drogas (FELT, BURI e GURNI, 1998).
Componentes como anticorpos monoclonais, peptideos, compostos magnéticos, hormonios,
proteinas, lecitinas, entre outros, podem ser adicionados ao sistema de liberacao de farmaco
(DDS — Drug Delivery Systems) e direciona-los a uma regido especifica.

Diversos métodos podem ser empregados para revestir nanoparticulas magnéticas com
quitosana. Dentre estes citam-se os métodos de emulsdo, coacervagdo e precipitacdo

(AKBUGA e DURMAZ, 1994), secagem com spray (HE, DAVIS e ILLUM, 1999), técnica
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de micelas reversas, entre outras. Esta ultima tem como base a dissolu¢do de um surfactante
em solvente organico e posterior adi¢do, sob agitagdo constante, de solugdo aquosa composta
de quitosana e ceramica a ser revestida. Sao formadas micelas reversas de formato esférico
que, com a adi¢cdo de solugdo alcalina e agente reticulante, adquirem estabilidade em sua
conforma¢do (BANERJEE et al, 2002). A grande vantagem deste método estd na
possibilidade de se obter nanoesferas com tamanhos uniformes e até inferiores a 10 nm
(AGNIHOTRI, MALLIKARJUNA, e AMINABHAVI, 2004).

Além da possibilidade de serem guiadas, devido as propriedades magnéticas dos
nanocompdsitos, muitos medicamentos que tém problemas de estabilidade, insolubilidade em
agua, baixa seletividade, toxicidade elevada, efeitos secundérios, entre outros, podem ser
encapsuladas e transportadas. Os nanocompdsitos a base de quitosana podem constituir um
DDS, cuja vantagem ¢ a liberagdo lenta e controlada de farmaco, evitando super ou sub

dosagens, aumentando a eficacia e reduzindo a toxicidade para células sadias.

2 — Fundamentos

2.1 — Método de Micelas

Micelas sdo agregados moleculares, onde tanto as moléculas que as constituem
(anfipaticas ou anfifilicas) como os agregados possuem ambas as partes ou regides estruturais:
hidrofilica e hidrofobica. Dinamica e espontaneamente as moléculas anfipaticas se associam
formando agregados moleculares, geralmente globulares: se os agregados formarem em
solucdo de constante dielétrica alta (polar), como a 4agua, a micela se forma expondo a parte
hidrofilica, para interagir com solvente polar, e a parte hidrofobica ¢ projetada para o interior
da micela onde ¢ estabilizada por interacdes do tipo van der Waals (ver Figura la); se a
solugdo for apolar, forma-se a chamada micela reversa (Figura 1b).

Embora ndo sejam estequiométricos, as micelas sdo termodinamicamente estaveis e
facilmente reprodutiveis: a tendéncia da regido hidrofébica de evitar contato com agua (no
caso da solucdo ser polar) leva a associagdo das moléculas em micelas para proteger o centro
interno hidrofébico e ao alinhamento da cabecga hidrofilica (capa) para atuar com a solugdo
polar. Comportamento andlogo e contrario ¢ valido quando em contato com a solugdo apolar.
Contudo por questdes estéticas, esses agregados formam espontaneamente se 0 componente
anfifilico estiver acima de uma determinada concentragdo, chamado concentragdo micelar

critica (CMC).
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Qualquer que seja o tipo (micela normal ou reversa), podem seqiiestrar solugdes no
seu interior, sendo que seu tamanho depende das condi¢des do meio, cujas variaveis podem
ser usados no controle do tamanho do agregado e no tamanho e forma do material a resultar
da solugdo compartimentada interiormente. E usada freqiientemente na sintese de
nanoparticulas, sendo estas de menor didmetro com estreita distribuicdo de tamanho quando
comparadas com as preparadas por métodos convencionais de polimerizagdo em emulsdo

(GOYMANN, 2004).

ol § A //'. apolar
75

a) micela normal b) micela reversa

FIGURA 1: MODELO ESQUEMATICO DE COMO ACONTECE A FORMAGCAO DOS DOIS
TIPOS DE MICELAS
A) MICELA NORMAL, B) MICELA REVERSA. FIGURA ADAPTADA DE CAMILO ( 2006).

O método de micelas reversas pode ser usado para encapsular nanoparticulas
magnéticas com quitosana. A ultima ¢ um polissacarideo amino, derivado do processo de
desacetilacdo da quitina, que constitui a maior fracdo dos exoesqueletos de insetos e
crustaceos. Sendo assim, € considerado como segundo composto organico mais abundante na
natureza, ficando atras apenas da celulose. Enquanto a quitina ¢ inerte e insoluvel, a quitosana
¢ reativa e solivel em 4cidos fracos, podendo ser caracterizada como um polieletrolito
cationico, sendo geralmente purificada na forma neutra. Sua estrutura ¢ formada pela
repeticdo de unidades B-(1->4)-2-amino-2-desoxi-D-glucose (ou D-glucosamina). A formula
molecular genérica pode ser expressa como (CgH,104N),, e esta ilustrada na Figura 2. O
encapsulamento pode ser feito a partir de uma suspensao de particulas magnéticas em solucao
de quitosana, produzindo um sistema de emulsdes reversas de 4gua em o6leo, onde o meio de

solubilizacao ¢ um solvente apolar e as micelas sdo, dessa forma, de estrutura reversa.
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FIGURA 2: REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA ESTRUTURA PRIMARIA DA
QUITOSANA, SENDO N O GRAU DE POLIMERIZACAO. FIGURA ADAPTADA DE
ASSIS; SILVA (2003)

O meio de solubilizagdo apolar podem ser varios: parafina, 6leo de soja, hexano etc,
sendo a parafina uma substancia de baixa toxicidade.

