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A nanomedicina terandstica é capaz de integrar diagnostico e tratamento em uma Unica
plataforma, empregando nanomateriais, como nanoparticulas magnéticas. Além disso, a
utilizacdo de nanomateriais com propriedades fluorescentes apresentam a vantagem de
visualizacdo de alvos biol6gicos e monitoramento em tempo real. Visando aplicacdo em
nanomedicina terandstica voltada ao céncer, neste trabalho foram sintetizadas
nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido de ferro pelo método de coprecipitacéo,
resultando em materiais com didametro médio de 12 nm e magnetizacdo de saturacédo de
76 emu.g* (300 K). As nanoparticulas magnéticas foram encapsuladas em nanoparticulas
poliméricas (~200 nm), em combinacdo com um fluoroforo natural (extrato de circuma),
via polimerizagdo por miniemulsdo. A presenca tanto do fluoréforo quanto do material
magnético influenciou a cinética de polimeriza¢do, bem como as propriedades do
polimero final. Medidas de fluorescéncia dos polimeros obtidos na presenca do fluoréforo
confirmaram a fluorescéncia do material e indicaram que a matriz polimérica promove
incremento da fotoestabilidade da molécula. Por fim, foram realizados ensaios de
internalizacdo em células de mamiferos (modelos 2D e 3D) e os resultados validaram as
propriedades dos nanossistemas propostos quanto ao potencial de contraste de imagem
por microtomografia (diagnoéstico por imageamento magnético) e a capacidade de
liberacdo de calor, quando submetidos a um campo magnetico alternado (tratamento por
hipertermia magnética).
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Theranostic nanomedicine can integrate diagnosis and treatment on a single platform,
employing nanomaterials such as magnetic nanoparticles. Additionally, the use of
nanomaterials with fluorescent properties has the advantage of visualizing biological
targets and real-time monitoring. With a focus on theranostic nanomedicine for cancer,
this study synthesized superparamagnetic iron oxide nanoparticles using the
coprecipitation method, resulting in materials with an average diameter of 12 nm and a
saturation magnetization of 76 emu.g (at 300 K). The magnetic nanoparticles were
encapsulated within polymeric nanoparticles (~200 nm) with a natural fluorophore
(turmeric extract) through miniemulsion polymerization. The presence of both the
fluorophore and the magnetic material influenced the polymerization kinetics, as well as
the properties of the final polymer. Fluorescence measurements of the obtained polymers
in the presence of the fluorophore confirmed the material's fluorescence and indicated
that the polymeric matrix enhances the photo-stability of the molecule. Finally,
internalization assays were conducted on mammalian cells (2D and 3D models), and the
results validated the properties of the proposed nanosystems in terms of their potential for
imaging contrast by microtomography (magnetic imaging diagnosis) and their ability to
release heat when subjected to an alternating magnetic field (magnetic hyperthermia
treatment).
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UV: Ultravioleta
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1 CAPITULO I

Materiais Nanoestruturados
Multifuncionais: um Universo de
Possibilidades para a Medicina Oncologica

Eu fico com a pureza
Da resposta das crian¢as
E a vida, é bonita

E é bonita

Viver

E ndo ter a vergonha
De ser feliz

Cantar e cantar e cantar
A beleza de ser

Um eterno aprendiz

Ah meu Deus!

Eu sei, eu sei

Que a vida devia ser
Bem melhor e sera
Mas isso ndo impede
Que eu repita

E bonita, é bonita

E é bonita

Viver

E ndo ter a vergonha
De ser feliz

Cantar e cantar e cantar
A beleza de ser

Um eterno aprendiz

Ah meu Deus!

Eu sei, eu sei

Que a vida devia ser
Bem melhor e sera
Mas isso ndo impede
Que eu repita

E bonita, é bonita

E é bonita

E avida

E avida o que é?

Diga l4, meu irmédo

Ela ¢ a batida de um coracéo
Ela € uma doce iluséo

Eh! Oh!

E avida

Ela é maravilhaou é
sofrimento?

Ela é alegria ou lamento?
O que é? O que é?

Meu irmao

H& quem fale

Que a vida da gente

E um nada no mundo

E uma gota, € um tempo
Que nem da um segundo

Ha quem fale

Que é um divino
Muistério profundo

E o sopro do criador
Numa atitude repleta de
amor

Voceé diz que é luta e prazer
Ele diz que a vida é viver
Ela diz que melhor é morrer
Pois amada ndo é

E o verbo é sofrer

Eu s6 sei que confio na moga
E na moca eu ponho a forca
da fé

Somos nés que fazemos a
vida

Como der, ou puder, ou
quiser

Sempre desejada

Por mais que esteja errada
Ninguém quer a morte

S6é salde e sorte

E a pergunta roda

E a cabeca agita

Eu fico com a pureza
Da resposta das criangas
E a vida, é bonita

E é bonita

Viver

E ndo ter a vergonha
De ser feliz

Cantar e cantar e cantar
A beleza de ser

Um eterno aprendiz

Ah meu Deus!

Eu sei, eu sei

Que a vida devia ser
Bem melhor e sera
Mas isso ndo impede
Que eu repita

E bonita, é bonita

E é bonita

O Que E, O Que E? (Gonzaguinha)



1.1. Estado da Arte

De acordo com o relatorio mais recente da Agéncia Internacional de Pesquisa em
Cancer, da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o cancer € uma das principais causas
de morbidade e mortalidade, com aproximadamente 19,3 milhdes de novos casos e 10
milhdes de mortes relacionadas em 2020, afetando populagdes em todos os paises do
mundo (World Health Organization, 2022). Segundo o relatorio do INCA “Estimativa
2023 - Incidéncia de Cancer no Brasil”, estima-se para o triénio 2023-2025 a ocorréncia
de 704 mil casos novos de cancer por ano. Essas estimativas refletem o perfil de um pais
que possui os canceres de pele ndo melanoma, mama feminina, prostata, colorretal,

pulméo e estdmago e entre os mais incidentes (INCA, 2022).

Estudos avancados sobre cancer revelam que esta € uma das doengas humanas
mais complexas e insidiosas. Por exemplo, pode ser observado na Figura 1 que o tecido
pulmonar saudavel (vermelho) envolve células que expressam marcadores tipicamente
encontrados em células cancerosas e saudaveis (verde e amarelo, respectivamente),
indicando a complexidade da relacdo entre células normais e cancerosas. Em azul pode
ser observada a marcacdo do nucleo celular. Dentre as razdes para tal afirmacéo,
destacam-se as seguintes: (i) o cancer pode ser induzido por uma série de fatores, como
infeccdo viral, exposicdo a produtos quimicos, bem como por configuragdes genéticas
indesejadas; (ii) por se tratar de uma disfuncédo das células do proprio organismo, dificulta
tratamentos seletivos as células cancerigenas, poupando as saudaveis; (iii) quando
induzido por mutacdes genéticas, o cancer pode parar de crescer e permanecer inativo por
anos, sugerindo que h& mais fatores indutores; (iv) o cancer apresenta uma série de
particularidades que Ihe permite burlar o sistema imunolégico do corpo, deixando-o
crescer sem ser detectado e de forma descontrolada (BROWNELL, 2019).

Os tratamentos oncoldgicos empregados entre o0s séculos XIX e XX
apresentavam, primordialmente, abordagens invasivas e agressivas, como cirurgia,
radioterapia e quimioterapia, que estao relacionados a efeitos colaterais traumaticos. Com
0 avanc¢o do conhecimento da doenca e advento de varios tipos de tecnologias, ocorreu
uma mudanca de paradigma nas propostas de métodos de tratamento de tumores. Neste
contexto, uma onda de novas estratégias terapéuticas - incluindo imunoterapia,
nanotecnologia e medicina personalizada - esta dando esperanca aos pacientes para 0S

quais os tratamentos tradicionais falharam e oferecendo o potencial de tratamentos mais



eficazes e menos invasivos, que promovam a cura da doenca ou o0 prolongamento da vida
do paciente com qualidade e bem estar (BROWNELL, 2019; ROEMELING et al., 2017).

Figura 1. Microscopia de fluorescéncia de tecido pulmonar contendo células tumorais.

Fonte: Wyss Institute at Harvard University.

A nanomedicina do cancer € uma das areas mais proeminentes neste campo, ja
que os nanomedicamentos sdo geralmente destinados como sistemas de entrega
miniaturizados, também chamados nanocarreadores, nanoterapéuticos ou nanodrugs.
Estes medicamentos visam melhorar a eficacia terapéutica dos agentes quimioterapicos
atualmente disponiveis, combinando-os com um componente de entrega em nanoescala.
No entanto, ainda hé potencial para o uso de nanomateriais em oncologia no segmento de
diagndsticos, terandsticos (capaz de integrar de diagnostico e tratamento em uma Unica
plataforma) e, mais recentemente, novas terapias, como a possibilidade de melhorar a
especificidade do alvo e/ou a penetracdo tecidual, permitindo assim a deteccdo precoce
da malignidade de um tumor (BREGOLI et al., 2016; TRAN et al., 2017).

Na Figura 2 sdo apresentados os desenvolvimentos recentes no uso de
nanomateriais no tratamento de cancer. Cada categoria de nanomateriais apresenta pontos
fortes e limitagdes Unicas, mas todas ja possuem comprovada aplicabilidade para o
tratamento de tumores. Com caracteristicas bioldgicas distintas, os nanomateriais podem
melhorar o efeito de permeabilidade e retencdo, aumentar a biodisponibilidade, reduzir a
toxicidade de drogas quimioterapicas, liberar drogas quimioterapicas hidrofobicas ou
hidrofilicas na corrente sanguinea e apresentar efeitos citotoxicos contra as celulas

cancerigenas (LI et al., 2017).



Figura 2. Linha do tempo de avanco no desenvolvimento da nanomedicina.
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Fonte: Adaptado de LI et al. (2017) e NIRMALA et al. (2023).

Lipossomas, sistemas poliméricos e dendrimeros foram desenvolvidos como
transportadores de farmacos em nanoescala na fase inicial das descobertas (antes de
1995). Doxil (doxorrubicina) foi o primeiro sistema lipossdmico aprovado pela FDA
(Food and Drug Administration) para uso no tratamento de cancer nos Estados Unidos.
Com o desenvolvimento da nanomedicina, foram aprovados para uso clinico também
sistemas lipossémicos ndo peguilados Myocet (doxorrubicina); nanoparticulas a base de
albumina Abraxane (doxorrubicina); sistemas micelares poliméricos a base de PEG-PLA
Genexol-PM (paclitaxel); sistemas lipossdmicos a base de sulfato de vincristina Margibo;
nanoparticulas de 6xido de ferro NanoTherm; e sistemas lipossdmicos Kadcyla, que
apresentam um conjugado anticorpo-farmaco, constituido pelo anticorpo monoclonal
humanizado trastuzumab ligado covalentemente ao agente citotoxico DM1. Estudos com
nanoparticulas poliméricas a base de PEG-PLGA (BIND-014) completaram o0s ensaios
clinicos de fase Il em canceres avangados, enquanto estudos com os imunolipossomas do
receptor do fator de crescimento epidérmico (anti-EGFR) estdo em fase Il de ensaios
clinicos de recrutamento de cancer de mama. As propriedades fisicas das nanoparticulas

de photon upconversion® (UCNPs) utilizadas na terapia fotodindmica também

Photon upconversion é um processo no qual a absorcédo sequencial de dois ou mais fotons leva a emissdo de luz em
comprimento de onda menor que o comprimento de onda de excitagéo.



representam uma direcdo promissora para pesquisas futuras, pois sob excitacdo de luz
infravermelha proxima, podem ativar moléculas fotossensibilizadoras para produzir
EROs (Espécies Reativas de Oxigénio) e matar células cancerigenas (LI et al., 2017). Por
fim, artigos recentes relatam os avancos no uso de nanoparticulas de ouro e quantum dots
aplicados em terandstica (NIRMALA et al., 2023).

Os desafios para a nova geracdo de nanomateriais a serem desenvolvidos para a
nanomedicina oncoldgica estdo resumidos na Figura 3, junto a estratégias de entrega sitio-
dirigida e estratégias de design de nanoestruturas. Sistemas lipossémicos estdo sendo
desenvolvidos para todas as estratégias de entrega (direcionamento passivo e ativo? de
células tumorais ou endoteliais e desencadeamento de liberacdo de medicamentos).
Sistemas micelares estdo sendo desenvolvidos principalmente para entrega passiva de
medicamentos, enquanto as nanoparticulas poliméricas estdo sendo usadas para entrega

passiva e ativa.

Figura 3. Estratégias de entrega sitio-dirigida, estratégias de design e desafios da proxima

geracdo para diferentes plataformas em nanomedicina oncoldgica.
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Fonte: Adaptado de BREGOLI et al. (2016).

2Tipos de direcionamento para entrega de nanoparticulas ao tecido tumoral: (i) o direcionamento passivo depende do
fenestramento vascular intrinseco a regido tumoral, permitindo que as nanoparticulas percorram as fenestragdes e
atinjam os tumores; (ii) o direcionamento ativo pode ser usado quando nanoparticulas apresentam funcionalidades na
superficie que podem reconhecer e ligar receptores que estdo superexpressos nas células tumorais; (iii) a liberagao
controlada ocorre quando a droga € liberada com velocidade controlada ou quando as nanoparticulas sdo expostas a um
estimulo externo, como um campo magnético ou luz (TRAN et al., 2017; VIEIRA; GAMARRA, 2016).



Nanoparticulas a base de metais estdo sendo desenvolvidas principalmente para
entrega passiva e liberacdo pulsada de medicamentos (terapia térmica). Estas plataformas
aumentam a estabilidade sanguinea e prolongam o tempo de eliminagdo, em comparagao
com os farmacos convencionais, ao passo que o acumulo intratumoral e a proporgédo
farmaco/carreador s@o superiores para 0s sistemas constituidos por lipossomas e
nanoparticulas poliméricas. Os principais desafios de design que os designers da proxima
geracdo de nanomedicina oncoldgica irdo enfrentar sdo a eliminagdo mais eficiente dos
nanossistemas pelo organismo, o incremento no acumulo seletivo destes em ceélulas
tumorais e 0 melhor perfil de liberacdo de farmacos (no caso em que estes nanossistemas
atuem como carreadores) (BREGOLI et al., 2016; VALLABANI; SINGH, 2018; WU;
HUANG, 2017; DAMASCO et al., 2020).

Tendo em vista 0 exposto, a tese apresentada propde o design de nanossistemas
visando aplicacbes medicas, como rastreamento celular e teranostico tumoral. As
nanoestruturas desenvolvidas foram compostas pela combinacdo das seguintes

subestruturas:

(i) Nanoparticulas superparamagnéticas: Estas incluem éxido de ferro (magnetita
— Fe304) e possuem propriedades magnéticas que podem ser Uteis em aplicacdes de
diagndstico e terapia por hipertermia.

(if) Fluordforo natural: O extrato de cdrcuma contém o fluoréforo curcumina que
possui a capacidade de emitir fluorescéncia, desempenhando papel crucial para marcacao

e rastreamento de células e tecidos especificos.

(iii) Particulas poliméricas sintéticas: Utilizamos polimeros sintéticos, como
homopolimero PMMA - poli(metacrilato de metila) e o copolimero P(MMA-co-AA) -
poli(metacrilato de metila-co-acido acrilico), que desemprenham um papel importante na

estrutura dos nanossistemas.

Os nanossistemas desenvolvidos foram caracterizados de forma abrangente,
incluindo analises fisico-quimicas e, sempre que aplicavel, medidas de suas propriedades
magnéticas e fotoquimicas. Além disso, essas plataformas nanomedicinais foram
avaliadas quanto a sua capacidade de fornecer contraste em imagem por ressonancia
magnética nuclear (RMN) e a sua habilidade de liberar calor quando expostas a um campo

magnético alternado, um fendmeno conhecido como hipertermia magnética. Por fim, o



sistema mais promissor foi submetido a testes de validacao para verificar sua capacidade
de ser internalizado em células mesenquimais e esferoides celulares, tanto em células

sadias quanto em células tumorais.

1.2.  Objetivos
1.2.1. Objetivo Geral

O presente trabalho teve como objetivo geral o desenvolvimento de nanossistemas
multifuncionais compostos por nucleos magnéticos revestidos com polimero fluorescente
obtido por meio da polimerizacdo com extrato de clrcuma. Estes nanossistemas foram
projetados visando aplicagfes biomédicas, tais como como marcagdo e rastreamento
celular via internalizacdo, além de terandstico tumoral, integrando as propriedades de

diagnostico e tratamento.

1.2.2. Objetivos especificos

O objetivo geral foi consolidado por meio de realizacdo dos seguintes objetivos
especificos:

1) Estudo das propriedades fotofisicas do extrato de circuma em solu¢cdo (meios aquosos,

solventes organicos e monémeros) e em matriz polimérica;

2) Avaliacdo do comportamento da emissdo do fluor6foro quando incorporado em

matrizes poliméricas de diferentes polaridades;

3) Estudo das alteracbes de propriedades de nanoparticulas magnéticas (NPM) de

magnetita (FesOa4), quando submetida a procedimento de modificagéo de superficie;

4) Avaliacdo da interacdo, efeito citotoxico e internalizacdo de nanossistemas magnéticos

e/ou fluorescentes em modelos celulares 2D (monocamada) de células de mamifero;

5) Avaliacdo do potencial para rastreamento celular de nanossistemas contendo NPMs e

fluoroforos encapsulados em nanoparticulas poliméricas (NPP);

6) Avaliacdo da qualidade de imageamento, por ressonancia magnetica e tomografia

computadorizada, na presenca de nanoparticulas magnéticas;



7) Validacdo do potencial de uso dos nanossistemas magnéticos em diagndstico,
empregando a técnica de microtomografia em modelos tumorais de esferoides (cultura
celular 3D);

8) Validacdo do potencial de uso dos nanossistemas magnéticos em tratamento tumoral,
via hipertermia magnética, sob aplicacdo de um campo magnético alternado externo, em

modelos tumorais 2D (cultivo de células em monocamada) e 3D (esferoides celulares).
1.3 Laboratdrios envolvidos

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Engenharia de Fenémenos
Interfaciais (LABEFIT) e no Laboratorio de Engenharia de Polimeros (EngePol), ambos
do Programa de Engenharia Quimica (PEQ) do Instituto Alberto Luiz Coimbra de Pds-
Graduagdo e Pesquisa de Engenharia (COPPE) da UFRJ, além do Laboratério de
Nanotecnologia Biofuncional (LabNanoBiof) da Faculdade de Farmacia da Universidade
Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). Andlises e caracterizacbes foram conduzidas em
laboratdrios, além da UFRJ, da Universidade Federal Fluminense (UFF) e do Centro

Brasileiro de Pesquisas Fisicas (CBPF).

1.4 Estrutura da tese

O presente documento esta organizado em sete capitulos, incluindo este capitulo
introdutorio. A seguir € feita uma breve descricdo de cada capitulo que compde esta tese,

sendo que a estrutura l6gica da apresentacdo é mostrada no Esquema 1.

Esquema 1. Estrutura da tese.

Capitulo | Capitulo Il Capitulo lll Capitulo IV Capitulo IV Capitulo VI

Capitulo VII

.
o SPION k =
Motivagao Fundamentacao AN PNV Consideracdes
teorica ® ' finais
0. % % Desenvolvimento de b A .
o Polimeros * nanoparticulas o . &
B8 Ehsosascinci (((l))) fluorescente e magnético o ((( ))) Propostas para
o Magnetismo i <= | trabalhos futuros
@ @ D [[3)
. s (0% (33 Estudos pré-clinicos e
Revisdo da I" ‘o !ﬂﬁ % 7 > clinicos com os
i olimero fluorescente em 6o
literatura Lz omisdeoniaed Desenvolvimento de 2 el
o Polimeros ikl #0 de teran [0)
fluorescentes ¢ ] modificagdo de ( ) ( ) 1o o Hipertermia magnética
i superficie (i) Tratamento por
o Nanoparticulas 1 b — ( )( ) ( ) ( ) Dlpertuniie mcntion o [')I'emp;: fotodinamica
. magnéticas ( | (ii) Diagnoéstico por @ :gn -ICD
Teranésticotumoral | " PMMA | Prova de conceito de Prova de conceito de imagem (ressonancia | ° etEECES
nanoparticulas hipertermia magnética marcacéo celular por magnética nuclear e
superparamagnéticas P(MMA-co-AA) em modelo celular 2D fluorescéncia e tomografia o I‘omogfaﬁa

Fonte: Autoria prépria.



No Capitulo I é exposto sumariamente o estado da arte, como motivagéo para o
desenvolvimento deste trabalho, descrevendo a problematica do cancer a nivel mundial e
0s avangos da nanomedicina que tendem a proporcionar solugdes inovadoras e
tecnoldgicas para aplicacOes teranosticas tumorais. Neste capitulo também séo

apresentados os objetivos e a viabilidade da tese.

O Capitulo 11 apresenta a fundamentacéo tedrica e a reviséo da literatura. A etapa
de fundamentacdo tedrica discute conceitos relacionados ao desenvolvimento de
nanossistemas poliméricos, fluorescentes e magnéticos, bem como propriedades
intrinsecas a tais materiais. Na etapa de revisao da literatura, as lacunas da literatura nesta
area — desenvolvimento de nanoestruturas aplicadas a oncologia — sdo entdo apresentadas

de maneira a embasar os objetivos do presente trabalho.

O Capitulo 111 apresenta o extrato de curcuma (fluoréforo natural) como
candidato a marcador fluorescente, estudado quanto a estabilidade em solu¢do (meios
aquosos, solventes organicos e mondmero) e apds ser incorporado em matriz polimérica
de poli(metacrilato de metila) (PMMA), puro e copolimerizado com acido acrilico
(P(MMA-co-AA)). Neste capitulo, a obtencdo do polimero foi procedida pela
metodologia de polimerizacdo em massa e o efeito do extrato de circuma na cinética de
polimerizacdo foi estudado por meio de um planejamento experimental fatorial completo,
aliado a uma modelagem matematica fenomenologica. Além disso, um estudo de
degradacéo fotoquimica do polimero fluorescente foi realizado, ilustrando o potencial do

material para futuras aplicacdes biotecnoldgicas.

O Capitulo 1V aborda sobre as nanoparticulas magnéticas de magnetita (Fez0a)
obtidas por coprecipitacdo e com a superficie modificada por um aminosilano. As
referidas nanoparticulas magnéticas (NPMs) foram caracterizadas quanto a morfologia,
estrutura, propriedades interfaciais e propriedades magnéticas, além de avaliacdo da
estabilidade coloidal em solugdo aquosa. Ensaios de internalizagdo de nanoparticulas
magnéticas em células mesenquimais foram realizados, a fim de definir as condigdes
Otimas para marcacédo destas células, visando ao posterior rastreamento celular. Além do
ensaio com células mesenquimais, foi feito um estudo de citotoxicidade em células de
mamiferos, saudaveis e tumorais, seguida de exposi¢cdo a um campo magnético alternado,

como prova de conceito para tratamento por hipertermia magnetica.



O Capitulo V contempla o estudo de uma série de nanoparticulas, compostas por
combinacdes de nanoparticulas poliméricas do homopolimero PMMA e do copolimero
P(MMA-co-AA), na auséncia e presenca de extrato de curcuma e nanoparticulas
magnéticas de 0xido de ferro. Todos os nanomateriais foram extensamente caracterizados
fisico-quimicamente, sendo avaliados os efeitos do extrato de curcuma e da nanoparticula
magnética nas especificacdes do polimero (conversdao, massa molar e tamanho da
particula, por exemplo). Os nanossistemas magneticos fluorescentes desenvolvidos foram
avaliados quanto ao potencial de rastreamento celular, sendo internalizados em células de

mamiferos (ensaios de citotoxicidade também foram realizados).

O Capitulo VI avalia o potencial do nanossistema magnético em aplicacGes
terandsticas tumorais. A nanoestrutura magnética, pré-validada no Capitulo 1V, foi
internalizada em esferoides celulares (modelo 3D) de células tumorais de mamifero. O
emprego de esferoides celulares constitui uma alternativa promissora para a mimetizar
organismos vivos. O modelo biologico contendo nanoparticulas magnéticas foi
submetido a aplicagdo de um campo magnético alternado, visando a inducgdo de
hipertermia magnética. A interagdo das nanoparticulas magnéeticas com o modelo celular
3D foi investigada com diferentes concentracdes de nanomateriais, permitindo elucidar a
dindmica particula-célula, sob efeito combinado de concentracdo e aplicacdo de campo
magnético alternado. Por intermédio de técnicas de caracterizacdo baseadas em
microtomografia associada a microscopia de transmisséo, foi possivel avaliar a dindmica
de internalizacdo dos nanossistemas nos esferoides e a migracdo destas particulas no
interior dos mesmos. Neste contexto, foi possivel validar o potencial desses

nanossistemas para diagnaéstico por imagem e tratamento por hipertermia magnética.

Finalmente, no Capitulo VII séo apresentadas as principais conclus@es, inter-
relacionando os resultados obtidos nos capitulos anteriores. Além das conclusdes, sdo
apresentadas tambem propostas para trabalhos futuros, como desdobramentos da presente

tese.

A realizacéo de diversas etapas deste trabalho foi conduzida em colaboragdes, que
estdo destacadas ao final de cada capitulo, junto a desdobramento de projetos vinculados
a orientacdo de alunos em temas transversais a tese. Também séo expostos ao final dos
capitulos trabalhos apresentados em congressos cientificos e aprovacao de projetos de

fomento a inovacdo, correlatos a esta tese.
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2 CAPITULO II
Introducdo: Fundamentacao Teorica e
Revisao da Literatura

Estatuas e cofres e paredes
pintadas

Ninguém sabe o que
aconteceu

Ela se jogou da janela do
quinto andar

Nada é facil de entender

Dorme agora
E s6 o vento |4 fora

Quero colo! Vou fugir de
casa

Posso dormir aqui com
vocés?

Estou com medo, tive um
pesadelo

S6 vou voltar depois das trés

Meu filho vai ter nome de
santo
Quero 0 nome mais bonito

E preciso amar as pessoas
Como se nao houvesse
amanha

Porgue se vocé parar pra
pensar

Na verdade ndo ha

Me diz, por que que o céu é
azul?

Explica a grande fdria do
mundo

Sao meus filhos
Que tomam conta de mim

Eu moro com a minha mée
Mas meu pai vem me visitar
Eu moro na rua, ndo tenho
ninguém

Eu moro em qualquer lugar

J& morei em tanta casa
Que nem me lembro mais
Eu moro com meus pais

E preciso amar as pessoas
Como se nao houvesse
amanha

Porque se vocé parar pra
pensar

Na verdade ndo ha

Sou uma gota d'agua

Sou um gréo de areia
Vocé me diz que seus pais
ndo entendem

Mas vocé ndo entende seus
pais

Vocé culpa seus pais por
tudo, isso é absurdo

S&o criangas como vocé
O que vocé vai ser
Quando vocé crescer

Pais e Filhos (Marcelo Bonfa / Dado Villa-Lobos / Renato Russo)
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2.1 Introducéo

As areas de nanotecnologia e biotecnologia tém sido identificadas nos ultimos
anos como prioritarias para o avanco tecnologico. Estas areas sdo classificadas como
estratégicas principalmente para o desenvolvimento de solugdes inovadoras relacionadas
a saude humana. Neste contexto, uma tendéncia mundial é o desenvolvimento de sistemas
teranosticos, que acumulam a funcionalidade de diagndstico e tratamento, facilitando
procedimentos médicos e melhorando a eficiéncia e seletividade de aplicacbes
tradicionais. Por isso, cresce a necessidade de desenvolvimento de nanossistemas que
acumulam funcionalidades, como fluorescéncia e magnetismo em um Unico material
(DABROWSKA et al., 2018).

O campo de nanoparticulas magnéticas (NPMs) tem experimentado um progresso
notavel na area da oncologia nos ultimos anos. As propriedades magnéticas intrinsecas
das NPMs tornam estes materiais promissores como agentes de contraste para a
ressonancia magnética e/ou tomografia e agentes terapéuticos por hipertermia magnética
induzida (CHO et al., 2017; GOYA; ASIN; IBARRA, 2013; JIN et al., 2010; LI, J. et al.,
2015; LOPEZ; TEWEIRO; RIVAS, 2013; PERIGO et al., 2015; SHI et al., 2015).

Nas Ultimas décadas, avangos em tecnologias de imagem transformaram o campo
biomédico, possibilitando uma gama de aplicacdes da fluorescéncia como diagnostico.
Mais especificamente, 0s avangos nas areas de quimica dos fluoréforos, desenvolvimento
de imagens e de identificacdo de biomarcadores direciondveis posicionaram a
fluorescéncia intraoperatdria como uma modalidade de detec¢do em tempo real altamente
especifica para cirurgias oncologicas (GARLAND; YIM; BOGYO, 2016).
Desenvolvimentos de fluor6foros com caracteristicas aprimoradas (aumento da
fotoestabilidade em meio biolégico e do rendimento quantico de fluorescéncia),
instrumentacdo para detecgdo e estratégias de direcionamento levaram a testes clinicos,
no inicio de 2010, dos primeiros fluoréforos direcionados para a rea operatéria de cancer
(LI et al., 2017). Reforcando esta aplicacdo, ZHANG et al. (2017) apontaram que, nos
ultimos anos, os esforcos de pesquisa para desenvolver fluoroforos direcionados para
imagens de tumores, juntamente com o surgimento de dispositivos aprimorados para

deteccdo de fluorescéncia, vém revolucionando o campo da cirurgia oncoldgica.
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2.2 Fundamentacdo Tedrica

Considerando o carater multidisciplinar da presente tese e a proposta central de
desenvolvimento de nanossistema multifuncional, a fundamentacdo tedrica sobre os
materiais e suas propriedades esta organizada em trés partes, a saber: (i) polimeros, (ii)
fluorescéncia e (iii) magnetismo. Nestas, sdo abordados conceitos e propriedades de

materiais, correlato a cada grande &rea.

2.2.1 Polimeros: conceitos e propriedades de materiais

Polimeros apresentam grande versatilidade para o design de nanoestruturas para
aplicacdes biotecnoldgicas, tendo em vista a variedade de métodos de obtencdo, com
possibilidades de preparar materiais com diferentes formas, composigdes e propriedades.
Nesta tese, foram sintetizados polimeros acrilicos em escala macro (polimerizacdo em
massa) e nano (polimerizacdo em miniemulsdo), puros ou em interacdo com moléculas
fluorescentes e/ou nanoparticulas magnéticas. A técnica de polimerizacdo empregada
neste trabalho foi a polimerizagdo por adicdo via radicais livres, que sera explicada em
detalhes na presente se¢do. Além do mecanismo de polimerizacdo, nesta secao serdo
abordadas as metodologias de polimerizacdo que podem ser empregadas, dependendo da

aplicacdo que se deseja, levando em consideracdo a dimensdo do macro ao nano.

2.2.1.1 Polimerizacdo em cadeia via radicais livres

A polimerizagdo em cadeia consiste na formacdo de uma cadeia polimérica,
usualmente a partir da reatividade da dupla ligacdo vinilica de um mondémero e sua
sucessiva reacdo com outras moléculas. E formado entdo um homopolimero, quando a
reacao ocorre entre moléculas de um mesmo monémero, ou um copolimero, quando a

reagdo ocorre entre moléculas de mondémeros diferentes (CANEVAROLO, 2006).

A reacdo de polimerizacdo em cadeia acontece normalmente apds uma etapa de
iniciacdo, em que € gerado o centro ativo. A iniciacdo é seguida da propagacdo, em que
a cadeia cresce com a transferéncia do centro ativo de molécula a molécula. Por fim, a
reacdo de terminagdo provoca o desaparecimento do centro ativo. A polimerizacdo em
cadeia pode ocorrer via radicais livres, de forma ibnica, por meio de catalisadores de
coordenacao, dentre outras (CANEVAROLO, 2006). A seguir sdo explicadas com mais
detalhes as etapas fundamentais do mecanismo via radicais livres, que é 0 mecanismo que

se aplica a metodologia empregada no presente trabalho.
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i) Iniciacdo - A iniciacdo de uma polimerizacdo em cadeia via radicais livres
normalmente ocorre por meio do uso de iniciadores termicamente instaveis (I-1).
Inicialmente, os iniciadores sdo decompostos termicamente, resultando na formacéo de
dois centros ativos. Uma vez que a molécula é usualmente (mas nem sempre) siméetrica,
estes dois centros ativos sao iguais. O radical ativo (I*) reage com a dupla ligagdo de um
monémero (C=C), transferindo o centro ativo a molécula vinilica e dando inicio a
polimerizagdo (CANEVAROLO, 2006).

ii) Propagacdo — Nessa etapa ocorre a transferéncia do centro ativo de molécula a
molécula, com o crescimento da cadeia polimérica, a uma alta velocidade e usualmente
mais baixa energia de ativacdo, quando comparada a etapa de iniciacdo
(CANEVAROLO, 2006).

iii) Terminacdo — A interrupcdo do crescimento da cadeia ocorre por meio do
desaparecimento do centro ativo, que pode ocorrer de diferentes maneiras, dependendo
do tipo de monémero e das condigfes de polimerizagdo. O mecanismo de terminagéo
pode ocorrer por combinacdo, desproporcionamento, transferéncia de cadeia, dentre
outros. A terminacdo por combinacdo ocorre quando as extremidades ativas de dois
macro-radicais em crescimento se encontram, formando uma ligacdo C-C e resultando
em uma Unica cadeia morta com massa molar mais elevada (uma vez que envolve a soma

das massas molares individuais de cada radical).

A terminacdo por desproporcionamento ocorre por transferéncia intermolecular
de hidrogénio do carbono cauda do mero (unidade de repeticdo da cadeia polimérica)
posicionado na ponta ativada de uma cadeia polimérica para o carbono cabeca do mero
posicionado na ponta ativada de outra cadeia polimérica, gerando uma cadeia morta com
insaturacdao do tipo vinila terminal, enquanto a outra cadeia é saturada pelo atomo de
hidrogénio transferido. O mecanismo de transferéncia de cadeia ocorre durante o
crescimento de uma cadeia polimérica, quando esta abstrai um atomo de hidrogénio ou
outro atomo labil qualquer (como um halogénio) de uma outra molécula, interrompendo
0 seu crescimento e transferindo o centro ativo para essa outra molécula, que continua
capaz de reagir com moléculas de monémeros presentes no meio reacional e mantém viva
a polimerizagdo (CANEVAROLDO, 2006). Nesse caso, embora o efeito sobre as taxas de
reacao seja usualmente pequeno, o efeito sobre a distribuicdo de massas molares do

produto final pode ser muito significativo.

14



2.2.1.2 Polimerizacdo do macro ao nano

Os polimeros podem ser obtidos por diversos métodos de polimerizacdo, a
depender da aplicagé@o desejada para o produto final. Em linhas gerais, esses processos
podem ser classificados como homogéneos, quando ocorrem em apenas uma fase, ou
heterogéneos, quando o produto é insoltivel no meio reacional ou a reagdo ocorre em mais
de uma fase. Como processos de polimerizagdo homogéneos, destacam-se as
polimerizagBes em massa e em solucéo (obtencdo de polimero bulk). Entre os processos
de polimerizacdo heterogéneos, destacam-se as polimerizacGes em suspensao, emulsdo e
miniemulsdo (obtencdo de polimeros particulados, com variacdo dos diametros
caracteristicos de muitas ordens de grandeza, na forma macro/micro/submicro/nano)
(CANEVAROLO JR., 2006; ODIAN, 2004).

I. Polimerizacdo em massa

Na polimerizagdo em massa o iniciador é adicionado diretamente a0 mondmero e
a reacdo € iniciada por meio de ativacdo do iniciador por aquecimento. A vantagem deste
processo é a qualidade do produto final, em virtude de elevada pureza obtida. Em
contrapartida, ha grande dificuldade para controlar a temperatura do sistema, ja que a
reagdo de polimerizacéo é muito exotérmica, o que pode levar a instabilidade do processo.
Além disso, as altas viscosidades atingidas podem comprometer a operagdo e a
purificacdo do produto final (CANEVAROLO JR., 2006).

I1. Polimerizag@o em solugéo

A polimerizacdo em solucéo é similar & polimerizagcdo em massa, mas ocorre na
presenca de um solvente. A adicdo do solvente no meio reacional garante melhor controle
sobre as condi¢des térmicas do sistema, permitindo melhor homogeneizacdo da
temperatura reacional por meio de uma transferéncia de calor mais efetiva. A reagdo é
iniciada com total miscibilidade entre os componentes (mondmero, iniciador e solvente).
A introducgéo do solvente resulta na perda de produtividade do processo e em maiores

custos para purificacéo e recirculacdo do solvente (CANEVAROLO JR., 2006).
I11. Polimerizagdo em suspensao

O processo usual de polimerizagdo em suspensdo consiste, inicialmente, na
dispersdo de uma carga organica (contendo um ou mais monémeros organicos e pelo

menos um iniciador de radical livre) em uma fase aquosa continua através da combinacao
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de agitacdo vigorosa e adicdo de estabilizantes (agentes de suspensdo). Em seguida, as
goticulas orgénicas dispersas gradualmente se transformam em esferas sélidas de
polimero. O aumento da temperatura do meio garante a polimerizacdo em cada gota e 0
controle de temperatura do sistema é facilitado pela presenca da fase continua, que
dispersa o calor liberado pela polimerizacdo. Por fim, sdo obtidas particulas com
granulometria caracteristica na faixa entre 10 um e 1 mm. Ao contrério de outras técnicas
de encapsulamento, a polimerizagdo em suspensdo permite o encapsulamento in situ de
farmacos em uma Unica etapa, uma vez que 0s componentes bioativos podem ser
incorporados diretamente na carga organica dispersa original, sendo possivel aumentar as
quantidades de compostos bioativos encapsulados nos sistemas poliméricos produzidos
(PAIVA et al., 2019; PINTO et al., 2013).

IV. Polimerizacdo em emulsao

Na polimerizacdo em emulsdo, assim como na polimerizacdo em suspensdo, 0
mondmero é disperso em uma fase continua. Em contrapartida, neste caso o iniciador esta
usualmente presente na fase continua, ao invés de solubilizado no mondmero. Na
polimerizacdo em emulsdo classica, a &gua compde a fase continua, que contém um
agente emulsificante que promove a formacdo de micelas. A agitacdo do sistema leva a
formacéo de gotas de mondmero, mas a polimerizacdo nas gotas € evitada, uma vez que
o iniciador esta presente na fase continua. A polimerizacao ocorre no interior das micelas
(parte hidrofobica) com o monémero que migra das gotas. O produto final da reacédo é
constituido por particulas com didmetros caracteristicos na faixa entre 50 nm e 1 um
(CANEVAROLO JR., 2006).

V. Polimerizacéo por miniemulsdo

O processo de miniemulsdo consiste na criagdo de pequenas gotas estabilizadas
em uma fase continua, quando duas fases imisciveis sdo submetidas a aplicagdo de alta
tensdo de cisalhamento. Idealmente, ndo se observam mudancas de tamanho entre a gota
de mondmero inicialmente estabilizada e a particula de polimero obtida ao final da reagédo
(LANDFESTER, 2009; LANDFESTER et al., 2010). No processo de miniemulsdo, cada
gota pode ser vista como um nano-reator, porque cada uma apresenta comportamento
independente, ndo sendo perturbada pelos outros eventos. Na etapa de pré-emulsdo, a
agitacdo cria pequenas gotas ao dispersar uma fase em uma fase continua ndo miscivel.

Sob alta tensdo de cisalnamento (como a acdo de ultrassom, ultraturrax ou
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homogeneizador de alta presséo), forma-se uma emulséo que apresenta gotas com estreita
distribuicdo de tamanhos, com dimenséo entre 50 e 500 nm. O tamanho das gotas
depende, além do sistema de agitacdo mecanica, da quantidade e tipo de emulsificante
utilizado e da presenca de um agente estabilizante de pressdo osmotica. O estabilizante
deve apresentar boa solubilidade na fase dispersa e baixa solubilidade na fase continua.
Na etapa final, ocorre a reagdo de polimerizacao na fase dispersa, resultando na formacéo
de nanoparticulas poliméricas estabilizadas na fase continua. O produto final da

polimerizacdo por miniemulséo é denominado latex (LANDFESTER et al., 2010).

2.2.2 Fluorescéncia: conceitos e propriedades de materiais

Visando agregar a caracteristica de fluorescéncia ao nanossistema desenvolvido
nesta tese, foi empregada a curcumina (na forma de extrato proveniente da circuma).
Portanto, faz-se necessario entender algumas particularidades deste fluor6foro, bem como
compreender principios fotoquimicos relacionados com o fendbmeno de fluorescéncia.

Estes pontos serdo abordados nesta secao.

2.2.2.1 Propriedades fotofisicas da curcumina

A ampla conjugacédo eletronica presente na estrutura da curcumina, 1,7-bis(4-
hidroxi-3-metoxifenil)hepta-1,6-dieno-3,5-diona, confere a essa molécula propriedades
Opticas que despertam interesse na area biomédica, considerando seu potencial como
marcador fluorescente, uma opcdo promissora para avangos em técnicas de imagem e
diagndstico. Essas propriedades incluem absorcéo na regido azul (Aabs (etony = 420 nm) e
emissdo na regido verde do espectro eletromagnético (Aem (etoH)y = 550 nm), com
rendimento quantico de fluorescéncia ®nu (acn) = 0,10 e rendimento quantico de oxigénio
singlete ®a (acny = 0,11 (CHIGNELL et al., 1994). Sabe-se que a curcumina sofre efeito
solvatocrdmico, que ao modificar a polaridade do solvente, ocorre uma alteracdo no
comprimento de onda de maxima absor¢do (Amax) da molécula. Além da polaridade do
solvente, o pH também afeta o Amax de absor¢do da curcumina, ja que a molécula pode
coexistir em solu¢do como cinco especies diferentes (Figura 4), variando o grau de
protonacdo ou desprotonacao de acordo com o pH do meio no qual se encontra (SUETH-
SANTIAGO et al., 2015).
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Figura 4. Reacg0es de transferéncia de prétons na curcumina.
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Fonte: Adaptado de SUETH-SANTIAGO et al. (2015).

Apesar da baixa solubilidade em &gua, a curcumina é soltvel em solug¢bes aquosas
alcalinas. Nestes casos, a solucdo apresenta coloracdo avermelhada, devido ao efeito
batocromico® ocasionado pela retirada de prétons da estrutura molecular, aumentando
assim a densidade de elétrons na curcumina. A base conjugada da curcumina deve entdo
funcionar como antioxidante doador de elétrons, haja visto que o enolato formado apos a
retirada do primeiro préton da curcumina gera uma espécie carregada negativamente.
Entretanto, nesta faixa de pH a curcumina pode ser facilmente degradada (SUETH-
SANTIAGO et al., 2015).

Em faixas de pH entre 3 e 7 existe um equilibrio ceto-endlico da curcumina
(Figura 5), deslocado preferencialmente para o sentido do enol, em razdo da presenca de
uma ligacdo de hidrogénio intramolecular e de uma maior planaridade da molécula, o que
favorece a conjugacdo na cadeia carbOnica. Entretanto, a curcumina na forma ceto
(mesmo em baixa concentracdo, quando comparada a forma enol) apresenta um grupo
metileno deficiente de elétrons em funcéo da vizinhanca eletrofilica, o que a torna um
6timo doador de hidrogénio (SUETH-SANTIAGO et al., 2015).

3Deslocamento batocrémico é uma alteragdo da posicdo da banda espectral no espectro de absorcdo, reflectancia,
transmitancia ou emissdo de uma molécula para um comprimento de onda maior (menor frequéncia). Como a cor
vermelha no espectro visivel tem um comprimento de onda maior que a maioria das outras cores, o efeito também é
comumente chamado de red shift (KAMLET; TAFT, 1976).
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Figura 5. Equilibrio tautomérico da curcumina.
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Fonte: Adaptado de SUETH-SANTIAGO et al. (2015).

2.2.2.2 Conceitos fundamentais de fluorescéncia

Os processos fotofisicos de um fluoroforo sdo usualmente iniciados pela absorgédo
de um féton de radiacdo visivel ou ultravioleta, que leva a formacdo de um estado
eletronicamente excitado, dotados de excesso de energia, que séo de curta duracéo,
liberando o excesso de energia em um periodo muito curto (escala de nanossegundos),
por meio de uma variedade de processos de desativacao e retornando a uma configuracao
do estado fundamental. Se a molécula excitada retorna ao seu estado fundamental
original, entdo o processo dissipativo é um processo fisico; no entanto, se uma nova
espécie molecular for formada, o processo dissipativo € acompanhado por uma mudanca
quimica (WARDLE, 1989).

Os processos de relaxamento fisico relacionados as moléculas organicas podem
ser classificados genericamente como intramoleculares ou intermoleculares. Os processos
intramoleculares compreendem transicdes radiativas (como fluorescéncia e
fosforescéncia), que envolvem a emissdo de radiacdo eletromagnética, a medida que a
molécula excitada relaxa para o estado fundamental, e transicdes sem radiacdo, em que
nenhuma emissdo de radiacdo eletromagnética acompanha o processo de desativacdo. Ja
0s processos intermoleculares contemplam processos de relaxamento vibracional,
transferéncia de energia e transferéncia de elétrons (WARDLE, 1989). Os processos de

relaxacéo dos estados excitados estdo representados de forma sumaria na Figura 6.
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Figura 6. Diagrama Jablonski para uma molécula organica.
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Fonte: Adaptado de WARDLE (1989).

A Figura 7 apresenta um exemplo de um espectro de absor¢cdo e emissdo de
fluorescéncia. Vale destacar alguns pontos importantes na analise deste espectro: (i) as
bandas de transicdo 0-0* (So — S1) para absorcéo e fluorescéncia ocorrem praticamente
no mesmo comprimento de onda; (ii) a emissao de fluorescéncia ocorre em comprimentos
de onda maiores (menor energia) do que a banda 0-0, enquanto a absor¢do ocorre em
comprimentos de onda menores (energia mais alta) do que a banda 0-0; (iii) a absorgéo
ocorre a partir do estado eletronico fundamental e, devido ao rapido relaxamento
vibracional, a fluorescéncia ocorre a partir do estado eletrénico excitado (WARDLE,
1989).

“4Transicdo eletronica 0-0 (0-0 bands) se refere a transicéo do estado eletronico fundamental (So) para o nivel
vibracional do estado eletronico excitado (Sy).
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Figura 7. Espectro de absorcdo (linha continua) e espectro de fluorescéncia (linha

tracejada) do antraceno em benzeno.
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Fonte: Adaptado de WARDLE (1989).

