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RESUMO

Foram estudadas a preparacdo e caracterizacdo de nanoparticulas polimérico-magnéticas
para possivel utilizacdo biomédica. As nanoparticulas utilizadas foram de magnetita (Fe3O4) e os
polimeros escolhidos foram o alginato e a quitosana. As possiveis aplicacdes biomédicas sédo a
liberacdo controlada de farmacos, a imagem por ressonancia magnética, e tratamento do céncer
por hipertermia. Foram preparados dois tipos de amostras: nanoparticulas magnéticas puras e
encapsuladas em matriz polimérica. As amostras foram analisadas por difracdo de raios X, técnicas
de espalhamento de luz (para tamanho e potencial zeta), microscopia eletrénica de transmisséo, e
SQUID magnético. Os picos identificados por difracdo de raios X conferem com os da ficha JCPDS
da magnetita (Fe3O4). O tamanho médio encontrado através do método de Debye-Scherrer foi 10
nm. No caso da microscopia eletrdnica de transmissao, os didmetros ficaram entre 10 e 20 nm para
a magnetita pura, e 15 e 30nm para a magnetita encapsulada em matriz de alginato e quitosana.
Os valores de magnetizacao variaram de 75 a 100 emu/g para as nanoparticulas de magnetita pura
e 8 a 12emu/g para as recobertas por alginato e quitosana. O campo de saturagdo de ambas as
amostras ficou na faixa de 49 a 50 kOe. Verificaram-se variagcdes nos resultados entre as duas
amostras em todas as analises. Essas variagcdes foram atribuidas ao encapsulamento das
nanoparticulas magnéticas pelo polimero. As nanoparticulas polimérico-magnéticas atenderam aos

requisitos basicos para sua aplicacdo biomédica.
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ABSTRACT

The preparation and characterization of polymeric-magnetic nanoparticles for possible
biomedical use were studied. The nanoparticles used were magnetite (Fe3O4) and the polymers
chosen were alginate and chitosan. The possible biomedical applications are the controlled release
of drugs, magnetic resonance imaging, and treatment of cancer by hyperthermia. Two types of
samples were prepared: magnetic nanoparticles pure and encapsulated in polymeric matrix. The
samples were analyzed by X-ray diffraction, light scattering (for size and zeta potential),
transmission electron microscopy, and magnetic SQUID. The peaks identified by X-ray diffraction
are in agreement with the JCDPS file of magnetite (FesOa4). The average size calculated using the
Debye-Scherrer technique was 10 nm. In the case of transmission electron microscopy, the
measured diameters were between 10 and 20 nm for pure magnetite, and between 15 and 30 nm
for the magnetite encapsulated in alginate and chitosan. The values of magnetization ranged from
75 to 100 emu/g for nanoparticles of pure magnetite and 8 to 12 emu/g for alginate and chitosan
coating, at different temperatures. The saturation of both samples was in the range of 49 to 50 kOe.
There were variations in results between the two samples in all tests. These variations were
attributed to the encapsulation of magnetic nanoparticles by the polymer. Polymeric-magnetic

nanoparticles met the basic requirements for biomedical application
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1-INTRODUCAO:

1.1- CONSIDERACOES GERAIS

Devido ao advento da nanotecnologia, grandes avangos na ciéncia agora Sao
possiveis. Na medicina, a nanotecnologia também possibilitou uma série de avangos,
abrindo um enorme leque de aplicagbes. Hoje a medicina desponta como maior e mais
promissora area de aplicacdo nanotecnolégica. E é nessa &rea que este trabalho
concentra seus esforgos, buscando a producdo e caracterizacdo de um material que
possa ser aplicado em pesquisas que visem uma melhora na expectativa e qualidade de
vida da populacao, principalmente da grande parcela que ndo tém acesso a servigos de
salde essenciais e de qualidade devido aos enormes encargos financeiros que séo
cobrados por esses servicos. Neste trabalho € dada énfase ao transporte e liberagédo de
farmacos, a obtengc@o de imagem por ressonancia magnética e ao tratamento do cancer.
Para tal, sdo aplicadas nanoparticulas polimérico-magnéticas, e aqui se buscou um
método de sintese e a caracterizagdo dessas particulas. E importante ressaltar que este
trabalho se trata de uma pesquisa de base, e como tal, fornece substrato com o qual a
pesquisa aplicada pode trabalhar, e mais que isso, nos ajuda a entender melhor os
elementos e processos que nos rodeiam. Aqui se procura conhecer bem as propriedades
do material sintetizado, pois tal conhecimento é fundamental para suas aplicacdes. Uma
maior descricdo das nanoparticulas magnéticas e suas aplicacbes serd dada nos

capitulos a seguir.
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1.2- OBJETIVOS DO TRABALHO

Este trabalho tem como finalidade a producéo e caracterizagdo de nanoparticulas
polimérico-magnéticas com possivel utilizagdo biomédica, em especial no transporte e
liberagé@o de farmacos no corpo, como contraste para exames de imagem por ressonancia

magnética, e para o tratamento do cancer por hipertermia.
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2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1- NANOTECNOLOGIA:

O conceito original de nanotecnologia envolve a construgdo de estruturas em
escala molecular e a manipulacdo de materiais em uma escala atbmica (cerca de dois
décimos de um nandmetro). A nanotecnologia também pode ser definida como o estudo e
uso de estruturas com tamanho entre 1 e 100 nandmetros. Um nanémetro é definido
como um bilionésimo de metro. Para se ter ideia de como é pequeno, ter-se-ia que
colocar 800 particulas com tamanho de 100 nandémetros lado a lado para se conseguir
alcancar a largura de um fio de cabelo (BOYSEN, 2007).

Por séculos cientistas vem estudando e trabalhando com nanopatrticulas, porém a
eficiéncia dos seus trabalhos tem sido prejudicada pela incapacidade de ver a estrutura
das nanoparticulas. Nas ultimas décadas, o desenvolvimento de microscépios e outros
equipamentos capazes de mostrar e caracterizar particulas tdo pequenas quanto atomos
permitiu aos cientistas verem e entenderem, de fato, com o que eles estdo trabalhando
(BOYSEN, 2007).

A capacidade de detectar materiais nanométricos gerou um mundo de
possibilidades em inimeros setores, isso porque a nanotecnologia é essencialmente um
conjunto de técnicas que permitem a manipulacdo das propriedades dos materiais em

uma escala muito pequena, e pode ter inimeras aplicagfes, tais como:

MEDICINA:
e Direcionamento e controle de farmacos;
e Técnicas terapéuticas;
e Técnicas de diagndstico e imagem;
e Técnicas anti-bacterianas;
e Reparacéo celular.

e Biomateriais.

ENERGIA:
e Células combustiveis;
e Células solares;

e Baterias;

18



e Combustiveis;

ELETRONICA:
¢ Armazenamento de dados;

e Telas planas;

MEIO AMBIENTE:
¢ Membranas seletivas para remover contaminantes ou sal da agua;

e Novas possibilidades de reciclagem;

INDUSTRIA AUTOMOBILISTICA/ AERONAUTICA:
¢ Detectores de agentes quimicos e organicos;
e Sistemas miniaturizados de observacao;

e Tecidos mais leves.

2.2- NANOPARTICULAS MAGNETICAS:

Até recentemente, os esforcos na area de nanotecnologia se concentravam quase
totalmente na eletronica, nos computadores, nas telecomunica¢cfes ou na manufatura de
materiais. Porém, hoje podemos afirmar que a nanotecnologia biomédica vem assumindo
a lideranca nas pesquisas, e que vem produzindo avancos significativos em diagnosticos,
terapias, biologia molecular e bioengenharia (ZULMIRA, 2004), tendo talvez como
principal responsével por esse avango, uso de nanoparticulas magnéticas.

As nanoparticulas magnéticas podem ser definidas como a classe de
nanoparticulas que podem ser manipuladas usando um campo magnético, e que
normalmente sdo constituidas de elementos magnéticos, como ferro, niquel, cobalto e
seus compostos. As propriedades fisicas e quimicas dessas nanoparticulas dependem
fortemente do método de sintese e da sua estrutura quimica. Seus tamanhos geralmente
estdo entre um e 100 nm, e podem apresentar superparamagnetismo quando o diametro
estiver nessa faixa (AN-HUI LU et al, 2006). Esse magnetismo, que aparece em pequenas
particulas ferromagnéticas ou ferrimagnéticas, que sdo aquelas que mesmo na auséncia
de campo magnético externo apresentam magnetizacdo ndo-nula, é caracterizado
principalmente pela alta susceptibilidade magnética e a auséncia de histerese nesses

materiais (SCHULZ, 2009). O superparamagnetismo ocorre em nanoparticulas que
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possuem um Unico dominio magnético, e a magnetizagdo da nanoparticula é considerada
como um Unico enorme momento magnético, soma de todos os momentos magnéticos
individuais carregados pelos atomos das nanoparticulas. As transicbes de materiais
ferrimagnéticos ou ferromagnéticos em superparamagnéticos ocorrem abaixo da
temperatura de Curie, que é a temperatura na qual esses materiais se tornam
paramagnéticos (PIROTA, 2009). Nesse estado superparamagnético, existe uma
probabilidade finita para que a magnetizagdo da nanoparticula mude e reverta sua

direcdo. O tempo médio entre duas mudancas de direcdo € chamado de tempo de

relaxacdo de Néel Tn, e é dado pela equacdo de Néel-Arrhenius (NEEL, 1949):

™~ = To exp(KV/(kgT))

Onde:

Tn : € 0 tempo médio que leva para a magnetizacéo das nanoparticulas mudar em funcéo
de variagbes térmicas.