Surfactantes sdo substancias conhecidas pela propriedade de melhorar a dispersao das
micelas. S3o moléculas anfipaticas na esséncia que tendem a se distribuir nas interfaces entre
as fases fluidas com diferentes graus de polaridade (6leo/agua e agua/dleo) alterando as
propriedades superficiais e interfaciais de um liquido. Surfactante ¢ uma palavra que deriva da
contracdo da expressdo “‘surface active agent” (agente de atividade superficial) e a palavra
"tensoativo" em portugués ¢ usada para designar o mesmo tipo de substancia. A propriedade

fundamental e importante dos surfactantes ¢ a tendéncia de diminuir a concentracdo micelar

critica (CMC) tornado seu uso adequado para uma ampla gama de aplicacdes industriais
envolvendo: detergéncia, emulsificacdo, lubrificacdo, capacidade espumante, capacidade
molhante, solubilizacdo e dispersdao de fases. Em outras palavras, os sulfactantes tendem a
diminuir o tamanho das micelas. Normalmente, substancias como acidos graxos insaturados
ou acidos como sulfurico, sulfonico e fosforico ligados como substituinte de hidrocarnoneto
saturado ou insaturado sdo empregados como surfactante. (GEER, EYLAR e ANACKER,
1971).

2.2 — Propriedades magnéticas dos nanocompasitos.

Os nanocompositos magnéticos sao constituidos basicamente de um nucleo magnético,
envolvido por uma camada polimérica com sitios ativos ou ndo, que podem ancorar metais ou
compostos organicos seletivos. Estas particulas podem ser consideradas como materiais
hibridos, organico — inorganicos, com a particularidade de que suas propriedades, que ndo sao
encontradas nos materiais convencionais. As propriedades magnéticas dos nanocompositos

sdo resultado do seu nicleo magnético que € encapsulado.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Concentra%C3%A7%C3%A3o_micelar_cr%C3%ADtica
http://pt.wikipedia.org/wiki/Concentra%C3%A7%C3%A3o_micelar_cr%C3%ADtica
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O magnetismo ¢ uma propriedade cuja natureza ¢ de origem elétrica, e esta
relacionada com carga em movimento, ou seja, as propriedades magnéticas dos materiais tém
sua origem na estrutura eletronica de seus atomos. Sao dois movimentos associados ao elétron
e que podem explicar a origem dos momentos magnéticos: o movimento orbital do elétron ao

redor do nticleo, e 0 movimento “spin” do elétron, ao redor do seu proprio eixo.

Momento magnético Momento magnético
orbital  despin

_ eletron
CA (
aticleo . eletron
(@) (®)

FIGURA 3: ESQUEMATIZACAO DAS CONTRIBUICOES DOS MOMENTOS
ORBITAIS DO NUCLEO. A)MOMENTO MAGNETICO ORBITAL B)
MOMENTO MAGNETICO DE SPIN

Em cada atomo, os momentos magnéticos de orbital e de spin do conjunto de todos os
elétrons se acoplam e, portanto, 0 momento magnético total de um adtomo multieletronico, € a
soma dos momentos magnéticos de todos os seus elétrons, resultado das somas e
cancelamentos das duas contribui¢des (spin e orbital).

Quando um material ¢ submetido a um campo magnético externo (H), ¢ originado,
como resposta, um campo de magnetizagdo do material (M). Uma vez que M resulta da

aplicacdo de H, ¢ aceitavel que eles sejam proporcionais e a variavel de proporcionalidade € a

M = xH

susceptibilidade magnética do material (y). Cada material possui uma susceptibilidade
magnética caracteristica e, sendo assim, cada um responde ao campo magnético aplicado de
uma forma diferente.

A maioria dos materiais exibe magnetismo reduzido e somente na presenga de um
campo magnético externo responde de maneira distinta interagindo e alinhando com os seus
momentos de dipolo magnéticos. A susceptibilidade magnética de cada material permite

classificd-los em 5 categorias: diamagnéticos, paramagnéticos, antiferromagnéticos,
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ferromagnéticos e ferrimagenticos. O prefixo refere-se a natureza das interagdes de ligacao

entre os dipolos dentro do material. (CULLITY, 1972; JILES, 1991).

e Materiais diamagnéticos: pequenos valores ¢ negativos de y (ou seja, o campo de
magnetizacdo opde-se ao campo aplicado e desaparece quando se retira o campo

aplicado). Ex.: Zn Cd Cu, Ag, Sn;

e Materiais Paramagnéticos: pequenos valores e positivos de x (o campo de

magnetizacdo desaparece quando de retira o campo aplicado). Ex.: Al, Ca, Pt, Ti;

e Materiais Ferromagneticos: y ¢ grande (>1). O campo de magnetizagio mantém-se

quando se remove o campo aplicado. Ex.: Fe, o Ni e o Co;

e Materiais  Antiferromagnéticos: x=0. Os dipolos magnéticos alinham-se

antiparalelamente. Ex.: Mn, Cr;

e Materiais Ferrimagnéticos: os ions t€ém dipolos magnéticos de intensidade diferente.
Logo existe sempre um momento resultante. Ex.: ferritas, magnetitas, em geral 6xidos

metalicos.