2.2.3 Magnetismo: conceitos e propriedades de materiais

Visando agregar a caracteristica de magnetismo ao nanossistema desenvolvido
nesta tese, foram empregadas nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido de ferro.
Portanto, é necessario entender algumas particularidades de magnetismo e
nanomagnetismo, que serdo abordados nesta secdo. Complementarmente, dada a
motivacdo de uso para o terandstico tumoral empregando nanoparticulas magnéticas,
serdo abordados nesta secdo principios de diagnostico por imagem e terapia por

hipertermia magnética.

2.2.3.1 Magnetismo do macro ao nano

O estado magneéetico de um material é determinado pelo ordenamento e
comportamento coletivo dos seus momentos magnéticos (DIAS, 2014). Materiais
diamagnéticos ndo apresentam momentos magnéticos na auséncia de campo. No entanto,
sob ac¢do de um campo magnético, 0s momentos magnéticos se alinham no sentido oposto
a aplicagdo do campo, resultando em uma forca de repulsdo. Em materiais
paramagnéticos, 0s momentos magnéticos tendem a se alinhar na dire¢do e no sentido do

campo aplicado. Todavia, na auséncia do campo, a energia térmica disponivel no sistema
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impede que 0s momentos magnéticos interajam fortemente entre si, resultando em uma
orientacdo aleatéria. Materiais ferromagnéticos apresentam momentos magnéticos
permanentes, mesmo na auséncia de campo aplicado. Quando o campo aplicado é
removido, o material conserva grande parte da magnetizacdo. Materiais ferrimagnéticos
e antiferromagnéticos apresentam comportamento similar aos ferromagnéticos. Nestes
casos, na auséncia de campo magnético os momentos magnéticos se acoplam de maneira
antiparalela, resultando em uma magnetizacao global parcialmente reduzida ou nula. Isto
se deve ao fato de os materiais apresentarem, respectivamente, momentos magnéticos
desiguais ou idénticos (KOLHATKAR et al., 2013).

Considerando o0 momento magnético e sua interacdo dipolar como a quantidade
magnética elementar, a magnetizacdo pode ser interpretada como a manifestacdo
macroscopica da média volumétrica de um conjunto de momentos magnéticos. Partindo
destes principios, o conceito de dominio magnético descreve a existéncia de regides
dentro do material em que 0s momentos magnéticos se alinham e formam uma
magnetizacdo espontanea (DIAS, 2014). Os dominios magnéticos podem estar
distribuidos de forma aleatéria, de maneira que a resultante do campo magnético em
qualquer direcdo € igual a zero e o material ndo apresenta magnetizacdo. Quando o
material sofre acdo de um campo magnético externo, os dominios magnéticos tendem a
se organizar, orientando-se na dire¢do do campo aplicado, até atingir a saturacdo maxima.
A remocdo do campo externo reduz o grau de alinhamento dos dominios, ndo
necessariamente retomando a condi¢&o inicial de desordem, reflexo da possivel existéncia

de histerese magnética no material (FILHO, 2014).

A variacdo da magnetizacdo (M) como funcdo do campo aplicado (H) constitui
uma importante ferramenta para o estudo de materiais magnéticos. A relacdo entre estas
grandezas costuma ser apresentada como um ciclo de histerese, em que sdo identificadas
importantes grandezas relacionadas ao conceito de dominios magnéticos apresentado
anteriormente. A magnetizagdo de saturagdo (Ms) é a magnetizagdo da amostra quando
todos os dominios estdo alinhados; a magnetizacdo remanescente (Mr) é a magnetizacao
do material a campo zero; e 0 campo coercivo (Hc) € 0 campo necessario para anular a
magnetizacdo remanescente (DIAS, 2014). Vale ressaltar que a presenca de histerese na
curva de magnetizacao é caracteristica de materiais ferromagnéticos e ferrimagnéticos,
uma vez que estes conservam parte da magnetizacdo, mesmo apds a remocao do campo

magnético aplicado.
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Quando o material (ferrimagnético ou ferromagnético) apresenta dimensao
diminuta, a regido do dominio magnético também é reduzida até um valor critico em que
um monodominio € formado. Neste caso, a particula permanece espontaneamente
magnetizada em uma sé direcdo e apresenta estado de superparamagnetismo, salvo a
influéncia da temperatura (ESTELRICH et al., 2015). Em estado superparamagnético,
negligenciando o efeito de anisotropia de forma, a curva de magnetizagcdo em funcdo do
campo magnético apresenta campo coercivo e magnetizagdo remanescente nulos; ou seja,
ndo apresenta histerese magnética. Esta caracteristica apresenta grande vantagem em
aplicacdes biomeédicas, uma vez que as particulas perdem a magnetizacdo quando o
campo magnético é removido. Assim, é eliminada a principal forga motriz responsavel
pelo efeito de agregacdo, indesejavel para este tipo de aplicacdo. Além disso,
nanoparticulas superparamagnéticas sdo desejaveis para aplicacBes biomédicas em
virtude do efetivo controle de suas propriedades magnéticas, uma vez gque apresentam

forte resposta a aplicacdo de campo magnético externo (KOLHATKAR et al., 2013).

2.2.3.2 Diagnéstico por imagem (RMN e TC)

Nanoparticulas magnéticas promovem bons contrastes de imagem para
diagndstico por ressonancia magnética nuclear (RMN) e tomografia computadorizada
(TC), dadas suas propriedades magnéticas e estrutura cristalina, respectivamente. Nesta

secdo serdo detalhados os principios de imageamento pelas referidas técnicas.

I. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A técnica de espectroscopia por ressonancia magnética nuclear (RMN) permite a
obtencdo de imagens de tecidos com boa resolucdo. Os principios desta técnica foram
estabelecidos por Félix Bloch e Edward Mills Purcell, ao estudar o comportamento de
nacleos atémicos colocados em um campo magnético. Por tais pesquisas, esses
pesquisadores receberam, em 1952, o prémio Nobel de Fisica (BLOCH; PURCELL,
1952). Atualmente, essa técnica é amplamente empregada na Fisica e na Quimica, para o
estudo da dindmica dos 4&tomos e elucidacéo de estruturas moleculares. Na Medicina, no
entanto, o potencial das técnicas de RMN s6 comecou a delinear-se no inicio da década
de 1970, quando se observou que havia diferencas sistematicas nas propriedades de
relaxagdo nuclear dos tecidos normais, necrosados e tumorais. Tais diferencas podem ser
apreciadas claramente nas imagens processadas pela técnica de RMN (LAUTERBUR,
1973).

23



Para realizar o imageamento de um organismo, o paciente fica posicionado dentro
de um scanner de RMN, que forma um forte campo magnético em torno da area a ser
imageada, de maneira que 0 paciente passa a se comportar como um campo magnético
préprio, que responde a atuacdo do campo magnético externo. Neste campo magnético
préprio, os spins dos prétons sdo somados vetorialmente. Como essa magnetizacao é
direcionada ao longo do campo magnético externo, € denominada de magnetizacdo
longitudinal. No entanto, a forca magnética paralela ao campo magnético externo nao
pode ser medida. Somente uma magnetizacdo perpendicular a direcdo do campo
magnético pode ser medida, mediante a excitacao dos prétons; isto &, fornecendo energia
ao movimento precessional (de mudanca de eixo rotacional) dos prétons, a fim de que
procedam a mudanca da direcdo da magnetizacao gerada (LAUTERBUR, 1973).

No paciente submetido a um campo magnético externo, é emitida uma onda de
radiofrequéncia (RF) sintonizada; mais exatamente, uma onda intensa de curta duracao
(um pulso de radiofrequéncia). O objetivo dessa acdo € conseguir perturbar aqueles
prétons que se encontram precessando em direcdo ao campo magnético externo. Quando
a frequéncia de precessdo dos prdtons entra em ressondncia com o pulso de
radiofrequéncia, ocorrem dois efeitos: a magnetizacdo longitudinal (T1) e a magnetizacao
transversal (T2). Tudo isto resulta, como pode ser visto na Figura 8, em uma reducdo do
vetor da magnetizacdo longitudinal (no plano z, paralelo ao vetor externo de campo
magnético) e no crescimento de uma nova magnetizacdo transversal (no plano x,y). Em
resumo, o pulso de radiofrequéncia provoca um decréscimo na magnetizacédo longitudinal
e estabelece uma magnetizacdo transversal que se movimenta com a mesma frequéncia
de precessdo dos protons (MCROBBIE et al., 2007).

Uma vez que o pulso de radiofrequéncia é desligado, o sistema total que foi
perturbado retorna ao seu estado original de equilibrio. A nova magnetizagdo transversal
estabelecida comeca a desaparecer (0 processo é chamado de relaxacdo transversal),
enquanto a magnetizacdo longitudinal cresce ate recuperar a configuracao original (este
ultimo processo é chamado de relaxacdo longitudinal). Tal comportamento esté ilustrado
nas curvas de relaxacdo apresentadas na Figura 9. O tempo necessario para que a
magnetizacdo longitudinal recupere o estado inicial & descrito pelo tempo de relaxacao
longitudinal, ou tempo de relaxacdo spin-rede, chamado de T1. Ja a constante de tempo
que descreve a velocidade com que a magnetizacdo transversal diminui é chamada de

tempo de relaxacéo transversal, ou tempo de relaxagdo spin-spin, representado por T2.
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Sabe-se que T1 é aproximadamente entre 2-10 vezes maior que T2 (MCROBBIE et al.,
2007).

Figura 8. Pulso de radiofrequéncia emitido sob um préton alinhado a um campo

magnético externo que sofre efeito de magnetizacdo longitudinal (T1) e magnetizacao
transversal (T2).
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Fonte: Adaptado de MCROBBIE et al. (2007).
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Figura 9. Curvas de relaxacdo longitudinal (A) e transversal (B), obtidas apds remocao
do pulso de radiofrequéncia.

@ ®
magnetizacio r'r: : r;‘r ml_?l 30
longitudinal SVeIS:

ﬂl

.

e
o™

e
-

e
=
—_——

<o
L]

13 arn

Fonte: Adaptado de MCROBBIE et al. (2007).

Em resumo, na maioria das aplicagdes médicas &tomos de hidrogénio em tecidos
que contém moléculas de dgua criam um sinal que é processado para formar uma imagem.
Primeiro, a energia de um campo magnetico oscilante é aplicada temporariamente no

paciente na frequéncia de ressonancia apropriada. Os atomos de hidrogénio excitados
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emitem um sinal de radiofrequéncia, que € medido por uma bobina receptora. O sinal de
radio pode ser feito para codificar informag6es de posi¢éo, variando 0 campo magnético
principal, usando bobinas de gradiente. O contraste entre diferentes tecidos é determinado
pela taxa com que os atomos excitados retornam ao estado de equilibrio. Cada tecido
retorna ao seu estado de equilibrio apos a excitacdo pelos processos independentes de
relaxacéo longitudinal (T1) e transversal (T2). Agentes de contraste exdgenos podem ser
administrados por via intravenosa, oral ou intra-articular para intensificar a resposta e
melhorar a qualidade da imagem (MCROBBIE et al., 2007).

Os tempos de relaxacdo longitudinal (T1) e transversal (T2) dependem da
composicao e estrutura do tecido alvo e de sua proximidade com outros tecidos. O tempo
de relaxacéo tem relagdo com a transferéncia de energia térmica dos prétons excitados
com 0 meio em que se encontram. Se 0 meio € um liquido puro, ou simplesmente &gua, a
transferéncia de energia é dificultada pela alta velocidade de movimentacdo das pequenas
moléculas de agua. Os protons requerem um tempo maior para conseguir transferir a
energia para 0 meio e retornar ao estado de equilibrio. A magnetizacdo longitudinal
requer, entdo, um tempo mais longo para recuperar o valor inicial e isto significa que
liquidos puros e agua apresentam tempos de relaxacdo longitudinal T1 longos. O tempo
de relaxacdo T1 é mais curto quando se trata de tecidos corpdreos formados por liquidos
que contém moléculas de diversos tamanhos. Nestes meios, a energia térmica pode ser
transferida mais rapidamente, ja que as moléculas se movimentam e possuem campos
magnéticos com frequéncias préximas a frequéncia dos prétons excitados. Esta condigédo
ressonante é indispensavel para a transferéncia de energia. Ja a relaxacéo transversal é
produto da heterogeneidade presente nos campos magnéticos externo e interno
(MCROBBIE et al., 2007).

Como foi mencionado anteriormente, as moléculas de &gua se movimentam
rapidamente em meios liquidos e, assim, seus campos magnéticos mudam tambem
rapidamente, ndo deixando estabelecer grandes diferencas entre os campos magnéticos
em diferentes pontos. Nao havendo grandes diferencas nas intensidades do campo
magnético no meio, os prétons ficam precessando durante um tempo maior, em fase, 0
que faz com que o tempo de relaxacao transversal T2 seja também maior. Nos liquidos
que apresentam impurezas e grandes moléculas, existe uma grande variacdo na
intensidade dos campos magnéticos locais. As grandes moléculas se movimentam mais

lentamente, de forma que seus campos magnéticos ndo se eliminam tanto. A grande
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diferenca dos campos magnéticos locais gera, por sua vez, grandes diferencas nas
frequéncias de precessdo e, desta maneira, mais prétons deixam de apresentar coeréncia
de fase. Neste caso, o tempo de relaxacao transversal T2 tende a ser menor (MCROBBIE
et al., 2007).

Todos os processos descritos anteriormente influenciam a qualidade final da
imagem gerada no equipamento de RMN. A Figura 10 ilustra imagens obtidas em um
corte encefélico. Se na imagem obtida o liquido encéfalo-raquideano estiver mais escuro
do que as partes solidas, € obtida uma imagem mediada pelo pardmetro T1 (Figura 10-
A). Se o fluido estiver representado em uma cor branca, é obtida uma imagem mediada
pelo parametro T2 (Figura 10-B). O sinal proveniente da substancia cinzenta € maior que
0 proveniente da substancia branca pelo fato de que a massa cinzenta possui maior
quantidade de agua e, por consequéncia, um numero maior de prétons (MCROBBIE et
al., 2007).

Figura 10. Imagem de Ressonancia Magnética Nuclear gerada por medi¢do do parametro
T1 (A) e do parametro T2 (B).

Fonte: Adaptado de MCROBBIE et al. (2007).

A ressonancia magnética para imagens de estruturas anatdbmicas ou fluxo
sanguineo néo requer a adicdo de agentes de contraste, pois as propriedades variaveis dos
tecidos ou sangue proporcionam contrastes naturais. No entanto, para salientar tecidos
com caracteristicas similares sdo usados meios de contraste. Os agentes de contraste

intravenosos mais utilizados sdo baseados em quelatos de gadolinio. Essas substancias
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apresentam propriedades paramagnéticas que diminuem os tempos de relaxacdo nas
vizinhangas dos protons (RINCK, 2019).

Em geral, 0 uso desses agentes se mostra mais seguro do que o uso de agentes de
contraste iodados utilizados em radiografia ou tomografia computadorizada; no entanto,
ainda representam riscos a pacientes que sofrem de insuficiéncia renal grave (MURPHY;
BRUNBERG; COHAN, 1996). Neste contexto, as nanoparticulas inorganicas
superparamagnéticas figuram como interessantes agentes exdgenos de contraste
magnético, garantindo maior seguranca e melhor qualidade de imageamento (L1U; FAN,
2014).

I11. Tomografia computadorizada (TC) e microtomografia (microCT)

A descoberta dos raios X em 1895 pelo fisico alemdo Wilhelm Conrad Rdntgen
impulsionou o avanco da Fisica e o desenvolvimento de aplicagfes técnicas na rea da
radiacdo, radiologia e tomografia computadorizada (TC). Em 1916, o pesquisador
polonés Karol Mayer desenvolveu uma técnica precursora da tomografia classica,
permitindo imagens radiograficas sem sobreposi¢fes cardiacas (CIERNIAK, 2011).
Considerado o pai da tomografia, o fisico francés André Bocage em 1922 descreveu o
funcionamento de um equipamento que movia o emissor de raios X e o filme radiogréafico
simultaneamente (THOMAS, 2022). No entanto, foi a unido do computador com 0s raios
X uma das inovagdes mais importantes da segunda metade do século XX, o que
impulsionou o desenvolvimento dos exames tomogréficos. Na década de 1970,
pesquisadores criaram técnicas de reconstrucdo digital de imagens tomograficas,
revolucionando o diagnostico radioldgico. Em 1979, Cormack e Hounsfield receberam o
Nobel de Medicina pelo desenvolvimento da tomografia computadorizada (TC)
(KRAMME; HOFFMANN; POZQOS, 2011).

O desenvolvimento e a introducdo clinica da TC revolucionaram a pratica
contemporanea da medicina. Ao longo das décadas, os equipamentos de TC tém passado
por constante evolugédo, possibilitando a compreensdo e representacdo aprimoradas de
doencas, incluindo a medigdo da morfologia/estagio tumoral, reconhecimento de padrfes
patognomonicos de doencas em determinados 6rgdos, além do diagnostico precoce de
processos patologicos e o perfil fenotipico mais preciso (SAMELI; PELC, 2020). O sistema
de TC, como pode ser observado na Figura 11, consiste em uma fonte de raios X, um
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detector de raios X e uma poderosa unidade de processamento de dados para calcular,
exibir e analisar os resultados das medi¢des. Os principais componentes do tomdgrafo

~

Sao:

(i) Gantry: possui uma abertura central, para onde o paciente € movido durante o
exame. Este é o elemento principal do scanner de TC, em que se encontram o tubo de
raios X e o0 conjunto de detectores. Por intermédio do Gantry é possivel controlar a tensao
(kv) e corrente elétrica (mA) da ampola de raio X, além de permitir a interacdo dos
comandos do painel de controle com o sistema e botdes controladores da mesa do

tomografo;

(if) Mesa rotativa: pode ser movida para dentro ou para fora da Gantry ao longo
do eixo do corpo do paciente, assim como para cima ou para baixo. 1sso permite que o
paciente seja posicionado adequadamente, dependendo da parte do corpo que esta sendo
examinada (CIERNIAK, 2011).

Figura 11. Representacdo ilustrativa de um sistema TC e seus componentes (A e B) e

imagem abdominal obtida a partir de um escaneamento TC (C).
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Fonte: Adaptado de NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH e RADIOLOGYCAFE.

Durante a tomografia computadorizada, o tubo e o detector do scanner giram 360°
ao redor do paciente, emitindo radiacao ionizante para aquisi¢do das imagens. Diferentes
estruturas anatbmicas absorvem a radiagdo de maneira variavel, de acordo com sua

densidade. Os sinais capturados pelo detector sdo convertidos em imagens e transmitidos
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para um computador. Tecidos densos, como 0 0sso, absorvem mais radiacéo e aparecem
mais claros nas imagens, enquanto tecidos menos densos, como gordura e Orgaos
internos, absorvem menos radiacao e aparecem mais escuros (KRAMME; HOFFMANN;
POZOS, 2011). A evolucdo dos scanners de TC tem sido marcada por mudancas no

design dos subsistemas de projecédo do sistema de aquisi¢do de dados.

O design de cada geracdo de scanners de TC contém um dos trés sistemas basicos
de projecéo tubo-detector: (i) um sistema de projecdo utilizando um feixe paralelo de
radiacéo (sistema de feixe paralelo); (ii) um sistema utilizando um feixe de radiagdo em
forma de leque (sistema de feixe em leque) e (iii) um sistema utilizando um feixe de
radiacdo em forma de cone (sistema de feixe conico) (SAMEI; PELC, 2020).
Inicialmente, a TC era aplicada principalmente na area médica em imagiologia
diagnostica. No entanto, no final da década de 1970, sua utilizacdo se expandiu para o
campo industrial e a necessidade de obter imagens de alta resolu¢cdo em escalas
micromeétricas levou ao desenvolvimento de tomografos capazes de construir imagens

tridimensionais em proporgdes microestruturais.

Em 1980, o fisico Lee FeldKamp criou o primeiro microtomografo para avaliar
defeitos em estruturas automotivas (BOERCKEL et al., 2014). A microtomografia
computadorizada (microCT) baseia-se nos mesmos principios fundamentais da TC; no
entanto, possui uma capacidade de resolucdo extremamente alta e mantém uma
estabilidade adequada da energia maxima do tubo de raios X. A principal diferenca dessa
técnica reside no tamanho do foco do tubo de raios X, que varia de 100 a 0,1 micrémetros,
0 que viabiliza a obtencdo de informag6es mais detalhadas e precisas (L1 et al., 2008).
Atualmente, a microCT é uma técnica consolidada em pesquisas biomédicas envolvendo
tecidos mineralizados, dentes, ossos e em estudos morfoldgicos de tecidos moles
(utilizando contrastes), como figado e pulmao, obtidos por meio de bidpsias ou eutanasia
de pequenos roedores (ex vivo). A avaliacdo de modelos experimentais in vivo, como
pequenos roedores, requer a anestesia geral e contencdo do animal em um suporte
especifico para esse tipo de escaneamento (CIERNIAK, 2011; BEAUCAGE et al., 2016).

O equipamento de microCT é composto basicamente por um emissor microfocal
de raios X, um colimador, um suporte para a amostra e um detector de raios X, constituido
por um detector de cintilagdo e um dispositivo de carga acoplada (CCD) (BOERCKEL et
al., 2014), como pode ser observado na Figura 12. Em uma analise usual, os raios X séo
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produzidos pelo emissor microfocal de radiacdo, direcionados atraves de colimacao e
incidem sobre a amostra, em que ocorre a atenuacdo dos raios X (isso varia de acordo
com as propriedades de cada material presente na amostra). A radiagdo ndo atenuada
atravessa a amostra e chega ao detector de cintilacdo, onde é convertida em fétons de luz
visivel capturados pelo CCD, gerando um sinal eletrénico digitalizado que é enviado ao
computador para processamento. Cada pixel na imagem final corresponde a media de
absorcdo de fétons pelo detector de cintilacdo; durante a reconstrucdo tridimensional,
cada pixel se torna um voxel representando a profundidade na imagem microtomografica
(CLARK; BADEA, 2014; LI, H. et al., 2008).

Figura 12. Representacéo ilustrativa de um sistema microCT e seus componentes (A e
B) e imagens de cortes transversais através do corpo de um camundongo a partir de um

escaneamento microCT (C).
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Fonte: BRUKER e adaptado de BOERCKEL et al. (2014).

2.2.3.3 Tratamento por hipertermia magnética

Nanoparticulas magnéticas sdo materiais versateis para aplicacfes biomédicas,
devido a suas propriedades magnéticas peculiares. O regime superparamagnético destas
particulas imp6e uma dindmica magnética bastante lenta, que permite a recuperacao da

remanéncia do material de forma bem controlada, quando aplicado um campo magnético
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alternado de alta frequéncia. Nesta situacdo, as nanoparticulas magnéticas liberam
energia, promovendo um aumento de temperatura localizado. Este efeito € promissor para
o0 tratamento de tumores e € conhecido como hipertermia magnética (esquematizado na
Figura 13). O tratamento ¢é baseado no aquecimento localizado do tecido tumoral na faixa
de 41 a 45 °C, estimulado por um campo magnético alternado externo. Nessa faixa de
temperatura, o dano é reversivel em células sadias, mas ndo em células tumorais
(BROLLO et al., 2016).

Figura 13. Representacdo esquematica do tratamento de cancer por hipertermia
magnética, empregando nanoparticulas magnéticas: (a) introducao do fluido magnético
no tecido tumoral e (b) aplicacdo de campo magnético alternado para induzir o

aquecimento.
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Fonte: Adaptado de MCROBBIE et al. (2007).

A dindmica de resposta da particula durante a transformacéo da energia magnética
em calor, empregando um campo magnético alternado, é governada sobretudo por
flutuacOes térmicas que ocorrem na particula. O mecanismo de geracdo de calor por
particulas magnéticas pode ser atribuido a perdas por histerese ou relaxacao (de Neel ou
Brown). No caso de particulas superparamagnéticas, que ndo apresentam histerese na
curva de magnetizacdo, 0 mecanismo ocorre por relaxagdo. A liberagcdo de calor por
relaxacdo de Neel estd relacionada a rapida mudanca de direcdo dos momentos
magnéticos referente a estrutura cristalina do material, enquanto a liberacéo de calor por
relaxacéo de Brown esté relacionada ao atrito gerado pela rotagéo fisica das particulas no

meio em que se encontram. Ou seja, um mecanismo se refere a dindmica interna da
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particula, enquanto o outro mecanismo se refere a dindmica externa (KUMAR,;
MOHAMMAD, 2011).

A eficiéncia do material para gerar calor por inducdo de campo magnético
alternado é medida em termos de perda especifica de poténcia (SLP - specific loss power),
também conhecida pela notacdo de taxa de absorcéo especifica (SAR - specific absorption
rate). Essa grandeza pode ser definida como a poténcia gerada pela nanoparticula,
normalizada pela massa de nanoparticula. Em outras palavras, é a medida direta da taxa

de aguecimento que a nanoparticula é capaz de fornecer (DIAS, 2014).

Para fins clinicos, sdo desejadas nanoparticulas que resultem em elevados valores
de SLP, possibilitando a administracdo de menores quantidades de material para uma
mesma condicdo terapéutica, minimizando possiveis efeitos colaterais relacionados ao
excesso de nanoparticulas no organismo do paciente. Geralmente, o valor de SLP €
dependente de parametros como estrutura da particula (tamanho, forma e arranjo
cristalino), propriedades magnéticas da particula (anisotropia magnética e temperatura de
magnetizacdo) e condi¢bes do campo magnético alternado (amplitude e frequéncia)
(KUMAR; MOHAMMAD, 2011). Muitos destes parametros podem ser controlados, seja
na sintese da particula magnética ou no momento de aplicagdo do campo magnético.
Aliando o anseio por elevadas taxas de aguecimento com a necessidade de evitar prejuizos
a saude do paciente, a escolha dos parametros de campo magnético alternado para
hipertermia pode ser otimizada, se o produto entre a amplitude e frequéncia nao exceder
5x 10° Am* s (HERGT; DUTZ, 2007).

Esforcos recentes tém sido feitos para comprovar que a técnica de hipertermia
magnética intracelular constitui um método terapéutico viavel, controlavel e ndo invasivo
e que, portanto, pode ser consolidado como tratamento para condi¢cdes patoldgicas
humanas (BLANCO-ANDUJAR et al., 2016). As nanoparticulas superparamagnéticas de
oxido de ferro j& sdo aprovadas para testes em humanos e existe um protétipo dedicado a
testes clinicos de tratamento de cancer por hipertermia magnética, localizado em Berlin
(JORDAN et al., 2001). A MagForce Nanotechnologies AG € a Unica empresa que utiliza
nanoparticulas de 6xido de ferro para tratamento de tumores por hipertermia magnética
em humanos, apresentando ensaios clinicos em estagio avancado. O primeiro teste clinico
foi apresentado por JOHANNSEN et al. (2005), abordando o tratamento de cancer de

prostata de maneira promissora.
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2.3 Revisao da Literatura

A presente secdo encontra-se subdividida em trés grandes areas: (i) polimeros
fluorescentes e curcuminoides; (ii) nanoparticulas fluorescentes e magnéticas; e (iii)
teranostico com nanoparticulas superparamagneticas de 6xido de ferro. A estratégia de
revisao segmentada é necessaria para avaliar na integridade as lacunas da literatura ao
redor do tema da tese, dadas as multiplas composicGes e aplicacBes que envolvem 0s

nanossistemas desenvolvidos neste trabalho.

2.3.1 Polimeros fluorescentes e curcuminoides

A Tabela 1 retine um conjunto de trabalhos recentes que apresentam estruturas
poliméricas de diferentes naturezas contendo curcumina/curcuminoides em sua
composicdo. Tais materiais podem ser obtidos por diferentes metodologias, resultando
em estruturas com morfologias distintas. S8o também sugeridas diferentes aplicacfes

para 0s materiais descritos.

MISHRA e DASWAL (2005) empregaram curcumina como fotoiniciador da
copolimerizagdo de estireno com metacrilato de metila, via polimerizagéo por radicais
livres. A polimerizagdo ocorreu em fotorreator irradiado com luz UV (253 nm, lampadas
de 8W a 10 cm da mistura reacional) e mantido a 30 °C por 7 h. Apesar da baixa
conversdo (inferior a 5,0 %), foi confirmada a formacdo do copolimero. Os autores
propuseram um mecanismo de copolimerizagdo envolvendo iniciagcdo por hidrogénio

radicalar proveniente da fotodegradacéo da curcumina.

BISHT et al. (2007) encapsularam nanocristais de curcumina em agregados
poliméricos micelares de copolimeros compostos por N-isopropilacrilamida (NIPAAmM)
com N-vinil-2-pirrolidona (VP) e poli(etilenoglicol)monoacrilato (PEG-A). A
copolimerizacdo dos agregados micelares dos monémeros anfifilicos foi realizada pelo
processo de polimerizacdo via radicais livres. As nanoparticulas poliméricas obtidas
foram carregadas com a curcumina, por simples processo de dispersdo de ambos em
solvente, seguido por liofilizagdo. A nanocurcumina mostrou eficécia terapéutica in vitro
contra linhagem celular de cancer pancredtico humano, confirmando o potencial

antitumoral da biomolécula.
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Tabela 1. Revisdo da literatura de trabalhos envolvendo polimeros e curcumina.

Titulo

Estrutura e composicao

Referéncia

Improving antimicrobial activity against endodontic biofilm after exposure
to blue light-activated novel curcumin nanoparticle

Amphiphilic polymeric nanoparticles encapsulating curcumin: Antioxidant,
anti-inflammatory and biocompatibility studies

Nanosuspension-based dissolving microneedle arrays for intradermal
delivery of curcumin

PMMA@SCNC composite microspheres prepared from pickering emulsion
template as curcumin delivery carriers

Curcumin as fluorescent probe for directly monitoring in vitro uptake of
curcumin combined paclitaxel loaded PLA-TPGS nanoparticles

Electrospun  polylactide-based materials for curcumin release:

Photostability, antimicrobial activity, and anticoagulant effect

PNIPAAM-MAA nanoparticles as delivery vehicles for curcumin against
MCF-7 breast cancer cells

Encapsulation of Curcumin and Curcumin Derivative in Polymeric
Nanospheres

Polymeric nanoparticle-encapsulated curcumin (*nanocurcumin®): a novel
strategy for human cancer therapy

Curcumin, a novel natural photoinitiator for the copolymerization of
styrene and methylmethacrylate

Curcumina encapsulada em NPs poliméricas de PLGA

NPs poliméricas carregadas com curcumina baseadas
em um sistema terpolimero de natureza anfifilica

Microagulhas de PVA
nanossuspensdo de curcumina

carregadas com

Microesferas de PMMA-curcumina recobertas por
nanocristais de celulose

Nanoparticulas de PLA-TPGS co-carreadoras de
curcumina e paclitaxel

Microfibras de PLA, PVP e PEG carregadas com
curcumina

Nanoparticulas de PNIPAAM-MAA carreadoras de
curcumina

Nanoesferas de P(MMA-HEMA) contendo curcumina
e derivado sintético

Nanocristais de curcumina encapsulados em
agregados poliméricos de NIPAAm, VP e PEG

Ndo se aplica (curcumina
fotoiniciador da polimerizacéao)

empregada como

(MINHACO et al., 2023)

(PONTES-QUERO et al., 2021)

(ABDELGHANY et al., 2019)

(LIU et al., 2018)

(NGUYEN et al., 2016)

(YAKUB et al., 2016)

(ZEIGHAMIAN et al., 2016)

(SOBH et al., 2015)

(BISHT et al., 2007)

(MISHRA; DASWAL, 2005)
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Moléculas de curcumina e derivado sintético do fluoroforo foram encapsuladas
em nanoesferas de poli(metacrilato de metila (MMA)/2-hidroxietilmetacrilato (HEMA)
por SOBH et al. (2015). Neste trabalho, a curcumina foi modificada estruturalmente,
resultando em um derivado sintético soltvel em meio aquoso. A curcumina, assim como
o derivado sintético, foi encapsulada no copolimero, empregando a metodologia de
polimerizagdo por microemulsdo. A emulsdo foi composta pelos mondmeros (fase
dispersa) em &gua (fase continua). Os polimeros pré-formados polivinilpirrolidona (PVP)
e polietilenoglicol (PEG) foram empregados, respectivamente, como emulsificante do
sistema heterogéneo e estabilizante do curcuminoide. Ensaios de liberagcdo in vitro
apontaram 0s nanossistemas como promissores para aplicacOes terapéuticas, como

tratamento de cancer.

ZEIGHAMIAN et al. (2016) examinaram o potencial citotoxico da curcumina
encapsulada em nanoparticula de poli[(N-isopropilacrilamida)-CO-(acido metacrilico)]
(PNIPAAM-MAA), na linhagem celular de cancer de mama MCF-7. Neste trabalho, o
copolimero foi sintetizado, via polimerizacdo em solucéo, empregando 1,4-dioxina como
solvente, peroxido de benzoila como iniciador e bisacrilamida como agente reticulante.
O copolimero obtido foi precipitado como nanoparticulas, apds verter a solucao reacional
em hexano. A incorporacao de curcumina foi realizada por adicdo do ativo, solubilizado
em cloroférmio, nas nanoparticulas poliméricas pré-formadas, seguida de evaporacédo do
solvente. A avaliagdo dos resultados mostrou que a curcumina exerce mais efeito
citotoxico na linhagem de células MCF-7, quando em interacdo com as nanoparticulas de
NIPAAM-MAA.

YAKUB et al. (2016) prepararam microfibras de acido polilatico (PLA), PVP e
PEG carregadas com curcumina, empregando o método de eletrofiacdo. Foi utilizado
diclorometano para solubilizar os polimeros pré-formados e dimetil sulfoxido para
solubilizar a curcumina. A incorporacao de curcumina nas fibras contribuiu para proteger
a curcumina de fotodegradacdo, além de incrementar a resisténcia térmica e mecénica das
fibras. A exposicdo das fibras a radia¢do indicou que a matriz polimérica exerceu um
efeito significativo na fotoestabilidade da curcumina. No caso dos polimeros que sédo
capazes de formar ligac6es de hidrogénio com a curcumina, como PEG e PVP, a liberagéo
da biomolécula foi facilitada pela formagdo de complexos hidrossolaveis.
Complementarmente, a taxa de liberagc&o de curcumina foi avaliada, validando o potencial

uso médico do material, que apresentou atividade antibacteriana e anticoagulante.
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Nanoparticulas poliméricas contendo curcumina foram obtidas por NGUYEN et
al. (2016), preparadas por emulsificacdo seguida de evaporacdo de solvente. Neste
trabalho, a fase continua foi composta por 4gua, contendo o copolimero poli(lactideo)-D-
a-tocoferil-succinato de polietilenoglicol (PLA-TPGS) solubilizado, enquanto a fase
organica foi composta por diclorometano, empregado como agente solubilizante da
curcumina e do farmaco paclitaxel. O sistema composto por ambas as fases foi submetido
a agitacdo durante 24 h. A emulsdo obtida foi submetida a procedimento de evaporagéo
de solvente, garantindo a obtencéo de nanoparticulas poliméricas contendo o fluoréforo
e o farmaco antitumoral. A captacéo celular e as atividades fluorescentes da curcumina
nesses sistemas também foram testadas por estudos de bioensaio (internalizagdo em
células e em organoides celulares), mostrando que a nanoparticula multifuncional obtida

constitui um sistema potencial para teranostico tumoral.

LIU et al. (2018) prepararam microesferas de PMMA com curcumina. A
metodologia empregada aplicou os principios de emulsdo pickering®, utilizando
nanocristais de celulose como agente estabilizador da emulsdo. A fase oleosa do meio
reacional foi composta por PMMA, pré-formado e solubilizado em diclorometano na
presenca de curcumina. A emulsdo foi obtida por agitacdo manual e as microesferas foram
precipitadas via evaporacdo de solvente. As microesferas de PMMA-curcumina
recobertas por nanocristais de celulose apresentaram boa fotoestabilidade. O trabalho
apresentou, portanto, uma rota efetiva para a producéo de nova microesfera biofuncional,

como potencial carreadora de compostos bioativos.

ABDELGHANY et al. (2019) produziram microagulhas de poli(alcool vinilico)
(PVA) carregadas com nanossuspensao de curcumina. A nanossuspensao foi preparada
via método de nanoprecipitacdo. As nanoparticulas de curcumina foram ressuspendidas
em agua e PVA foi adicionado ao sistema. A mistura foi vertida em molde para confeccéao
das microagulhas sob centrifugacdo. As microagulhas obtidas foram submetidas a ensaios
de dissolucdo in vitro, mostrando que apds a nanoprecipitacdo a curcumina é solubilizada
significativamente mais rapido. Portanto, o sistema desenvolvido e estudado sugere a

distribuicdo de curcumina no organismo via intradérmica como alternativa viavel.

SEmulséo pickering (pickering emulsion) é uma emulsdo que é estabilizada por particulas sélidas que se adsorvem na
interface entre as duas fases (LIU et al., 2018).
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PONTES-QUERO et al. (2021) projetaram nanoparticulas carregadas com
curcumina baseadas em um sistema terpolimero de natureza anfifilica (baseado em
metacrilato de a-tocoferol, 1-vinil-2-pirrolidona e N-vinilcaprolactama), visando a
liberacdo controlada da curcumina no tratamento de doencas relacionadas a inflamacéo e
ao estresse oxidativo. O potencial anti-inflamatdrio desses nanossistema foi indicado pela
reducdo de diferentes fatores pro-inflamatorios em células RAW 264.7 e a
biocompatibilidade in vivo foi confirmada em um modelo de rato por meio da injecdo

subcutanea das dispersdes de nanoparticulas.

Além das propriedades fluorescentes da curcumina, muitos trabalhos também
abordam a utilizacdo deste corante como fotossensibilizador em terapia fotodinamica
(TFD), devido a capacidade de geracdo espécies reativas de oxigénio (EROs). A TFD é
uma modalidade de tratamento baseada na fotoativacdo de um fotossensibilizador com
luz de comprimento de onda adequado, induzindo a geracdo de espécies citotdxicas em
locais infecciosos. MINHACO et al. (2023) realizaram o encapsulamento da curcumina
em nanoparticulas poliméricas, a fim de impedir a degradacdo deste corante em meio
bioldgico, utilizaram poli(acido latico-co-acido glicolico) (PLGA) como polimero.
Visando a aplicagio em TFD, o nanossistema obtido foi testado em biofilmes

endodénticos e apresentaram uma atividade antimicrobiana efetiva.

Como pdde ser observado nos trabalhos expostos, as metodologias empregadas
consistem na utilizacdo de polimeros pré-formados ou sintetizados previamente a
interacdo com a curcumina. Todos os trabalhos que envolvem associa¢do da curcumina
ao polimero empregaram o principio de impregnacdo da matriz polimérica com a
biomolécula. Sendo assim, sera avaliada no presente trabalho a influéncia da curcumina

no mecanismo e cinética de polimerizacgdo via radicais livres, quando introduzida in situ.

2.3.2 Nanoparticulas fluorescentes e magnéticas

Trabalhos recentes associam nanoparticulas magnéticas (NPMs) a polimeros e
curcumina, como opcdes de diagndstico, tratamento ou teranodstico. A Tabela 2 reine os
trabalhos mais relevantes na area, em que os nanossistemas séo direcionados a aplicagdes
em saude, preferencialmente no campo da oncologia. Sdo apresentados a seguir trabalhos
gue combinam curcumina com NPMs e/ou polimeros, sem que necessariamente 0s trés

elementos estejam presentes, como detalhados a seguir.
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Tabela 2. Revisédo da literatura de trabalhos envolvendo nanoparticulas fluorescentes e magnéticas.

Titulo

Estrutura e composicao

Referéncia

Folic Acid-Conjugated Iron Oxide Magnetic Nanoparticles Based on
Bovine Serum Albumin (BSA) for Targeted Delivery of Curcumin to
Suppress Liver Cancer Cells

Curcuminoids-conjugated multicore magnetic nanoparticles: Design and
characterization of a potential theranostic nanoplatform

Long-term biodistribution and toxicity of curcumin capped iron oxide
nanoparticles after single-dose administration in mice

Enhancing the anti-gastric cancer activity of curcumin with biocompatible
and pH sensitive PMMA-AA/ZnO nanopatrticles.

Biocompatible curcumin loaded PMMA-PEG/ZnO nanocomposite induce
apoptosis and cytotoxicity in human gastric cancer cells.

Biocompatible and fluorescent superparamagnetic iron oxide nanoparticles
with superior magnetic properties coated with charged polysaccharide
derivatives.

Curcumin-conjugated magnetic nanoparticles for detecting amyloid
plaques in Alzheimer’s disease mice using magnetic resonance imaging
(MRI).

Nanoparticulas de oxido de ferro, recobertas com BSA,
contendo curcumina e acido folico

Nanoparticulas de oxido de ferro, recobertas por extrato
de curcuma, encapsuladas em silica (Fe3O4-Cur@SiO,)

Nanoparticulas de oxido de ferro encapsuladas em
curcumina (Cur-IONPs)

Nanoparticulas de ZnO carregadas com curcumina
encapsuladas com copolimero PMMA-AA (Cur/PMMA-
AA/ZnO NPs)

Bionanocomposito de PMMA-PEG/ZnO carregado com
curcumina

Nanoparticulas de 6xido de ferro superparamagnéticas
biocompativeis com curcumina incorporada (SPION-
CCh) e revestidas com camada ultrafina de conjugado
acido hialurénico-curcumina (SPION-CCh/HA-Cur)

Oxido de ferro superparamagnético (SPIO) conjugado
com curcumina Cur-MNPs

(FELENJI et al., 2022)

(SANTOS et al., 2021)

(ELBIALY;
ABOUSHOUSHAH;
ALSHAMMARI, 2019)

(DHIVYA et al., 2018)

(DHIVYA et al., 2017)

(LACHOWICZ et al., 2017)

(CHENG et al., 2015)
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CHENG et al. (2015) sugeriram a substituicdo de técnicas diagndsticas por
imagem, que empregam radioatividade, por técnicas de RMN baseadas em nanossistemas
magnéticos. Curcumina, associada a nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro e
recobertas pelo copolimero em bloco PEG-PLA e pelo homopolimero PVP foi avaliada
quanto a especificidade em relacdo a placas amiloides. Os resultados mostraram que 0s
nanossistemas tém potencial para o diagndstico ndo invasivo da doenca de Alzheimer,

empregando a técnica de RMN.

Nanossistemas compostos por nanoparticulas de Fes3Os encapsuladas em
quitosana foram preparados por HUONG et al. (2016), contendo elevado teor de
curcumina. Os nanossistemas apresentaram elevada capacidade de internalizacéo celular,
que foi incrementada, para o tecido tumoral, pela associacao de acido folico na superficie
do nanomaterial. Além disso, o nanossistema apresentou a capacidade de aquecimento
por inducdo magnética, tornando possivel inativar as células cancerigenas por
hipertermia. Assim, o sistema serviu como uma combinacdo apropriada de tratamento

quimioterapico, intermediado por curcumina, e de hipertermia magnética.

LACHOWICZ et al. (2017) relataram a fabricagdo de novos compostos
magnéticos e fluorescentes a base de nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido de
ferro revestidos com derivado do biopolimero &cido hialurénico, contendo curcumina
como marcador fluorescente. No trabalho, foi avaliada a insercdo da curcumina embutida
no nucleo da nanoparticula, bem como associada a superficie do revestimento polimérico.
Ambos os sistemas apresentaram propriedades magnéticas compativeis; no entanto, a
fluorescéncia foi mais pronunciada para o sistema em que o fluor6foro revestiu a
particula. Os sistemas ndo apresentaram citotoxicidade a células epiteliais, além de terem
apresentado facil penetracdo celular. As nanoparticulas desenvolvidas se mostraram
candidatas promissoras para diagndsticos, tanto por ressonancia, quanto por

fluorescéncia.

Com o objetivo de aumentar a biodisponibilidade e eficacia da curcumina para o
combate ao cancer, DHIVYA et al. (2017, 2018) desenvolveram nanocompositos de
P(MMA-co-EG)/ZnO e P(MMA-co-AA)/ZnO carregados com curcumina insoltvel. O
nucleo de ZnO foi escolhido por ser estavel e ndo apresentar toxicidade em pH 7, mas
solubilizar rapidamente em pH inferior a 6, favorecendo a liberagdo de farmacos em

tumores, além de apresentar incremento de toxicidade quando decomposto em ions Zn?*.
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Estes estudos mostraram o potencial clinico dos nanossistemas que contém curcumina

para a inducdo da apoptose de células cancerigenas.

ELBIALY et al., (2019) avaliaram a toxicidade e biodistribuicdo de
nanoparticulas de oxido de ferro recobertas por curcumina em ensaio in vivo. Os
resultados mostraram que as nanoparticulas recobertas pelo fluoréforo foram absorvidas
principalmente pelo figado e baco. No entanto, também foi observado acumulo
significativo no cérebro, em fungcdo de uma penetracdo bem-sucedida pela barreira
hematoencefélica. Por fim, foi concluido que a nanoplataforma pode ser considerada

suficientemente segura para fins diagndsticos e terapéuticos.

SANTOS et al. (2021) desenvolveram um nanossistema magnético carreador de
curcuminoides encapsulado em silica. Neste, o extrato de curcuma foi adsorvido em
nanoparticulas de magnetita e posteriormente foi realizada a etapa de encapsulamento em
silica, resultando em um nanossistema com mdltiplos nicleos magnéticos. As
propriedades magnéticas e fluorescentes foram confirmadas, mostrando potencial

bimodal para rastreamento celular, além de aplicacfes teranosticas.

Considerando as interaces bioldgicas e a estratégia de entrega sitio-dirigida,
FELENJI et al. (2022) desenvolveram nanoparticulas magnéticas recobertas com BSA,
como carreadora de curcumina, contendo acido félico para conferir seletividade tumoral.
Os resultados da internalizacdo celular da nanoestrutura mostraram que as células
hepéticas internalizam de forma eficiente as nanoestruturas. Também mostraram que 0
tratamento com esta nanoestrutura reduziu a sobrevivéncia celular e induziu a apoptose

em células cancerigenas HepG2.