To : € uma medida de tempo, caracteristica do material, chamado de tempo de tentativa,
ou periodo de tentativa. Seu valor normalmente é de 10° ~10° segundos.

K : & a anisotropia magnética da nanoparticula, e V é o volume.

k, : € a constante de Boltzman.

T : € a temperatura.

E interessante que esse tempo Ty pode ser de alguns nanosegundos a até anos ou
mais tempo. Nota-se que Ty é uma fungdo exponencial do volume das particulas (ou
gréos). Isso evidencia o fato de que em alguns materiais muito granulados ou em
nanoparticulas grandes, essa probabilidade de mudanca na direcdo da magnetizacdo
torna-se insignificante (SCHULZ, 2009).

E importante destacar a dependéncia do tempo de medida da magnetizagdo. Se
esse tempo for muito maior que Ty, a magnetizacdo das nanoparticulas ird mudar varias
vezes durante a medi¢do, resultando numa magnetizagdo medida igual a zero. Se o
tempo de medida for muito menor que ty, a magnetizacdo ndo ira mudar durante a
medida, logo a magnetizacdo medida sera o préprio momento magnético das
nanoparticulas (MORUP and TRONC, 1994).

No primeiro caso, as nanoparticulas parecerdo estar no estado

superparamagnético, enquanto que no segundo caso elas parecerdo estar no estado
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ferromagnético. A transicdo entre os estados superparamagnéticos e ferromagnéticos se
da quando o tempo de medida for igual ao tempo de Néel. E possivel em experimentos
fixar o tempo de medida e variar a temperatura, de modo que a transicdo de estado
magnético se dé em funcdo dessa mesma. A temperatura para a qual o tempo de medida
€ igual ao tempo de Néel é chamada de temperatura de bloqueio, na qual abaixo dela, a
magnetizacdo parece estar “bloqueada” na escala de tempo de medicdo (MORUP and
TRONC, 1994).

Na presenca de um campo magnético externo aplicado as nanoparticulas
superparamagnéticas, elas tendem a se alinhar ao longo do campo magnético, levando a
uma magnetizacdo liquida. Caso essas nanoparticulas sejam idénticas e estejam

aleatoriamente orientadas, o ciclo de histerese serd uma funcdo de Langevin, dada por:
M(H) = Nu L(§)

£ = ;L?Hﬂ
kT

Com ¢ dado por:

Onde:

N: é 0 n° de nanopatrticulas.

p: é o momento magnético de uma nanoparticula.
H: é o campo magnético aplicado.

L: & a funcdo de Langevin

A inclinacéo inicial da curva MxH é a funcdo da susceptibilidade magnética x das

nanoparticulas magnéticas, de modo que:

L N pop?
o SATBT

Essa equacdo mostra que nanoparticulas grandes tém momento magnético grande
e, como consequéncia, uma grande susceptibilidade magnética. A partir dai, & possivel

concluir que nanoparticulas superparamagnéticas se comportam como paramagnéticas
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com uma susceptibilidade muito grande, tendo a saturacdo da magnetizagdo ocorrendo a
campos magnéticos muito fortes, devido ao fato que para mudé-la, € necessério mudar a
magnetizacdo como um todo. Isso é consequéncia direta de que essas nanoparticulas
apresentam monodominio magnético (SCHULZ, 2009).

O campo magnético necessario para reverter a direcado da magnetizacdo de uma
nanoparticula de monodominio é chamado coercividade. Em outras palavras, € o campo
magnético necessario para reduzir a magnetizacdo do material a zero, apdés essa
magnetizacdo alcancar a saturacdo (BERTOTTI, 1998).

Dentre as nanoparticulas magnéticas, as que mais vém se destacando em
aplicacdes biomédicas sdo as nanoparticulas de 6xido de ferro, mais precisamente a
magnetita (Fe;O,;) e a maghemita (y-Fe,O3). A magnetita € um dos minérios mais
empregados para a obtencdo do ferro. Esse minério é um oxido de ferro misto com FeO e
Fe,O3 apresentando estrutura de espinélio invertida, com ions O, de empacotamento
cubico, os fons maiores Fe®" nos intersticios octaédricos, a metade dos ions Fes" em
sitios octaédricos e a metade restante em posicdes tetraédricas. A magnetizacao do
Fes0,4 ocorrera com a presenca de campo magnético externo, desaparecendo quando o
campo for retirado. Esse efeito é devido a ndo conservacao da orientacdo magnética dos

atomos individuais (SIDHU, 1978 apud FINOTELLI, 2006).
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FIG.1 Estrutura da magnetita. (a) cristal natural, (b) estrutura cristalina da magnetita com O- oxigénio, A, o
cation tetraédrico de Fe**, e B, o cation octaédrico de Fe** (SCHULZ, 2009).

A maghemita também é um Oxido de ferro, conhecida como y -Fe;Os. Ela possui a

estrutura cristalina (e natureza fortemente magnética) da magnetita, porém a composi¢cao
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€ a mesma da hematita. A estrutura da maghemita é de espinélio defeituoso, deficiente
em ferro, ou seja, ndo existem Fe®" suficientes para o preenchimento de todos os sitios
tetraédricos e octaédricos (SCHULZ, 2009).

2.2.1- PRODUCAO DE NANOPARTICULAS MAGNETICAS:

Existem diversos métodos de se produzir nanoparticulas magnéticas como o
método Ceramico Convencional, o método de Reacdo de Combustdo, Microemulséo,
método Sol-Gel. Neste trabalho foi utilizado o método de Coprecipitagdo de Fe? e Fe*®
em solucéo de NH,OH, que sera descrito, em detalhes, posteriormente. Em seu trabalho,
Montagne, et. al., 2002, produziu nanoparticulas de maghemita a partir da coprecipitacao
de Fe*? e Fe™® com a utilizagdo de hidréxido de aménio e posterior adicdo de &cido oléico.
Jé lgartua, et. al., 2001, preparou nanoparticulas de magnetita a partir da coprecipitacao
de FeCl; e FeCl; em solugdo de HCI (10%) na presenca de hidroxido de amdnio e
subsequente recobrimento com acido oléico. Caiser, et. al., 2002, utilizou o método sol-gel

para produzir nanoparticulas de oxido de ferro.

Dentre as aplicacBes biomédicas dessas nanoparticulas magnéticas, vamos

destacar trés:
- Liberacé@o Controlada de Farmacos;
- Hipertermia;
- Imagem por Ressonéancia Magnética.

2.3- LIBERAGAO CONTROLADA DE FARMACOS:

Podemos definir como sistemas de liberagdo controlada aqueles nos quais o
agente ativo é liberado independentemente de fatores externos e com uma cinética bem
estabelecida. Esses sistemas de liberacdo oferecem inimeras vantagens quando
comparados a outros de dosagem convencional (KUMAR, 2000). Dentre essas
vantagens, podemos destacar (FINOTELLI, 2006):

i) Maior eficacia terapéutica, com liberagdo progressiva e controlada do farmaco, a

partir da degradacao da matriz ou controlada externamente, por difuséo.
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if) Diminuig&o significativa da toxicidade e maior tempo de permanéncia na circulagao;

iif) Natureza e composi¢cdo dos veiculos variada e, ao contrario do que se poderia
esperar, ndo ha predominio de mecanismos de instabilidade e decomposi¢do do

farmaco (bio-inativagédo prematura);

iv) Administracdo segura (sem reacdes inflamatorias locais) e conveniente (menor

namero de doses);

v) Direcionamento a alvos especificos, sem imobilizagédo significativa das espécies

bioativas;

vi) Tanto substancias hidrofilicas quanto lipofilicas podem ser incorporadas.