As ferritas de formula geral AB,O,4 tem estrutura do tipo espinélio invertido, onde os
cations de valéncia 2+ e 3+ sdo distribuidos, respectivamente, nos sitios tetraédricos (A) e
octaédricos (B) do reticulo cristalino. Os vértices sio ocupados por atomos de oxigénio (O”)
formando um arranjo cubico de face centrada. Considerando que a espécie O* &
magneticamente neutra, as propriedades magnéticas dos espinélios dependem do tipo de
cation que ocupam tais sitios. (ZINIDARSIC e DROFENIC, 2000; DIAS et al., 2005;
CALLISTER e WILLIAM, Ciéncia Engenharia de Materiais).

A classe das ferritas AFe,O4 (ferrimagnéticos) retine os principais quesitos de
propriedades (quimicas, fisicas e biologicas) e custo para aplicagdo como biomarcador
magnético. Para essa classe de material, espera-se que a espécie Fe’™ ocupe o sitio octaédrico
onde os momentos de spin se alinham paralelamente ao campo aplicado. Entretanto, este

cation pode ocupar um sitio tetraédrico, quando os momentos se alinham antiparalelamente e
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a magnetizag¢do liquida reduz em consequéncia do seu cancelamento com os do outro sitio.
Essa inversdo na ocupacgdo de sitios ¢ frequente e depende da composicdo e método de
preparacdo. As ferritas sdo entdo desenvolvidas modificando, entre outras varidveis, as
experimentais para otimizar a susceptibilidade magnética.

No que concerne a obtencao de materiais com propriedades estruturais € magnéticas
adequadas, trabalhos com tal objetivo estdo em curso em um grupo de pesquisa da mesma
equipe no Departamento de Quimica e Bioquimica do Instituto de Biociéncias da Unesp
Botucatu. Em detalhes, desenvolvem-se ferritas de manganés e zinco de férmula geral
Mn,Zn(; xFe 04, onde 0,15<x<0,30, monofésica, com baixa impureza e baixa porosidade para
minimizar as perdas magnéticas (MARTINS, et. al. 2014).

A elevada area superficial e as propriedades magnéticas das nanoparticulas magnéticas
podem limitar possiveis aplicagdes como biomaterial, ou ainda como materiais cataliticos e
em remediagdes ambientais. Atribui-se o fato a rapida oxidacdo e hidrdlise provocada pelo
ambiente ou pelas condigdes experimentais convencionais, além da facil agregagao, ou seja as
nanoparticulas tendem a se juntar, formando aglomerados. Uma solu¢do para este problema
pode ser o recobrimento dessas particulas magnéticas com materiais poliméricos ou
inorganicos biocompativeis. Além de atender as vantagens de recobrir, a quitosana possui
uma estrutura linear com grupos amino livres abundantes, promovendo uma reticulagio ionica
com ions multivalentes, permitindo ligagdes quimicas com diferentes moléculas, que poderao
ser agregadas para funcionalizar a superficie, servindo de sitios de interagdo com células alvo.

A presenca de resposta a magnetiza¢ao destas particulas possibilita sua aplicacdo
como agentes de contraste na formagdo de imagens por ressonancia magnética nuclear
(IRMN) (PANKHURST, et.al. 2003) e Biossusceptometria de Corrente Alternada (BAC),
uma técnica pouco experimentada para a detec¢do de células tumorais.

A ultima técnica foi originalmente desenvolvida para avaliar fungdes gastricas e se
baseia no transito ou acumulo de um material magnético em um determinado tecido. Ao
aplicar um campo magnético alternado externo, variacdes de fluxo magnético, devido a
presenca material magnético, sdo captadas por bobinas de indugdo as quais sdo instaladas em

diversas posi¢des do corpo.
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A Ressonancia Magnética baseia-se no comportamento de nucleos atomicos em um
campo magnético, em particular, na orientagdo e movimento do momento magnético do
nucleo no campo. Ela ¢ o resultado da diferenca na intensidade do sinal que cada tecido
produz em resposta ao pulso da radiofreqliéncia. Primeiramente, um campo magnético forte ¢
usado para polarizar parcialmente os momentos dos protons. Um pulso de radiofreqiiéncia
(RF) ¢ entdo aplicado para alterar o estado fundamental dos protons e durante esse pulso,
alguns dos sinais da radiofreqiiéncia sao absorvidos pelos protons causando o “flip” (estado
de energia mais alto) no campo magnético. Ao final do pulso, os protons relaxam voltando
para um estado de energia mais baixo liberando uma radiacao eletromagnética. Seu sinal ¢é
entdo registrado na bobina e convertido numa imagem.

