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RESUMO

Nanoparticulas magnéticas de oxido de ferro tem sido intensivamente investigadas
para aplicacdes em biomedicina devido as propriedades magnéticas e as suas
dimensbes as quais sdo menores que 0s tamanhos das células. A superficie das
nanoparticulas de éxido de ferro deve ser modificada para obter estabilidade coloidal
em agua, obter biocompatibilidade, e permitir a formacao de ligacdes com moléculas
com atividade biolégica. O poli(acido aspartico) € obtido da hidrolise béasica da
polissuccinimida, é um polimero soluvel em &gua, biodegradavel e biocompativel,
devido a estas carateristicas é atrativo para aplicacdes em biomedicina. Hidrogél de
poli(acido aspartico) € sensivel ao pH do ambiente, quando o pH do meio ambiente
€ alterado, o hidrogel é submetido a uma variacdo de volume. O presente trabalho
consiste na modificacdo superficial de nanoparticulas de magnetita com hidrogél de
poli(acido aspartico), formando um sistema multifuncional responsivo a um campo
magnético externo e ao pH do ambiente, e com as caracteristicas necessarias para
aplicagbes em biomedicina. As nanoparticulas de magnetita foram sintetizadas pelo
método de coprecipitacdo e a polissuccinimida pelo método de policondensacéo. A
modificacdo superficial destas nanoparticulas se desenvolveu nas seguintes etapas:
(1) revestimento da superficie com silica funcionalizada com grupos amina, (2)
revestimento com polissuccinimida reticulada quimicamente, (3) hidrélise basica da
polissuccinimida reticulada para obter o hidrogel de poli(acido aspartico) na
superficie das nanoparticulas magnéticas. Os produtos obtidos foram analisados
pelas seguintes técnicas: difratometria de raios X, espectroscopia no infravermelho
por refletancia difusa, espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio, espalhamento dinamico de luz, mobilidade eletroforética (potencial zeta)
e microscopia eletrdbnica de transmissdo. Foi avaliada a influéncia das
concentracOes dos reagentes nas dimensdes do sistema multifuncional obtido. O
didmetro hidrodinAmico das nanoparticulas revestidas com o hidrogel de poli(acido
aspartico) diminuia quando o pH da suspensdo também diminuia. O sistema
multifuncional apresentou estabilidade coloidal.

Palavras-chaves:. Nanoparticulas magnéticas, polimeros pH-sensiveis, poli(acido
aspartico), hidrogel.



ABSTRACT

Magnetic nanoparticles of iron oxide have been intensively investigated for
biomedical applications due to their magnetic properties and dimensions which are
smaller than the size of cells. The surface of iron oxide nanoparticles must be
modified to obtain colloidal stability in water, biocompatibility and allow the formation
of linkages with molecules with biological activity. Poly(aspartic acid) is obtained by
basic hydrolysis of polysuccinimide, the polymer is water soluble, biodegradable and
biocompatible, due to these features, the polymer attractive for biomedical
applications. Poly(aspartic acid) hydrogel is sensitive to environmental pH, when the
pH of the environment changes, the hydrogel is subjected to a change in volume.
This work consists in the surface modification of magnetite nanoparticles with
poly(aspartic acid) hydrogel, forming a multifunctional system responsive to an
external magnetic field and the environmental pH, and with the necessary
characteristics for applications in biomedicine. The magnetite nanoparticles were
synthesized by coprecipitation method and polysuccinimide by polycondensation
method. The surface modification of the nanoparticles is developed in the following
steps: (1) coating the surface with silica functionalized with amine groups, (2) coating
with chemically cross-linked polysuccinimide, (3) basic hydrolysis of the cross-linked
polysuccinimide to obtain the poly(aspartic acid) hydrogel on the surface of magnetic
nanoparticles. The obtained products were analyzed by the following techniques: X-
ray diffraction, diffuse reflectance infrared spectroscopy, hydrogen-1 nuclear
magnetic resonance spectroscopy, dynamic light scattering, electrophoretic mobility
(zeta potential) and transmission electron microscopy. The influence of the
concentrations of the reactants in the dimensions of the multifunctional system was
evaluated. The hydrodynamic diameter of the nanoparticles coated with the
poly(aspartic acid) hydrogel decreased as the pH of the suspension was decreased.
The multifunctional system showed colloidal stability.

Keywords:. Magnetic nanoparticles, pH-sensitive polymers, poly(aspartic acid),
hydrogel.
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1. INTRODUCAO

1.1. Magnetismo e materiais magnéticos

As propriedades magnéticas macroscépicas dos materiais sdo uma consequéncia
de momentos magnéticos associados com elétrons individuais, que possuem
momento magnético devido a sua movimentacdo. O momento magnético esta
associado a movimentacdo do elétron em torno do nucleo que ele orbita,
denominado momento angular de orbital, e do movimento de rotacdo do spin do
elétron em torno de seu proprio eixo, chamado de momento de spin, gerando um
vetor para cada tipo de movimento. Em cada atomo individual, os momentos orbitais
de alguns pares de elétrons se anulam mutuamente, isso também é valido para os
momentos de spin. O momento magnético liquido para um atomo € apenas a soma
dos momentos magnéticos de cada um dos elétrons constituintes, incluindo as

contribuicdes tanto orbitais e de spin, e tendo em conta o cancelamento momento.

A inducdo magnética (B) é a resposta a uma intensidade do campo magnético (H), e
também é conhecido como densidade do fluxo magnético. A relacdo entre Be H é
uma propriedade intrinseca dos materiais, e no espacgo livre é diretamente

proporcional:

B =y, 1)

Onde o é a permeabilidade magnética do espaco livre. No entanto, dentro de um
material, a indugdo magnética difere na magnitude e direcdo, e tendo uma relagéo

com a magnetizagéo (M) de acordo com a:
B = po (H+ M) (2)
Na presenca de um campo H, os momentos magnéticos dentro de um material

tendem a ficar alinhados com o campo e reforca-lo em virtude dos seus campos

magnéticos; o termo puoM € uma medida dessa contribuicao.

Também se define y como a permeabilidade magnética e y, como permeabilidade

relativa mediante as equacdes:
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B ©)
k=g

K (4)
e =

A razdo entre a magnetizacdo e o0 campo magnético é conhecida como

susceptibilidade magnética (y):

()

SRS

Os tipos de magnetismo incluem diamagnetismo, paramagnetismo e
ferromagnetismo, além disso, antiferromagnetismo e ferrimagnetismo sao
considerados subclasses de ferromagnetismo. Todos os materiais exibem, pelo
menos, um destes tipos, e o comportamento depende da resposta dos dipolos
magnéticos a presenca de um campo magnético externo @A Figura 1 mostra o

alinhamento dos momentos segundo o tipo de material magnético .

Figura 1: Alinhamento do momento segundo o tipo de material magnético.

e P PP PP

Momentos de atomos individuais alinhados

e > I I b

Momentos alinhados antiparalelamente

B

Momentos desiguais alinhados antiparalelamente

Formagao espontidnea de dominios

Sem ordem de longo alcance

P ti
aramagqnetismo Alinhamento com campo aplicado

Sem ordem de longo alcance
Alinhamento contrario ao campo aplicado

Sem dominios

Diamagnetismo

Adantado de Mathew et al. ©®
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Diamagnetismo é uma forma muito fraca de magnetismo n&o-permanente e persiste
somente enquanto um campo externo esta sendo aplicado. A magnitude do
momento magnético induzido é extremamente pequena, e numa direcdo oposta a do
campo aplicado. Este acontece em materiais com elétrons emparelhados nas
camadas exteriores, 0s momentos magnéticos dos elétrons sdo opostos e o
momento magnético associado com o par é zero. A permeabilidade relativa € menor
gue a unidade (no entanto, s6 muito ligeiramente), e a susceptibilidade magnética &

negativa.

Para alguns materiais solidos, cada atomo possui um momento de dipolo
permanente em virtude de cancelamento incompleto. Na auséncia de um campo
magnético externo, as orientagbes dos momentos magnéticos atdmicos sao
aleatérias, de tal modo que uma peca de material ndo possui magnetizacao
macroscopica total. Estes dipolos atébmicos s&o livres para girar, e 0
paramagnetismo resulta quando eles preferencialmente se alinham por rotacéo
guando € aplicado um campo magnético externo. Estes dipolos magnéticos séo
ativados individualmente, sem interacdo mutua entre dipolos adjacentes. Enquanto
os dipolos séo alinhados com o campo externo, ddo origem a uma permeabilidade
relativa que é maior do que a unidade, e a uma relativamente pequena, mas positiva
susceptibilidade magnética. Susceptibilidade para materiais paramagnéticos varia
desde cerca de 10° a 102 Materiais diamagnéticos e paramagnéticos sdo
considerados ndo magnético, porque eles apresentam magnetizacdo apenas na

presenca de um campo externo.

Certos materiais metélicos possuem um momento magnético permanente na
auséncia de um campo externo, e manifestam magnetizacbes muito grandes e
permanentes, estas sdo as caracteristicas do ferromagnetismo. As propriedades
ferromagnéticas sédo devido a forma em que os spins dos elétrons sdo alinhados
internamente na rede cristalina. O ferromagnetismo € exibido por metais de
transicdo como ferro, cobalto, niquel, e alguns dos metais das terras raras, tais como
gadolinio. Em uma amostra solida de Fe, Co ou Ni a temperatura ambiente, 0s spins
dos elétrons 3d de atomos adjacentes se alinham numa direcdo paralela por um
fendbmeno chamado de magnetizacdo espontanea, mesmo na auséncia de um
campo magnético externo. Este alinhamento paralelo dos dipolos magnéticos

atdmicos ocorre apenas em regides microscopicas chamadas dominios magnéticos.
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Susceptibilidades magnéticas tdo elevadas como 10° sdo possiveis para materiais

ferromagnéticos.

Este fendbmeno de acoplamento de momento magnético entre os atomos ou ions
adjacentes ocorre em outros materiais além de aqueles que séo ferromagnéticos. O
acoplamento pode resultar num alinhamento antiparalelo; o alinhamento dos
momentos de spin dos atomos vizinhos ou ions em direcbes exatamente opostas é
denominado antiferromagnetismo. Oxido de manganés (MnO) é um material que
apresenta esse comportamento. Oxido de manganés é um material ceramico com
carater idnico. Os fons Mn?* estdo dispostos na estrutura de cristal de tal modo que
0s momentos de ions adjacentes sdo antiparalelos. Obviamente, os momentos
magnéticos opostos cancelam um ao outro, € como consequéncia, o solido como um

todo ndo possui nenhum momento magnético total.

