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RESUMO

A capacidade de alguns polimeros de mudar suas propriedades devido ao aumento
da temperatura tornou-se uma possibilidade de aplicacdo para entrega de
medicamentos. Polimeros compostos de n-isopropilacrilamida ou n-vinilcaprolactama
sdo conhecidos pelo comportamento termoresponsivo devido a mudancas de
estrutura com aumento de temperatura. Esses polimeros tém menor temperatura de
solucdo critica (LCST), acima da qual ocorrem mudancas nas interacdes
intramoleculares e intermoleculares. Em temperaturas abaixo da LCST, os polimeros
apresentam solubilidade em agua e, acima da LCST, a estrutura colapsada resultara
em uma fase insollvel. Essa propriedade de transicdo estrutural permite que esses
polimeros sejam aplicados no fornecimento de drogas, uma vez que, tornando-se
insolavel, o polimero ira expulsar moléculas de agua em posicdes intercadeias e,
consequentemente, um farmaco que esteja junto com essa agua. Este trabalho
combinou a caracteristica de polimeros termosensiveis com nanoparticulas
magnéticas. O sistema estudado consiste em nanoparticulas magnéticas revestidas
com polimero, esterificados ou nado, impregnados com solu¢cdo medicamentosa
(metotrexato ou diclofenaco de potassio). O revestimento polimérico nas
nanoparticulas magnéticas foi detectado por FTIR, curvas termogravimétricas e
analise do potencial zeta. A propriedade termossenssivel foi detectada em ambos os
revestimentos utilizando poli (N-isoproprilacrilamida ou poli (N-vinilcaprolactama) com
acido acrilico. Através de DLS, foi possivel identificar que a LCST do copolimero
diminui apds a esterificagdo com 1-pentanol. As nanoparticulas revestidas foram
submetidas a hipertermia magnética e a capacidade de geracdo de calor dessas
particulas foi identificada mesmo apos o processo de esterificacdo. A capacidade de
carregar e liberar metotrexato e diclofenaco de potassio foi estudada por
espectroscopia UV mostrando diferencas devido a esterificacdo, ou seja, apés a
esterificacdo e com uma LCST menor, foi possivel identificar uma liberagcdo maior em
funcdo do tempo para ambos os medicamentos.

Palavras chave: Nanoparticulas magnéticas; Polimeros termossensiveis; Drug
delivery.



ABSTRACT

The ability of some polymers to change their properties due to the increase in
temperature has become a possibility of application in drug delivery. Polymers
composed of n-isopropylacrylamide or n-vinylcaprolactam are known as
thermoresponsive due major structure changes with temperature increase. These
polymers present a lower critical solution temperature (LCST) caused by a change in
intramolecular interactions. At temperatures below the LCST the polymers present
solubility in water and above the collapsed structure will results in an insoluble phase.
This property of structural transition is closely observed by studies focused on drug
delivery, since by becoming insoluble, the polymer expel water from structure and,
consequently, any drug in solution. This work had the objective of combining the
characteristic of thermosensitive polymers with magnetic nanoparticles. Magnetic
nanoparticles were coated with these polymers, acting as substrates, and were able to
provide heat through magnetic hyperthermia. The studied system consists in magnetic
nanoparticles coated with polymer, esterified or not, impregnated with drug solution
(methotrexate or potassium diclofenac). This work showed the general properties of
the polymer coating by using Fourier transformed IR spectroscopy, zeta potential,
dynamic light scattering. As results, the coating was made successfully, there is a
decrease in the hydrodynamic diameter as the temperature has increased. The coated
nanoparticles were subjected to magnetic hyperthermia and the heat generating
capacity of these particles was identified. The ability to charge and release
methotrexate, studied by UV spectroscopy, shows differences due esterification,
considering structural factors, and demonstrates a major role of temperature control
the release of methotrexate and potassium diclofenac.

Keywords: Magnetic nanoparticles; Thermoresponsive polymers; Drug delivery.
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1 INTRODUCAO

1.1 Magnetita: viséo geral

A magnetita € um mineral de 6xido de ferro que ocorre naturalmente na Terra
(por exemplo, cinzas de carvdo mineral) ou pode ser liberada para o meio ambiente
por meio de atividades humanas (por exemplo, pos de toner preto) (GMINSKI et al.,
2011).

A magnetita pertence ao grupo espinélio e cristaliza no sistema cristalino cubico
(Figura 1), podendo ser descrita pela formula geral FesOas. A estrutura cristalina da
magnetita (FesO4) é o espinélio inverso e o grupo espacial € Fd-3m. A formula geral
de espinélio invertido é (Y) [XY] O4, onde em Fe30a, X = Fe?* e Y = Fe3*. Os colchetes
indicam sitios atdbmicos tetraédricos e o0s parénteses indicam sitios atdmicos
octaédricos. Fe?* e Fe®" estdo distrubuidos nos sitios tetraédricos (ALIRAMAJI,
ZAMANIAN; SOHRABIJAM, 2015; DE MONTFERRAND et al., 2013).

Figura 1 — Estrutura cristalina da Magnetita vista na direcdo [111] (Diagonal através do cubo).
Octaedros amarelados contém Fe3* e os Tetraedros verdes contém uma mistura de Fe?* e Fe3*. O
Oxigénio é mostrado como esferas vermelhas

Fonte: GIERE, R., 2016.

A magnetita € uma fase natural comum, ocorrendo em varios ambientes

geoldgicos, variando entre rochas igneas (por exemplo, basaltos), rochas
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sedimentares (por exemplo, areias de praia) e rochas metamorficas (por exemplo,
xistos). Devido a sua tendéncia a reagir com o oxigénio para formar hematita (Fe203)
e varios oxihidroxidos de ferro (por exemplo, a goethita), a magnetita pode ser usada
como uma ferramenta poderosa para explorar as concentragbes de oxigénio nas
rochas durante processos geoldgicos, através de mudancas no conteudo de oxigénio.

Cristais de magnetita biogénicos e quimicamente puros ocorrem nos corpos de
uma ampla gama de organismos dentro dos reinos da Monera, Protista e Animalia
(por exemplo, micrébios magnetotaticos, insetos, moluscos, peixes, passaros,
mamiferos) (KIRSCHVINK; WALKER; DIEBEL, 2001). Nesses organismos, a
magnetita forma a base para um tipo de mecanismo biofisico de deteccdo de campo
magnético, que facilita a orientacdo e a navegacao (KIRSCHVINK; WINKLHOFER;
WALKER, 2010; MOURITSEN; RITZ, 2005). No cérebro humano, também ja foi
estudado que a magnetita se precipita biologicamente como parte do metabolismo do
ferro. Segundo Maher et al. (2016), a magnetita, na forma de particulas magnéticas,
sdo presentes no cérebro humano devido a polui¢do do ar, sugerindo que elas podem
se originar de uma fonte externa (KIRSCHVINK; KOBAYASHI-KIRSCHVINK;
WOODFORD, 1992; MAHER et al., 2016). Ocorreu também a proposta de que a
magnetita endogena pode desempenhar um papel fundamental na percepcéo,
transducdo e armazenamento em longo prazo da informacdo no cérebro humano e
em outros organismos (MARTINEZ BANACLOCHA; BOKKON; BANACLOCHA,
2010).

Uma das questbes que surge a partir da descoberta da magnetita presente no
corpo humano, derivada externamente no tecido cerebral, € a de que a magnetita
adicional pode afetar negativamente a salde humana, caso em grandes
concentracbes ou sem direcionamento adequado no corpo. Por isso, técnicas
avancadas em medicina, quimica e fisica sdo usadas para amenizar os riscos e efeitos
colaterias. As nanoparticulas de magnetita podem ser consideravelmente menos
toxicas quando modificadas na superficie e sdo de especial interesse nas ciéncias
biomédicas, porque podem ser usadas como portadoras para o fornecimento
direcionado de drogas (DUGUET et al., 2006; MESAROSOVA et al., 2014). Além
disso, nanoparticulas de magnetita podem ser exploradas para terapia de cancer
baseada em hipertermia, em que o calor induzido pela aplicacdo de um campo
magnético alternado causa necrose de células cancerigenas, mas nao danifica o
tecido normal circundante (HERVAULT; THANH, 2014).
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1.2 Origem do magnetismo

A propriedade magnética dos materiais é determinada pelos dipolos
magnéticos e pela natureza da interacdo entre eles. Os dipolos magnéticos tém
origem no momento angular orbital e no spin dos elétrons presentes nos ions ou
atomos que formam a matéria, ou seja, sdo dependentes da estrutura eletrénica dos
atomos. (BLUNDELL, 2001).

A grandeza macroscoépica que representa o estado magnético de um material
e 0 vetor magnetizacdo, representado pela letra M e € definido como a resposta do
material frente a um campo magnético externo (ﬁ). Quando se submete um material
qualquer a um campo magnético externo, a estrutura deste material responde ao
campo submetido mediante a producdo de um campo magnético proprio (B_M)), cuja
intensidade e orientacdo dependem ndo apenas do campo externo como também das
propriedades do material que compde o material em questdo. No estado em que o
material submetido ao campo magnético externo apresenta um campo magnético
proprio pode-se afirmar que ele se encontra magnetizado. Como a magnetizagéo total
do material € o resultado da maior ou menor cooperacdo de todos os dipolos
magnéticos encontrados no material, a medida da magnetizacdo associa-se a
densidade volumétrica de momento de dipolo magnético (equacéo 1) (BLUNDELL,
2001).

W= 2

Uma vez compreendido que a magnetizacdo implica um campo magnético
diretamente associado ao campo externo, deve-se considerar além do campo devido
a magnetizacdo (B,) 0 campo externo responsavel por induzir magnetizacdo no
material (B,). E notério que o campo magnético total medido em um dado ponto do
sistema é resultante da somatéria dos dois campos (equacéo 2):

B = By+ B (2)

Os fendbmenos magnéticos podem ser expressos por duas grandezas: o vetor

de inducdo magnética (§) e o vetor intensidade de campo magnético H. Enquanto H

é relacionado com a corrente que cria o campo (corrente de conducéao), B, depende

tanto da corrente de condugéo, quanto da magnetizagdo do meio, ou seja, da corrente

de Ampére. Assim, Béa resposta do campo externo (ﬁ) aplicado em um material
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magneético (BLUNDELL, 2001). A relacéo entre eles encontra-se descrita na equacao
3:
B = poH (3)
Onde u, é a permeabilidade magnética. Substituindo-se a equacdo 3 em
equacéo 2 tem-se a equacao 4.

B = uoM+ poH ou B = uo(ﬁ+17) (4)

Em meios de resposta lineares a magnetizacéo é diretamente proporcional ao
campo externo. A constante de proporcionalidade é conhecida por suscetibilidade
magnética e geralmente representada por xm. A susceptibilidade magnética € a
capacidade que um material tem de se magnetizar sob a acdo de um campo
magnético externo aplicado, podendo ser definida pela equacdo 5 (BLUNDELL,
2001).

q
AXm :% (5)
H

De acordo com os valores de susceptibilidade os materiais podem ser divididos
em fases magnéticas e os principais tipos de fases magnéticas sao:
Diamagnetismo: esta é a propriedade que todos os materiais que tem cargas

em movimento apresentam quando sujeitas a um campo magnético externo ou a sua

variacdo. Nestes materiais os atomos tém momento angular total nulo (f), ou seja, ndo
possuem dipolo magnético intrinseco. E caracterizada por uma pequena
susceptibilidade magnética negativa e independente da temperatura. (LANDEE;
TURNBULL, 2014).

Paramagnetismo: é o fenbmeno que ocorre em materiais que possuem um
momento de dipolo magnético intrinseco ndo interagentes entre si. Na auséncia de
campo magnético a magnetizacdo desses materiais é nula. A aplicacdo de um campo
magneético externo fara com que os dipolos magnéticos eletrénicos se alinhem na
direcdo deste campo. E caracterizada por uma susceptibilidade magnética positiva e
pequena, e dependendo de sua origem tem uma forte dependéncia com a
temperatura. A tendéncia ao alinhamento encontra oposi¢do na agitagcdo térmica. A
dependéncia com a temperatura é resultado da competicdo entre a tendéncia de
alinhamento dos dipolos e a tendéncia da agitacdo térmica em romper esse

alinhamento. (LANDEE; TURNBULL, 2014).
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Ferromagnetismo: alguns elementos de transicdo, como o ferro, niquel e
cobalto puros ou em ligas com outros elementos, apresentam uma alta magnetizacao

espontanea.Essa alta magnetizacdo nos materiais ferromagnéticos esta relacionada
ao fato destes possuirem momento angular orbital total (L) e momento angular spin
total (S) altamente interagentes que se alinham paralelamente entre si originando um

momento angular magnético total (f), ou seja, conferindo a propriedade de ima
permanente. O ferromagnetismo € exibido pelos materiais contendo elétrons
desemparelhados em orbitais d ou f que se acoplam com elétrons desemparelhados
em orbitais semelhantes em &tomos vizinhos. O moédulo da magnetizacdo em
materiais ferromagnéticos € véarias ordens de grandeza maior do que em materiais
paramagnéticos e diamagnéticos. (BLUNDELL, 2001; SAINI et al., 1988).
Antiferromagnetismo: € originado pela interacdo entre os spins, mas essa
interacdo tende a alinhar os momentos magnéticos em dire¢cbes opostas. Os
momentos magnéticos vizinhos se cancelam mutuamente. O comportamento da
magnetizagdo em funcdo do campo é semelhante a de um material que apresenta
paramagnetismo, mas as origens deste comportamento séo diferentes, pois no caso
de materiais antiferromagnéticos o ordenamento é de longo alcance, ou seja, depende

da estrutura e, consequentemente do momento magnético angular total. O momento
magnético angular total (f) € a somatoria das interacdes do momento angular orbital

total (Z) e 0 momento angular spin total (§). (BLUNDELL, 2001; SAINI et al., 1988).

Ferrimagnetismo: os materiais ferrimagnéticos também se ordenam em sub
redes provenientes de intersticios na estrutura (por exemplo a magnetita apresenta
intersticios tetraedros e octaédricos) que apresentam cada uma um momento angular
total em direcbes opostas, porém a intensidade desse momentos séo distintas e
considerando a estrutura total do material apds a somatdria dos momentos angulares
das sub redes ainda existe um momento magnético residual conferindo magnetizacao
permanente. A magnetita que é o material de estudo desse trabalho encontra-se
caracterizada no ferrimagnetismo (LANDEE; TURNBULL, 2014).