Para mostrar a importancia desses mecanismos de liberagéo, seréo ilustradas duas
situacdes de administracdo de um medicamento, mostradas na FIG.1: A situagdo A, em
gue um determinado medicamento € liberado de forma controlada e a situacao B, em que
é liberado de forma convencional. Na situagédo B, apds a ingestéo ou injecdo de formas de
dosagem padréo, o nivel sanguineo da droga aumenta, vai até um maximo e entédo decai
exponencialmente quando o farmaco é excretada e/ou metabolizada, requerendo a
administracdo de vérias doses ao dia (DASH & CUDWORTH IlI, 1998 E LANGER, 1990).
Jé que tais farmacos tém uma faixa terapéutica acima da qual é toxica e abaixo da qual é
ineficaz, as oscilacbes dos niveis da droga podem causar periodos alternantes de
ineficiéncia e toxicidade (LANGER, 1990). Por essa razdo, o desenvolvimento de
dispositivos de liberagdo controlada que podem manter um nivel desejado no plasma por
um longo periodo sem alcancar o nivel toxico ou ir além de um nivel efetivo minimo, fato

que é ilustrado na situagdo A, € de grande interesse.
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FIG. 2 Perfil de concentracdo plasmatica do farmaco versus tempo, de um farmaco
administrado convencionalmente (B), comparado com um sistema de liberagéo
controlada (A) (DASH & CUDWORTH Il - adaptada)

2.3.1- MECANISMOS DE LIBERACAO CONTROLADA:

Os sistemas que se assemelham aos processos hioldgicos nos quais a quantidade
de farmaco liberada é funcdo das necessidades fisioldgicas, sdo conhecidos como
sistemas “open loop”, em contraposi¢cédo aos “closed loop” (SERSHEN et al, 2002). Os
mecanismos externos de acdo estimulante a liberagdo do nudcleo das capsulas nos
sistemas “open loop” sdo baseados em suas propriedades magnéticas, elétricas, e
térmicas, e na ac¢do do ultra-som e da radiacdo quando aplicados a nanocapsulas
(FINOTELLI, 2006). No caso particular, quando nanoparticulas magnéticas estédo
uniformemente dispersas em uma matriz polimérica, e esta entra em contato com o
sistema biolégico, ocorre a difusdo normal do farmaco devido ao gradiente de
concentracdo. Porém, se aplicarmos um campo magnético externo oscilante, uma maior
quantidade de farmaco podera ser liberada mais rapidamente (DASH & CUDWORTH I,
1998). Os parametros considerados criticos para a regulacdo da liberagcédo incluem a
posicao, orientacdo, e forca magnética das particulas embutidas no polimero, e ainda a

amplitude e frequéncia do campo magnético aplicado. Além dos parédmetros ligados as
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particulas magnéticas e ao campo magnético, a natureza do polimero também deve ser
levada em consideracdo. Caso a matriz polimérica ndo seja biodegradavel no corpo
humano, ela terd que ser removida, caso se trate de um implante, através de uma
cirurgia, implicando em um alto custo e risco para o paciente (FINOTELLI, 2006). Dai a
necessidade da utilizagdo de polimeros biodegradaveis, que se fragmentem em pedagos

menores, ndo téxicos, e que possam ser excretados facilmente pelo corpo.

2.4- HIPERTERMIA:

A hipertermia é uma terapia promissora para a cura e tratamento do cancer (YANG
et al, 2006, ZHAO et al, 2006). Os componentes envolvidos nessa terapia sdo materiais
magnéticos como oxidos de ferro (ferrofluidos) e técnicas como aplicagdo de campo
magnético oscilante. A aplicagdo deste campo em fluidos magnéticos é capaz de gerar
calor pela transformacg&o de energia magnética em térmica, elevando a temperatura local
a uma faixa de 41 a 46°C, na qual se mata a célula tumoral sem matar a célula normal
(ZHAO et al, 2006). Segundo Zhao, et al (2006), as particulas transformam a energia do
campo magnético oscilante em calor por mecanismos fisicos (agitagdo das nanoparticulas
magnéticas devido a presengca do campo magnético oscilante) e a eficiéncia dessa
transformacgéo depende fortemente da frequéncia do campo externo e da natureza das
particulas. Esse aquecimento varia em funcdo do tamanho e da microestrutura das
particulas, pois essas caracteristicas irdo influenciar profundamente em suas
propriedades magnéticas (ATSUMI et al, 2007). As células tumorais sdo sensiveis a
variagdes de temperatura. Assim, em presenca de ferrofluidos e com a aplicagdo de um
campo magnético, pode-se eliminar células tumorais in vivo e in vitro por hipertermia
(JORDAM et al., 1999).

Os fluidos magnéticos sdo colbéides de particulas magnéticas constituidos de
magnetita (FesO.), maghemita (y-Fe;O3), didoxido de cromo (CrO;) e outros, que sao
facilmente sintetizados em escala laboratorial. Segundo D.H. Kim, et al (2005), esta
aplicacédo de hipertermia exige que as nanoparticulas magnéticas possuam altos valores
de magnetizacao para altos valores de energia térmica, e tamanho menor que 50nm, com
estreita distribuicdo de tamanho de particulas. Além disso, para aplicacdo em hipertermia,

essas hanoparticulas magnéticas necessitam de um revestimento superficial especial,
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que deve ser, ndo sO ndo-toxico e biocompativel, mas que também permita o
direcionamento das particulas a uma area especifica. Por causa de suas superficies
hidrofobicas e a grande éarea superficial em relagdo ao volume, na utilizagdo in vivo de
nanoparticulas magnéticas, estas tendem a se aglomerar e serem liberadas rapidamente
pela circulagdo. Evitar esses obstaculos é possivel se a superficie das nanoparticulas for
modificada por um polimero biocompativel.

A primeira aplicacao clinica de hipertermia utilizando nanoparticulas magnéticas em
seres humanos foi realizada por johannsen et. al (2005) em pacientes com cancer de
prostata. Os resultados mostraram que o método foi bem tolerado, sendo que as
nanoparticulas magnéticas permaneceram na préstata por algumas semanas, permitindo
assim tratamentos sequenciais de hipertermia, dispensando repetidas aplicagdes do fluido
magnético. As nanoparticulas magnéticas podem ser associadas ainda a anticorpos
monoclonais especificos para membranas de células tumorais. Quando administrado,
este conjugado potencializa o contraste de imagem na ressonancia magnética,
possibilitando que metastases sejam localizadas de forma mais eficiente e precoce, para

posteriormente eliminar as células tumorais por hipertermia (SCHUTT, et. al, 1995).

2.5- IMAGEM POR RESSONANCIA MAGNETICA:

A ressonancia magnética € uma técnica cujos primeiros trabalhos datam da década
de 70. Ela foi desenvolvida a partir de conhecimentos adquiridos no estudo da
ressonancia magnética nuclear. Apesar de nos primeiros anos a técnica ficar conhecida
pelo nome de “imagem por ressonancia magnética nuclear’, a palavra nuclear era
associada pelo publico a exposicdo a radiacdo ionizante. Entdo se optou apenas por
“imagem por ressonancia magnética (IRM)”.

Ela é essencialmente uma técnica de imagem medica, talvez a mais comumente
utilizada em radiologia, para visualizar a estrutura detalhada e fung&o limitada do corpo. A
IRM fornece contraste muito maior entre diferentes tecidos moles do corpo do que a
tomografia computadorizada, tornado-se especialmente Gtil nas imagens neurolégicas,
musculo-esqueléticas, cardiovasculares e oncoldgicas.

Ao contrario da tomografia computadorizada, a IRM né&o utiliza radiagao ionizante,
e sim um poderoso campo magnético para alinhar a magnetizacdo de, mais comumente,

atomos de hidrogénio e carbono presentes na agua do corpo. Frequéncias de radio sdo
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usadas para sistematicamente alterar o alinhamento dessa magnetizagéo, fazendo com
que os atomos de hidrogénio produzam um campo magnético rotativo que pode ser
detectado por um scanner. Este sinal pode ser manipulado por campos magnéticos
adicionais para acumular informacgdes suficientes para construir uma imagem do corpo.

Na FIG.3 é possivel visualizar um equipamento de IRM.

FIG. 3 Equipamento utilizado para fazer IRM (GOULD, 2000)

O corpo é composto em grande parte de moléculas de agua, cada uma contendo
dois atomos ou protons de hidrogénio. Quando uma pessoa é colocada dentro do forte
campo magnético do scanner, 0s momentos magnéticos desses protons se alinham na
direcao do campo. Um campo eletromagnético de frequéncia de radio é entdo brevemente
ativado, fazendo com que os prétons alterem seu alinhamento em relacdo ao campo. Ao
se desligar esse campo, 0s protons tendem a retornar para o alinhamento da
magnetizacdo original. S&o justamente essas mudangas no alinhamento que criam um
sinal que pode ser detectado pelo scanner. A frequéncia na qual os prétons irdo ressoar
depende da intensidade do campo magnético. A posicdo dos prétons no corpo pode ser
determinada com a aplicacdo de campos magnéticos adicionais durante a varredura, que
permitem que uma imagem do corpo seja criada. Isto € feito ligando e desligando as
bobinas gradientes que compfem o0 equipamento, € como consequéncia, tem-se a
geracédo dos sons de batidas durante a varredura.