Algumas ceramicas também apresentam uma magnetizacdo permanente,
denominado ferrimagnetismo. As caracteristicas magnéticas macroscopicas de
ferromagnetismo e ferrimagnetismo sao semelhantes; a distingdo encontra-se na
origem dos momentos magnéticos totais. fons diferentes tém diferentes magnitudes
para seus momentos magnéticos e quando estes momentos magnéticos Sao
alinhados de forma antiparalela, um momento magnético total é produzido numa
Unica direcdo. As magnetizagfes de saturacdo para materiais ferrimagnéticos néo
sdo tado altos como para os ferromagnéticos. Os materiais ferrimagnéticos mais

conhecidos e utilizados s3o as ferritas ™.

Os parametros magnéticos mais comumente medidos sdo esquematicamente
ilustrados em um ciclo de histerese magnética, magnetizacdo em funcdo do campo
magnético externo aplicado (Figura 2). A aplicacdo de um campo magnético
suficientemente grande faz que os spins dentro de um material se alinhem com o
campo. O valor maximo da magnetizacdo alcancado neste estado € chamado
magnetizacdo de saturacédo, Ms. A medida que a magnitude do campo magnético
diminui, os spins deixam de estar alinhados com o campo e diminui a magnetizacéo
total. Em materiais ferromagnéticos e ferrimagnéticos, um momento magnético
residual permanece no campo de zero, este €& chamado magnetizacao
remanescente, M. O campo coercitivo H, € a magnitude do campo que deve ser

aplicado na direcéo negativa que a amostra n&o apresente magnetizacéo @,
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Figura 2: Ciclo de histerese magnética de um material ferromagnético ou ferrimagnético.

M (emulg)
A Magnetizagao de saturagio
Magnetizagio remanescente M,
Campo coercitivo | H,
-t -
H (Oe)
\ 4

Adaptado de Mathew et al. @

1.2. Sistemas nanométricos

1.2.1. Nanoparticulas

As nanoparticulas exibem propriedades eletrénicas, Opticas, fotbnicas e cataliticas
Unicas e sdo de tamanho ideal para o uso como blocos de construcdo
nanotecnologicas. A faixa de tamanho de particula em 1-100 nm de diametro é
definida em funcdo dessas propriedades fisico-quimicas que envolvem fenémenos
de confinamento quéantico e de elevada relacdo &rea-volume. As nanoparticulas
podem ser consideradas como uma ponte entre as moléculas individuais e 0s
sistemas de volume estendido. Podem ser compostos de qualquer substancia,
incluindo metais, 6xidos e polimeros organicos. Estas particulas geralmente exibem
propriedades intermediarias entre as propriedades atdmicas ou moleculares e as
propriedades de materiais de volume estendido por causa de seu tamanho
intermediario e grande proporcdo area de superficie-volume, o estudo destas

propriedades €& conhecida como Nanociéncia. Ainda mais popular do que
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Nanociéncia, tornou-se 0 termo nanotecnologia, que se relaciona com a
nanofabricacdo de dispositivos funcionais com base na montagem controlada de
objetos em nanoescala, para aplicacdes tecnoldgicas especificas. A importancia de
nanociéncia e nanotecnologia tem sido confirmada por uma série de iniciativas

nacionais e internacionais para promover o seu estudo e alavancar a inovacdo ©.

As principais consequéncias da nanoescala sdo a presenca de uma grande fraccéo
de atomos ou moléculas na superficie da particula e uma imensa area da superficie
disponivel por unidade de volume do material. Estas caracteristicas aumentam em
magnitude quando o tamanho de particula diminui. As propriedades fisicas, quimicas
e biolégicas U(nicas dos nanomateriais se originam a partir destas duas
caracteristicas. Em alguns materiais em nanoescala, efeitos quanticos sao exibidos
permitindo um nimero de aplicacdes interessantes. Nanoparticulas com um arranjo
claramente ordenado de atomos (ou ions) sdo chamados nanocristais.
Nanoparticulas com niveis eletrénicos discretos sdo muitas vezes referidos como
pontos quanticos; mais frequentemente, eles tém composicbes de materiais
semicondutores tipicos, mas nao sempre. Algumas nanoparticulas exibem
propriedades Opticas interessantes ja que os comprimentos de onda de absorcéo e
de emissdo podem ser controlados pelo tamanho de particula e a funcionalizagédo da
superficie. A natureza quimica e o tamanho das nanoparticulas controlam o
potencial i6nico ou de afinidade de elétrons e deste modo, as propriedades de
transporte de elétrons. No caso dos metais, com a diminuicdo do tamanho das
nanoparticulas, as temperaturas de sinterizacdo e de fusdo diminuem.
Nanoparticulas com alta condutividade térmica podem ser incorporadas numa matriz
sélida para proporcionar melhor conducédo térmica. Para alguns metais e oxidos de
metal, a diminuicAo dos tamanhos das particulas resulta num melhoramento do
comportamento magnético. Nanoparticulas magnéticas metalicas individuais podem
apresentar um comportamento superparamagnético. A atividade catalitica é
aumentada pela elevada area superficial por unidade de volume das nanoparticulas.
Areas de superficie elevadas resultam em fortes interaces entre as nanoparticulas
e a matriz solida em que eles podem ser incorporados. Em materiais
nanocompositos de acordo com a natureza quimica das nanoparticulas, a sua razao

de aspecto, o grau de dispersdo e as interacdes interfaciais com a matriz de
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polimero (que podem ser modificados por funcionalizacdo de superficie), sdo obtidos
diferentes niveis de propriedades mecanicas para os materiais compositos finais .

As nanoparticulas podem ser sintetizadas por uma variedade de métodos que
utilizam processos de fase sélida, gasosa ou liquida. Estes incluem processos em
fase gasosa de pirélise, evaporacdo de alta temperatura, e sintese em plasma;
irradiacdo de micro-ondas; deposicdo quimica de vapor. Processos mecanicos de
reducdo de tamanho, incluindo moagem e trituracdo. Métodos coloidais séo
baseados em processos de precipitacdo em soluc¢des. Por exemplo, as solucdes de
ions diferentes podem ser misturadas em condi¢cfes controladas de temperatura e

pressédo para formar precipitados insoltveis @,

1.2.2. Estabilizacéo coloidal de nanoparticulas

Nanoparticulas representam clusters metaestaveis que tendem a agregar. Assim, a
estabilizacdo das nanoparticulas em suspensao contra a agregacdo € um pré-
requisito fundamental em ciéncia e tecnologia de nanoparticulas. Para conseguir a
estabilizacdo das nanoparticulas em suspensdo € necessario que existam
interacbes de repulsdo entre as nanoparticulas, este se consegue mediante a
utilizacdo de moléculas ou ions presentes na superficie das nanoparticulas. As
moléculas ligadas a superficie da nanoparticula ndo s6 controlam o crescimento das
nanoparticulas durante a sintese, também evitam a agregagéo das nanoparticulas. A
forca de repulsdo entre as particulas pode, em principio, ser devido a repulsédo
eletrostatica e a repulséo estérica. A repulséo eletrostatica acontece quando existem
cargas elétricas na superficie das nanoparticulas, produto da presenca de ligantes
fonicos na superficie das nanoparticulas. A exclusdo estérica é produzida por
moléculas ou cascas na superficie das nanoparticulas que formam uma barreira
fisica evitando que as nanoparticulas entrem em contato. Dependendo do sistema
de particulas, isto €, o material e o solvente no qual as particulas estéo dispersas, a
escolha do ligante pode produzir suspensdes estaveis. Em primeiro lugar, as
moléculas tem que estar ligadas a superficie da particula por alguma interacédo
atrativa, tanto de quimisorcéo, atracao eletrostatica ou interacédo hidrofébica, mais
geralmente fornecida por um grupo funcional da molécula de ligante. Varios grupos

guimicos funcionais possuem certa afinidade com superficies inorgéanicas, por
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exemplo o grupo tiol tem afinidade pelo ouro. Devido as interagbes entre as
moléculas ligantes e o solvente, ligantes polares ou i6nicos fornecem solubilidade
em solventes polares. As nanoparticulas com ligantes apolares, tais como cadeias

de hidrocarbonetos s&o apenas estaveis em solventes organicos apolares © %9,

1.3. Nanoparticulas magnéticas

Como resultado das investiga¢cfes recentes, a nova fisica de fenbmenos magnéticos
em nanomateriais, o nanomagnetismo foi desenvolvido. Novas caracteristicas em
nanomagnetismo incluem a presenca de monodominios magnéticos, o estado de
superparamagnetismo, ultra-alta anisotropia magnética e forca coercitiva, e

resisténcia magnética gigante.

Em particulas magnéticas em volume estendido, € bem conhecido que existe uma
estrutura de multiplos dominios, em que as regides de magnetizacdo uniforme sao
separadas por paredes de dominios. A formacdo das paredes de dominio é um
processo conduzido pelo balanco entre a energia magnetostatica (AEms), que
aumenta proporcionalmente com o volume dos materiais e a energia da parede de
dominio (Egw), 0 qual aumenta proporcionalmente com a area interfacial entre os
dominios. Se o tamanho da amostra € reduzido, existe um volume critico, abaixo do
gual custa mais energia para criar uma parede de dominio que suportar a energia
externa magnetostatica do estado de dominio Unico. Este diametro critico se
encontra tipicamente na faixa de poucas dezenas de nanémetros e depende do
material. Ela € influenciada pela contribuicdo de varios termos de energia de
anisotropia. O diametro critico de uma particula esférica, D., abaixo do qual a
nanoparticula existe em um estado de dominio Unico (monodominio), é alcancado

quando AEys = Egw. O que implica:

JAK s (6)

D. =18
¢ HoM?

No qual A é a constante de intercambio, K¢ € a constante de anisotropia, Jo € a
permeabilidade do vacuo, e M é a magnetizacdo de saturacdo. Uma particula de

dominio Unico é uniformemente magnetizada com todos os spins alinhados na
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mesma direcdo. A magnetizacdo sera revertida por rotacdo, pois ndo existem
paredes de dominio para mover. O segundo fendmeno importante que se realiza
em particulas magnéticas em nanoescala é o superparamagnetismo, o qual comeca
a se manifestar em tamanhos menores que o diametro critico de monodominio. O
superparamagnetismo pode ser compreendido considerando o comportamento de
um Unico dominio de particula bem isolado. A energia de anisotropia magnética por
particula, que é responsavel por manter os momentos magnéticos ao longo de uma

direcédo determinada pode ser expressa como:

Onde V é o volume da particula e 6 representa 0 angulo entre o eixo de
magnetizacdo e o eixo de facil magnetizacdo. A barreira de energia KeV separa as
duas direcbes energeticamente equivalentes de facil de magnetizacdo. Com a
diminuicdo do tamanho das particulas, a energia térmica, KgT excede a barreira de
energia K¢V € a magnetizacao é facilmente invertida. Para KgT> K¢V 0 sistema se
comporta como um material paramagnético, este sistema €& chamado
superparamagnético. A Figura 3 mostra a curva de magnetizagdo para um material
superparamagnetico, em comparacdo com 0s materiais ferromagnéticos, o0s
materiais superparamagnéticos, ndo apresentam magnetizacdo remanescente nem
histerese na curva de magnetizacdo em funcdo do campo magnético externo

aplicado, e apresentam uma grande suceptibilidade magnética.
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Figura 3: Curva de magnetizacdo em materiais superparamagnéticos.

