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O presente trabalho descreve a sintese de nanoparticulas magnéticas de 6xido de
ferro encapsuladas em polimeros acrilicos. Magnetita (Fe3Os4) foi obtida por
coprecipitagdo e encapsulada via polimerizacdo por miniemulsdo inversa, em poli(acido
acrilico), e direta, em poli(metacrilato de metila). Também foi avaliada a bioconjugacao
de acido folico a superficie das particulas poliméricas obtidas por miniemulsdo inversa.
A baixa coercividade e remanéncia das nanoparticulas magnéticas, assim como o
comportamento superparamagnético a temperatura ambiente, encoraja aplicacdes
médicas almejadas neste trabalho. Medidas realizadas quando as nanoparticulas sdo
submetidas a aplicacdo de campo magnético alternado externo corroboram o potencial de
aplicacdo destes materiais para hipertermia. Assim, foram obtidas com sucesso particulas
hibridas magnético-poliméricas com dimensdo submicrométrica estaveis em meio
aquoso. Estas particulas sd3o promissoras para o desenvolvimento de sistemas
nanoestruturados e sitio dirigidos, para o emprego de hipertermia em terapias
oncologicas, proporcionando tratamentos menos invasivos e mais eficientes, com

menores efeitos colaterais e maior especificidade.
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This work describes the synthesis of magnetic iron oxide nanoparticles
encapsulated in acrylic polymers. Magnetite (Fe3Os4) was obtained through co-
precipitation and encapsulated by inverse and direct miniemulsion polymerization, in
poly(acrylic acid) and poly(methyl methacrylate), respectively. Besides, the folic acid
bioconjugation with the surface of polymeric particles obtained by inverse miniemulsion
was performed and evaluated. The low coercivity and remanence of magnetic
nanoparticles, as well as the superparamagnetic behavior at room temperature, favor
medical applications aimed at the conceiving of this work. Measures performed with the
nanoparticles under external alternating magnetic field corroborate the potential
application of these materials for hyperthermia. Therefore, hybrid magnetic-polymeric
particles with submicrometer size and stable in aqueous medium were successfully
obtained. These particles are promising for the development of complex nanostructured
systems for use in hyperthermia in cancer therapies, providing less invasive and more

efficient treatments, with lower side effects and greater specificity.
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CAPITULO1

Introducao

“A mente que se abre a uma nova ideia

jamais voltara ao seu tamanho original. ”

Oliver Wendell Holmes

1.1. Estado da Arte

O cancer ¢ uma das principais causas de morte no mundo e, segundo a
Organizacao Mundial da Satde, o surgimento de novos casos tem crescido de forma
alarmante. Segundo recente informe mundial sobre cancer (STEWART; WILD, 2014),
em 2012 foram contabilizados 14 milhdes de novos casos de cancer em todo o mundo e
8,2 milhdes de casos de morte por esta enfermidade. As causas mais comuns foram cancer
de pulmao, figado, estdbmago, colorretal, mama e esdfago. A expectativa ¢ de que o
nimero de novos casos cresca por volta de 70 % em duas décadas. Assim, aumenta a
necessidade por tratamentos de cancer, preferencialmente menos invasivos e que mitiguem

os efeitos colaterais.

Frente a este cenario, a técnica de hipertermia magnética constitui uma medida
terapéutica emergente € promissora para o combate ao cancer. O fenomeno consiste na
dissipacdo de calor por materiais magnéticos quando expostos a um campo magnético
alternado (CARRIAO; BAKUZIS, 2016). O tratamento é baseado no aquecimento
localizado do tecido tumoral em uma faixa de temperatura na qual o dano € reversivel em
células sadias, mas nao em células tumorais (BROLLO et al., 2016). Em 1957 foi
proposta a utilizagao de nanoparticulas magnéticas para induzir a elevacao da temperatura
de forma seletiva e destruir tumores metastaticos (GILCHRIST et al., 1957). Apesar de
tal tecnologia ainda ndo ter tido sucesso em casos de metéstase, atualmente ja se reporta

caso de tratamento de tumores cerebrais por hipertermia magnética, com base em



nanoparticulas de magnetita injetadas na regido intratumoral (MAIER-HAUFF et al.,

2011).