Tecidos doentes, como tumores, podem ser detectados porque os prétons de
diferentes tecidos retornam ao seu estado de equilibrio a taxas diferentes. Ao se alterar os
parametros do scanner, esse efeito é usado para criar um contraste entre diferentes tipos
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de tecido do corpo. As FIG.3 e 4 mostram o interior de um aparelho de IRM e uma

imagem gerada por ressonancia magnética, respectivamente.

FIG. 4 Paciente iniciando o exame de IRM (GOULD, 2000)

FIG. 5 IRM da cabeca de um paciente (GOULD, 2000)
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Para melhorar esse contraste, pode-se utilizar agentes de contraste, que melhoram
a aparéncia dos vasos sanguineos, tumores ou inflamagfes. Esses agentes podem ser
injetados via intravenosa, ou no caso de imagem das articulagbes, podem ser injetados
direto na articulagdo. O contraste mais utilizado € o Gd-DTPA (Gadolineo é&cido dietileno
triamino penta acético). Esses agentes sdo considerados paramagnéticos e atuam
diminuindo o tempo de relaxagdo dos protons da &gua, ou seja, eles aumentam a
velocidade com que os protons da agua se alinham ao campo magnético principal. Isso
resulta em um maior sinal de RM e maior contraste.

Nanoparticulas superparamagnéticas de Oxido de ferro podem aumentar a
capacidade de contraste em exames de IRM, devido as suas propriedades magnéticas.
As grandes vantagens na utilizac@o dessas nanoparticulas sdo as modificagdes quimicas
que podem ser feitas para torna-las ndo-toxicas, injetaveis, compativeis com o corpo, e
capazes de se concentrar em um alto nivel no tecido ou 6rgéo de destino, e também a
natureza fortemente magnética dessas nanoparticulas, as tornando excelentes agentes
de contraste (POOJA, 2006). Segundo Pooja, com algum desenvolvimento avangado
destes agentes, uma quantidade muito pequena de material sera eficiente para produzir
bastante contraste entre tecidos tumorais e bons.

(texto baseado em GOULD, 2000).

E possivel observar que nas trés aplicagdes citadas das nanoparticulas
superparamagnéticas, existe uma extrema necessidade de que essas nanoparticulas
tenham sua superficie recoberta, ou seja, que elas estejam de certa maneira
encapsuladas por algum material que melhore sua interagédo com o corpo, e que no caso
do sistema de liberagdo controlada de farmaco, é essencial para o aprisionamento do

mesmo. Em geral, os materiais mais indicados para essas fun¢gdes sé&o os biopolimeros.

2.6- BIOPOLIMEROS:

Os biopolimeros sdo produzidos por organismos vivos, como plantas e micro
organismos. Celulose e amido, proteinas e peptideos e DNA e RNA, sdo exemplos de
biopolimeros, no qual as unidades monomeéricas s&o, respectivamente, acucares,
aminoacidos e nucleotideos.

Biopolimeros estdo presentes em qualquer organismo, e na maioria desses
organismos eles contribuem para a maior fracdo da matéria seca celular. Eles possuem

uma ampla gama de fun¢des essenciais ou benéficas para os organismos: Conservacao e
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expressdo de informacdo genética, catalises de reacdes, armazenamento de carbono,
nitrogénio, fésforo e outros nutrientes, armazenamento de energia, defesa e protecdo
contra ataques de outras células, mediadores de aderéncia a superficies de outros
organismos ou de matéria ndo-viva, e muito mais. Além disso, muitos biopolimeros séo
componentes estruturais de células, tecidos ou organismos inteiros. Para cumprir todas
essas fungdes, os biopolimeros precisam apresentar propriedades bastante
diversificadas.

Para a realizagc&o deste trabalho, foram utilizados dois biopolimeros: o Alginato e a

Quitosana.

2.6.1- ALGINATO:

O alginato é um polissacarideo versatil produzido comercialmente a partir de algas
marinhas. Ele afeta as propriedades de escoamento de uma solu¢cdo — sua reologia.
Essas propriedades sdo importantes na preparagdo de alimentos, formulagbes
farmacéuticas e aplicagdes médicas especializadas, como encapsulamento celular
(LEIMONE et al, 1998). O alginato € um copolimero linear composto de &cido R-D-
Manurdnico (M) e acido a-L-Gulurénico (G) (Fig. 5.1). Esses mondmeros sdo arranjados
em estrutura de blocos, sendo que sua composicao e distribuicdo variam com a fonte do
alginato (CHAN et al, 2002). Essa estrutura de blocos determina as propriedades fisicas
do polissacarideo e particularmente no tipo de gel formado (FINOTELLI, 2006). As FIG.

5.1 e 5.2 ilustram a estrutura molecular do alginato.

- OH
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HO = O
HO OH OH
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FIG. 6.1 Unidade monomérica do alginato: acido B-D-manur6nico (M) e &cido a-L-
Guluroénico(G) (FINOTELLLI, 2006)
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FIG. 6.2 Estrutura molecular das unidades monomeéricas do alginato (FINOTELLI, 2006)

O alginato forma um forte gel na presenca de cétions divalentes, principalmente o
calcio, por meio de ligacbes ibnicas cruzadas entre as cadeias polibnicas do alginato
(BOISSESON et al, 2004). Essa gelificacao do alginato € convencionalmente descrita em
termos do modelo de “egg box”, onde cétions divalentes séo ligados coordenadamente
aos carboxilatos dos acidos gulurdnicos (ISKAKOV et al, 2002), como mostrado nas FIG.
6.1 e 6.2. A conformacdo do &cido gulurdnico da a distancia adequada dos grupos
carboxilas e hidroxilas dando um alto grau de coordenagdo com os ions de célcio
(FINOTELLI, 2006). O alginato também apresenta uma étima biocompatibilidade.
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FIG. 7.1 Modelo de "egg-box" de gelificagdo do alginato de calcio (FINOTELLI, 2006)
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FIG. 7.2 Estrutura molecular do modelo de "egg-box" do alginato de
célcio (FINOTELLI, 2006)

2.6.2- QUITOSANA:

A quitosana é um polissacarideo com muitas propriedades biolégicas e quimicas
relevantes, como biodegrabilidade, biocompatibilidade, é policatidnico, hidrogel, contém
grupos reativos OH e NHy, entre outras. A quitosana € obtida a partir da desacetilacdo da
quitina, que é o elemento estrutural do exoesqueleto de crustaceos (caranguejos,
camardes, etc) (CANELLA et al, 2001). E constituida de copolimeros de glicosamina e N-

acetilglicosamina. A FIG. 7 ilustra a estrutura da quitosana.

FIG. 8 Estrutura da Quitosana (FINOTELLI, 2006).

A quitosana pode ser usada para a preparacao de varios complexos polieletrélitos
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com polidnions naturais, que estdo sendo investigados para aplicacbes em liberacdo de
farmacos e proteinas, transplante de células, imobilizacdo de enzimas, entre outras
(FINOTELLI, 2006). O complexo quitosana/alginato pode ser o mais importante para as
aplicacdes objetivadas nesse trabalho. Esses complexos sdo formados a partir da forte
interacdo eletrostatica dos grupos amino da quitosana com o0s grupos carboxilas do
alginato (MURATA et al, 1999), como mostrado nas FIG. 8 e 9. A estabilidade do complexo
quitosana/alginato pode ser influenciada por parametros como o pH e forga ibnica, devido
a protonacdo do grupo amino da quitosana e a ioniza¢éo do grupo &acido carboxilico do
alginato (FINOTELLI, 2006).
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FIG. 9 Sistema alginato/quitosana (FINOTELLI, 2006)
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FIG. 10 Esquema de formac&o de dois tipos de gel de alginato. Alginato de célcio, gel
"ionotropico", e complexo alginato/quitosana, polianion (HOFFMAN, 2002).

2.7- CARACTERIZACAO:

2.7.1- DIFRACAO DE RAIOS X:

A difracdo de raios X é uma técnica versétil e ndo-destrutiva que revela
informacdes sobre a estrutura cristalografica de materiais naturais e sintéticos.

A estrutura cristalina € uma distribuicdo regular tridimensional de &tomos no
espaco. Estes estdo organizados de modo a formar uma série de planos paralelos
separados entre si por uma distancia d, que varia conforme a natureza do material. Para
qualquer cristal, os planos existem em uma série de orientacdes diferentes — cada uma
com seus proprios espacamentos d especificos.