Adaptado de An-Hui Liu et al. "

O tempo de relaxacdo do momento da nanoparticula, 7, € dado pela expressdo Néel-

Brown:

KerrV ) (8)
TK,

T =T1oExp(

Se o tempo de relaxagdo € menor que o tempo de medida experimental, o sistema
estd no estado superparamagnético, caso contrario esta no estado bloqueado. A
temperatura que separa os dois regimes € a temperatura de bloqueio (Tg). A Tg
depende do tamanho das particulas, o campo externo aplicado, a constante de

anisotropia efetiva e o tempo de medida experimental.

A medida que o tamanho das particulas diminui, uma grande percentagem de todos
0s atomos sdo atomos da superficie da nanoparticula, o que implica que os efeitos
da superficie de interface se tornam mais importantes. Efeitos de superficie podem
conduzir a uma diminuicdo da magnetizacdo de particulas pequenas de Oxidos

metalicos, com relagdo ao valor do material de volume estendido. Esta reducéo tem
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sido associada com a existéncia de uma camada magneticamente morto na
superficie da particula. Por outro lado, para nanoparticulas metalicas, por exemplo
de cobalto, um aperfeicoamento do momento magnético com a diminuicdo do
tamanho foi comunicado. Outro efeito produzido pela superficie € o aumento da
constante de anisotropia magnética, com a diminuicdo do tamanho de particula. Este
valor de anisotropia pode exceder o valor obtido a partir da anisotropia de forma e
cristalina e € assumido que se originam a partir da anisotropia de superficie. Em
uma aproximacao muito simples, a constante de anisotropia de uma particula
esférica com um didmetro D, area de superficie S, e o volume V, pode ser descrita
por uma contribuicdo da maior parte e outra a partir da superficie:

)

6
Keff = KV + BKS

Onde Ky e Ks sdo as constantes de energia anisotropica de volume e de superficie,

respectivamente 9.

Nanoparticulas magnéticas sdo de grande interesse para pesquisadores numa
ampla variedade de aplicagbes, incluindo fluidos magnéticos, catalise, biotecnologia,
biomedicina, ressonancia magnética, armazenamento de dados e remocdo de

contaminantes.

1.4. Aplicacdes biomédicas de nanoparticulas de 6xido de ferro

Nanoparticulas magnéticas tem sido intensivamente investigadas para aplicacbes
em biomedicina por mais de trinta anos devido as propriedades magnéticas e as
suas dimensdes as quais sdo0 menores que o0s tamanhos das células. Para
aplicacbes biomédicas € preferido 0 uso de nanoparticulas que apresentam
comportamento superparamagnético a temperatura ambiente (sem remanescéncia
juntamente com uma rapida mudanca do estado magnético), para evitar 0s
processos de agregacdo. Por outro lado, aplicacées em biologia, diagnostico médico
e terapia necessitam que as nanoparticulas magnéticas sejam estaveis em agua a
pH neutro e salinidade fisioldgica. A estabilidade coloidal deste fluido dependera em
primeiro lugar das dimensdes das particulas, que devem ser suficientemente

pequenas de modo que a floculacéo, devido as forcas gravitacionais, seja evitada; e
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em segundo lugar da natureza quimica e carga de superficie, o que da origem a

estabilizacdo estérica e eletrostética.

Para aplicacdes in vivo, as nanoparticulas magnéticas devem ser revestidas com um
material biocompativel, durante ou apés o processo de sintese para evitar a
formacéo de grandes agregados ou alteracdes da estrutura original. O revestimento
irA também permitir a ligagdo de outras moléculas de interesse por ligacédo
covalente, adsorcdo ou retencdo sobre as nanoparticulas. Nanoparticulas
magnéticas devem ser feitas de um material ndo téxico e ndo imunogénico, com
particulas de dimensdes suficientemente pequenas para permanecer na circulacéao
apos a injecao e para passar através dos capilares de 6rgaos e tecidos, evitando a
embolia. Devem também ter uma elevada magnetizacdo de modo que o seu
movimento no sangue pode ser controlado com um campo magnético para ser

imobilizados perto do tecido patolégico %2,

Contudo, apenas algumas das nanoparticulas magnéticas atingiram resultados
satisfatérios nos estudos clinicos ou pré-clinicos, principalmente por causa da sua
toxicidade. O ferro € um dos elementos metalicos mais abundantes em organismos
Vivos, e que é essencial para varios processos biolégicos, tais como o transporte de
oxigénio pela hemoglobina e respiracdo celular por enzimas redox. Nanoparticulas
superparamagnéticas de 6xido de ferro (superparamagnetic iron oxide nanoparticles
- SPION) constituem um dos poucos nanomateriais que podem ser injetados dentro

do corpo e incorporados por vias metabdlicas naturais do corpo humano 4.

As vantagens da utilizacdo de SPION estéo relacionadas a capacidade de: (a) gerar
contraste em imagens por ressonancia magnética (MRI), (b) guiar o material para
sitios especificos no organismo utilizando campo magnético externo, (c) fornecer
calor, mediante a aplicacdo de campo magnético alternado e, mais importante ainda,

(d) degradacdo em fons de ferro néo toxicos in vivo @,

Na ultima década, o aumento nas investigacdes com varios tipos de 6xidos de ferro
tém sido realizadas no campo de nanoparticulas magnéticas, (principalmente
maghemita, y-Fe,O3, ou de magnetita, Fe3sO,4, com cerca de 5-20 nm de diametro),
entre 0s quais a magnetita € um candidato muito promissor desde que sua
biocompatibilidade ja foi provada. Magnetita, Fe3O4, € um Oxido de ferro

ferrimagnético (em volume estendido) comum que tem uma estrutura cubica de
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espinélio inverso com o oxigénio formando um empacotamento compacto cubico de
face centrada, os cations Fe (ll) ocupam os sitios octaédricos, e a metade de cétions
Fe (lll) ocupam os sitios octaédricos e a outra metade ocupam os sitios tetraédricos.
O comportamento superparamagnético € observado em nanoparticulas de magnetita
com tamanhos inferiores a 30 nm. Com o revestimento de superficie adequado, as
nanoparticulas de magnetita podem ser dispersas em solventes adequados,

formando suspensdes homogéneas, chamados ferrofluidos 517

Algumas das aplicacdes das nanoparticulas magnéticas de Oxido de ferro em
biomedicina s&o: terapia celular, marcacdo e focalizacdo celular, separagao e
purificacdo celular, sistemas de entrega (farmacos, genes, proteinas, etc.), agentes
de contraste em imagens por ressonancia magnética, tratamento de doencas por
hipertermia magnética, bioanalise e imunoanalise ”. Nanoparticulas de 6xido de
ferro de distribuicdo comercial com tamanhos de nucleo de 3-6 nm e revestimento
de dextrano (com tamanhos hidrodinamicos de 20-150 nm) como Feridex, Endorem,
Combidex e Sinerem foram aprovados para ressonéncia magnética em pacientes.
Da mesma forma, nanoparticulas carregadas com farmacos pode ser guiada para a
zona alvo desejado utilizando um campo magnético externo, enquanto ao mesmo

tempo é possivel monitorar a biodistribuicdo das nanoparticulas 2.

1.5. Modificacéo superficial de nanoparticulas de 6xido de ferro

Na preparacdo e armazenamento de nanoparticulas, a estabilidade coloidal é de
extrema importancia. Ferrofluidos sdo suspensfes coloidais de nanoparticulas
magnéticas de oxido de ferro (FesO4 ou y-Fe;03), formando fluidos magnetizaveis
gue permanecem no estado liquido e tem muitas aplicacbes tecnolégicas. Como
resultado da sua composicao, fluidos magnéticos possuem uma combinagéo Unica
de fluidez e a capacidade de interagir com um campo magnético *®. Na auséncia de
gualquer revestimento de superficie, as nanoparticulas de oxido de ferro magnético
tém superficies hidrofébicas com uma grande &rea de superficie em relagcdo ao
volume. Em geral, as particulas de tamanho nanométrico se agregam em suspensao
devido as forcas atrativas de van der Waals para minimizar a energia de superficie.
A formacéo de aglomerados reduz as propriedades superparamagnéticas e tambéem

reduz a é&rea livre para conjugar moléculas de interesse na superficie das
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nanoparticulas. A superficie das nanoparticulas de Oxido de ferro deve ser
modificada para evitar a agregacdo das nanoparticulas, levando a estabilidade
coloidal em &gua, e também para obter biocompatibilidade, evitar a adsorcdo néo
especifica em células, e permitir a formacdo de ligacbes com moléculas com
atividade bioldgica *®. Varias abordagens para a modificacdo da superficie de
nanoparticulas de Oxido de ferro para aplicacbes em biomedicina foram
desenvolvidas. Entre os principais compostos usados para modificar a superficie das

nanoparticulas estao:

a. Pequenas moléculas hidrofilicas que possam formar ligacbes com a superficie da
nanoparticula de 6xido de ferro, como carboxilatos (ascorbatos, citratos), fosfatos,

aminoacidos, ciclodextrina, didis, tidis, etc.