A Figura 2 mostra a representacdo esquematica dos dipolos magnéticos para
as diferentes fases magnéticas e o comportamento da susceptibilidade magnética de
acordo com o campo magneético externo aplicado.
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Figura 2: Representac@o dos dipolos magnéticos para os diferentes materiais considerando uma
representacéo esquematica dos dominios e um grafico representativo da magnetizacdo em fungéo do
campo magnético externo aplicado. (a) Material diamagnético: baixa ou pouca resposta em relagéo ao
campo magnético. (b) Material paramagnético: os elétrons desemparelhados respondem ao campo
magnético externo se alinhando e produzindo um fraco campo magnético no material. (c) Material
ferromagnético: Momento angular total resultante do alinhamento da estrutura do material, ou seja,
grande resposta em funcao da aplicacdo do campo magnético externo. (d) Material antiferromagnético:
Momento magnético total resultante igual a zero, mas existe uma resposta similar aos materiais
paramagnéticos com a aplicacdo do campo externo. (e) Materiais ferrimagnéticos: A estrutura em sub
redes provoca diminuigdo do momento magnético total, pois 0s momentos encontram-se antiparalelo.

Respondem fortemente ao campo magnético externo, porém em menor intensidade se comparado aos

matérias ferromagnéticos. (ALIRAMAJI; ZAMANIAN; SOHRABIJAM, 2015).
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1.3 Nanoparticulas magnéticas e superparamagnetismo

Durante a ultima década, a aplicacdo da nanotecnologia a medicina para
diagndstico e terapia emergiu como novo campo, denominado terandstica. Uma ampla
selecdo de estruturas nanomeétricas foram desenvolvidas para aplicacbes em
administracdo de medicamentos, imagem e engenharia de tecidos (KEMPE; KEMPE,
2010). As nanoparticulas de 6xido de ferro superparamagnéticas sdo, certamente, 0s
materias mais promissores para aplicacbes médicas, como marcacao celular,
bioensaio, geracédo de imagens e hipertermia magnética. Primeiro, seus tamanhos de
ndcleo ajustaveis, variando entre 1 nm e 100 nm, permitem o controle das
propriedades de acordo com a aplicacéo pretendida. Por exemplo, nanoparticulas de
oxido de ferro extremamente pequenas (diametro menor que 4 nm) podem ser usadas
como agentes de contraste em ressonancia magnética, enquanto nanoparticulas de
oxido de ferro com tamanho médio préximo a 10 nm séo excelentes na geracdo de
calor para tratamentos utilizando hipertermia magnética (HERVAULT; THANH, 2014).

As nanoparticulas de magnetita podem ser sintetizadas usando varios métodos
diferentes, como a decomposicao térmica, microemulsdo e co-precipitacdo. Entre
todos esses métodos, a co-precipitacdo € considerada a mais apropriada para a
producdo em massa usando solucdes de Fe?*, Fe3* e uma base . A reacdo de co-
precipitacdo sera exemplificada adiante no trabalho.

Por modificacdes da superficie, podem ser produzidos revestimentos ou cascas
para materias magnéticos pioneiros. I1sso permite um maior controle de propriedades
quimicas e bioquimicas, pois moléculas bioativas, polimeros e revestimentos
inorganicos (silica, ouro etc.) acoplados a superficie podem favorecer compatibilidade
celular e modificar propriedades fisico-quimicas, como quantidade de carga, e
adicionar sensibilidade ao pH e/ou temperatura (FILIPPOUSI et al., 2013; PANSERI
et al., 2012).

A magnetita recebeu mais atencdo devido a facilidade de modificagdo da
superficie por substancias organicas e inorganicas. Para alta performance em
aplicagOes, as nanoparticulas devem ser preferencialmente esféricas, biocompativeis,
superparamagnéticas e ter estreita distribuicdo de tamanho, alta cristalinidade, grande
area de superficie (para maior capacidade de revestimento ou ligacdo enzimatica) e

boa dispersdo em meio liquido. Guo et al. (2009) ressalta que nanoparticulas esféricas
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apresentam grande area superficial, permitindo maior facilidade de revestimento com
materiais organicos ou inorganicos. Segundo Guo, Hervault e Thanh (2014), para
aplicacbes biomédicas existe a preferéncia por nanoparticulas superparamagnéticas,
uma vez que essas nao retém qualquer magnetizacdo apos a remoc¢do do campo
magneéticos, evitando coagulos. A diferenca das nanoparticulas superparamagnéticas
estd no tamanho, pois particulas maiores tendem a possuir varios dominios
magnéticos. Normalmente, as particulas superparamagnéticas estdo compreendidas
na faixa de tamanho entre 3 nm e 15 nm (HERVAULT,; THANH, 2014). A Figura 3

ilustra a diferenca entre os tamanhos de particula e seus dominios magnéticos.

Particulas acima ﬁ% Campo é‘%’; Paramagnetismo
de 15 nm @@ magnético (H) %3

Particulas
abaixo de 15 nm @ Superparamagnetismo

Figura 3 — Representacdo de magnetita diamagnética (acima de 15 nm) devido a presenca de
multidominios magnéticos e de magnetita superparamagnética (abaixo de 15 nm) devido a presenca
de apenas um dominio magnético. Os tracos brancos que separam os dominios para materiais acima
de 15 nm s&o denominados paredes de dominios. A fronteira entre os dominios n&o é brusca, pois
caso contrario haveria uma energia de interagdo entre as diferentes orienta¢cdes muito grande. Por isso
na fronteira existe a formacdo de uma camada onde a orientacdo dos dominios magnéticos varia
gradualmente, minimizando a energia de interacdo necessaria para manter tal configuracdo. Essa
fronteira € chamada de parede do dominio ou parede de Bloch. (BLUNDELL, 2001; SAINI et al., 1988).
Fonte: Elaborado pelo autor.

As particulas no intervalo de 3 nm até 15m (Figura 5) apresentam um anico
dominio magnético e ndo possuem magnetizacao residual apds cessar o campo
magnético. Essa propriedade € muito interessante, pois as nanoparticulas magnéticas
nao sofrerdo atracdo magnética, evitando aglomeracao e melhorando a estabilidade
do material em suspensdo (HERVAULT; THANH, 2014; LU; SALABAS; SCHUTH,
2007).

Os matérias multidominios, quando submetidos a um campo magnético
externo, alinham os dominios magnéticos em relacdo ao campo magnético aplicado;
porém, ao ser retirado o campo magnético, nem todos os dominios retornam a sua
orientacao original, ou seja, existe uma magnetizacdo residual que pode ocasionar
atracdo magneética entre as nanoparticulas e os efeitos sdo a formacao de agregados.

Esse fendbmeno da agregacdo causada pela remanéncia magnética em particulas
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multidominios pode resultar na embolia capilar (quando aplicado em corrente
sanguinea de seres vivos), reduzindo as chances de sucesso nas aplicacbes em
biomedicina. Assim, existe a preferéncia por nanoparticulas superparamagnéticas que
s&o estudadas para aplicacdes in vivo.(BANOBRE-LOPEZ; TEIJEIRO; RIVAS, 2013;
FILIPPOUSI et al., 2013; HERVAULT; THANH, 2014).

1.4 Hipertermia magnética

A hipertermia é um procedimento terapéutico em que os tecidos séo aquecidos
acima dos intervalos fisiol6gicos normais. E mais frequentemente considerada como
uma terapia alternativa para o tratamento do cancer devido a ndo apresentar efeitos
colaterais, 0 que a torna um substituto atraente para a quimioterapia e a radioterapia.
A terapéutica com hipertermia € geralmente considerada em duas faixas distintas de
temperatura, nas quais o aumento da temperatura resulta em varios graus de
perturbacao celular. Aumentos moderados de temperatura (41 — 46°C) podem alterar
a funcionalidade das proteinas intercelulares, levando a degradacao celular e,
finalmente, induzindo a apoptose (CHRISTOPHI et al., 1998; HARMON et al., 1991).

Entretanto, na hipertermia moderada, geralmente sdo necessarios tratamentos
mais longos para um resultado eficaz, muitas vezes em combina¢cdo com modalidades
adicionais de tratamento, como radiacado ou quimioterapia (termoquimioterapia). Por
outro lado, o tratamento com hipertermia a temperaturas acima de 46°C pode resultar
diretamente na morte celular, mesmo em tratamentos agudos com duracéo de apenas
alguns minutos. A hipertermia nessas temperaturas € geralmente referida como
termoablacdo e é caracterizada por necrose tecidual, coagulacdo ou carbonizacéo
(KUMAR; MOHAMMAD, 2011).

Muitos modos distintos de hipertermia estdo disponiveis, mas a maioria sofre
de limitacdes significativas no direcionamento de tumores ou na localizagéo precisa
da energia térmica. Na hipertermia de corpo inteiro, todo o corpo é aquecido acima
das temperaturas fisiolégicas normais. Técnicas que empregam a aplicagcdo remota
de radiacao eletromagnética, como hipertermia por capacitancia de radiofrequéncia
ou hipertermia por micro-ondas, sdo mais bem direcionadas que a hipertermia em todo
0 corpo, mas ainda sdo nao especificas para tecidos. Além disso, sua precisédo é

limitada pelo seu comprimento de onda, levando a aquecimento significativo dos
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tecidos circundantes ou aquecimento insuficiente dos tumores-alvo. Tratamentos
percutaneos com sondas de radiofrequéncia, microondas e técnicas de
fotocoagulacdo mediadas por laser possibilitam uma localizacdo espacial mais
precisa, mas requerem acesso fisico ao tumor e localizacao a priori do tumor. Outras
modalidades, como o ultrassom, sofrem de limitacbes semelhantes (KUMAR;
MOHAMMAD, 2011; SURIYANTO; NG; KUMAR, 2017).

O mecanismo de entrega ideal para hipertermia seria ndo invasivo, com alta
especificidade celular e capaz de um aquecimento de alta intensidade precisamente
localizado em tecidos profundos. Gilchrist et al. (1957) propuseram pela primeira vez
materiais magnéticos para hipertermia no ano de 1950 e, nos anos posteriores,
nanoparticulas magnéticas mostraram ser capazes de atender a cada um desses
requisitos (GILCHRIST et al., 1957; KUMAR; MOHAMMAD, 2011).

Nanoparticulas magnéticas em suspensfes coloidais estaveis podem ser
administradas de forma n&o invasiva através de uma variedade de drug delivery. Apos
aisercao no corpo, normalmente por via sanguinea (intravenosa), podem ser dirigidos
até o local adequado e aquecidos por um sistema de campo magnético remotamente
controlado, ou seja, existe um direcionamento das nanoparticulas para os locais
necessarios, tornando possivel combater as doencas sem afetar diretamente os
tecidos saudaveis. Isso permite um aquecimento eficiente em tecidos profundos com
quase nenhum comprometimendo de células e tecidos no caminho. As nanoparticulas
magnéticas podem ser direcionadas até certo ponto com campos magnéticos
externos, permitindo uma localizacdo especifica do tecido mais superficial. A
localizac&o especifica do tecido também pode ser obtida com uma funcionalizagcéo
quimica apropriada e, além disso, as nanoparticulas magnéticas tém mostrado a
tendéncia de se acumar dentro de certo tipo de células tumorais por acumulacdo
passiva (acumulo de nanoparticulas dentro da células causado pela dificuldade de
excretar substancias e pela alta vascularizacdo nas proximidades de tumores)
(BANOBRE-LOPEZ; TEIJEIRO; RIVAS, 2013; GUIBERT et al., 2015; HERVAULT,
THANH, 2014).

Finalmente, nanoparticulas magnéticas tém sido usadas como veiculo para a
liberacdo controlada de drogas, bem como para hipertermia e, portanto, aumentam as
possibilidades de uso de agentes terapéuticos multimodais. Particulas magnéticas

gue foram estudadas para uso em hipertermia consistem quase que inteiramente de
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magnetita (FesOs) e espinélios relacionados com cobalto, niquel ou outras
substituicées (KUMAR; MOHAMMAD, 2011).

Nos ultimos anos, grande parte do foco dos estudos e pesquisa tem sido em
particulas superparamagnéticas, uma vez que nanoparticulas de dominio Unico
mostraram absorver mais poténcia em campos magnéticos e frequéncias
fisiologicamente relevantes do que particulas de multiplos dominios (JEYADEVAN,
2010). Dada a importancia clinica, existe uma forte necessidade de nanoparticulas
otimizadas para a hipertermia magnética. No entanto, a otimizag&do ainda ndo é bem
compreendida e os resultados experimentais dos sistemas de nanoparticulas variam
amplamente (DEATSCH; EVANS, 2014).

1.5 Mecanismo de aguecimento

Na presenca de um campo magnético externo, existe um alinhamento natural
dos dominios magnéticos das nanoparticulas. Se existir uma alternancia do campo
(campo magnético alternado), no qual os polos norte e sul séo invertidos a taxas muito
altas, os dominios magnéticos das nanoparticulas também irdo se reorientar nessas
taxas e dois tipos diferentes de movimentos surgirdo, originando a geracao de calor.
Uma das propriedades das nanoparticulas superparamagnéticas estd na geracao de
calor através das relaxacdes que ocorrem entre as reorientagcdes dos dominios
magneéticos das particulas em campo magnético alternado ou apés cessar a aplicacao
do mesmo (DEATSCH; EVANS, 2014; ROSENSWEIG, 2002; SURIYANTO; NG;
KUMAR, 2017).

A relaxacao de Néel (Figura 4) envolve a reorientacdo do momento magnético
da particula na mesma direcdo do campo magnético com cada oscilacao. A relaxacdo
de Néel é vista como um movimento interno do material, no qual existe uma
reorientacdo de cada dominio magnético na direcdo do campo magnético externo

aplicado. O tempo de relaxacédo € dado pela equagéo 6,
KV

Ty = T, €Xp (kB—T) (6)
sendo to = 10 s para particulas esféricas, K a constante anisotrépica e depende do
material da particula, V o volume da particula, ko a constante de Boltzmann, Hp 0

campo magnético aplicado e T a temperatura. A relaxacdo de Néel é fortemente
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dependente do tamanho da particula, uma vez que, basicamente, uma estrutura maior
resultaria numa maior capacidade de alteracdes internas e, portanto, maior
capacidade de reorientacdo dos dominios individuais (HERVAULT; THANH, 2014).
Logicamente, existe um limite, pois, a partir de certo tamanho, o material ndo iria se

enguadrar mais como nanoparticula.

b)

AV,
o (A

a)

Figura 4 — Esquema da relaxacdo de Néel para particulas abaixo de 15 nm e consideradas
superparamagnéticas (momento magnético sendo alterado em funcdo do tempo). De a) para d) é
representado a mudancga da dire¢do do dominio magnético em relacéo a alteragéo dos polos do campo
magnético alternado. A relaxacao de Néel envolve pequenas modificagbes na estrutura cristalina, que
armazenam energia ao serem estimuladas pelo campo magnético. Ao cessar ou alterar a dire¢cdo do
campo magnético, a energia (energia interna) é liberada na forma de calor, da mesma forma como
elucidado pela Primeira Lei da Termodinamica Fonte: Elaborado pelo autor.