2.3.3 Teranostico com nanoparticulas superparamagnéticas de oxido de ferro

A area de terandstico tem despertado grande interesse na comunidade cientifica
nos Ultimos anos, devido a capacidade de combinar terapia e diagnéstico em uma
abordagem integrada, além da possibilidade de tratamento personalizado, direcionado e
monitorado de forma ndo invasiva. Entre as diversas estratégias empregadas para
teranéstico, o uso de nanoparticulas superparamagnéticas de oxido de ferro (do inglés
superparamagnetic iron oxide nanoparticles - SPIONs) tem se destacado como uma
alternativa promissora. Estas particulas em nanoescala possibilitam, em uma mesma

aplicacdo, o diagnostico por imagem (RMN ou TC) e o tratamento por hipertermia
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magnética. Para detalhar o0s avangcos em teranOstica com nanoparticulas
superparamagnéticas, foi realizada uma busca sistematica (no periodo de 1945-2023) na
base de dados Web of Science (Tabela 3), com destaque para estudos clinicos. Vale
destacar que esta area apresenta muitos trabalhos in vitro, embora apresente poucos

avancos ainda no cenario médico.

Tabela 3. Reviséo da literatura de trabalhos envolvendo terandstico empregando SPION.

N° de documentos N° de documentos

Busca Estratégia de busca encontrados vélidos

Magnetic hyperthermia (Title)

1 AND clinical (Title) 21 10

) SPION (Title) AND diagnostic 12 6
imaging (All Fields)

3 SPION (Title) AND tomography 5 0
(All Fields)

TOTAL 44 16

Nota: Base de dados Web of Science, acessada em 25 de junho de 2023.

A busca sistematica sumarizada da Tabela 3 resultou em 44 documentos, dos quais
foram eliminados 28 artigos, segundo os seguintes critérios de exclusdo: foco apenas na
sintese das nanoparticulas (7 artigos), foco em validacdo de equipamentos (3 artigos),
foco em modelagem computacional (3 artigos), ndo apresentar estudo in vivo (5 artigos),
ser artigo de revisao (9 artigos) e aparecer duplicado na busca (1 artigo). Dos 16 artigos
validos, 6 destacam o diagnodstico por RMN, 7 apresentam ensaios pré-clinicos de
tratamento por hipertermia magnética em modelo animal, 1 apresenta ensaios clinicos em
humanos e 2 avaliam tanto diagndstico quanto tratamento (terandstico). Os estudos mais

relevantes (7 artigos) foram agrupados na Tabela 4 e detalhados nos paragrafos seguintes.

Um dos primeiros estudos clinicos foi realizado por OLESON; HEUSINKVELD;
MANNING (1983), em que foi aplicado um protocolo de inducdo de hipertermia
magnética em 31 pacientes, empregando um eletrodo cilindrico de raio de 24,5 cm e
frequéncia de 13,56 MHz. Tal protocolo foi realizado em combinacdo com radioterapia.
Os dados mostraram auséncia de toxicidade aguda, relatada apenas em dois dos pacientes,
que apresentaram bolhas cutaneas. Contudo, este estudo relata dificuldade em avaliar a
eficiéncia do tratamento, devido a curta sobrevida dos pacientes, que se encontravam no

estagio terminal da doenca.
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Tabela 4. Reviséo da literatura de trabalhos envolvendo terandstico clinico com nanoparticulas superparamagnéticas.

Titulo Tipo de cancer Referéncia

Comprehensive understanding of magnetic hyperthermia for improving antitumor therapeutic efficacy Varios tipos tumorais LIU et al. (2020)
Effi fety of intrat Ith th i tic iron-oxi ticl i .

f icacy and safety o |r'1 ratumora ermo ergpy using magn'e ic iron-oxide r.wanopar icles combined Glioblastoma MAIER-HAUFF et al. (2011)
with external beam radiotherapy on patients with recurrent glioblastoma multiforme
Magnetic nanoparticle hyperthermia for prostate cancer Cancer de prostata JOHANNSEN et al. (2010)
Morbidity and quality of life during thermotherapy using magnetic nanoparticles in locally recurrent R ]

Ity q_“ Ity of life during . py_u g magnet parti ! yrec Cancer de prostata JOHANNSEN et al. (2007)

prostate cancer: Results of a prospective phase I trial
Intracranial thermotherapy using magnetic nanoparticles combined with external beam radiotherapy: Glioblastoma MAIER-HAUFF et al. (2007)

Results of a feasibility study on patients with glioblastoma multiforme

Magnetic nanoparticles for interstitial thermotherapy — feasibility, tolerance and achieved Varios tipos tumorais e

WUST etal. (2
temperatures. foco de cancer de prostata UST etal. (2006)

OLESON; HEUSINKVELD;

Hyperthermia by magnetic induction .2. Clinical experience with concentric electrodes Varios tipos tumorais
yp ia by magnetic inducti ini Xperi wi i ios tipos tu i MANNING (1983)
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Mais recentemente, foi comprovado que a hipertermia magnética intracelular
constitui um método terapéutico viavel, controlavel e ndo invasivo e que, portanto, pode
ser consolidado como tratamento para condi¢Bes patoldgicas humanas. Atualmente, a
MagForce Nanotechnologies AG (Alemanha) € a Unica empresa que utiliza
nanoparticulas de oOxido de ferro para tratamento de tumores por hipertermia,
apresentando ensaios clinicos em fase avancada. O fluido magnético MFL AS
(NanoTherm®, MagForce) consiste em nanoparticulas de Oxido de ferro
superparamagnéticas dispersas em agua com uma concentracdo de ferro de 112 mg/mL.
O fluido magnético € espalhado uniformemente no tumor e, para o tratamento, é aplicado
um campo magnético de 100 kHz, com intensidade variavel de 0-18 kA/m, gerada no
equipamento MFH 300F (LIU et al., 2020).

Em 2007, foi realizada uma pesquisa em 14 pacientes com glioblastoma (2 com
tumores primarios e 12 com recorréncias), usando uma injecdao lenta neuroguiada de
fluido magnético. Além disso, usando um processo chamado de andlise post-instalacéo,
a MagForce gerou um método para analisar a temperatura intratumoral, instalando um
cateter de termometria diretamente no tumor, apds a injecdo das nanoparticulas,
permitindo assim acompanhar o incremento de temperatura, atingindo uma maxima
intratumoral de 44,6 °C (MAIER-HAUFF et al., 2007). Em um estudo maior de fase Il
envolvendo 59 pacientes com glioblastoma recorrente, a radioterapia combinada com
hipertermia magnética resultou em uma sobrevida global significativamente prolongada
apos o diagndstico de recorréncia do tumor, quando comparado com um grupo de controle
(MAIER-HAUFF et al., 2011). Na Europa, essas descobertas levaram a aprovacdo pela
European Medicines Agency (EMA) de um produto a base de NPMs (NanoTherm® AS1,
MagForce) para aplicacdo da hipertermia magnética em combinacdo com radioterapia

em pacientes com glioblastoma recorrente.

Esta abordagem foi relatada, além do glioblastoma, para tratamento de tumores
residuais de prdstata, cérvice uterina e sarcoma de tecidos moles. A administracdo de
fluido magnético foi guiada por exame de imagem (tomografia computadorizada,
ultrassonografia ou fluoroscopia guiada por raios X) ou, quando isso néo foi possivel,
uma injecéo intraoperatoria sob visdo controlada. Foi mostrada assim a seguranca e baixa
toxicidade do protocolo aplicado em mais tipos tumorais, além do glioblastoma. Contudo,
ndo ha relato da eficiéncia do processo nestes casos, provavelmente devido ao estagio

avancado da doenca, tratando-se de recidivas, precedentemente tratadas com outros
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procedimentos (WUST et al., 2006). O mesmo protocolo foi aplicado para tratamento de
cancer de prostata em dez pacientes, em que o fluido magnético foi injetado
transperinealmente sob ultrassom transretal e fluoroscopia guiada. Neste caso, a
termometria foi realizada invasivamente, relatando permanéncia das particulas apos 6
semanas (implicando a necessidade de apenas uma dose de particulas) e temperaturas
intratumorais médias de 40,1 °C. Declinios do antigeno prostatico especifico (PSA) foram
observados em oito pacientes (JOHANNSEN et al., 2007).

Em um estudo de revisao da literatura, JOHANNSEN et al. (2010) relataram que
0 aguecimento intersticial usando nanoparticulas magnéticas € viavel em pacientes com
cancer de prostata, sendo que a toxicidade relacionada ao tratamento pode ser considerada
moderada e a qualidade de vida é prejudicada apenas temporariamente. No entanto, o
desconforto em campos magnéticos mais fortes e a distribuicdo irregular de calor
intratumoral sdo os fatores limitantes desta técnica. Em contraste, a deposi¢do de
nanoparticulas nas prostatas é altamente durdvel. Desde entdo, os estudos clinicos do
NanoTherm® para terandstico em cancer de prdstata estdo avancando. Em 2019, a
MagForce USA Inc. relatou a concluséo da primeira etapa de seu principal estudo clinico
nos EUA para a ablacdo focal de cancer de prostata de risco intermediério, relatando a
validac&o de um procedimento clinico padronizado pelo qual o NanoTherm® é colocado
em um volume clinico (CTV) de menos de 2 a 4 cm® de volume na prostata humana,
fornecendo uma terapia de ablacdo focal para o cancer de préstata (MagForce AG
Publishes).

Dado o exposto, as estratégias encontradas na literatura consideram a
possibilidade de liberacdo da curcumina, apds introducdo do nanossistema no organismo.
No entanto, seria relevante o desenvolvimento de um nanossistema em que a curcumina
estivesse acoplada a nanoparticula magnética sem possibilidade de liberacdo, garantindo
a obtencdo de uma nanoparticula bimodal estavel, magnética e fluorescente. Neste
contexto, a proposta do presente trabalho foi desenvolver um sistema a base de
nanoparticulas magnéticas e fluorescentes. A estratégia consiste no encapsulamento de
nanoparticulas magnéticas em nanoparticulas poliméricas contendo extrato de circuma a
partir de uma abordagem inédita, em que a curcumina, a partir do extrato, sera
incorporada no mondmero junto com as nanoparticulas magnéticas, compondo a fase

dispersa na polimerizagédo por miniemulséo direta.
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3 CAPITULO llI
Desenvolvimento de Material Polimérico
Fluorescente Contendo Extrato de Curcuma

Quem espera que a vida
Seja feita de iluséo

Pode até ficar maluco
Ou morrer na solidao

E preciso ter cuidado
Pra mais tarde néo sofrer
E preciso saber viver

Toda pedra do caminho
Vocé pode retirar

Numa flor que tem espinhos
Vocé pode se arranhar

Se 0 bem e 0 mal existem
Vocé pode escolher

E preciso saber viver

E preciso saber viver
E preciso saber viver
E preciso saber viver
Saber viver, saber viver!

Quem espera que a vida
Seja feita de iluséo

Pode até ficar maluco
Ou morrer na solidao

E preciso ter cuidado
Pra mais tarde néo sofrer
E preciso saber viver

Toda pedra do caminho
Vocé pode retirar

Numa flor que tem espinhos
Vocé pode se arranhar

Se 0 bem e 0 mal existem
Vocé pode escolher

E preciso saber viver

E preciso saber viver
E preciso saber viver
E preciso saber viver
Saber viver, saber viver!

E Preciso Saber Viver (Erasmo Carlos e Roberto Carlos)
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3.1 Contextualizagéo

Nos ultimos anos, a comunidade cientifica tem investigado cada vez mais 0 uso
de compostos naturais para aplicaces biomédicas (KOPARDE; DOIJAD; MAGDUM,
2019). Isso € corroborado pelo fato de que compostos quimicos derivados de fontes
naturais (plantas, animais ou microrganismos) podem apresentar atividades bioldgicas e
medicinais (JI; LI; ZHANG, 2009). Consequentemente, compostos naturais Sao
potenciais alvos de pesquisa para o desenvolvimento de novos farmacos e novas terapias
biomédicas (THOMFORD et al., 2018; AUDELO, et al., 2019). Particularmente,
fluoréforos sintéticos e naturais sdo compostos versateis que podem ser usados para a
fabricacao de dispositivos de deteccdo baseados em fluorescéncia (MERIAN et al., 2012;
ZHANG et al., 2017).

Entre os inmeros compostos naturais, a curcumina se destaca por suas atividades
antioxidante, anti-inflamatdria, antiviral, antimicrobiana e antitumoral, sendo
considerada um fluoréforo natural. A curcumina é o principal componente bioativo
extraido do rizoma da planta Curcuma longa (conhecido popularmente como cdrcuma ou
acafrdo-da-terra), sendo responsavel pela cor amarela da planta e constituindo cerca de
75 % do total de curcuminoides (SHIRSATH et al., 2017; KHARAT et al., 2017). Apesar
de suas muitas propriedades vantajosas em potencial, 0 uso pratico da curcumina é
limitado pela caracteristica baixa solubilidade em agua (400 ng/mL em pH 7,4), baixa
estabilidade em meio biologico, baixa fotoestabilidade e pouca biodisponibilidade
(TONNESEN et al., 2002; TSUDA, 2018).

Uma solucdo promissora para superar os problemas de instabilidade da
curcumina, mantendo suas propriedades medicinais e fluorescentes, é sua incorporagédo
em matrizes poliméricas, o que pode aprimorar a biodisponibilidade e a capacidade de
ultrapassar barreiras fisioldgicas (DEL PRADO-AUDELDO et al., 2019). Essa abordagem
para objetivos semelhantes foi relatada na literatura para outras drogas e compostos
bioativos (CASTOR et al., 2019). No caso particular da curcumina, diferentes materiais
poliméricos ja foram utilizados para o encapsulamento desse fluoréforo em particulas
poliméricas com caracteristicas morfoldgicas distintas, a saber: microagulhas de
poli(alcool vinilico) (PVA) (ABDELGHANY et al., 2019); microesferas de
poli(metacrilato de metila) (PMMA) (LIU et al., 2018); nanoparticulas de poli(lactido)-
tocoferil polietileno glicol succinato (PLA-TPGS) (NGUYEN et al., 2016); polilactideo
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(PLA), polivinilpirrolidona (PVP) e poli(etileno glicol) (PEG) microfibras (YAKUB et
al., 2016); nanoparticulas de poli(N-isopropilacrilamida-cometacrilico) (PNIPAAmM-
MAA) (ZEIGHAMIAN et al., 2016); nanoesferas de poli (metil metacrilato-co-2-
hidroxietil metacrilato) (P(MMA-HEMA)) (SOBH et al., 2015); e nanoparticulas de
copolimero N-isopropilacrilamida/N-vinil-2-pirrolidona/poli(etilenoglicol)monoacrilato
(NIPAAM/VP/PEG-A) (BISHT et al., 2007). Em geral, esses estudos realizaram a
impregnacdo da matriz polimérica previamente preparada com a biomolécula como

procedimento de incorporacao.

Por outro lado, a incorporacdo in situ de moléculas durante a etapa de
polimerizagdo pode permitir a inclusdo dos compostos ativos na matriz polimérica em
uma Unica etapa, pois 0s compostos ativos sdo dissolvidos ou dispersos diretamente na
carga de monémero antes da reacdo de polimerizacéo. Este procedimento de incorporacgédo
em uma etapa também dispensa o0 uso de solventes organicos, que sdo necessarios para
solubilizar o polimero pré-formado e/ou 0 composto bioativo durante a incorporacdo da
carga de fluoréforo, o que pode ser vantajoso do ponto de vista econdmico, técnico e
ambiental. Adicionalmente, além da facilidade de incorporacdo, 0 processo in situ
também pode permitir o aumento do teor ativo do composto incluido no sistema
polimérico produzido (NGWULUKA, 2010). Dentre os diversos polimeros sintéticos
disponiveis, 0 PMMA é um polimero obtido a partir da polimerizagdo do monémero
metacrilato de metila (MMA), apresentando boas propriedades mecanicas, facil manuseio
e processamento, boa resisténcia quimica, boas propriedades térmicas e baixo custo.
Além disso, o PMMA é conhecido por sua baixa toxicidade, boa biocompatibilidade e

amplo uso em aplica¢des biomédicas (CASTOR et al., 2019).

Com base nos paragrafos anteriores, o objetivo principal do presente estudo foi
avaliar a estabilidade do extrato de circuma na presenca de diferentes solventes, incluindo
0 mondmero MMA e o co-mondmero &cido acrilico (AA). O uso de AA como co-
mondmero pode permitir a melhoria do desempenho biomédico das matrizes poliméricas
produzidas por meio do ajuste adequado da hidrofilicidade e introducdo de grupos
reativos de acido carboxilico nas superficies das particulas de polimero. Os grupos
carboxilicos podem ser usados posteriormente para funcionalizacdo de nanoparticulas,
permitindo melhoria da biocompatibilidade, propriedades de adesdo e estabilidade de
dispersdo das nanoparticulas funcionalizadas (CAMPOS et al., 2020; MANGIA et al.,

2021). Além disso, também foi realizada a incorporacao in situ deste fluor6foro em uma
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matriz polimérica a base de PMMA para melhorar sua fotoestabilidade. Até onde
sabemos, estudos semelhantes nunca foram realizados anteriormente com os sistemas
investigados. Para alcangar os objetivos almejados, reacdes de polimerizagdo de MMA
em massa foram realizadas na presenca de curcumina (componente majoritario do extrato
de curcuma) e sua cinética de polimerizacdo foi avaliada. Posteriormente, foram
realizados ensaios em fotorreator a fim de avaliar a fotoestabilidade do polimero-
fluordforo. Por fim, foi realizado um planejamento experimental fatorial completo de 3
niveis para otimizar as condicdes de reacédo, a fim de preparar um copolimero P(MMA-

co-AA) fluorescente com alto rendimento da conversdo de polimerizacéo.

3.2 Materiais e métodos

3.2.1 Especificacdo dos insumos

O extrato de ctrcuma utilizado foi obtido de uma amostra comercial de circuma
em po (Kitano, Sao Paulo, Brasil), adquirida com pureza comercial em grau alimenticio.
Pastilhas de hidroxido de sodio (NaOH, 97% em peso de pureza minima), &cido cloridrico
(HCI, solugdo de 37% em peso em &gua), etanol (99,5% em peso de pureza minima),
acetona (99,5% em peso de pureza minima), MMA (monbémero, 99,5% em peso de pureza
minima), AA (mondmero, 99,5% em peso de pureza minima) e peréxido de benzoila
(PBO, iniciador, teor maximo de 25% de umidade) foram fornecidos por VETEC
Quimica Fina (Rio de Janeiro, Brasil). Todos os produtos quimicos foram usados sem

purificacdo prévia.

3.2.2 Obtencao do extrato de curcuma

A obtenc¢do do extrato de cdrcuma foi realizada por sonicacdo (Branson Digital
Sonifier®, modelo 450, Connecticut, Estados Unidos) para maximizar o rendimento da
extracdo (SHIRSATH et al., 2017). A circuma em pd foi dispersa no monémero (MMA,
AA ou misturas de MMA e AA), na proporcao de 1:6 p/p (carcuma:mondmero), com
auxilio de ponteira de ultrassom a 120 W (frequéncia constante de 20 KHz) por 30 min
sob banho de gelo. Posteriormente, os solidos foram removidos por filtracdo a vacuo e a
solugéo resultante foi filtrada em membrana PTFE (tamanho de poro de 0,45 pm) para

remover as particulas residuais.
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3.2.3 Estabilidade do extrato de circuma em solventes e mondémeros

Para avaliar a estabilidade do extrato de curcuma, & luz ambiente e a temperatura
ambiente, em meio aquoso (bésico e &cido) e em solvente orgéanico (etanol), uma aliquota
do extrato de cdrcuma, previamente extraido em acetona (realizado conforme descrito por
DA ROCHA et al. (2019)) foi solubilizada nos respectivos meio: solucdo aquosa de
hidroxido de sodio (NaOH 0,1 mol L), solucéo aquosa de acido cloridrico (HCI 0,1 mol
L") e etanol (EtOH 1,0 mol L). As solucdes preparadas foram filtradas através de uma
membrana de PTFE (tamanho de poro de 0,45 um) para remover as particulas residuais,

foram diluidas em fator de 10 e caracterizadas por espectrofotometria.

As medidas espectroscopicas foram realizadas no modo de absorvancia com o
espectrometro ThermoScientific, modelo MultiskanGO, EUA), na faixa de comprimento
de onda de 200 a 1000 nm, com passo de 1 nm. Os dados espectrais foram armazenados
como médias de 128 varreduras. Em todos os casos, a estabilidade foi avaliada pela
variacdo da absorvancia das amostras armazenadas em frascos de vidro transparentes e

lacrados a temperatura ambiente por um periodo de 10 dias.

A absorvancia do extrato de circuma no mondémero (produzido conforme descrito
na Secdo 3.2.2) foi monitorada por espectrofotometria a temperatura ambiente por cerca
de um més, conforme descrito no paragrafo anterior. As amostras com MMA, AA e
misturas de MMA:AA (9:1 peso/peso) foram estudadas para avaliar a influéncia da
mistura de co-mondmeros (variacdo do carater polar e acido, introduzido pela presenca
de grupos funcionais carboxila) na estabilidade, o que pode ser Gtil para futuras aplicacdes

bioldgicas.

3.2.4 Reac0es de polimerizacdo em massa

Reacdes de polimerizacdo de MMA em massa foram realizadas com a
incorporacdo in situ do extrato de clrcuma. Para comparacao, as polimerizacées de MMA
em massa também foram realizadas sem o composto ativo. As polimerizagdes foram
realizadas em tubos de ensaio contendo 2,0 g do meio reacional e colocados em banhos
térmicos mantidos a temperatura constante e controlada (80 °C). As reaces foram
realizadas em triplicata, com tempo reacional de 30 min. O rendimento da polimerizacao
foi obtido por gravimetria apos interrupcéo da reacdo, colocando o respectivo tubo de
ensaio em banho de gelo e secando a amostra sob vacuo até massa constante. Os

polimeros finais foram removidos dos tubos, macerados e reservados, em frascos de vidro
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e mantidos sem exposicao a luz, para caracterizagdes futuras quanto a fluorescéncia dos

polimeros obtidos.

Para a avaliacdo da cinética de polimerizacao por modelagem fenomenoldgica, as
polimerizacbes em massa foram realizadas com o extrato de circuma (preparado
conforme descrito na Secdo 3.2.2) diluido em mondmero nas concentracdes de 0,5% em
peso (circuma:MMA). O iniciador (PBO) foi empregado na concentracdo de 3,0% em
peso (em relagdo ao mondmero) e a reacao foi realizada nas temperaturas (banho térmico)
de 70 °C, 80 °C e 90 °C. Cada ponto das trajetdrias cinéticas corresponde a um tubo de

ensaio diferente.

Para a avaliacdo da cinética de polimerizacdo e eficiéncia de fluorescéncia por
modelagem empirica, foi empregada uma mistura de monémeros acrilicos (OMMA:1AA
em massa) e a concentracdo do extrato de circuma em monoémeros foi variada de 0,1%,
0,3% e 0,5%, sequida pela variacdo do PBO em 1,0%, 3,0% e 5,0%. As reacfes, no caso
do planejamento experimental, foram realizadas a 80 °C.

3.2.5 Caracterizactes de distribuicdo de massas molares

As distribuices de massas molares dos materiais poliméricos obtidos foram
medidas com um cromatografo de permeacdo em gel (GPC, Malvern Viscotek, modelo
Max VE2001, Reino Unido), equipado com colunas lineares KF 804L e KF-805L,
fornecido pela Showa Denko KK (Jap&o), com tamanhos méaximos de poros de 1,5x103
A e 5x10° A, e um detector refratométrico (Malvern Viscotek, modelo VE3580, Reino
Unido) operando a 40 °C. As andlises foram realizadas solubilizando os polimeros em
tetraidrofurano (THF) grau HPLC e as amostras padroes de PMMA foram usadas para

calibracdo na faixa de 1x10% a 1x10° Da.

3.2.6 Estabilidade em estado solido

A estabilidade no estado solido foi avaliada na amostra de polimero fluorescente
(PMMA_C) obtida ap6s o término da reagdo e a amostra foi inicialmente macerada antes
da exposicdo a luz. Para o experimento com a luz UVA (A = 315 a 380 nm), foram
utilizadas 16 lampadas fluorescentes de mercurio, com poténcia de 8 W (modelo BLB
F8T5). Para o experimento com luz a branca LED (A = 400 a 700 nm), foi utilizado um
refrator de luz branca, com poténcia de 50 W. Em ambos os casos, o p6 de polimero foi

colocado em uma cubeta quadrada de quartzo projetada para sélidos, com 1,0 cm? de area
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de exposicéo e a fonte de luz foi posicionada a 20 cm de distancia da cubeta que continha
a amostra. O teste foi realizado a 25 °C usando o fotorreator TE-383 (Tecnal, Sdo Paulo,
Brasil).

A fotodegradacdo foi monitorada por meio de medicGes espectroscopicas
realizadas com um espectrofotémetro UV 2450-vis (Shimadzu, Japao) e as medi¢des de
emissdo de fluorescéncia foram realizadas com o fluorimetro FS5 (Edinburgh
Instruments, Escocia) em diferentes intervalos de tempo de irradiacdo. Adicionalmente,
0s comportamentos da fluorescéncia das amostras de homopolimero (PMMA _C) e
copolimero (P(MMA-co-AA) _C) foram avaliados por fluorescéncia de microscopia
Optica.

As imagens de fluorescéncia foram adquiridas usando um instrumento de
microscopio fluorescente invertido Observer.Z1 (Zeiss, Oberkochen, Alemanha)
acoplado a ap6tome, em exposicdes de cerca de 200 ms, na faixa, azul (Aex = 350 NM, Aem
=380 nm), verde (hex = 488 nm, Aem = 520 Nm) e vermelho (Aex = 594 nm, Aem = 620 Nm).

3.2.7 Modelagem fenomenoldgica

Para descrever o mecanismo cinético de polimerizacdo do MMA na presenca do
extrato de cdrcuma, optou-se por utilizar inicialmente 0 modelo cinético classico que
descreve a polimerizacdo do MMA, do tipo polimerizacdo por adicdo em cadeia. O
mecanismo cinético para a polimerizacdo do MMA € composto pelas seguintes etapas:
iniciacdo, propagacao, transferéncia de cadeia para o0 monémero e terminacdo (por
combinacéo e desproporcionamento) (VERROS; ACHILIAS; GIANNOUKOS, 2011),
e as equacdes estdo descritas na Tabela 5. Para incluir o efeito do extrato de circuma no
mecanismo cinético, duas novas etapas foram adicionadas a este mecanismo: (i) a
curcumina atuando como agente de transferéncia de cadeia e (ii) a curcumina atuando
como agente de terminacdo. Com isso, € possivel definir as expressdes para as taxas

individuais de reacao de cada componente.

Por conta da quantidade de equaces diferenciais necessarias para a resolugdo dos
balancos de massa de todas as espécies, € comum em sistemas de polimerizagdo o uso da
técnica chamada de método dos momentos (RAY, 1972). O modelo matematico foi
implementado em MATLAB, usando a funcao ‘ode23t’ para integrar o sistema final de

equagdes pela técnica de BDF, com tolerancia relativa e absoluta de 108,
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Tabela 5. Etapas e equac¢Bes do mecanismo de polimerizacdo do MMA com extrato de
cuarcuma.

Etapa Reacdo Taxa
Decomposi¢éo I i 2R Rig = ki1 1)
Iniciacéo -
Iniciac8o da cadeia R+ M, 5 P, Ri. = ki{c.R.M 2
~ k
Propagacéo P+ M, LY Py R, = ky.P.M 3)
Transferéncia de cadeia para 0 mondmero P+ M, ki,” P+ A Rim = ki . P M 4)
Transferéncia de cadeia para a curcumina P+ CU Iﬂ’ P+ A Ricy = kicy-Pi-CU  (5)
. kic
Combinacéo Pi+ P, 5 Ay Ric = ke PPy (6)
Terminacéo p
Desproporcionamento P+ P s A+ A Rig = kg PP @)
Curcumina como agente de terminagédo P+ CU ’ﬂ A Ricy = kicy-Pi-CU  (8)

Com o mecanismo cinético definido, € possivel escrever as equacgdes de balanco
de massa para cada componente, aplicar a técnica dos momentos e, em seguida, fazer a
estimacdo dos parametros cinéticos. Conversao, massa molar média numérica (Mn) e
ponderal (Mw) e indice de polidispersdo (PDI) sdo as possiveis respostas do modelo,
utilizadas para fins de estimacdo de parametros. A modelagem cinética proposta para
descrever a polimerizacdo do MMA na presenca do extrato de circuma esté detalhada no
Apéndice A. Ao final do processo de estimacdo, é possivel fazer a otimizacdo das
condicdes da reacao para encontrar a quantidade maxima do extrato de circuma que pode
ser introduzida ao sistema, para garantir o maximo de fluorescéncia do compdsito

polimérico sem afetar significativamente na conversdo do monémero.

3.2.8 Modelagem empirica

Um planejamento fatorial completo de 3 niveis foi realizado para avaliar a cinética
das reacOes de polimerizagcdo em massa de MMA:AA (9:1 em peso) na presenca de
extrato de cdrcuma (0,5% em peso em relacdo ao mondmero) e a fotoestabilidade dos
polimeros obtidos. Os polimeros fluorescentes foram preparados com cargas distintas de
iniciador [PBO] e fluoréforo [C] e foram caracterizados por fluorescéncia em estado
solido. As faixas de variagdo das variaveis manipuladas foram definidas de acordo com
os resultados experimentais obtidos durante os estudos exploratérios iniciais e sdo

apresentadas na Tabela 6. O planejamento fatorial proposto é apresentado na Tabela 7.
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Vale destacar que se optou por avaliar o desempenho do copolimero fluorescente
P(MMA-co-AA)-C com mais detalhes, devido ao aumento da estabilidade fotoquimica
do fluor6foro promovido pelo co-mondmero AA, conforme observado

experimentalmente.

Tabela 6. Intervalo de variagdo das varidveis de entrada do planejamento fatorial

completo a trés niveis.

Variavel -1 0 +1
[PBO] 1% 3% 5%
[circuma] 0,1% 0,3% 0,5%

Tabela 7. Plano experimental fatorial completo a trés niveis.

Experimento z 22
1 -1 -1
2 -1 0
3 -1 +1
4 0 -1
5 0 +1
6 +1 -1
7 +1 0
8 +1 +1
9 0 0
10 0 0
11 0 0

NOTA: varidvel normalizada-varidvel experimental = z;-[PBO]; z,-[curcuma].

As analises estatisticas e o desenvolvimento de modelos empiricos foram
realizados com o auxilio do software Statistica (Stat Soft Inc, verséo 7). A distribuicéo de
probabilidade normal de erros de medicdo foi admitida com um nivel de confianca de
95% para realizar célculos estatisticos. A variancia das flutuacbes experimentais foi
avaliada com a ajuda das triplicatas realizadas no ponto central e foi considerada como
constante em toda a regido experimental. Consequentemente, a fungédo objetivo (Fobj)

usada para realizar as estimativas de pardmetros (Equagédo 1) foi a funcdo de minimos
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quadrados, considerando que o modelo era perfeito e que os experimentos eram realizados
de forma independente e estavam sujeitos apenas a erros de medi¢do aleatorios
(SCHWAAB; PINTO, 2007; SCHWAAB; PINTO, 2011).

NE
2
Fopj = Z(Yie -y£)" (Eq.1)
=1

Onde NE é o nimero de experimentos, y° representa o valor experimental medido

e y° representa os valores calculados com o modelo proposto.

Os modelos empiricos inicialmente propostos séo lineares nos parametros
descritos na Equacao 2, em que oj S80 0s parametros do modelo, z1 e z» so as variaveis
de entrada normalizadas ([PBO] e [C], respectivamente), A ¢ uma constante de
reparametrizagdo (igual a 2/3) para permitir o célculo dos pardmetros do modelo
independente, e y é a variavel de resposta analisada (rendimento — Y ou fluorescéncia —
F) (SCHWAAB; PINTO, 2007; SCHWAAB; PINTO, 2011).

y = ao + a’1 21 + az Zz + 0(3 Zl Zz + a4(Z1‘2 - /1) + as(ZZ'Z - /1) + aﬁ(zl‘z - /1) ZZ +

a7 Zl (22'2 - /1) + 0(8(Z1‘2 - /1)(22‘2 - /1) (Eq.Z)

Vale ressaltar que a constante de reparametrizacgao (1) foi inserida no modelo para
recuperar a ortogonalidade do plano experimental, que é perdida pela inser¢do de
variaveis quadraticas, considerando o modelo sem reparametrizacdo. O célculo da
constante de reparametrizacdo para 0 modelo exposto, bem como uma anéalise da

ortogonalidade do plano experimental, estdo apresentados no Apéndice B.

Os modelos finais consideraram apenas 0s parametros significativos
(significancia minima de 0,95) e coeficientes de correlacdo acima de 0,95, a fim de

descrever o sistema satisfatoriamente com o menor nimero possivel de pardmetros.

3.3 Resultados e discussao

3.3.1 Estabilidade do extrato de curcuma em solucéo

A estabilidade do extrato de curcuma, em especial da curcumina que é o

componente majoritario, pode ser afetada por varios parametros, como a natureza do
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solvente, concentragdo do fluoroforo, exposicdo a luz, pH do meio e temperatura
(KHARAT et al., 2017; TONNESEN et al., 2002). Tendo em vista que o pH do meio e a
natureza do solvente sdo variaveis criticas para descrever a estabilidade da curcumina em
solucdo, extratos de curcuma foram obtidos em diferentes solventes e caracterizados por
espectrofotometria (Figura 14) em solugdo de hidroxido de sodio (0,1 mol L), solucéo

de &cido cloridrico (0,1 mol L) e etanol.

Figura 14. Espectro de absor¢do, ao longo do tempo, da curcumina (presente no extrato
de ctircuma) extraida em diferentes meios (NaOH (0,1 mol L), HCI (0,1 mol L'1), etanol
(99%)).
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Nota: [cdrcuma]o = 1,0 mg de cdrcuma por 6,0 mg de solvente. As medigdes foram realizadas apds filtrar
as fragcbes ndo sollveis de cada amostra. As amostras foram diluidas 10 vezes para medicGes de

absorvancia.

Em ambiente 4cido (solugdo aquosa de HCI — 0,1 mol L) foi observada discreta
banda de absor¢do com maximo situado em 340 nm. A amostra do extrato de curcuma
apresentou baixa interacdo com a solugdo aquosa &cida, pois sabe-se que a curcumina é
pouco soltvel nestas condi¢des (SUETH-SANTIAGO et al., 2015). O baixo sinal de
absorcéo observado para a fracdo soluvel em meio acido é compativel com a inducéo de

cristalizagdo da curcumina em meio acido, conforme descrito por KHARAT et al. (2017).
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Além de extrair uma quantidade insignificante de curcuminoides, vale ressaltar que
nenhuma fluorescéncia foi observada na amostra apds excitacdo em 340 nm,
comprimento de onda consistente com os subprodutos da degradacdo (MONDAL et al.,
2016; ZSILA et al., 2003).

Em meio baésico (solugio aquosa de NaOH — 0,1 mol L), 0 Amax de absorcao foi
observado em 460 nm, o que corresponde a um deslocamento de 40 nm em relacdo ao
Amax absorcdo do extrato obtido em etanol (420 nm). Este deslocamento pode estar
associado as diferentes respostas de desprotonagdo da curcumina presente no extrato de
cdrcuma, que apresenta até cinco espécies que coexistem no equilibrio &cido-base,
resultando em variagdo de cor do amarelo (em meio acido) ao vermelho/roxo (em meio
alcalino) (SUETH-SANTIAGO et al., 2015; MONDAL et al., 2016). O efeito
batocrémico causado pela remocao de prétons da estrutura molecular, em meio alcalino
aumenta a densidade de elétrons na curcumina e, consequentemente, a base conjugada
passa a atuar como um antioxidante doador de elétrons, pois o grupo enolato formado
apos a retirada do primeiro préton gera uma espécie carregada negativamente. No entanto,
nesta faixa de pH a curcumina pode ser facilmente degradada (SUETH-SANTIAGO et
al., 2015), como observado pela reducdo da intensidade da banda em 460 nm ao longo
do tempo, enquanto a intensidade da banda em 340 nm foi mantida (A correspondente ao
produto de degradacdo da curcumina). Como o ion OH" ajuda na divisdo rapida da cetona
nas duas porcbes acidas que sofreram degradacdo adicional, os subprodutos da
degradacdo (primeira e segunda degradacdo) podem ter contribuido com o sinal de
absorcéo abaixo de 420 nm (MONDAL et al., 2016; ZSILA et al., 2003).

Em etanol, observou-se que o extrato apresentou boa estabilidade, com Amax de
absorcdo em 420 nm, em que a solucdo apresentou cor amarela e fluorescéncia azul
(caracteristicas da curcumina). Observou-se ainda uma leve reducéo na banda de absorcao
méaxima ao longo do tempo, embora ndo tenha sido observado o aparecimento expressivo
de um subproduto de degradacdo (MONDAL et al., 2016).

A curcumina (diferuloilmetano) é formada por duas partes simetricas que, quando
degradadas, resultam em feruloilmetano e acido ferulico (equivalentes a uma meia-
curcumina) e podem sofrer fragmentacdo molecular (produzindo vanilina e acetona),
como pode ser observado no Esquema 2. Este processo de degradagéo é favorecido por

meio aquoso e é catalisado por ions OH" (MONDAL et al., 2016). O feruloilmetano e o
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acido ferdlico apresentam Amax de absor¢do em ~340 nm (EtOH), deslocando para
aproximadamente 420 nm em misturas de EtOH e KOH, conforme descrito por ZSILA
et al., (2003).

Esquema 2. Provavel mecanismo de degradacdo da curcumina (favorecido por meio

aquoso e catalisado por ions OH").

(meia curcumina)

curcumina feruloilmetano aum
OCH3; OCH5

OCHjz OCHj

l o

vanilina acetona

HO
OCHs

Fonte: Adaptado de ZSILA et al., (2003).

A fim de avaliar a potencial polimerizacdo dos monémeros MMA e AA na
presenca do extrato de circuma, foram obtidos os espectros de absorcdo do extrato nesses
mondmeros. (Figura 15). Em MMA (linhas azuis), foi observado 0 Amax de absorgéo em
420 nm, o mesmo que foi observado para o extrato em etanol. Vale destacar que na
presenca deste mondmero a intensidade de absorcdo foi maior do que a observada nos
outros meios. Isso pode ser um indicativo da boa eficiéncia da extragdo da curcumina,
embora também possa estar relacionado ao efeito de solvatacao da molécula do fluoréforo
por diferentes solventes, visto que a interacdo com o solvente pode afetar a absorcdo do
composto (SUETH-SANTIAGO et al.,, 2015; MONDAL et al.,, 2016). Neste caso,
também foi observada a banda referente a degradacdo da curcumina em ~340 nm
(acompanhada da reducdo da intensidade da banda em 420 nm) a partir do segundo dia,
0 que indica a importancia de realizar a polimerizacdo na presenca do extrato

imediatamente ap0s a realizacéo da extragéo.

Jéa na presenga do mondmero AA (linhas vermelhas), também foi observado 0 Amax
de absorgdo em 420 nm. No entanto, a cinética de degradacao do fluor6foro em AA foi

mais lenta do que a observada em MMA. De fato, a extracdo do composto ativo em uma
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mistura contendo 10% em peso de AA e 90% em peso de MMA (linhas roxas) permitiu
0 aumento significativo da estabilidade da curcumina, caracterizada pelo processo muito
mais lento de reducdo da intensidade da banda em 420 nm. A descoloragéo mais lenta da
solucdo na presenca de AA se deve provavelmente ao aumento da acidez do meio
promovido pelo comondmero, corroborando a estabilidade proporcionada pelos meios
acidos aos curcuminoides (SUETH-SANTIAGO et al., 2015).

Figura 15. Espectro de absorcao ao longo do tempo da circuma extraida em mondmeros
(100% MMA, 100% 4&cido acrilico AA e 90% MMA:10% AA.
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Nota: [cdrcuma]o = 1,0 mg de circuma por 6,0 mg de solvente. As medicfes foram realizadas ap6s a
filtragem das fragGes ndo sollveis de cada amostra. As amostras foram diluidas 10 vezes para medicGes de

absorcéo.

A Figura 16 apresenta o0 espectro de emissdo do extrato de circuma obtido em
etanol e nos monémeros. Utilizando como referéncia o espectro de emissao do extrato de
cdrcuma em etanol, em que 0 Aem Mmaximo é por volta de 535 nm, foi observado um efeito
hipsocrémico (deslocamento para o azul) para o extrato em MMA (Aem = 495 nm) e um
efeito batocromico (deslocamento para o vermelho) para o extrato em AA (kem = 600 nm).
A adicdo de 10% em peso de AA ao extrato obtido primariamente em MMA resultou em

um leve deslocamento para a regido do vermelho do espectro eletromagnético
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(OMMA:1AA, Aem = 510 nm), corroborando a inducao do efeito batocromico promovido
pelo AA (SUETH-SANTIAGO et al., 2015).

Figura 16. Comparagdo dos espectros de emissdo (Aex = 420 nm) do extrato de cdrcuma
obtido em etanol e nos mondémeros (MMA, AA e IMMA:1AA).
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3.3.2 Cinética de polimerizacao na presenca de extrato de circuma

O efeito do extrato de circuma na cinética das polimerizacbes em massa foi
avaliado apenas no mondmero MMA (PMMA_C). A Figura 17 mostra os rendimentos
obtidos com o monémero MMA e o extrato de clrcuma no mondmero. E possivel
observar que a presenca da curcumina no meio reacional retarda a cinética de
polimerizacdo do MMA (diminuicdo da taxa média de polimerizacdo de 4,9 para 3,7 em
%/mint). Este efeito retardador pode ser atribuido a ampla conjugacéo eletronica presente
no estrutura da curcumina que possibilita a interacdo com os radicais livres da cadeia
polimérica em crescimento (SUETH-SANTIAGO et al., 2015; VERROS et al., 2011).
Além disso, a reducgdo das taxas de reacdo foi acompanhada pela reducdo das massas

molares médias do produto obtido na presenca do fluoroforo.
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Figura 17. Trajetorias dindmicas dos rendimentos de polimerizacdo e massas molares
médias (aos 30 min de reacdo) dos polimeros (PMMA e PMMA _C).
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Nota: Reagdo realizada a 80 °C e contendo 0,5% em peso de circuma em relagdo ao mondmero.

Ambos os efeitos observados simultaneamente na presenca de extrato de clrcuma
sugerem que este composto natural atua como um retardador de polimerizacéo, devido a
possivel reducdo de reacGes de propagacdo e as interacfes entre radicais livres em
crescimento e a curcumina (COSTA et al., 2019; MISHRA; DASWAL, 2005). Deve ser
considerado que, teoricamente, a curcumina pode atuar como um agente de transferéncia
de cadeia, agente de terminagcdo ou mesmo como um comondémero, devido a formacéo de
um radical fendxi. No entanto, do ponto de vista pratico, € muito importante observar que
a adicdo de extrato de circuma a carga inicial de monémero MMA ndo impediu a
ocorréncia das reacOes de polimerizacdo, permitindo a preparacdo, com altos
rendimentos, de materiais poliméricos com massas molares médias suficientemente
grandes, possibilitando a execucdo da incorporacao in situ do extrato de curcuma em

materiais a base de PMMA.
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3.3.3 Fotoestabilidade em estado sélido do polimero fluorescente

O polimero fluorescente obtido com o extrato de cUrcuma por polimerizagdo em
massa de MMA foi caracterizado quanto a fotoestabilidade, pela exposicéo do polimero
fluorescente a luz ultravioleta (UVA) e a luz branca (LED), como descrito no item 3.2.6.
Estudos de fotoestabilidade de amostras de polimeros de PMMA realizados na regido UV
(248, 193 e 157 nm) (BEAUVOIS et al., 1997; SHANTI et al., 2017) mostraram o
aumento na clivagem de cadeias poliméricas com o aumento do tempo de irradiag&o.
Neste trabalho, os comprimentos de onda utilizados para o estudo da degradagdo foram
incluidos na regido de absorcdo da curcumina (Figura 18), a fim de avaliar a fluorescéncia
da biomolécula, ao invés de induzir a clivagem do polimero. A ampla banda de absorcéao
no estado solido observada para o polimero contendo curcumina (banda posicionada na
faixa de 360 a 500 nm) é consistente com a observada para a curcumina pura no estado

solido, como mostrado por LI et al. (2021).

Figura 18. Espectro de absorcdo no estado solido do PMMA_C e imagem do polimero
emitindo luz apés irradia¢ao por lampada UV (A = 365 nm).
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O polimero modificado com curcumina, quando exposto as condi¢Ges ambiente,
ndo apresentou alteracdo perceptivel de cor. Assim, o aumento da fotoestabilidade da

molécula (comparado ao comportamento em solucdo) foi analisado em um teste de
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exposicdo a luz em condigdes severas. O primeiro estudo (Figura 19-A) foi feito na regido
UVA (315-380 nm) e foi observada a supresséo de 60% da intensidade da fluorescéncia
apos 30 min de irradiacdo. O segundo estudo foi feito com a lampada LED branca (Figura
19-B) e a supressdo da intensidade de fluorescéncia ap6s 30 min de exposi¢do foi menor
(30%) porque a lampada LED emite comprimentos de onda menos energéticos na regiao
visivel (de 400 nm).

Mesmo sendo observada uma supressao da intensidade de fluorescéncia ao expor
o polimero a luz UVA e ao LED, ficou claro o aumento da fotoestabilidade da curcumina
quando incorporada a uma matriz polimérica, quando comparada ao comportamento do
fluoréforo em solucgdo orgéanica. Além disso, embora a incorporacdo do polimero pareca
proporcionar maior estabilidade a curcumina, ela ainda sofre degradacdo quando exposta
a radiacdo visivel (LED), mas em menor extensdo do que a observada quando exposta a
radiacdo UVA (MISHRA; DASWAL, 2005).

Figura 19. Espectro de emissdo no estado solido (Aex = 410 nm) do PMMA_C ap6s
irradiacdo a 25 °C usando (A) lampada UVA (315-380 nm) e (B) LED branco.
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O comportamento da fluorescéncia das amostras de homopolimero (PMMA_C) e
copolimero (P(MMA-co-AA)_C) foi avaliado quanto aos perfis de absorgdo e emissao
(Figura 20). Os polimeros foram solubilizados em THF e precipitados por evaporacao do
solvente na forma de filmes finos, para melhorar a qualidade da medicdo em estado
solido. Foi possivel observar um desvio para a regido do vermelho no espectro de

absorcdo da matriz P(MMA-co-AA)_C quando comparado com a amostra PMMA_C,
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embora este desvio ndo tenha sido observado no espectro de emissdo. I1sso se deve a
estabilizacdo do estado excitado da curcumina na presenca da matriz mais polar, P(MMA-
co-AA), ser mais eficiente do que na matriz menos polar.