b. Polimeros hidrofilicos aumentam a estabilidade coloidal de nanoparticulas
inorganicas. A maioria dos polimeros sintéticos e de base bioldgica séao
transparentes na faixa visivel do espectro eletromagnético, néo interferindo com os
processos bioldgicos. Polimeros também conferem estabilidade mecéanica e quimica
para os nanomateriais. Além disso, as nanoparticulas poliméricas e géis (chamados
microgeéis ou nanogeéis) permitem o encapsulamento de compostos terapéuticos e de
agentes de imagem. Varios polimeros, tais como poli(etileno-co-vinil acetato),
polivinilpirrolidona  (PVP), poli(acido lactico-co-acido glicolico) (PLGA) ou
polietilenoglicol (PEG) tém sido utilizados como materiais de revestimento em
suspensao aquosa . Polimeros naturais, incluindo a gelatina, dextrana, poli(acido
lactico), amido, albumina e quitosana tém sido amplamente utilizados para a
dispersdo de nanoparticulas de 6xido de ferro em meio aquoso. A modificacdo
superficial com polimeros pode acontecer durante a sintese das nanoparticulas ou
em etapas posteriores. Assim também € possivel a modificacdo superficial com
polimeros previamente sintetizados ou gerar a polimerizacdo dos monémeros sobre

a superficie das nanoparticulas 929,

c. O oxido de silicio é o composto mais comum para a preparagdo de nanoparticulas
de 6xido de ferro funcionalizado, o uso desse apresenta varias vantagens como: (a)
0 revestimento proporciona ndo apenas a estabilidade das nanoparticulas de 6xido
de ferro em solucédo, também evita as interacfes entre as nanoparticulas, impedindo

a geracao de aglomerados, (b) possuem uma boa biocompatibilidade, hidrofilicidade
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e estabilidade, e (c) a tecnologia de preparacdo de compdésito de tamanho ajustavel
ja € bem desenvolvida, a variacdo da espessura da casca é relativamente facil de
controlar. Além disso, o revestimento de Oxido de silicio com funcdes organicas
(grupos amina, carboxila, hidroxila, etc) ajuda a ligar moléculas com atividade
biolégica na superficie das nanoparticulas, o qual é importante para varias
aplicacdes em biomedicina. Em geral o revestimento com o6xido de silicio sobre as
nanoparticulas de 6xido de ferro acontece por reacdes de condensacdo entre a

superficie da nanoparticula e um hidroxisilano @D,

1.6. Polimeros

1.6.1. Polimeros biodegradaveis e biocompativeis

Um biomaterial pode ser definido como um material destinado a interagir com
sistemas biolégicos para avaliar, tratar, incrementar ou substituir qualquer tecido,
orgdo ou funcdo do corpo. O pré-requisito essencial para qualificar um material
como um biomaterial € a biocompatibilidade, que é a capacidade de um material
para atuar em uma aplicacdo especifica com uma resposta apropriada do
hospedeiro. Em geral, elevado grau de biocompatibilidade € conseguido quando o
material interage com o0 corpo sem induzir resposta tdxica, imunogénica,
trombogénica, ou cancerigena. Geralmente, a depuragdo dos polimeros em
aplicacdes biomédicas é muitas vezes um objetivo desejavel apds a sua introducéo
no corpo e no desempenho de sua fungcédo. Polimeros biodegradaveis, ou seja,
aqueles que sao digeridos internamente e posteriormente eliminado do organismo,
séo os preferidos muitas vezes mais que polimeros ndo-biodegradaveis, porque eles
nao exigem remocao futura. Biodegradacdo de polimeros envolve a clivagem das
ligacdes no polimero em presenca de agua ou enzimas, o que produz a divisdo do
polimero. Os polimeros sintéticos e de derivados biol6gicos (ou naturais) tém sido
amplamente estudados como biomateriais poliméricos biodegradaveis. Os polimeros
biodegradaveis e biocompativeis mais utilizados sao poli(acido lactico-co-acido
glicélico) (PLGA), poli(acido lactico) (PLA), poli-e-caprolactona (PCL), quitosana e
gelatina. Algumas das aplicacbes biomédicas atuais de materiais poliméricos
biodegradaveis incluem: (a) grandes implantes, tais como parafusos dos 0ssos,
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placas 0sseas e reservatorios contraceptivos, (b) pequenos implantes, tais como
grampos, suturas e nano ou micro veiculos de liberacdo controlada de farmacos, (c)
membranas lisas e para a regeneracdo guiada de tecidos (d) malhas de

multifilamentos ou estruturas porosas para a engenharia de tecidos ¢,

1.6.2. Polimeros sensiveis a estimulos

Os polimeros sensiveis ao ambiente sdo polimeros capazes de dissolver-se,
intumescer-se, encolher-se, ou mudar abruptamente algumas de suas propriedades
em resposta a um estimulo interno (pH, glicose, potencial redox, e enzimas
lisossomais) ou a um estimulo externo (temperatura, campo magnético, ultrassom e
luz). Na maioria dos casos, a destruicdo das forcas secundarias (de ligacdo de
hidrogénio, efeitos hidrofébicos, interacbes eletrostaticas, etc), reacdes simples (por
exemplo, reacBes de acido-base) de porc¢bes ligadas ao esqueleto do polimero, e de

a @2 Uma caracteristica

pressdo osmotica sdo responsaveis pela respost
importante deste tipo de material é a reversibilidade, isto é, a capacidade do
polimero para voltar ao seu estado inicial, quando as condi¢gbes iniciais s&o
restauradas. Devido as suas propriedades Unicas de responder a estimulos, estes
polimeros oferecem muitas oportunidades para introduzir funcionalidades em
nanoestruturas e permitem a fabricagédo de varios sistemas inteligentes, encontrando
aplicacdo na area biomédica como: geracdo de imagens, deteccdo de doencas
(diagndstico), liberacdo controlada de farmacos e medicina regenerativa (terapia),

bioseparacao, valvulas de entrada, engenharia de tecidos, etc (26),

Polimeros sensiveis ao pH normalmente contém grupos fracamente acidos (grupo
carboxila) ou grupos fracamente basicos (grupo amina), estes liberam prétons ou
aceitam protons, respectivamente, em resposta ao pH do ambiente. Sob certas
condi¢cBes de pH, os grupos funcionais apresentados ao longo da cadeia e cadeias
laterais do polimero podem ser ionizados, o que leva a uma mudanca
conformacional, resultando na sua expanséo ou dissolugdo. Em um polimero com
grupos carboxila, acima do pKa, os grupos carboxila se dissociam (carboxilato), isto
leva a repulsdo eletrostatica entre as cadeias que pode, entdo, associar com agua

para causar intumescimento. O estado de dissociacdo nestes materiais € facilmente
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revertido pelo restabelecimento do pH da solugcdo, assim, o comportamento de

comutacdo de materiais inteligentes pH-sensiveis é reversivel ¢7.

Nos ultimos anos tem sido desenvolvidos sistemas multifuncionais com um carogo
de nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro e uma casca de polimeros sensiveis

ao pH para aplicacdes em biomedicina %39,

1.6.3. Hidrogéis e sua importancia em biomedicina

Os hidrogéis sao redes poliméricas hidrofilicas que retém uma grande quantidade de
agua e exibem uma morfologia semi-sélida. A rede tridimensional hidrofilica é
formada por reticulacdo quimica ou fisica entre cadeias poliméricas. Pode ser
considerado como um candidato ideal para a matriz de libertagdo controlada de
farmacos. Hidrogéis sensiveis a estimulos, passam por uma transicdo de fase
reversivel volumétrica ou de transicdo sol-gel, em resposta a estimulos fisicos ou
guimicos externos, tais como temperatura, pH, forca ibnica, luz, radiacéo
eletromagnética ou presenca de biomoléculas, tem grande potencial de aplicacdes
biotecnolégicas e, portanto, tém recebido bastante atencdo nas ultimas décadas,
especialmente como carregadores e protetores de moléculas com atividade
bioldgica. Nos hidrogéis pH-sensiveis, quando o pH do meio ambiente € alterado, o
hidrogel € submetido a uma variacdo de volume. Dependendo da composicao
guimica, a mudanca de volume pode ser continua ou abrupta. Um equilibrio bem
definido entre as interacdes hidrofobicas e hidrofilicas é a condi¢cdo necessaria para

a mudanca de volume abrupta em géis 233,

1.6.4. Polissuccinimida e Poli(acido aspartico)

A polissuccinimida (PSI) € um polimero biodegradavel e biocompativel, cuja unidade
monomeérica € a succinimida (uma imida ciclica). O carbono do grupo carbonila da
unidade monomérica é susceptivel a ataques nucleofilicos, aproveitando esta
caracteristica, se produzem muitos derivados poliméricos a partir da PSI. A
polissuccinimida € preparada geralmente pela policondensacédo térmica do acido
aspartico (ASP) catalisada com &cido fosférico (figura 4), um método de sintese facil

e que nao produz subprodutos téxicos.
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Figura 4: Sintese da Polissuccinimida.
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O poli(acido aspartico) (PAA) é preparado por hidrolise basica da PSI (figura 5).
Devido a que a PSI tem dois sitios reativos para a hidrélise, o PAA € um polimero
formado por duas unidades monomeéricas isoméricas conhecidas como estrutura a e
estrutura B. O PAA é um polimero solavel em agua, biodegradavel e biocompativel,
devido a estas carateristicas é atrativo para aplicagcdes em biomedicina, cosméticos
e alimentos. Hidrogéis de poli(acido aspartico) sensiveis ao pH, sao formados por
cadeias de poli(acido aspartico) reticulados quimicamente. Estes tém sido
reportados e estudados em muitos artigos. Eles apresentam capacidade de absorver
grandes quantidades de agua, esta capacidade é depende do pH do meio ambiente,
portanto ao variar o pH do ambiente no qual esta o hidrogel, este sofre

intumescimento ou encolhimento ¢330,

Figura 5: Hidrélise da Polissuccinimida para obter Poli(acido aspartico).
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2. OBJETIVOS

Objetivo Geral: Desenvolver um sistema multifuncional composto de nanoparticulas
magnéticas recobertas com um hidrogel pH-sensivel, que possa ser utilizado em

biomedicina.

Objetivos especificos:

- Obter nanoparticulas de magnetita pelo método de coprecipitagéo.

- Funcionalizar a superficie das nanoparticulas de magnetita com grupos amina.