Os fatores que governam a técnica de IRMN sdo basicamente a densidade de prétons e

RF Energy
NNN

= \f\—

EXCITATION

RELAXATION

L= —Energy —3

FIGURA 4: ESQUEMA ILUSTRATIVO DO PROCESSO
DE FORMACAO DA IMAGEM POR RESSONANCIA
MAGNETICA. FIGURA ADAPTADA DE HOBBIE, 2007.

o tempo de relaxagdo magnética, e o desequilibrio desses fatores, ao ser detectado, ¢
registrado como imagem.

O desenho de novos agentes de contraste ¢ de grande interesse tendo em vista a
possibilidade do mesmo material produzir contraste adequado para BAC e IRMN e gerar
calor necessario para destruir o tecido maligno quando submetido a um campo magnético
alternado de baixa freqiiéncia. No caso do RMN, o mesmo material (composto a base de
nanoparticulas magnéticas) e o mesmo equipamento de IRM (devidamente modificado para a
aplicacdo de campos alternados) sejam utilizados seqiiencialmente para diagndstico e terapia

em uma unica sessdo.
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3 — Objetivo

O presente trabalho teve por objetivo modificar a superficie da ferrita de manganés e
zinco de formula Mng7s5Zng,sFe,O4, preparado por coprecipitagdo, encapsulando-a com
quitosana. Em especial, objetivou determinar as melhores condigdes para encapsular

estudando a influéncia das variaveis que afetam na formacao de micelas.

4 — Materiais e Métodos
Os reagentes utilizados na sintese foram:

e  Mn(NOs;), (Sigma, 97,0%)

e  Zn(NO;),.9H,0 (Aldrich, 99,0%)

e Fe(NO;).9H,0 (Aldrich, 98%)

e NaOH (Aldrich, P.A))

e Quitosana (Aldrich, P.A.)

e Acido Acético (J.T. Baker, 99,8%).
e Parafina (Sigma-Aldrich, P.A.)

e Acido Oleico (Aldrich, P.A.)

e Glutaraldeido (Aldrich, P.A.)

A 4agua utilizada tanto para lavagem dos materiais como para a preparagdo das
solugdes foi aquela purificada pelo sistema de marca Millipore, modelo Direct-Q ou obtida no
sistema Elga, modelo Purelab Ultra agua. A resistividade da 4gua proporcionada era de
18,3 MQ em™,

4.1 — Preparacio de compdsitos

4.1.1 - Preparacio da ferrita Mny ;5Zn,,sFe,0,

A sintese da ferrita de composi¢do nominal Mny;sZng,sFe,0, consistiu primeiramente

da dissolugdo de quantidadse estequiométricas dos sais: Mn(NOs),, Zn(NO3),.9H,0 e



XXV

Fe(NO;).9H,0, em agua. Separadamente, foi preparada uma solucdo de NaOH a 0,1mol/L, a
qual foi aquecida a 90°C<T<100°C. A solugio contendo os cations Mn?>", Zn*" ¢ Fe’" foi
entdo adicionada lentamente sob agitagdo a solugdo de NaOH e, posteriormente, mantida
aquecida durante 1h. Apos resfriar, as particulas foram lavadas decantando-as com o auxilio
de um ima e descartando a solug@o sobrenadante até que o pH da solugdo atingisse um valor
proximo a 7,0. A concentra¢do da suspensdo final foi controlada para que tivesse 40mg/mL
em ferrita. As particulas foram submetidas a caracterizagdo fisica mediante microscopia
eletronica de varredura (MEV), difracao de raios X (DRX), teste de magnetizagao e estudo
reologico (pH isoelétrico). Tanto a preparagao da ferrita como a caracterizagdo foi conduzido
pelo aluno de Iniciacdo Cientifica, Jodo Paulo Ruiz Lucio de Lima Parra, ¢ de doutorado
Murillo Longo Martins (Programa de Pos-graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Materiais,

UNESP).

4.1.2 - Revestimento da ferrita Mn, ;5Zn,,sFe,O, com quitosana

O método utilizado para recobrir as nanoparticulas de Mny 75Zny,sFe,O, foi o de micela
reversa. Escolheu-se esse método por permitir o "co-encapsulamento" de droga apolar como o
taxol (paclitaxel), considerado um antitumoral eficiente e indicado para tratamento de
carcinomas avancados e como coadjuvante com quimioteratpia no cancer de mama. (Maitra,
et. al. 1999 e Mertins, 2008)

Inicialmente, foram preparadas duas solugdes ou misturas. A primeira delas consistiu
da dissolugcdo da quitosana numa solugdo de 4gua e 4cido acético. Quando a dissolugdo se
completou adicionou-se a ferrita, mantendo a mistura sob agitacdo. A suspensdo resultante foi
denominada de Mistura A. Variou-se a quantidade de acido acético e o volume de agua
utilizado, conforme indicada na Tabela 1.

Em outro recipiente, o acido oleico (surfactante) foi disperso em parafina (solvente
apolar). Essa mistura ¢ submetida a agitacdo intensa até ficar homogénea. A Mistura A
contendo material magnético e polimero ¢ entdo adicionada a esta solugdo apolar para a

formagao das micelas, os quais foram mantidas sob uma agitagdo vigorosa.
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Misturade
Quitosana
diluida +
Ferrita

Meio de
dispersdo com
parafina+ Acido
Oleico

A mistura do material
magnético com o polimero
foi dispersa no meio apolar,

afim de se obter micelas
reversas.