Quando um feixe de raios X monocromético com comprimento de onda A incide
sobre um material cristalino em um angulo 6, a difracdo ocorre somente quando a
distancia percorrida pelos raios refletidos de planos sucessivos difere por um ndamero n
inteiro de comprimento de onda.

Variando o angulo 6, as condi¢cbes da Lei de Bragg séo satisfeitas pelos diferentes
espacamentos d em materiais policristalinos. A relagdo das posicbes angulares e
intensidades dos picos difratados resultantes da radiagcdo produzem um padrdo, que €

caracteristico da amostra. Onde houver a mistura de diferentes fases, o difratograma
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resultante sera formado pela adi¢cdo dos padrdes individuais.

Alei de Bragg é dada pela seguinte expressao:

nA = 2dsin 0

onde:

n = n° inteiro determinado pela ordem dada;
A = comprimento de onda dos raios X;

d = espagamento entre os planos;

8 = € o angulo entre o raio incidente e os planos de espalhamento.

As FIG. 11.1 a 11.3 ilustram o chamado método de p6 ou Lauie, de difracdo de

raios X.

—\_\_"'\-\._‘_
—

FIG. 11.1 Se um feixe de raios-x monocromatico é dirigido a um Unico cristal, entdo,
poderéo resultar apenas um ou dois feixes (MATTER, 2000).
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Reflextes para tras

FIG. 11.2 Se a amostra é constituida por algumas dezenas de monocristais orientados ao
acaso, os feixes difratados sdo vistos sobre a superficie de varios cones. Os cones podem
surgir em todas as direcdes, para frente e para tras (MATTER, 2000).

FIG. 11.3 Uma amostra em pé mostra que os feixes difratados formam cones continuos. Um filme
circular € utilizado para registrar o padréo de difragdo, como mostrado. Cada cone intercepta o filme
dando as linhas de difragdo. As linhas sdo vistas como arcos sobre o filme (MATTER, 2000).

A difracdo de raios X é um método poderoso para o estudo de nanomateriais. Estes

materiais tém um tamanho de estrutura caracteristico, comparavel com as escalas de
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comprimento critico de fendmenos fisicos, dando-lhes propriedades mecénicas, Gticas e
eletrbnicas Unicas. Difratogramas de nanomateriais fornecem uma riqueza de informagdes
— de composicdo de fase a tamanho de cristalito, da distor¢do da “malha” a orientagdo
cristalografica.

O tamanho médio de cristalito pode ser obtido através da férmula de Scherrer, que

€ dada por:

t=KA/BcosB
B =(B2 - b2)¥2

onde: onde t = tamanho do cristal (hm); K = Fator de Scherrer; A = comprimento de onda
do raio X (nm); B = largura a meia altura do pico de difracéo (radianos); 6 = angulo de
Bragg (radianos); B = largura a meia altura do pico difratado da amostra; e b = a largura a
meia altura de um pico do padrdo difratométrico numa regido proxima ao pico do
difratograma. Para as medidas efetuadas, K = 0,89. (CULLITY, B.D., 1978, e MATTER,
2000).

2.7.2- MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO:

A microscopia eletronica de transmissdo (MET) é talvez a técnica mais adequada
quando se deseja obter imagens diretas de nanoparticulas. No MET, uma amostra é
irradiada com um feixe de elétrons de densidade de corrente uniforme; a energia dos
elétrons esta na faixa de 60~150 KeV. O feixe de elétrons pode ser gerado por fontes
termo-ibnicas, na qual hd o aquecimento de um filamento de tungsténio ou hexaboreto de
lantanio, ou por fontes de emissdo de campo, onde ha a geracdo de campos elétricos
intensos em formas pontiagudas, como por exemplo, uma ponta de tungsténio, que com
raio menor que 0,1 mm, pode gerar sob um potencial de 1 KeV, um campo elétrico de
1010 V/m, baixando significativamente a barreira de potencial e permitindo assim o
tunelamento dos elétrons para fora do tungsténio.

Um microscopio eletrdnico de transmiss@o consiste de uma fonte emissora de
elétrons e um conjunto de lentes eletromagnéticas que controlam o feixe emitido,
encerrados em uma coluna evacuada com uma presséo cerca de 10° mmHg. A FIG. 11

ilustra a estrutura do MET.
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FIG. 12 Esquema da estrutura do MET (ALBERTS, 2002)

Um equipamento moderno possui cinco ou seis lentes magnéticas, além de vérias
bobinas eletromagnéticas de deflexdo e aberturas localizadas ao longo do caminho do
feixe eletronico. Entre estes componentes, destacam-se 0s trés seguintes pela sua
importancia com respeito aos fendémenos de difragédo eletronica: lente objetiva, abertura
objetiva e abertura seletiva de difracdo. A funcdo das lentes projetoras é apenas a
producdo de um feixe paralelo e intenso suficiente na incidéncia sobre a superficie da
amostra.

Os elétrons saem da amostra pela superficie inferior com uma distribuicdo de
intensidade e direcdo controladas principalmente pelas leis de difragdo impostas pelo
arranjo cristalino dos atomos da amostra. Em seguida, a lente objetiva é acionada,
formando a primeira imagem desta distribuicdo angular dos feixes eletrénicos difratados.
Apos esse processo da lente objetiva, as lentes restantes servem apenas para aumentar
a imagem ou diagrama de difragdo para futura observagdo na tela ou na chapa
fotogréfica.

A imagem observada é a projecdo de uma determinada espessura do material,
havendo diferenca com relacdo ao observado numa superficie. H& uma projecdo de
linhas, areas e volumes de interesse, podendo ocorrer superposic¢ao.

O contraste nas imagens formadas em MET tem diversas origens, tais como
diferenca de espessura, diferenca de densidade ou de coeficiente de absorcdo de
elétrons (contraste de massa), difracdo e campos elasticos de tensdo. (WILLIAMS, D. B. e
CARTER, C. B.).
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2.7.3- MAGNETOMETRIA: SQUID MAGNETICO.

SQUID é a sigla para “Superconducting Quantum Interference Devices”, que sdo
magnetdémetros muito sensiveis utilizados para medir campos magnéticos extremamente
fracos.

O dispositivo de SQUID é composto basicamente de um anel supercondutor
interrompido por uma jung&o Josephson, pois o principio de funcionamento € baseado no
efeito Josephson e na quantizacdo do fluxo magnético em um circuito supercondutor
fechado. O MPMS (“Magnetic Property Measurement System”) é configurado para
trabalhar em um amplo intervalo de temperatura e campos magnéticos. Se equipado com
um forno especial, pode atingir até 800k como temperatura maxima.

O processo normal de medida consiste basicamente em posicionar a amostra no
interior das bobinas detectoras, fazendo-a atravessar todo percurso enquanto o sinal de
saida do detector SQUID é medido.

A vantagem de se utilizar o SQUID é que se pode medir a magnetizacdo em

amostras muito pequenas e ainda assim obter resultados muito satisfatorios.

(Informag0es retiradas do manual do equipamento MPMS XL da Quantum Design Inc).
A caracterizagdo das propriedades magnéticas das nanoparticulas é extremamente
importante, uma vez que todas as aplicagbes citadas neste trabalho dependem

diretamente dessas propriedades.

2.7.4- TAMANHO DAS PARTICULAS:

O tamanho das nanoparticulas magnéticas e das NP-PM pode ser determinado por
equipamentos que empregam a técnica de espalhamento de luz. Por essa técnica,
quando um raio luminoso atravessa uma dispersdo coloidal e atinge uma nanoparticula
em movimento browniano, ocorre o espalhamento da luz. O equipamento relaciona o
tamanho das particulas com a quantidade de luz espalhada. E possivel determinar um
didmetro hidrodindmico médio, porcentagem de distribuicdo de tamanho e indice de
polidispersividade (XU, 2007). E uma medida importante, pois o tamanho das
nanoparticulas precisa estar em um intervalo bem definido para que apresentem o

superparamagnetismo e para que possam ser utilizados em aplicacdes biomédicas.
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2.7.5- POTENCIAL ZETA:

Potencial Zeta € uma abreviacdo de potencial eletrocinético em sistemas coloidais.
Do ponto de vista tedrico, todos os materiais macroscépicos ou particulados em contato
com um liquido, adquirem uma carga elétrica em sua superficie. A carga liquida na
superficie da particula afeta a distribuicdo de ions na sua vizinhanga, aumentando a
concentracdo de contra-ions junto & superficie. Assim, forma-se uma dupla camada
elétrica na interface da particula com o liquido.

Essa dupla camada divide-se em duas regides: uma regido interna que inclui ions
fortemente ligados a superficie e uma regido exterior onde a distribuicdo dos ions é
determinada pelo equilibrio entre forgas eletrostaticas e movimento térmico. Dessa forma,
0 potencial nessa regido decai com o aumento da distancia da superficie até, a uma
disténcia suficientemente segura, atingir o potencial da solugdo. Esse potencial é
convencionado como Potencial Zero.