Um outro modo de producéo de calor pela aplicacdo de campo magnético
alternado é a relaxacao Browniana (Figura 5) que seria a producao de calor em funcao
do atrito mecéanico causado pela rotacao da particula no meio que a contém. O tempo

de relaxamento Browniano é calculado pela seguinte equacéo 7,

w5 = (322) (7)

KgT
onde n é a viscosidade do liquido de transporte, Vi € 0 volume hidrodindmico da
particula, ks € a constante de Boltzmann e T € a temperatura. O mecanismo de
relaxamento Browniano também é extremamente dependente do tamanho da
particula e da viscosidade. Uma maior viscosidade do meio liquido ird diminuir a
capacidade de rotacdo das particulas e, consequentemente, diminuiria a capacidade
de gerar calor por atrito (HERVAULT; THANH, 2014).
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Figura 5 — Esquema da relaxagdo de Brown para particulas abaixo de 15 nm e consideradas
superparamagnéticas (momento magnético sendo alterado em funcado do tempo). De a) para d) é
representado a mudanca da direcdo do dominio magnético em relagéo a alteragcao dos polos do campo
magnético alternado considerando que a particula realiza movimento de rotacéo. A relaxag&o de Brown
envolve o processo de rotacao da particula e, consequentemente, cria atrito com 0 meio que a contém,
gerando calor.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Devido a ampla distribuicdo de tamanhos que se encontram em diversas
nanoparticulas produzidas industrialmente ou em estudos cientificos € muito comum
utilizar a taxa de absorcdo especifica (da sigla inglesa SAR) para comparar a
capacidade de gerar calor das nanoparticulas magnéticas (HERVAULT; THANH,

2014). O valor da SAR pode ser obtido pela equacéo 8:

SAR—AT ¢ 8
At mFe;0, 8)

Sendo T a temperatura, t o tempo, C a capacidade calorifica da amostra e
mFe;0, a massa de ferro por unidade de massa de fluido (KALLUMADIL et al., 2009).

Conforme avancam os estudos de diferentes materiais, inclusive particulas de
oxido de ferro funcionalizadas com espécies quimicas que propiciam distintos valores
de SAR, que passa a ser extremamente Util para a comparacdo das nanoparticulas
magnéticas e sua capacidade de gerar mais ou menos calor apds a modificacdo da
superficie com diferentes materiais, sejam com revestimentos inorganicos, como
revestimentos silica e metais, ou organicos, como revestimento com biomoléculas ou
polimeros (ABDOLLAH; FERESHTEH; NAZANIN, 2017; KALLUMADIL et al., 2009).

1.6 Revestimentos das nanoparticulas magnéticas

As superficies de nanoparticulas magnéticas podem ser modificadas através
da criagdo de revestimentos organicos, como polimeros, ou de revestimentos
inorganicos, como ouro e silica. Essas alteracdes superficiais tornam possivel uma

posterior funcionalizacdo pela ligacdo de varias moléculas bioativas (BERRY;
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CURTIS, 2003). Com o revestimento da superficie, essas nanoparticulas magnéticas
podem ser dispersas em solventes adequados, formando suspensdes homogéneas,
chamadas ferrofluidos (BABINCOVA; PETER, 2001; WANG; HUSSAIN; KRESTIN,
2001).

Tal suspensédo pode apresentar excelente estabilidade coloidal, com baixa
capacidade de aglomeracéao, o que facilita a aplicacdo em seres vivos. As particulas
revestidas podem interagir com um campo magnético externo e serem posicionadas
em uma area especifica do corpo humano, facilitando a ressonancia magnética para
o diagnéstico médico e a terapia do cancer assistida por campo magnético AC
(BONNEMAIN, 1998). A medida que as particulas magnéticas se acumulam, por
exemplo, no tecido do tumor, elas podem desempenhar um papel importante na
deteccdo através de imagem de ressonancia magnética ou como veiculo de droga
para certos medicamentos anticancerigenos. As nanoparticulas magnéticas com
caracteristica de superficie adequadas apresentam um elevado potencial para uso em
aplicbes in vitro e in vivo (ABDOLLAH; FERESHTEH; NAZANIN, 2017; MAMANI,;
GAMARRA,; BRITO, 2014).

O Laboratorio de Materias Magnéticos e Coloides (LaMMC) estuda e estudou
varios tipos diferentes de revestimento de magnetita para aplicacdo bioldgica.
Estratégias como as de Vega-Chacon et al. (2017) e Bini et al. (2012) utilizam
alcoxissilanos na superficie das nanoparticulas magnéticas, criando uma casca que
protege a magnetita de oxidacdo e degradacdo biolégica. Esses revestimentos
aumentam a estabilidade coloidal e, como relatado por Vega-Chacon et al. (2017),
permite a insercdo de grupos funcionais que servem como macroiniciadores de
reacoes de polimerizagao.

Viali et al. (2013) e Nunes et al. (2014) estudaram a funcionalizacdo de
magnetita e poli(etilenoglicol) (PEG). O revestimento de superficie com PEG
(denominado PEGylation em inglés) aumenta o diametro hidrodindmico das
particulas, promovendo uma maior separacao entre as particulas e aumentando a
estabilidade coloidal através de estabilizagdo estérica, pois 0 espa¢o ocupado pelo
polimero na superficie dificulta o processo de aglomeragéo. A estratégia principal para
a inclusdo de PEG na superficie da nanoparticula foi através do uso de acido citrico
para formacéao de ligacédo covalente do grupo carboxilico com os grupos hidréxidos da
superficie da magnetita. A ligacdo de grupos carboxilicos com a superficie de 6xido

de ferro ja foi reportada na literatura e é caracterizada como uma reacao espontanea
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do tipo acido base, na qual se libera agua como produto (ABDOLLAH; FERESHTEH,;
NAZANIN, 2017; CHEN et al., 2011; LIU; FRAYLICH; SAUNDERS, 2009). A ligacédo
monodentada ndo é a Unica possibilidade com a superficie do éxido de ferro, pois
existem trés diferentes modos de ligagdo: monodentada, ponte e bidentada. Para
facilitar a compreensdo, este trabalho ird utilizar apenas a representacéo
monodentada da ligac&o de grupos acidos carboxilicos com a superficie da magnetita

para esquemas de sintese e rea¢des quimicas.

1.7 Polimeros termossensiveis e drug delivery

Ao longo dos anos, um desafio a ser vencido pelo campo farmacéutico € a
diminuicdo dos efeitos provenientes da interacdo entre um farmaco e outros sitios
bioquimicos que ndo sédo de interesse (KOO; RUBINSTEIN; ONYUKSEL, 2005).
Como alternativa para esse tipo de problema, iniciaram-se os estudos de sistemas de
liberacdo controlada de farmacos (drug delivery), sendo que os objetivos principais
desse tipo de sistema sdo: diminuir os efeitos colaterais e o nimero de dosagens
requeridas; manter a biodisponibilidade do farmaco; obter biocompatibilidade entre o
carreador com o corpo humano (VILLANOVA; OREFICE; CUNHA, 2010).

Em linhas gerais, os sistemas de drug delivery consistem no acoplamento de
um farmaco a um carreador. Esse pode ser de diversas naturezas, seja ela
aminodcidos, polimeros, micela, vesiculas, nanoparticulas etc. (KOO; RUBINSTEIN;
ONYUKSEL, 2005; VILLANOVA; OREFICE; CUNHA, 2010). Alguns tipos de
polimeros merecem destaque por apresentarem grande sensibilidade frente a
presenca de estimulos externos. Logo, pequenas mudangcas no ambiente quimico
(pH, concentracao, for¢ca ibnica...) ou fisico (temperatura, potencial elétrico, pressao...)
acarretam mudancas estruturais ou de propriedades (BAG; RAO, 2006; JEONG;
GUTOWSKA, 2002). Geralmente soluveis em agua, esses polimeros sao diversas
vezes chamados de “inteligentes” por apresentarem propriedades facilmente
controladas através de determinados estimulos (ABDOLLAH; FERESHTEH;
NAZANIN, 2017; JAGUR-GRODZINSKI, 2009).

A classificacdo desses polimeros corresponde ao tipo de estimulo ao qual
esses respondem. Como, por exemplo, polimeros termossensiveis ou pH-sensiveis
(SCHMALJOHANN, 2006). Na area de drug delivery, alguns estudos visam a
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otimizacao dos polimeros: na sua morfologia, na sua capacidade de resposta frente a
estimulos e em suas propriedades fisico-quimicas (RUSU et al., 2016). Para tal, pode-
se citar a copolimerizagdo de mondmeros hidrofilicos com os hidrofébicos, com
objetivo de melhorar as interacbes células/polimeros ou permitir a incorporacdo de
farmacos hidrofilicos e hidrofébicos simultaneamente (PRIYA JAMES et al., 2014;
WU; CHU, 2008).

A origem do comportamento “inteligente” dos polimeros termossensiveis se
deve a transicdo de fase dependente de uma temperatura critica (Figura 6), a qual
produz mudancas rapidas na solubilidade. A temperatura na qual ocorre a mudanca
na solubilidade € denominada temperatura critica minima de solucao (lower critical
solution temperature ou LCST) (ALARCON; PENNADAM; ALEXANDER, 2005).
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Figura 6 — Esquema de resposta de polimero “inteligente” em relacdo ao aumento da temperatura
Fonte: Elaborado pelo autor.

Esse comportamento pode ser explicado termodinamicamente por ser um
processo energeticamente favoravel. E usando a equacao da energia de Gibbs (AG =
AH - TAS): a separacao de fases € o processo mais favoravel quando a temperatura
sofre um aumento, devido, principalmente, a entropia do sistema mais vizinhanca, em
qgue as interacdes que existem entre as moléculas de agua e a cadeia do polimero
nao sdo suficientemente fortes e o polimero passa a interagir entre si, excluindo as
moléculas de agua da sua estrutura, formando glébulos suspensos em agua (WARD;
GEORGIOU, 2011).

O polimero termossensivel mais estudado € o poli(N-isopropilacrilamida) ou
PNIPAm (Figura 7). Cadeias de PNIPAmM apresentam unidades de repeticéo
baseadas em grupos hidrofobicos (isopropil) e hidrofilicos (amida) e a sua temperatura

critica minima de solucdo é proxima da temperatura do corpo humano,
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aproximadamente 32°C. Abaixo dessa temperatura, o polimero € sollvel em agua e
forma uma mistura homogénea, ou seja, uma solugdo. Com o aquecimento, 0
polimero torna-se hidrofobico e imiscivel, por apresentar interacdes entre as cadeias
fortes, ocasionando a separagao de fases. Como poucas cadeias se unem para a
formacdo do precipitado, a solucdo torna-se uma suspensdo, na qual pequenas
particulas dos polimeros séo detectaveis por técnicas que envolvem espalhamento de
luz. Se a solucao original for muito concentrada, € possivel ver o efeito de turvamento
da suspensdo, uma vez que as cadeias de polimeros se tornam insolaveis
(ALARCON; PENNADAM; ALEXANDER, 2005; HOCINE; LI, 2013; WARD;
GEORGIOU, 2011).

A) B)
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Figura 7 — Representacado da estrutura A) N-isopropilacrilamida e B) poli(N-isopropilacrilamida
Fonte: Elaborado pelo autor.

Utilizando uma interpretacdo molecular para a compreensédo da transicao de
fase, retoma-se a importancia das forcas intermoleculares que governam o fenémeno.
Atomos altamente eletronegativos (isto é, N, O, F e Cl) associados a atomos de
hidrogénio — como por exemplo, em pequenas moléculas organicas — possuem
tendéncia a realizar ligagdes de hidrogénio com a agua. Quando um polimero é
dissolvido em agua, existem trés tipos de interacdes que podem ocorrer: apenas entre
moléculas de polimero, entre moléculas de agua e polimeros e apenas entre
moléculas de agua. A competicdo entre as ligacdes possiveis origina o fenébmeno de
colapso da cadeia polimérica, pois, uma vez que determinada temperatura € atingida,
a energia contida nas moléculas de solvente (dgua) é muito alta para a manutencgéo
das pontes de hidrogénio entre as moléculas de agua e o polimero. Assim, as ligacdes
entre as cadeias de polimeros (moléculas de polimero interagindo em sua maioria

entre si) sao favorecidas, originando interacdes apolares fortes, causando a expulsao
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do solvente, reducéo do volume e colapso da estrutura (LANZALACO; ARMELIN,
2017).

Devido a seu caréater termossensivel, o PNIPAm € muito estudado nas areas
de quimica e fisica, como hidrogéis funcionais, membranas filtrantes e revestimentos
de nanoparticulas (ALARCON; PENNADAM; ALEXANDER, 2005; HOCINE; LI, 2013;
WARD; GEORGIOU, 2011). E, dessa forma, € possivel aproveitar suas propriedades
utilizando nanoparticulas magnéticas como substrato. As nanoparticulas magnéticas
passam a exercer o papel de substrato fornecedor de calor, pois, ao serem expostas
a um campo magnético oscilante, podem produzir calor através de relaxacdo de
Brown ou Néel e provocar modificacdo na estrutura, devido a propriedade
termossensivel do polimero de forma controlada (HERVAULT; THANH, 2014).

A estratégia, em liberacdo controlada, é fazer com que esse sistema de
nanoparticulas magnéticas revestidas com polimeros inteligentes sejam impregnadas
com um farmaco. Dentro da gama de farmacos a respeito dos quais existe um
interesse em aplicagdes de liberacao controlada encontram-se o metotrexato (MTX) e
o diclofenaco de potéssio. Metotrexato € um medicamento que possui uma estrutura

similar ao acido folico, como pode ser visto pela Figura 8.
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Figura 8 — A) Estrutura do acido félico e B) Estrutura do metotrexato
Fonte: Elaborado pelo autor.