FIGURA 5: ESQUEMA DO PROCESSO DE SINTESE PELO METODO DE MICELA REVERSA

Quando as particulas estavam dispersas, adicionou-se o glutaraldeido. A agitacdo foi
diminuida, para apenas manter o material suspenso. Apds duas horas de reacdo, para
reticulagdo com glutaraldeido, a amostra foi lavada com alcool e submetida a sedimentacao
por centrifugacdo (marca Jouan, modelo 1812) com uma velocidade de aproximadamente
7500rpm, por cerca de 5 minutos a 12°C. O sobrenadante foi entdo descartado. Repetiu-se
duas vezes esse procedimento de lavagem. Em seguida, lavou-se da mesma maneira com
acetona e cloroférmio e secou-se em estufa para eliminacao dos solventes.

Os pardmetros variados na preparacdo do compodsito foram quatro: proporgao
Ferrita/Quitosana, quantidade de parafina, porcentagem de 4cido acético e quantidade total de
agua, conforme indicados na Tabela 1, a fim de estudar a influéncia destas varidveis na

morfologia do composito resultante.

TABELA 1: PARAMETROS UTILIZADOS NO RECOBRIMENTO DA
FERRITA COM QUITOSANA.

Amostra Propor¢cao | Quantidade | Quantidade |Porcentagem
em massa | de Parafina Total de de Acido
F/Q (mL) Agua (mL) | Acético (%)
1 2/1 50 3 4
2 1/1 50 3 4




3 vz 50 3 4
4 2/1 100 3 4
5 2/1 50 1 4
6 2/1 50 2 4
7 2/1 50 3 2
8 2/1 50 3 10
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As amostras assim obtidas foram submetidas a seguintes analises: (i) Microscopia

Eletronica de Varredura (MEV), para analise morfoldgica e (ii) testes bioldgicos com células

do cancer do colon.

4.2 - Caracterizacao fisica do composito

4.2.1 - Difratometria de Raios X (DRX)

A formagao da ferrita sob estrutura de espinélio, para o material preparado conforme o

procedimento descrito no item anterior, foi verificada mediante difratometria de raios X

(DRX) utilizando um equipamento da marca Rigaku, modelo Ultima VI (radia¢do K, do

cobre de comprimento de onda 1,5452A, munido de monocromador) do Centro de Ciéncia e

Tecnologia de Materiais do IPEN, sob colaboracio do Prof. Luis Gallego Martinez e

doutorando Rodrigo Ichikawa (Programa de Pos-graduacdo em Tecnologia Nuclear,

USP/IPEN). Para obten¢do de padrdes de difracdo com intensidades adequadas, as medidas

foram feitas no modo de tempo fixo, com tempo de coleta de 2s e passo de 0,02 graus,

variando o angulo de andlise (20) de 10 a 100 graus. A identificacdo das fases presentes nas

amostras foi feita confrontando-se o perfil de difragdo experimental com os perfis do banco de

padrdes de difracdo para estruturas cristalinas ICCD (Versdao PDF-2).
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4.2.3 - Microscépia Eletronica de Varredura (MEV)

As amostras preparadas conforme o procedimento descrito no item anterior foram
dispersas em alcool isopropilico com o auxilio do banho ultrassonico (Unique, modelo USC
1800). Pequenas gotas foram colocadas sobre laminulas de vidro, colada sobre a base ("stub")
em aluminio. As amostras foram entdo secas, metalizadas com ouro (Au) numa espessura de
30nm num equipamento da Balzers, modelo MED 010, e analisadas num microscopio
eletronico de varredura marca FEI, modelo Quanta 200, equipado com detector de elétrons
secundarios, elétrons retroespalhados e energia dispersiva de raios X (EDX). Para a
constru¢ao de imagens foi utilizada o detector de elétrons secundérios (Everhart-Thornley);
para andlise semiquantitativa dos elementos utilizou-se um detector de EDX da Oxford,

modelo Inca 250P20, onde os elétrons foram acelerados a uma diferenca de potencial de 25kV.

4.3 - Teste com células cancerigenas do célon

O compdsito magnético foi suspendido em uma solugdao de NaCl a 0,7%, esterilizado
em uma autoclave e diluido em uma solucao tampao fosfato salino (PBS) estéril. Em seguida
foi adicionado a cultura (sobre laminula) de células cancerigenas do célon (HCT 116) em
quantidade suficiente para uma concentra¢do de 100ug/mL de nanocompdsito e mantida em
contato com as células por 2h a 37°C para verificar a afinidade. Apds 2h, uma solugdo de
glutaraldeido (2,5%) foi adicionado ao meio para fixar e interromper a atividade celular e nela
mantido por pelo menos 24h. A amostra foi entdo desidratada usando uma sequencia de
solucdes com teor crescente de alcool etilico (de 7,5% a 100%) e submetido a secagem acima
do ponto critico (secagem supercritica) em CO, (num equipamento da Balzers, modelo CPD
020). Os espécimes foram metalizados com ouro (Balzers, modelo MED 010) e examinados
no Microscopio Eletronico de Varredura da FEI, modelo Quanta 200, usando detector de
elétrons secundarios (Everhart-Thornley) e de EDX (potencial de aceleragdo, 25kV).