Figura 20. Espectro de absorcdo e emissdo no estado solido dos filmes finos de
PMMA_C e P(MMA-co-AA)_C. O espectro de emisséo foi obtido sob excitagdo no

comprimento de onda de maxima absor¢ao (Aex = 410 nm).
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A presenca de grupos polares na curcumina pode resultar em varios tipos de
interacbes com a matriz polimérica, causando deslocamentos espectrais ou uma
diminuigéo na energia de transigéo (So—S1), sendo esse efeito potencializado na presenca
de uma matriz polimérica mais polar (DE FRANCA et al., 2022). O comportamento da
fluorescéncia de ambas as amostras na fluorescéncia de microscopia Optica (Figura 21)
mostrou fluorescéncia na faixa azul, refletindo o efeito da matriz polimérica, e na faixa

verde, caracteristica da curcumina, sendo mais intensa na amostra do copolimero.

O copolimero P(MMA-co-AA)_C também apresentou fluorescéncia na faixa do
vermelho, o que ndo foi observado no caso do homopolimero. Este fato corrobora o
aumento da estabilidade fotoquimica atribuida ao composto ativo na presencga do cido
acrilico como mondmero precursor mais polar (conforme também mostrado na Secéo
3.3.2). Alem disso, é coerente observar a fluorescéncia vermelha na amostra do

copolimero P(MMA-co-AA) sem observar tal fluorescéncia na amostra do homopolimero
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PMMA_C, submetida a mesma condicao de excitacdo na fluorescéncia de microscopia

Optica, dada a diferenca no perfil de absor¢cdo nestas amostras (Figura 20).

Figura 21. Imagens das amostras PMMA_C (esquerda) e P(MMA-co-AA)_C (direita)

obtidas em microscépio de fluorescéncia invertido.

Nota: Exposi¢des de cerca de 200 ms, na faixa azul (Aex = 350 nm, Aem = 380 NM), verde (hex= 488 nm, Aem
=520 nm) e vermelho (Aex = 594 nm, Aem = 620 NM).

Considerando que a excita¢do ocorreu na regido de 594 nm (Figura 21), pode ser
observado na Figura 20 que nesta regido o copolimero apresentou absorvancia
significativamente maior que o homopolimero, o que explica uma emissao mais intensa
em vermelho para o copolimero. Porém, para 0 homopolimero nessa mesma regiao, a
absorvancia é muito baixa (quase zero) e, dessa forma, uma menor quantidade de fotons
é excitada nesta regido. A confirmacdo da fluorescéncia das amostras poliméricas
modificadas com extrato de curcuma em um amplo espectro de emissdo (azul, verde e
vermelho) indica o uso potencial do material para futuras aplicacbes como marcadores
bioldgicos em escala nanométrica (DA ROCHA et al., 2019; SANTOS et al., 2021;
MOGHARBEL et al., 2018).
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3.3.4 Modelagem fenomenologica da polimerizacdo em massa do sistema MMA na
presenca de extrato de circuma

Os experimentos de polimerizacdo em massa do MMA sem a curcuma (branco)
foram realizados em diferentes temperaturas (70 °C, 80 °C e 90 °C), com o0 objetivo de
avaliar se as constantes cinéticas retiradas da literatura representam bem os dados
experimentais. Esses resultados estdo apresentados na Figura 22 e validam as constantes
e 0 modelo proposto. O grau de concordancia entre as conversdes obtidas pelo modelo e
os dados experimentais pode ser considerado satisfatorio. Verifica-se ainda que as massas
molares médias obtidas pelo modelo estdo coerentes com o encontrado na literatura (Mw

aproximadamente igual a 4 x 10°) (TEFERA et al., 1997).

Figura 22. Resultados obtidos com o modelo proposto. A- Comparagao entre os dados
de conversdo previstos e os dados experimentais do branco. B/C- perfis temporais de
massas molares médias.
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Tendo em vista 0 bom desempenho do modelo proposto para as condigdes
experimentais do branco, o mesmo foi utilizado para descrever o efeito da cdrcuma na
polimerizagdo em massa do MMA. Como j& foi comentado anteriormente, a curcuma foi
incluida no modelo cinético como agentes de terminacéo e de transferéncia de cadeia. Os

resultados de conversdo e massas molares médias obtidos ap0s a estimagdo séo
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apresentados na Figura 23.

Figura 23. Comparagdo entre os dados experimentais na presenca do extrato de circuma
e os valores previstos pelo modelo proposto. A- Conversdo e B/C- perfis temporais de

massas molares médias.
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Verifica-se que as curvas de converséo obtidas pelo modelo se adequam aos dados
experimentais, mostrando o bom desempenho do modelo. E possivel observar também
que a presenca da curcuma no meio reacional retarda a polimerizacdo do MMA. 1Isso se
deve principalmente & presenca dos diversos grupos funcionais hidroxila, bem como as
insaturacdes presentes na molécula do fluor6foro, que podem interferir na cinética de

polimerizacéo.

Entretanto, quando se observam as massas molares, o ajuste satisfatorio ndo
acontece. O modelo difere significativamente dos dados experimentais, indicado que a
clrcuma ndo atua apenas como um agente classico de transferéncia e terminacdo de
cadeia. Sendo assim, uma abordagem que deve ser avaliada é a possibilidade de a
cdrcuma atuar como comondmero na polimerizagdo do MMA ou de exercer algum outro
efeito relevante sobre o efeito gel da reacdo de MMA, caracteristicamente intenso nessa
reacdo (FLANDERS; GRAMLICH, 2022). Observou-se em particular que as massas
molares medias foram muito menores que as previstas com os modelos, mas que nao
seguiram trajetdrias igualmente crescentes (resultante de efeito gel ou consumo
preferencial da curcumina) ou decrescente (resultante do acimulo relativo de curcumina)

com o tempo nas diferentes temperaturas, reforcando a ideia de que mdaltiplos efeitos
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competitivos podem atuar no sistema estudado.

3.3.5 Modelagem empirica da polimerizacdo em massa do sistema (MMA-co-AA)
em presenca de extrato de carcuma

O delineamento experimental foi realizado com base no copolimero P(MMA-co-
AA)_C, uma vez que foi observado o aumento da estabilidade da curcumina na presenca
de AA na matriz polimérica nas se¢Oes anteriores. As amostras resultantes do
planejamento experimental foram caracterizadas quanto ao rendimento de polimerizacao
(C) e fluorescéncia (F) das amostras finais (30 min de reacéo). Para cada variavel de saida,
um modelo matematico empirico foi desenvolvido. Todas as amostras apresentaram
fluorescéncia, tanto no estado sélido quanto solubilizadas em solvente orgénico. No
entanto, as medicdes para o desenho experimental foram feitas solubilizando o polimero
em um solvente organico, para garantir a confiabilidade quantitativa das medigdes. A
Tabela 8 apresenta o conjunto completo de experimentos do planejamento fatorial
realizado e descreve os valores de rendimentos (C1o), absor¢do (Amax = 410 nm) e emissao
(Fmax = 500 nm).

Tabela 8. Varidveis de entrada normalizadas e respectivas varidveis de saida para 0s

experimentos correspondentes ao planejamento experimental proposto.

Experimento 21 22 (()/?;‘/)p) Anmax (fétoi?ix 109
1 -1 -1 77,29 0,068 0,475
2 -1 0 69,61 0,243 1,950
3 -1 +1 69,93 0,444 2,706
4 0 -1 90,42 0,056 0,355
5 0 +1 78,84 0,357 2,270
6 +1 -1 95,62 0,053 0,276
7 +1 0 95,25 0,177 0,910
8 +1 +1 85,55 0,332 1,529
9 0 0 78,88 0,186 0,887
10 0 0 79,11 0,177 1,015
11 0 0 79,87 0,197 1,273

NOTA: varidvel normalizada-variavel experimental = z;-[PBO]; z-[clrcuma].
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As medicOes de rendimento (Ci0) usadas para avaliagdo estatistica dos dados
foram as conversdes de mondmeros obtidas apds 10 minutos de reacdo. Este tempo de
reacdo foi selecionado para ampliar os possiveis efeitos da taxa de reacdo, pois todas as
conversdes foram semelhantes e proximas de 100% apo6s 30 min de reacdo. Por outro
lado, as medidas de absorvancia (Amax) e fluorescéncia (Fmax) foram relativas as amostras
obtidas ap6s 30 min de reacdo, para representar o material polimérico final. Os resultados
referentes as medi¢Bes completas (todos 0s pontos experimentais), de todas as amostras

que compuseram o delineamento experimental sdo apresentados no Anexo A.

As variancias das medidas foram avaliadas com as réplicas obtidas no ponto
central, conforme indicado na Tabela 9. Ressalta-se que as variancias das variaveis Cio e
Amax foram consideravelmente pequenas, enquanto a variancia relacionada a
caracterizacdo da fluorescéncia (Fmax) foi maior. Em todos os casos, no entanto, as
medicBes foram estatisticamente significativas e as variacdes observadas foram muito
maiores do que as flutuacdes das medicbes, permitindo analises estatisticas solidas dos
dados. Como foi observado que as variaveis Amax € Fmax €stdo fortemente correlacionadas
(a intensidade de fluorescéncia é proporcional a intensidade da absorvancia, com
coeficiente de correlacdo igual a 0,95), deste ponto em diante sera adotada a absorvancia
como medida indireta da fluorescéncia, visando a reduzir a propagacdo de erros na

implementacdo do modelo empirico e permitir uma analise estatistica mais consistente.

Tabela 9. Andlise estatistica dos erros nos pontos centrais.

Cio Amax Fmax

Média 79,29 0,187 1,058
Desvio Padréo 0,52 0,010 0,197
Variancia 0,27 0,0001 0,039
Erro* (%) 1,31 10,70 37,24

*Admitindo o erro experimental como o dobro dos desvios padrdes (consideradas distribuicBes normais de

probabilidade com 95 % de confianga).

As correlagdes entre as variaveis de entrada e saida do planejamento experimental
proposto estdo representadas na matriz de correlagdes (Tabela 10), em que as correlacGes

significativas estdo apresentadas em vermelho. A variavel Fmax foi incluida na analise,
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confirmando a alta correlagéo entre as medidas de absorvancia e emisséo de fluorescéncia

(coeficiente de correlagdo 0,95 — destaque em amarelo).

Tabela 10. Matriz de correlagdes entre variaveis de entrada e saida do Planejamento

Experimental.

1 22 Cio Amax Fmax

yal 1,00 0,00 0,86 -0,19 -0,39
22 0,00 1,00 -0,42 0,96 0,87
Cuo 0,86 -0,42 1,00 -0,55 -0,68
Amax -0,19 0,96 -0,55 1,00 0,95
Fmax -0,39 0,87 -0,68 0,95 1,00

NOTA: variavel normalizada-varidvel experimental = z;-[PBO]; z»-[cUrcuma].

Os valores estatisticamente significativos estdo representados em vermelho.

A matriz de correlagdes também indica a existéncia de correlagdo significativa da
converséo com o teor de iniciador e da absorvancia (assim como fluorescéncia) com o
teor de extrato de circuma. Ambas as correlagdes (destacadas em verde) sdo diretamente

proporcionais e serdo discutidos na apresentacdo dos modelos matematicos a seguir.

Vale ressaltar que a interacdo entre as variaveis de entrada resulta em uma matriz
identidade (destacada em cinza), devido a ortogonalidade do plano fatorial completo
proposto (SCHWAAB; PINTO, 2007; SCHWAAB,; PINTO, 2011). Os valores
normalizados das variaveis de entrada (z1 e z2) e os valores correspondentes das variaveis
de saida (Ci0 e Amax), conforme apresentados na Tabela 10, foram alimentados no
software Statistica para construcdo de modelos estatisticos empiricos, no formato
apresentado na Equacdo 2 (Secdo 3.2.8). Os modelos finais obtidos (Equacdes 3 e 4)
apresentam apenas parametros significativos, expressos com Seus respectivos erros

paramétricos.

Cio = 82,36 + 0,43 + 9,93 + 0,56[PBO] — 4,84 + 0,56[cGrcuma] — 4,33 + 1,18([c1'1rcuma]2 —

2/3) = 6,26 +1,56([PBO]? — 2/3) ([ctrcumal? — 2/4) (Eq.3)

Apax = 0,21 £ 0,003 — 0,03 + 0,004[PBO] + 0,16 + 0,004[ctrcuma] — 0,0 +
0,005[PBO][ctircuma] + 0,02 + 0,006([PBO]? — 2/3) + 0,02 + 0,006([ctrcumal? — 2/5) (Eq.4)
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Os modelos de converséo e absorvancia forneceram valores de fungéo objetivo de
11,15 e 6,07 e coeficientes de correlagédo de 0,993 e 0,996, respectivamente, indicando o
bom ajuste fornecido pelos parametros do modelo. As anélises detalhadas dos ajustes do

modelo empirico sdo apresentadas no Anexo B.

Analisando a Equacdo 3, pode-se notar que os rendimentos de polimerizacdo em
massa das reacdes P(MMA-co-AA) realizadas na presenca de extrato de cdrcuma foram
afetados tanto pelo iniciador quanto pela carga de fluoréforo, embora a concentragéo do
iniciador exerca a maior parte do efeito, conforme esperado (e descrito pelo respectivo
valor do parametro). Além disso, o modelo apresenta natureza ndo linear, conforme
descrito pelas magnitudes dos termos quadraticos e da superficie de resposta apresentada

na Figura 24.

Com base nos valores dos parametros, pode-se perceber que a carga do iniciador
afeta positivamente a conversdo, enquanto o teor do extrato de curcuma afeta os valores
de conversédo negativamente, conforme esperado e descrito anteriormente. De acordo com
a Equacdo 4, pode-se notar que a absorvancia (em medida direta de fluorescéncia) €
afetada principalmente linearmente pela carga de fluor6foro, como também mostrado na

Figura 25.

O efeito PBO € pequeno e negativo, possivelmente devido a interagdo dos radicais
livres gerados com os curcuminoides, que podem prejudicar a atividade fotoquimica dos
compostos fotoativos. Com base nas Equacdes 3 e 4 e nas Figura 24 e Figura 25, parece
evidente gque as respostas ndo lineares sdo mais fortes para 0 modelo de conversao do que
para a fluorescéncia. No entanto, a identificacdo das condicGes ideais de reacdo nao é
6bvia, pois a maior carga de circuma melhora as respostas de fluorescéncia, mas reduz
os rendimentos. Comportamento oposto pode ser observado para a carga do iniciador.
Assim, para definir a melhor condicdo de reacdo (alta fluorescéncia e alto rendimento
simultaneamente), as linhas de contorno de ambos os modelos foram sobrepostas,

conforme mostrado na Figura 26.

E possivel constatar que o melhor conjunto de condi¢Bes de reagdo esta
concentrado no quadrante que combina cargas mais altas de iniciador e extrato de
circuma na faixa analisada. De fato, dado o efeito relativamente fraco do PBO na
fluorescéncia, parece natural maximizar o conteddo de curcumina para aumentar a

resposta da fluorescéncia. Por outro lado, o efeito negativo da curcumina nos rendimentos
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obtidos pode ser parcialmente ou totalmente compensado pelo uso de maiores
quantidades de PBO ou simplesmente aumentando o tempo de reacdo, o que pode levar
a conversao final do monémero a valores muito proximos de 100%. em cerca de 30 min

em todos os casos analisados.

Figura 24. Superficie de resposta para conversao da polimerizagao (C1o).
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Figura 25. Superficie de resposta para fluorescéncia (Amax).
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Figura 26. Otimizacdo das condi¢cOes de reacdo por meio da superposicao de superficies

de resposta para rendimento e fluorescéncia.
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3.4 Conclusoes

A estabilidade do extrato de curcuma foi avaliada em diferentes solventes e
monodmeros e em diferentes condicdes, para entender a influéncia do solvente na
estabilidade da curcumina. Além disso, reacdes de polimerizacdo em massa de
metacrilato de metila (MMA) e acido acrilico (AA) foram realizadas na presenca do
extrato de clrcuma, a fim de avaliar os efeitos da curcumina no comportamento cinético
da reacdo e eficiéncia de incorporacdo final. Os resultados mostraram que € possivel
incorporar curcuma em matrizes poliméricas de PMMA e P(MMA-co-AA) in situ e que
este processo mantém as propriedades fluorescentes do material. De fato, observou-se
aumento da estabilidade fotoquimica da molécula natural quando esta foi incorporada a
matriz polimérica, quando comparada a estabilidade observada em solugdo. Com a ajuda
de um planejamento fatorial completo a trés niveis, foi possivel otimizar as condicdes
reacionais. O incremento em conversdo e fluorescéncia e favorecido pelo teor do iniciador

e carga de cdrcuma proximas de 3% em peso e 0,5% em peso, respectivamente.

A confirmacdo das propriedades fluorescentes dos polimeros a base de PMMA
modificados com extrato de cdrcuma em um amplo espectro de emissdo (azul, verde e
vermelho) viabiliza o potencial uso desses materiais como marcadores bioldgicos. Neste

contexto, o encapsulamento de curcuma em nanoparticulas poliméricas pode constituir
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uma alternativa viavel para o emprego desta biomolécula em terapias oncoldgicas,
contornando as limitacGes de biodisponibilidade apresentadas pela biomolécula e
prolongando sua atividade no organismo. Este design nanoestruturado sera avaliado no
Capitulo V.

3.5 Cooperac0es técnicas e producdes cientificas

3.5.1 Colaboractes

O presente Capitulo foi desenvolvido com as seguintes colaboracdes:

1) Juliana Goulart — Doutora do Programa de Pds-Graduacdo em Quimica
(PPGQ/IQ/UFRJ): ensaios fotoquimicos de caracteriza¢do do extrato de curcuma em
diferentes meios e dos polimeros fluorescente, bem como ensaio de degradacdo
fotoquimica.

2) Tahyna Fontoura e Thamiris Paiva - Doutoras do Programa de Engenharia
Quimica (PEQ/COPPE/UFRJ): desenvolvimento e implementacdo da modelagem

polimérica fenomenoldgica.

3.5.2 Orientacdes

O presente Capitulo desdobrou nas seguintes orientacdes/supervisoes:

1) Claudio Abreu - Mestrando do Programa de Engenharia Quimica
(PEQ/COPPE/UFRJ), realizou os ensaios correlatos ao planejamento experimental e
modelagem empirica em projeto desenvolvido, sob minha supervisao, na disciplina
“Estimagao de Pardmetros e Projeto de Experimentos”, em 2018.

2) Beatriz Silva - Mestranda do Programa de Engenharia Quimica
(PEQ/COPPE/UFRJ), esta desenvolvendo dissertagdo intitulada “Producdo de filme
polimérico contendo curcumina visando teranostico tumoral: desenvolvimento de
sensores diagnostico e sonda para terapia fotodindmica”, sob orientagdo da professora
Helen da Concei¢cdo Ferraz e minha colaboragdo (previsdo de defesa mestrado:
2024.1).

3.5.3 Producses cientificas

Este capitulo resultou na apresentag@o dos seguintes trabalhos em congresso:
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1) Obtencdo de polimero fluorescente e otimizacdo do desempenho do material
composito, apresentado na modalidade poster no Il Simpdsio Nacional de
Nanobiotecnologia (SNNB 2018).

2) Desenvolvimento de material polimérico fluorescente baseado em extrato de
cdrcuma: uma Visdo cinética e fotoquimica, apresentado na modalidade oral no 15°

Congresso Brasileiro de Polimeros (CBPol 2019).
Este capitulo, também, resultou na publicagdo do seguinte artigo:

1) Development of a fluorescent PMMA-based polymer material through in-situ
incorporation of curcuma extract. Martins G. M. et al., Volume 273, 24 April 2023,
125870, Polymers. (https://doi.org/10.1016/].polymer.2023.125870). 4.96 IF (2023).
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4 CAPITULO IV

Desenvolvimento de Nanoparticulas
Magnéticas com Modificacéo de Superficie

Todos os dias quando acordo
Né&o tenho mais o tempo que
passou

Mas tenho muito tempo
Temos todo o tempo do
mundo

Todos os dias antes de
dormir

Lembro e esque¢o como foi
o dia

Sempre em frente

Néo temos tempo a perder

Nosso suor sagrado
E bem mais belo que esse
sangue amargo

E tdo sério

E selvagem
Selvagem
Selvagem

Veja o sol dessa manha tdo
cinza

A tempestade que chega é da
cor dos teus olhos

Castanhos

Entdo me abraca forte

Me diz mais uma vez que ja
estamos

Distantes de tudo

Temos nosso préprio tempo
Temos nosso préprio tempo
Temos nosso proprio tempo

Néo tenho medo do escuro
Mas deixe as luzes
Acesas agora

O que foi escondido

E o0 que se escondeu

E o que foi prometido
Ninguém prometeu
Nem foi tempo perdido

Somos tdo jovens
T4o jovens
T&o jovens

Tempo Perdido (Renato Russo)
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4.1 Contextualizacéo

As nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido de ferro (SPIONSs) sdo as mais
utilizadas para marcacdo e rastreamento de células, ja que a depuracdo renal dessas
particulas é mais lenta, o sinal de ressonancia magnética é mais forte (quando comparado
aos de outros agentes de contraste magneticos), o custo de producdo € baixo, a
estabilidade fisico-quimica é alta, a biocompatibilidade é boa, além da natureza ser ndo
toxica e biodegradavel (LU; SALABAS; SCHUTH, 2007).

A associagdo de nanoparticulas com polimeros agrega uma série de vantagens a
aplicacdes médicas destes materiais. Além de aumentar a estabilidade das particulas em
solucdo, o polimero incrementa a estabilidade oxidativa do material magnético
(KUMAR; MOHAMMAD, 2011; WU, W. et al., 2015). Adicionalmente, a adi¢édo do
polimero na superficie das nanoparticulas magnéticas favorece a dispersao individual das
particulas em fluidos bioldgicos e aumenta o tempo de circulacdo das nanoparticulas no
organismo. Além disso, o recobrimento polimérico permite agregar funcionalidades por
intermédio do recobrimento ou conjugacdo a superficie de agentes terapéuticos, agentes
de direcionamento e intensificadores de permeagdo celular (BOYER et al., 2010).

Atualmente ndo existem nanoparticulas aprovadas para uso humano
especificamente produzidas para o rastreamento celular, embora existam nanoparticulas
magnéticas aprovadas para o diagnéstico ou a terapia e que podem ser alternativamente
utilizadas no rastreamento celular. BATTY et al., (2021) e RODRIGUEZ et al. (2022)
compilaram alguns exemplos de nanoparticulas aprovadas para uso clinico em diferentes
tipos de tratamentos pelos 6rgdos reguladores Food and Drug Administration (FDA) e/ou

European Medicines Agency (EMA), como esquematizado na Figura 27.

Para a implementacdo de novas propostas e novos produtos de terapia celular
avancada, sdo necessarios ensaios clinicos que demonstrem a auséncia de efeitos adversos
e presenca de efeitos terapéuticos desejados, inicialmente realizados nas fases | e II.
Informacdes sobre a distribuicdo das celulas transplantadas, tanto temporal quanto
espacial, sdo fundamentais para compreender os efeitos dessas novas terapias. Respostas
para questdes bastante discutidas atualmente, como se a melhora do quadro se deve a agao
direta das células nos tecidos lesados ou através da acdo indireta pela producéo de fatores

bioativos de forma sistémica, podem ser obtidas pelo uso de tecnicas de rastreamento
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celular in vivo. O rastreamento das células também responde questdes sobre o tempo de
vida e sobre a melhor via de administragdo das células (ROGERS; MEYER; KRAMER,
2006). Para que se possa rastrear as células, € necessario marca-las por técnicas que
permitam sua posterior identificacdo in vivo. Dessa forma, nanoparticulas tém sido

vastamente exploradas com esse objetivo.

Figura 27. Linha do tempo com alguns exemplos de nanoparticulas aprovadas para uso

clinico pelo FDA e/ou EMA para diferentes tipos de tratamentos.
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Fonte: Adaptado de BATTY et al., (2021) e RODRIGUEZ et al. (2022).

Comparando as técnicas de rastreamento celular disponiveis atualmente, a
marcacdo com nanoparticulas magnéticas apresenta a maior disponibilidade e
aplicabilidade em estudos clinicos. O uso de nanoparticulas magnéticas para o
rastreamento por imagens de RMN (MRI, do inglés Magnetic Ressonance Imaging)
apresenta alta resolucdo espacial, usa materiais biocompativeis e possui a vantagem de
que dados funcionais podem ser coletados simultaneamente com os dados de
rastreamento. Uma das maiores desvantagens da técnica é a baixa sensibilidade, quando

comparada aos marcadores fluorescentes ou radioativos.

As nanoparticulas fluorescentes também podem ser utilizadas para o rastreamento,
podendo ser visualizadas por sistema in vivo de imageamento (IVIS, do inglés in vivo

imaging system) que apresenta baixo custo, quando comparado aos equipamentos
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utilizados nas outras técnicas. Entretanto, esta técnica ndo pode ser aplicada clinicamente,
pois a luz fluorescente tem baixa capacidade de penetracdo na superficie do corpo,
estando o uso limitado a pequenos animais. J& os marcadores radioativos possuem um
tempo de meio-vida curto, em geral de horas, o que limita muito o rastreamento a médio
e longo prazos, além do breve tempo disponivel para o transporte, pois eles sdo
produzidos por equipamentos especificos, como aceleradores de particulas ou reatores
nucleares (JASMIN et al., 2017).

Algumas SPIONs foram produzidas e disponibilizadas comercialmente para uso
humano para diagndstico ou terapia, como as nanoparticulas Feridex®/Endorem® (120
180 nm de didmetro, AMAG Pharmaceuticals/Guerbet), que foram produzidas para
deteccéo de tumor no figado. As nanoparticulas Combidex®/Sinerem® (15-30 nm, AMAG
Pharmaceuticals/Guerbet) estdo aprovadas para diagnostico de tumor em linfonodos,
porém foram descontinuados. O Resorvist® (45-60 nm, Bayer Schering) possibilita a
deteccdo de tumor de figado e o Supravist® (21 nm, Bayer Schering) ¢ utilizado para
angiografia, sendo que o Resorvist foi descontinuado. Excepcionalmente, o Feraheme®
(30 nm, AMAG Pharmaceutical) ndo é utilizado para diagndstico, mas sim como

suplemento no tratamento de anemias.

A descontinuacdo da producao das nanoparticulas tem afetado os estudos sobre
rastreamento celular, pois muitos trabalhos que foram publicados investigaram a
marcacio de células com materiais que nio estdo mais disponiveis comercialmente. E
importante pontuar que a descontinuacdo tem ocorrido principalmente por fatores
econémicos. Algumas empresas tém comercializado nanoparticulas ndo aprovadas
clinicamente para estudos pré-clinicos; entretanto, ndo esta claro se ha a intencdo de uma
futura aprovacao clinica. Isso mostra uma clara lacuna para o desenvolvimento de novas
nanoparticulas especificas para marcacdo e rastreamento celular, que além de serem
utilizadas em estudos pré-clinicos possam futuramente ser refinadas e testadas para uso

clinico.

Nanoparticulas com dupla fungdo, magnética e fluorescente, podem ser de grande
interesse, principalmente em estudos pré-clinicos e em pesquisa basica, em que é possivel
realizar uma caracterizacao rapida e de menor custo baseada no componente fluorescente,
tanto quanto estudos mais detalhados sobre a distribuicdo espacial das células a partir do

componente magnético. Assim, no presente estudo foram desenvolvidas nanoparticulas
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magnéticas-fluorescentes para uso na marcagao e rastreamento de células-tronco a curto
prazo e terandstico tumoral a longo prazo, com o foco em garantir a eficiéncia e seguranca

das mesmas para tais aplicagdes.

4.2 Materiais e métodos

4.2.1 Especificacdo dos insumos

Sinteses: Os reagentes sulfato ferroso heptahidratado (FeSO4.7H20, reagente
ACS, pureza > 99,0 %), acido sulfurico (H2SOs, teor maximo de agua de 5 % p/p), ferro
metalico pulverizado (Fe®, pureza > 99,5 %), cloreto de calcio dihidratado (CaCl,.2H-0,
grau PA, pureza > 97,0%), cloreto férrico hexahidratado (FeCls.6H20, grau PA, pureza >
97,0 %), solugdo de amonia (NH4OH, grau Emsure ACS e teor de 28-30 % p/v em &gua),
(3-aminopropil)trimetoxisilano (APTMS, H2N(CH2)3Si(OCHs)s, pureza > 97%) e a
rodamina B isotilcianato NCS sdo provenientes da Merck (Alemanha). Os reagentes
foram empregados sem purificacdo prévia, com excecdo do sulfato ferroso, que foi

recristalizado apos reducdo em presenca de ferro metélico em meio acido.

Ensaios biolédgicos: meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) alta glicose,
soro fetal bovino (SFB), antibioticos penicilina-estreptomicina (PS), brometo de metil-
tiazolil-difenil-tetrazolio (MTT), dimetilsulfoxido (DMSO), paraformaldeido (PFA),
Triton® X- 100, solugdo salina tamponada com fosfato (PBS), albumina de soro bovino
(BSA) foram adquiridos da MERCK (Alemanha). O ar sintético com 5% de CO: foi
adquirido da White Martins (Brasil).

4.2.2 Sintese de nanoparticulas superparamagnéticas (SPION-NPM)

A sintese de nanoparticulas magnéticas de magnetita (FesOa) foi realizada pelo
método de coprecipitacdo (BEDE et al., 2017) a partir da reacdo equimolar dos
precursores FeCls (0,5 mol.L™?) e FeCl, (0,5 mol.L™!) em meio bésico, com etapa prévia
de purificacdo de sulfato de ferro 1l e posterior converséo de cloreto de ferro 11 (FeCly) in
situ. A reacdo foi conduzida em um reator encamisado de vidro (borossilicato), sob
aquecimento a 60 °C e agitacdo mecanica de 1000 rpm. O pH do meio reacional foi
alterado com a adigéo de 25,0 mL de amdnia (NH4OH 28-30% p/v), resultando em um

pH na faixa de 9 — 10. A adicdo da base proporciona instantaneamente a formagéo de um

80



precipitado preto, indicando a formacao do dxido magnético. A mistura reacional obtida
foi mantida sob agitacdo por 30 min nas condi¢des ja citadas apds adicdo da base. A
suspensdo final foi resfriada até a temperatura ambiente e a fase solida foi sedimentada
com o auxilio de um imé. O precipitado foi lavado com agua deionizada até pH neutro.
A amostra final de nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro foi armazenada em agua
sob refrigeracdo de 3 — 5 °C. Uma aliquota foi seca ao ar, seguido de secagem a vacuo a

60 °C, para posterior funcionalizacéo e caracterizagdo fisico-quimica.

4.2.3 Funcionalizagdo dos SPIONs com aminosilano (NPM-NHz2)

A etapa de funcionalizagdo foi conduzida em uma solugéo contendo etanol: dgua
na propor¢do 98:2 (v/v), em que foram ressuspendidas 0,5% p/v de nanoparticulas
magnéticas. Um ultrassom de ponteira (Marca Hielscher, Modelo UP100H, Alemanha)
foi utilizado por 5 minutos para auxiliar na ressuspensao das nanoparticulas magnéticas.
Apos o sistema atingir 60 °C, adicionou-se inicialmente 2,0 mL de APTMS e, em seguida,
mais 3,0 mL foram adicionados em intervalos de 1 h (divididos em adicdo de 1,0 mL
cada) totalizando 5,0 mL. Apds a ultima adicdo, o sistema permaneceu sob agitacédo
mecanica e aguecimento overnight. As particulas foram lavadas com alcool etilico e agua
destilada na propor¢do 70:30 (v/v), decantadas com imd e o sobrenadante descartado,
repetindo-se o0 procedimento trés vezes. Por fim, as amostras lavadas foram secas e
armazenadas. As nanoparticulas preparadas e funcionalizadas com aminosilano foram

nomeadas como NPM-NHo,.

4.2.4 Conjugacdo de rodamina isotilcianato (NCS) em SPIONs (NPM-NH2_Rod)

O fluoréforo rodamina-B (Rod-B) foi ancorado a superficie das NPM-NH,
visando ao rastreamento por fluorescéncia. A rodamina é um fluor6foro pertencente a
familia dos xantenos, assim como a fluoresceina, os quais vém sendo muito utilizados na
Biologia por sua excelente fotoestabilidade e por apresentarem propriedades fotofisicas
adequadas a aplicacdo em sistemas biologicos, como solubilidade em agua. Para
conjugacéo, primeiramente foram preparados 5 mL de solugdo aquosa 0,2 mg/mL de
Rod-B. Em um tubo de vidro, pesaram-se 15,0 mg de EDC (carbodiimida) e
posteriormente adicionou-se 1,0 mL da solucdo de Rod-B previamente preparada,
ajustando-se o pH para 4-5. A solucéo foi entdo mantida sob agitacdo por 1 h. Foram em
seguida ressuspendidas 10,0 mg de NPM-NH em 1,0 mL de solugdo NaOH (10 M) pH
7-9. Apds 1 h de agitacdo, adicionou-se a solu¢do de Rod-B com EDC as NPM-NH:
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ressuspendidas em NaOH. O sistema foi mantido estatico por 1 h a 8 °C. Posteriormente,
o0 sobrenadante foi removido e, para acelerar a decantacdo das NPM, foi utilizado um ima.
Entdo, as amostras foram lavadas com agua deionizada. As nanoparticulas magnéticas
contendo rodamina conjugada a superficie foram nomeadas como NPM-NH; Rod e
armazenadas ressuspendidas em agua, em frascos revestidos com papel aluminio para a

protecdo do fluoroforo contra a luz.

4.2.5 Caracterizacdes fisico-quimicas

As amostras obtidas (NPM pura/funcionalizada), foram caracterizadas quanto ao
diametro hidrodindmico (DLS — espalhamento de luz), potencial zeta, difracéo de raios X
(DRX), espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR),
microscopia eletrénica de transmissao (MET), magnetometria de amostra vibrante (VSM)

e hipertermia magnética (perfil de liberacéo de calor).

4.25.1 Potencial zeta e didmetro hidrodinadmico

O potencial zeta () ¢ o didmetro hidrodinamico (¢u) das nanoparticulas foram
determinados no equipamento da Malvern R, modelo Nano-ZS, Reino Unido. O
equipamento opera com laser de comprimento de onda 632,8 nm e angulo de
espalhamento de 173°. Para as analises de DLS, as NPMs foram ressuspendidas em agua
ultrapura, meio de cultura com e sem soro fetal bovino (SFB) e dispersas com auxilio de
ultrassom (sonicador), em gque permaneceu por 5 minutos. As analises de potencial zeta
(&) foram realizadas em diferentes valores de pH para a obten¢do da curva de potencial
zeta e 0 ponto isoelétrico, utilizando solugdes de &cido cloridrico (HCI) e hidréxido de
sodio (NaOH) para ajuste de pH.

4.2.5.2 Difracdo de raios X

As amostras de nanoparticulas magnéticas foram caracterizadas quanto a estrutura
cristalina por difragéo de raios X, possibilitando a estimativa do didmetro do cristalito,
empregando a equagédo de Scherrer (Equacdo 5). Os difratogramas de raios X foram
obtidos em difratbmetro de pé Bruker, modelo D8 Advanced, Alemanha. Foi utilizada
fonte de radiacdo CuKoa, com fenda de 0,6 mm e filtro PSD-Ni, para realizar medidas
com passo de 0,05° e tempo de leitura por ponto de 0,2 s.

d =" 005 (6) (E4-5)
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Onde d é o didmetro médio do cristalino; k é o fator de Scherrer (0,94); A ¢ o
comprimento de onda da radiac&o eletromagnética (Kowobre = 1,54 A); B ¢ a largura & meia
altura do pico de maior intensidade e 6 é o angulo de difracdo para o pico de maior

intensidade.

4.2.5.3 Microscopia eletrénica de transmisséo

As micrografias foram obtidas no microscopio eletrdnico de transmisséo de alta
resolucdo JEOL, modelo 2100F, Japdo. A voltagem de aceleracéo foi igual a 200 kV e
foi utilizado um sistema de espectroscopia por dispersao de energia de raios-X (EDS)
Thermo Scientific, modelo Noran System 7, EUA. As amostras foram ressuspendidas em
alcool etilico, dispersadas em banho de ultrassom por 15 minutos a temperatura ambiente
e dispostas em grades de cobre recobertas com carbono e resina polimérica. A distribuicdo
de tamanho de particula foi obtida a partir de imagens da analise de MET, medindo o

didmetro de cerca de 200 particulas usando o software ImageJ.

4.2.5.4 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier

Os espectros dos nanossistemas foram gerados em uma faixa de comprimento de
onda de 400 a 4000 cm?, com um espectrofotdmetro de infravermelho PerkinElmer,
modelo Spectrum Two, EUA, com resolucéo de 4 cm™. As amostras foram previamente
secas, misturadas em KBr, prensadas para obtencdo de pastilhas e entdo submetidas a

analise.

4.2.5.5 Magnetometria de amostra vibrante

Medidas de magnetizacdo foram realizadas no aparelhno Physical Property
Measurement System (PPMS) da Quantum Design, modelo DynaCool, EUA, utilizando
a opcao Vibrating Sample Magnetometer (VSM). As medidas foram realizadas sob

campo variavel de 30.000 a -30.000 Oe, em temperatura fixa de 300 K.

4.2.5.6 Hipertermia magnética

Medidas de hipertermia magnética foram realizadas, utilizando um sistema de
indugdo da Ambrell, modelo Easy Heat EH 3542 LI, Reino Unido. Um frasco de vidro
contendo 1,0 mL de uma dispersdo aquosa de 10,0 mg.mL™* da amostra foi posicionado

em um calorimetro com isolamento térmico. A suspensdo foi exposta a um campo
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magnético alternado com frequéncia (f) de 224 kHz, amplitude (H) de 275 Oe por 15 min
e acionado por uma bobina, gerando um campo magnético alternado induzido, enquanto
um termémetro de fibra dptica mede a mudanca de temperatura. A eficiéncia de
aquecimento da amostra sob um campo magnético alternado (AMF) foi quantificada
usando a taxa de absorcao especifica (SAR, specific absorption rate) (Equacao 6) e com
valores normalizados em relacdo aos seus parametros extrinsecos, para obter perda de
poténcia especifica (ILP, intrinsic loss power) (Equacao 7), como amplitude e frequéncia

de campo,

CH20 U g_l' QC_l] X PHz20 [mg mL‘l]

ar oC.s71 (Eq.6
my,[mg.mL™1] X ar [°C.57'] (Eq.6)

SAR[W.g7'] = [cp[).g7".2C7"] +

SAR [W.kg™']

ILP [nH.m*.- kg™ = o ek Am?]

(Eq.7)

Onde c; € o calor especifico da particula magnética (Cpmagnetitay = 0,670 J g2 °C),
Ch2o € 0 calor especifico da dgua (CHzo(meio de suspensio) = 4,187 J g °C) | przo € a massa
especifica da 4gua (przo = 1,0 g mL™Y), m, é a concentracdo de massa de particulas no
meio de suspensdo, dT/dt € a inclinacdo do grafico temperatura versus tempo (2 a 3
minutos), f é a frequéncia do campo magnético alternado e H é a amplitude deste campo.

4.2.6 Ensaios biologicos

Foram realizados ensaios com diferentes tipos celulares, como células tronco,
fibroblastos (BalbC) e células tumorais de pulméo (A549). Ensaios preliminares foram
realizados em células tronco (células ndo diferenciadas), evoluindo para uma analise em
células saudaveis de mamiferos (fibroblastos, célula do tecido conjuntivo) e células
tumorais de mamiferos (células tumorais de pulmao). Os ensaios bioldgicos realizados
contemplaram viabilidade e internalizacdo celular. Os procedimentos realizados sé&o

detalhados a seguir.

4.2.6.1 Cultivo de células

Foram isoladas celulas tronco mesenquimais no Ndcleo Multidisciplinar de
Pesquisa UFRJ (NUMPEX-BIO/UFRJ Xerém), conforme as normas estabelecidas pela
Comisséo Nacional de Etica em Pesquisa. Apds o estabelecimento de uma linhagem de

cultivo para a obtencdo de uma cultura enriquecida em células mesenquimais, células na
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terceira passagem foram cedidas para realizacao deste estudo. As células mesenquimais
foram cultivadas em DMEM-F12, suplementado com 10% de soro fetal bovino, enquanto
as células de fibroblasto (BalbC) e as células tumorais (A549) foram cultivadas em meio
de cultivo DMEM high glicose suplementado com 10 % de soro fetal bovino. As células
foram mantidas em ambiente imido a 37 °C com 5 % de CO; e cada experimento foi

realizado na curva de crescimento celular exponencial.

4.2.6.2 Exposicao das células as nanoparticulas

Os ensaios de exposicdo foram realizados com trés diferentes linhagens celulares
para validar de forma abrangente as aplicacdes possiveis das NPMs. Todas as células
foram plaqueadas durante 24 horas em uma densidade celular de 26 x 10* células/cm?.
Para 0 ensaio de rastreamento celular foram utilizadas células mesenquimais de
mamifero. As células foram expostas a dose de nanoparticulas de 1,5; 2,5 e 4,5 pg/mL
ressuspensas em meio de cultivo DMEM-F12 suplementado com 10% de soro fetal
bovino durante 1 h,3he 4 h.

Para os ensaios de citotoxicidade sem aplicacdo de campo magnético, foram
usadas células saudaveis do tecido conjuntivo de camundongo (fibroblasto, BalbC) e
células de tumor pulmonar humano (A549). As células foram expostas as nanoparticulas
ressuspensas em DMEM high glicose suplementado com 10% de soro fetal bovino. As
concentracdes de exposicdo foram de 5, 10, 25, 50,100, 250, 500 e 1000 pg/mL por um
tempo de 24 horas.

4.2.6.3 Interacdo celular com as nanoparticulas

A reacdo de azul da Prassia foi utilizada para visualizar o 6xido de ferro por
microscopia de luz convencional, de acordo com a metodologia desenvolvida por
(JASMIN et al., 2011). As células cultivadas em laminulas de vidro foram fixadas com
paraformaldeido 4% por 30 min. Para isso o material foi incubado com a solucéo de Perls
(contendo 20 % de ferrocianeto de potassio e 20 % de &cido cloridrico) por 20 min a
temperatura ambiente. A contra-coloragdo foi realizada por marcacdo de eosina. Os
nucleos foram corados com 1% de Nuclear Fast Red durante 5 minutos. Em seguida, as
células foram gradualmente desidratadas com diluigdes seriadas de alcool, e
posteriormente lavadas com xilol e montadas em meio de montagem. As imagens foram

adquiridas no microscopio optico invertido Olympus, modelo CKX41, Japao.
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4.2.6.4 Confirmacéao de internalizagéo por microscopia de fluorescéncia

Para visualizacdo das particulas na microscopia de epifluorescéncia, foram
empregadas as nanoparticulas com rodamina conjugada. As células plaqueadas em
laminulas foram expostas as nanoparticulas fluorescentes nas condicdes indicadas
previamente, fixadas com paraformaldeido 4% por 30 min, coradas com marcacao
nuclear (DAPI), e as laminulas foram montadas em meio de montagem Vectashield. As
imagens foram capturadas usando microscopio invertido Zeiss (modelo AXIO observer
A, Alemanha) do Laboratorio de Células do Centro Brasileiro de Pesquisas Fisicas
(CBPF), usando luz laser com comprimento de onda de excitacao de 350 nm para o DAPI

(emiss@o em 380 nm) e de 546 nm para a rodamina (emissédo em 568 nm).

4.2.6.5 Hipertermia magnética em modelo celular 2D

Para realizacdo dos ensaios de hipertermia, foi selecionada a concentracdo de
material de 100 pg/mL e as células tumorais pulmonares A549. Apos 24 h de exposicao,
um campo magnético de corrente alternada de 15,5 KA m™ e frequéncia de 307 KHz foi
aplicado em um Unico ciclo por 50 minutos ou alternativamente por 5 ciclos cumulativos
de 30 minutos cada, aplicados uma vez por dia durante 5 dias. Entre os ciclos, as células
eram retornadas para a estufa com fluxo de CO; e temperatura e umidade controlados.

4.2.6.6 Viabilidade celular (ensaio MTT)

Para avaliar a viabilidade celular apds a exposicdo as diferentes concentracGes de
nanomaterial, foi realizado o ensaio de MTT (3-(4,5-dimethylthiazolyl-2)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide)). O controle positivo de morte celular foi induzido com a
exposicdo a dimetilsulfoxido (DMSO) 1%. As células foram expostas a uma concentracdo
de MTT de 5 mg/mL durante 4 h. Em seguida, o meio contendo MTT foi retirado e 0s
cristais de formazan dissolvidos em 100 pL de DMSO por poco. A leitura de absorvancia
foi realizada em comprimento de onda de 570 nm e 690 nm. Os valores de absorvancia
em 570 nm foram subtraidos aos valores de absorvancia em 690 nm (que representa o
branco do fundo da placa). Todos os resultados foram mostrados como % vs o controle

negativo (células vivas sem tratamento).
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4.2.6.7 Viabilidade celular (Presto Blue)

O ensaio de Presto blue (kit disponivel comercialmente) foi realizado por
incubacdo das células tumorais pulmonares A549 durante 10 minutos com a solugéo de
Presto Blue na concentracao de 44 UM e exposicao de 100 pg/mL de nanoparticulas, com

campo magnético alternado aplicado em 5 ciclos repetidos.

4.2.6.8 Citotoxicidade (Live and dead)

O teste de citotoxicidade por fluorescéncia live/dead foi realizado incubando as
células apos exposicdo aos materiais. Como controle positivo de morte, as células foram
expostas a uma solucdo de SDS 1%, 30 minutos antes da realizacdo do teste. Para
realizacdo do teste live/dead, as células foram incubadas por 30 minutos com uma solugéo
contendo calceina AM em uma concentrag¢do final de 2 uM e 4 pM, respectivamente,
lavadas e visualizadas no microscépio invertido Zeiss (modelo AXIO observer A,
Alemanha), do Laboratério de Células do CBPF, usando luz laser no comprimento de
onda Aex = 488 nm para calceina AM (kem = 520 nm) e Aex = 546 nm para Pl
(hem = 568 nm). Foram consideradas vivas as células em verde (marca¢do em calceina

AM) e mortas as células em vermelho (marcagdo com Pl).