Em um campo elétrico, como em microeletroforese, cada particula e os ions mais
fortemente ligados a mesma se movem como uma unidade, e o potencial no plano de
cisalhamento entre essa unidade e o meio circundante € chamado Potencial Zeta. Esse
potencial € funcdo da carga superficial da particula, de qualquer camada adsorvida na
interface com o meio, e da natureza e composi¢cdo do meio que a circunda. Como esse
potencial reflete a carga efetiva nas particulas, ele se relaciona com a repulséo
eletrostatica entre elas e com a estabilidade da suspensdo. O Potencial Zeta também
varia em fungdo do pH da solugdo que se deseja analisar, conforme é ilustrado na figura
12.

A regra geral para a estabilidade eletrostatica da solugdo € a faixa de Potencial
Zeta de +/- 30 mV (ANDRADE, et. al, 2008). Se o potencial da solugéo estiver fora dessa

faixa, entdo a solugéo pode ser considerada estavel. A FIG. 13 ilustra esta regra.

(Informagdes obtidas em Zeta Potential Overview, da empresa Brookhaven Instruments)
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FIG. 13 Variago do Potencial Zeta de uma solucdo em funcéo do pH (ANDRADE, 2008)
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3- MATERIAIS E METODOS:

3.1- MATERIAIS:

Os materiais utilizados em todas as etapas do processo de producdo das

nanoparticulas polimérico-magnéticas estéo listados abaixo:

-Alginato de Sédio — Fluka — Biochemika
-Quitosana — Aldrich

-Cloreto de célcio — VETEC

-Hidréxido de Amoénio — VETEC

-Todos os reagentes utilizados na sintese da magnetita sdo da marca VETEC.

3.1.2- EQUIPAMENTOS:

A sequir, foi feita uma descrigdo dos equipamentos utilizados para a caracterizagao

das nanoparticulas polimérico-magnéticas:

a) DIFRACAO DE RAIOS X:

A difragd@o de raios X foi realizada num equipamento X Pert PRO (Panalytical). O
método utilizado foi o0 método do po, utilizando radiagdo Ka1 do cobre, com comprimento
de onda (A) igual a 1,54056 A. As medidas foram realizadas com corrente de 40mA e
tenséo de 40 kV. Foram realizadas duas medidas: FesO4 pura e FesO, encapsulada em
matriz polimérica. Os picos foram identificados seguindo o arquivo do JCPDS n° 19-0629

referente & magnetita (Fe;0,).

b) TAMANHO E POTENCIAL ZETA:

As medidas de tamanho e potencial zeta foram realizadas em um aparelho ZETA
PLUS ANALYZER, da empresa BROOKHAVEN INSTRUMENTS CORPORATION. Foram
feitas medidas de particulas magnéticas de Fe;O, encapsuladas e ndo encapsuladas. Os
parametros do ZETA PLUS utilizados para as medidas foram: cinco corridas de 30

segundos cada, em agua ultrapurificada Milli-Q, com indice de refracdo igual a 1,340. Foi
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utilizado um aparelho de ultrassom para desaglomerar as amostras antes das andlises.

c) MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO:

A microscopia eletrénica de transmissao foi realizada num equipamento FEI Tecnai
G20, com fonte de 200 kV. Foram realizadas medidas das nanoparticulas magnéticas
encapsuladas e ndo-encapsuladas em matriz polimérica em diversos aumentos. Também

foi realizada EDS das particulas encapsuladas.

d) MEDIDAS MAGNETICAS (SQUID):

A caracterizacdo magnética foi feita usando um magnetdémetro Quantum Design
MPMS-5S SQUID. Foram realizadas medidas a 20K e 300K das amostras de Fe3O4 pura

e Fes04 encapsulada.

3.2- METODOS:

O processo de obtencdo das nanoparticulas de magnetita foi dividido em quatro
etapas, descrita a seguir, assim como o encapsulamento dessas nanoparticulas em matriz

de alginato/quitosana.

3.2.1- OBTENCAO DA MAGNETITA (Fes04):

-E dividida em quatro etapas:

a) purificacdo do sulfato de ferro II;

b) obtencéo do cloreto de ferro Il;

c) preparacao da solugéo de cloreto de ferro lll;

d) sintese da magnetita.

a) PURIFICACAO DO SULFATO DE FERRO II:

Inicialmente foi preparada uma solucédo de acido sulfirico 50% (p/v). Em seguida,
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diluiu-se 15g de FeS0O,.7H,O nessa solugédo. Posteriormente, a solugdo foi aquecida a
60°C e mantida sob agitacdo. Enquanto o ferro metalico (Fe°) foi adicionado lentamente e
em pouquissimas quantidades, até se observar a saturacdo da solugcdo. Apds a
saturacdo, a solucdo foi resfriada até a temperatura ambiente, e depois colocada em
banho de gelo para recristalizacéo do sulfato de ferro Il purificado, em um periodo maximo
de 24 horas.

Apos esse tempo, filtrou-se a vacuo e os cristais foram pesados e armazenados em

um dessecador até a utilizacdo. A FIG.14.1 ilustra esta essa etapa:

preparacdo da solugio de H2SO4
50% (p/v) ‘ ... adiglo de 15¢ de Fe3S04.7H20

T

\ adigfo de FeO
armazenamento i

4%

/)
b (K
S)

'\_/aquecimento a 60°C

banho de gelo

filtragem a vacuo

=

FIG. 14.1 Purificagdo do Sulfato de Ferro Il

b) OBTENGCAO DO CLORETO DE FERRO II:

Areacao de obtencéo do FeCl, é dada por:

FeS0..7H,0 + CaCl,.2.H,O — CaS0, + FeCl; + 9.H,0

Para tanto se preparou uma solucéo de cloreto de calcio 1,9M e de sulfato de ferro
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Il purificado 1,42M. As duas solugdes foram misturadas, gerando um precipitado branco,
referente ao sulfato de célcio. Promoveu-se uma centrifugacdo por 10 minutos a 6000
rpm, em uma temperatura de 20°C. Apos a centrifugagdo, separou-se o sobrenadante
para posterior utilizagdo, e descartou-se o precipitado. Esse procedimento € ilustrado pela
FIG.14.2:

Sulfato de Ferro 11 1.42M Cloreto de Calcio 1,1M

formacdo de precipitado
de sulfato de calcio

/\

armazenamento do
Cloreto de Ferre I

”
0534 plo)
de - /

0O @

descarte do precipitado centrifugaciio por 10 min. a 6000rpm
e 20°C

FIG. 14.2 Obtencao do Cloreto de Ferro Il

c) PREPARACAO DA SOLUCAO DE CLORETO DE FERRO IlI:
Foi preparada uma solugéo de FeCl; 0,86M. Para isso, dissolveu-se 6,757 g do sal em

agua destilada e transferiu-se para um bal@o volumétrico de 50 mL. A FIG.14.3 representa

essa etapa:
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cloreto de Ferro Ill

20 obtencédo da solucao de
K cloreto de Ferro lll

Y

agua destilada

FIG. 14.3 Preparacéo da Solucéo de Cloreto de Ferro llI

d) SINTESE DA MAGNETITA:

A magnetita é obtida através do método de coprecipitacdo de Fe Il e Fe Ill em meio

alcalino de acordo com a reagéo:

2FeCl; + FeCl, + 8NH,OH —» Fe3z04 + 8NH4CI + 4H,0

Primeiramente as solugdes de FeCl, e FeCl; foram misturadas e mantidas sob
agitacdo mecanica e temperatura de 60°C durante 15 minutos. Posteriormente, foram
gotejados 200 mL de hidréxido de amdnio 25% (NH4OH) a mistura de FeCl,+FeCl;. Ao
término do gotejamento, a solugdo permaneceu mais 15 minutos a 60°C. Durante esse
processo, o pH deve ser controlado e mantido na faixa de 11-12.

A suspensdo contendo a magnetita foi entdo resfriada até a temperatura ambiente.
Depois, a suspensado foi centrifugada por 5 minutos a 6000 rpm e 20°C. Todo o
sobrenadante foi descartado, e o precipitado lavado com 50 mL de agua destilada e
centrifugado novamente. Por fim, o precipitado foi liofilizado e armazenado em

dessecador. Todo o processo € mostrado na FIG.14.4:
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FIG. 14.4 Sintese da magnetita (Fez0,).