Como controle negativo, o teste foi feito da mesma maneira com células HCT 116,

porém sem o contato com os nanocompositos.
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Em tempo, as células HCT 116 foram cultivadas sobre laminula, no dia anterior ao
teste, a 37°C. A laminula foi previamente revestida com polilisina (DEDAVID, GOMES e
MACHADO 2007) e colocada em pogos da placa de cultura. A cultura foi mantida em
solucdo tampdo fosfato salino (PBS) obtendo, apds um dia, laminulas com cerca de 10*
células.

A metodologia para o teste com células cancerigenas foi desenvolvido pelo Prof.
Ramon Kaneno do Departamento de Imunologia e Microbiologia do IB, bem como todos os

testes biologicos foram realizados com sua colaboragao.

5 — Resultados e Discussao

Inicialmente, a ferrita Mng 75Zny »sFe;O4 sintetizada conforme o procedimento descrito no
item 4.1.1 foi caracterizada por difracdo de raios X. O padrio obtido estd na Figura 6.
Comparando com os perfis do banco de padrdes, foi identificado como sendo de estrutura tipo
espinélio de grupo espacial Fd3m, similar ao ICSD 28515 (PDF — 742401, referente ao
Mny 6Zng 4Fe;04). O deslocamento dos picos para maior angulo em relagdo ao da ficha citada
pode ser esperado uma vez que os raios iénicos do Mn”" e Zn®" tetraedricamente coordenados
sdo, respectivamente, 0,49A e 0,60A e ferrita deste trabalho ¢ mais rica em Mn*". Embora
exiba ainda grande desordem estrutural em funcdo da baixa temperatura de tratamento,

caracterizado pelos picos ainda largos, a amostra ¢ monofésica em ferrita.

(311)

My 75%%,25" €204

I (csp-28515 ¢ PDF-742401
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FIGURA 6: DIFRATOGRAMA DA AMOSTRA DE
MNy 75ZNg 25FE, 04 PREPARADA POR
COPRECIPITACAO.
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Com base nos dados do pico referente ao plano (400) da ferrita e equacdo de Scherrer, o
tamanho médio dos cristalitos (d) que constituem as particulas do material foi estimado. Dado

a equacao de Scherrer,

B KA
~ (FWHM)cos6

d

onde K ¢ uma constante numérica com valor aproximado de 0,93, A ¢ o comprimento de onda
da radiacdo utilizada (1,5452A), FWHM ¢ a largura do pico a meia altura (Full Width at Half
Maximum, dado em radianos) e 0 ¢ angulo de Bragg.(CULLITY, 1978), o tamanho calculado

foi de 13nm.

Em seguida, o material acima foi analisado por MEV, cuja imagem est4 na Figura 7.
Nota-se que as particulas sdo esféricas com tamanho de cerca de 100-200nm. Uma
caracteristica marcante ¢ a uniformidade no tamanho, com distribuigdo bastante estreita.

Lembrando que o tamanho dos cristalitos ¢ de 13 nm, significa que as particulas sdo

constituidas por uma média 80-90 cristalitos.

ag |Det| HFW W Sig 5.0pm
00x | ETD| 13.52 pm | 10.€ n| S CME - IBB - UNESP - BOTUCATU

FIGURA 7: IMAGEM POR MEV DA AMOSTRA DE MNg 75ZNg 2sFE, O, PREPARADA POR
COPRECIPITACAO

A area mostrada na Figura 7 (magnificagdo: 20 mil vezes) foi integralmente mapeada
com EDX, acompanhando a variagdo na concentracdo de ferro, manganés ou zinco. Vale

comentar que o contrastes devido a variacdo na quantidade desses elementos nos pontos em
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que claramente as nanoparticulas estdo presentes ndo foi notado. Este contraste ndo foi
observado nem mesmo com magnificagdo menor: de 5 mil e 1 mil vezes, indicando que a
internalizacdo das nanoparticulas pelas células ndo serao notadas se a concentragdo de

particulas nas células for semelhante a da Figura 7.

5.1 — Influéncia da Proporcao Ferrita/Quitosana (F/Q)

A Figura 8 mostra as imagens das nanoparticulas recobertas com quantidade de

quitosana crescente, ou seja, nas propor¢des em massa 2/1, 1/1 e 1/2 de ferrita/quitosana.

HV s 5 ig
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FIGURA 8: IMAGENS POR MEV DAS NANOPARTICULAS DE MNg 75ZNg 25FE,O4 REVESTIDA COM CRESCENTE
QUANTIDADE DE QUITOSANA
(A) AMOSTRA 1 (PROPORCAO F/Q=2/1); (B)AMOSTRA 2 (PROPORCAO F/Q=1/1 (C) AMOSTRA 3
(PROPORCAO F/Q=1/2)