HgN

O metotrexato tem uma acédo direta nos mecanismos que envolvem replicacao
do DNA na presenca de acido fdlico, funcionando como um inibidor na sintese de

s

DNA. Esse tipo de tratamento € muito utilizado no combate ao cancer e doencgas
autoimunes (WOOD; WO, 2015). Porém, o medicamento, por interferir diretamente na
sintese do DNA, passa a ser problematico em doses maiores e, em tratamentos
envolvendo quimioterapia, apresentam efeitos colaterais classicos, como: nauseas,
vomitos, cirrose, queda de cabelo, pneumonia etc. Portanto, controlar a dose desse
tipo de farmaco passa a ser essencial para melhorar o tratamento dos pacientes,

diminuindo os efeitos colaterais (HESS; KHASAWNEH, 2015; WOOD; WO, 2015).
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O diclofenaco de potéassio (Figura 9) € o anti-inflamatorio ndo esterdide (AINE)
mais amplamente prescrito em todo o mundo (MCGETTIGAN; HENRY, 2013). Mais
de 10 milhdes de prescricdes de medicamentos com diclofenaco foram dispensadas
nos EUA em 2012. Desde sua introducdo em 1973, varios novos medicamentos
contendo diclofenaco foram aprovados para uso e comercializados nos EUA. O
crescimento das prescricbes de AINEs nos EUA foi impulsionado, em parte, pela
introducédo de novos medicamentos para diclofenaco (ALTMAN et al., 2015). Esses
novos produtos tém propriedades farmacocinéticas variadas e regimes de dosagem e
sao indicados para o tratamento de uma variedade de condi¢cdes de dor aguda e/ou
cronica (SULTAN et al.,, 2009; TODD; SORKIN, 1988). O desenvolvimento de
medicamentos diclofenaco demonstra como a tecnologia farmacéutica pode ser usada
para impulsionar a inovagao, criando medicamentos com maior eficacia, seguranca e

maior utilidade clinica.

Cl 0 K'
NH

Ci

Figura 9 — Formula estrutural do diclofenaco de potassio
Fonte: Elaborado pelo autor.

Os AINEs, incluindo o diclofenaco de potassio, resumem 0S avancos no
desenvolvimento de medicamentos diclofenaco, com énfase primaria nas
modificacdes das propriedades farmacocinéticas do diclofenaco implementadas para
melhorar sua eficacia e seguranca considerando novas tecnologias em drug delivery
(ALTMAN et al., 2015). Esses trabalhos consideram a criagdo de medicamentos mais
compativeis com carreadores de farmaco e permitem o uso de uma quantidade

menor, sem comprometer a concetracao necessaria para eficacia.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Sintetizar nanoparticulas magnéticas revestidas com  copolimeros
termossensiveis capazes de carregar/liberar metotrexato e diclofenaco de potassio.
Essas particulas devem responder ao estimulo temperatura para liberar maior e
menor concentracdo de farmaco encapsulado. A aplicagdo futura do material serd
voltada ao auxilio no tratamento do céncer pelo método de termo quimioterapia. A

Figura 10 é a representacdao ilustrada do objetivo geral.

Hipertermia
magnética
—_—
LCST

Medicamento
—_—

H,0

Figura 10 — Representacdo esquematica do material desejado. a) Nanoparticula revestida com
polimero termossensivel; b) Entumecimento da cadeia do polimero com solugdo contendo o
medicamento; c¢) Estrutura do copolimero colapsada ap6s hipertermia magnética e liberacdo do
medicamento

Fonte: Elaborado pelo autor.

2.2 Objetivos especificos

- Sintetizar nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro capazes de gerar calor
com a aplicacdo de campo magnético alternado e avaliar a capacidade de gerar calor
pelas curvas de hipertermia magnética;

- Utilizar &cido acrilico como revestimento das nanoparticulas de oxido de ferro
através do grupo funcional acido carboxilico e utilizar a ligagdo dupla como inicio da
polimerizacdo de copolimeros na superficie do material;

- Inserir na superficie das nanoparticulas de magnetita os copolimeros poli(N-
isopropilacrilamida)-co-poli(acido acrilico) PNIPAAmM-co-PAA e poli(n-
isopropilacrilamida)-co-poli(N-vinilcaprolactama) PNVCL-co-PAA através de reacao

de polimerizacdo em suspenséo de nanoparticulas;
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- Modificar os polimeros pela insercdo do grupo hidrofébico (pentano) nas
cadeias dos polimeros através de reacéo de esterificacdo de 1-pentanol com o grupo
acido carboxilico do &cido acrilico;

- Comprovar a presenca de polimero na superficie das nanoparticulas de éxido
de ferro através das técnicas de espectroscopia vibracional na regido do
infravermelho, potencial zeta e andlise termogravimeétrica,

- Verificar os efeitos do revestimento das nanoparticulas antes e apos a
esterificacdo em relacdo a temperatura minima critica de solucéo (LCST) através da
mudanca do diametro hidrodinamico pela técnica de espalhamento de luz dinamico;

- Verificar taxa de liberacdo das drogas metotrexato e diclofenaco de potassio
do sistema nanoparticula-copolimero em solugcdo com pH, forca ibnica e temperatura

similares ao sangue humano.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Sintese de nanoparticulas

A sintese utilizada para a preparacdo de nanoparticulas de magnetita foi o
meétodo da cooprecipitacdo (equacao 9), utilizando cloreto de ferro 1l e cloreto de ferro
Il em solucdo de hidroxido de amdnio (DA SILVA NUNES et al.,, 2014; VEGA-
CHACON et al., 2017; VIALI et al., 2013).

2 FeClz + FeClz + 8 NHsOH — Fe30a (s) + 4 H20 + 8 NH4Cl (9)

Para a sintese, uma solugéo de cloreto de ferro Il e cloreto de ferro Il (100 ml)
na proporgéo 1:2 foi adicionada num baldo de fundo redondo de 250 ml contendo uma
solucéo de hidréxido de aménio 10 mol L1 (100 ml). O procedimento foi realizado em
agitacao constante e atmosfera de argénio, com o mesmo sendo borbulhado durante
todo o processo. Apds toda a solucdo de ferro ser adicionada, o sistema ficou em
agitagcéo por mais 8 horas com uma temperatura de 80 °C. Esse procedimento foi feito
com o objetivo de fornecer um material mais cristalino e com melhores propriedades
para gerar calor por hipertermia magnética. Por fim, lavou-se as nanoparticulas com
agua ultrapura através de separacdo magnética até proximo de pH 7,0 e congelou-se
as amostras para posterior analise ou reacoes.

A Figura 11 representa o fluxograma com o0s passos do preparo das

nanoparticulas magnéticas.



41

Solugao de FeCl;
+ FeCly

Adicionar NH4OH 10 mol L2

Agitacao 8 hrs, 80 °C, atm
argdnio

Nanoparticulas
Fes;0,4

Lavagem por separagao
magnética por 8 vezes

Nanoparticulas
Fe;04 suspensas
em agua (pH=7)

Figura 11: Fluxograma que representa o esquema da sintese de nanoparticulas magnéticas pela
sintese de cooprecipitacao.

Fonte: Elaborado pelo autor.
3.2 Polimerizacéo e funcionalizacdo da superficie

Para a polimerizacdo, 30 ml da suspensédo de nanoparticulas funcionalizadas
(aproximadamente 15 mg ml') foram adicionadas em baldo de 2 bocas. Foram
adicionados os monémeros de N-isopropilacrilamida (NIPAm), na proporcdo molar
NIPAmM/AA = 0,5, ou N-vinilcaprolactona (NVLC) e acido acrilico, na proporcdo molar
NVCL/AA = 0,5. Esperou-se 20 minutos em agitacao constante para que ocorresse a
funcionalizacdo da superficie pelos grupos carboxilicos do &cido acrilico. Persulfato
de potéassio e bisulfito de sddio foram adicionados como iniciador e catalisador da
polimerizacao, respectivamente (EBDON; HUCKERBY; THOMAS, 1994). Ambos sao

responsaveis pela geracao de radicais livres segundo a equacéo 10:

S,03~ + HSO3 3 S02™ + SO; -+ HSO0; (10)
Os radicais produzidos irdo iniciar a reacao de polimerizacdo através da ligacao
dupla do NIPAm, AA ou NVCL.
O balado foi lacrado e seu interior foi submetido a vacuo e preenchido com

argbnio. A temperatura do sistema foi elevada a 80 °C e permaneceu sob agitacao
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constante durante 4 horas. Por fim, as nanoparticulas foram lavadas com agua
ultrapura através de separacdo magnética até pH proximo a 7,0 e submetidas a
dialise. Conforme foram feitas as modificacdes a lavagem por separacdo magnética
se torno mais lenta. A Figura 12 representa o fluxograma com o0s passos da

modificacdo da superficie das nanoparticulas de 6xido de ferro.

30 mL suspensao Fez04 ( 15 mg mL1)

Adicdo NIPAmM ou NVCL e AA (1:2)
Agitacdo 20 min
Adicao K»5,;05 e NaHS0;

Agitacao 4 hrs, 80 °C, atm
argdnio

Y

Fes0, funcionalizado com polimeros

Lavagem por separagio
magnética por 8 vezes

Y

Fes04 funcionalizado com polimeros em
agua

Figura 12: Fluxograma que representa o esquema da modificacdo da superficie de nanoparticulas
magnéticas pela sintese de polimerizagéo.

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.3 Esterificacéao

Para esterificacdo, aproximadamente 100 mg de magnetita revestida com
polimeros foram utilizadas. Realizou-se a troca do solvente agua para 1-pentanol,
utilizando-se acetona como intermediario. As particulas suspensas em 15 ml de 1-
pentanol e 10 mg de cloreto de ferro 11l hexahidratado (catalisador) foram adicionadas
em frasco de reacao de 50 ml. O sistema da reacdo permaneceu em 130 °C por 24
horas sob atmosfera de argonio. As amostras entdo foram lavadas e o solvente foi

trocado novamente para agua. As amostras com a sigla mod em seus respectivos
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nomes significam que os copolimeros foram esterificados com 1-pentanol. A Tabela

1 representa a nomenclatura utilizada para as amostras.

Tabela 1 — Descricdo dos materiais sintetizados
Nome Descricao

Mag Nanoparticulas magnéticas de éxido de ferro

Nanoparticulas magnéticas revestidas com
Mag @PNIPAmM-co-PAA copolimero PNIPAmM-co-PAA

Nanoparticulas magnéticas revestidas com
Mag@PNVCL-co-PAA copolimero PNVCL-co-PAA

Nanoparticulas magnéticas revestidas com
Mag @PNIPAmM-co-PAAmMod copolimero PNIPAmM-co-PAA apos esterificagéo

Nanoparticulas magnéticas revestidas com

Mag@PNVCL-co-PAAMod copolimero PNVCL-co-PAA ap0s esterificacio

Fonte: Elaborado pelo autor.

A Figura 13 representa o fluxograma com os passos da esterificacdo dos polimeros
presentes na superficie das nanoparticulas de éxido de ferro.

Fes0, funcionalizado com polimeros em agua

Mudanca do solvente por separagéo magnética (acetona)

Mudanca do solvente por separagéo magnética (1-pentanol)

Fe;0, funcionalizado com polimeras em 1-pentanol

Adicao FeCl;

Agitagéo 24 hrs, 130 °C, atm argdnio
Y

Fe;0, funcionalizado e esterificado com polimeros em 1-pentanol

Mudanga do solvente por separacdo magnética (acetona)

Mudanca do solvente por separacdo magnética (agua)

Fes;0, funcionalizado e esterificado com polimeros em agua

Figura 13: Fluxograma que representa o esquema da esterificacdo dos polimeros presentes na
superficie das nanoparticulas de 6xido de ferro.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.4 CaracterizagOes

3.4.1 Hipertermia magnética

Um frasco contendo 1 ml de suspensdo de magnetita com concentracao
préxima a 15 mg ml? foi submetido a aplicacdo de um campo magnético H = 14 kAm-?
e com frequéncia f = 420 kHz durante 6 minutos. A temperatura foi medida em um
recipiente hermeticamente fechado, sem a interferéncia do ambiente externo. O
aparelho utilizado foi DM100 Series da marca Nanoscale Biomagnetics presente no
Laboratorio de Materiais Ceramicos do Instituto de Quimica de Araraquara (UNESP).
A curvas temperatura x tempo obtidas foram analisadas para obtencéo da taxa de
absorcdo especifica (da sigla inglesa SAR) através do método de interpolacdo do
polindmio da equacédo de Box-Lucas (KALLUMADIL et al., 2009).

3.4.2 Espalhamento de luz dindmico (DSL)

Para as caracterizacdes, 20 ml das suspensdes de magnetitas revestidas com
aproximadamente 0,01 g ml foram analisadas em pH préximo de 7,4. Utilizou-se o
equipamento Zetasizer da Malvern Instruments presente no Laboratério de Materiais
Magnéticos e Coloides do Instituto de Quimica de Araraquara (UNESP). O diametro
hidrodindmico foi calculado pela equacéo de Stookes-Einstein (equacao 11):

Dnh=koT/31nD (11)

Sendo kb a constante de Boltzmann, T a temperatura, n a viscosidade do meio
e D o coeficiente de difusdo translacional.

O raio hidrodindmico das amostras foi medido a cada 3 °C, com cinco analises
por ponto para o calculo do desvio padrdo. Outras informac6es sobre o modo de
funcionamento do aparelho é a utilizacao do laser vermelho no comprimento de onda

650 nm e o laser foi posicionado num angulo de 173° em relacdo a amostra.

3.4.3 Espectroscopia na regido do infravermelho com Transformada de Fourier
(FT-IR)
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Para as caracterizacdes, todas as amostras foram secas e prensadas em
pastilhas de brometo de potassio. A composi¢cdo das pastilhas foi aproximadamente
1 mg de amostras para 100 mg de brometo de potassio. Utilizou-se o FT-IR
Espectrometer Frontier da Perkin Elmer, presente no Laboratorio de Materiais
Magnéticos e Coloides do Instituto de Quimica de Araraquara (UNESP), no modo
transmissdo com resolucdo de 4 cm, realizando 24 varreduras no intervalo de
4000 cm™ até 500 cm™.

3.4.4 Potencial zeta

Para as caracterizacdes, 15 ml das suspencdes de magnetitas analisadas
foram ajustadas para pH 7,0 utilizando acido cloridrico 0,01 mol Lte adicionado cloreto
de sdédio até a concentracdo de 0,01 mol L. A suspenséo ficou em agitacdo por 1
dia antes dos experimentos, para garantir a completa homogeneidade. Utilizou-se o
equipamento Zetasizer da Malvern Instruments presente no Laboratério de Materiais
Magnéticos e Coloides do Instituto de Quimica de Araraquara (UNESP). As amostras
tiveram o pH variado de 3 até 10 utilizando-se um titulador automatico acoplado ao
analisador. As solucdes utilizadas para controle do pH foram HCI 0,01 mol L't e NaOH

0,01 mol L1, respectivamente.