Com esse conjunto de processos, conseguiu-se obter a magnetita (Fe3O,4) com a

pureza desejada para a realizacdo deste trabalho.
3.2.2- ENCAPSULAMENTO DA Fe3;04 EM MATRIZ DE ALGINATO/QUITOSANA:

O primeiro passo foi preparar uma solucdo de alginato de soédio (9,5mL e 0,06%),
uma solucao de cloreto de célcio (0,5mL, 18mM), e 2mL de solugéo de quitosana 0,05%.
Na solugdo de alginato de sddio foi misturado 0,0024g de magnetita.

Apb6s o preparo das solugdes, a solugdo de CacCl, foi gotejada lentamente, com
uma seringa, na solucéo de alginato+Fe3;O4, que por sua vez foi constantemente agitada
por um aparelho de ultrassom de pino (“sonicador”), para que pudesse ocorrer a total
mistura das solugbes. E importante ressaltar que o recipiente da solugéo de alginato +
Fe;O, estava em banho de gelo durante todo o processo, para que se evitasse 0
aquecimento da mesma em funcdo da utilizagdo do ultrassom. Apés o gotejamento da
solugéo de CaClz, o mesmo processo foi repetido com a solugédo de quitosana, sendo esta
gotejada em, agora, alginato de célcio + Fe3O4. Ao término do processo, a solucéo
permaneceu em agitacao por mais 20 minutos.

Essa solugdo foi mantida em repouso por 24h, para que a magnetita nao
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encapsulada se precipitasse no fundo do recipiente. O sobrenadante foi entdo retirado e
armazenado para os testes de caracterizagcdo. A FIG.14.5 ilustra o processo de

encapsulamento das nanoparticulas:

alginato de sodio

‘*‘:':-'?.' magnelia %\ cloreto de
m calcio

e 5 sonicado por 10 min
sonicado por 10 min

A
alginato de sodio % quitosana
+ magnetita
i alginato de calcio +
magnetita

complexo alginato/quitosana+
magnetita

» sonicado por 10 min
O
0 @
U
centrifugagio a 6000rpm a 24°C por 30 min.

FIG. 14.5 Encapsulamento da magnetita em matriz de alginato/quitosana

3.3- PREPARACAO DAS AMOSTRAS PARA ANALISES:

a) DIFRACAO DE RAIOS X:
Ambas as amostras, encapsuladas e ndo-encapsuladas, foram utilizadas na forma

de po.

b) MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO:
As amostras, ainda em suspensdao, foram gotejadas nos portas-amostra e secadas

a temperatura ambiente.
c) ESPALHAMENTO DE LUZ:

Antes de serem colocadas nos portas-amostra para andlise, as amostras, ainda em

suspensdao, foram sonicadas durante um minuto.
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d) MEDIDAS MAGNETICAS (“SQUID"):
Para as medidas magnéticas, ambas as amostras tiveram que ser utilizadas na

forma de po.

4- RESULTADOS E DISCUSSAO:

Para todos os testes foram preparadas duas amostras, A e B, referentes as

nanoparticulas de ferro ndo-encapsuladas e encapsuladas em matriz polimérica.

4.1- DIFRACAO DE RAIOS X:

Foram realizadas duas medidas de difragcdo de raios X: I) Fe3O4, 1) FezOq4
encapsulado em complexo polimérico de alginato/quitosana. As medidas foram realizadas
com o objetivo de identificar o tipo de éxido de ferro e comparar os difratogramas das
nanoparticulas de 6xido de ferro puro e encapsulado em matriz polimérica. Os picos
identificados no difratograma da FIG. 15.1 sdo caracteristicos da magnetita (Fe3O4). Ao se
comparar o difratograma das nanoparticulas magnéticas encapsuladas (FIG. 15.2) com o
das néo-encapsuladas (FIG. 15.1), percebe-se imediatamente a variagdo causada no
difratograma devido a forte presenca de material amorfo que €, nesse caso, 0 complexo
alginato+quitosana. A boa definicAo dos picos de reflexdo da amostra de FezOa,
resultando em um 6timo padréo de difracdo, pode revelar uma amostra extremamente
pura e muito bem cristalizada. Isso pode confirmar que o método utilizado na obtencéo da
magnetita € vélido. O tamanho de cristalito calculado através do método de Scherrer foi
de 10nm.
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4.2- TAMANHO E POTENCIAL ZETA:

4.2.1- TAMANHO:

As medidas de tamanho s&@o importantes para se definir o melhor método de
preparo das amostras, ja que se busca uma faixa de tamanho que reflita diretamente nas
propriedades do material. O didmetro médio das nanoparticulas magnéticas, que €
mostrado na Tabela 1.1, foi de 155,8nm, com polidispersdo média de 0,213, e das
nanoparticulas magnéticas encapsuladas, mostrado na Tabela 1.2, foi de 255,0nm, com
polidispersdo média de 0,330. Esses valores de polidispersédo revelam uma distribuicdo
estreita de tamanho, e uma homogeneidade das nanoparticulas, indicando a estabilidade
e controle do diametro das mesmas (KULKAMP, 2009). Em seu trabalho, Ma (2006),
sintetizou nanoparticulas de magnetita (FesO,) recobertas com alginato, e encontrou
didametro médio de 193,8 nm, e com indice de polidispersdo de 0,209. Ahmad, (2007),
sintetizou nanoparticulas de alginato/quitosana e obteve didmetro médio de 229nm com
indice de polidispersdo de 0,44 dessas nanoparticulas. E importante enfatizar que esse
didmetro é provavelmente referente a aglomerados, e ndo a nanoparticulas isoladas . A
possivel confirmagéo disso poderd surgir através da anélise de microscopia eletrénica de
transmissdo. O fato de que as nanoparticulas encapsuladas apresentaram maior tamanho
médio do que as ndo encapsuladas pode ser associado ao proprio recobrimento
polimérico dessas nanoparticulas. Devido a esses pequenos tamanhos, se espera que 0
material apresente as propriedades magnéticas desejadas, porém isso sO poderd ser

confirmado através da caracterizacdo dessas propriedades.

Tabela 1.1 Tamanho das NP magnéticas

MEDIDAS DIAMETRO (nm) POLIDISPERSAO

150,4 0,195
160,9 0,242
145,1 0,190
163,4 0,209
159,2 0,231
155,8 0,213

3,5 0,010
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Tabela 1.2 Tamanho das NP polimérico-magnéticas

MEDIDAS DIAMETRO (nm) POLIDISPERSAO

230,0 0,677

248,7 0,199

260,6 0,327

271,9 0,260

263,7 0,184

MEDIA 255,0 0,330
ERRO 7,3 0,091

4.2.2- POTENCIAL ZETA:

As medidas de potencial zeta foram realizadas a fim de descobrir se 0 material
apresenta boa estabilidade eletrostatica quando em suspensdo. A regra geral para a
estabilidade eletrostatica da solugdo é a faixa de Potencial Zeta de +/- 30 mV. Como o
potencial zeta das trés amostras estd fora dessa faixa, podemos considerar que as
amostras estdo estaveis. Um fator importante a ser considerado € a presenca da
quitosana no material. Pode-se perceber uma variacdo do potencial entre as amostras
com e sem quitosana, sendo aquelas que possuem a quitosana, mais estaveis. Isso pode
ser consequéncia direta do fato de que a quitosana age como um inibidor de cargas
superficiais existentes no alginato, contribuindo assim para uma melhor estabilidade. A
Tabela 2 mostra a variagdo do Potencial Zeta entre as nanoparticulas recobertas e ndo

recobertas.

Tabela 2 Potencial zeta das nanoparticulas

Amostra Potencial Zeta médio
NP-PM c/ quitosana -37,59mV + 2,89

NP-PM s/ quitosana -30,63 mV + 0,79
NP magnéticas -30,45mV £ 2,72
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4.3- MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO:
[) Nanoparticulas magnéticas ndo-encapsuladas:

As FIG.16.1 a 16.3 sdo referentes as nanoparticulas magnéticas sem o
encapsulamento, nas quais se observa que apresentam uma forma quase esférica e que
tém uma forte tendéncia a se aglomerarem. Nota-se também que o didmetro esté entre 10
e 20nm, o0 que permite a essas nhanoparticulas apresentarem comportamento
superparamagnético. Em seu trabalho, Kim et al, (2006), sintetizou nanoparticulas de

Fe30,4 recobertas com quitosana, e observou diametro médio de 10,3nm.