- Revestir a superficie das nanoparticulas com o hidrogel pH-sensivel de poli(acido

aspartico).

- Avaliar a influéncia das condi¢cdes de sintese nas caracteristicas dos materiais

obtidos.

3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1. Reagentes

Os reagentes sao apresentados em seguida com o grau de pureza:

- Cloreto de ferro (Il) tetrahidratado, FeCl,.4H,0, Sigma-Aldrich, 99%.
- Cloreto de ferro (lll) hexahidratado, FeCls;.6H,0, Sigma-Aldrich, 98%.
- 3-Aminopropiltrietoxisilano, CgH23NO3Si, Sigma-Aldrich, 99%.

- L-acido aspartico, C4H;NO,4, Sigma-Aldrich, 98%.
- N,N-dimetilformamida, C3H;NO, Sigma-Aldrich, 99,8%.

- 1,4-diaminobutano, C4H12N>, Sigma-Aldrich, 99%.
- Acido fosforico, HsPO,4, Merck, 85%

- Hidroxido de sédio, NaOH, Mallinckrodt
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3.2. Sintese de nanoparticulas de magnetita (MC)

As nanoparticulas de magnetita (FesO,) foram sintetizadas pelo método de
coprecipitacdo de fons Fe?* e Fe* em meio alcalino. Foi preparada uma solucéo
aquosa de concentracdo 0,05 mol.L™ de FeCls;.6H,O e 0,028 mol.L™ de FeCl,.4H,0O
em 570 ml de agua. A esta solucdo foi adicionado 30 ml de NH,OH em solucdo
concentrada, sob agitagdo mecanica a 20000 RPM (IKA RW 20). A agitacao foi
mantida por 30 minutos e, durante toda a sintese a solucéo foi desgaseificada com
argoénio. O precipitado de cor preto obtido, caracteristico da magnetita, foi isolado
com ajuda de um ima e lavado diversas vezes com agua deionizada para remocéao
dos ions. Finalmente as nanoparticulas foram dispersas em agua deionizada com
ajuda de um equipamento de ultrassom, e o pH da suspensao foi ajustado até 9

agregando NH,OH (solucdo concentrada) ©7.

3.3. Silanizacdo das nanoparticulas de magnetita (MCS)

Em um baldo de fundo redondo equipado com condensador de refluxo, atmosfera
inerte (argbnio) e sob agitacdo magnética; 0,2 g de nanoparticulas de magnetita
(MC) foram dispersas em 65 ml de solugédo agua-etanol 1:1, o pH foi elevado até 9,0
com ajuda de uma solugdo de NHZOH. Adicionou-se 93,3 pL de 3-
Aminopropiltrietoxisilano (APTS) e deixou-se reagir por uma hora a 40°C. Finalmente
as nanoparticulas foram lavadas com etanol e precipitadas com ajuda de um campo
magnético externo, a lavagem foi repetida 4 vezes e as nanoparticulas foram

dispersas em agua deionizada ©®.

3.4. Sintese da polissuccinimida (PSI)

A polissuccinimida (PSI) foi sintetizada pelo método de policondensacdo. A massa
de 3,0 g de acido aspartico (ASP) foi misturada com 0,3 g de &cido fosférico
(solucdo concentrada) e aquecida a 200°C em um ambiente inerte (argdnio) por 24
horas. O produto obtido foi lavado 5 vezes com agua deionizada, e finalmente foi

seco a 50°C por 12 horas ®9.
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3.5. Sintese de poli(acido aspartico) (PAA)

O poli(acido aspartico) foi sintetizado pela hidrélise da PSI .

A uma solucéo de NaOH 1 mol.L™, foi adicionada 0,4 g de PSI e deixou-se reagir por
3 horas. A solucéo obtida foi dialisada (2000 NMWCO) com agua até obter pH 6, e

depois foi liofilizada.

3.6. Modificacdo superficial das nanoparticulas de magnetita com
polissuccinimida reticulada (MCSA)

As concentragbes de MCS e PSI suspendidas em DMF foram variadas de acordo
com a tabela 1. A solucdo foi aquecida até 70°C por 24 horas sob agitacdo
magnética. Depois a solucdo foi resfriada até temperatura ambiente e 1,4-
diaminobutano (Ret) foi adicionado, se deixou reagir por 3 horas sob agitacao
magnética. O produto obtido foi lavado primeiramente com etanol e apds com agua.
Precipitando as nanoparticulas com ajuda de um ima, o processo de lavagem foi

repetido 4 vezes e o produto foi armazenado em solucgéo aquosa @ 4%,

Tabela 1: Concentracdes utilizadas na sintese de MCSA.

Amostra | MCS PSI Ret
(mg/ml) (mg/ml) (uL/ml)

MCSAO 2,50 10 0

MCSA1 2,50 10 1,0
MCSA2 3,75 10 1,0
MCSA3 5,0 4 11

MCSA4 2,50 10 1,3
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3.7. Modificacdo superficial das nanoparticulas de magnetita com hidrogel de
poli(acido aspartico) (MCSAH)

Foi adicionado 0,2 g de NaOH a 5 ml de solucdo aquosa de nanoparticulas MCSA e
deixou-se reagir por 3 horas. A solucao obtida foi dialisada com agua até obter
pH 6 “1,

3.8. Caracterizacdo dos materiais preparados

3.8.1. Difratometria de raios X (DRX)
Os difratogramas de raios X foram obtidos em um difratbmetro Rigaku Geiger-Flex.
O intervalo de varredura 26 foi de 10 - 80°, com velocidade de varredura 0,03° por

segundo, empregando radiagéo Cu(Ka).

3.8.2. Espectroscopia de Ressonéncia Magnética Nuclear de Hidrogénio
(RMN *H)

Os espectros foram registados em um Espectrometro RMN Ascend 600 MHz,
utilizando D,O como solvente. Os deslocamentos quimicos foram referenciados em
base a sinal da H,O (4,79 ppm). A andlise do espectro foi feita com o programa

MestReNova. Antes de integrar os picos, a corregéo da linha base foi feita.

3.8.3. Espectroscopia no infravermelho — DRIFTS

Os espectros no infravermelho foram registrados num Espectrometro FTIR Vertex 70
(Bruker, Alemanha) usando o acessorio EasiDiff (Pike Technology) com a técnica
reflectancia difusa. As amostras secas foram diluidas em KBr ( secado numa estufa
a 130°C por 24 horas, com ajuda de uma bomba de vacuo). Todos 0s espectros
foram obtidos com 128 varreduras, na faixa de 4000 - 400 cm™, com uma resolucéo

nominal de 4.0 cm™.
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3.8.4. Microscopia eletronica de transmissao (MET)

As imagens da amostra MC foram obtidas em um microscopio eletrénico de
transmissao Philips CM-120, operado a 120 KV. As imagens das amostras MCS,
MCSA2 e MCSA2H foram obtidas em um microscoépio eletrénico de transmissao
Philips CM-200, operado a 200 KV. As amostras foram dispersas em isopropanol e
uma gota da disperséo foi depositada sobre a grade de cobre recoberta com uma
membrana de carbono amorfo. A grade de cobre contendo a amostra depositada foi
seca em ar durante 24 horas. Foi utilizado o programa ImageJ para estimar o
tamanho das nanoparticulas. Desenhou-se um circulo sobre cada nanoparticula de
maneira que o circulo tivesse quase a mesma area da nanoparticula e se usou o
didmetro do circulo como o tamanho da nanoparticula. Mediu-se o tamanho de pelo
menos 150 nanoparticulas e a distribuicdo de tamanhos foi ajustada a uma

distribui¢édo log-normal para calcular o tamanho médio e o desvio padréo.

3.8.5. Medidas de potencial zeta ()

A medicéo do potencial zeta foi realizada utilizando o método de microelectroforese
no equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments). O equipamento calcula o
potencial zeta a partir de valores de mobilidade eletroforética, aplicando a equacgéo
de Henry. As nanoparticulas foram dispersas & concentracdo de 3,9x102 mg/ml em
uma solucéo aquosa de NaCl 5x10~% mol.L™ e deixada a repousar por 24 horas para
assegurar o equilibrio de cargas. O potencial zeta foi medido na faixa de pH de 2 até
11. O pH foi ajustado com o titulador MPT-2 Multi Purpose Titrator (Malvern
Instruments) usando solucdes de NaOH 0,1 mol.L™" e HCI 0,1 mol.L™. Todas as

medicdes foram realizadas em triplicata e a uma temperatura de 25°C.

3.8.6. Medidas de diametro hidrodinamico (Dy)

O diametro hidrodinamico (Dy) e a polidispersidade das nanoparticulas magnéticas
dispersas em agua foram determinadas no equipamento Zetasizer Nano ZS
(Malvern Instruments) por Espalhamento de luz dinamico (DLS) com um angulo de
disperséao fixo de 173° em relacdo a luz incidente usando um laser de He—Ne (A =
632,8 nm) como fonte de luz. A técnica de espalhamento de luz dinamico relaciona o

tamanho das particulas com o movimento Browniano, dessa forma o detector
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registra as flutuacdes de intensidade de luz espalhada ao incidir um feixe de laser
sobre as particulas em movimento. As nanoparticulas foram dispersas em agua com
ajuda de uma ponteira ultrassénica. Todas as medidas foram realizadas no minimo
em triplicata e a uma temperatura de 25°C. No caso das medidas do diametro
hidrodindmico em fungédo do pH, o pH da dispersao foi ajustado usando HCI 0,25

mol.L ™.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Nanoparticulas de magnetita

A coprecipitacdo € o método mais simples para a sintese de nanoparticulas de 6xido
de ferro, pois permite obter elevadas quantidades do material, sendo o método mais
utilizado de sintese para aplicacdes em biomedicina . O mecanismo de formacéo
e as condicbes que controlam a sintese estdo bem estudadas na literatura cientifica
“2 A magnetita é preparada pela reacéo de sais de Fe (Il) e Fe (lll) em meio aquoso
alcalino, numa razdo molar de 1: 2. Em geral a reacdo quimica da formacdo da

magnetita & “%:
2Fe*(aq) + Fe?'(ag) + 80H (agq) —> Fes04(s) + 4H,0(l)

Alguns artigos indicam que durante a sintese da magnetita, parte dos fons Fe?* séo
oxidados a fons Fe®* o qual faz variar a relacéo ideal de 1:2 dos fons, portanto é
recomendavel partir com um leve excesso de fons Fe? “4) neste trabalho se usou

uma relacdo molar inicial de fons Fe?" e Fe** de 1,12 : 2.