Na amostra com propor¢ao 2/1, as particulas de nanocompoésitos sdo globulares e
dispersas, quando comparadas com as das amostras feitas sob propor¢do de 1/1 e 1/2, as quais
tem formato alongado, que aumentam de tamanho e se agregam com o aumento da quantidade
de quitosana. Essa mudanga de formato e aumento do tamanho dos nanocompoésitos com o
excesso de quitosana pode ser explicada com o seguinte: enquanto a quitosana se encontra em
baixa quantidade, o polimero se limita a encapsular a ferrita, formando uma camada sobre a
superficie da nanoparticula magnética seguindo seu formato esférico (comparar Figura 7 e
8a). A medida que a quantidade de polimero superar o necessario para encapsular o nicleo
magnético, a quitosana tende a adquirir seu formato natural. Quanto maior a quantidade do
polimero, menor ¢ a influencia do material magnético e o formato das particulas se torna mais

alongado.
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5.2 — Influéncia da Quantidade de Parafina

Na amostra que corresponde a imagem da esquerda (Figura 9a), o volume de parafina
utilizado como meio dispersor foi 50 mL. Esta quantidade foi dobrada na amostra
correspondente a imagem da Figura 9b. Vale esclarecer que este meio dispersor contem acido
oleico como surfactante. Assim, para manter a propor¢ao solvente/surfactante uniforme, a
quantidade do 4cido oleico foi também dobrado ao aumentar a da parafina de 50 mL para 100

mL.

FIGURA 9: IMAGENS POR MEV DAS NANOPARTICULAS DE MNj 75ZNo »sFE,0
REVESTIDA COM DIFERENTES QUANTIDADES DE PARAFINA NO MEIO DISPERSOR
APOLAR: ( A) AMOSTRA 1 (50 ML) E ( B) AMOSTRA 4 (100ML)

A imagem mostra que o formato das particulas ¢ semelhante (globular) e que, embora
o tamanho seja semelhante, a dispersdo no tamanho ¢ maior quando a quantidade de parafina
¢ maior, contrario ao esperado. A agitacdo para homogeneiza¢do do polimero e ferrita no
meio dispersor pode nao ter sido eficiente, ja que o volume aumentou. Adicionalmente, como
a quantidade de parafina e 4cido oleico foi maior, o processo de lavagem usando a centrifuga
para extrair o 6leo foi feito com mais repeti¢cdes, o que pode ter acarretado uma maior perda

no final alterando a distribui¢do no tamanho.
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5.3 — Influéncia da Quantidade total de Agua

A Figura 10 mostra a imagem dos compositos obtidos solubilizando-se quitosana com
diferentes quantidades de 4gua. Nota-se que a medida que a quantidade de 4gua ¢ diminuida a
quantidade de particulas de compositos de formato alongado aumenta, bem como o tamanho
médio. Quanto menor a quantidade de 4gua, maior ¢ a viscosidade e a0 mesmo tempo, menor
¢ o volume da solucdo de quitosana. Assim, a influéncia do nuicleo magnético para formar
composito globular, bem como a eficiéncia no recobrimento sdo prejudicados com a

diminuicdo da 4gua. Amostra 1, na qual utilizou-se 3mL de agua, tem o formato esférico e

melhor dispersdo das particulas, sendo favoravel como biomaterial com aplica¢do pretendida.

FIGURA 10: IMAGENS POR MEV DAS NANOPARTICULAS DE MNg 75ZNg 5sFE;0, REVESTIDAS COM
QUITOSANA, QUE FOI DILUIDA EM DIFERENTES QUANTIDADES DE AGUA: (A) AMOSTRA 5 (1ML)
(B) AMOSTRA 6 (2ML) E (C) AMOSTRA 1 (3ML)

5.4 — Influéncia da Quantidade de Acido Acético

Assim como a quantidade de agua, a porcentagem de acido acético afeta a

solubilizagdo da quitosana. Na amostra correspondente a imagem da esquerda da Figura 11, a

porcentagem de acido acético foi de 2%, menor que quando comparada com a usada para

FIGURA 11: IMAGENS POR MEV DAS NANOPARTICULAS DE MNq 75ZNo sFE;O, REVESTIDA COM
DIFERENTES QUANTIDADES DE ACIDO ACETICO USADO NA SOLUBILIZACAO DA QUITOSANA: A)
AMOSTRA 7 (2%) B) AMOSTRA 1 (4%) E C)AMOSTRA 8 (10%)
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amostra da imagem do meio, na qual foi colocado 4% de acido acético. Isso indica que, sendo
a quantidade de 4cido baixa, a solubiliza¢do da quitosana pode ser comprometida, afetando

assim a eficiéncia do recobrimento do nucleo magnético.

Por outro lado, o aumento na quantidade de acido acético para 10% fez com que o
tamanho médio do nanocomposito diminuisse. Nao obstante, notou-se a formagao simultanea
de compositos de formato alongado. Sabe-se que a solubilizacdo da quitosana em solucao
aquosa de acido acético se da pela protonagdo do grupo amino, formando grupos carregados
positivamente (-NH3 ") ao longo da cadeia polissacaridica. Em tempo, as medidas de potencial
zeta feitas num equipamento Zetasizer Nano ZS da Malvern (IQSC, USP, Sao Carlos)
revelaram que o pH isoelétrico das nanoparticulas magnéticas sintetizadas conforme descrito
no item 4.1.1 estd em torno de pH=4. Significa que, abaixo deste pH tais particulas tém carga
positiva e acima, carga negativa. O aumento na concentragdo de acido acético na solugao
provavelmente fez com que as particulas adquirissem carga positiva e que experimentassem
repulsdo eletrostatica com as cadeias de quitosana, diminuindo a eficiéncia do recobrimento.
Pode-se notar que as particulas mais claras da Figura 11c assemelham-se as da Figura 7. Em
outras palavras, ¢ possivel que as particulas magnéticas ndo estejam recobertos e que a

quitosana tenha se estruturado separadamente em particulas de formato alongado.