3.4.5 Liberacao controlada

3.4.5.1 Incorporacao e liberacdo de Metotrexato e diclofenaco de potassio

Primeiramente, realizou-se a incorporacdo de metotrexato ou diclofenaco de
potassio, na qual 10 mg de magnetita revestida foram colocadas em banho de gelo
numa solucédo de 1,5 mg ml' de metotrexato ou 0,97 mg ml? de diclofenaco de
potassio e tampao fosfato pH 7,4 por 24 horas. A concentragdo foi inicialmente
escolhida por se tratar do maximo valor de metotrexato que foi possivel de solubilizar
em agua. Os valores de massa entre metotrexato e diclofenaco de potassio séo
diferentes para manter a mesma concentragdo molar para ambos os experimentos,
uma vez que metotrexato e diclofenaco de potassio ttm massas molares distintas. As

nanoparticulas revestidas impregnadas com metotrexato foram lavadas em agua
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ultrapura gelada por centrifugacdo e, entdo, 2 mg das nanoparticulas foram

armazenadas em saco de dialise para o teste de liberacéo.

3.4.5.2 Liberagéo controlada de metotrexato e diclofenaco de potassio

A membrana de dialise contendo 2 mg de magnetita impregnada com farmaco
foi inserida num tubo de ensaio com exatamente 15 ml de tampéao fosfato pH 7,4 e
mantido em temperatura constante. Aliquotas de 1 ml foram recolhidas em tempos
distintos e cada aliquota foi analisada por espectroscopia de absorcdo na regido do
ultravioleta. A cada 1 ml de solucédo retirado foi inserido novamente 1 ml de tamp&o
fosfato para manter o volume de solucao constante.

A curva analitica foi preparada com metotrexato da marca Sigma-Aldrich (lote:
PHR1396) e utilizou-se o valor maximo da banda proxima 303 nm como base para o
calculo da absorbancia, pois apresenta uma boa separacao entre as bandas e sinal
dentro do limite de detec¢cdo como observado na Figura 14. A Figura 14 representa
0 espectro de absorcdo UV-vis do medicamento metotrexato e a curva analitica
preparada para o calculo da concentracdo de medicamento liberado. A curva analitica
foi preparada utilizando-se o valor de absorbancia para diferentes padrdes de
concentracfes determinadas e utilizou-se o valor da absorbancia em 303 nm como

correlacdo entre absorbancia e concentracdo em pmol L.

T 2.5
a} 06 —— Metotrexato b} Metotrexato em 303 nm
. y =0,0109x + 0,0018 =
0.5 2.04¢ = 0,9993
; 04 1 g 1,54 »
o 0.3 (=]
s 1,0 o
(=]
2 02 g .
<< < 54 -
0,14 o
G"D h T T T T L 1 G'ﬂ g T T T T
200 250 300 350 400 450 500 0 50 100 150 200
Comprimento de onda (nm) Concentragio de metotrexato ( umol L)

Figura 2 — Espectro UV-vis do medicamento metotrexato (a) e curva de calibracdo preparada para
célculo da concentracao liberada (b)
Fonte: Elaborado pelo autor.



47

A curva analitica foi preparada com diclofenaco de potassio e utilizou-se o pico
em 276 nm como base para o calculo da absorbancia. A Figura 15 representa o
espectro de absorcdo UV-vis do medicamento diclofenaco de potassio e a curva

analitica preparada para o céalculo da concentragdo de medicamento liberado.

al4 : - '
} — Diclofenaco de potéssio b} 0,84 Diclofenaco de potassio em 276 nm
y = 0,0045x + 0,0006
3 I"2 = C'.EQQ“ -
_ 06
= ]
= 2 .
g g o
L = .
2 i
<1 < 02-
j ']
01, . . : . 00+ . . . : :
200 250 300 350 400 450 500 0 30 60 a0 120 150 180

Comprimento de onda (nm) Concentracio de diclofenaco de potassiof pmal L)

Figura 15 — a)Espectro UV-vis do medicamento diclofenaco de potassio e b) curva de calibragéo
preparada para calcula da concentracéo liberada
Fonte: Elaborado pelo autor.

3.4.6 Cromatografia de permeacédo em gel (GPC)

Para determinacdo da massa molar dos copolimeros PNIPAmM-co-PAA,
PNVCL-co-PA, PNIPAm-co-PAAmod e PNVCL-co-PAAmMod, as sinteses de
polimerizacdo e esterificacdo foram feitas na auséncia de magnetita. As solucdes
poliméricas foram liofilizadas durante 1 dia e os polimeros secos foram novamente
solubilizados em 1 ml de N,N — Dimetilformamida (DMF) e a solucao foi filtrada por
membrada de 0,43 pm para analise em cromatografia de permeacdo em gel. O
equipamento utilizado € um cromatégrafo de permeacdo em gel da marca Malvern
Instruments, com detector de indice de refracdo. As duas colunas (KD-801 e KD-803)
utilizadas em série da marca Shodex apresentam compatibilidade com o solvente
DMF.

A curva analitica foi preparada com padrdao de poli(estireno) (PE) da marca
Malvern Instruments, com diferentes massas moleculares. O equipamento encontra-
se no Laboratério de Materiais Magnéticos e Coloides do Instituto de Quimica de
Araraquara (UNESP), O ajuste da curva analitica (Figura 16) foi feito através de

polindmio de terceira ordem utilizando o programa Omini Sec da empresa Malvern
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Instruments. A Tabela 2 representa os padrdes do polimero poliestireno utilizado para

a calibracédo da curva de massa molar.

Tabela 2 — PadrGes de PE utilizados no preparo da curva de calibragdo do método de cromatografia

de permeacédo em gel (GPC)

Padrdes Mp Mw Mn
PS4500K 4200000 4480000 3930000
PS2000K 1900000 1970000 1790000
PS940K 940000 950000 925000
PS400K 400000 410000 395000
PS170K 170000 171000 164000
PS105K 103500 104401 101009
PS78K 77000 78200 76000
PS30K 29600 30100 29100
PS13K 13400 13700 13100
PS6000 6040 6220 5870
PS2500 2560 2630 2500
PS1200 1200 1241 1160

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 3 — Curva de calibracéo para os padrdes de poli(estireno) com diferentes massas moleculares

em DMF
Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.4.7 Microscopia eletronica de transmisséao (TEM)

Para o preparo das amostras, as nanoparticulas secas (aproximadamente 5
mg) foram suspensas em isopropanol. Utilizou-se grids de cobre revestidos com
polimero formvar para imobilizacdo das particulas suspensas em isopropanol. Os
grids foram mantidos em dessecador a vacuo por 2 dias e encaminhados para anélise.
Um equipamento JEOL JEM2100 LaB6 - 200 kV foi utilizado para o estudo de
microscopia eletrénica de transmissdo (TEM). O microscopio encontra-se no
laboratorio multiusuarios do departamento de fisico-quimica da USP Séo Carlos.
Histogramas de distribuicdo de tamanho de particula foram construidos baseando-se
na contagem de aproximadamente 150 particulas num total de 4 micrografias por

amostra. Para a contagem das particulas utilizou-se o software ImageJ.

3.4.8 Andlises termogravimétricas (TG)

As curvas termogravimeétricas foram registradas no TA Instruments SDT 2960
(TG-DTA simultaneo) presente no Departamento de Quimica Analitica do Instituto de
Quimica de Araraquara (UNESP), utilizando atmosfera de ar sintético com vazéao de
100 ml min't, com taxa de aquecimento de 10 °C min!; a massa de amostra pesada
foi de 3,00 + 0,5 mg. O equipamento foi calibrado com as mesmas condi¢cdes de
andlise e utilizando o indio como padrdo. As curvas foram registadas a partir da
temperatura ambiente até 700 °C (CHADHA; BHANDARI, 2014).

3.4.8 Analise elementar

O analisador elementar CHNS/O 2400 série Il da Perkin Elmer localizado no
Laboratério multiusuarios do Instituto de Quimica de Araraquara foi utilizado para o
calculo dos teores de carbono, nitrogénio e hidrogénio nas amostras soélidas. As
analises de carbono, hidrogénio e nitrogénio sao realizadas simultaneamente com
amostras de 5 mg de material, cujo desvio padréo € de 3% em massa. As amostras
devem foram maceradas, secas e guardadas no dessecador antes da analise. O
procedimento para andlise de C, N, H é feito através da queima em atmosfera de
oxigénio do material e a deteccao da proporgéao dos gases produzidos é analisada por
um detector elétrico capaz de identificar a proporcéo dos gases produzidos CO2, NO2
e H20.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Como consideracdes iniciais do trabalho, a anélise dos resultados das sinteses
sera feita para melhor compreensao do material. Primeiramente, as nanoparticulas
magnéticas foram mantidas em agitacdo constante na presenca de solucdo de acido
acrilico para que fosse possivel a incorporacdo do mesmo na superficie do 6xido de
ferro através de ligacdo quimica. A Figura 17 mostra a representacdo esquematica

da formacéo da ligacdo da superficie com uma molécula de acido acrilico.

o OH -o o)j\/

>

Figura 17 — Representacao esquematica da ligacdo do acido acrilico com a superficie da nanoparticula
magnética
Fonte: Elaborado pelo autor.

A ligacdo de grupos carboxilicos com a superficie de oxido de ferro ja foi
reportada na literatura e € caracterizada como uma reacao espontanea do tipo acido
base, na qual se libera agua como produto (ABDOLLAH; FERESHTEH; NAZANIN,
2017; CHEN et al., 2011; LIU; FRAYLICH; SAUNDERS, 2009). A ligacao
monodentada ndo é a Unica possibilidade de ligagdo com a superficie do 6xido de
ferro, pois existem diferentes tipos de ligagcdo, como mencionando anteriormente.
Porém, aqui, sera utilizada apenas a ligacdo monodentada para facilitar a
compreensao dos esquemas de sintese.

ApGs a funcionalizagdo com &cido acrilico, iniciou-se a sintese com adi¢do do
iniciador de reacdo de polimerizacao persulfato de potassio, o catalisador da reacao
bisulfito de sodio e os monémeros da reagdo de polimerizagéo (acido acrilico, N-
isopropilacrilamida e N-vinilcaprolactama) e, assim, a reacéo de polimerizacao radicar
foi possivel pela unido das moléculas através de ligacdo dupla dos monémeros. A

Figura 18 representa o esquema da polimerizacéo na superficie da nanopatrticula.
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Figura 4 — Esquema da reacdo de polimerizacdo na superficie da magnetita revestida com acido
acrilico. As duas rotas de sintese estdo expressas, sendo uma com acido acrilico e N-
isopropilacrilamida e outra com acido acrilico e N-vinilcaprolactama

Fonte: Elaborado pelo autor.

Uma vez prontas as nanoparticulas com revestimento polimérico, essas foram
submetidas a um processo de esterificacdo adaptado de Komura et al. (2008),
utilizando cloreto de ferro Ill como catalisador e 1-pentanol como solvente. O esquema

da Figura 19 representa o esperado apoés a esterificacao.
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Figura 5 — Reacdo de esterificacdo das magnetitas funcionalizadas com copolimero PNIPAAmM-co-PAA
Fonte: Elaborado pelo autor.

Uma vez com os materiais sintetizados, as caracteriza¢cfes futuras dardo os
pontos de apoio para confirmacédo da estrutura, das propriedades fisico-quimicas e do

comportamento na liberacdo de farmaco pelos materiais. Basicamente, seréo
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confirmados o0s seguintes topicos ao longo deste trabalho: se o processo de
polimerizacdo ocorreu e se o polimero ficou depositado na superficie da magnetita; a
relacdo entre a massa de polimero e a massa de magnetita; o tamanho das particulas
de 6xido de ferro; a capacidade de gerar calor através da aplicacdo de campo
magnético alternado; a variacdo do tamanho do revestimento de polimero em funcao
do aumento da temperatura; como 0s materiais se comportam em solucdo aquosa em
relacdo as cargas na superficie; a capacidade de incorporacdo e liberacdo de
farmacos; a massa molecular e composi¢éo dos polimeros.

Para a identificacdo dos grupos funcionais dos polimeros na superficie das
nanoparticulas magnéticas as amostras funcionalizadas foram submetidas a
espectroscopia vibracional na regidao do infravermelho para verificar se PNIPAAmM-co-
PAA e PNVCL-co-PAA estavam presentes na superficie.

Primeiramente, foram coletados os espectros dos monémeros utilizados para
as sinteses dos copolimeros: N-isopropilacrilamida, N-vinilcaprolactona e acido
acrilico. Os espectros dessas moléculas e suas principais bandas séo relatadas em
trabalhos cientificos e estdo mostradas na Figura 20 (DENG et al., 2014; JIANG et
al., 2014; MARQUES et al., 2016).



53

a) b)
© ]
5 8
. 1650 em™} = i
1725 cm™
I -1
——N- |sopropllacrllam |da \ 1530 cm [— Acldo acrlllco|
4000 3500 3000 2500 2000 '1500 1000 500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm™) Numero de onda (cm™)
c) d)
o a
£ £ 1550cm’™
5 g
= fu
— N -vin |Icaprolactona| 1650cm” [— N Vlnllcaprolactona|
4000 3500 3000 2500 2000 1 500 1 000 500 18|00 1 600 1 400 1 200 1 000
Numero de onda (cm™) Numero de onda (cm™)

Figura 20 — Espectros vibracionais na regi@o do infravermelho dos precursores da sintese:
a) N-isopropilacrilamida, b) Acido acrilico ¢) N-vinilcaprolactona e d) Espectro ampliado do monémero
N-vinilcaprolactona para identificacdo das bandas. (DENG et al., 2014; MARQUES et al., 2016)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Dentre as principais vibracdes encontradas na Figura 20 a) temos o
estiramento C=0 de amida (1650 cm™) e a vibragdo C-N de amidas (1550 cm)
caracteristicos da N-isoproprilacrilamida. Na Figura 20 b) temos o estiramento C=0
(1750 cm?) caracteristico de acidos carboxilicos para o acido acrilico. Na Figura 20
c) temos o espectro da N-vinilcaprolactona, porém foi feita sua ampliacdo na
Figura 20 d) para melhor identificacdo das bandas podendo observar claramente o
estiramento C=0 de amida (1650 cmt), mas ndo foi possivel identificar a banda em
1550 cm™. As bandas presentes entre 1500 cm™? e 800 cm™ serdo analisadas
posteriormente, pois sdo bandas respectivas as vibragdes de grupos carbdnicos e ndo
oferecem informacgdes sobre os grupos funcionais dos mondémeros.

As bandas classicas para detectar acido acrilico (1725 c¢m-1),

N-isoproprilacrilamida (1650 cm e 1550 cm™) e N-vinilcaprolactona (1650 cm™) séo
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descritas em trabalhos que usam esses monémeros para sintese de copolimeros e
podem ser utilizadas para identificacdo da presenca dos polimeros na superficie de
nanoparticulas. (DENG et al., 2014; MARQUES et al., 2016; MAMANI; GAMARRA;
BRITO, 2014; PETCHAROEN; SIRIVAT, 2012).