A superficie das nanoparticulas foi modificada com APTS a fim de incorporar grupos
amina na superficie das nanoparticulas que permita a formacdo de ligacbes
covalentes com os polimeros sintetizados. A figura 6 mostra 0 esquema da

modificacdo superficial de nanoparticulas de magnetita com APTS.

Figura 6: Silanizac@o das nanoparticulas de magnetita com APTS.
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A modificacdo da superficie usando alcoxissilanos envolve duas principais reacdes
gue ocorrem simultaneamente: hidrélise e condensacdo. Na solucdo ocorre a
hidrolise dos grupos alcoxissilano para os silandis, espécies altamente reativas.
Na superficie das nanoparticulas acontecem reacdes de condensacdo entre 0s
grupos hidroxila dos silanbis e os grupos hidroxila presentes na superficie da
nanoparticula, formando ligagfes covalentes Fe-O-Si. A cinética destes processos
depende dos parametros experimentais utilizados na reacdo de modificacdo de
superficie (tempo de reacdo, temperatura, solvente, concentracdo de agua, a
presenca do catalisador, etc.) e, em consequéncia, as propriedades do material final
sdo dependentes destas variaveis “**”. O pH da solucéo foi ajustado até 9,0 de
forma que a reacdo de hidrdlise seja catalisada por ions hidroxila. A condensacéao
pode acontecer também entre silandis, formando oligdbmeros ou particulas de 6xido
de silicio que ndo conseguem interagir com a superficie das nanoparticulas de
magnetita. Estes sistemas sdo separados das nanoparticulas de magnetita com
superficie modificada durante a etapa de lavagem na qual as nanoparticulas
magnéticas sdo separadas pela agdo de um campo magnético externo, ficando
suspensas na solucao descartada as particulas de o0xido de silicio e oligdmeros de

silicio.

A Figura 7 mostra os difratogramas de raios X da magnetita (MC) e da magnetita
silanizada (MCS), apresentaram um padrao de reflexfes caracteristicos da estrutura
cubica de tipo espinélio. Os valores de 20 e as intensidades relativas dos picos
associados aos planos cristalogréaficos (220), (311), (400), (422), (511), (440) e (533)
foram semelhantes aos descritos na carta cristalografica n° 19-0629 do JCPDS para
0 solido magnetita em volume estendido, e concordaram com os difratogramas de
nanoparticulas de magnetita apresentados na literatura cientifica “®*9. O
alargamento dos picos foi devido as dimensdes das particulas na escala

nanométrica ©9.

Os difratogramas das amostras MC e MCS nao apresentaram
grandes diferencias, portanto a modificacdo superficial com APTS ndo modificou a

estrutura cristalina das nanoparticulas de magnetita.
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(MCS), b) magnetita (MC).

—
—
0

Intensidade (u.a.)

10 20 30 40 50 60 70 80
28 (graus)

Elaborado pelo autor.

A modificacdo da superficie da magnetita foi confirmada mediante o analise de
espectros na regido do infravermelho das nanoparticulas de magnetita (MC) e as
nanoparticulas de magnetita silanizadas (MCS), os espectros sao observados na
Figura 8. Os dois espectros apresentaram 3 bandas relacionadas com a presenca
da magnetita, estas séo: a relacionada com o estiramento da ligacdo Fe-O centrada
em 609 cm™ e com os grupos hidroxila (-OH) na superficie da magnetita, uma a
1629 cm™ devido ao movimento de flex&o e outra centrada em 3420 cm™ devido ao
movimento de estiramento “®. A amostra MCS apresentou uma banda centrada em
969 cm™ devido as vibragdes de estiramento da ligacdo Si-O, o qual confirmou a
presenca de Oxido de silicio na amostra MCS. Esperava-se a presenca de bandas
relacionadas com o0s grupos amina, ja que o0 alcoxissilano usado estava
funcionalizado com grupos amina, porém as bandas de estiramento e de flexdo do
grupo amina aparecem centradas aproximadamente em 3400 cm™ e 1625 cm™,
aparecendo na mesma faixa que as bandas do grupo hidroxila. A presenca de

grupos amina se confirmou pelas medidas de potencial zeta ®5?),
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Figura 8: Espectros no infravermelho das amostras: a) nanoparticulas de
magnetita (MC), b) nanoparticulas de magnetita silanizadas (MCS).
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A modificacdo da superficie das nanoparticulas de magnetita também foi avaliada
pelas medidas de potencial zeta das nanoparticulas em funcédo do pH. A figura 9
mostra as medidas do potencial zeta em fun¢éo do pH das amostras: nanoparticulas
de magnetita Fe;O, (MC) e as nanoparticulas de magnetita silanizadas com APTS
(MCS). O valor do potencial zeta é influenciado pelo pH da suspenséo, devido a
presenca de grupos com carateristicas acido-base na superficie das particulas, pois
dependendo do pH estes grupos podem encontrar-se ionizados ou sem ionizar
Como ponto de comparacao se usa o ponto isoelétrico pH(l), que é o valor do pH no
qual o potencial zeta da particula é zero ®*°Y. O pH(l) esta influenciado também

pelas carateristicas acido-base da superficie, em forma geral a presenca de grupos
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com carater basico (aceptores de prétons) produz um valor do pH(I) maior que 7, e a
presenca de grupos com carater acido produz um valor do pH(I) menor que 7. Maior
carater acido ou basico, produz um maior deslocamento com respeito a 7. Também
este deslocamento é influenciado pela quantidade destes grupos. Por ultimo o valor
do potencial zeta depende da forca ibnica da suspensdo, enquanto o pH(l) é
independe da forca idnica, sempre que a solucéo seja de eletrélitos inertes ®+°%. Na
figura 9, a magnetita apresentou um pH(l) de 6,1 o qual € um valor similar ao valor
reportado em artigos publicados % 47 %5 50 Em meio aquoso sdo encontrados
grupos anfotéricos hidroxila sobre as nanoparticulas de magnetita. Em pH menores
que o pH(l), a espécie predominante é a forma protonada Fe-OH," que confere
carga positiva a superficie da particula, enquanto em pH maiores que o pH(l) a
espécie predominante é Fe-O, carregando negativamente a superficie da particula
3 Quando a magnetita foi funcionalizada com APTS o ponto isoelétrico aumentou
significativamente até pH 8,5; devido a presenca dos grupos amina na superficie,
este resultado concorda com os valores reportados para nanoparticulas de
magnetita modificadas superficialmente com APTS (“® 4759 A natureza bésica do
grupo amina, permite a protonacdo deste grupo para formar espécies -NHz" que
estdo em quantidades consideraveis na superficie das particulas em pH menores
que 8,5 ®9.
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Figura 9: Potencial Zeta em fun¢éo do pH das amostras: nanoparticulas de
magnetita (MC) e nanoparticulas de magnetita silanizadas (MCS).
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4.2. Polissuccinimida e poli(acido aspartico)

Os espectros na regiao do infravermelho dos polimeros polissuccinimida (PSI) e
poli(acido aspartico) (PAA) sdo apresentados na Figura 10. Na PSI as bandas em
1794 cm™ e 1712 cm™ correspondem aos modos de estiramento simétrico e
assimétrico respectivamente da ligacdo C=0, produto da vibracdo de acoplamento
de dois grupos carbonila da imida através do atomo de nitrogénio ©®. A banda em
1627 cm™ corresponde ao estiramento do C=0O da amida (amida 1) e a banda em
1529 cm™ esta relacionada com a flexdo no plano do N-H e ao estiramento do C-N
do grupo amida (amida Il), portanto, também se estabeleceu a presenca de grupos
amida no PSI, o que indicou que na cadeia de PSI alguns anéis ndo foram formados

(5969 A banda em 1393 cm™ foi atribuida & flexdo do CH, no anel de PSI, e a banda
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em 1355 cm™ ao estiramento C-N na imida ciclica “. A banda em 1291 cm™ foi
atribuida & flexdo do N-H e ao estiramento do C-N do grupo amida (amida 111) ©9.
Também apresentou uma banda centrada em 2955 cm™ correspondente ao
estiramento da ligacdo C-H ©?. Quando a hidrélise da PSI ocorre, a imida ciclica se
transforma em um grupo amida e um grupo carboxilato, o novo polimero é
conhecido como poli(acido aspértico) (PAA). No espectro no infravermelho do PAA,
as bandas caracteristicas da imida estdo ausentes, 0 que confirmou que todos os
anéis foram abertos durante a hidrélise. Em lugar disso, apresentou uma banda
larga entre 1650 cm™ e 1550 cm™ devido & superposicdo das vibracdes dos grupos
amida e carboxilato. A banda centrada em 1405 cm™ é devida ao estiramento
simétrico do carboxilato ®Y. Também é observado uma banda larga centrada em

3400 cm™ devido ao estiramento da ligacdo O-H da carboxila.

Figura 10: Espectros no infravermelho das amostras: a) PSI, b) PAA.
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O espectro de RMN 'H e a estrutura quimica do Poli(acido aspartico) (PAA) sdo
apresentados na Figura 11. O espectro apresentou trés picos importantes, o primeiro
pico centrado em 2,74 ppm esta relacionado com os hidrogénios do grupo metileno.
O pico localizado em 4,43 ppm corresponde ao grupo metino da unidade
monomeérica 3, e o pico em 4,63 ppm ao grupo metino da unidade monomérica a. A
relacdo de areas dos dois picos metino indicou uma proporcdo de unidades
monomeéricas B/ unidades monoméricas a = 5,45. O espectro obtido concordou com
a informacao publicada em outros trabalhos % 2. O espectro apresentou pequenos
picos correspondentes a estruturas distintas & unidade monomérica succinimida,
este tipo de estruturas irregulares na cadeia de PSI ja foi reportado por outros

grupos, e também um pico em 4,79 devido a presenca de agua 63),

Figura 11: Estrutura quimica e Espectro RMN *H do Poli(acido
aspértico) (PAA).
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4.3. Modificacdo superficial das nanoparticulas de magnetita

Considerando que o carbono do grupo carbonila na unidade monomérica da
polissuccinimida (PSI) é susceptivel a ataques nucleofilicos ©®¥ é posivel propor o
mecanismo de reacdo pelo qual a superficie das nanoparticulas magnéticas foi
revestida com PAA reticulado: O grupo amina sobre as nanoparticulas MCS em
solvente polar aprético (DMF), se comportou como um nucledfilo, atacando o
carbono da carbonila na PSI para formar uma ligacdo covalente entre a superficie da
nanoparticula e a PSI @ assim a nanoparticula foi revestida com uma camada de

PSI (MCSADO), este processo se mostra na Figura 12.