FIG. 16.1 Micrografia a um aumento de 97000x, referente a fronteira da amostra de nanoparticulas magnéticas
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F——— 20nm

FIG. 16.2 Micrografia referente a mesma regido de fronteira da amostra de nanoparticulas magnéticas, mas a um
aumento de 195000x
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FIG. 16.3 Micrografia da mesma regido da amostra, porém a um aumento de 285000x

II) Nanoparticulas magnéticas encapsuladas:

As FIG. 17.1 a 17.4 séo referentes as nanoparticulas magnéticas encapsuladas em
matriz polimérica (NP-PM). Pode-se observar que elas estdo mais dispersas, o que
possibilita melhor visualizagao de suas formas quase esféricas. Essa menor aglomeragéao
pode estar ligada ao fato das nanoparticulas magnéticas estarem encapsuladas em uma
matriz de alginato e quitosana, e uma vez que a quitosana atua nessa matriz como um
inibidor de cargas superficiais, tem-se como resultado uma melhor estabilidade das
nanoparticulas e consequente reducdo da aglomeracdo das mesmas. Pode-se também
notar nas micrografias dois grupos de particulas: particulas claras e escuras, referentes as
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NP-PM e as nanoparticulas magnéticas, respectivamente. Essas nanoparticulas
magnéticas provavelmente ndo foram encapsuladas por estarem em excesso, e €
possivel notar, como nas micrografias anteriores, uma forte tendéncia a se aglomerarem.
Percebe-se que as NP-PM também formam aglomerados, consequéncia da presenca de
cargas superficiais, ainda que em menor quantidade. Porém é possivel distinguir melhor
as nanoparticulas encapsuladas umas das outras do que as nado-encapsuladas. Em
relacdo ao tamanho, o didmetro esta na faixa de 15 a 30nm, o que possibilita a essas NP-
PM apresentarem comportamento superparamagnético. Essas micrografias também
confirmam que o didmetro encontrado nas analises de tamanho por técnicas de
espalhamento luz é referente a aglomerados de nanoparticulas. Em seu trabalho, MA et
al, (2006), observou em NP-PM de magnetita (Fe3O,4) recobertas com alginato, diametro
médio de 10nm. Foi realizada também a espectroscopia de energia dispersiva (EDS) das

NP-PM nas nanoparticulas destacadas pelo retangulo vermelho para confirmar a

presenca do alginato nas mesmas.

FIG. 17.1 Micrografia das nanoparticulas magnéticas recobertas a um aumento de 38000x
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FIG. 17.2 Micrografia das amostra de NP-PM a um aumento de 71000x.
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FIG. 17.3 Micrografia das NP-PM a um aumento de 145000x. A regido destacada é referente a duas
nanoparticulas isoladas.
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FIG. 17.4 Micrografia da mesma regiao a um aumento de 285000x. Os locais destacados séo as regides
onde a EDS sera realizada.

Também foi realizada a EDS de uma regido de aglomerado proximo as
nanoparticulas destacadas. No espectro das trés regides aparecem os picos do ferro e do
céalcio, o que pode confirmar o encapsulamento das nanoparticulas magnéticas em
alginato. Porém, no espectro da regido do aglomerado se percebe um crescimento muito
acentuado do pico do ferro e um decréscimo do pico do calcio, o que pode confirmar
maior presenca de nanoparticulas magnéticas nao-encapsuladas do que encapsuladas.

As FIG. 18.1, 18.2, e 18.3 mostram esses espectros.
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4.3.1- Espectros de EDS:

Spectrurn 266

P O -y Ry e S 0 R Bt (e N oL

FIG. 18.1 Espectro de EDS da regiao 286 especificada na FIG.17.4.

FIG. 18.2 Espectro de EDS da regiao 287 especificada também na FIG.17.4.
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Spectrurn 288

FIG. 18.3 Espectro de EDS da regiao 288, referente ao aglomerado destacado na FIG.17.4

4.4- MEDIDAS MAGNETICAS (SQUID):

As medidas de magnetizacdo das amostras A e B sdo mostradas nas FIG. 19.1 a
19.4, as temperaturas de 20K e 300K. Em 20K, o campo de saturagdo das amostras Ae B
foi de aproximadamente 50KOe, e em 300K, de 49KOe. Os valores méximos de
magnetizacdo nas nanoparticulas de FezOs4 sem recobrimento variaram de 75 a 100
emu/g, em 300K e 20K, respectivamente, e nas nanoparticulas de FesO, com
recobrimento variaram de 8 a 12emu/g, em 300K e 20K, respectivamente. Em 300K, se
observa uma redugé&o na magnetizagdo de ambas as amostras quando comparada com a
mesma medida em 20K. Uma maior reducéo é observada entre as amostras A e B. Essa
reducdo pode estar associada ao encapsulamento da magnetita, de modo que a esfera de
alginato funcione como uma barreira para a magnetizacdo. Se o0 alginato recobrir
completamente as nanoparticulas de FesO4, a magnetizacao ird decair significativamente
(DENIZOT et al.: 1999). Essa reducdo também pode estar associada a dois fatores: o
processo de secagem das amostras encapsuladas e, principalmente, a concentracao de
Fe30, utilizada na preparagdo das mesmas. Outro fato importante a ser destacado é que
ambas as amostras, a 20K e 300K, praticamente ndo apresentaram histerese,

apresentando coersividade quase nula. Esse fato pode confirmar o carater
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superparamagnético das amostras. Em seu trabalho, Ma, (2006), encontrou valores de
magnetizagdo para as nanoparticulas de magnetita (Fe?0*) encapsuladas em matriz de
alginato variando de 30 a 55 emu/g, a temperatura ambiente. Ma, (2006), associa essa
variacdo a concentracdo de FezO, utilizada na sintese de suas amostras, O campo de
saturagdo encontrado por Ma, (2006), em todas as suas amostras foi pouco maior que

10KOe, valor este quase seis vezes menor quando comparado aos encontrados neste

trabalho.
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FIG. 19.1 Curva MxH a 20K das nanoparticulas de magnetita
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FIG. 19.3 Curva MxH a 300K das nanoparticulas de magnetita
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FIG. 19.4 Curva MxH a 300K das nanoparticulas de magnetita encapsuladas
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5- CONCLUSOES GERAIS E PROPOSICOES FUTURAS:

5.1- Conclusoes:

Com a intencdo de produzir um material que atenda as aplicagcdes biomédicas
descritas no capitulo 2, as nanoparticulas de alginato e magnetita foram sintetizadas com
sucesso. A natureza do 6xido de ferro (magnetita-Fe;O4) foi confirmada através da
identificacdo dos picos de difracdo na analise de DRX. Também foi feita a medida de
tamanho de cristalito através do método de Debye, encontrando como resultado um
didmetro médio de 10nm. O material apresentou boa estabilidade, medida através do
potencial zeta, e tamanho ideal, que pdde ser medido através do espalhamento de luz e
microscopia eletrénica de transmiss@o. A microscopia também permitiu fazer uma anélise
morfolégica do material, confirmando a forma quase esférica esperada das
nanoparticulas. A boa magnetizacdo e o carater superparamagnético do material foram
confirmados através das medidas de SQUID magnético. Apesar da reducéo (esperada) na
magnetizacdo das nanoparticulas encapsuladas em relagdo as ndo-encapsuladas, esta
reducdo ndo se torna um impedimento para a aplicacdo dessas nanoparticulas. Apesar
das dificuldades encontradas durante a realizacdo desse trabalho, pode-se, através dos
resultados obtidos, concluir que o material apresenta bom potencial para as aplicagdes
biomédicas, criando 6timas perspectivas para o futuro. Com o aprimoramento dos
métodos de producdo e analises mais sofisticadas e especificas de caracterizacdo do
material, se espera que as nanoparticulas polimérico-magnéticas possam representar o
futuro dos sistemas de liberacdo de farmacos, tratamento do cancer e como contraste
para IRM. Cientistas do mundo inteiro estdo aplicando seus esforcos nessas areas,
configurando um cenario que converge para uma maior democratizacao do tratamento de
doengas, cujo custo para tal ndo esta ao alcance da maioria da populagdo. Nesse cenario,
0 uso das nanoparticulas polimérico-magnéticas pode surgir como uma alternativa barata,

segura e acessivel para essa grande parcela da populagéo.
5.2- Proposi¢des Futuras:
Com o objetivo de utilizar, de fato, as nanoparticulas polimérico-magnéticas

sintetizadas em aplicacdes biomédicas, se faz necesséario aprofundar os conhecimentos

sobre o comportamento destas no corpo. Para tal, se propde as seguintes etapas:
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1- analisar o comportamento in vitro e in vivo das nanoparticulas polimerico-magneticas,
com o objetvo de avaliar a biocompatibilidade e biodegradabilidade dessas

nanoparticulas;

2- aperfeicoar a sintese das nanoparticulas polimérico-magnéticas, visando maior uma

padronizagao do processo de produgao;

3- avaliar a capacidade de encapsulamento das nanoparticulas polimérico-magnéticas;

4- realizar testes de liberagdo de farmacos das nanoparticulas-magnéticas;

5- avaliar in vitro a variagcdo da temperatura local em fungdo do campo magnético

oscilante aplicado as nanoparticulas polimérico-magnéticas;

6- avaliar comportamento das NP-PM em plasma;
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