A Figura 21 ilustra os espectros vibracionais na regido do infravermelho para a

magnetitas revestida com polimeros.
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Figura 21 — Espectros vibracionais na regido do infravermelho das amostras de magnetita antes e
depois da funcionalizacdo com os copolimeros a) PNIPAAmM-co-PAA e b) PNVCL-co-PAA.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Nos espectros antes (curva preta) e apos (curvas vermelha/verde/azul/rosa) a
funcionalizacdo da Figura 21, tem-se as bandas comuns em 3500 cm™* e 1630 cm™
correspondentes ao estiramento O-H na superficie do 6xido de ferro, 2930 cm™
correspondente ao estiramento assimétrico de grupos CHz2, 1110 cm™* e 1030 cm™
vibracdes de grupos carboOnicos ligados a superficie e 630 cm?® e 580 cm?,
correspondentes ao estiramento da ligacdo Fe-O da magnetita (MAMANI; GAMARRA,;
BRITO, 2014; PETCHAROEN; SIRIVAT, 2012).

Para os espectros das amostras funcionalizadas com polimeros da Figura 21
pode-se observar a presenca de um conjunto de bandas entre 1800 cm e 1200 cm™ 1.
As bandas observadas comprovam a presenca do polimero na superficie da
magnetita. Entre as bandas encontram-se estiramentos do grupos C=0 de &cido
carboxilicos em 1725 cm, correspondendo a presenca de poli(acido acrilico), e
estiramentos C=0 de amida em 1650 cm e 1550 cm, correspondendo a presenca

dos grupos amida de poli(N-isopropilacrilamida) e poli(N-vinilcaprolactama). Também
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é possivel observar bandas préximas a 1455 cm™ correspondentes ao estiramento
C-N de aminas primarias (DENG et al., 2014; MARQUES et al., 2016).

Semelhante aos trabalhos publicados por Deng et al. (2014), Marques et al.
(2016) e Jiang et al. (2016), as mesmas bandas nos espectros relacionados ao
copolimero PNIPAM-co-PAA foram identificadas. Devido a similaridade do espectro
aos espectros apresentados em outros trabalhos que estudam o copolimero PNIPAmM-
co-PAA, pode-se afirmar que a copolimerizagdo foi adequada para inser¢do do
polimero na superficie do 6xido de ferro. Os resultados de absorcao de infravermelho
das amostras permitem concluir a existéncia de polimero na superficie, atestando o
sucesso da sintese escolhida para funcionalizagcdo da magnetita com o copolimero
PNIPAAmM-co-PAA ou PVCL-co-PAA.

Outra andlise utilizada para comprovar a funcionalizacdo dos polimeros na
superficie e medir a propor¢cdo entre polimero e magnetita dos materiais foram as
medidas de termogravimetria. A Figura 22 mostra os termogramas das amostras

funcionalizadas com os quatro diferentes copolimeros na superficie da magnetita.
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Figura 22 — Curvas termogravimétricas dos materiais antes e apos funcionalizacéo e esterificacédo a)
magnetita, b) magnetita revestida com copolimero PNIPAm-co-PAA, c) magnetita revestida com
copolimero  PNVCL-co-PAA, d) magnetita revestida com copolimero PNIPAm-co-PAA apés

esterificacao e e) magnetita revestida com copolimero PNVCL-co-PAA apés esterificagdo
Fonte: Elaborado pelo autor.

Em relacdo a perda de massa pelas nanoparticulas magnéticas sem
revestimentos, existem trabalhos que relatam que a perda de massa inicial até
aproximadamente 120 °C esta associada, primeiramente, a presenca de agua na
superficie das particulas. Posteriormente, em temperaturas mais altas, existe a
completa eliminac@o de produtos organicos na superficie, o que, consequentemente,

estd relacionado a quantidade de polimeros presentes na superficie; portanto,
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escolheu-se para analise o intervalo entre 170 °C e 500 °C (CHADHA; BHANDARI,
2014; VIALI et al., 2013).

Pelas curvas da Figura 22 pode-se perceber que para todos os materiais
funcionalizados existe uma perda de massa significativa em relacdo ao aumento da
temperatura. A partir de 170 °C comegcam a ocorrer oS processos de decomposicao
dos copolimeros na superficie. A diferenca de massa resultante dessa decomposicéo
foi utilizada para o célculo da propor¢do magnetita/copolimero em cada um dos
materiais. Como pode ser observado pelos termogramas da Figura 22, para PNIPAmM-
co-PAA, 40% do material € composto por polimeros, enquanto que para PNVCL-co-
PAA, a composicdo fica proxima de 16%. Esses resultados sugerem que a
funcionalizacdo com PNIPAM-co-PAA € bem mais eficiente se comparada a PNVCL-
co-PAA. Outra informacgdo importante é que apds a esterificacdo com PNIPAM-co-
PAA néo ocorreu mudanca significava na perda de massa; mas com PNVCL-co-PAA,
apos a esterificacdo, observa-se um pequeno aumento na perda de massa. Uma
hipotese possivel para explicar a baixa variacdo de massa apés a esterificacdo do
copolimero seria a perda de polimero da superficie em fun¢éo do processo de sintese
gue envolve aplicacdo de 130 °C durante 24 horas com solvente organico compativel
com os polimeros presentes na superficie.

O tamanho das nanoparticulas foi determinado por microscopia eletrbnica de
transmissdo. A intencdo de tal andlise foi caracterizar as nanoparticulas
funcionalizadas verificando a distribuicdo de tamanhos pela contagem de particulas e
aplicando os dados a uma curva Gaussiana para obtencdo do tamanho médio de
particulas. Essa informacéo torna-se necessaria, uma vez que existe a busca por
materiais superparamagnéticos e esses estdo no intervalo de 7 até 15 nandmetros.
As Figuras 23, 24, 25, 26 e 27 contém as micrografias das amostras e o histograma

da distribuicdo de tamanho.
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Figura 6 — Micrografia das nanoparticulas de magnetita e histograma da distribuicdo de tamanho
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 24 — Micrografia e histograma da distribuicdo de tamanho das nanoparticulas de magnetita
revestidas com copolimero PNIPAmM-co-PAA
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 7 — Micrografia transmissdo e histograma da distribuicdo de tamanho das nanoparticulas de
magnetita revestidas com copolimero PNIPAm-co-PAAmMod
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 8 — Micrografia e histograma da distribuicdo de tamanho das nanoparticulas de magnetita
revestidas com copolimero PNVCL-co-PAA
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 9— Micrografia e histograma da distribuicdo de tamanho das nanoparticulas de magnetita
revestidas com copolimero PNVCL-co-PAAmMod
Fonte: Elaborado pelo autor.

Conforme verificado nas Figuras 23, 24, 25, 26 e 27 pode-se observar que 0
tamanho médio de todas as amostras € muito préximo, considerando os desvios
encontrados. Era esperado que todas as particulas apresentassem distribuicdo de
tamanhos similares, pois todas partem das mesmas nanoparticulas magnéticas
ilustradas na Figura 23. Foi possivel verificar que nenhuma modificacdo posterior,
polimerizacdo ou esterificacdo, alterou o tamanho médio das particulas de éxido de
ferro. Os polimeros por serem compostos por carbono, nitrogénio, oxigénio e
hidrogénio ndo possuem densidade de carga suficiente para produzir contraste nas
micrografias. Com tamanho médio préximo a 9 nm pode-se enquadrar as
nanoparticulas magnéticas como superparamagnéticas, de acordo com esperado
para a aplicacdo biomédica pretendida (HERVAULT; THANH, 2014; KALLUMADIL et
al., 2009).
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A segunda propriedade de interesse em relacdo as nanoparticulas magnéticas
€ a capacidade de geracéo de calor com aplicacdo de campo magnético alternado. As
suspensdes de nanoparticulas foram mantidas em banho ultrassénico por 15 minutos
e, entdo, esperou-se o equilibrio térmico em 25 °C para a aplicacdo do campo
magnético alternado. Todas as amostras foram medidas em suspensdo de magnetita:
aproximadamente 15 mg de magnetita em 1 ml de agua deionizada. A Figura 28
ilustra o grafico da medida de hipertermia magnética das amostras com énfase nos

tempos necessarios para que aqguegcam da temperatura ambiente até 40 °C.
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Figura 28 — Hipertermia magnética das amostras de magnetita revestidas. A curva preta representa a
magnetita pura, sem revestimento; a curva vermelha representa a magnetita revestida com PNIPAm-
co-PAA; a curva rosa representa a magnetita revestida com PNIPAm-co-PAA apds esterificacdo; a
curva azul representa a magnetita revestida com PNVCL-co-PAA e a curva verde representa a
magnetita revestida com PNVCL-co-PAA apés esterificagcdo. Experimento realizado com campo
magnético alternado (H = 14 kAm1) numa frequéncia fixa (f = 420 kHz)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Utilizando a Figura 28 foi possivel construir a Tabela 3, que seria uma relagéo
da quantidade de tempo necessaria para aquecer as amostras até temperatura de 40
°C. A temperatura de 40 °C foi escolhida como padréo por se tratar de amostras com
baixa concentracdo de magnetita, aproximadamente 15 mg de magnetita em 1 ml de
agua ultrapura. Outro ponto considerado para a escolha da temperatura seria o fato
de os materiais estudados pertencerem ao tipo de tratamento de termoquimioterapia,
que envolve aguecimento maximo de 43 °C e utiliza uma droga em conjunto com a

geracéo de calor.
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Tabela 3 — Tempo necessario para variacao da temperatura de 25 °C para 40 °C de cada amostra de
magnetita

Amostras At(s)
Mag 143
Mag @PNIPAmM-co-PAA 178
Mag @PNIPAmM-co-PAAmMod 462
Mag @PNVCL-co-PAA 186
Mag @PNVCL-co-PAAmMod 337

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os dados da Tabela 3 corroboram a premissa de que o método de sintese de
nanoparticulas com hidroxido de amobnio estd de acordo com a producdo de
nanoparticulas magnéticas capazes de gerar calor. As amostras com revestimento de
polimero PNIPAAmM-co-PAA e PNVCL-co-PAA apresentaram um tempo maior para
aguecimento até 40°C em relacdo a magnetita sem revestimento. Existem duas
hip6teses mais provaveis, sendo a primeira uma influéncia do revestimento polimérico
que provoca efeitos na relaxacdo de Brown, uma vez que a estrutura do polimero deve
dificultar a livre movimentacéo da particula em solucdo aquosa. A segunda considera
gue a camada de polimero funciona como uma barreira que impede a livre dissipacao
do calor, ou seja, o calor produzido pela nanoparticula possui dificuldade de se
propagar para o solvente (dgua) devido ao revestimento polimérico que se utiliza do
calor para mudancas estruturais. Embora ocorra uma diminui¢cdo na capacidade de
gerar calor, uma vez que o tempo necessario para que se atinja 40 °C é maior, deve-
se considerar que as amostras estao revestidas e, portanto, a massa de magnetita
diminui, ou seja, existe uma diluicAo da massa de magnetita. O revestimento
polimérico aumenta a massa de amostra de magnetita e utilizar 15mg de amostra
revestida apresenta a soma de massa de polimero e éxido de ferro, como pode ser
observado pelas analises termogravimétricas da Figura 21. A diminuicdo da massa de
magnetita em funcdo do revestimento foi levada em consideragéo para o calculo da
taxa de absorcéo especifica.

Um outro modo de analisar a producdo de calor de forma quantitativa é
utilizando a taxa de absorcédo especifica (SAR). O modelo de analise consiste no
ajuste na variacao de calor inicial das curvas de hipertermia magnética através da
equacao de Box-Lucas (12):

T(t) = A(1—eBH (12)
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Onde T € a temperatura, t o tempo, A € a saturacdo da temperatura e B € o
parametro relacionado a curvatura de aquecimento. Porém, as analises da Figura 21
iniciam-se numa temperatura acima de 0 °C, ou seja, 0 ajuste da curva Box-Lucas nao
€ possivel, uma vez que o valor de tempo igual a zero ndo representa o valor de
temperatura igual a zero. Portanto, utiliza-se um método alternativo no qual inclui-se
uma constante tc na variavel tempo para que seja possivel a temperatura inicial ser
25 °C. A nova funcao é representada pela equacgédo 13.

T(t) = A(1 — e Bt (13)

Onde T é a temperatura, t o tempo, A é a saturacdo da temperatura, B € o
parametro relacionado a curvatura de aquecimento e tc € uma constante que permite
0 ajuste da variavel tempo para que seja possivel a equacéao iniciar em 25 °C e néo
em 0 °C. Essa equacédo 13 foi utilizada para o ajuste de uma curva Box-Lucas nas
analises de hipertermia realizadas. As Figura 29, 30, 31, 32 e 33 mostram 0s ajustes
da equacdo Box-Lucas nas amostras. O ajuste da curva é representado pela linha
vermelha e a marcacdo em rosa representa o intervalo da derivada para obtencédo das

constantes A e B.
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Figura 29 — Ajuste da equacao Box-Lucas modificada para o célculo das constantes A e B no material

magnetita pura
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 30 — Ajuste da equacao Box-Lucas modificada para o calculo das constantes A e B no material
magnetita revestida com copolimero PNIPAm-co-PAA

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 31 — Ajuste da equacao Box-Lucas modificada para o calculo das constantes A e B no material
magnetita revestida com copolimero PNVCL-co-PAA

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 10 — Ajuste da equacao Box-Lucas modificada para o calculo das constantes A e B no material
magnetita revestida com copolimero PNIPAmM-co-PAA apés esterificagdo

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 33 — Ajuste da equacao Box-Lucas modificada para o calculo das constantes A e B no material
magnetita revestida com copolimero PNVCL-co-PAA apds esterificacdo

Fonte: Elaborado pelo autor.

O produto A x B no tempo t = 0, ou proximo dos valores iniciais de tempo, é

conhecido como a taxa de calor inicial e € numericamente equivalente a relagao AT/At

na equagdo da SAR. Basicamente, para obtencdo desse valor (AT/At) através da

equacao Box-Lucas modificada basta derivar a equacao 13 nos valores iniciais para

obtencdo dos parametros A e B.
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Uma vez conhecidos os valores de A e B, estima-se que a capacidade calorifica
C do sistema é muito proxima a capacidade calorifica da dgua (Cagua = 4.18 Jg'K1) e,
utilizando essa consideracao, € possivel calcular o valor de SAR para cada uma das
amostras utilizando a equacdo 8. A Tabela 4 expressa os valores de SAR dos
materiais e a tendéncia é semelhante a Tabela 3, na qual os materiais que apresentam

maior tempo para atingir 40 °C sdo os que apresentam menores valores de SAR.