As cadeias da PSI podem ser reticuladas usando uma molécula que tenha dois
grupos amina em sua estrutura, como o 1,4-diaminobutano, cada nitrogénio realiza o
ataque nucleofilico a uma cadeia de PSI, e assim é possivel reticular a PSI “Y. Com
esta estratégia foram reticuladas cadeias da PSI sobre a nanoparticula de magnetita

(MCSAL), este processo se mostra na figura 13.

Finalmente a hidrdlise das cadeias de PSI em uma solugdo de NaOH, permitiu obter
nanoparticulas de magnetita recobertas com PAA reticulado sobre sua superficie

(MCSA1H), este processo se mostra na figura 14.



Figura 12: Revestimento da nanoparticula MCS com polissuccinimida.
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Figura 13: Revestimento das nanoparticulas de magnetita com polissuccinimida reticulada.
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Figura 14: Revestimento das nanoparticulas de magnetita com poli(acido aspértico) reticulado.
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Na Figura 15 observam-se os espectros na regido do infravermelho obtidos por
refletancia difusa das nanoparticulas funcionalizadas, estes permitem caracterizar a
superficie das nanoparticulas durante as etapas de modificacdo superficial. No caso
da amostra MCSAOQ, as bandas caracteristicas da PSI (1721 cm™ e 1795 cm™),
evidenciam a modificacdo da superficie das nanoparticulas com PSI. Além disso, a

1 @) Na amostra

banda do estiramento da ligacdo Fe-O € observada em 596 cm
MCSA1, a intensidade da banda em 1721 cm™ (estiramento da carbonila na imida
ciclica) é similar & intensidade da amida |, centrada em 1647 cm™ e amida Il
centrada em 1546 cm™, a qual se deve a dois efeitos: o primeiro é a reducdo na
intensidade da banda centrada em 1721 cm™ devido ao ataque nucleofilico das
moléculas reticulantes as carbonilas dos anéis da PSI, e o segundo é um aumento
nas intensidades das bandas amida | e amida Il devido a formacédo de novos grupos
amida apés o ataque nucleofilico do reticulador ©°. Finalmente, quando os anéis de
succinimida restantes da PSI sdo abertos em presenca de ions hidroxila em
concentracdo 1 mol.L™, formam-se grupos amida e carboxilato, portanto MCSA1H
ndo apresenta banda em 1795 cm™, caracteristica da imida ciclica, mas apresenta
uma banda larga centrada em 1600 cm™ , composta pela superposicdo das bandas
amida I, amida Il e pelo estiramento assimétrico do carboxilato, também apresenta a
banda em 1405 cm™ devido ao estiramento simétrico do carboxilato V. Portanto se
verifica que MCSA1H é uma nanoparticula recoberta com poli(acido aspartico)

reticulado.
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Figura 15: Espectros no infravermelho das amostras: a) MCS com uma camada de PSI
(MCSAO0), b) MCS revestida com PSI reticulado (MCSA1), c) MCS revestida com poli(acido
aspartico) (MCSA1H).
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Outra forma de monitorar a modificagdo da superficie e também obter informacéo da
estabilidade coloidal, € medir o potencial zeta das nanoparticulas em fungéo do pH.
A figura 16, mostra os valores de potencial zeta em funcéo do pH, das
nanoparticulas de magnetita (MC), nanoparticulas de magnetita silanizadas (MCS),
MCS revestida com PSI reticulado (MCSAL1), MCS revestida com poli(acido
aspartico) (MCSA1H). Na secéo 4.1 foi interpretado o valor de 8,5 para o ponto
isoelétrico das nanoparticulas MCS por causa dos grupos amina na superficie da
nanoparticula. Quando as nanoparticulas séo recobertas com PSI reticulado

(MCSAL) o ponto isoelétrico destas particulas muda para 4,0 pela presenca de
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grupos carboxila produto das estruturas irregularidades na cadeia de PSI ©. O pH(l)
de MCSA1H é 2,3, devido ao poli(acido aspéartico), o qual tem uma elevada
guantidade de grupos carboxila, o que confere um carater acido a superficie da

nanoparticula.

A estabilidade coloidal de uma disperséo de particulas pode ser alcancada mediante
a estabilidade estérica e a estabilidade eletrostatica. A dispersdo coloidal é
estabilizada eletrostaticamente quando o potencial zeta da superficie da particula
em suspens&o tem valor absoluto maior que 30mV (I PZ | > 30mV) €.

Figura 16: Potencial Zeta em funcéo do pH para as amostras: nanoparticulas de magnetita (MC),
nanoparticulas de magnetita silanizadas (MCS), MCS revestida com PSI reticulado (MCSA1), MCS revestida
com poli(acido aspartico) (MCSA1H).
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Para aplicagcbes em medicina € importante que as particulas tenham estabilidade
coloidal proximo ao pH fisiologico (7,4). As amostras MCSA1 e MCSA1H possuem
um valor de potencial zeta menor que -30mV em pH 7, portanto possuem
estabilidade eletrostatica e sdo ideais para aplicagdes em medicina. Porém, alguns
ambientes biolégicos séo ligeiramente acidos, por exemplo: tecidos cancerigenos
(pH 6,5 — 7,2), endossomos (pH 5,0 - 6,5) e lisossomos (pH 4,5 — 5,0) ®”. MCSA1
perde estabilidade eletrostatica em suspensdes com pH menores que 5,5 pelo qual
ndo seria ideal de usar em ambientes biol6gicos acidos. No entanto a amostra
MCSAL1H perde estabilidade eletrostatica s6 em suspensées com pH menores que

4,5; 0 qual faz a este sistema ideal para a utilizacdo em ambientes bioldgicos &acidos.

Observa-se na figura 17.a a micrografia MET das nanoparticulas de magnetita (MC).
As dimensdes das nanoparticulas individuais foram menores que 10 nm. As
nanoparticulas formaram agregados devido a auséncia de moléculas que fornecam
estabilidade estérica, as dimensdes dos agregados estiveram entre 100 e 200 nm. A
forma das nanoparticulas foi quase esférica, embora algumas nanoparticulas
tiveram formas menos regulares. O baixo controle na forma das nanoparticulas e a
formacdo de agregados sdo caracteristicas das nanoparticulas de magnetita
sintetizadas pelo método de coprecipitacdo (). Observa-se na Figura 18.a a
micrografia MET das nanoparticulas de magnetita silanizadas (MCS), mostrou que
as nanoparticulas de magnetita ndo alteraram sua forma ap0s a modificacao
superficial com APTS, e que ainda formaram agregados. As figuras 17.b e 18.b
mostram o histograma dos tamanhos com o valor do tamanho médio e o desvio
padrdo das nanoparticulas MC e MCS respectivamente, as quais indicaram que
ap6s a modificacdo com APTS as nanoparticulas de magnetita aumentaram um
pouco seu tamanho, devido a formacdo de uma camada de éxido de silicio na
superficie das nanoparticulas. A Figura 19 mostra a micrografia MET das
nanoparticulas MCS revestidas com PSI reticulado (MCSAZ2), a Figura 20 mostra a
micrografia das nanoparticulas MCS revestidas com poli(acido aspartico) reticulado
(MCSAZ2H), observou-se a presenca de outro material ao redor das nanoparticulas,
este material é a PSI reticulada no caso da amostra MCSA2 e o poli(acido aspartico)
reticulado no caso da amostra MCSA2H. As particulas MCSA2 e MCSA2H se
compdem de nanoparticulas de magnetita formando agregados, com a superficie

destes agregados revestidos pelos polimeros reticulados correspondentes.
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Figura 17: a) Micrografia de MET das nanoparticulas de magnetita (MC), b) Distribuicdo de tamanhos
da amostra MC com tamanho médio e o desvio padréo.
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Figura 18: a) Micrografia de MET das nanoparticulas de magnetita silanizadas (MCS), b)
Distribui¢do de tamanhos da amostra MCS com tamanho médio e o desvio padréo.
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Micrografia de MET das nanoparticulas MCS

Figura 19:
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4.4. Influéncia da concentracdo dos reagentes no diametro hidrodinamico das
nanoparticulas

A tabela 2 mostra as concentracdes dos reagentes utilizadas na sintese das
amostras “MCSAH” e o diametro hidrodinamico (D) das amostras numa suspensao
com pH 6.

Tabela 2: Concentrac¢des dos reagentes e didmetro hidrodindmico (Dy) das nanoparticulas
revestidas com o hidrogel de poli(acido aspartico) reticulado.

Amostra MCS PSI Ret (uL/ml) | Dy (nm)
(mg/ml) (mg/ml)

MCSA1H 2,50 10 1,0 3400+ 7,7

MCSA2H 3,75 10 1,0 2926+25

MCSA3H 5,0 4 11 371,8+7,2

MCSA4H 2,50 10 1,3 396,0 £ 5,8

As amostras MCSA1H e MCSA4H foram sintetizadas com a mesma concentragcao
inicial de MCS e PSI, mas a concentracdo de 1,4-diaminobutano (Ret) foi maior na
sintese da amostra MCSA4H. O Dy, da amostra MCSA4H foi maior que o Dy da
amostra MCSA1H. Uma maior concentracdo de agente reticulador, ou seja 1,4-
diaminobutano (Ret), permite aumentar a quantidade de cadeias de PSI que foram
reticuladas sobre as nanoparticulas. Este efeito permite que para uma determinada
concentragédo de MCS e PSI, o D, aumente quando aumenta a concentragéo do 1,4-

diaminobutano.