4.3 Resultados e discussao

4.3.1 Efeito de modificacdo de superficie em nanoparticulas magnéticas

A funcionalizacdo consiste na modificacdo da superficie das nanoparticulas, de
modo a facilitar a interacdo tanto por ligacGes quimicas quanto por interacao eletrostatica
com outras moléculas. Diferentes substancias podem ser empregadas na funcionalizacao,
a depender do grupo funcional que se deseja na superficie das nanoparticulas magnéticas.
Neste trabalho, as nanoparticulas magnéticas foram funcionalizadas com (3-
aminopropil)trietoxi-silano (APTMS), de modo a resultar na adi¢do de grupamento —NH:
na superficie como grupamento terminal. Durante o processo de funcionaliza¢do ocorre
a formacdo de ligagBes Si-O-Fe por meio de reacOes de hidrolise e condensacdo (DE
CROZALS et al., 2016). Durante a hidrdlise, sao liberados etanol e silanol (Si-OH), o
qual é condensado com auxilio do aquecimento, o que resulta no processo de

funcionalizacdo da superficie das nanoparticulas (BRUCE; SEN, 2005).
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Os resultados a seguir sdo apresentados de modo a confirmar a etapa de
funcionalizagcdo da NPM, bem como apresentar as vantagens de tal modificacao frente ao
ensaio in vitro. A Figura 28 apresenta os difratogramas das amostras NPM e NPM-NHo,
sendo possivel verificar que as posi¢cdes dos picos de difracdo para ambas as amostras
estdo condizentes com o padrdo da magnetita (JCPDS N° 89-4319) e estdo indexados
como os planos cristalinos (220), (311), (400), (422), (511) e (440). Observa-se que a
etapa de funcionalizacdo com APTMS nédo causou mudanga estrutural nas fases “bulk”

deste oxido de ferro, conforme esperado.

Figura 28. Difratogramas obtidos para amostras de nanoparticulas de 6xido de ferro
sintetizadas (NPM) e funcionalizadas com APTMS (NPM-NH>), com indexacdo dos
picos em relacdo a ficha cristalografica da magnetita (JCPDS N° 89-4319).
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E importante ressaltar que a fase maghemita apresenta estrutura cristalogréfica
bastante semelhante a magnetita, sendo uma limitagcdo da técnica de difragcdo de raios X
a diferenciacdo de ambas as fases. Porém, a maghemita ¢ formada em meio 4cido e
apresenta coloragdo ocre, enquanto a magnetita ¢ formada em meio basico e apresenta
coloragao preta (JOLIVET et al., 2004), o que permite afirmar que a composi¢ao da
amostra obtida ¢ majoritariamente associada a fase magnetita. No entanto, a conversao

de magnetita a maghemita se d4 naturalmente por oxidagdo, podendo haver mistura de
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fases, que so pode ser confirmado por outras técnicas, como as medidas de magnetizagao

apresentadas posteriormente.

O tamanho de cristalito das amostras foi estimado pela Equacdo de Scherrer, na
qual o tamanho de cristalito ¢ inversamente proporcional a largura a meia altura do pico
de difragdo (MUNIZ et al., 2016). Usou-se como referéncia o pico de maior intensidade
da fase correspondente ao plano (311), cujos valores estdo indicados na Tabela 11. Os
valores de tamanho de cristalito calculados foram iguaisa 12,5 e 14,6 nm para as amostras
NPM e NPM-NH2, respectivamente. Esses valores podem ser empregados como
estimativas de dimensdo de particula e comparados com a dimens&o obtida por meio da

técnica de microscopia eletrnica de transmissao.

Tabela 11. Diametro médio de cristalitos estimados pela equacdo de Scherrer e seus

respectivos parametros de célculo.

Amostra 20 (°) B (© D311 (nm)
NPM 35,74 0,70 12,5
NPM-NH: 35,62 0,60 14,6

As micrografias obtidas por microscopia eletronica de transmissdo sao
apresentadas na Figura 29 para ambas as amostras. A amostra de NPM apresentou
morfologia esférica, com uma tendéncia a formagao de aglomerados que podem ter sido
provocados pelo modo de preparo das suspensoes antes da anélise ou devido a alta relagao
area/volume esperada para materiais com essas dimensdes nanométricas, uma vez que o
tamanho médio de particula foi de 12 + 2 nm, conforme indicado no histograma de
distribuicao (Figura 29-A). O tamanho médio de particula corresponde ao esperado
mediante as condigdes de sintese utilizadas, estando dentro da faixa de tamanhos de
materiais superparamagnéticos sintetizados de forma similar (HO; SUN; SUN, 2011). O
tamanho obtido por microscopia corroborou o tamanho do cristalito estimado pela
Equacdo de Scherrer, revelando que o tamanho das particulas se aproxima do tamanho
dos cristalitos. Conforme pode ser observado na Figura 29-B, a funcionalizacdo néo

provocou alteracdo na morfologia nem na distribuicdo de tamanhos das nanoparticulas.
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Figura 29. Analise morfoldgica de nanoparticulas de magnetita e respectivo histograma

de distribuicdo de A) nanoparticulas puras e B) nanoparticulas funcionalizadas.

Os espectros obtidos na regido do infravermelho, para as NPM puras e
funcionalizadas sdo apresentados na Figura 30. A presenca de nanoparticulas de
magnetita pode ser caracterizada por trés bandas fortes de absorc¢éo por volta de 630, 590
e 445 cmt, que correspondem ao estiramento da ligacdo Fe-O (STOIA et al., 2016). As
bandas de absorcdo na faixa de 3200-3600 cm™ e em 1625 cm™ sdo atribuidas as
vibracdes de estiramento e flexdo do -OH da agua (H20) e grupos -OH adsorvidos a
superficie da particula (MOHAPATRA et al., 2007).

Apo6s a funcionalizacdo com o APTMS, o espectro da amostra NPM-NH:
apresentou uma banda de absorcéo relativa a deformacéo axial das liga¢oes Si-O-Si e Si-
O-Fe na faixa entre 1017 e 1123 cm™ (SOVIC et al., 2011). Foram observados dois
ombros relativos a deformagéo axial da ligagdo N-H em 1614 cm™ e 1547 cm™? (SHEN

et al., 2007). A presenca do grupo propila ancorado foi confirmado pelo estiramento
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vibracional C-H observado em 2929 e 2869 cm™, confirmando assim a funcionalizacéo
com aminosilanos (YAMAURA et al., 2004).

Figura 30. Espectros de FTIR das amostras NPM e NPM-NHa.

== o LR aa— HP% Y] N
a b i\ i
i [ i A -
H b ! foa I
—_ 1 1 1 vact by ! n
. 1 P O T i o
3| i\ A RN
i T Vi Na
1 1 1 ! 1 i
© 1 [ 1 ! il ol
(§] ! I ! 1 LH G
c i A R
“© RN T B Z1 11 o
= 1o i T i P 3
e HE = 1 H iont 1! Al
) i i i {I:|$ N
A IR
E Ve ——— L G | 1 ::"—n : :
i
= P
p 11 L
P 1! 1!
1 1! 1 !
R
——NPM AR
NPM-NH, N P
(S O .

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

As propriedades coloidais das nanoparticulas funcionalizadas (NPM-NH>) e da
amostra precursora (NPM) foram realizadas para avaliar a funcionalizagdo por meio do
potencial de superficie, bem como o tamanho da particula em diferentes meios por meio
do diametro hidrodinamico. As amostras foram analisadas por meio de medidas de
potencial zeta em diferentes valores de pH para avaliar o impacto na carga da superficie
proporcionada pelo grupo NH2 em funcdo do pH. A curva de potencial e o ponto
isoelétrico resultantes desta analise podem ser observados na Figura 31. O potencial zeta,
além de depender da natureza das particulas, sofre influéncia do liquido dispersante,

sendo afetado pelo pH e pela forca idnica do meio.

Para aplicagdes bioldgicas dois fatores sdo considerados desejaveis: a estabilidade
das particulas em suspensdo e a carga da superficie da particula. As particulas com (
maiores do que 30 mV em mddulo normalmente apresentam boa estabilidade coloidal.
Com relagéo a carga, NPs com cargas de superficie positivas proporcionam uma melhor

interacdo nas células, sendo incorporadas mais rapidamente e em maior nimero (HUHN
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et al., 2013), uma vez que a superficie das membranas celulares possuem cargas

negativas.

Figura 31. Curva de potencial zeta em funcdo do pH (2-12) para as amostras NPM e
NPM-NH: em agua.
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As medidas de potencial zeta das amostras NPM e NPM-NH, foram feitas
ressuspendendo as nanoparticulas em agua e variando o pH (2 a 12) do meio. Conforme
0 pH aumenta, as cargas de superficies passam de positiva para negativa, passando pelo
ponto isoelétrico (pl) que, na auséncia de adsorcdo especifica, € igual ao ponto de carga
zero. Os pontos isoelétricos para as amostras NPM e NPM-NH, foram estimados
experimentalmente como iguais a 5,4 e 6,7, respectivamente, e o incremento de pl da
NPM para a NPM-NH: corrobora os resultados de FTIR, confirmando a funcionalizag&o.
Este deslocamento do pl decorrente da funcionalizacdo favorece a internalizacdo das
nanoparticulas em células, uma vez que as nanoparticulas se apresentam com potencial
de superficie positivo em uma maior faixa de valores de pH. Vale lembrar que na via de
absorcéo celular normalmente os nanomateriais passam por varios pHs diferentes de
fluidos bioldgicos, como sangue (pH neutro), fluido intracelular (pH 6,8) e lisossomo (pH
4,5-5) (NGUYEN; LEE, 2017).
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O didmetro hidrodinamico das particulas (¢n) foi medido pela técnica de
espalhamento dinamico de luz (DLS), o qual fornece a soma do didmetro da particula
com a camada de solvatagdo em relacdo ao meio em que esteja dispersa, como pode ser
observado na Figura 32. Dessa forma, o valor obtido por esta técnica difere do valor
obtido por microscopia eletronica de transmissdo, com desvios positivos. O ¢u sofre
variagdo, pois € dependente do meio no qual as NPs estdo imersas, visto que ha diferentes
interacdes (meio, solutos e até entre particulas) resultando em diferentes valores de ¢u,
conforme observado nos resultados apresentados em agua e meio de cultura com SFB
(Figura 32), sendo importante a avaliagdo em meio aquoso, uma vez que serdo aplicados
em sistemas bioldgicos. Vale ressaltar que materiais com dimensdes nanométricas
apresentam uma forte tendéncia para aglomerar devido a elevada area especifica. Por isso,
quando dispersos em meios aquosos, apresentam valores de ¢n muito mais elevados que

o valor do didmetro real da particula singular (DOBROVOLSKAIA et al., 2009).

Figura 32. Distribuicdo de tamanho da amostra NPM (Fe3O4) obtidos por meio da medida
de espalhamento dindmico de luz em diferentes meios: agua destilada e meio de cultura
com SFB.
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Ambas as amostras apresentaram o mesmo comportamento perante os diferentes
meios, sendo possivel observar (Tabela 12) um incremento do ¢u das particulas
analisadas em suspensdo na presenca de meio de cultura com SFB. Este incremento de
diametro hidrodindmico no meio de cultura era esperado, uma vez que o meio de cultura
¢ rico em sais e carboidratos que podem induzir a aglomeragao das nanoparticulas. Além
disso, a suplementacdo do meio com SFB induz a formacdo de corona proteica que
aumenta o didmetro hidrodinamico das particulas individualmente, além de favorecerem
a formagéo de agregados (MAIORANO et al., 2010). E importante notar que os tamanhos
médios foram calculados considerando apenas uma unica populagdo de particulas em
cada caso, embora o grafico mostre uma distribui¢ao bimodal, pois a aglomeracdo das
particulas, que leva a valores maiores, poderia aumentar consideravelmente o tamanho

médio.

Tabela 12. Diametro hidrodindmico para as amostras NPM e NPM-NH; para os

diferentes meios utilizados: agua e meio de cultura com SFB.

¢H (Nm)
Amostra H,O Meio de cultura com SFB
NPM 490 £ 29 931 +62
NPM-NH> 193+3 1237 £ 83

Quando se analisa o comportamento do ¢u em um mesmo meio, comparando a
NPM sem e com funcionaliza¢dao, nao foi observada uma tendéncia. A funcionalizagao
induziu uma redu¢do de ¢n em agua e incremento em meio de cultura. Em agua, as
particulas funcionalizadas (NPM-NH>) apresentaram uma diminuic¢do do ¢u de 490 para
193 nm em relagdo as particulas ndo modificadas (NPM). Essa reducao de agregacao das
nanoparticulas pode ser atribuida ao aumento do modulo do potencial zeta no pH da dgua
(em torno de pH 5,5), o que aumenta a repulsdo eletrostatica entre as nanoparticulas.
Adicionalmente, tem-se uma contribui¢ao do impedimento estérico que os grupamentos
aminosilanos conferem a particula apds funcionalizacdo. Por outro lado, em meio de
cultura com SFB foi observado um aumento expressivo do ¢u, 0 que pode ser atribuido a
formacgao da corona proteica resultante da interacao das proteinas do soro com a superficie

das NPs e que ¢ favorecido pela presenca de grupamentos funcionais ancorados na

particulas (NGUYEN; LEE, 2017).
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O ¢u ¢ um importante fator a ser considerado, visto que leva a mudangas na
internalizacao celular das NPs, uma vez que esta condi¢ao ¢ dependente do tamanho das
mesmas e/ou de seus aglomerados. Além disso, o tamanho das NPs determina a
distribui¢do no corpo, pois NPs com tamanhos diferentes sdo processadas pelo organismo
de formas diferentes, podendo ser fagocitadas ou acumuladas em diferentes 6rgaos

(GAUMET et al., 2008).

As curvas de magnetizacdo das particulas podem ser observadas na Figura 33.
Ambas apresentaram um perfil superparamagnético e valores de magnetizacdo de
saturacdo (Ms) de 67,0 e 61,0 emu/g para NPM e NPM-NH,, respectivamente,
corroborando resultados reportados na literatura (SANTOS et al., 2018; PERECIN et al.,
2021; MOHAPATRA et al., 2007), além de exibir magnetizacdo de remanéncia e campo
coercitivo despreziveis. Os valores de magnetizagdo de saturagdo (M), magnetizacdo
remanescente (M;) e campo coercivo (Hc) extraidos a partir da curva de histerese sao
apresentados na Tabela 13. A pequena diminuicdo na magnetizacdo de saturacdo da
amostras NPM-NH: é uma indicagdo da funcionalizacdo com APTMS, relacionada ao
grupamento ligado a superficie da particula magnética, que contribui como uma massa

ndo magnética para o volume total da amostra (MENG et al., 2018).

Figura 33. Curvas de magnetizacdo para as amostras de nanoparticulas pura (NPM) e
funcionalizada (NPM-NH>) com suas respectivas ampliacGes da curva de histerese em

funcdo do campo magnético aplicado a 300 K.
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Tabela 13. Valores obtidos para magnetizacdo de saturacdo (Ms), magnetizagdo
remanescente (Mr) e campo coercivo (Hc) das amostras de nanoparticulas pura (NPM) e
funcionalizada (NPM-NH>).

Amostra Hc (kOe) Mr (emu.g?) Ms (emu.g?)
NPM 0,006 1,09 67,0
NPM-NH: 0,019 2,93 61,0

A eficiéncia de aquecimento das NPs foi avaliada em funcdo da aplicacdo de um
campo magnético alternado. A Figura 34 apresenta o perfil de liberacdo de calor das
amostras de nanoparticulas pura (NPM) e funcionalizada (NPM-NH>) e os valores de
SAR e ILP calculados para as concentragfes de 10 mg.mL? estdo apresentados na Tabela
14,

Figura 34. Perfil de liberacdo de calor das nanoparticulas pura (NPM) e funcionalizada
(NPM-NH2) — 10 mg/mL (em &gua), sob aplicacdo de um campo magnético a 275 Oe e
224 KHz.
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Tabela 14. Valores obtidos para a taxa de absorcao especifica (SAR) e perda de poténcia
especifica (ILP) para as amostras de nanoparticulas pura (NPM) e funcionalizada (NPM-
NH>) na concentracdo de 10 mg/mL (em &gua).

Amostra SAR (W g?) ILP (nHmM?kg1)
NPM 62,0 0,57
NPM-NH:2 53,0 0,49

Valores de ILP variando de 0,2 a 3,1 nHm? kg* foram relatados para ferrofluidos
comerciais (KALLUMADIL et al., 2009). No presente estudo, os valores de ILP obtidos
foram iguais a 0,57 e 0,49 nHm?kg™* para as amostras de nanoparticulas pura (NPM) e
funcionalizada (NPM-NH), respectivamente. Esses resultados estdo alinhados com os
dados experimentais relatados na literatura (HERVAULT; THANH, 2014) e sdo
consistentes com as medicGes obtidas usando um magnetébmetro de amostra vibrante
(VSM). Percebe-se que a funcionalizagdo ndo afetou significativamente o perfil de
liberacdo de calor das nanoparticulas magnéticas, levando apenas a uma leve reducdo na
liberacdo de calor, em consonancia com a pequena reducéo da magnetizacdo de saturacao

apresentada anteriormente.

Vale destacar uma inflexdo irregular no inicio da curva de aguecimento da amostra
NPM-NHo>. Tal desvio pode estar relacionado a presenca dos grupamentos funcionais na
superficie da particula, que pode estar influenciando a mobilidade da mesma em solugédo
e pode ser atribuida a estabilidade coloidal das NPs e a relaxacdo de Brown, que é
associado a rotacdo da particula, na contribuicdo da relaxacdo magnética do perfil de
aquecimento (SAVVA et al., 2013). No entanto, as amostras apresentaram um perfil
adequado de aquecimento, atingindo elevadas temperaturas em um periodo curto de
exposi¢do ao campo magnético, indicando que a funcionalizacdo ndo impactou
negativamente a capacidade de aquecimento das NPs. Os resultados foram considerados
satisfatorios, uma vez que para aplicagdes bioldgicas, por exemplo, deseja-se um material
que apresente uma boa capacidade de liberacdo de calor em um curto espago de tempo,

visando a uma menor exposi¢do do organismo ao campo magnético.
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4.3.2 Citotoxicidade e internalizacdo dos nanossistemas magnéticos

Como primeira etapa dos ensaios bioldgicos, foi necessario avaliar o possivel
efeito citotoxico do sistema, antes da aplicacdo do campo magnético. Para avaliar este
efeito, foi escolhido o ensaio do MTT, preconizado pela 1SO 10993-5 (2009) para
realizacdo dos ensaios de citotoxicidade in vitro. Neste ensaio, € mostrada a viabilidade
de forma proporcional a conversdo do sal de tetrazolio (MTT) em cristais de formazan
(cristais violeta) intracelulares. Tais cristais s&o posteriormente dissolvidos em DMSO e
a absorvancia € medida em espectrofotdometro em comprimento de onda (1) de 540 nm,
descontada a absorvancia medida em comprimento de onda de 690nm (branco). Os
resultados (Figura 35) mostraram uma auséncia de toxicidade em todas as concentragdes
testadas (ap6s 24 h de exposicdo), tanto apés interacdo celular com a particula pura,

guanto com a particula funcionalizada com o grupo NHa.

Figura 35. Ensaio de viabilidade celular (MTT) das amostras de nanoparticulas pura
(NPM) e funcionalizada (NPM-NH>) nas concentracfes de 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500,
1000 pg/mL.
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Uma vez confirmada a auséncia de citotoxicidade, foi avaliada a internalizacdo
das particulas NPM-NH. Os ensaios de internalizacdo e validacdo de hipertermia
magnética foram realizados apenas com as nanoparticulas magnéticas funcionalizadas,
uma vez que foram comprovadas as alteragdes em suas propriedades na se¢édo anterior.
Para avaliar a interacdo das particulas em células mesenquimais de mamifero, foi

realizada a marcagdo com azul da Prassia. Esta técnica é considerada um dos testes
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histoquimicos mais sensiveis, capaz de identificar até mesmo granulos unicos de ferro
nas células sanguineas (PAWSAT et al., 2021), sendo por isso a metodologia comumente
empregada para avaliar a internalizacdo das particulas de ferro (PONGRAC et al., 2019).

A marcacdo com azul da Prussia solubiliza parcialmente a superficie das NPMs
(com solucao de &cido cloridrico), disponibilizando os cations Fe3* para interagdo com o
ferrocianeto, resultando em um complexo de coloracdo azulada, que confirma a presenca
de ferro. As imagens (Figura 36) mostram a presenca de ferro, dependente da dose e do
tempo, apds a interacdo das particulas (NPM-NHz2) com células mesenquimais de
mamifero. Além disso, nas imagens é possivel observar a marcagdo com ferro seguindo
a morfologia celular marcada na contra-coloracdo em rosa, que delimita os contornos da
célula, indicando assim que provavelmente as particulas se encontram no citoplasma da

mesma.

Figura 36. Interacdo da amostra NPM-NHz com células mesenquimais de mamifero
realizada nos tempos de 1, 2 e 3 h em concentragdes de 1,5, 2,5 e 4,5 pg/mL.
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Contudo, a microscopia de luz convencional ndo apresenta resolucdo que garanta
de fato a internalizacdo das particulas, as quais podem se encontrar aderidas na
membrana, mas ndo de fato internalizadas. Nas concentragdes maiores de exposi¢do é
possivel perceber a presenca de agregados de nanoparticulas que podem dificultar a
internalizacdo efetiva nas células, podendo estar refletida apenas a interacdo de

aglomerados na superficie das células. Portanto, este foi apenas um ensaio preliminar para
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avaliar a interacdo das NPMs com as células, ndo confirmando a internalizacdo de

maneira inequivoca.

Para confirmar a internalizagdo efetiva, foi realizada a marcacdo das
nanoparticulas com a molécula fluorescente rodamina, que permite distinguir se as
particulas marcadas com fluorescéncia em vermelho estdo sendo internalizadas pelas
células. Para garantir que a presenca de rodamina ndo influencia a toxicidade do sistema,
foi realizado um ensaio de viabilidade celular (Figura 37), confirmando a auséncia de
toxicidade, mesmo apds a ancoragem da molécula fluorescente. Como pode ser
observado na imagem representativa da direita na Figura 37, as nanoparticulas (NPM-
NH.) foram internalizadas pelas células, posicionando-se de forma perinuclear, porém
sem serem internalizadas pela membrana nuclear. A marcagdo em vermelho no entorno
do nucleo celular (em azul, marcacdo DAPI) e limitado pela membrana celular

(acompanha a morfologia celular) confirmam a internalizacéo das particulas.

Figura 37. Citotoxicidade e internalizacdo de NPM-NH>-Rod em fibroblastos (BalbC).
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4.3.3 Prova de conceito da hipertermia magnética em modelo celular 2D

Uma vez realizada a caracterizacdo fisico-quimica das nanoparticulas e
confirmada a auséncia de toxicidade e internalizacdo celular das mesmas, foi realizado
um ensaio para avaliar o efeito de hipertermia magnética das particulas em células
tumorais de mamifero (A549, células tumorais de pulm&o). Neste ensaio, a concentragao
de NPM-NH: foi fixada em 100 pg/mL e foram aplicados 5 ciclos de campo magnético

alternado, em condicGes de campo e frequéncia compativeis com aplicacdes terapéuticas.

Para realizar uma medida tempo-dependente da viabilidade celular apds cada ciclo

de hipertermia aplicada, foi realizado o ensaio de citotoxicidade com o reagente Presto
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blue, baseado na reducéo realizada pelas células vivas, do corante a base de resazurina,
permeével as células. A resazurina é reduzida a resorufina, passando de uma cor azul para
uma cor rosa fluorescente. Este ensaio, ao contrario do MTT, permite avaliar a viabilidade
celular com as células ainda vivas, o que permite 0 acompanhamento da viabilidade
celular do mesmo conjunto amostral ao longo do experimento (JASMIN et al., 2011). Os
resultados (Figura 38) mostraram um crescimento celular ao longo dos dias de cultivo,
seguindo a curva de crescimento celular, todavia sem apresentar uma reducdo da
viabilidade celular, apesar da cumulacdo de varios ciclos de aplicacdo de campo

magnético.

Figura 38. Ensaio de viabilidade tempo dependente de Presto Blue realizado ap6s
exposicdo de 100 pg/mL de nanoparticulas, com campo magnético alternado aplicado em
5 ciclos repetidos. Os resultados sdo a média + desvio padrdo de uma triplicata

experimental.
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Contudo, o teste Presto Blue apresenta limitagdes consideraveis quando se trata
de avaliacdo do efeito citotdéxico de nanomateriais de cor escura. Sendo um teste baseado
na medicdo da absorvancia do sobrenadante celular, a presenca de nanoparticulas escuras
pode interferir com o principio do teste e criar falsos positivos, incrementando de forma
artificial a absorvancia e nao correspondendo a real viabilidade celular (MBEH et al.,
2015). Portanto, para eliminar possiveis interferéncias foi realizado o teste de
citotoxicidade live/dead, baseado na dupla de corantes calceina e iodeto de propidio. O
corante de Calceina AM (ndo fluorescente), quando em contato com as células viaveis, é

convertido em um corante Calceina polianidnico, de cor verde e fluorescente no
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comprimento de onda (A) entre 495—515 nm. Ja o corante Homodimero de Etidio 1 (EthD-
1) penetra apenas em células com as membranas rompidas (mortas), ligando-se aos acidos
nucleicos e exibindo uma fluorescéncia em vermelho quando excitado em um

comprimento de onda (A) entre 495—635 nm.

A Figura 39 mostra o controle de morte celular exposto ao SDS, apresentando
poucas células viaveis. Em contraste, poucas mudancas na viabilidade celular (muitas
células viaveis) foram observadas quando as células foram expostas as nanoparticulas
sem aplicacdo de campo magnético ou com aplicacdo de campo sem exposi¢do as
nanoparticulas, quando comparadas com o controle negativo, representado por células
viaveis. Contudo foi observada morte celular apds o primeiro ciclo de hipertermia de 50
minutos, que se tornou mais significativa apds o 5° ciclo de campo magnético. Portanto,
o efeito de aplicagdo de campo magnético em células colocadas em contato com

nanoparticulas magnéticas parece ser promissor como alternativa terapéutica.

Figura 39. Ensaio de live and dead ap6s aplicacio de campo magnético de 15,5 KA m?
e f 307 KHz. Células tumorais (A549) foram expostas a 100 pg/mL de NPM-NH2. O

controle de morte celular foi exposto a 1% de SDS 30 min antes da realiza¢&o do ensaio.
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4.4 Conclusao

As nanoparticulas preparadas apresentaram boa estabilidade em solucao aquosa,
com didmetro médio de 12,0 nm, as quais foram funcionalizadas com grupo NH>
utilizando-se o reagente APTMS. Tais particulas apresentaram magnetizacdo de
saturacdo de 67 e 61 emu.g!l (a 300 K) para as amostras NPM e NPM-NH2,
respectivamente, e mostraram ser promissoras para internalizagdo em células-tronco
mesenquimais. E importante ressaltar que tanto a dose quanto o tempo de incubag&o sio

variaveis significativas e contribuem positivamente no processo de marcacgao.

Com base nos resultados obtidos, sugere-se que a marcacdo com a NPM seja
realizada em tempos maiores, para garantir a internalizacdo das particulas e ndo apenas
adesdo a membrana celular, e em concentragdes maiores, desde que a viabilidade celular

néo seja afetada, para aumentar a eficiéncia da internalizagéo.

Na validacdo bioldgica, as nanoparticulas foram bem internalizadas em vérias
linhagens celulares, ndo causando citotoxicidade. Isso indicou a possibilidade de
desenvolver uma ampla gama de aplicacdes potenciais para 0s nanossistemas estudados,
especialmente em rastreamento celular e terandstico. Uma prova de conceito de
hipertermia magnética em cultivo celular 2D de células tumorais de pulmédo (A549)
mostraram que a terapia baseada em nanoparticulas magnéticas e exposi¢do a campo
magnético alternado é promissora, considerando ao menos cinco ciclos de exposi¢do ao

campo.

4.5 Cooperac0es técnicas e producdes cientificas

45.1 Colaboracgtes

O presente Capitulo foi desenvolvido com as seguintes colaboragdes:

1) Jasmin — Professora do Nucleo Multidisciplinar de Pesquisa UFRJ/Xerém em
Biologia: ensaios de rastreamento de células tronco mesenquimais, empregando as
nanoparticulas magnéticas desenvolvidas no presente trabalho.

2) Jéssica Dornelas da Silva — CEO da startup Nanoonco3D: ensaios biol6dgicos de
citotoxicidade e internalizacdo em células de mamiferos, incluindo ensaios de

hipertermia magnética em modelo celular 2D.
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4.5.2 Orientac0es

1)

2)

O presente Capitulo desdobrou nas seguintes orientacGes/supervisoes:

Tayna Cunha - Mestranda do Programa de Engenharia Quimica
(PEQ/COPPE/UFR]), esta desenvolvendo dissertacao intitulada “Efeito do potencial
elétrico de nanoparticulas magnéticas de Oxido de ferro sobre a remodulacdo de
macrofagos”, sob orientacdo da professora Helen da Conceicao Ferraz e minha
colaboracéo (previsdo de defesa mestrado: 2023.2). Defendeu trabalho de conclusao
de curso de Engenharia Quimica, da Universidade Federal Fluminense — UFF,
intitulado “Obtencdo de nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro e avaliagdo do
potencial dos nanomateriais como suportes enzimaticos na imobiliza¢do de lipase”
em 2019, sob orientacdo da professora Ana Carla Coutinho e minha coorientacgéo.
Victor Essus — Mestrando do Programa de Pdés-Graduagdo em Ciéncias
(Microbiologia), Instituto de Microbiologia Paulo de Gées da Universidade Federal
do Rio de Janeiro, esta desenvolvendo dissertagdo intitulada “Influéncia do tamanho
e potencial de superficie de nanoparticulas magnéticas no desenvolvimento de
sistemas de purificacdo de DNA”, sob orientacdo da professora Juliana Reis Cortines
e minha colaboracdo (previséo de defesa mestrado: 10/2023).

4.5.3 Producdes cientificas

1)

2)

Este capitulo resultou na apresentag¢do dos seguintes trabalhos em congresso:

Production of superparamagnetic iron oxide nanoparticles and stem cells labeling,
apresentado na modalidade poster no 8™ Latin-American Symposium on Animal Cell
Technology (SLATCC 2018) - avaliado como um dos dez melhores trabalhos entre
80 posteres apresentados.

Efficiency of multiple applications of magnetic hyperthermia in lung tumor cells using
aminosilane coated iron oxide nanoparticles, apresentado na modalidade oral
(virtual) no X1X Brazil MRS Meeting (SBPMat 2021).
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5 CAPITULO YV
Desenvolvimento de Nanoparticulas
Poliméricas Contendo Extrato de
Curcuma e Nanoparticulas
Superparamagnéticas

N&o € sobre ter todas as
pessoas do mundo pra si

E sobre saber que em algum
lugar alguém zela por ti

E sobre cantar e poder
escutar mais do que a propria
voz

E sobre dancar na chuva de
vida que cai sobre nés

E saber se sentir infinito
Num universo tdo vasto e
bonito, é saber sonhar
Entdo fazer valer a pena
Cada verso daquele poema
sobre acreditar

Né&o é sobre chegar no topo
do mundo e saber que
venceu

E sobre escalar e sentir que o
caminho te fortaleceu

E sobre ser abrigo e também
ter morada em outros
coragdes

E assim ter amigos contigo
em todas as situagdes

A gente ndo pode ter tudo
Qual seria a graca do mundo
se fosse assim?

Por isso, eu prefiro sorrisos

E os presentes que a vida
trouxe pra perto de mim

N&o é sobre tudo que o seu
dinheiro é capaz de comprar
E sim sobre cada momento,
sorriso a se compartilhar
Também ndo é sobre correr
contra o tempo pra ter
sempre mais

Porque quando menos se
espera a vida ja ficou pra tras

Segura teu filho no colo
Sorria e abraga 0s teus pais
enquanto estdo aqui

Que a vida é trem-bala,
parceiro

E a gente é s6 passageiro
prestes a partir

Laia, laia, laia, laia, laia
Laia, laia, laia, laia, laia

Segura teu filho no colo
Sorria e abraga 0s teus pais
enquanto estdo aqui

Que avida é trem-bala
parceiro

E a gente é sO passageiro
prestes a partir

Trem-Bala (Ana Vilela)
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5.1 Contextualizacéo

A nanomedicina terandstica, ou nanoterandstica, € capaz de integrar diagndstico
e tratamento em uma Unica plataforma, empregando nanomateriais. Ao longo dos anos,
0S avangos nesta area tém gerado novas modalidades terapéuticas, incluindo tratamento
de doencas ndo invasivas e monitoramento em tempo real da liberacdo de medicamentos
e distribuicdo localizada (GOLOVIN et al., 2018). Essa abordagem possibilita o
tratamento direcionado, evitando danos as células saudaveis e reduzindo o risco de
superdosagem e 0s custos de um tratamento. Consequentemente, o diagnostico precoce
pode melhorar a sobrevivéncia do paciente, enquanto o tratamento otimizado pode

oferecer alta eficacia terapéutica e perfil de seguranca aprimorado (WONG et al., 2020).

O uso de nanomateriais possuindo multiplas modalidades de imagem e
capacidades terapéuticas é a chave para um tratamento eficaz em nanoterandstica.
Algumas vantagens significativas dos nanomateriais incluem seu tamanho reduzido,
elevada superficie em relacdo ao volume e suas notaveis propriedades dpticas e elétricas
(KHALID et al., 2020). Esses nanomateriais podem conter varias construces quimicas,
como uma porcdo de direcionamento para ligacéo celular especifica, agentes terapéuticos
ou agentes de diagndstico, podendo ser associados a biomarcadores ou revestidos em
matriz polimérica que confere estabilidade coloidal e apresenta grupos funcionais para
bioconjugacdo (KIM et al.,, 2019; MENDES et al., 2018). Uma representacao
esquematica do uso de nanomateriais em nanomedicina terandstica pode ser observada

na Figura 40.

As nanoparticulas poliméricas, como as nanoparticulas de PMMA, por exemplo,
tém sido amplamente consideradas nos Gltimos anos para o encapsulamento/revestimento
de diversos nanomateriais. Este polimero sintético apresenta alta estabilidade quimica,
biocompatibilidade, auséncia de toxicidade e boas propriedades mecanicas
(AHANGARAN et al., 2019; DHIVYA et al., 2018).
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Figura 40. Representacdo esquematica do uso de nanomateriais em nanomedicina
terandstica: a combinacdo de varias estruturas em nanocarreadores multifuncionais

permite seu uso em diagnostico por imagem e abordagens terapéuticas.

Nanoparticula/nanocarreador

@, | Lipossomos
NPs poliméricas
Micelas
Dendrimeros

Agente diagnéstico Agente terapéutico

Farmacos
Moléculas responsivas
Nucleotideos

NPs de ouro g ‘ N

SPIONs
Fluoréforos

g2 74e 1 | Anticorpos
40| Proteinas/peptideos
Folato

M Moléculas responsivas

Direcionamento

Fonte: Adaptado de MENDES et al., (2018).

Em vista disso, revestimentos poliméricos sdo frequentemente utilizados em
nanomateriais para conferir diversas funcionalidades aos nanossistemas, incluindo
resisténcia ao desgaste, resisténcia mecanica potencializada, prote¢do contra corroséo,
biocompatibilidade, condutividade elétrica/quimica e propriedades de superficie
personalizaveis (SMITH; LAMPROU, 2014). Uma abordagem eficaz para prolongar o
tempo de circulacdo dos agentes de contraste em ressonancia magnética por imagem é
incorpora-los em materiais poliméricos, que conferem propriedades “furtivas” aos

agentes, reduzindo assim sua depuracdo pelo sistema imunoldgico (JANIB et al., 2010).

Dentre os diversos méetodos de obtencéo de imagem, as técnicas que envolvem a
obtencdo de imagem por fluorescéncia resultam no maior custo-beneficio, devido a
sensibilidade e visualizagcdo ndo invasiva (NGUYEN et al., 2016). Muitos cromoforos
estdo disponiveis para esta finalidade, sendo os corantes organicos, como a rodamina e a
fluoresceina, os mais utilizados. Corantes de origem natural podem constituir uma
escolha assertiva, devido a baixa toxicidade quando comparado a corantes sintéticos.
Neste cenario, curcuminoides sdo uma excelente escolha de biomarcador devido as

propriedades fluorescentes, além de propriedades bioldgicas notaveis, como atividade
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antioxidante, anti-inflamatoria, bactericida e antitumoral (PRIYADARSINI, 2014;
HUSSAIN et al., 2017).

Apesar dos excelentes beneficios farmacol6gicos, o uso clinico da curcumina é
limitado por sua baixa biodisponibilidade in vivo, principalmente devido & natureza
hidrofobica e baixa solubilidade em agua (HUSSAIN et al., 2017). Para superar essa
limitacdo, varios métodos tém sido investigados para aumentar a biodisponibilidade e
prevenir a degradacdo quimica, como a conjugacao da curcumina com nanoparticulas
inorgénicas, como silica (XU et al., 2016), dxido de ferro (BALASUBRAMANIAN et
al., 2014) e ouro (SINDHU et al., 2014). Outra abordagem envolve encapsular a
curcumina em hidrogel (GONG et al., 2013), micelas (SAHU et al., 2008) e
nanoparticulas poliméricas (PRABHA; RAJ, 2016).

Atualmente, o uso de nanoparticulas magnéticas (NPM) tem ganhado destaque
em aplicacbes biomédicas devido as propriedades ajustaveis por funcionalizacdo de
superficie (MATERON et al., 2021). Além disso, a funcionalizacio da superficie das
NPM com silica, polimeros e outros materiais pode ampliar o escopo de aplicacbes
potenciais, além de conferir estabilidade ao sistema, inibir a oxidacdo de nucleos
magnéticos e promover a dispersdo de nanoparticulas em ambientes biol6gicos (SANTOS
etal., 2021; MATERON et al., 2021).

Em trabalhos recentes, alguns autores destacaram o potencial de nanoparticulas
magnéticas revestidas com polimeros para diferentes aplicacbes. YANG et al. (2019)
desenvolveram uma nanoplataforma magnética que responde a acidez do tumor,
permitindo uma terapia fotodindmica eficaz e diagndstico por imagem. Ambos os
experimentos in vitro e in vivo resultaram em acumulo tumoral bem-sucedido e ativagdo
do fotossensibilizador, levando a melhores resultados de diagnostico por imagem e
tratamento do cancer. RUAN et al. (2022) desenvolveram uma plataforma
nanoterandstica usando SPIONs encapsulados com um polimero especifico para facilitar
a entrega eficiente de curcumina ao cerebro, permitindo o diagndstico de alta
sensibilidade da doenga de Alzheimer e a eliminacao de placas B-amiloides. Esses estudos
promissores enfatizam coletivamente 0s rapidos avangos na nanoteranostica,
demandando ainda maior exploragdo de aplicacbes potenciais para sistemas em

nanoescala para materializar o conceito de nanomedicina personalizada na pratica clinica.
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Em vista do que foi apresentado, no presente capitulo, foram projetadas,
sintetizadas e caracterizadas nanoplataformas terandsticas multifuncionais baseadas em
SPIONs, extrato de curcuma e polimeros acrilicos, combinando propriedades

fluorescentes e magnéticas, como pode ser observado no Esquema 3.

Esquema 3. Sintese dos nanomateriais: PMMA (P), PMMA_C (Pc), SPION@PMMA _C
(M@Pc), P(MMA-co-AA) (PP), P(MMA-co-AA) C (PPc) e SPION@P(MMA-co-
AA) C (M@PPc).

P M@P,
PMMA PMMA c SPION@PMMA c

@—@— &

X
N\ ¥ Curcum|n0|ds SPION
MMA L° 2%
Methyl Methacrylate °

-

AcryhcAcvd @ ——py @ —_— @
A
' M@PP,
P(MMA-co AA) P(MMA co-AA)_C SPION@P(MMA co-AA)_C

Fonte: Autoria propria.

Para produzir tais materiais fluorescentes de base polimérica estavel em meio
aquoso, foi empregada a miniemulséo direta para polimerizar o monémero (metacrilato
de metila, MMA) sozinho ou na presenca do co-monémero (&cido acrilico, AA). A
curcumina foi incorporada ao nanossistemas mediado por extracdo (extrato de curcuma)
em uma etapa, empregando o mondémero MMA como solvente extrator (procedimento
apresentado no Capitulo 1l1), evitando etapas que incluem processos de separacao,
purificagdo e ressuspensdo. Além disso, para garantir que os SPIONs se concentrassem
na fase orgénica da nanoemulsdo, foi avaliada a melhor condi¢do de estabilidade da

emulsdo em uma etapa de pré-polimerizacao.

No presente capitulo, além das caracterizagdes fisico-quimicas dos nanossistemas
obtidos, sdo apresentados estudos a respeito das propriedades magnéticas/fluorescentes,
alem de avaliagdes celulares como citotoxicidade e internalizagdo, confirmando o

potencial da nanoplataforma desenvolvida para uso como agente teranostico.
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5.2 Materiais e Métodos

5.2.1 Especificacdo dos insumos

Sinteses: cloreto de ferro (I11) hexahidratado (FeClz.6H20, 97%), hidroxido de
amonio (NH4OH, 30%), acido sulfarico (H2SO4, 95%), cloreto de célcio dihidratado
(CaCl2.2H20, 97%), bicarbonato de sodio (NaHCOs3, 95 %), p6 de ferro (Fe®, 99,5%),
metacrilato de metila (CH2C(CH3)COOCHs;, MMA — 99%), é&cido acrilico
(CH2CHCOOH, AA — 99%), peroxido de benzoila ((CeHsCO)202, BPO — 75%, restante
agua), hexadecano (CisHza, HD — 99%), dodecil sulfato de s6dio (CH3(CH2)1:0SOsNa,
SDS — 99%) e hidroquinona (CsH4-1,4-(OH)2, HQ — 99%) foram adquiridos da MERCK
(Alemanha) e usados como recebidos. O sulfato de ferro (Il) heptahidratado
(FeSO4.7H20, 99%) foi adquirido da ACS (Brasil) e foi previamente purificado por
oxido-reducao, na presenca de po6 de ferro em meio &cido, e recristalizado. A circuma em
p6 comercial de pureza alimentar (contendo o composto curcumina (C)), foi adquirido da
Kitano (Brasil) e usado sem purificagdo adicional.

Ensaios biolédgicos: meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) alta glicose,
soro fetal bovino (SFB), antibioticos penicilina-estreptomicina (PS), brometo de metil-
tiazolil-difenil-tetrazolio (MTT), dimetilsulfoxido (DMSO), paraformaldeido (PFA),
Triton® X- 100, solucdo salina tamponada com fosfato (PBS), albumina de soro bovino
(BSA), Fluoroshield® com DAPI foram adquiridos da MERCK (Alemanha). Alexa
Fluor® 546 Phalloidin foi adquirido da Thermo Fisher Scientific (Massachusetts, EUA).
O ar sintético com 5% de CO; foi adquirido da White Martins (Brasil).

5.2.2 Métodos

5.2.2.1 Sintese das nanoparticulas magnéticas (SPIONs)
As nanoparticulas superparamagnéticas de éxido de ferro foram sintetizadas pelo

método de coprecipitagdo (BEDE et al., 2017), como descrito na Secéo 4.2.2.

5.2.2.2 Sintese das nanoparticulas poliméricas

As nanoparticulas poliméricas a base de PMMA puro ou copolimerizado com
acido acrilico (P(MMA-co-AA)) foram obtidas pelo método de polimerizagéo direta em
miniemulsdo descrito por CAMPOS et al. (2019). A pré-emulsdo foi preparada

misturando-se uma determinada quantidade das fases orgénica e aquosa sob agitagdo
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mecanica, conforme especificacdes da Tabela 15. Em seguida, a mistura foi sonicada
(sonicador Branson, modelo 450 Digital Sonifier, EUA) por 5 minutos (120 W e 20 kHz)
e transferida para um reator de vidro encamisado de 100 mL, equipado com banho
termostatico e controlado a 80 °C e sob agitacdo mecénica constante (500 rpm). Um
condensador foi conectado ao reator para evitar a perda do monémero durante a reacédo
(duas horas). O latex final foi armazenado em frasco de vidro &mbar sob refrigeragéo (3
—5°C) e identificado como “P” para PMMA ou “PP” para P(MMA-c0-AA).

Durante a reagdo, aliquotas do meio reacional (1,0 mL) foram coletadas para
avaliar a conversdao de mondmeros por gravimetria. As amostras foram colocadas em um
recipiente de aluminio contendo 0,5 mL de uma solucdo aquosa de hidroguinona (1,0%
em peso) para interromper os processos de polimerizagdo. As amostras foram aquecidas
sob vacuo a 80 °C até que nenhuma variagdo de massa fosse observada.

Tabela 15. Proporg6es massicas de reagentes empregados na polimerizacdo de P(MMA-

co-AA) por miniemulséo direta.

Teor Teor
Fase Componentes Funcao . n

(% p/p) (%0 p/p)

MMA Mondmero 100,0 90,0

Organica AA Co-mon0dmero - 10,0
(20,0%) BPO Iniciador 30" 30"
HD Co-estabilizante 05" 05"

H20 Solvente 100,0 100,0
Aquosa SDS Surfactante 1,0™ 1,0™
(80,0%) Agente . -
NaHCO3 0,1 0,1
tamponante

Nota: *Preparo de PMMA,; **Preparo de P(MMA-co-AA); ***em relagcdo ao mondmero.

5.2.2.3 Adicdo da curcumina a base polimérica

A preparagdo do extrato de curcuma foi realizada com base na metodologia
proposta por SHIRSATH et al. (2017) e MARTINS et al. (2023), usando 0 monémero
como solvente, conforme descrito na Secdo 3.2.2. O encapsulamento da curcumina

(componente majoritario do extrato de circuma) em nanoparticulas poliméricas de
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PMMA ou P(MMA-co-AA) seguiu 0 mesmo procedimento descrito na Se¢éo 5.2.2.2,
sendo em ambos 0s casos a carga inicial de MMA substituida pela carga de extrato de
carcuma (0,5% p/p em MMA). O latex final foi armazenado em frasco de vidro ambar
sob refrigeracdo (3 —5 °C) e identificado como “P¢” para o encapsulamento da curcumina

em PMMA ou “PP¢” para o encapsulamento da curcumina em P(MMA-co-AA).