Tabela 4 — Taxa de absorcéo especifica (SAR) dos materiais sintetizados, calculadas a partir do ajuste
das curvas temperatura x tempo com campo magnético H = 14 kAm-! e frequéncia f = 420 kHz

Material SAR/Wgt
Mag 68,6
Mag @PNIPAmM-co-PAA 62,3
Mag@PNVCL-co-PAA 65,9
54,9
Mag@PNVCL-co-PAAmMod 34,6

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os dados da Tabela 4 sugerem que a presenca de outro material na superficie
das nanoparticulas magnéticas atua como uma barreira que limita a difusao do calor
gerado pelas nanoparticulas. Segundo Liu et al. (2012), quanto maior a espessura da
barreira de polimero na superficie de nanoparticulas magnéticas, maior a diminuicao
no valor SAR (LIU; FRAYLICH; SAUNDERS, 2009; LIU et al., 2012). Pelos dados da
Tabela 4, pode-se perceber que a diminuigéo dos valores de SAR para Mag@NIPAmM-
co-PAA e Mag@PNVCL-co-PAA sao ligeralmente menores que magnetita sem
revestimento, mas nao existem mudancas drasticas dos valores, ou seja, um indicio
de que a camada de polimero € pequena. Essa analise estd de acordo com as
medidas de termogravimetria, pois a maior massa em ambos os casos, Mag@PNVCL-
co-PAA e Mag@PNIPAmM-co-PAA, € para magnetita e ndo para os polimeros.

Os materiais esterificados, PINIPAm-co-PAAmMod e PNVCL-co-PAAmMod, foram
submetidos a um processo de sintese de 24 horas a temperatura de 130 °C. Essa
sintese provavelmente causou a oxidacédo da magnetita para a forma maghemita, que
possui uma menor capacidade de gerar calor se comparanda & magnetita (BABIC et
al., 2017; SALAS; VEINTEMILLAS-VERDAGUER; MORALES, 2013). Embora ocorra
uma diminuicdo na capacidade de geracdo de calor devido ao processo de

modificacdo de superficie, ainda é possivel detectar que as nanoparticulas tém a
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capacidade de gerar calor aplicando-se um campo magnético alternado e isso esta de
acordo com a proposta do trabalho.

A capacidade de resposta com a variagdo de temperatura para as
nanoparticulas magnéticas funcionalizadas foi analisada por medidas de
espalhamento de luz dinamico em funcao da temperatura (TREND de temperatura).

O diametro hidrodinamico foi medido em funcéo da temperatura para que fosse
possivel identificar a LCST do revestimento de polimeros e avaliar quais as mudancas
na mesma em relacéo aos polimeros esterificados. A Figura 34 mostra a variagdo do

diametro hidrodinamico das particulas em funcdo da temperatura.
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Figura 34 — Tendéncia do didametro hidrodindmico dos matérias: a) magnetita revestida com copolimero
PNIPAmM-co-PAA; b) magnetita revestida com copolimero PNIPAmM-co-PAA apoés esterificacdo; c)
magnetita revestida com copolimero PNVCL-co-PAA; e d) magnetita revestida com copolimero PNVCL-
co-PAA apos esterificagdo. Solvente: agua ultrapura, pH = 7,0

Fonte: Elaborado pelo autor.

As temperaturas meédias das amostras foram calculadas pelo ponto de inflexao

da linha de tendéncia ajustada. Observa-se que a amostra de magnetita revestida com
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PNIPAAmM-co-PAA (Figura 34a) apresenta uma transicdo em seu diametro
hidrodindmico que se inicia em 35 °C e termina 50 °C. O valor da média desse
intervalo, 42,5 °C, representa a temperatura critica minima de solucédo e esta de
acordo com a proposta desse trabalho. A modificacdo por esterificacdo com 1-
pentanol desse copolimero diminuiu a temperatura de transicdo para 38,7 °C. Esse
resultado era esperado, pois grupos hidrofébicos (pentano) foram adicionados a
cadeia do polimero, diminuindo o carater hidrofilico, diminuindo interagdes com o
solvente (dgua). Embora LCST do copolimero tenha diminuido, ela ainda se encontra
superior a temperatura do corpo humano e continua valida para aplicacfes futuras.

O copolimero PNVCL-co-PAA apresentou uma temperatura de transicao
proxima de 35 °C. O copolimero composto de PNVCL em sua estrutura apresenta
LCST mais baixa que copolimeros compostos de PNIPAm, uma vez que PNVCL
contém um grupo de carater mais hidrofobico. Pela propriedade hidrofébica da N-
vinilcaprolactama € possivel entender que inserir outro grupo hidrofébico na cadeia de
polimero é suficiente para a desestabilizagdo do mesmo no solvente aquoso,
tornando-o0 mais insolUvel em agua e, consequentemente, diminuindo a LCST. Apos
a esterificacdo do copolimero PNVCL-co-PAA, o copolimero PNVCL-co-PAAmMod
apresentou uma temperatura de transi¢cao abaixo de 30 °C.

Para avaliar a carga da superficie das magnetitas funcionalizadas foram
realizados os experimentos de potencial zeta. A Figura 35 ilustra os graficos contendo
a analise de todos os materiais.
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Figura 35 — Curvas de potencial zeta das amostras. Titulantes HCI 0,01 mol L' e NaOH 0,01 mol L.
A curva preta representa a magnetita sem revestimento. A curva vermelha representa a magnetita
revestida com o polimero PNIPAm-co-PAA. A curva azul representa a magnetita revestida com o
polimero PNVCL-co-PAA. A Curva rosa representa a magnetita revestida com PNIPAm-co-PAA apés
esterificacdo. A curva verde representa a magnetita revestida com PNVCL-co-PAA apds esterificagao.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Pela Figura 35, nota-se que a nanoparticula de magnetita apresentou um ponto
isoelétrico proximo a pH 5. Esse valor esta de acordo com valores ja citados em
trabalhos publicados sobre esse tipo de material (VIALI et al. 2013; NUNES et al.
2014). A Figura 36 representa um esquema do comportamento da carga da superficie

da magnetita em diferentes pH.

OH

HO OH;

HO OH; HO o f HO
pH<5 pH=5 pHZ5

Figura 36 — Esquema da disposicao de cargas na superficie de magnetita em diferentes pH, baseado
nas analises de potencial zeta do trabalho
Fonte: Elaborado pelo autor.

Para as amostras funcionalizadas com copolimeros modificados percebe-se

uma queda nos valores do ponto isoelétrico para valores menores que o da magnetita
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sem revestimento. Essa queda ocorre exclusivamente devido a presenca dos grupos
carboxilicos do acido acrilico contido na estrutura dos polimeros na superficie da
magnetita. As Figuras 37 e 38 representam o0 esquema das cargas dos materiais
revestidos com PNIPAM-co-PAA e PNVCL-co-PAA, respectivamente.
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Figura 37 — Esquema da disposicdo de cargas na superficie de magnetita revestida com PNIPAM-co-
PAA em diferentes pH, baseado nas andlises de potencial zeta do trabalho
Fonte: Elaborado pelo autor.

o QU
o
c)\”/)H/‘\o;\to/}\ O—ﬂ—o-w PH <2
o X u
) ) 0
O~ Q
o
o WIK,/\—S—O
o - (”)

Figura 38 — Esquema da disposicdo de cargas na superficie de magnetita revestida com PNVCL-co-
PAA em diferentes pH, baseado nas andlises de potencial zeta do trabalho
Fonte: Elaborado pelo autor.
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O acido carboxilico desprotonado confere uma carga negativa para a estrutura
do polimero e, consequentemente, para a superficie das nanoparticulas modificadas
(SCHMIDT; HELLWEG; VON KLITZING, 2008; WU et al., 2006). As amostras
contendo copolimeros esterificados apresentaram pontos isoelétricos proximos a pH
2, ou seja, a modificacdo por esterificacdo ndo originou efeitos que modifiquem os
valores de pH.

Observando-se o potencial zeta das amostras da Figura 35, é possivel
visualizar que em pH 10, que é considerado o maior valor de pH analisado e no qual
proporciona-se a maior desprotonacédo das cadeias de polimeros que contém acido
acrilico, existe uma diferenciacédo na carga da superficie. O material PNIPAM-co-PAA
apresenta uma carga de -40 mV e o material PNVCL-co-PAA apresenta uma carga
de -36 mV. ApGs a esterificacdo, ambos os materiais tiveram suas cargas de superficie
diminuida em relacéo ao material original, PNIPAm-co-PAAmod -31 mV e PNVCL-co-
PAAmMod -29 mV. Essa diminui¢do na carga da superficie do material esta associada
a substituicdo dos grupos &cido carboxilico do acido acrilico pelo grupo pentano (apés
a esterificacdo com 1-pentanol). Essa diminuicdo serve como indicio de que a
esterificacdo na superficie ocorreu. Um fato interessante a ser ressaltado € que o
revestimento PNIPAmM-co-PAA e PNVCL-co-PAA apds pH 7 apresentam carga
préxima a -40 mV, evidenciando possivel estabilidade eletrostatica no sistema de
nanoparticulas revestidas, ou seja, facilitando ainda mais uma possivel aplicacédo
biolégica em pH proximos desse valor (CHEN et al., 2011).

Para avaliar a capacidade de liberacdo dos farmacos, as nanoparticulas
modificadas foram submetidas a um procedimento de incorporacdo, que envolvia
separar 10 mg de amostra de magnetita modificada com copolimeros e manté-las em
banho de gelo por 24 horas numa solugdo de metotrexato 1,5 mg ml-*(9 mg de MTX
em 6 ml de solucdo de tampao fosfato). Utilizando-se centrifugacéo para precipitacédo
das nanoparticulas e a suspensédo em tampao fosfato, 2 mg foram tomados (2 ml dos
10 ml dos quais foram suspensos 10 mg de magnetita). A porcentagem de farmaco
incorporado baseada na diferenca da concentracéo de metotrexato na solucéo original

e apos 24 horas de incubacgdo esta representada na Tabela 5.
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Tabela 5 — Grau de incorporac@o de metotrexato nas magnetitas revestidas para 10 mg de magnetita
Coeficiente de
incorporacdo (m
incorporada / m

magnetita) *100

. Massa de MTX EfICIenCIa~de
Materiais encapsulacdo (m

mcorporada/ mg incorporada/m total) *100

Mag @PNIPAmM-co-

PAA 312 3 S
Mag@l;'lzl\\A/\CL-co- 3,32 36,9 33,2

Fonte: Elaborado pelo autor.

Pela Tabela 5, percebe-se que as amostras apresentam comportamento
similares apos a esterificacdo, uma vez que amostras funcionalizadas com PNIPAAmM-
co-PAAmMod e PNVCL-co-PAAmMod apresentam uma capacidade menor de incorporar
metotrexato que seus respectivos copolimeros originais. Duas hipdéteses podem
explicar tal comportamento, pois estruturas hidrofobicas formadas apés a esterificacéo
em PNIPAAmM-co-PAAmMod e PNVCL-co-PAAmMod apresentam uma menor quantidade
de grupos carboxilicos, o que dificulta a difusdo da solucdo de metotrexato entre as
cadeias dos polimeros, ocasionando uma menor quantidade do medicamento retido
na estrutura. Ou, ap0ls a esterificacdo, ocorreu uma organizagao similar a formacéao
de micelas, na qual os grupos hidrofilicos ficam expostos ao meio aquoso, enquanto
0s grupos hidrofobicos ficam proximos a superficie do éxido de ferro, impedindo o
contato entre os grupos hidrofébicos e o metotrexato. Essa ideia é contraria ao
pensamento original de que cadeias de polimeros mais hidrofébicas seriam capazes
de reter maior quantidade de farmaco na estrutura por compatibilidade de interacdes
intermoleculares, pois os dados que mediram a quantidade de farmaco armazenado
diminuem apds a esterificacdo e os dados de potencial zeta indicam que a
compatibilidade entre as interacdes intermoleculares, farmaco/polimero, ndo séo as
principais responsaveis pela retencdo de moléculas de metotrexato nas cadeias de
polimeros PNIPAM-co-PAA e PNVCL-co-PAA em solugédo aquosa, pois os polimeros
mais apolares (apos a esterificacdo com menor valor de potencial zeta em pH 7,4) ndo
foram os que retiveram maior quantidade de metotrexato.

Para o PNVCL-co-PAA e PNVCL-co-PAAmMod, que sao as estruturas mais
hidrofébicas comparadas a PNIPAm-co-PAA e PNIPAmM-co-PAAmod, é possivel

identificar uma menor capacidade de retencdo de metotrexato na estrutura. A
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estrutura da N-vinilcaprolactama esta, provavelmente, formando barreiras
hidrofébicas (similares a formacao de micelas), que dificultam a entrada de solvente e
metotrexato. Quando PNVCL-co-PAA é esterificado, a incorporacdo diminui ainda
mais, ou seja, diminuindo a difusdo do solvente devido a formacgéo de uma estrutura
majoritariamente apolar. Mesmo existindo uma afinidade entre as interacdes apolares,
conforme aumenta-se a hidrofobicidade, a quantidade de metotrexato retida diminui.

A concentracéo ideal de metotrexato para uma eficiéncia no combate a células
tumorais esta entre 1,0 x 10 mol L* e 1,0 x 10 mol L** em humanos. Normalmente
os tratamentos que envolvem quimioterapia consiste em capsulas ingeridas via oral
gue contém 15 mg de MTX. Esse trabalho utilizou o valor de 1,5 mg mL* de MTX para
verificar a quantidade maxima que seria possivel de internalizar nas nanoparticulas
considerando a dose normalmente ingerida de 15 mg.