Comparando as amostras MCSA1H e MCSAZ2H, se interpretou que para uma
concentracao fixa de PSI e 1,4-diaminobutano, um aumento na concentracao de
MCS produz uma diminui¢éo no Dy. Este efeito pode ser explicado considerando que
a quantidade de PSI disponivel para revestir cada agregado de nanoparticulas MCS
diminui ao aumentar a concentracdo de MCS. Assim ao ter menor quantidade de
PSI disponivel durante a sintese, a amostra MCSA2H tem um menor Dy que a
amostra MCSA1H, a qual tinha uma maior quantidade de PSI disponivel durante a

sintese.
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Finalmente comparando MCSA1H e MCSA3H, se observou que a concentracao de
MCS foi maior em MCSA3H, e também a concentracdo de PSI foi menor em
MCSA3H, portanto considerando as anteriores conclusdes, a quantidade de PSI
disponivel por particula foi menor durante a sintese de MCSA3H que na sintese de
MCSA1H, e se esperava que o D, de MCSA3H seja menor que o D, de MCSA1H,
porém o D, de MCSA3H foi um pouco maior que o Dy de MCSA1H. Este
comportamento se deve a que a concentracdo de MCS durante a sintese de
MCSA3H ¢é tdo grande, que as nanoparticulas MCS formam agregados muito
maiores em DMF que as outras amostras, cujas concentracdes iniciais de MCS
foram menores. Portanto o revestimento com o polimero reticulado acontece em
agregados de nanoparticulas MCS maiores na amostra MCSA3H. Este efeito sera

demonstrado na proxima secao.

4.5. Variacdo do diametro hidrodinamico das nanoparticulas em funcéao do pH

As nanoparticulas de magnetita revestidas com o hidrogel de poli(acido aspartico)
reticulado apresentaram diametros hidrodinamicos (Dy) que dependeram do pH da
suspensao. Em geral para uma determinada amostra, o Dy, diminui quando o pH da
suspensao também diminui. As cadeias de PAA se encontram reticuladas, e devido
a presenca de grupos hidrofilicos, que tem afinidade pelas moléculas de agua, o
sistema tem as caracteristicas de um hidrogel. Considerando que numa molécula
com carga elétrica em meio aquoso, 0S grupos ionizados (por exemplo 0 grupo
carboxilato) se encontram mais fortemente solvatados por moléculas de agua que o0s
grupos néo-ionizados, é possivel entender a dependéncia do Dy com o pH. Quando
as nanoparticulas estdo numa suspensao em meio neutro as cadeias poliméricas do
poli(acido aspartico) tendem a afastar-se entre elas, intumescer, pois a presenca de
carga negativa dos grupos carboxilato € consideravel, produzindo repulséo elétrica
entre as cadeias polimericas. Estes grupos carboxilato precisam de moléculas de
agua para estabilizar sua carga, portanto armazenam moléculas de agua que fazem
expandir o volume do hidrogel. Quando o pH diminui, os grupos carboxilato sao
protonados, diminuindo a carga negativa das cadeias, e precisam de menos
moléculas de agua para solvatar as cadeias de PAA, portanto as moléculas de agua
sdo expulsas facilitando a aproximacédo entre as cadeias de PAA, diminuindo o

volume do hidrogel “?. A Figura 21 mostra a variacdo do Dy em funcéo do pH das
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amostras sintetizadas. As amostras MCSA1IH e MCSA2H mostraram uma
diminuicdo de Dy até atingir um valor de aproximadamente 180 nm. Neste estado o
sistema esta formado por um caroco de agregado de nanoparticulas de magnetita e
uma casca do hidrogel de PAA contraido, pelo qual se pode afirmar que em geral as
dimensdes do caro¢o de agregado de nanoparticulas de magnetita foram menores a
180 nm. Ao aumentar a acidez para valores abaixo deste ponto, o D, comeca a
aumentar devido aos processos de agregacdo, pois 0s sistemas perdem

estabilidade eletrostatica (Figura 16).

A amostra MCSA3H diminui seu Dy, até atingir um valor minimo de 310 nm em pH
4,3; depois em pH 3,7 o D, comeca a aumentar por causa da agregacao das
particulas. A particularidade desta amostra foi que ndo conseguiu diminuir seu Dy, até
um valor de 180 nm (que foi o valor minimo de Dy, reportado nas outras amostras).
Na secdo anterior se indicou que devido a maior concentracdo de MCS durante a
sintese de MCSA3H, os agregados de nanoparticulas MCS, que formam o caroco,
foram maiores em comparacdo com as outras amostras. A diminuicdo do Dy € um
efeito produzido pela contracdo do Poli(acido aspartico) reticulado, por isso o Dy nédo
pode diminuir até valores menores que o tamanho do caro¢o do sistema. Devido a
gue a amostra MCSA3H so6 consegue diminuir seu Dy, até 310 nm, este valor deve
ser o tamanho do agregado de nanoparticulas MCS que forma o caro¢o da amostra.
Assim foi possivel indicar que as dimensdes do caro¢o na amostra MCSA3H foram

maiores que as dimensfes do caro¢o nas outras amostras.

A amostra MCSA4H s6 diminui seu Dy, até atingir o valor de 259 nm. Esta amostra foi
sintetizada com a mesma concentracdo inicial de MCS que a amostra MCSA1H,
pelo qual as dimensdes do caroco de agregados de MCS devem ser as mesmas,
porém a amostra MCSA4H nao conseguiu atingir o mesmo valor de D, minimo que a
amostra MCSA1H. A capacidade de mudanca no volume do hidrogel em resposta a
variacdo do pH é influenciada pelo grau de reticulacdo das cadeias. Assim, se temos
duas amostras de hidrogel, a primeira com uma maior quantidade de ligacdes entre
as cadeias (maior grau de reticulacdo) e a outra com menor quantidade de ligacbes
entre as cadeias (menor grau de reticulacdo), a amostra com menor grau de
reticulacdo experimentard uma maior variagdo do volume em comparacdo com a
amostra de maior grau de reticulacdo para a mesma variacdo do pH ©”. O maior

grau de reticulacdo limita os movimentos das cadeias de poli(acido aspartico) e
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também limita a variacdo do volume do polimero reticulado. Na preparacédo das
nanoparticulas recobertas com hidrogel, o aumento na concentracdo do reticulador
(1,4-diaminobutano) aumenta o grau de reticulacdo. A amostra MCSA4H foi
preparada com uma concentracdo de 1,4-diaminobutano maior que a amostra
MCSA1H, portanto o grau de reticulacdo foi maior em MCSA4H que em MCSAL1H.
Este maior grau de reticulacdo limita a contracdo das cadeias de poli(acido
aspartico) na amostra MCSA4H, pelo qual ndo consegue atingir o mesmo valor limite
de Dy que a amostra MCSA1H.

Figura 21: Medidas do diametro hidrodinamico em fun¢éo do pH das nanoparticulas de magnetita
revestidas com poli(acido aspartico) reticulado: a) MCSA1H, b) MCSA2H, c) MCSA3H, d)MCSA4H.
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4.6. Estabilidade coloidal do sistema multifuncional no tempo

A figura 22 mostra as medidas do diametro hidrodinamico (Dy) da amostra MCSA1H
em funcdo do tempo (dias) em uma suspensdo com pH 7,12. Os valores do Dy se
mantiveram quase constante em torno a 410-370 nm, indicando que ndo aconteceu
agregacao apreciavel das nanoparticulas com o passo dos dias, por tanto o sistema
apresentou uma elevada estabilidade coloidal em estas condigdes. O poli(acido
aspartico) reticulado na superficie das nanoparticulas confere estabilidade coloidal
estérica e eletrostatica ao sistema. Em pH 7,12 o potencial zeta do sistema MCSA1H
foi de -35 mV (figura 16), indicando uma elevada carga negativa sobre as
nanoparticulas devido aos grupos carboxilato. Estas cargas negativas produzem
repulsdo eletrostatica entre as nanoparticulas, o que evita a aglomeracdo das
nanoparticulas, gerando estabilidade coloidal eletrostatica. Por outra parte o
poli(acido aspartico) € um polimero hidrofilico, o que favorece a estabilidade coloidal
do sistema em agua. O poli(acido aspartico) em forma reticulada forma uma barreira

fisica, que impede o contato entre as nanoparticulas, gerando estabilidade estérica.

Figura 22: Diametro hidrodindmico da amostra MCSA1H em
funcéo dos dias, medido em pH 7,12.
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5. CONCLUSAO

- As nanoparticulas magnéticas de magnetita foram sintetizadas pelo método de
coprecipitacdo. As analises DRX e DRIFTS, confirmaram a presenca de é6xido de
ferro com estrutura do tipo espinélio. As micrografias MET confirmaram a natureza
nanometrica das particulas com um didmetro médio e desvio padréo 6,05 + 1,23 nm.
Porém as nanoparticulas formavam agregados com dimensdes de 100 — 200 nm.

- A polissuccinimida foi sintetizada pelo método de policondensacédo. O poli(acido
aspartico) foi obtido através da hidrélise da polissuccinimida. A estrutura destes
polimeros foi confirmada por analises de DRIFTS e RMN de *H.

- A modificacdo superficial das nanoparticulas em cada etapa foi confirmada com
analises de DRIFTS e medidas de potencial zeta. As micrografias MET
comprovaram a presenca de polimero em torno dos agregados de nanoparticulas de
magnetita.

- O diametro hidrodinamico do sistema formado por nanoparticulas de magnetita
recobertas com o hidrogel de poli(acido aspartico) reticulado, diminuia quando o pH
da suspensao também diminuia.

- O didametro hidrodinamico do sistema multifuncional em um pH fixo, é ajustado
controlando as concentracfes de nanoparticulas magnéticas, polissuccinimida e 1,4-
diaminobutano na sintese do sistema multifuncional.

- A casca do sistema multifuncional é formada pelo hidrogel de poli(acido aspartico)
reticulado, o qual € um material biocompativel e biodegradavel. As nanoparticulas
recobertas com o hidrogel apresentaram alta estabilidade coloidal na faixa de pH
das aplicagBes biomédicas. Devido a todas estas carateristicas o sistema pode ser

utilizado em biomedicina.
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6. PERSPECTIVAS PARA TRABALHOS FUTUROS

Como sugestéao para trabalhos futuros, tem-se:

- Modificar a sintese do sistema multifuncional usando outros agentes reticuladores
como 1,3-diaminopropano ou 1,6-diaminohexano, e pesquisar as diferencas ao
variar a natureza do agente reticulador.

- Avaliar a natureza superparamagnética das nanoparticulas de magnetita e do
sistema multifuncional final.

- Realizar testes de citotoxicidade do sistema desenvolvido.

- Pesquisar a possivel aplicacdo do sistema desenvolvido como sistema de liberacao

controlada de farmacos.
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