5.2.2.4 Obtencdo dos nanossistemas multifuncionais

O encapsulamento da curcumina e de SPIONs em PMMA ou P(MMA-co-AA)
seguiu 0 mesmo procedimento descrito nas Segdes 5.2.2.3 e 5.2.2.4. Em ambos 0s casos,
a carga inicial de MMA puro foi substituida por uma carga de extrato de curcuma (0,5%
p/p em MMA). Além disso, SPIONs (1,0% p/p em relacdo ao mondmero) foram
adicionados na fase organica. Os nanossistemas obtidos foram armazenados em frasco de
vidro ambar sob refrigeragédo (3 — 5 °C) e identificados como M@P. (nanossistema
contendo PMMA) ou M@PP. (nanossistema contendo P(MMA-co-AA)).

5.2.3 Caracterizacao dos nanossistemas

5.2.3.1 Cromatografia de permeacao em gel (GPC)

A cromatografia de permeacdo em gel (GPC, Malvern Viscotek modelo Max
VE2001, Reino Unido) foi usada para determinar as distribuicdes de massa molar das NPs
poliméricas. O GPC é equipado com uma coluna linear (KF-804L e KF-805L) fornecida
pela Shodex (Jap&o) com um tamanho méximo de poro de 1500 A e 5000 A e um detector
refratométrico Malvern Viscotek (modelo VE3580, Reino Unido). O solvente
tetrahidrofurano (THF) grau HPLC foi usado como fase mével na coluna GPC.

5.2.3.2 Potencial zeta e Diametro hidrodinamico (DLS)

O didmetro hidrodindmico (¢n) e potencial de superficie ({) foram avaliados por
espalhamento dindmico de luz (DLS) e potencial zeta, respectivamente. Ambas as
caracterizacdes foram medidas usando o equipamento da Malvern R, modelo Nano-ZS,

Reino Unido. As amostras foram diluidas em agua e sonicadas antes das medices.

5.2.3.3 Difragao de raios X (DRX)

Os dados de difracdo de raios X (DRX) das amostras em p6 foram coletados em
um difratbmetro da Malvern Panalytical (modelo Empyrean, Reino Unido), com radiacéo
CuK, de . = 1,5418 A e equipado com um detector PIXcel. Os difratogramas foram
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obtidos na faixa de 26 entre 10 e 80°, com passo de 0,02° e tempo por passo de 150 s. O
tamanho do cristalito do SPION foi calculado pela Equacdo de Scherrer (Equagéo 5,
Secdo 4.2.5.2).

5.2.3.4 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A anélise de espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)
foi realizada com um espectrofotdmetro PerkinEImer, modelo Spectrum Two, EUA (com
resolugdo de 2 cm™) usando pastilhas de KBr. Os espectros dos nanossistemas foram

gerados em uma faixa de comprimento de onda de 400 a 4000 cm™.

5.2.3.5 Termogravimetria (TGA)

A estabilidade térmica das amostras foi investigada usando um equipamento de
termogravimetria (TGA) PerkinElmer, modelo STA 6000, EUA. As amostras foram
aquecidas da temperatura ambiente até 800 °C a uma taxa de aquecimento de 10 °C min°

1 sob fluxo de nitrogénio (20 mL min™).

5.2.3.6 Microscopia eletronica de transmissdo (MET) e varredura (MEV)

As caracterizacdes morfoldgicas das amostras foram realizadas por microscopia
eletronica de transmissdao (MET) e de varredura (MEV). As imagens de SPIONs, no modo
MET, foram obtidas em um instrumento JEOL (modelo 2100F, Jap&o) operado em uma
tensdo de aceleracdo de 200 kV com uma camera CCD (GATAN Orius, modelo SC1000,
EUA). As amostras foram dispersas em etanol e, em seguida, colocadas em uma grade de
cobre com filme de carbono e secas ao ar antes da analise. A distribuicdo de tamanho de
particula foi obtida a partir de imagens da analise de MET, medindo o didmetro de cerca
de 200 particulas usando o software ImageJ. As imagens de MEV das nanoparticulas
finais foram obtidas em um instrumento JEOL (modelo 7100FT, Japédo) operado a uma
tenséo de aceleragéo de 10 kV, e distancia de trabalho de 10 mm. Os mapas elementares
foram obtidos por espectroscopia de raios X de energia dispersiva (EDS) Thermo

Scientific (modelo Noran System 7, EUA).

5.2.3.7 Magnetometria de amostra vibrante (VSM)
O comportamento magnético das amostras e 0s principais parametros magnéticos
(magnetizacdo de saturacdo e coercividade) foram realizados a temperatura ambiente

(300 K) no aparelho Physical Property Measurement System (PPMS) da Quantum Design
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(modelo DynaCool, EUA) utilizando a opc¢éo Vibrating Sample Magnetometer (VSM-
SQUID) sob campo magnético de até £+ 9 T.

5.2.3.8 Hipertermia magnética

Um indutor magnético Ambrell (modelo Easy Heat EH 3542 LI, Reino Unido) foi
usado para realizar os ensaios de hipertermia magnética. Um frasco de vidro contendo 1,0
mL de uma disperséo aquosa de 1,0 mg.mL™ para o nanossistema SPION e 100,0 mg.mL"
! para os nanossistemas M@P. e M@PP. (a maior concentracio ¢ atribuida ao fato de que
esses materiais continham apenas 1,0% de SPION) foi colocado em um calorimetro com
isolamento térmico a vacuo. A suspensao foi exposta a um campo magnético alternado
com frequéncia (f) de 224 kHz e amplitude (H) de 596 Oe (200 A) por 15 min, o qual era
acionado por uma bobina, gerando um campo magnético alternado induzido, enquanto
um termbémetro de fibra Optica mede a mudanca de temperatura. A eficiéncia de
aquecimento dos diferentes nanossistemas, sob acdo do campo magnético alternado, foi
quantificada usando a taxa de absorcao especifica (SAR) e os valores foram normalizados
para 0s parametros extrinsecos, como amplitude de campo e frequéncia, para obter a perda
de poténcia intrinseca (ILP). As equacfes empregadas para obter estes pardmetros ja

foram descritas no Capitulo 4 (Segéo 4.2.5.6, Equagdes 6 e 7).

5.2.3.9 Caracterizacao das propriedades fluorescentes

A fluorescéncia dos nanossistemas (estado sélido) foi verificada em diferentes
comprimentos de onda em um microscopio fluorescente invertido Zeiss (modelo AXIO
observer A, Alemanha) em 488 nm, 564 nm e UV. A absorvancia e a fluorescéncia destes
nanossistemas (em solucdo) foram realizadas utilizando um espectrofotdmetro UV-vis
Shimadzu (modelo UV-2450, Japao) e um espectrofluorimetro Edinburgh Instruments
(modelo FL900 CD, Escécia). Antes das analises, as amostras foram solubilizadas em
THF com concentracdo final do extrato de 4,5 mg mL™2. Os espectros UV-vis foram
coletados na faixa de 300 a 500 nm usando uma cubeta de quartzo (com caminho 6ptico
de 1,0 cm). A emissao de fluorescéncia foi investigada usando o comprimento de onda

de excitagdo (Aex) de 410 nm com uma fenda de 1,0 nm e um passo de 1,0 nm.
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5.2.4 Ensaios bioldgicos

5.2.4.1 Exposicéo celular

A linhagem celular de osteossarcoma humano (SAOS-2) foi semeada em alta
densidade (6 x 10* células cm™), para avaliar a citotoxicidade, e baixa densidade (1 x 10*
células cm), em laminulas, para avaliar a internalizag&o. As células foram cultivadas em
meio DMEM com alto teor de glicose suplementado com 15% de soro fetal bovino e 1%
de antibidticos (PS) a 37 °C, 95% de umidade e 5% de CO2. Apds 24 h de adesdo, as
células foram expostas a 0,1; 1,0 e 10,0 mg/mL contendo os nanossistemas P, PP, P¢, PP,
M@P. e M@PP. previamente lavados em &gua e ressuspendidos em meio DMEM com
alto teor de glicose e suplementado com 15% de soro bovino fetal e 1% de antibidticos
(PS). As células foram incubadas por 24 horas em atmosfera umidificada com 5% de CO>
e 37 °C.

5.2.4.2 Ensaio de citotoxicidade

Apbs a exposicdo do material, as células foram incubadas com 0,5 mg.mL™ de
MTT por 4 ha37 °C e, em seguida, o cristal de formazan formado pelas células vivas foi
dissolvido em solvente organico DMSO. A absorvéancia foi lida a 570 nm (violeta) e a
absorvancia de fundo (690 nm) foi subtraida. A viabilidade celular foi expressa como a

média + desvio padrao resultante de trés experimentos independentes.

5.2.4.3 Ensaio de internalizacéo

Apds a exposicdo das células (SAOS-2 em laminulas) aos nanossistemas, as
mesmas foram fixadas com paraformaldeido 4%, lavadas duas vezes. Para aumentar a
permeabilidade da membrana, as células foram incubadas por 5 minutos com Triton X-
100 0,1% em PBS. As células foram lavadas duas vezes e depois incubadas com 2
unidades de Alexa Fluor®546 Phalloidin a temperatura ambiente por 30 min. Em seguida,
as células foram lavadas e, para corar os nucleos, foi utilizada resina DAPI GOLD para
montar laminulas em ladminas de vidro. As amostras foram observadas com um
microscopio fluorescente Zeiss (modelo Axio Plan 11, Alemanha) em 488 nm (coloracdo
do material), 564 nm (coloracdo de actina) e UV — 365 nm (coloragéo de nucleos).
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5.3 Resultados e discussao

5.3.1 Sintese dos nanossistemas contendo polimero, curcumina e SPIONS

Para a obtencdo dos nanossistemas M@Pc e M@PPc, foi utilizado o método de
miniemulsdo. Um ensaio de otimizacgéo foi conduzido para determinar a concentracao de
ferro que mantém a estabilidade da fase organica/aquosa ao incorporar 0s SPIONs na
matriz polimérica. O objetivo era concentrar os SPIONs na fase organica (mondémero),
preservando a estabilidade do equilibrio hidrodinamico entre as fases organica e aquosa.
A concentracdo de 1% p/p (SPIONs em relacdo ao monémero) resultou em melhor
estabilidade. Observou-se que concentragdes superiores a 1% de SPIONS podem induzir
instabilidade no equilibrio liquido-liquido entre as fases aquosa e organica (Anexo ).

O perfil de conversdo em fungdo do tempo dos nanossistemas obtidos por
polimerizacdo em miniemulsdo é mostrado na Figura 41. Os resultados revelaram uma
alta taxa de conversdo do monémero para polimero puro e copolimero (P e PP), atingindo
cerca de 95% de conversao em 10 e 20 minutos de reacdo, respectivamente. MANGIA et
al. (2021) observaram o mesmo perfil de conversdo réapida para formacgdo de
nanoparticulas de PMMA e P(MMA-co-AA), empregando o0 método de miniemulsdo nas
mesmas condi¢Ges, com a diferenca de usar persulfato de potassio (KPS) como iniciador
em fase aquosa. CAMPOS et al. (2016) também obtiveram resultados semelhantes para
conversdo de homo e copolimeros. Neste caso, KPS e BPO foram usados como
iniciadores de reacdo, mas com uma carga de apenas 0,5% em peso para 0 mondmero.
No presente trabalho, a carga de iniciador foi utilizada em um nivel superior (3,0% em
peso em relacdo ao monbmero) para compensar os efeitos inibitorios causados pela
curcumina, o que pode ser observado por conta da reducéo na taxa de conversao de todas
as nanoparticulas poliméricas obtidas na presenca de curcumina (Pc, PPc, M@P. e
M@PPc), retornando um comportamento semelhante aos polimeros puros, mas com um
deslocamento de conversdao maxima para cerca de 45 minutos de reacdo. Este atraso na
cinética de polimerizacdo promovida pela curcumina também foi observado para a

polimerizagdo em massa dos mesmos polimeros acrilicos (MARTINS et al., 2023).
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Figura 41. Conversdo de mondomeros (MMA e AA) no polimero puro PMMA (P) e
copolimero P(MMA-co-AA) (PP), na presenca de curcumina (Pc e PP¢) e na presenca de
SPION + curcumina (M@ P. e M@PP. ) em funcéo do tempo para polimerizagdo em

miniemulsao.
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Um perfil semelhante foi observado para a polimerizacdo na presenga de

curcumina e SPIONs (M@Pc. e M@PPc), porém com uma tendéncia de inversdo da

méaxima velocidade de reacdo entre homo- e copolimero (em geral a conversdao do

homopolimero cresce mais rapidamente que a do copolimero). Este comportamento

sugere que os SPIONs podem estar catalisando a reagdo na presenca do comondmero.

Dado o aumento da acidez promovido pelo &cido acrilico, a solubilizacdo parcial dos
SPIONSs pode ter sido favorecida, de modo que a presenca de ions Fe*?/Fe*3 em solucio
pode acelerar a decomposicao do iniciador (BPO) e aumentar a concentragdo de radicais

na reacdo, 0 que, consequentemente, pode provocar 0 aumento da taxa de polimerizagéo,

considerando que esta € uma polimerizagdo baseada em radicais livres (BEYAZ;

TANRISEVER; KOCKAR, 2010).

Além da conversdo, foram realizadas medicbes das distribuicbes de massas

molares dos polimeros obtidos em diferentes condi¢Bes. Os valores obtidos para massa
molar ponderal média (Mw) e indice de polidispersdo (Mw/Mn) podem ser observados

na Tabela 16. Os resultados revelam que a massa molar do homopolimero e do
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copolimero preparados na auséncia de curcumina e nanoparticulas de SPION foi superior
a 10° kDa. Os valores médios de Mw e Mw/Mn sdo consistentes para a obtencdo dos
referidos polimeros acrilicos pela metodologia de miniemulsdo (MANGIA et al., 2021).

Tabela 16. Tamanho hidrodindmico (¢n), potencial zeta (&), indice de polidispersao (PDI)

e massa molar ponderal média das amostras (Mw) em agua deionizada (pH = 5,5).

Material Mw (kDa) Mw/Mn doH (Nm) PDI {(mV)

M (SPION) - - 539+0,87 0,20+0,003 -452+0,51
P 1089,00 1,94 109,2+050 0,060,018 -758x1,37
PP 1173,10 2,46 138,6+£0,78 0,15+0,042 -70,1+6,74
Pc 501,41 3,05 131,4+0,95 0,23+£0,011 -745+3,19
PP, 568,16 2,84 1616+182 0,260,010 -786+2,31
M@P. 184,64 2,90 150,7+1,93 0,22+0,008 -87,0%3,89
M@PP, 451,16 3,17 226,0+275 0,32+0,005 -65,3+0,95

Por outro lado, a polimerizacdo conduzida na presenca de curcumina levou a
massa molar média a cair pela metade. Esse mesmo perfil foi observado nas reacdes
conduzidas em massa, quando na presenca de curcumina na mesma concentracdo
(MARTINS et al., 2023). A introducdo de SPION no meio reacional induziu uma reducao
de massa molar para 0 homopolimero a cerca da metade, mas a massa molar foi mantida
no caso do copolimero. Esse comportamento distinto do homo- e do copolimero na
presenca de SPIONs corrobora a hipOtese anteriormente apresentada de maior
disponibilidade de ions ferro no meio reacional decorrente da solubilizacdo parcial

promovida pelo ambiente acido induzido pelo comondmero.

Um estudo publicado por QIU et al. (2007) sugere que a introducdo de SPIONs
aumenta a geragdo de radicais e bolhas de cavitacdo durante o processo de sintese iniciado
por ultrassom. O aumento da concentracdo de radicais promove sitios de nucleacdo e
facilita a mais rapida transferéncia de radicais para goticulas de mondémeros, resultando
em reducdo da massa molar. No entanto, também destacam que a inclusdo de particulas
encapsuladas leva a tamanhos hidrodindmicos maiores, em comparagdo com formulagdes
de polimero puro. Este aumento no tamanho hidrodindmico (¢~ e PDI) causado pela
influéncia de SPIONs também foi observado no presente trabalho. No entanto, a presenca

apenas de curcumina adicional ndo induziu variacGes significativas no diametro
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hidrodinamico das nanoparticulas poliméricas obtidas. Além disso, o potencial zeta ({)
para todas as amostras foi negativo em meio aquoso, dada a influéncia do tensoativo
anionico empregado. Os elevados valores de potencial de superficie observados
confirmam a estabilidade coloidal das nanoparticulas obtidas nessas condicOes
(CAMPOS et al., 2016).

Todos o0s nanossistemas também foram caracterizados utilizando diferentes
técnicas (DRX, FTIR e TGA), a fim de avaliar a influéncia da curcumina e do SPION
sobre a composicdo do material polimérico. Os difratogramas obtidos para 0s
nanossistemas sdo apresentados na Figura 42. A amostra SPION mostra seis angulos de
reflexdo principais em valores de 26 iguais a 30,3°, 35,7°, 43,5°, 53,7°, 57,4° e 63,1°
indexados como [220], [311], [400], [422], [511] e [440], planos de rede da estrutura
cristalina espinélio correspondente a magnetita (FesOs) ou maghemita (y-Fe203), de
acordo com os padrdes JCPDS (N° 89-4319). O tamanho do cristalito, determinado pela
Equacdo de Scherrer para a amostra SPION foi de 12 nm, o que corroborou valores
previamente descritos na literatura (HONG et al., 2009) e valores apresentados no
capitulo anterior para didmetro médio de particulas avaliado por microscopia eletrdnica

de transmissao.

Figura 42. Padrdo de difracdo de raios X (DRX) para a estrutura cristalina do SPION
(linha preta) e para os nanossistemas (amorfos) P (linha azul), PP (linha verde), P (linha
amarela), PP (linha laranja), M@P. (linha vermelha) e M@PP. (linha vinho).
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Os nanossistemas P, PP, P¢, PP, M@P. e M@PP exibiram dois picos largos em
torno de valores de 26 iguais a 14,5° e 29,9°, que estdo associados a estrutura amorfa do
PMMA ou P(MMA-co-AA) (PAN; ZHANG; CHEN, 2009) . Além disso, os padrdes
DRX para os nanossistemas M@P. e M@PP. apresentaram pico correspondente ao
angulo de reflexdo [311] do SPION em 26 igual a 35,7°, confirmando a presenca de
nanoparticulas de o6xido de ferro. Um pico menor observado em torno de 26 igual a 22-
24° sugere que uma fragdo diminuta de cristais de curcumina pode coexistir com 0
dominio de curcumina predominantemente amorfo que esta integrado ao polimero, o que
esta de acordo as descobertas anteriores relatadas por DONSI et al. (2010). Este pico pode
ser observado com menor intensidade para os nanossistemas Pc e M@Pc, 0 que pode ser
atribuido a maior solubilidade da curcumina no homopolimero do que no copolimero

(mais hidrofilico).

Os espectros de FTIR dos nanossistemas sdo apresentados na Figura 43. O
espectro para o SPION (linha preta) apresentou um pico caracteristico em ~ 575 cm™?,
que é referente a vibracdo da ligacdo Fe—O e esta de acordo com os valores da literatura
(MISHRA et al., 2014). Os espectros do homopolimero (linha azul) e do copolimero
(linha verde) apresentaram picos em regiGes semelhantes. Foi observado, em torno de
1730 cm™ um forte pico caracteristico do estiramento da ligagio C=0 (grupo éster).
Outros picos caracteristicos do PMMA foram observados em 2951/2995 cm*
(alongamento C-H simétrico/assimétrico) com o pico de flexdo correspondente em
1448 cm* e cerca de 1242 cm™* (alongamento C-O-C) (KUSHWAHA et al., 2017; AZIZ
et al., 2019). Devido a semelhanca das regiones dos picos da curcumina com o PMMA,
ndo foi possivel distinguir os picos da molécula dentro dos nanossistemas. No entanto,
um pico de baixa intensidade associado a SPION nos nanossistemas M@P. e M@PP foi
detectado em aproximadamente 580 cm™.

As curvas termogravimeétricas (TGA) e suas derivadas (DTG) para todos 0s
nanossistemas estudados podem ser observadas na Figura 44. As curvas exibem
diferengas perceptiveis, indicando que a curcumina exerce forte impacto sobre a
decomposicdo do composito. Para o homopolimero (P) e copolimero (PP) puros, apenas
duas etapas estdo envolvidas na degradacdo do material. O primeiro estagio é
representado por um pequeno pico localizado a 290 °C, devido a clivagem das unidades
vinilicas terminais (GALKA et al., 2014), levando a uma perda de massa em torno de

10%. A segunda etapa corresponde a maior perda de massa (quase 90%) localizada na
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faixa de 300 — 400 °C, devido ao inicio da cisdo aleatoria e a clivagem das ligacdes mais
estaveis entre as unidades ligadas ao longo da cadeia polimérica (GALKA et al., 2014;
SAIN et al., 2012).

Figura 43. Espectros de FTIR obtidos para os nanossistemas SPION (linha preta), P
(linha azul), PP (linha verde), P (linha amarela), PP. (linha laranja), M@P.: (linha
vermelha) e M@PP. (linha vinho).
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Para 0s nanossistemas Pc, PPc, M@P. e M@PP, trés estagios principais estao
envolvidos na degradacdo do material. O primeiro estagio é representado por um pequeno
pico localizado na faixa de 150 — 160 °C, devido a desidroxilacdo dos grupos OH da
curcumina (VARAPRASAD et al., 2019), levando a uma perda de massa de cerca de 2%.
A segunda etapa ocorre na faixa de 200 — 250 °C, devido & degradacdo da cadeia
polimérica (clivagem das liga¢fes C-C), levando a uma perda de massa em torno de 5,0%,
mais pronunciada para M@Pc. O terceiro estagio, representado pela banda mais larga no
gréfico DTG, corresponde ao percentual de perda de massa mais significativo no TGA,
respondendo por aproximadamente 90% da massa. Este estagio ocorre dentro da faixa
de temperatura de 350 — 410 °C e ¢ atribuido ao inicio da cisao aleatoria e a clivagem das
ligagbes mais estiveis entre unidades que compBem a cadeia polimérica, como

mencionado anteriormente para P e PP. Notavelmente, o envolvimento da curcumina
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nesta etapa é evidente, pois a adi¢do de curcumina faz com que a maior porcentagem de
perda de massa se desloque para temperaturas mais altas. Os resultados apresentados
corroboram outros trabalhos que avaliaram nanocompoésitos de PMMA contendo
curcumina (BOSCHETTO et al., 2023).

Figura 44. Curvas de analise termogravimétrica (TGA) e termogravimétricas derivadas
(DTG) para SPION (linha preta) e os nanossistemas P (linha azul), PP (linha verde), Pc
(linha amarela), PPc (linha laranja), M@P. (linha vermelha) , e M@PP. (linha vinho).
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As imagens de MET obtidas (Figura 45) revelaram materiais amorfos ao redor de
estruturas cristalinas, que sdo compativeis com aglomerados de nanoparticulas
magneéticas no interior de estruturas poliméricas nos nanossistemas M@P. e M@PP.. N&o
foram observadas diferencas morfologicas significativas ao comparar 0s dois

nanossistemas, como pode ser visto nas Figura 45-A e B (M@Pc) e Figura 45-C e D
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(M@PPc), pois ambos 0s nanossistemas apresentaram um revestimento polimérico

uniforme, com formacao de pequenos agregados em determinados pontos.

Figura 45. Imagens de MET dos nanossistemas M@P. (A - baixa magnificacdo e B - alta

magnificagdo) e M@PP. (C - baixa magnificagéo e D - alta magnificacao).

Para confirmar a presenca de elementos magnéticos e poliméricos que compdem
0 nanossistema, os materiais M@P. e M@PP. foram analisados usando EDS acoplado a
imagens de MEV. Os resultados (Figura 46) mostraram a presenca de carbono disperso
ao redor do sistema, atribuidos a matriz polimérica e a presen¢a da curcumina. Além
disso, podemos visualizar a presenca do elemento ferro concentrado no ndcleo do sistema,
assim como o elemento oxigénio, mostrando que as particulas magnéticas sdo
efetivamente encapsuladas na estrutura do polimero (PMMA ou P(MMA-co-AA)

respectivamente).
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Figura 46. Imagens de MEV para os nanossistemas M@P. (A) e M@PP. (E) e imagens
de mapeamento elementar de carbono (B e F), ferro (C e G) e oxigénio (D e H)

representados nas cores vermelha, roxa e azul, respectivamente.
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5.3.2 Validacdo multifuncional: propriedades magnéticas e fluorescentes

A propriedade de superparamagnetismo exibida pelos nanossistemas magnéticos
é essencial para a implementacdo viavel em biomedicina, uma vez que, ao ser removida
a aplicacdo de um campo magnético externo, o material deve retornar as condicdes
iniciais (FLORES-ROJAS et al., 2022). Para investigar o impacto do revestimento
polimérico sobre o comportamento magnético dos SPIONs, a magnetizacdo de varias
amostras foi avaliada utilizando VSM. A Figura 47 apresenta as curvas de magnetizacdo
dos nanossistemas SPION (M), M@P. e M@PP. obtidos a temperatura ambiente, em
termos da massa magnética dos materiais. E importante notar que as medicdes de
magnetizacdo ap6s o0 encapsulamento mostram um componente diamagnético
significativo. O comportamento diamagnético é caracterizado pela inclinacéo da curva de
magnetizacdo ap0ds a saturagdo. A contribui¢do pronunciada do componente diamagnético
se deve ao baixo teor de material magnético em relagdo ao material polimérico na matriz
hibrida. Efeitos semelhantes séo apresentados na literatura (MOHAPATRA et al., 2015),

em compositos com baixo teor de materiais magnéticos.
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Figura 47. Magnetizacao em funcdo do campo magnético aplicado a 300 K para amostras
SPION (linha preta), M@Pc (linha vermelha) e M@PP. (linha vinho). A insercéo a direita
mostra uma ampliagdo em torno do campo zero a 300 K para todas as amostras.
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Nota: Para as medidas de magnetizacdo foram empregadas massas de M@Pc e M@PPc 100 vezes maiores
gue a massa de SPION, para normalizar a massa magnética (tedrica, baseada nas condigdes de sintese) dos
materiais.

O grafico de magnetizacdo dependente do campo mostra que 0s nanossistemas
SPION, M@P. e M@PP sdo superparamagnéticos a temperatura ambiente, pois nao
houve histerese detectada e tanto a remanéncia quanto a coercividade foram despreziveis
(LANetal., 2011). Os parametros magnéticos obtidos a partir da medida de magnetizacao
podem ser observados na Tabela 17. O valor para a magnetizacdo de saturacdo (Ms) do
SPION foi condizente com a composi¢do da magnetita (SANTOS et al., 2021; EMILIO
et al., 2015). Os valores de Ms para 0s nanossistemas M@P. e M@PP. revelaram que,
apos o revestimento com a estrutura polimérica (PMMA ou P(MMA-co-AA)), a
magnetizacdo da saturagdo diminuiu cerca de 60% para ambos os nanossistemas em
relacdo ao SPION. Qutros autores relataram 0 mesmo comportamento para sistemas
semelhantes, o que pode ser atribuido em grande parte a oxidacdo durante a
polimerizagdo, que leva a formagéao de alguns 6xidos de ferro ndo magnéticos (HONG et
al., 2009; PARK et al., 2009).
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Tabela 17. Parametros magnéticos obtidos para os nanossistemas SPION, M@P. e
M@PPe.

Material Ms (emu/g) Mr (emu/qg) Hc (Oe)
SPION (M) 71,2 0,71 5,1
M@Pc 25,1 0,05 0,92
M@PPc 26,7 0,33 4,83

Para avaliar o potencial terapéutico por hipertermia magnética, foram obtidas as
curvas de aguecimento magneético (Figura 48) para nanoparticulas magnéticas puras
(SPION) e nanossistemas (M@P. e M@PP) sob a aplicacdo de um campo magnético
alternado. Foi realizada a lineariza¢do dos pontos das curvas obtidas na regido de 2 a 3
minutos, para obter as taxas de aquecimento (°C min) para o célculo da taxa de absorgéo
especifica (SAR), que expressa a poténcia dissipada por unidade de massa magnética.
Para facilitar a comparagdo direta da eficiéncia de aquecimento de diferentes
nanossistemas magnéticos, os valores de SAR foram normalizados em relacdo aos
parametros extrinsecos, como amplitude e frequéncia de campo, para obter valores de
perda de poténcia especifica (ILP) (WILDEBOER et al., 2014).

Valores de ILP variando de 0,2 a 3,1 nHm? kg* foram relatados para ferrofluidos
comerciais (KALLUMADIL et al., 2009). No presente estudo, os valores de ILP obtidos
para os nanossistemas foram iguais a 0,32, 0,13 e 0,14 nHm? kg para as amostras
SPION, M@P. e M@PP¢, respectivamente. Esses resultados se alinham bem com os
dados experimentais relatados por outros pesquisadores que investigaram sistemas
semelhantes (SAVVA et al., 2013; MEDFORD et al., 2014) e séo consistentes com as
medicBes obtidas usando VSM. E importante ressaltar que a incorporacdo de
nanoparticulas magnéticas na matriz polimérica restringe sua relaxacdo induzida pelo
movimento browniano (SAVVA et al., 2013), o que explica os menores valores de ILP

observados para 0s nanossistemas M@P. e M@PP..
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Figura 48. Curvas de temperatura em funcdo do tempo obtidas para os nanossistemas
SPION (linha preta), M@P. (linha vermelha) e M@PP. (linha vinho) (concentracéo de
0,9, 90 e 90 mg/mL, respectivamente) sob aplicacdo de um campo de 596 (200 A) Oe e
226 KHz.
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Uma vez confirmadas as propriedades magnéticas, com potencial para diagnéstico
por imagem (RMN ou microCT) e tratamento por hipertermia magnética, investigou-se a
propriedade de fluorescéncia, com potencial para rastreamento celular. A curcumina é
conhecida por ser um material fluorescente com méaximo de emissdo em Aem = 550 nm
(EtOH), correspondendo a regido verde do espectro eletromagnético (CHIGNELL et al.,
1994). Para confirmar a fluorescéncia do material em diferentes comprimentos de onda,
0s materiais em pd foram analisados por microscopia de fluorescéncia, como pode ser
observado na Figura 49. Os nanossistemas exibiram emissado de fluorescéncia nas regides
do azul, verde e vermelho do espectro eletromagnético, o que é consistente com o amplo
espectro de absor¢do da curcumina incorporada em uma matriz polimérica, como ja
observado no caso de polimeros acrilicos em massa contendo curcumina (MARTINS et
al., 2023). Vale ressaltar que a intensidade da fluorescéncia em diferentes condicdes de
exposicdo a luz ndo pode ser comparada, pois 0 tempo de exposi¢cdo para cada amostra

n&o foi fixado, simulando uma rotina de geracao de imagens em laboratorio.
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Figura 49. Microscopia de fluorescéncia dos nanossistemas em p0o, com excitacdo em
diferentes regides do espectro eletromagnético: azul (Aex = 350 nm; Aem = 380 Nm), verde
(Aex = 488 nm; Aem = 520 NM) e vermelho (Aex = 546 nm; Aem = 620 NM).
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o ----
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5.3.3 Ensaios bioldgicos

5.3.3.1 Ensaios de citotoxicidade

Para avaliar a citotoxicidade dos nanossistemas, a linhagem celular SAOS2 foi
incubada por 24h com diferentes concentragdes de materiais (10,0/1,0/0,1 mg/mL).
Observacdes por microscopia Optica exibiram aglomerados visiveis em maiores
concentragOes e aglomerados maiores em M@P. e PP;, mas ndo foram observadas
alteracdes morfoldgicas nas células apos a exposicdo (Anexo . O ensaio de MTT foi
realizado apds exposicdo para avaliar a viabilidade celular. Como pode ser observado na
Figura 50, os resultados revelaram que ndo foram observadas alteracGes significativas

apos a exposicao celular aos nanossistemas.
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Figura 50. Ensaio de viabilidade celular (conversdo do formazan ap0s exposi¢do ao
MTT) com diferentes concentra¢@es dos nanossistemas (10; 1,0 e 0,1 mg/mL). A anélise
é o resultado da média = SD de trés experimentos independentes.
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Desde o inicio do século passado, a FDA considera que as particulas de 6xido de
ferro sdo materiais seguros e biocompativeis, com diversos usos aprovados em técnicas
de diagndstico por imagem, como MRI (MALHOTRA et al., 2020). No entanto, com 0
desenvolvimento da nanotecnologia, novas regras estdo sendo estabelecidas devido as
diferentes caracteristicas e comportamento biolégico dos materiais em nanoescala (WU
et al., 2022). Estudos recentes indicam como a citotoxicidade pode estar diretamente
correlacionada ndo apenas com a concentracao, mas também com o tamanho, morfologia
e revestimento das nanoparticulas de Oxido de ferro superparamagnéticas (SPIONS)
(VANGIJZEGEM et al., 2023).

Nesse cenario, 0s materiais produzidos podem ser considerados seguros em altas
concentracdes, ja que ndo afetaram a viabilidade celular nem a morfologia celular. Essa
condicdo, assegurada adicionalmente pela encapsulacdo polimérica dos materiais, € muito
importante para o desenvolvimento de futuras aplicacGes biotecnoldgicas, pois permite o
uso de concentracGes mais altas de SPIONs que podem estimular um efeito melhor e
seletivo sob condicdes de hipertermia dependente de campo magnético, direcionado
seletivamente as células cancerigenas, com menor efeito sobre as celulas saudaveis
(THEODOSIOU et al., 2022).
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5.3.3.2 Ensaios de internalizacao

Para verificar se os nanossistemas foram internalizados com sucesso pelas células,
uma micrografia fluorescente foi gerada ap6s 24 h de exposi¢do aos nanossistemas. A
Figura 51 apresenta imagens obtidas com diferentes comprimentos de onda de excitacao.
A coloracdo DAPI marca os nucleos em azul; a coloracao de faloidina marca as fibras de
actina do citoesqueleto em vermelho; e os nanossistemas apresentam fluorescéncia verde,
devido a presenca da curcumina. Na ultima coluna do painel na Figura 51-A (baixa
ampliacdo) e na Figura 51-B (alta ampliacdo) sdo geradas imagens sobrepostas e a seta
amarela indica os materiais internalizados nas células. Todos os materiais foram

internalizados pelas células, mas nem todas as células foram marcadas.

Todos os nanossistemas contendo curcumina (Pc, PP, M@P:. e M@PPc)
apresentaram boa internalizagdo celular, apresentando um sinal intracelular intenso,
apesar da exposicao relativamente baixa a dose dos nanossistemas. A intensidade do sinal
pode ser atribuida a encapsulacdo polimérica da curcumina em PMMA e P(MMA-co-
AA), que mantém a curcumina aprisionada no sistema, aumentando sua fotoestabilidade.
Uma estratégia semelhante foi utilizada por ZAKARIA et al. (2022), que sintetizaram
nanocapsulas de PLGA carregadas com curcumina revestidas com cloreto de
poli(dialildimetilamdnio) (PDDA) para manter a curcumina dentro do PLGA, a fim de
detectar ~ dopamina. O  desenvolvimento  de  nanossistemas  contendo
curcumina/curcuminoides vem crescendo nos Ultimos anos, devido & facilidade, rapidez
e baixo custo de producdo, aliado as diversas possibilidades de aplicacdo (GABR et al.,
2022). Um exemplo é o trabalho publicado por GELARDI et al. (2022), em que foi
desenvolvida uma sonda fluorescente a base de curcumina com potencial uso no

diagndstico precoce do glioblastoma ou em operagdes neurocirdrgicas de precisao.

No entanto, os beneficios da curcumina ndo se limitam ao diagnéstico. Varios
trabalhos mostram as propriedades anticancerigenas deste composto sozinho ou em
combinacdo com agentes quimioterapicos. SRIVASTAVA et al. (2019) mostraram
efeitos antiproliferativos do tratamento com curcumina em quatro linhagens celulares
cancerigenas (A549, HCT116, MCF7 e A375). GHASEMI et al. (2019) estudaram os
efeitos da curcumina em células de cancer cervical, mostrando como esse composto pode
estimular vias antiproliferativas inibindo o crescimento das células tumorais quando

utilizado em combinag¢&o com quimioterapicos como o 5-fluorouracil.
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Figura 51. Ensaio de internalizacdo celular (SAOS-2 em laminulas) - micrografia
representativa. A- Coloragcdo dos nucleos em azul (DAPI, primeira coluna), dos
nanossistemas em verde (hex = 488 nm, segunda coluna) e o citoesqueleto em vermelho
(coloracéo de faloidina, terceira coluna). A ultima coluna da Figura A (baixa ampliacéo)
e a Figura B (alta ampliacdo) mostram imagens mescladas, com setas amarelas indicando

a internalizagéo dos nanossistemas.
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A curcumina apresenta propriedades fluorescentes com grande potencial para uso
em diagnosticos, bem como uso como fotossensibilizador j& estabelecidos em terapia
fotodindmica. Adicionalmente, a combinacdo das propriedades fluorescentes da
curcumina com as propriedades magnéticas das nanoparticulas magnéticas sugere que 0s
nanossistemas M@P. e M@PP. sdo excelentes candidatos para uso terandstico duplo,
combinando imagem fluorescente/magnética (MRI) com as terapias fotodindmicas e

hipertermia magnética em uma Unica dose.

5.4 Conclusao

Este capitulo teve como propdsito principal a sintese e a caracterizacdo de
nanossistemas inovadores voltados para aplicacdes teranosticas, fundamentados em
propriedades magnéticas e fluorescentes. A partir de diferentes técnicas de caracterizacgéo,
as propriedades fluorescentes dos nanossistemas P e PP. foram confirmadas, assim como
as propriedades bifuncionais (magnéticas e fluorescentes) dos nanossistemas M@P. e
M@PPc. A auséncia de citotoxicidade, associada as propriedades magnéticas e a
fluorescéncia observada apos a internalizacdo celular, abre perspectivas para aplicacédo
em diagnosticos por imagem (RMN e microCT). Ademais, 0s nanossistemas M@P. e
M@PP. revelaram potencial de aplicacdo em medicina nanoterandstica, permitindo
diagndsticos duplos com base em propriedades magnéticas e fluorescentes, sendo
candidatos promissores para a aplicacdo em tratamentos, como hipertermia magnética e

terapia fotodinadmica.

5.5 Cooperac0es técnicas e producdes cientificas

5.5.1 Colaboragoes

O presente Capitulo foi desenvolvido com as seguintes colaboracdes:

1) Lys Mangia — Doutora do Programa de Engenharia Quimica (PEQ/COPPE/UFRJ):
sintese e caraterizagdes das nanoparticulas poliméricas.

2) Juliana Goulart e Bruna Franga — Doutoras do Programa de Pds-Graduagdo em
Quimica (PPGQ/IQ/UFRJ): ensaios de caracterizacdo fotoquimicas das

nanoparticulas poliméricas fluorescentes.
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5.5.2 OrientacOes

1)

2)

3)

O presente Capitulo desdobrou nas seguintes orientacGes/supervisoes:

Heshiley Correa — Graduanda do Programa de Engenharia de Materiais da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), realizou Iniciacdo Cientifica
sob minha orientagéo, desdobrando no projeto Design of magnetic and fluorescent
nanostructures for life science applications as cellular markers, apresentado na
modalidade péster (virtual) no X1X Brazil MRS Meeting (SBPMat 2021).

Gabriel Agostinho—  Graduando do Programa de Nanotecnologia da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ/Xerém), defendeu os Projetos de
Introducdo a Pesquisa em Nanotecnologia, sob minha orientacdo: (area de Quimica)
“Sintese de nanoparticulas poliméricas magnético-fluorescentes” e (area de Biologia)
“Avaliacdo da bioacumulagdo de nanoparticulas multifuncionais em modelo in vivo”
apresentados em 2019.

Pietro Colonna —Graduando do Programa de Nanotecnologia da Universidade
Federal do Rio de Janeiro (UFRJ/Xerém), defendeu os Projetos de Introducdo a
Pesquisa em Nanotecnologia, sob minha orientacdo: (4rea de Quimica)
“Desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas fluorescentes por meio de
polimerizagdo via miniemulsdo em presenga de curcuminoides sintéticos” e (area de
Materiais) “Obtencéo de nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro e avaliagdo das
propriedades fisico-quimicas dos nanomateriais” apresentados, respectivamente em
2021 e 2023.

5.5.3 Producdes cientificas

1)

Este capitulo resultou na apresentacdo do seguinte trabalho em congresso:

Desenvolvimento de nanoestruturas com propriedades fluorescentes e magnéticas
para aplicagdes biotecnologicas, apresentado na modalidade oral no XXII Congresso
Brasileiro de Engenharia Quimica (COBEQ 2018).
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6 CAPITULO VI

Validacao do Potencial Terandstico de
Nanoparticulas Superparamagnéticas em
Modelos Tumorais de Esferoides Celulares

O que importa se 0 tempo passou?

O que importa se vai demorar?
O que importa se o dia chegou?
O que importa se nunca vira?

O que importa se alguém falou?
O que importa se ninguém falar?

O que importa é aqui e agora
Toda hora ¢ hora

Enquanto eu posso estar

O que importa é ser aqui e agora
Toda hora ¢ hora

Enguanto eu posso estar

Sou feliz, alegre e forte
Tenho amor e sorte
Aonde quer que eu va
Sou feliz, alegre e forte
Tenho amor e muita sorte
Aonde quer que eu va

Sou feliz, alegre e forte
Tenho amor e sorte

Aonde quer que eu va
Sou feliz, alegre e forte
Tenho amor e muita sorte
Aonde quer que eu va

O que importa se o pneu furou?
O que importa se vai decolar?
O que importa se escorregou?
O que importa é se levantar

O que importa se a noite
esfriou?

O que importa é saber amar

O estado contente da mente
Depende somente de acreditar
O estado contente da mente
Depende da gente, é s6
acreditar

Sou feliz, alegre e forte
Tenho amor e sorte
Aonde quer que eu va
Sou feliz, alegre e forte

Tenho amor e muita sorte
Aonde quer que eu va

Sou feliz, alegre e forte
Tenho amor e sorte
Aonde quer que eu va
Sou feliz, alegre e forte
Tenho amor e muita sorte
Aonde quer que eu va

Sou feliz, alegre e forte
Tenho amor e sorte
Aonde quer que eu va
Sou feliz, alegre e forte
Tenho amor e muita sorte
Aonde quer que eu va

Sou feliz, alegre e forte
Tenho amor e sorte
Aonde quer que eu va
Sou feliz, alegre e forte
Tenho amor e muita sorte
Aonde quer que eu va

Feliz, Alegre e Forte (Marisa Monte)
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6.1 Contextualizagéo

O oxido de ferro € um material promissor para uso combinado no diagnostico e
tratamento (terandstico) de doencas como o cancer (FARINHA et al., 2021). O
diagndstico precoce e correto de patologias é essencial para o tratamento adequado do
paciente, principalmente nas doencgas oncoldgicas. As nanoparticulas magnéticas
representam uma tecnologia de alta sensibilidade e boa resolucdo temporal e espacial sob
um sinal de fundo de tecido bioldgico fraco, além de uma meia-vida na circulagédo
sanguinea longa. Estas carateristicas sdo funcionais para a detec¢do da doenca em um
estagio inicial e monitoramento do tratamento, aprimorando vérias técnicas diagndsticas
ndo invasivas, como tomografia computadorizada (TC) e ressonancia magnética
funcional (RMN) (YANG et al., 2022).

A TC baseia-se na densidade carateristica de cada tecido anatdmico exposto a uma
fonte de raios X para detectar les6es, coagulos ou tumores. Devido ao alto coeficiente de
absorcdo de raio X, as particulas magnéticas estdo sendo largamente usadas como agentes
de contraste para gerar uma imagem de contraste aprimorado, reduzindo os efeitos
colaterais dos agentes tradicionais, como o iodo (YANG et al., 2022). Ja as técnicas de
RMN englobam tecnologias de imagem baseadas em um gradiente de campo gerado por
imds supercondutores que permite alta resolucdo e penetracdo tecidual profunda, porém
com baixa sensibilidade e especificidade.

Por fim, as propriedades de particulas magnéticas podem ser exploradas na area
de diagndstico molecular, para deteccdo e sucessiva separacao rapida e barata de células
ou outras moléculas especificas, como DNA e RNA, purificacdo de proteinas e quando
comparada a métodos de deteccdo mais demorados e custosos, como a rea¢do em cadeia
da polimerase - PCR (do inglés Polymerase Chain Reaction) (FARINHA et al., 2021).

As propriedades das nanoparticulas magneticas derivam fortemente do seu
tamanho e morfologia, que influenciam, além das caracteristicas fisico-quimicas, também
a estabilidade e dispersabilidade. Por esta razdo, estas carateristicas podem ser ajustadas,
dependendo da aplicacdo. Para o diagnostico em biomedicina, as nanoparticulas
magnéticas foram usadas com sucesso em medicina vascular, em que foram usadas para
distinguir entre AVC isquémico ou hemorragico e entender o limen de uma variedade de
stents endovasculares e cardiopatias (WEGNER et al.,, 2021). O tamanho das

nanoparticulas magnéticas permite alcancar tecidos que apresentam barreiras, como 0
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encéfalo, permitindo a o diagnostico de doencas desmielinizantes ou patologias como
deméncia e Alzheimer (VALLABANI; SINGH, 2018; YANG et al., 2022). Além disso,
0 aprimoramento do contraste no imageamento com nanoparticulas magnéticas permite
determinar mais precisamente o estagio de neoplasias e o diagnostico de metastases,
aplicacbes que se tornam mais interessantes porque os sinais das nanoparticulas
magnéticas sdo obtidos exclusivamente de SPIONs, sem efeito de estrutura anatdmica,
mesmo em tecidos de dificil diagnostico, como pulmdes e ossos (VOGEL et al., 2019;
YANG et al., 2022).