A fim de identificar a capacidade de liberacdo de metotrexato, as amostras
foram submetidas a teste de liberacdo de farmaco em funcéo do tempo. A Figura 39
representa a porcentagem de liberagcédo de metotrexato em funcéo do tempo para duas
temperaturas distintas em solugcdo de tampao fosfato pH 7,4. As temperaturas
escolhidas 37 °C e 43 °C representam respectivamente a temperatura corporal sem
estimulo que seria considerado o branco da analise para liberacdo e a temperatura de
43 °C é a temperatura considerando o estimulo magnético que ira produzir calor,
considerando a metodologia do tratamento por termoquimioterapia (calor fornecido

pelas nanoparticulas e medicamento simultaneamente).
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Figura 11 — Liberac@o de metotrexato (MTX) para as nanoparticulas modificadas em fungéo do
tempo em a) 37.C e b) 43 °C
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Como pode ser observado pela Figura 39, as amostras possuem uma
capacidade de liberacdo muito superior em 43 °C se comparado com 37 °C, o que
esta totalmente de acordo com a proposta do trabalho, que seria promover taxas de
liberacdo maiores em temperaturas superiores a do corpo humano. O efeito de
retracdo da estrutura € o principal responsavel pela alta capacidade de liberacdo em
temperaturas maiores que 43 °C, uma vez que a estrutura totalmente colapsada dos
polimeros expulsa grande parte do solvente (aAgua) e, simultaneamente, o farmaco
(metotrexato). Observa-se que o aumento na liberacdo de metotrexato para o material
Mag@PNVCL-co-PAAmMod em relacdo ao material Mag@PNVCL-co-PAA € de
apenas 5%, pois a estrutura jA se encontra colapsada em 37 °C. Outro ponto
importante a ser detalhado é que o0s materiais Mag@PNIPAmM-co-PAA e
Mag@PNIPAmM-co-PAAmMod apresentaram maior taxa de liberacdo. E, em ambos os
casos, para PNIPAmM ou PNVCL, a liberacdo de metotrexato em 43 °C é superior que
em 37 °C apos a esterificacdo, ou seja, entende-se que a estrutura de polimero
modifica 0 mecanismo de liberagdo. Em relagéo a dose liberada pelos materiais foi
elaborada a Tabela 6 que mostra os calculos feitos da concentracdo cumulativa da
guantidade de material liberada apés 4 horas.

Tabela 6: Comparacao da concentracdo liberada no frasco contendo 15 mL

apos 4 horas de liberacdo de metotrexato em 37 °C e 43 °C.

Concentracdo 4 horas 37 °C/ Concentracdo 4 horas 43 °C/

Amostra mol L mol L

Mag@ PNIPAM-co-PAA 2,84E-02 2,00E-01
Mag@ PNVCL-co-PAA 3,99E-02 1,16E-01
Mag@ PNIPAM-co-PAAmod 2,49E-02 2,01E-01
Mag@ PNVCL-co-PAAmod 2,11E-02 3,23E-02

Fonte: Elaborado pelo autor.

Pela Tabela 6 é possivel verificar que a concentracdo de MTX esta muito acima
da recomendada pelo combate a células tumorais (1,0 x 10® mol LY. Ou seja, é
possivel extrapolar os valores para diminuir muito a concentracdo diluindo-se a
guantidade de MTX a ser incorporada até se estabelecer o valor aceitavel. Caso fosse
feita uma diluicdo de 4 vezes seria possivel atingir os valores de concentracéo
adequados do medicamento. Outro fator relevante é a diferenca da ordem de
grandeza entre a concentracdo em 37 °C e em 43 °C. Como em 43 °C a ordem de
grandeza da concentracdo molar esta 1 unidade maior comparado a concentragdo em

37 °C é possivel estabelecer uma relacéo de acdo medicamento fazendo com que a
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concentracdo em 37 °C ndo tenha efeito no combate a células tumorais, mas em
43 °C seja possivel iniciar o tratamento.

A liberac&o de metotrexato ser intensificada pelo aumento da temperatura abriu
uma nova duvida, ou seja, se a liberagdo estaria envolvida com um processo de
interacOes intermoleculares devido a polaridade das cadeias e do farmaco, ou se o
colapso da estrutura € o principal responsavel pelo aumento da liberagcédo. Por isso,
foram feitas as curvas de liberacdo do medicamento diclofenaco de potassio (um
farmaco polar e soluvel em agua) para diferenciar os tipos de interagées quimicas no
processo de liberacdo. A Tabela 6 representa a incorporacdo de diclofenaco de

potassio nos materiais sintetizados.

Tabela 7 — Grau de incorporacéo de diclofenaco de potdssio em 10 mg de magnetitas revestidas

Eficiéncia de Coeficiente de

Massa de DFC laca incorporagao (m
incorporada/ mg encapsulagdo (m
incorporada/m total) *100

Materiais
incorporada / m

magnetita) *100

Mag@PNIPAmM-co-

PAA S5 524 -
Mag@l;X\A/CL-co- 281 28,9 28,1

Fonte: Elaborado pelo autor.

A partir dos dados apresentados na Tabela 7, pode-se perceber que existe o
mesmo padrédo da capacidade de retencdo de farmaco se comparado com a Tabela
5, que mostra os materiais esterificados com uma menor capacidade de incorporacéo.
O diclofenaco de potassio € um farmaco polar, solavel em agua e com interacdes
intermoleculares diferentes do metotrexato, por isso surge um novo indicio de que as
interacbes intermoleculares exercem um papel menos significativo quando
comparado com a difuséo do solvente pelas cadeias. As estruturas mais hidrofébicas,
ou seja, os copolimeros esterificados (PNIPAmM-co-PAAmMod e PNVCL-co-PAAmMod),
provavelmente formam estruturas que protegem as cadeias apolares do solvente
(solucdo de tampéo fosfato), implicando na diminuicdo da incorporacédo do farmaco
na estrutura; mesmo utilizando uma temperatura baixa como 10 °C, néo foi suficiente

para que existisse uma incorporacao similar aos polimeros néo esterificados.
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Para avaliar se existe um comportamento similar ao metotrexato foram feitas
as curvas de liberacdo de diclofenaco de potassio em 37 °C e 43 °C. A Figura 40

representa a liberacéo de diclofenaco de potassio em duas temperaturas distintas.
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Figura 12 — Liberacao de diclofenaco de potassio (DFC) para as nanoparticulas modificadas em fungéo
do tempo em a) 37.,C e b) 43 °C
Fonte: Elaborado pelo autor.

Na Figura 40 observa-se o0 mesmo efeito de liberacdo que ocorreu para o
medicamento metotrexato. As taxas de liberacao de diclofenaco de potassio em 43 °C
€ muito superior se comparadas a 37 °C. Mais uma vez, o material Mag@PNIPAmM-
co-PAAmMod apresentou o melhor desempenho de liberacdo em 43 °C. O que vale
ressaltar € que o efeito principal a ser destacado para liberacdo € o colapso da
estrutura causado pela LCST, pois o material Mag@PNVCL-co-PAAmod néo
apresentou variacao significativa na liberacéo de diclofenaco, uma vez que seu valor
de LCST é atingido antes de 30 °C, ou seja, para ambas as temperaturas da liberacéo,
a estrutura ja se encontra totalmente colapsada.

As Ultimas analises sdo a cromatografia de permeacdo em gel e analise
elementar para determinar a massa molar, o fator de polidispersdo e composi¢cao dos
polimeros. Sabendo-se que as amostras sdo resultados de polimerizacdo radicalar
nao controlada, espera-se que sejam polidispersas, com indice D (indice de
polidispersao polimérico) acima de 1,1 (JIANG et al., 2014). A Figura 41 mostra 0s
cromatogramas do conjunto de polimeros para determinacdo da massa molar e do

indice de polidisperséo.
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Figura 41 — Cromatogramas dos copolimeros sintetizados PNIPAmM-co-PAAmod e PNVCL-co-
PAAmMod. Solvente DMF e tempo de corrida 20 minutos

Fonte: Elaborado pelo autor.

Pelo ajuste do software Omni SEC dos cromatogramas da Figura 41 foi
possivel identificar a massa molar e a polidispersdo de todos 0s picos presentes nos
cromatogramas. Os picos estdo indicados por letras minasculas de a até j e estdo

analisados na Tabela 8.
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Tabela 8 — Determinacéo da massa molar de cada um dos picos de a até j da Figura 20. O software
utilizado para analise dos picos foi Omini SEC v. 5.1

Copolimero Pico Mn / Da Mw / Da D
a 218700 240000 1,10
PNIPAmM-co-PAA b 30400 41060 1,35
c 7800 8230 1,06
d - - -
PNIPAmM-co-PAAmMod e 93230 207900 2,23
f 14350 16040 1,12
g 145680 434450 2,98
PNVCL-co-PAA
h 13250 14950 1,13
[ 30480 41050 1,35
PNVCL-co-PAAmMod _
] 13900 26360 1,90

Fonte: Elaborado pelo autor.

Como pode ser visto na Tabela 8, o copolimero PNIPAmM-co-PAA possui 3
grupos de picos identificando 3 tamanhos distintos de peso molecular (a - 240000 Da,
b - 41060 Da e c - 8230 Da). Apos a esterificacdo, o copolimero modificado por
PNIPAmM-co-PAA mostrou aumento da massa molecular em todos os picos (d-fora da
faixa da curva de calibracéo, e - 207900 Da e f -16040) indicando que a insercao de
1-pentanol foi de fato possivel. Um fator interessante a ser observado € que a insercédo
de 1-pentanol nas cadeias de PNIPAm-co-PAA resultou no aumento da
polidispersividade das cadeias poliméricas. Para o copolimero de PNVCL-co-PAA, os
picos originais (g - 434450 Da e h - 149500) apresentaram aumento apos a
esterificacdo, mas, comparando-se 0s picos g e i, observa-se uma diminuicdo da
polidispercdo. Essa reducdo provavelmente ocorreu em funcédo da esterificacéo ter
igualado a distribuicAo da massa molar, ou pela total sobreposicdo do pico i nas
proximidades do pico g. De qualquer maneira, o efeito do aumento das massas
molares atribuidos aos picos € um efeito similar visto para ambos o0s copolimeros,
PNVCL-co-PAA e PNIPAmM-co-PAA, apos a modificacao.
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Tabela 9 — Analise elementar dos copolimeros sintetizados

Elemento Composicdo Analise Elementar
o MM / gmol? o
guimico teorica/ % CHN/ %
PNIPAmM-co-PAA 1:2 C 144,13 52,57 50,02+ 1,5
(H20C1206N) N 14,01 5,11 6,56 + 0,20
H 20,02 7,30 6,63 £ 0,20
O _OH O M O 95,99 35,02 -

Massa molar da unidade de repeticdo = 274,14 g.mol*

B HO \O ]
PNIPAm-co-PAAmMod C 204,18 59,32 57,15+ 1,7
1:2 (HaoC1706N) N 14,01 4,07 5,26 + 0,16
H 30,02 8,72 7,89 £0,24
Y O 95,99 27,89 -
0\ (o] O\ NH
LXL Massa molar da unidade de repeticdo = 344,21 g.mol*
B HO \0 i
PNVCL-co-PAA 1:2 C 168,15 56,58 53,98+ 1,6
~ (H19C1406N) _ N 14,01 4,71 5,74 £ 0,17
H 19,02 6,40 6,01 £0,18
Ox " N O 95,99 32,30 -
%/K Massa molar da unidade de repeticdo = 297,17 g.mol*
L HO \O i
PNVCL-co-PAAmMod 1:2 C 228,20 62,14 59,22 +1,8
(H29C1906N) N 14,01 3,81 4,44 +0,13
H 29,02 7,90 7,12 £ 0,21
@) 95,99 26,14 -
QU
Iﬂ/?/\ Massa molar da unidade de repeticdo = 367,23 g.mol*
| HO o

Fonte: Elaborado pelo autor.

A Tabela 9 representa a analise elementar feita dos copolimeros e expressa
uma comparacao entre a proporcao tedrica calculada, considerando que a unidade de
repeticdo do polimero apresenta uma unidade de mondémero termossensivel e duas
unidades de acido acrilico, ou seja, 0s polimeros preparados na proporcdo molar de
dois mols de acido acrilico para 1 mol de N-isopropilacrilamida ou N-vinilcaprolactama.

Outro fator importante a ser notado é que a segunda consideracgao feita € a existéncia
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de apenas uma insercdo de uma molécula de 1l-pentanol na unidade de repeticao.
Compreendendo-se as duas consideracdes, buscou-se comparar diretamente 0s
valores das propor¢cBes obtidas pela andlise elementar e os valores tedricos
calculados a partir das unidades de repeticdo, que estao representadas pelas formulas
moleculares e estruturais na Tabela 9.

Todos os polimeros da Tabela 9 mostraram que a composicao tedrica da
unidade de repeticdo esta muito préxima da composicéo obtida na analise elementar
de CHN. Essa evidencia é extremamente importante para confirmar que o copolimero
estd na razdo molar estabelecida no procedimento experimental. Outro fato
encontrado foi que a esterificacdo do 1-pentanol foi responsavel por apenas 50% da
modificacdo dos grupos carboxilicos. O rendimento da esterificagcdo foi de
aproximadamente 50% e, basicamente, ainda existem grupos de acido carboxilico
disponiveis. Esta medida concorda com a analise do Potencial Zeta, sugerindo que
cargas negativas de grupos carboxilicos desprotonados ainda estdo presentes na

cadeia polimérica ap0s a esterificacao.
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5 CONCLUSAO

Foi sintetizado um sistema de nanoparticulas magnéticas revestidas com
polimeros. Essas nanoparticulas de 6xido de ferro sdo capazes de gerar calor na
presenca de um campo magneético alternado. O processo de esterificacdo pode estar
ocasionando a diminuicdo de geracdo de calor em funcdo de uma possivel oxidagéo
de magnetita para maghemita. As técnicas de espectroscopia de infravermelho e
termogravimetria confirmam a presenca de polimero na superficie, ou seja, a
funcionalizacdo foi efetiva e nenhum processo de sintese causa a remocado dos
polimeros da superficie. Os materiais apresentam propriedade de transicao hidrofilico-
hidrofébico com aumento da temperatura, sendo a magnetita revestida PNIPAm-co-
PAA e PNIPAmM-co-PAAmMod os materiais com maior temperatura de transicao (42,5°C
e 38,7 °C, respectivamente). A liberacdo de metotrexato e diclofenaco de potassio é
favorecida com o aumento da temperatura e a propriedade da estrutura (hidrofilica ou
hidrofébica) apresenta efeitos determinantes tanto na incorporacdo quanto na
liberacdo. A quantidade de metotrexato nas nanoparticulas pode ser ajustada para
oferecer acdo contra células tumorais e uma menor quantidade de MTX sera
necessaria para a aplicacdo in vivo, pois as particulas conseguem produzir uma
concentracdo em tampado fosfato quatro vezes superior a necessdria para o

tratamento.

SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

Por fim, este estudo abre a possibilidade de implementar outras moléculas no
processo de esterificacdo, ou seja, confirmar que é possivel inserir o 1-pentanol nas
cadeias de PNIPAm-co-PAA e PNVCL-co-PAA permite que novos acidos carboxilicos
sejam testados. As sugestdes mais recorrentes seriam proteinas ou biomoléculas que
contenham a funcéo &cido carboxilico e que possuam fungéo bioldgica, como o acido
folico, que possui funcdo importante no processo de replicacdo do DNA, e utiliza-lo
como direcionador considerando que células tumorais séo avidas pelo seu consumo,

seria uma excelente sugestao.
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