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que a melhor condi¢do para
recobrir as nanoparticulas magnéticas de Mny 75Znp2sFe,O4 com quitosana por meio do
método de micela reversa € usando a proporc¢ao de ferrita/quitosana igual a 2/1, quantidade de
parafina de 50mL, dgua total sendo 3mL e 4% em 4acido acético.

A caracterizagdo magnética desse nanocomposito, feita pelo doutorando Murillo
Longo Martins, a 300K num equipamento Quantum Design Magnetometer, no LaMMB —
Maglab em Helmholtz-Zentrum, Berlin (HZB), revelou que o material tem uma
magnetizacdo de saturacdo (maxima magnetizacdo) de 50 a 55 emu/g (MARTINS et.al.,
2014). O resultado ¢ promissor se compararmos com o valor obtido por Shi et. al.. de 55
emu/g e ~5 emu/g para amostras de Fe;Os sem e com recobrimento de quitosana,
respectivamente (SHI et.al., 2012).

Assim, o nanocompdsito de Mng75Zng»sFe;O4 com quitosana, sintetizado sob a

condicdo acima, foi testado quanto a interagdo com as células cancerigenas do coélon.
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5.5 — Teste com células tumorais do colon (HCT 116)

A Figura 12 mostra imagens obtidas apos as células cancerigenas do colon HCT 116
serem incubadas por 2h na presenca e auséncia (controle negativo) de nanocompdsitos que
estavam a 100pg/mL e respectivos resultados de mapeamento de ferro. Observando essas
imagens, ¢ possivel afirmar que:

(i) o procedimento desenvolvido para o teste ¢ adequado uma vez que, o ferro, proveniente do
sangue nao foi detectado nas células do teste controle;

(i1) houve incorporagdo do nanocompoésito de Mng75Zng2sFe;O4 € quitosana pelas células
HCT 116;

(ii1) Analisando a imagem de uma das células obtida com uma magnificagdo maior (5000
vezes, ver Figura 13) nota-se que a incorporacdo se deu na forma de secrecdo de alguma
substancia para interagir ¢ fixar a ferrita revestida no corpo da célula. Nao se observou a
internalizacdo propriamente dita, a0 menos em 2h de contato, o que era esperado uma vez que
as células cancerigenas do colon ndo sdo células fagociticas. A secre¢do ndo foi observada em
células que ndo estiveram em contato com o composito;

(iv) a detec¢do de ferro por EDX em algumas células indica que houve um acimulo
substancial do composito. Cabe lembrar que o compdsito ndo foi detectado quando estava
espalhado sobre a laminula, sem a célula. Indica, por outro lado que, o fato de ndo ter sido

detectado em algumas células, ndo significa que nao foi por elas incorporado.
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Fear Kat Fe Kat

FIGURA 12 : IMAGENS DE MEV E MAPEAMENTO POR EDX PARA FE PARA AS CELULAS
CANCERIGENAS DO COLON: (A) CELULAS DO CONTROLE NEGATIVO (B) CELULAS EM
CONTATO COM OS NANOCOMPOSITOS
(C) EDX DE FE DAS CELULAS CONTROLE E (D) EDX DE FE DAS CELULAS DO TESTE.

(a) (b)

Fe Kat Fe Kai

FIGURA 13: IMAGENS DE MEV E EDX DE FE PARA CELULAS CANCERIGENAS DO COLON.
(A) MEV DE CELULA DO CONTROLE (B) MEV DE CELULA EM CONTATO COM 0S
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NANOCOMPOSITOS (C) EDX DE FE DA CELULA DE CONTROLE E
(D) EDX DE FE DA CELULA SUBMETIDA AO TESTE.

6 — Consideracoes Finais

Mediante o objetivo proposto, de estudar a influéncia das varidveis experimentais para
o encapsulamento da ferrita com quitosana usando o método de micelas reversas, as
condig¢des para promover o adequado recobrimento foi determinado.

As nanoparticulas magnéticas assim recobertas foram submetidas ao teste de interacao
com células cancerigenas do codlon, cujo resultado sugeriu que houve interagdo com o

acumulo substancial do nanocomposito junto as células tumorais.

7 — Proposta para trabalhos futuros

Uma vez que no presente trabalho foram analisados a influéncia de apenas alguns dos
parametros da sintese dos nanocompdsitos, propdem-se como possiveis trabalhos futuros o
estudo da influéncia dos demais parametros, como por exemplo, temperatura da sintese,
variagdo no meio dispersor, mudanga no sistema de agitacdo, levando talvez, a uma
solubilizacdo mais eficiente.

Além disso, futuros trabalhos podem ser concentrados na funcionalizagdo da
superficie desses nanocompoésitos, mesmo porque a quitosana permite tais modificagdes.

E importante ressaltar ainda que é necessario dar continuidade em testes celulares, e
que os proximos passos podem ser voltados para a melhora da absorcao dessas particulas e

estudar o comportamento das defesas do organismo para com essas particulas.
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