As propriedades das nanoparticulas de 6xido de ferro de responder a um campo
magnético mostra potencial para o tratamento baseado em hipertermia magnética. Esta é
uma técnica pouco invasiva e que pode ser aplicada no tratamento do cancer, baseada na
entrega de materiais magneéticos no interior do tecido tumoral. As células tumorais
possuem um metabolismo mais ativo em comparacdo com as células saudaveis e,
portanto, a internalizacdo de particulas nas células cancerosas é facilitada (GUPTA;
SHARMA, 2019). Além disso, segundo o principio da hipertermia magnética, a aplicacdo
do campo magnético alternado gera um aumento de temperatura, que destroi
seletivamente as células tumorais, mais sensiveis a altas temperaturas. A vantagem da
hipertermia magnética, comparada com a hipertermia do corpo inteiro (invasiva, quando
aquece o sangue de forma extracorpdrea, ou ndo invasiva, quando é usada irradiacdo RF
ou IR, ar ou cera quentes) é a possibilidade de tratamento de tumores profundos
(BRUNINGK et al., 2020). Desta forma, é possivel realizar uma hipertermia regional
localizada na area ocupada pelo tumor, que minimiza os efeitos colaterais, concentrando
a maxima eficiéncia do tratamento na regido tumoral, com um mecanismo que destroi o

cancer de dentro para fora.

A literatura mostra um aumento de relatos da eficiéncia deste tratamento,
principalmente contra o glioblastoma multiforme, um tumor cerebral extremamente
agressivo e com baixa taxa de sobrevivéncia. Estudos pré-clinicos mostraram resultados
na reducdo de tumor e no aumento da eficacia da acdo de quimioterapia convencional,
aumentando a permeabilidade da barreira hematoencefalica e, desta forma, o aporte de
farmacos no tumor, resultando em um tratamento sinérgico (GUPTA; SHARMA, 2019;
HA et al., 2019; PHUNG et al., 2019).
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Na pesquisa do cancer, cuja agressividade muitas vezes se deve a interacdo da
célula com sua prépria matriz, a maioria dos estudos faz uso de cultivo com métodos
bidimensionais (2D) em monocamada, que ndo consegue reproduzir a complexidade do
microambiente celular. Por isso, métodos novos e aprimorados que implementam técnicas
de cultura de células tridimensionais (3D), nas quais as células ndo se desenvolvem em
monocamada, mas em trés dimens@es, para que o fendtipo e a fisiologia celular sejam
menos alterados e reproduzam assim o microambiente tumoral de forma aprimorada.
Estes estudos estdo gerando evidéncias convincentes de que experimentos muito mais
avancados podem ser realizados, resultando em informacbes valiosas. Um desses
modelos é o esferoide celular, que, comparado com os modelos celulares 2D, permite o
estudo mais aprimorado de interaces célula a célula, das caracteristicas do tumor, do
perfil metabolico tumoral e da avaliacdo de eficiéncia de medicamentos (JENSEN;
TENG, 2020).

Com base no exposto, no presente capitulo foi avaliado o efeito da hipertermia em
celulas de osteossarcoma SAOS?2 cultivadas em um modelo esferoide 3D com dimensdes
aproximadas de 600 pum de diametro e expostas a diferentes concentragdes de
nanoparticulas de ferro (100, 300 e 500 pg/mL, respectivamente) por 24 horas.
Complementarmente, foi avaliado o potencial diagndstico promovido pelas SPIONs

internalizadas nos esferoides celulares.

6.2 Materiais e métodos

6.2.1 Sintese de nanoparticulas de 6xido de ferro (SPIONs)

A sintese dos SPIONS foi descrita e discutida no Capitulo IV. No presente
capitulo foram empregadas as nanoparticulas magnéticas recobertas com amino-silano
(NPM_NHy).

6.2.2 Comparagéo entre ressonancia magnética nuclear e microCT
Com o intuito de avaliar o potencial dos SPIONs na geracdo de imagens para
diagnostico, foram comparadas as técnicas de imageamento por ressonancia magnética

(RM) e tomografia computadorizada (TC).
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Para tal, foram preparados fantomas® com diferentes concentragdes de SPIONS,

para avaliar a qualidade das imagens geradas por cada técnica e a respectiva sensibilidade.
6.2.2.1 Ressonancia magnética nuclear

As nanoparticulas magneticas (NPM_NH2) foram ressuspendidas em agua e acido
oleico nas concentragdes de 102, 102 e 10° mg.mL™, visando a simular o comportamento
do nanomaterial magnético em condi¢des bioldgicas ricas em &gua ou em gordura. As
amostras foram dispostas em porta-amostras, junto aos respectivos brancos e analisadas
no equipamento Bruker (modelo Avance Neo, Alemanha) 500 MHz, utilizando sonda de
imagem MIC 500S2/AS Body.

Inicialmente, foram necessarios alguns ajustes para sintonizar o sinal da amostra
com o espectrdmetro. O processo é conhecido como tuning e matching, em que o primeiro
ajusta a frequéncia de ressonancia, enquanto o segundo ajusta a poténcia refletida.
Posteriormente, para aumentar a homogeneidade do campo estatico, executou-se um
processo conhecido como shimming. As medidas de relaxacdo longitudinal (T1) e
transversal (T2 ) foram obtidas pelos protocolos recuperagdo-inversao e CPMG (Carr-
Purcell-Meiboom-Gill), respectivamente. No primeiro caso, foi utilizado um pulso de 180
graus, seguido de outro de 90 para cada ponto. Ja para a CPMG, um pulso de 90 e outros

de 180 para refocalizacédo e boleto dos dados.

Para aquisicdo das imagens, utilizou-se o protocolo Flash, uma sequéncia baseada
em eco por gradiente. Com isso, foi possivel gerar imagens tanto pesadas em T1 quanto
em T2*. Para o primeiro caso, utilizou-se 5,3 s como tempo de repeticdo (TR) e 2,3 s
como o tempo entre ecos (TE). Por outro lado, para as imagens pesadas em T2* utilizou-
se TR =400 ms e TE = 60 ms. Para ambos os casos, foi utilizado FOV (field of view) =
10x10 mm.

6.2.2.2 MicroCT
Foram preparados corpos de prova (fantomas) a base de silicone liquido, que foi
solidificado utilizando 3% do catalisador reticulante a base de organoestanho em

tetraestilisilicato por 60 minutos a temperatura ambiente, utilizando como molde placas

5Um fantoma de imagem é um objeto fisico usado para controle de qualidade e calibragdo em técnicas de imagem
médica, como raios-X, tomografias computadorizadas e ressonancia magnética. Os fantomas sdo projetados para
simular o corpo e os 6rgdos humanos e ajudam a garantir que o equipamento de imagem médica esteja funcionando
corretamente, produzindo imagens precisas e consistentes.
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de 96 pocos e de 24 pocos, adquirindo-se corpos de prova de diferentes diametros. As
concentracOes de SPIONS testadas nos corpos de prova foram 102, 102, 103, 10 e 107
mg.mL?1. As medidas foram realizadas no microtomégrafo Bruker (modelo Skyscan
1275, Bélgica), com um angulo de 180° energia de 50 kV e corrente de 100 pA. A
resolucao utilizada foi de 10 uM. As amostras foram reconstruidas utilizando o software

NRecon e os volumes foram visualizados com o software CTVox.

6.2.3 Cultura de células 3D

A linhagem celular de osteossarcoma humano (SAOS2) mantida em nitrogénio
liquido foi descongelada e expandida em atmosfera umidificada (5% CO2, 37 °C), usando
meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de
Penicilina/Estreptomicina (PS — 10.000 unidades/mL de penicilina ¢ 10.000 pg/mL de
estreptomicina, Gibco) em frascos de cultura Corning. Para realizar a cultura de células
3D, foram usadas placas de fundo em U de 96 pocos (Corning), previamente revestidas
com uma fina camada de 1% de agarose ultrapura (Sigma-Aldrich). Em seguida, 200 uL
de suspensao de células ressuspensas em meio DMEM de alta glicose suplementado com
10% SFB e 1% PS, contendo 10000 células foram plaqueadas em cada poco. As células
foram incubadas por 72 horas em uma atmosfera umidificada com 5% de CO.a 37 °C. O
crescimento, a forma e a morfologia dos esferoides foram monitoradas no microscopio
optico invertido Olympus (modelo CKX41, Japdo) para garantir a reprodutibilidade da

morfologia e dimensdo dos esferoides.

6.2.4 Exposicdo dos esferoides aos SPIONs (Fe3O4-NH2)

Apos 72 horas, foram formados esferoides 3D de células. Em seguida, o cultivo
celular foi exposto a diferentes concentragdes de FesOs-NH> (100, 300 e 500 pg/mL,
respectivamente) e incubado por 24 h em atmosfera umidificada com 5% CO. a 37 °C.
As micrografias épticas foram realizadas no microscopio invertido Olympus (modelo
CKX41, Japao).

6.2.5 Aplicacdo de campo magnético alternado

Ap0s 24 h de exposicao celular as nanoparticulas de FesO4-NHz, foi aplicado um
campo magnético de 596 Oe e frequéncia de 226 KHz por 10 minutos cada ciclo nas
condicGes descritas a seguir. Apos 24 horas da exposicéo das celulas as nanoparticulas, o

campo magneético foi aplicado uma vez (T1), duas vezes (T2) ou trés vezes (T3) no tempo
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de 10 minutos de aplicacdo de campo seguido de 30 minutos de repouso a 5% CO3 e 37
°C em atmosfera umidificada. Além disso, para estudar o efeito cumulativo da
hipertermia magnética, foi aplicado um campo de mais 10 minutos 48 horas apés a
exposicdo as particulas (T4) e um ciclo de campo adicional de 10 minutos, 72 horas ap6s

a exposicao as particulas (T5).

6.2.6 Fixacdo e pos-fixacdo de esferoides

Para analise fluorescente, as amostras foram lavadas e fixadas por 10 minutos com
PFA 4%. Para a andlise por microCT, as amostras foram subsequentemente embebidas
em parafina. Para aumentar a resolucdo da analise microCT e para a andlise da
microscopia de transmissdo, as células foram fixadas com solucdo de Karnovsky (2,5%
de glutaraldeido, 2,5% de formaldeido em tampao cacodilato de sédio 0,05 M, pH 7,2).
Apbs a fixacdo, as amostras foram pds-fixadas por 30 minutos com tetroxido de 6smio
1% e ferrocianeto de potéssio 0,8%, desidratadas por imersdo em uma série graduada de
alcool (50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95% e 100%) e finalmente infiltradas em resina

epoxi.

6.2.7 Anaélise de esferoides

6.2.7.1 Analise por microCT

Os esferoides foram escaneados em um dispositivo de microCT de alta resolugédo
Bruker (modelo Skyscan 1172, Bélgica), usando um tempo total de digitalizacdo de cerca
de 1 h em um tamanho de voxel de 13,04 um, 24 kV, 529 pA, 180° de rota¢do, um passo
de rotagdo de 0,25°, exposi¢ao de 2000 ms. A correcdo do endurecimento do feixe e 0s
limites de contraste ideais com base nos testes iniciais de varredura e reconstru¢do foram

determinados de acordo com as instrucdes do fabricante.

6.2.7.2 Analise de fluorescéncia

As amostras foram fixadas com PFA 4% e marcadas 30 minutos com solugéo
DAPI 1 mg/mL em PBS. As imagens foram obtidas usando um microscépio fluorescente

Zeiss (modelo Axio Plan Il, Alemanha), com Xex = 359 nm e Aem = 457 nm.

6.2.7.3 Anéalise de MET

As amostras foram fixadas em solucdo de Karnovsky e pos -fixadas com tetroxido
de 6ésmio 1% e ferrocianeto de potassio 0,8% por trinta minutos. Apos isso, as células

foram lavadas com tampé&o Cacodilato por trés vezes, desidratadas em solucdes aquosas
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de etanol numa escala crescente de (50%, 70%, 80%, 90%, 95% e 100%) e embebidas
em resina epoxi. Cortes ultrafinos (40 — 100 nm) foram analisados em um microscépio
eletronico Tecnai (modelo Spirit, EUA) 120Kv no CENABIO (UFRJ).

6.2.7.4 Quantificacdo de SPIONSs internalizados

As particulas internalizadas pelos esferoides de osteossarcoma foram
quantificadas por medidas de absorgdo correspondente ao Fe**, apos procedimento de
abertura com acido cloridrico. A abertura da amostra de esferoides foi realizada
adicionando 150 pL de HCI 20% para cada esferoide e sucessivamente 50 uL. da solugdo
de KMnO4 1 mg/mL. Para realizac¢do da curva de calibracéo para quantificacdo de NPMs,
foram preparadas ressuspensoes de SPIONs em diferentes concentracdes (0,1; 0,2; 0,3;
0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9 e 1,0 mg/mL), sendo submetidas a0 mesmo tratamento com
HCI e KMnOgs. As medidas para estimar a concentracdo média de NPMs por esferoide
foram realizadas por absorvancia (355 nm) usando um espectrofotometro UV-vis Agilent
(modelo BioTek Sinergy2, EUA).

6.3 Resultados e Discusséo

6.3.1 Comparacgéo entre RMN e microCT

6.3.1.1 Imageamento por Ressonancia Magnética Nuclear

Para avaliar a qualidade de contrastes de imagens promovido pelas NPMs em
medidas de RMN foram preparadas suspensdes de SPIONs com diferentes concentracfes
em agua e &cido oleico. Vale ressaltar que as imagens geradas por essa técnica nao
permitem a observacdo direta das NPMs, mas o efeito que elas promovem no entorno em
que se encontram. Por isso, além das imagens geradas, serdo apresentados dados
quantitativos correlacionados a relaxacdo magnética dos meios (dgua e &cido oleico)

puros e em presenca das nanoparticulas.

Inicialmente foram geradas imagens das NPMs dispersas em agua (Figura 52).
Para isto, foi utilizado um porta-amostras, que consiste em dois tubos de vidro
conceéntricos, em que no tubo externo era disposto o0 meio puro (agua) e no tubo interno
era disposta a amostra a ser avaliada (NPMs dispersas em agua). Desta forma é possivel
comparar o efeito de modificacdo de contraste obtido sob uma imagem gerada nas

mesmas condigdes simultaneamente, simplificando o tratamento de dados e facilitando a
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avaliacdo dos efeitos. Portanto, avaliando a Figura 52, € possivel observar que as imagens
obtidas em T1 sdo mais homogéneas e com menos artefatos (ruidos) que as imagens
obtidas em T2, o que tem relacdo direta com a aquisi¢do de imagens e ao fato de T1 ser
maior que T2, de forma que a imagem em T1 € obtida enquanto a dindmica de relaxacao
longitudinal ainda estd ocorrendo, enquanto a imagem em T2 é obtida em sistema
praticamente estacionario, apés relaxacgdo transversal ja ter finalizado (MCROBBIE et
al., 2007).

Figura 52. Imagens obtidas por RMN pesadas em T1 e em T2, avaliando o efeito de
NPMs dispersas em agua

0.01 mg/ml X 0.1 mg/ml

T1-weighted i T1-weighted -ZT1 -weighted
0.01 mg/ml : 0.1 mg/ml

T T2-weighted s . T2-weighted

Considerando as melhores imagens obtidas em T1 (Figura 52 — linha superior),
nota-se que maiores contrastes e menores ruidos estdo diretamente correlacionados a
menores concentrages de NPMs. Sendo assim, medidas de relaxacao (Figura 53), foram
realizadas para as menores concentragdes (0,001 e 0,01 mg/mL) em comparagdo com a
agua pura. A curva para relaxagdo T2 (Figura 53-B) apresenta uma maior constante de
decaimento para maiores concentracfes, enquanto para relaxacdo T1 (Figura 53-A) a
tendéncia ndo é observada. A Tabela 18 apresenta os valores das constantes obtidas pelas

medidas de relaxagéo.
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Figura 53. Medidas de relaxacdo T1 obtida por inversdo-recuperacdo (A) e medidas de

relaxacdo T2 obtida por intermédio do protocolo CPMG (B) para a NPMs dispersas em

agua.
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Tabela 18. Valores das constantes obtidas pelas medidas de relaxacdo das NPMs em agua

Concentracéo (mg/mL) T1(s) T2 (s)
0,000 3,04 1,52
0,001 1,89 0,91
0,010 2,79 0,72

Com base nos resultados apresentados, a presenca de NPMs contribui com a
reducdo do tempo de relaxagdo da agua, 0 que era esperado porque as nanoparticulas
magnéticas apresentam relaxacdo rapida (ZHAO et al., 2020). As imagens obtidas

apresentam caracteristicas que corroboram as medidas de relaxacéo.

Em um segundo momento, foram geradas imagens de NPMs dispersas em &cido
oleico (Figura 54), simulando tecidos vivos ricos em gordura. Neste caso, foi empregado
um porta-amostras, cilindrico de resina, contendo 4 estruturas internas com geometrias
distintas, onde foram introduzidas amostras com diferentes concentracbes de NPMs
(tridngulo — é&cido oleico (AQ) puro, quadrado — 0,001 mg/mL de NPM em AO,
pentagono — 0,01 mg/mL de NPM em AO, circulo — 0,1 mg/mL de NPM em AO). Este

porta-amostras permitiu comparar diferentes concentracGes simultaneamente e ainda
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variar especificacOes de aquisicdo de imagens. Assim como observado para a agua, as
amostras obtidas em T1 apresentaram menos artefatos do que as obtidas em T2. No
entanto, as amostras obtidas em T2* apresentaram maiores contrastes, quando em
presenca de NPMs, e este contraste aumentou com o aumento de concentragdo das

nanoestruturas magnéticas.

Figura 54. Imagens obtidas por RMN pesadas em T1 e em T2, avaliando o efeito de
NPMs dispersas em acido oleico.

TE=25
TR =1280
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Nota: triangulo — acido oleico (AO) puro, quadrado — 0,001 mg/mL de NPM em AO, pentadgono — 0,01
mg/mL de NPM em AQ, circulo — 0,1 mg/mL de NPM em AO.

As amostras de baixa concentra¢do (10 e 102 mg/mL) de NPM em &cido oleico
ndo apresentaram mudancas perceptiveis nas medidas de relaxacdo e imagem. Por outro
lado, a amostra com a concentracdo de 0,1 mg/mL apresentou melhores resultados de
contraste e foi avaliada em maiores detalhes quanto a relaxacdo. Em todas as amostras
em acido oleico, ndo foram observadas mudancas no tempo de relaxagdo em T1 ou T2,
por influéncia da NPM (em quaisquer concentracgdes); por isso, ndo foi gerada a curva de
relaxagdo neste caso, mas sim o espectro de RMN (Figura 55) para a amostra que
apresentou melhor resultado frente ao branco (acido oleico puro). O espectro apresentado

mostra claramente o alargamento dos picos do acido oleico, por influéncia da presenca
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de NPMs, o que, via de regra, poderia ser atribuido a reducdo do tempo de relaxagéo
induzidos pelas mesmas. No entanto, como n&o foram observadas alteragdes
significativas nos tempos de relaxacdo do acido oleico na presenca de NPMs, o
incremento de contraste nas imagens relacionados ao incremento de carga de NPMs
podem ser atribuidos a uma distor¢cdo de campo magnético induzido pela presenca das
mesmas. E possivel que a maior viscosidade do &cido oleico tenha influenciado a
relaxacdo das NPMs, de forma que o efeito na relaxagéo tenha se tornado desprezivel.

Figura 55. Espectro normalizado do é&cido oleico “puro” e com 0,1 mg/ml de

nanoparticulas magnéticas
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Em linhas gerais, foi observado que a presenca de NPMs reduz o tempo de
relaxacdo da agua e ndo afeta significativamente a relaxacdo de dleos (simulado pelo
acido oleico). No caso da agua, menores concentracdes de NPM resultaram em melhores
qualidades de contraste, enquanto no caso de 6leos o oposto foi observado (melhores
imagens: [NPMJsua=102 mg/mL em T1 e [NPM]eio=10" mg/mL em T2*). Este
resultado de comportamento antagonico, da qualidade de contraste de imagem por RMN,
entre 4gua e 6leo na presenca de NPMs € positivo, considerando que o diagnostico pode
ser favorecido por baixas concentragdes de NPMs quando estas estejam localizadas em
tecidos ricos em agua. No entanto, o diagndstico pode ser dificultado no caso em que seja
interessante que as NPMs estejam concentradas em tecidos ricos em gordura. De qualquer
forma, estes resultados ajudam a pensar no design dos nanomateriais, com modificac6es

de superficie hidrofilica ou hidrofobica, a depender da aplicacdo de interesse.
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6.3.1.2 Imageamento por microCT

Para avaliar o uso potencial das NPM como material contrastante em tomografia
computadorizada em organismos vivos, foram desenvolvidos fantomas a base de silicone,
contendo concentrac@es crescentes das NPM, a fim de definir o limite de deteccdo das
NPMs por microCT. Diferente das medidas de RMN, em que as amostras foram
preparadas em meio liquido, na microCT o fantoma deve ser sélido, dada a forma como
a imagem é gerada. A imagem por microCT consiste em vérias proje¢des de imagens de
raios X que sdo captadas girando a amostra e posteriormente sobrepondo as imagens.
Portanto, se a amostra fosse liquida, as nanoparticulas iriam se mover, gerando ruidos nas

imagens.

Foram preparados corpos de prova de 6,5 mm de diametro com diferentes
concentracOes de NPMs em silicone (107, 102, 103, 10*e 10° mg/mL). Estes corpos de
prova foram fatiados com altura de cerca de 2 mm de altura e sobrepostos, gerando um
fantoma com concentracOes crescentes de NPM. Este fantoma foi submetido a medidas
de microCT (Figura 56-A), gerando imagens (Figura 56-B) de contrastes comparativos,
uma vez que foi aplicado o mesmo tratamento em todo o fantoma. Com estes resultados,
foi possivel observar que ha um sinal discreto a partir da concentragdo de 10 mg/mL de
NPMs, com o aparecimento de grandes aglomerados de NPM na maior concentracao
(0,2 mg/mL). Vale destacar que, diferentemente da técnica de RMN, em que as NPMs
ndo geram sinal direto, mas perturbam o sinal gerado pelo meio, no caso da TC o sinal
medido é relacionado diretamente as NPMs, uma vez que nesta técnica o sinal esta

relacionado a medidas de difracéo.

Como esperado, o contraste por microCT aumentou com o incremento de
concentracdo de NPMs. No entanto, para determinar o limite de detec¢do da técnica
empregando NPMs, as quatro amostras que apresentaram maiores sinais foram refeitas
como corpos de prova individuais, agora com dimensdes maiores (15,6 mm de didametro
e cerca de 30 mm de altura). Estas amostras foram analisadas individualmente, assim
como um corpo de prova com as mesmas dimensdes, mas preparado apenas com silicone
(branco). Imagens destes corpos de prova foram geradas e tratadas, descontando o sinal
do branco, como apresentadas na Figura 57. E possivel observar que a concentragio
minima detectavel por microCT foi de 10* mg/mL e que nesta concentracdo as NPMs
encontravam-se mais bem dispersas, de forma que o sinal do fantoma foi homogéneo. Em

concentragles superiores a 10* mg/mL ocorreu contraste significativo, mas ndo
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uniforme, devido a formacao de aglomerados. Estes resultados reforcam a proposta de
uma aplicagcdo de NPMs sitio-dirigidas, de forma a aumentar a concentracdo de NPMs
em uma regido especifica de interesse, o que pode amplificar a qualidade do sinal.

Figura 56. Distribuicdo das NPMs em corpos de prova de silicone. A) Corpo de prova

geral sem contraste e B) corpo de prova com contraste, realcando as diferentes

concentracdes de NPMs.

2000 Hm

Figura 57. Dispersdo de NPMs com diferentes concentraces em fantomas de silicone.
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6.3.1.3 Consideragdes comparativas entre técnicas de RMN e microCT

Os resultados apresentados referentes a qualidade de imageamento por RMN e
microCT, na presenca de NPMs, mostrou que ambas as técnicas podem ser aplicadas para
diagnostico por imagem, aplicando NPMs como agentes de contraste, tendo cada técnica

sua particularidade e necessidade de ajuste.

Os fantomas avaliados neste trabalho mostraram que imagens por RMN
apresentaram melhores contrastes para concentracdes de NPM de 10 mg/mL, pesados
em T1 no caso de ambientes aquosos, e de 10 mg/mL, pesados em T2* no caso de
ambientes oleosos. J& as imagens obtidas por microCT apresentaram sensibilidade de 10°
4 mg/mL. RAHN et al. (2016) apresentaram um estudo comparativo entre a sensibilidade
de imagens obtidas por RMN e microCT empregando fantomas contendo
nanocompositos magnéticos e obtiveram faixa de sensibilidades compartilhada de 0,6
mg/mL, limitadas por microCT, e 1,4 mg/ml, limitado por RMN. Estes dados corroboram
os obtidos no presente trabalho, indicando que as imagens por microCT tendem a
apresentar maior sensibilidade e maior faixa de aplicacdo, ja que em concentracdes
maiores ndo provocaram distor¢des nas imagens, mas apenas aumento de contraste e/ou

identificagdo de aglomerados.

Vale ressaltar que a qualidade das imagens ndo dependeu apenas da concentragédo
de NPMs, mas também do volume avaliado. Nesse contexto, os estudos aqui apresentados
constituem bons pardmetros para 0 avanco em avaliacdes de imagens geradas na presenca
de NPMs, além de apresentarem uma prova de conceito substancial para o0 uso dessas
NPMs em diagnéstico por imagem.

6.3.2 Interacdo de NPMs com esferoides 3D

Visando a evoluir a avaliacdo do uso tanto diagndstico quanto terapéutico de
NPMs, foi utilizado o modelo in vitro de esferoides celulares, que mimetizam organismos
vivos. Preliminarmente, para avaliar a interacdo das nanoparticulas com os modelos
celulares 3D, micrografias foram realizadas por microscopia Optica (Figura 58),
empregando diferentes concentracGes de NPMs. Os resultados mostram uma interagéo
das particulas com os esferoides dependente da dose e do tempo. Além disso, foi
observado que todos os esferoides apresentaram tamanhos similares, com um diametro

aproximado de 600 um, garantindo a reprodutibilidade dos resultados posteriores.
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Figura 58. Interacdo de esferoides apds Oh e 24h de exposicdo as NPMs em diferentes
concentragdes (100, 300 e 500 pg/mL).
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6.3.3 Efeito morfologico apds aplicacdo de campo magnético: potencial terapéutico
de NPMs

Apbs internalizacdo de NPMs em esferoides tumorais (SAOS?2), estes foram
submetidos a aplicacdo de campo magnético alternado em cinco ciclos de 10 min de
aplicacdo de campo (protocolo detalhado definido na Secéo 6.2.5). Para avaliar se a
aplicacéo de campo magnético pode ocasionar modificagdes morfoldgicas nos esferoides,
foram obtidas micrografias usando microscopia de fluorescéncia ap6s a coloragédo nuclear
com DAPI. As imagens representativas (Figura 59) mostraram uma reduc¢do de tamanho
de esferoide a partir do segundo ciclo de exposicdo de campo magnético, nas doses de
300 pg/mL e 500 pg/mL. Contudo, o melhor efeito de redugdo de tamanho foi observado
na concentracdo de exposi¢do de 300 pg/mL. Os esferoides expostos a 500 pg/mL de
NPMs apresentaram rachaduras (observagdo em campo claro) ndo observadas nas demais
condigdes. Vale destacar que ndo foram obtidas imagens referentes ao tempo 5 de
exposicao, dada a destruicédo total da integridade do esferoide ap6s 5 ciclos de exposicao
ao campo magnético (condicdo de maior concentracdo se desintegrou no momento de
aplicacdo de campo e os dois casos de concentracdes inferiores desintegraram no

momento de processamento dos esferoides para marcagéo nuclear).
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Figura 59. Efeito da exposi¢cdo cumulativa do campo magnético aos esferoides.
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A escolha de trabalhar com modelo de esferoide para avaliar os efeitos
cumulativos do campo magnético apds exposicdo as nanoparticulas de 6xido de ferro tem
crescido na pesquisa contra o cancer, ndo apenas pelas vantagens que este modelo mostra
na reproducdo da doenca, mas também na qualidade dos resultados na previsdo do
tratamento da doenca in vivo. BRUNINGK et al. (2020) mostraram que a sensibilidade
dos esferoides ao calor era significativamente menor quando comparada a cultivo em
monocamada. O estudo mostrou que os modelos 3D apresentaram uma resposta diferente
a radiacdo ou hipertermia ndo presentes em ensaios com cultivo 2D, sugerindo que a
hipertermia afeta as células independentemente de seu estado de proliferagéo, ao contrario

da radiacdo, que mata principalmente células em divisdo. Este apontamento corrobora o
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incremento significativo de concentracdo de NPMs empregado no estudo 3D, frente ao
estudo 2D (Capitulo 1V).

As particulas de 6xido de ferro com tamanho nanométrico apresentam, além das
propriedades superparamagnéticas desejadas, uma vantagem farmacocinética, mostrando
uma melhor difuséo e distribuicdo e sendo menos suscetiveis a captura por macréfagos,
sucessiva opsonizacgédo e remoc¢do com acumulo no figado, baco e medula 6ssea e geragédo
de EROs (espécies reativas de oxigénio). Embora reduzidos nas NPMs quando
comparado a outras nanoparticulas, esses efeitos ainda estdo presentes e podem ser
contornados com o revestimento das particulas em moléculas organicas (como polimeros
ou lipidios), para reduzir a liberacdo de ions metalicos em quantidades toxicas, com a
dupla vantagem de permitir uma funcionalizagdo da molécula, que pode aumentar a
especificidade, além da biocompatibilidade. Desta forma, é criado um sistema hibrido
que combina a seguranca das moléculas organicas com as propriedades magnéticas
fornecidas pelas particulas inorganicas (FARINHA et al., 2021). Esta estratégia foi
abordada no Capitulo V.

Neste contexto, é preciso refletir sobre a quantidade de particulas necessérias para
obter o efeito terapéutico desejado, evitando efeitos adversos. Os resultados apresentados
mostram como ciclos repetidos de campo magnético potencializam os efeitos sem
necessidade de novas exposicdes a nanoparticulas. Nesta discussdo, € importante
considerar também o tipo de aplicacdo desejada. Neste sentido, uma particula que possa
ser usada, em uma mesma aplicacdo, como agente de diagndstico e tratamento, se torna
muito interessante, ainda mais quando a particula apresenta um potencial de

funcionalizacdo para aumentar sua especificidade.

6.3.4 Distribuicdo de particulas por andlise de microCT: potencial diagnéstico de
NPMs

A técnica de microscopia confocal ndo permite a visualizagdo das NPMs e sua
distribuicdo dentro do esferoide, a ndo ser intermediada por marcadores fluorescentes de
superficie. Em contrapartida, o 6xido de ferro é um material que, devido a suas
propriedades de magnetismo, cristalinidade e elevada densidade eletronica, € um bom
agente de contraste para analises por tomografia. Assim, os esferoides expostos as NPMs
em diferentes concentragdes foram submetidos a medidas por microCT, permitindo uma

andlise de distribuigdo de particulas em microescala. Cortes centrais (em XY, XZ e YZ)
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das imagens geradas por microCT (Figura 60) mostram claramente a distribuicdo de
grandes aglomerados de NPMs dentro dos esferoides, em todas as concentragdes de
exposicao. Essa andlise preliminar indica uma dispersdo das NPMs na primeira aplicacéo
de campo magnético alternado (T1), seguida por uma reducdo dessa dispersao a partir da
segunda aplicacdo de campo (T2 a T5). Essa reducdo de area ocupada pelas NPMs pode
estar associada a concentracdo das NPMs em regides especificas do esferoide, associada
auma internalizag&o efetiva, ou perda de estruturas celulares, associada a mortes celulares

e desprendimento da estrutura central do esferoide.

Para avaliar de forma mais aprofundada, estas imagens foram processadas
matematicamente, sendo medido o volume ocupado pelos aglomerados de NPMs
detectados por microCT (volume em branco em relacdo ao volume inicial teérico de um
esferoide de 600 um), antes e apos aplicacao dos ciclos de campo magnético (Figura 61-
A). Complementarmente, foram realizadas quantificacfes quimicas da massa de NPMs

contidas nos esferoides em todos os casos estudados (Figura 61-B).

O volume ocupado nas amostras controle (sem aplicacdo de campo) aumentou,
passando da concentracao de 100 pug/mL para de 300 pug/mL, e diminui na concentracao
de 500 pg/mL. Contudo, apés analise da massa das particulas magnéticas presentes em
cada amostra, os resultados mostraram um aumento da massa de NPMs dependente da
concentracdo nas condicBes ndo sujeitas a aplicacdo de campo. Estes resultados
confirmam que a microtomografia agrega uma informacdo de dispersdo de NPMs.
Confrontando ambas as medidas, pode ser atestado que a maior concentracdo de NPMs
induz a formacdo de aglomerados, mesmo que em massa a resposta a internalizacao seja

dependente da dose.
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Figura 60. Distribuicdo de NPMs (em branco) em esferoides a partir de imagens de

microCT representativas do corte central dos esferoides (em XY, XZ e YZ).
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Figura 61. Volume relativo ocupado pelas NPMs (A) e quantificacdo de NPMs (B)

internalizadas pelos esferoides antes e depois da aplicacdo do campo magnético alternado.
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Nota 1: CTR = controle (auséncia de campo magnético) — [NPM] = 100 pug/mL, C2 — [NPM] = 300 pg/mL,
C3 — [NPM] =500 pg/mL.

Nota 2: massa de NPM por pogo: C1 — mNPM =20 ug, C2 — mNPM = 60 pug, C1 — mNPM = 100 pg.
Nota 3: a auséncia da barra correspondente & condi¢do C3xT5 se deve ao esferoide ter se desintegrado nessa

condigdo, ndo permitindo uma quantificacdo neste caso.

A aplicacdo do primeiro ciclo de campo (T1) levou ao aumento do volume
ocupado pelas nanoparticulas no interior do esferoide, provavelmente devido ao efeito do
campo magnético no espalhamento das particulas. Este resultado foi confirmado pelos
resultados da quantificacdo da massa de NPMs que mostrou, apds a exposi¢ao ao primeiro
ciclo de campo, que a concentracdo de nanoparticulas ndo variou significativamente com
relagdo ao controle. Portanto, a aplicacdo de campo magnético ndo parece afetar a
internalizacdo inicialmente, mas parece afetar a distribuicdo das nanoparticulas no
esferoide. Sendo assim, o campo magnético alternado ndo gera um efeito apenas de

inducgdo de liberacdo de calor, mas também um efeito de movimentacdo das NPMs.

154



Na segunda aplicacdo de campo (T2), este efeito de espalhamento das NPMs s6
foi observado na menor concentracdo de nanoparticulas (C1 - caso em que a quantidade
de massa de NPM internalizada também se mantém constante frente ao controle). Nas
condicdes de concentracdo de NPM intermediaria e superior (C2 e C3), o volume ocupado
pelas nanoparticulas se reduziu consideravelmente, estando acoplado a uma reducéo de
massa de nanoparticulas (frente ao controle). Este comportamento reforca a observagao
da reducdo de tamanho dos esferoides mediada pelas imagens de epifluorescéncia (Figura
59), confirmando que esta reducdo de tamanho esta associada a morte celular e
desprendimento de células das camadas mais externas do esferoide. Isto justifica a ndo
variacdo na condi¢cdo C1 para a aplicacdo T2 e sugere que o efeito do campo magnético
foi mais pronunciado nos casos de maior internalizagdo de NPMs, como esperado.

Na terceira aplicacdo de campo (T3), a reducdo de volume ocupado pelas NPMs
foi observada para a menor concentracdo (C1); no entanto, a massa de nanoparticulas se
manteve constante. Este comportamento de reducdo de volume foi mantido para o caso
de menor concentracdo de NPMs nas demais aplicagdes de campo (T4 e T5). Portanto, o
contato do esferoide com nanoparticulas em baixas concentra¢cbes ndo induziu morte
celular consideravel. Neste caso, de exposicdo a baixas concentracdes de NPMs, foi
observada uma dinamica de expansédo e contracdo do volume ocupado por uma massa
constante de NPMs internalizada. Em contrapartida, na quinta aplicacdo de campo foi
observado um incremento de massa magnética internalizado. Este comportamento, que
foge ao padrdo apresentado para baixas concentragdes de exposi¢do, sugere uma

sensibilizacdo do esferoide a uma sequéncia de exposi¢do a campos magnéticos.

Assim, é possivel inferir que na quinta exposicdo ao campo magnético as células
estavam mais suscetiveis a internalizacdo de uma nova carga de NPMs, dada a possivel
fragilizacdo das celulas pelo movimento mecénico das NPMs no interior do esferoide.
Provavelmente aplicacdes adicionais de campo promoveriam uma reducdo gradual de
viabilidade celular. Pode-se sugerir que, neste caso, a morte celular esteja mais associada
ao movimento fisico das particulas no interior das células do que ao efeito térmico
advindo da capacidade de liberagédo de calor das NPMs submetidas ao campo magnético
alternado. Provavelmente esta condicdo também tenda a induzir mortes celulares
primordialmente por apoptose do que necrose, dada a dindmica mais lenta de resposta

celular em condicédo de exposicao a baixas concentragdes de NPMs.
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No caso das exposicdes a maiores concentracfes de NPMs (C2 e C3), a partir da
terceira aplicagdo de campo o volume ocupado pelas nanoparticulas se manteve
constante, enquanto a massa de NPMs internalizadas aumentou significativamente. Este
comportamento reforca a hipdtese de que a sensibilizacdo do esferoide frente a sequéncia
de exposicdo a campos magnéticos favoreceu a internalizacdo de novas doses de
nanoparticulas. Vale ressaltar que ao longo das cinco exposi¢des de campo o esferoide
estava em contato constante com as NPMs expostas inicialmente; por isso, é coerente
observar novas internalizacdes. Estas comparagdes s6 foram possiveis devido aos
experimentos terem sido realizados em multiplicatas e um exemplar de esferoide ter sido
reservado, lavado e processado para analises individuais apds cada condicdo exposta.
Neste contexto, os esferoides ndo estavam sujeitos apenas ao efeito da dinamica (de
movimento e aquecimento) das NPMs internalizadas, mas também ao efeito do contato
externo com as NPMs remanescentes em meio de cultura. De qualquer forma, acredita-
se que os efeitos observados possam ser prioritariamente atribuidos a dindmica das NPMs

internalizadas.

Em linhas gerais, a variacdo de concentragdes de NPMs a que os esferoides foram
expostos, somada as aplicacdes sucessivas de campo magnetico alternado, permitiram
inferir uma dindmica dupla de efeito das nanoparticulas a inducdo de morte celular: (i)
movimento fisico e (ii) efeito térmico. Estas observacdes podem estar intimamente
ligadas aos processos de relaxagdo das nanoparticulas magnéticas (relaxagédo de Brown e
relaxacdo de Néel). A relaxagdo de Brown esta associada ao movimento Browniano, que
descreve 0 movimento aleatorio de particulas em suspensdo em um meio (que também
pode refletir em perdas térmicas). Ja a relaxacdo de Néel esta associada ao efeito térmico
advindo da oscilacdo do momento magnético das particulas, em resposta a aplicacdo de
campo magnético externo, sem que haja movimentacao fisica das particulas. Sendo assim,
podemos inferir que a relaxacdo de Brown apresentou efeitos mais pronunciados em
condigdes de baixas concentracdes de NPMs ou exposi¢cOes mais breves a campos
magnéticos alternados. Complementarmente, a relaxacdo de Néel apresentou efeitos mais
pronunciados de forma cumulativa a aplicacdo de campo, bem como em relagéo direta ao
incremento de concentracdo de NPM (MAMANI et al., 2021).

O sistema 3D apresenta tanto particulas internalizadas quanto particulas livres no
espaco extracelular; portanto, os fendmenos de relaxacdo de Brown e Néel podem

explicar as dindmicas de espalhamento das particulas apos os ciclos de aplicacdo de
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campo magnético alternado. Estudos recentes mostram que a exposi¢do ao campo
magnético alternado pode induzir uma migracdo das particulas magnéticas para partes
mais internas do tumor (BEOLA et al., 2021).

O uso da técnica de microCT pode trazer mais uma vantagem para a validagdo
diagnostica, pois representa a metodologia de imagem utilizada em pacientes humanos
sem a necessidade de métodos invasivos para obtencdo de bidpsia tumoral, o que nem
sempre é possivel devido a localizagdo do tumor. Portanto, validar o modelo com esta
técnica adiciona um valor translacional a este estudo. Contudo, o esferoide celular € um
modelo que apresenta dimensGes na ordem de grandeza da resolucdo da técnica de
microCT, o que reflete em deficiéncias na qualidade da imagem gerada. Para contornar
esta limitacdo, o esferoide exposto a condigdo de concentracdo intermediaria de NPMs
(apresentou perfil de internalizacdo e resposta as aplicacbes de campo mais
representativo), em condicédo controle, foi submetido a um processamento diferenciado e

foi novamente analisado por microCT.

Neste caso, o esferoide foi processado seguindo o padréo de preparo de amostras
para analise de microscopia eletrénica, em que as células sdo pos-fixadas com uma
solucdo de tetroxido de 6smio e ferrocianeto de potassio (Os-FeCNK), permitindo a
visualizagdo dos espacos extracelulares do esferoide, uma vez que estas substancias se
ligam as membranas lipidicas celulares, atuando como contraste e refletindo um perfil
opaco. Esta preparacdo permitiu a visualizacdo da estrutura do esferoide celular, ndo
visiveis sem uso da p6s-fixagdo com Os-FeCNK, aumentando o contraste das membranas
celulares e permitindo de fato, além da visualizacdo dos nanossistemas, o entendimento
melhor da distribuicdo dos aglomerados de ferro em relacdo a estrutura 3D do esferoide
(Figura 62). Desta forma, foi confirmada, de maneira inequivoca, a internalizacdo das
NPMs nos esferoides celulares, ainda permitindo a observacédo do perfil de distribuicao

dos aglomerados de nanoparticulas.

157



Figura 62. Imagens de microCT de esferoides contrastados com Os-FeCNK. (A)
Esferoide emblocado em resina e (B) identificagdo das NPMs limitadas pela estrutura do
esferoide.

A

Nota: E possivel, pelos diferentes contrastes, visualizar o formato do esferoide e distinguir dos
nanossistemas, mais radiopaco que o componente celular orgéanico.

6.3.5 Internalizacdo e distribuicdo de NPs em esferoides: analise morfoldgica
ultraestrutural (MET)

As andlises obtidas por microCT permitiram confirmar a internalizacdo das NPMs
nos esferoides celulares; porém, ndo pode ser afirmada se esta internalizacdo foi
efetivamente em cada célula individualizada que comp@e o esferoide, uma vez que as
particulas também podem ter sido internalizadas apenas nos espacos intracelulares,
ficando alocadas na interface célula-célula. Para ter certeza quanto ao modo de
internalizacdo no esferoide, € necessario fazer uma analise ultraestrutural mediada por

microscopia eletronica de transmissdo (MET).

Neste contexto, alguns esferoides, submetidos a diferentes concentracdes de
NPMs e diferentes condicBes de exposicdo a aplicacfes de campo magnético alternado
foram avaliados por MET. A analise dos resultados obtidos com diferentes técnicas de
imagem proporcionou informag6es complementares acerca de aspectos do fenébmeno em
diferentes escalas de tamanho. As micrografias de transmissdo de amostras controle
(Figura 63) mostram como as particulas de 6xido de ferro foram internalizadas de forma

massiva pelos esferoides (Figura 63-A — borda do esferoide com células contendo NPMs
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— e sua magnificacdo em B — destacando as os aglomerados de NPMs internalizadas).
Além disso, a microscopia eletronica de transmissdo forneceu informacdes detalhadas
sobre a dindmica da nanoestrutura em ambiente celular. Por exemplo, a internalizacdo das
NPMs pelas células ocorre mediante formacdo de vesiculas delimitadas por membrana
Figura 63-C, seta amarela, e sua magnificacdo em D), mas também sdo observadas
nanoparticulas livres no citoplasma (Figura 63-C, seta laranja), indicando a possibilidade
de diferentes vias envolvidas na internalizacdo destes. Além disso, é possivel observar
como estas particulas conseguem transitar entre as camadas do esferoide para adentrar na
sua parte mais central, passando de célula para célula (Figura 63-E, seta branca). Vale
destacar que ndo foram observados aglomerados de NPMs nas regides intersticiais do
esferoide (espaco entre células).

Figura 63. Internalizagdo das NPMs (FesO4 NH?2) pelas células do esferoide celular (ctr,
300 pg/mL). As NPM sdo internalizadas pelo esferoide de forma macica (A e B),
localizando-se no interior da célula tanto livres no citoplasma, quanto envoltas por

membrana (C, seta laranja, e D, seta amarela) e transitando entre as camadas de células

(E, seta branca).

Quando foi realizada a aplicacdo do campo magnético, observou-se progressiva
deterioragdo das organelas intracelulares, conforme aumentaram os ciclos de campo
aplicado. Na Figura 64 pode ser observado que, ap6s exposi¢do das células a 100 pg/mL
de Fe3O4_NH: e aplicacdo de 4 ciclos cumulativos de campo magnético, ocorreu macica
internalizacdo dos nanossistemas, que se apresentavam envolvidos por vesiculas (setas
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amarelas) ou livres no citoplasma (setas laranja). Estes resultados corroboram os
observados pelas técnicas anteriores (Secdes 6.3.3 e 6.3.4). Nesta condi¢do, ainda pode
ser observada a desorganizacdo das jungdes celulares (Figura 64, indicado pelas setas
azuis). A desorganizacdo das juncOes celulares afeta diretamente a integridade estrutural

do esferoide e facilita a internalizacdo de novas NPMs no esferoide.

Figura 64. Esferoide exposto a 100 pg/mL de Fe3Os.NH: e a 4 ciclos de campo
magnético. S&o observadas particulas de ferro internalizadas dentro de vesiculas (setas
amarelas) ou livres no citoplasma (setas laranjas). O esferoide mostra perda de integridade
estrutural (setas azuis).

Fe,0, NH,
100 pg/ml
3 Ty

¢

Aumentando a concentragdo de particulas para 300 pg/mL (Figura 65), as células
localizadas mais proximamente da borda do esferoide mostraram o0 comprometimento
sério das organelas intracelulares, apds a exposicdo a apenas um campo magnético
(Figura 65-A). Na porcdo central do esferoide (Figura 65-B) foram observados grumos
de particulas (seta laranja) que nao se observaram na borda. Aglomerados eletrodensos
(Figura 65-C, setas azuis) também foram observados nas células. Os nucleos das células
apresentaram morfologia ameboide, indicando o comprometimento da estrutura, com
aberturas na membrana nuclear e/ou poros (Figura 65-D, setas azuis) e vactolos (Figura

65-D, setas brancas).
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Figura 65. Esferoide exposto a 300 pg/mL de Fe3sO4 NH> Exposicéo a 1 (A-D) e 4 (E-
H) ciclos de aplicacdo de campo magnético alternado.
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Aumentando os ciclos de campo aplicados para 4 ciclos cumulativos (Figura 65-
E-H), aumenta-se o comprometimento celular. Grandes grumos de particulas puderam ser
entdo observados no espaco entre as células (setas laranjas), sendo que apenas algumas
organelas intracelulares mantiveram a prépria morfologia e os ndcleos mostraram

estrutura ameboide e comprometimento estrutural severo (setas brancas).

Por fim, expondo as células a uma concentracdo de 500 pg/mL de NPMs (Figura
66), foi observada internalizagdo celular mais localizada, com o comprometimento celular
(setas laranjas) ap6s um ciclo de campo magnético (Figura 66-A-D) e mais generalizada
com a aplicacdo cumulativa de 4 ciclos de campo (Figura 66-E-H). Nesta concentracao,
as micrografias mostram células lisadas (setas azuis) no meio de células intactas (Figura
66-A e B). Além disso, sdo presentes, nas células que mostram internalizacdo de
nanoparticulas de éxido de ferro, estruturas eletrondensas (Figura 66-C e D, setas pretas),
similares com as observadas ap0s exposicdo de 300 pg/mL (Figura 65). Estes tipos de
estruturas estavam presentes também apos a aplicacdo de 4 ciclos cumulativos de campo
magnético, com um comprometimento celular sempre localizado, mas, neste caso, mais

severo (Figura 66-E-G, setas pretas).

Os resultados de microscopia eletronica confirmam e complementam os obtidos
por microscopia de fluorescéncia (Figura 59, Secdo 6.3.3), em que foi mostrada a
diminuicdo do tamanho do esferoide de forma dependente da quantidade de ciclos de
campo aplicado, mas com o melhor efeito de reducdo mostrado apds a exposicao da dose
de 300 pg/mL. Dados na literatura mostram modelos de exposicdo de estruturas 3D a
nanoparticulas, com particulas localizadas apenas no interior da célula (modelo In) ou
dentro e fora das células (modelo In&Out). Neste Gltimo modelo, BEOLA et al. (2018)
mostraram como o tratamento de hipertermia magnética facilitou a migracdo dos
nanossistemas das areas externas da estrutura 3D para as partes internas, permitindo uma
distribuicdo mais rapida para o interior do esferoide, confirmando os resultados
apresentados nas andlises de microCT conduzidas no presente trabalho. Esta migracao
poderia explicar os danos observados nas células. A concentra¢do de 100 pug/mL (menor
concentracdo) pode facilitar a relaxacdo de Brown e Néel, associados a permanéncia
intracelular e extracelular das nanoparticulas (MAMANI et al., 2021) e, possivelmente,

a geracdo de um dano celular menos localizado associado a concentragfes menores.
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Figura 66. Esferoide exposto a 500 pg/mL de FesO4-NH.. Exposicéo a 1. (A-D) e 4 (E-
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A localizacdo das nanoparticulas causou também diferente ativacdo de morte
celular, causando necrose no modelo In e apoptose no modelo In&Out, correlacionados
também com a quantidade de particulas internalizadas pela célula. Dados na literatura
apontam a ruptura da matriz extracelular, causada pelas particulas localizadas
externamente as células (BEOLA et al., 2021), corroborando a perda de integridade
mostrada nos resultados obtidos, desde a aplicagdo de campo magnético cumulativo apés
exposicdo com 100 pug/mL de nanoparticulas (Figura 64).

Supreendentemente, uma dose maior de exposicdo das células as particulas
mostrou uma morte celular mais localizada e sem afetar as células ao redor, sugerindo a
apoptose celular controlada, quando comparada a doses menores de particulas,
independentemente da quantidade de ciclos de campo aplicado. Isso pode ser explicado
com a distribuicdo de particulas observadas na andlise de microCT. Provavelmente, a
concentracéo de 500 pg/mL de FesOs_NH2 resultou uma tendéncia maior a aglomerar,
reduzindo a quantidade de nanoparticulas internalizadas pelas células e corroborando os
resultados na literatura, que indicam que menores quantidades de nanoparticulas

magnéticas levam a morte por apoptose.

Estes resultados também estéo consistentes com a tendéncia ao menor aumento de
massa de particulas observado ap0s a exposicao de quatro ciclos de campo magnético na
concentracdo de exposicdo de 500 pg/mL, quando comparada com a mesma situacdo apos
a exposicao de 300 pg/mL. Esta diferenca se deve, provavelmente, ao comprometimento
localizado da integridade estrutural do esferoide que, criando fendas dentro da estrutura,
cria a condicdo para a perda das particulas previamente internalizadas, efeito este
potencializado pelo movimento de fluidos e das proprias NPMs, promovido pelas

aplicacdes repetidas de campo magnéticos.

Os resultados mostrados no presente trabalho estdo consistentes com o trabalho
de BEOLA et al. (2020). Estes autores mostraram também diferengas morfoldgicas nas
imagens que podem ser correlacionadas a concentragfes de NPMs e quantidades de ciclos
cumulativos de campo magnético aplicado, sugerindo a ativacdo de diferentes

mecanismos de morte.

As vias de sinalizagdo da morte celular ativadas pela hipertermia magnética

dependem fortemente da quantidade de particulas usadas. Uma baixa atividade da
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caspase-8 e uma alta razdo BAX/BCL2’ foi observada apés internalizacdo de baixas
quantidades de particulas (abaixo de 1 pg/célula), sugerindo a ativacdo da via intrinseca
de apoptose, enquanto doses maiores (7,5 pg/célula) aumentam a caspase 8 (via de
apoptose extrinseca). Contudo, as duas situacfes facilmente coexistem nos modelos
experimentais, desencadeando concomitantemente diversas vias de morte celular
(FARINHA et al., 2021).

Os resultados aqui obtidos mostraram que uma concentracdo de exposicdo de 300
pg/mL é possivelmente capaz de induzir a morte generalizada, sugerindo a ativacéo de
necrose celular. Ao contrario, a dose maior de 500 pug/mL, que, como mostrado pela
distribuicdo de particulas analisada por microCT, resultou em menor espalhamento das
particulas no esferoide e, possivelmente, menor internalizagdo delas, parece ativar a via
apoptdtica. Novos estudos para entender os mecanismos moleculares ativados apés a
acumulacao dos campos magnéticos e se a ativacdo da morte celular é ou ndo ativada pela
dose de particulas serdo necessarios e se tornam fundamentais para elucidar os eventos

bioldgicos ativadores e a eficicia da hipertermia magnética.

6.4 Conclusao

O presente capitulo validou o uso de nanoparticulas de 6xido de ferro como agente
teranostico. Os nanossistemas demonstraram interacdo com os esferoides dependente da
dose e do tempo e reducdo do tamanho de esferoide a partir do segundo ciclo de exposi¢édo
de campo magnético, com melhor efeito na dose de 300 pg/mL. A avaliagdo por microCT
mostrou o potencial para diagnostico dos nanossistemas desenvolvidos, com aumento do
volume ocupado das nanoparticulas no interior do esferoide ap6s a aplicacdo do primeiro
ciclo de campo e ndo nos ciclos sucessivos, confirmando a possivel movimentacao das
particulas, com um efeito que pode somar ao efeito gerado pela hipertermia. Por fim, foi
mostrada a macica internalizacdo dos nanossistemas com dano celular progressivo,
dependente do numero de ciclos acumulados, mostrando morte celular difusa e
generalizada ap0s a exposicao de 300 pug/mL e morte mais localizada ap0s exposi¢do na
dose de 500 pg/mL.

A funcéo e a acdo da proteina BAX sdo reduzidas na presenca da proteina BCL2 pela formacdo do heterodimero BAX-
BCL2, é importante analisar a razdo da expressao de ambas, uma vez que se a presenca de BCL2 for elevada em relacdo
a de BAX, a formacgdo de heterodimeros pode estar aumentada impedindo que BAX atue estimulando indugéo de
apoptose (REED, 2002).
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6.5 Cooperacdes técnicas produgdes cientificas

6.5.1 Colaboragdes

1)

2)

3)

4)

5)

6)

O presente Capitulo foi desenvolvido com as seguintes colaboracdes:

Alexsandro Cruz — Pesquisador do Centro Brasileiros de Pesquisas Fisicas (CBPF):
validacao de imageamento por RMN em modelo de fantomas.

Gabriela Sena — Pesquisadora da Universidade Federal do Rio de Janeiro: validacdo
de imageamento por microCT em modelo de fantomas.

Sara Gemini-Piperni — Professora coordenadora do Laboratorio de Biotecnologia,
Bioengenharia e Biomateriais Nanoestruturados (Laben-ICB-UFRJ): realizacdo dos
ensaios em modelos celulares 3D.

Caio Méarcio Sorrentino de Freitas Farias dos Santos — Doutorando do Laborat6rio
de Instrumentacdo Nuclear, Programa de Engenharia Nuclear (PEN/COPPE/UFRJ):
anélises de microCT.

Celio Lucas Valente Rodrigues — Doutorando do Centro Brasileiros de Pesquisas
Fisicas (CBPF): quantificacdo da massa de nanoparticulas internalizadas.

Camila Hubner Costabile Wendt - Pesquisadora do Laboratério de

Biomineralizacdo (ICB-UFRJ): analise de microscopia eletrdnica de transmissao.

6.5.2 Orientacdes

Né&o ha orientagdes/supervisdes relacionadas a este capitulo.

6.5.3 Producbes cientificas

1)

Theranostic effect of magnetic iron oxide nanoparticle functionalized with
aminosilane in osteosarcoma 3D cancer models, a ser apresentado na modalidade oral
no XXl B-MRS Meeting da Sociedade Brasileira de Pesquisa em Materiais
(SBPMAT 2023).
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7 CAPITULO VII

Consideracdes Finais e Propostas para

Es um senhor t&o bonito
Quanto a cara do meu filho
Tempo, tempo, tempo,
tempo

Vou te fazer um pedido
Tempo, tempo, tempo,
tempo

Compositor de destinos
Tambor de todos os ritmos
Tempo, tempo, tempo,
tempo

Entro num acordo contigo
Tempo, tempo, tempo,
tempo

Por seres tdo inventivo
E pareceres continuo
Tempo, tempo, tempo,
tempo

Es um dos deuses mais
lindos

Tempo, tempo, tempo,
tempo

Que sejas ainda mais vivo
No som do meu estribilho

Tempo, tempo, tempo,
tempo

Ouve bem o que te digo
Tempo, tempo, tempo,
tempo

Peco-te o prazer legitimo

E 0 movimento preciso
Tempo, tempo, tempo,
tempo

Quando o tempo for propicio
Tempo, tempo, tempo,
tempo

De modo que 0 meu espirito
Ganhe um brilho definido
Tempo, tempo, tempo,
tempo

E eu espalhe beneficios
Tempo, tempo, tempo,
tempo

O que usaremos pra isso
Fica guardado em sigilo
Tempo, tempo, tempo,
tempo

Apenas contigo e comigo

Trabalhos Futuros

Tempo, tempo, tempo,
tempo

E quando eu tiver saido
Para fora do teu circulo
Tempo, tempo, tempo,
tempo

Nao serei nem teras sido
Tempo, tempo, tempo,
tempo

Ainda assim acredito

Ser possivel reunirmo-nos
Tempo, tempo, tempo,
tempo

Num outro nivel de vinculo
Tempo, tempo, tempo,
tempo

Portanto, pego-te aquilo
E te ofereco elogios
Tempo, tempo, tempo,
tempo

Nas rimas do meu estilo
Tempo, tempo, tempo,
tempo

Oragéo ao Tempo (Caetano Veloso)
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7.1 Considerac0es finais

Diante os resultados apresentados e discutidos ao longo desta tese, é notério o
potencial de uso das nanoparticulas multifuncionais aplicadas para o terandstico tumoral.
Vale ressaltar o efeito sinérgico da interacdo de cada componente integrante do
nanossistema desenhado para atingir o objetivo proposto. As nanoparticulas magnéticas
podem atuar tanto como agente de contraste (por ressonancia magnética nuclear ou
tomografia computadorizada) para geracdo de imagens diagndsticas, guanto como
geradora de calor (sob aplicacdo de um campo magnético alternado externo) para terapia
térmica (hipertermia magnética). Os fluoroforos naturais permitem a geracdo de imagens
de curto alcance, por emisséo de fluorescéncia, facilitando a visualizagdo de marcagéo
celular ex vivo. Tais fluoréforos também apresentam efeitos terapéuticos que podem
incrementar a eficiéncia no tratamento oncoldgico. Alem disso, a interagdo entre particula
magnética e as moléculas de fluor6foro permitem teranésticos mais avangados, como no
caso da terapia fotoacUstica ou terapia fotodinamica. O encapsulamento em matriz
polimérica incrementa a estabilidade coloidal do nanossistema, a biocompatibilidade do
material, a protecdo contra processos oxidativos (tanto da nanoparticula magnética,
quanto do fluoréforo), além de facilitar futura bioconjugacdo de moléculas bioativas na
superficie do material. Portanto, os nanossistemas desenvolvidos nesta tese ndo consistem
em apenas uma solucdo para a problematica do terandstico tumoral, mas sim uma

plataforma tecnoldgica com infinitas possibilidades.

A curcumina natural foi apresentada como um fluor6foro promissor para
aplicacdes biotecnoldgicas em saude, apresentando propriedades de fluorescéncia
(quando exposta a luz em baixos comprimentos de onda — violeta/verde), bem como
propriedades bioativas (ndo exploradas nesta tese), que associadas a polimero em
nanoescala podem ser potencializadas. O encapsulamento de extrato de curcuma em
PMMA indicou o incremento de fotoestabilidade, resultando em perda lenta de coloragéo,
quando exposto a UVA e luz branca. A adicdo de acido acrilico como comondmero na
matriz polimérica induziu um efeito sutil de red shift, suficiente para induzir fluorescéncia
no vermelho mais pronunciada no copolimero do que no homopolimero, o que foi
atribuido ao incremento de polaridade na matriz polimérica. N&o foi possivel afirmar de
maneira inequivoca se a curcumina atua como comondmero, mas essa foi uma hipotese
levantada e baseada em resultados da modelagem fenomenoldgica de polimerizagéo via

radicais livres.
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As nanoparticulas magnéticas de Oxido de ferro, obtidas pelo método de
coprecipitacdo apresentaram morfologia esférica, com didmetro médio de 12 £2 nm. As
NPMs de 6xido de ferro (SPIONSs) foram funcionalizadas com grupamentos aminosilano,
mantendo morfologia e tamanho. A funcionalizacéo foi realizada com o intuito de gerar
um potencial de superficie positivo em condicBGes bioldgicas, visando a promover
incremento de internalizagdo celular, o que foi confirmado pelo deslocamento para a
direita do potencial isoelétrico da particula ap6s modificacdo de superficie (de 5,4 para
6,7). A composicao da NPM foi avaliada por DRX, sugerindo ser magnetita. No entanto,
os perfis de difracdo da magnetita e maghemita sdo muito similares e a transicao de fase
¢ ditada por oxidacGes espontdneas. Dessa forma, as medidas de magnetizacao
corroboram a fase prioritaria de magnetita no material magnético (Ms de 67,0 emu.g™* a
300 K). A funcionalizacdo ndo afetou significativamente a magnetizacdao do material (Ms
de 61,0 emu.g* a 300 K) e foi confirmada por FTIR.

Ambas as nanoparticulas (pura e funcionalizada) ndo apresentaram toxicidade em
elevadas concentragdes (até 1,0 mg/mL), sendo expostas a células de mamifero (Balb-C
e A549). Células de mamifero (mesenquimais e A549) revelaram elevada capacidade de
internalizacdo das nanoparticulas funcionalizadas (NPM_NH2). Além disso, foi realizada
uma prova de conceito da terapia via hipertermia magnética em modelo celular 2D
(A549), que indicou a reducdo significativa da viabilidade celular ap6s 5 ciclos de

aplicacdo de campo magnético alternado.

As NPMs foram encapsuladas em nanoparticulas poliméricas (PMMA e P(MMA-
co-AA)), junto a extrato contendo curcumina, e suas propriedades fisico-quimicas foram
exaustivamente avaliadas, com atencdo para as propriedades de magnetismo e
fluorescéncia. O encapsulamento de aglomerados de particulas magnéticas e extrato de
cdrcuma em matriz polimérica foi confirmado e os nanossistemas finais mantiveram as
propriedades de magnetismo e fluorescéncia. Estes nanossistemas foram internalizados
em células de mamifero (SAOS2), confirmando por microscopia confocal a
internalizagdo efetiva no interior da célula (permeando a membrana celular). Portanto, 0s
nanossistemas magnético-fluorescentes obtidos abrem maiores possibilidades de
exploracdo do campo de medicina terandstica, possibilitando diagnostico por ressonancia
magnética ou tomografia computadorizada e/ou por fluorescéncia e tratamento por

hipertermia magnética e/ou terapia fotodinamica.
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A validacéo do potencial terandstico das NPMs foi realizada em modelos celulares
3D. Preliminarmente, a sensibilidade do diagnostico por ressonancia magnética e
tomografia computadorizada foi validada em modelos de fantomas, indicando potencial
de ambas as técnicas para imageamento com 0s nanossistemas, com vantagens na técnica
de tomografia. Posteriormente, o ensaio celular foi realizado empregando a técnica de
microCT, validando o diagndstico in vitro em esferoides celulares (SAOS2), com
sensibilidade na ordem de micrémetros. A hipertermia magnética também foi validada
neste modelo, tendo sido aprimorado o protocolo para 5 ciclos de aplicacdo de campo
magnético alternados, com variacdes de concentraces de NPMs. O efeito terapéutico foi
confirmado por imagens de microscopia eletronica de transmissdo. Imagens de MET
comprovaram a internalizacdo celular das NPMs em forma livre ou de vesiculas
intracelulares, com sugestdo de migracdo das particulas entre células. O efeito cumulativo
de aplicacdes sucessivas de campo magnético alternado, foi claramente observado por
imagens de MET, em que as estruturas celulares perderam a integridade de maneira
dependente da dose e do tempo.
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7.2 Propostas para trabalhos futuros

e Avaliacdo das propriedades antimicrobianas e anti-inflamatérias do extrato de
cdrcuma nanoencapsulado em matriz polimérica, em comparacdo a atividade do
extrato livre;

e Avaliacdo da inducdo do efeito red shift da curcumina incorporada em polimeros,
relacionando a polaridade da matriz polimérica, com o objetivo de potencializar
marcadores fluorescentes com absorcdo na regido do vermelho do espectro
eletromagnético;

e Auvaliacdo do favorecimento da penetracdo de nanoestruturas ao interior de células,
quando recobertas por biomoléculas especificas, com o intuito de compreender o
mecanismo de interacdo entre essas nanoestruturas modificadas e as células-alvo;

e Validagdo do nanossistema como marcador fluorescente ex vivo e marcador
magnético in vivo;

e Validacdo de hipertermia magnética do nanossistema magnético-fluorescente-
polimérico;

e Validacdo de diagndstico por tomografia e tratamento por hipertermia magnética em
modelos in vivo, com énfase na eficacia terapéutica, seguranca e biocompatibilidade

do nanossistema.
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7.3 Captacao de recursos de fomento a inovacao

7.3.1 Projetos como coordenador da proposta

Em paralelo ao doutorado, estruturei a startup Magtech Solucdes em
Nanoparticulas Magnéticas Ltda. Sendo soécio fundador de uma empresa de base
tecnologica, foi possivel submeter projetos para captagdo de recursos direcionados a
inovagdo. Nos projetos apresentados a seguir, figuro como proponente e coordenador,
tendo sido desenvolvidos em paralelo ao doutorado. Estes projetos apresentam relacao

direta ou indireta com a presente tese.

1) Edital FAPERJ N° 06/2019 - Programa Apoio a Insercdo de Pesquisadores em
Empresas

Projeto: Engenharia reversa de um marcador nanoestruturado magnético-fluorescente

com potencial para rastreamento de células-tronco e terandstico tumoral
Recurso envolvido: R$ 120.720,00

Natureza do recurso: Bolsas

Vigéncia: 2020

2) Edital FAPERJ n° 17/2021 - Programa Apoio a Insercdo de Pesquisadores em
Empresas

Projeto: Desenvolvimento de um nanomarcador magnético decorado com quantum dots
para rastreamento celular, por fluorescéncia e ressonéncia, e validagdo para o mercado de

Life Science

Recurso envolvido: R$ 227.550,00

Natureza do recurso: Bolsas

Vigéncia: 2021

3) Edital ICT Catalisa SEBRAE 2022

Projeto: Escalonamento de beads magnéticos para suporte de biomoléculas

Recurso envolvido: R$ 147.500,00
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Natureza do recurso: Bolsas e custeio
Vigéncia: 2022

4) EDITAL FAPERJ N° 12/2022 — Programa de Apoio a Projetos Cientificos e
Tecnoldgicos em Ciéncias Agrérias no Estado Do Rio De Janeiro — 2022

Projeto: Mapeamento de derivas de pesticidas agricolas empregando sensores

nanoestruturados prototipados por impresséo 3D e eletrofiacao.
Recurso envolvido: R$ 1.349.519,56.

Natureza do recurso: Capital e custeio

Vigéncia: 2023-2025

5) Chamada CNPqg/MCTI/FNDCT N° 22/2022 — Programa MCTI de Inovacdo em
Grafeno, InovaGrafeno-MCTI — 2022

Projeto: Kit diagndstico para cancer de pulmdo empregando anticorpos ancorados em

quantum dots de grafeno.
Recurso envolvido: R$ 523.000,00
Natureza do recurso: Bolsas e custeio

Vigéncia: 2023-2025

7.3.2 Projetos como apoiador/colaborador da proposta

Apoiei outros projetos desde a elaboracdo até a execugdo, que sdo coordenados
por parceiros cientificos. Estes projetos, listados a seguir, estdo intimamente relacionados

as minhas linhas de pesquisa, tendo relagdo direta ou indireta com esta tese.
1) Chamada Universal MCTIC/CNPq n.° 28/2018

Projeto: Prospecgdo de um novo marcador nanoestruturado magnético-fluorescente para

rastreamento de células-tronco
Proponente: Jasmin

ICT envolvida: UFRJ (NumpexBio/Xerém)

173



Recurso envolvido: R$ 40.000,00
Natureza do recurso: Custeio
Vigéncia: 2018-2019

2) CONECTA STARTUP BRASIL 039/2019 - Chamada publica para selecdo de

equipes empreendedoras e startups em estagio de ideagédo

Projeto: Organ chip — Desenvolvimento de dispositivo de microfluidica para avaliacdo de

esferoides celulares
Proponente: Tiago Balbino
ICT envolvida: UFRJ (PEN)
Natureza do recurso: Bolsas
Vigéncia: 2019

3) Edital FAPERJ N.° 02/2019 — Programa Redes de Pesquisa em Nanotecnologia no

Estado do Rio de Janeiro

Projeto: Consolidacdo de rede multidisciplinar (NanoSaude) para o desenvolvimento
translacional de nanoprodutos para o diagnoéstico,tratamento de tumores, traumas e

doencas degenerativas.

Proponente: Alexandre Rossi

ICTs envolvidas: CBPF, UFRJ, UFF, INMETRO, INCA
Natureza do recurso: Bolsas, custeio e capital

Vigéncia: 2019-2024

4) Chamada CNPg/MCTI/SEMPI N° 33/2020. RHAE - Recursos Humanos em Areas

Estratégicas. Pesquisador na Empresa Incubada

Projeto: Escalonamento de produgdo de nanoparticulas magnéticas, em ambiente
operacional, visando a introducdo de insumos no mercado de biotecnologia, direcionados

para pesquisa cientifica e/ou ensaios in vitro.
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Proponente: Helen da Rosa
Empresa vinculada: Safe Lab
Recurso envolvido: R$ 64.800,00
Natureza do recurso: Bolsas
Vigéncia: 2021-2023

5) Edital FAPERJ n° 27/2021 — Auxilio Béasico a Pesquisa (APQ1) em ICTs sediadas

no estado do Rio de Janeiro

Projeto: Desenvolvimento de suporte enzimatico magnético nanoestruturado para

aplicacdo biotecnoldgica.

Proponente: Priscilla Finotelli

ICT envolvida: UFRJ (LabNanoBiof/Faculdade de Farmacia)
Natureza do recurso: Custeio e capital

Vigéncia: 2021-2024

6) Edital FAPERJ n° 27/2021 — Auxilio Basico a Pesquisa (APQ1) em ICTs sediadas

no estado do Rio de Janeiro

Projeto: Nanoimunoterapia em oncologia: repolarizacdo de macréfagos induzida pelo

potencial elétrico de nanoparticulas de magnetita.
Proponente: Helen Ferraz

ICT envolvida: UFRJ (LABEFIT/PEQ/COPPE)
Natureza do recurso: Custeio e capital

Vigéncia: 2021-2024

7) Edital FAPERJ n° 39/2021 — Apoio ao jovem pesquisador fluminense com vinculo
em ICTs do estado do RJ
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Projeto: Metodologia alternativa ao uso de animais direcionada a terandstica
personalizada: Hipertermia magnética aplicada a esferoides tumorais em chips de

microfluidica com macréfagos circulantes.

Proponente: Sara Gemini-Piperni

ICT envolvida: UFRJ (LaBeN /Instituto de Ciéncias Biomédicas)
Recurso envolvido: R$ 375.632,00

Natureza do recurso: Bolsas, custeio e capital

Vigéncia: 2021-2024

8) Edital FAPERJ n° 40/2021 — Apoio ao jovem pesquisador fluminense sem vinculo
em ICTs do estado do RJ

Projeto: Aplicagdo da biofotdnica na interagdo parasito-hospedeiro-microbiota:
desenvolvimento de nanoparticulas magnéticas/fluorescentes para rastreio celular e
molecular em tempo real, utilizando insetos como modelos alternativos no estudo da

dindmica de doencas parasitarias.

Proponente: Cecilia Stahl

ICT envolvida: UFF, Fiocruz

Natureza do recurso: Bolsas, custeio e capital
Vigéncia: 2021-2024

9) Edital FAPEMAT n° 18-/2022 — Biologicas

Projeto: Membrana de borracha natural associada a nanoemulsdo de 6leo vegetal de
copaiba e sucupira para o tratamento de lesdo por queimadura em modelo animal de

diabetes.
Proponente: Paula Souto
ICT envolvida: UFMT

Natureza do recurso: Bolsas, custeio e capital
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Vigéncia: 2022-2025
10) Ementa parlamentar 219766

Projeto: Cannabis medicinal: uma perspectiva diferente no combate a parasitos
patogénicos.

Proponente: Vitor Midlej
ICT envolvida: Fiocruz
Natureza do recurso: Bolsas, custeio e capital

Vigéncia: 2023-2024
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Apéndice A — Modelagem cinética fenomenoldgica da polimerizacdo do PMMA em
presenga de carcuma

A cinética de polimerizagio do MMA foi amplamente estudada na literatura (ACHILIAS
and KIPARISSIDES, 1988). As suas principais etapas sdo: a iniciagdo, a propagagao ¢ a
terminagao (ODIAN, 2004).

Na etapa de inicia¢io ha a formacio de dois radicais livres (R) oriundos da decomposigio
térmica, quimica ou fotoquimica do iniciador (7). Em seguida, uma molécula de mondémero (M)
reage com um radical livre, rompendo a liga¢ao dupla entre os carbonos e originando um radical
polimérico de tamanho unitario (P), caracterizando o inicio da etapa de propagagao. Durante
essa etapa, ocorre o crescimento da cadeia polimérica por meio da adi¢ao de uma molécula de
monoémero a um radical de tamanho i (P;), adicionando assim um mero & cadeia polimérica. Em
seguida, a cadeia viva com dois meros reage com mais uma molécula de mondémero, formando
uma molécula de polimero vivo de tamanho i+1 (P;, 1), para dar prosseguimento a propagagao.

Na reagao podem ocorrer ainda reagoes de transferéncia de cadeia, que caracterizam-se pela
perda de reatividade do radical polimérico causada por outra molécula presente no meio, que
pode ser o monémero, o solvente, um agente de transferéncia de cadeia ou até uma molécula
de polimero morto. Como resultado, obtém-se em uma molécula de polimero morto (A;) e um
radical polimérico de tamanho unitario.

Por fim, acontece a terminagao. Ela pode ocorrer por desproporcionamento ou combinagao.
No desproporcionamento, duas moléculas de polimero vivo, de tamanho i (P;) e j (P;), intera-
gem por meio da transferéncia de um dtomo de hidrogénio de uma cadeia para a outra, gerando
os respectivos polimeros mortos A; e A;. Uma das moléculas mortas, nesse caso, apresenta uma
insaturagao. Ja na terminagao por combinagao, ocorre a reagao entre os radicais livres dos
polimeros vivos F; e P; , gerando uma cadeia de polimero morto de tamanho 7 4 j (A, ;).

A Tabela 1 apresenta um resumo das etapas do mecanismo cinético descrito e suas respecti-
vas taxas de reagao. Para incluir o efeito da circuma no mecanismo cinético, duas novas etapas
foram adicionadas ao mecanismo cinético: (i) a circuma atuando como agente de transferéncia
de cadeia e (ii) a circuma atuando como agente de terminagio.

A partir do mecanismo cinético apresentado, foi possivel elaborar um modelo matemético
para a polimerizacdo em massa do MMA com a circuma, o qual é baseado nas equagoes fun-
damentais de balangos de massa. Para essa elaboragao, algumas hipoteses foram consideradas,
como apresentado a seguir:

1. Estado quasi-estacionario: essa hipotese leva em consideragao que os radicais livres, por
serem altamente reativos, desaparecem logo apos se formarem; ou seja, nao ha actumulo
de radicais livres no sistema, de forma que as derivadas temporais desses constituintes
sao iguais zero;

2. Todas as reagoes sao irreversiveis e elementares;

3. Cadeia Longa (LCA): a hip6tese enuncia que todas as cadeias tém a mesma velocidade de
reagao, independentemente do tamanho. Sendo assim, as constantes das taxas de reagao

sao consideradas independentes do tamanho da cadeia;

4. Ha existéncia de efeito gel e vitreo.
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Tabela 1: Etapas do mecanismo de polimerizagao do MMA

Etapa Reacgao Taxa

Iniciagao:

Decomposigao I k4, 9R Riq = kial

Iniciacao de cadeia R+ Mk e, P Ric = kicRM
Propagacao: P,+M %, P, i >2 Rp = kpP,M
Transferéncia

de cadeia:

Monémero P+ M km P4 A Rim = ki P,M

Curcuma P, +CU kev, p 4 A, Ricv = kicu F;CU
Terminacgao:

Combinagao P+ P Bey Ao b Ry = ki B Pj

Desproporcionamento  P; + P; =4 A + A; Riq = kP Pj

Circuma P+ CU ‘_fa A; R.cv = kv P,CU

1. Balancos de massa

Definem-se abaixo as expressoes para os balancos de massa individuais para cada componente,

considerando as hipoteses citadas acima.
1. Iniciador (I):

dl

T = —fkialIlV

2. Radical (R):

dR

dt = 2f"zd[ ]V - I‘zc[R][A[]V

3. Monémero (M):
dM -
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4. Carcuma (CU):

% = —kicu[CU] ;[R]V — kecv[CU] ;[pi]v )

5. Cadeia polimérica ativa (F;):

Para i=1:
dd—l? =2fk;a[I]V — kp[j\'f] [P]V = kg [M][P1]V + kim[M] Z[R]V

=)

_ktcv [CU] [PI]V + k‘tCU [CU] i[R]V - (ktc + ktd)[Pl] zoo:[Pl]V - k‘CcU [CU] [Pl]v

=1 =1
(5)
Para i=1:
dP;
o =~ kMBI + kp[M][Fia]V — ki [M][P]V — keey [CUN BV
, = (6)
— ke [CUIPIV — (ki + k) [P] Y _ [PV
j=1
6. Cadeia polimérica morta(Ai)
dA; ke G
= kim[M][B]V + kioy [CUNP]V + keoy [CUNR)V — —- Z[PJ] [Pi—j]v + ke[ Pi] Z[PJ]V
dt 2 = =
(7

Nas equagoes de balango das cadeias poliméricas vivas e mortas, P; e A;, respectivamente,
um numero virtualmente infinito de equagoes diferenciais deve ser resolvido. No entanto, a
partir da técnica dos momentos, é possivel calcular propriedades como massas molares médias
e indice de polidispersao, com apenas os momentos de ordem 0, 1 e 2, reduzindo assim o niimero
de equagoes a serem resolvidas. Os momentos vivos e mortos sao calculados de acordo com as
Equacgoes 8 e 9, respectivamente.

M=) P, (8)
1=1

=Y _i*P, )
=1

Para que os momentos apare¢cam na equagoes dos balangos, é necessario multiplicar as
Equacées 5, 6 e 7 por i* e depois aplicar o somatério, resultando em:
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1. Momento vivo de ordem zero (Ao):

X ki +
=0 — 2 f kg [I)V — (Ree & ki) 3 ta)

= A — keow [CUN (10)

2. Momento vivo de ordem um (Aq):

d\
d_tl =2fkia[I|V + kp[M]Xo + ktm[M] (Ao — A1)
| (ke + kia) ()
+ kigy [CU (o — M) — %AGM — kewy [CUINM
3. Momento vivo de ordem dois (Ag):
d\g
- =2fkia[I|V + kp[M](Xo + 2M1) + ke[ M] (Ao — A2)
| (kee + kea) (12)
+ ki, [CU] (Mg — Ag) — “Ttd)\o)\z — keyy [CU M
4. Momento morto de ordem zero (pp):
d kic/2 + kia) |-
=2 = kn[ MM + iy, [CULAo + WT“L”)AEJ + koo [CU (13)
5. Momento morto de ordem um (py):
du kie + k
== k[ MIA1 + ke [CUIM + %AOAI + ke [CUIA (14)
6. Momento morto de ordem dois (y2):
W1 kMDA + Koy [CUIAg + 8000 + 2 (\odg + A2) + ko [CUIA (15)
— = K[ M2 + iy [CUAs + T2 A0As + 77 (Mode + A1) + ke [CUIA,

. polimerizagao do MMA ¢é muito susceptivel a efeitos difusivos, como o efeito gel e vitreo, que
[teraram as constantes de terminagao por combinacao e propagac¢ao do modelo cinético. Para
ue seja possivel corrigir essas alteragoes, é preciso modificar os termos das constantes cinéticas
tilizando as expressoes para g; e g, (PINTO and RAY, 1995):

_J0,10575 x exp(17,5vf — 0,01715(T — 273,15)),para vy > vjse (16)
gt = 2,3 %10 %exp(T5vs), para  vp < vyse
s ) l,para vy > vfpe (17)
P 7,1%10™exp(171,53vf), para vy < Ve
em que,
Ve = 0, 1856 — 2,965 x 10~4(T — 273, 15) a18)

Vpe = 0,05
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O tamanho médio da cadeia por numero (i,), o tamanho médio por peso (iy) e o indice de
polidispersio (IPD) podem ser calculados por meio dos momentos de ordem 0, 1 e 2, como é
mostrado a seguir (PINTO and RAY, 1995):

i = A1+ pa,
Ao+ Ho
;o _ ety (19)
T M+
IPD =iy /in

Logo, a massa molar numérica média (M, ) e a massa molar ponderada média (M,,) podem
ser obtidas por meio das seguintes equagoes (PINTO and RAY, 1995):

My = M Mpero * in;

_ ) (20)
My = MM pero * tw;

2. Parametros de simulacao

O modelo matematico final foi implementado em MATLAB, usando a fungao “ode23t” para inte-
grar o sistema de equagoes pela técnica de BDF (do inglés Backwards Differentiation Formula),
com tolerancia relativa e absoluta de 1078, Os parametros cinéticos utilizados na resolucio do
modelo foram retirados do trabalho de TEFERA et al. (1997). Os valores dos parametros
encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2: Parametros cinéticos (TEFERA et al., 1997).

Parametro Valor Unidade
kiq 2.8 x 10%5 exp(—15685/T) 1/s
ky 4.9 x 108 exp(—2190/T) * gp em?/(mol - s)
ktm 1.3 x 10! exp(—9218/T) em?/(mol - s)
ke 9.8 x 100 exp(—353/T) * gt em?3/(mol - s)
kta ke em?/(mol - s)
F —6.5 x 107472 + 0.4856T — 89.8232 -

Experimentos com a reagao de polimerizagio em massa do MMA sem a ctircuma (Branco)
para diferentes temperaturas foi feito, com o objetivo de avaliarmos se as constantes cinéticas
retiradas da literatura representam bem os dados experimentais. Esses resultados estao apre-
sentados na Figura 1. O grau de concordancia entre as conversoes obtidas pelo modelo e os
dados pode ser considerado satisfatério. Verifica-se ainda que as massa molares médias obtidas
pelo modelo estao coerentes com o encontrado na literatura (M, ~ 4 x 10%).
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Figura 1: Resultados obtidos com o modelo proposto. (a)Comparagio entre os dados de con-
versao previstos e os dados experimentais do branco. (b-c) Perfis temporais de massas molares.

3. Estimacao de parametros

Tendo em vista o bom desempenho do modelo proposto para as condigdes experimentais do
branco, o mesmo foi utilizado para descrever o efeito da circuma na polimerizagao em massa do
MMA. Como ja foi comentado anteriormente, a circuma foi incluida no modelo cinético como
agentes de terminacao e de transferéncia de cadeia. Uma vez que nao ha na literatura dados
cinéticos para esse tipo de modelo, pretende-se nessa se¢do estimar os parametros cinéticos
dessas equacgoes, que sao o fator pré-exponencial e a energia de ativacao de cada constante
cinética.

O problema de estimagao de parametros ¢ dividido em trés etapas. O primeiro passo é
definir uma fungao objetivo, também conhecida como métrica adequada para o problema. O
segundo passo consiste em achar o ponto de 6timo da métrica proposta, que pode ser um ponto
de méximo ou minimo. Por fim, deve-se fornecer uma interpretagao estatistica dos parametros
obtidos e da qualidade da previsao efetuada com o auxilio do modelo (PINTO and SCHWAAB,
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2007).

A defini¢do da fungao objetivo foi realizada a partir do Método dos minimos quadrados.
Este método admite a flutuagao normal das medidas, medidas independentes de cada variavel e
auséncia de erro significativo nas varidveis independentes. Deve-se assumir ainda a hipotese do
modelo perfeito (o modelo é perfeito se é capaz de descrever exatamente as relagoes existentes
entre as variaveis do problema) e a hipétese do experimento bem feito (diz-se que o experimento
¢ bem feito se os erros de medi¢ao cometidos durante a condugao dos erros experimentais sao

equivalentes ao conteiido minimo de erro admissivel para o processo de medi¢ao) (PINTO and
SCHWAARB, 2007). A funcao objetivo utilizada foi a seguinte:

NE NY

Foj =Y > (¥ — fi(a$,a))? (21)

i=1 j=1

Este modelo tem NP parametros, a’ = [ajay -+ ayp], associados a NY fungoes néo li-

neares, fj(x), que transforma as NX varidveis independentes, T = [x122 -+ xNx], nas NY
variaveis dependentes, y© = [y1y2 --- yny]. Cada uma das variaveis independentes e depen-

dentes ¢ medida em cada uma das NE condig¢des experimentais.

Os valores dos parametros encontrados com estimacgao estao resumidos na Tabela 3 e, os
resultados de conversao e massa molar obtidos apos a estimagao sdo apresentados na Figura
2. Verifica-se que as curvas de conversao obtidas pelo modelo se encaixam perfeitamente nos
dados experimentais, mostrando o bom desempenho do modelo. Entretanto, quando obser-
vamos as massas molares o mesmo nao acontece. O modelo distancia-se bastante dos dados
experimentais, indicado que a circuma nao esta agindo apenas como agentes de transferéncia e
terminagao de cadeia. Sendo assim, pretende-se no decorrer desta tese, propor uma nova abor-
dagem para tratar o efeito da circuma na polimerizagao do MMA. A interpretagao estatistica
dos parametros obtidos, também sera feita posteriormente.
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Apéndice B - Reparametrizacdo do planejamento fatorial completo a trés niveis

Seja um planejamento experimental completo a trés niveis para duas variaveis, considerando os niveis normalizados -1, 0 e +1, definido pelo
modelo genérico apresentado pela Equacdo Ap-1, obtém-se a matriz de efeitos apresentada pela Tabela Ap-1. Nota-se que o plano experimental
ndo é mais balanceado, pois cada pardmetro é estimado com diferentes niveis de precisdo. Assim, o plano também perde a ortogonalidade. Ambas

as propriedades foram perdidas pela inclusdo dos termos quadréaticos.

y = 0o + 01Z1 + 02Z2 + 032122 + 0aZ1? + 0522° + 0621220+ 07Z1Z2%+ 0821°22° Equacdo Ap-1

Tabela Ap-1. Matriz de efeitos do planejamento fatorial completo 3% considerando modelo genérico

Exp c 3] Z 212 % 27 2:°2 2127 21°25°
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2 1 1 0 0 1 0 0 0 0
3 1 1 -1 -1 1 1 -1 1 1
4 1 0 1 0 0 1 0 0 0
5 1 0 0 0 0 0 0 0 0
6 1 0 -1 0 1 0 0 0
7 1 -1 1 -1 1 1 1 -1 1
8 1 -1 0 0 1 0 0 0 0
9 1 -1 -1 1 1 1 -1 -1 1
z 9 0 0 0 6 6 0 0 4
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Para evitar este problema, ¢ proposta a inser¢ao da constante A, no formato apresentado pela Equagdo Ap-2. Portanto, A deve ser definido de forma
que a Equacdo Ap-3 seja atendida, resultando em uma matriz de efeitos diagonal. Para tal, A deve assumir o valor de 2/3, resultando na matriz de

efeitos apresentada pela Tabela Ap-2. Assim, a identificacdo independente dos parametros é possivel, embora ndo balanceada.
f(2)=(z2-)) Equagdo Ap-2

y = oo + 01Z1 + 02Z2 + 032122 + 0a(Z12A) + a5(Z22-L) + 06(21%-N)Z2+ a721(Z22-M)+ 08(z212-1)(z2%-)) Equacdo Ap-3

Tabela Ap-2. Matriz de efeitos do planejamento fatorial completo 3 considerando modelo reparametrizado.

Exp c 71 22 71.22 (21-2/3) (22%-213)  (z1%-213)z2  71(z2%-213)  (21%-213).(z2%-213)
1 1 1 1 1 1/3 1/3 1/3 1/3 1/9
2 1 1 0 0 1/3 -2/3 0 - 2/3 -2/9
3 1 1 -1 -1 1/3 1/3 -1/3 1/3 1/9
4 1 0 1 0 -2/3 1/3 -2/3 0 -2/9
5 1 0 0 0 - 2/3 -2/3 0 0 4/9
6 1 0 -1 0 -2/3 1/3 213 0 -2/9
7 1 -1 1 -1 1/3 1/3 1/3 -1/3 1/9
8 1 -1 0 0 1/3 -2/3 0 2/3 -2/9
9 1 -1 -1 1 1/3 1/3 -1/3 -1/3 1/9
)l 9 0 0 0 0 0 0 0 0

Vale destacar que a ortogonalidade de um plano fatorial esta intimamente ligada com a qualidade do modelo matematico empregado para a
interpretacéo dos efeitos. Além disso, a forma com que 0 modelo matematico é escrito também influencia a ortogonalidade de um plano, ja que a

insercdo da constante A ndo altera a qualidade das predi¢cdes do modelo; ou seja, € 0 mesmo modelo apenas reescrito em uma forma reparametrizada.
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ANEXOS CAPITULO III

Anexo A - CaracterizacGes amostras planejamento experimental

Figura A-1. Curvas cinéticas para os experimentos de polimerizagdo em massa, em que
foram variados o teor de iniciador e a carga de extrato de curcuma, compondo o

planejamento experimental completo 32.

95 s i g ¢
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Figura A-2. Espectros de absor¢édo das amostras do planejamento experimental completo
32, solubilizadas em THF (4,5 mg gb).
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Figura A-3. Espectros de emissao (excitacdo a 352 nm) das amostras do planejamento

experimental completo 32, solubilizadas em THF (4,5 mg g™?).
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Anexo B - Analises detalhadas dos ajustes do modelo empirico

Figura B-1. Valores de rendimento (Y1o) previstos e calculados.
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Figura B-2. Superficie de resposta para rendimento (Y10).
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Tabela B-1. Pardmetros de modelo estimados para rendimentos (Y 10).

Parametro a0 o1 o2 a7 os
Estimativa 82,357 9,932 -4,835 -4,333 -6,256
Erro 0,430 0,556 0,556 1,181 1,556
p-level 0,000 0,000 0,000 0,010 0,007
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Figura B-3. Niveis de resposta para rendimentos (Y1o).
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Tabela B-2. Parametros de modelo estimados para fluorescéncia (Amax).

Parametro o oy a, o3 o, s
Estimativa 0,213 -0,032 0,159 -0,024 0,020 0,017
Erro 0,003 0,004 0,004 0,005 0,006 0,006
p-level 0,000 0,000 0,000 0,004 0,019 0,037

Figura B-4. Valores de fluorescéncia (Amax) previstos e calculados.
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Figura B-5. Superficie de resposta para fluorescéncia (Amax).
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Figura B-6. Niveis de resposta para fluorescéncia (Amax).
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ANEXOS CAPITULO V
Anexo C - Validacéo da sintese

Figura C-1. Aspecto visual da miniemulsdo com 1,0% de SPIONSs: (a) pré-emulséo; (b)
pos-emulsdo e repouso, (c) poés-emulsdo e polimerizacdo. A concentracdo de 1,0% de
SPIONs (em relacdo ao mondmero) mantém a estabilidade da fase aquosa/organica ao
incorporar os SPIONS a matriz polimérica.

Anexo D - Ensaios bioldgicos

Figura D-1. Micrografia Optica ap6s 24 h de exposicdo dos nanossistemas M@P. e
M@PP. a linhagem celular SAOS?2.

Sobrenadante Sobrenadante
puro 10 mg/mL 1 mg/mL 0,1 mg/mL puro 10 mg/mL 1 mg/mL 0,1 mg/mL
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