Recentemente muitos trabalhos tém demonstrado o potencial de particulas
magnéticas em tratamentos de cancer por hipertermia. Além de ser empregada como
terapia térmica, a técnica de hipertermia pode ser utilizada para a entrega controlada de
farmacos. A geracdo de aquecimento localizado promove a liberacdo de farmaco
adsorvido na nanoparticula magnética ou encapsulado junto a mesma em matriz
polimérica (KUMAR; MOHAMMAD, 2011). Desta forma, tratamentos quimioterapicos
tradicionais podem ser otimizados para aplicagdes especificas e seletivas, reduzindo
efeitos colaterais e apresentando maior eficiéncia terapéutica, quando em sinergia com a

hipertermia magnética.

A associacdao de nanoparticulas magnéticas com polimeros agrega uma série de
vantagens a aplicagdes 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 et al., 2015). A adig¢ao do polimero na
superficie das nanoparticulas magnéticas favorece a dispersao individual das particulas
em fluidos bioldgicos e aumenta o tempo de circulagao das nanoparticulas no organismo.
Além disso, o recobrimento polimérico permite agregar funcionalidades, por intermédio
do encapsulamento ou conjugacdo a superficie, de agentes terapéuticos, agentes de

direcionamento e intensificadores de permeagao celular (BOYER et al., 2010).

Uma metodologia versatil para a obtengao de particulas magnéticas internalizadas
em uma matriz polimérica € a técnica de miniemulsdo. O processo de polimerizacdo em
miniemulsdo permite o encapsulamento de moléculas hidrofilicas e hidrofobicas, bem
como de particulas solidas, usando polimeros de diferentes naturezas, resultando em
particulas estaveis e com tamanhos bem controlados pelas condi¢cdes do processo.
Combinado com técnicas de funcionalizagdo especifica da superficie da particula e a
possibilidade de liberacdo de substincias encapsuladas em condigdes particulares,
complexos sistemas de nanoparticulas podem ser idealizados para aplicagcdes biomédicas

(LANDFESTER; MUSYANOVYCH; MAILANDER, 2010).



1.2.  Objetivos

1.2.1. Objetivo Geral

O presente trabalho tem como objetivo principal o desenvolvimento de
nanoparticulas magnéticas encapsuladas em polimeros acrilicos, visando potencial

aplicagdo para o tratamento de cancer por hipertermia magnética.

1.2.2. Objetivos Especificos

O objetivo geral pode ser consolidado por meio de realizagdo dos seguintes

objetivos especificos:

- obtencdo de nanoparticulas magnéticas (NPM) de oxido de ferro, de forma

simples, barata, reprodutivel e escalavel;

- encapsulamento das NPMs em nanoparticulas poliméricas (NPPs), com estreita

distribuicdo de tamanhos e dimensdo compativel para as aplicacdes médicas desejadas;

- desenvolvimento de metodologia para obtengdo de nanoparticulas de poli(acido

acrilico) (PAA) por miniemulsdo inversa;

- encapsulamento de NPM em poli(metacrilato de metila) (PMMA), empregando
metodologia consolidada de miniemulsao direta, para andlise comparativa de

desempenho com material obtido por encapsulamento em matriz de PAA;

- avaliacao do efeito de hipertermia magnética das particulas magnéticas puras e

encapsuladas em polimero acrilico;

- bioconjugacdao do PAA com acido folico, para garantir maior especificidade a

particula hibrida, permitindo aplicagdo sitio-dirigida a tecidos tumorais.



1.3.  Estrutura da dissertacao

A presente dissertacao esta organizada em cinco capitulos, incluindo este capitulo
introdutorio, além de apéndices e referéncias bibliograficas. A seguir ¢ feita uma breve

descricao de cada capitulo que compde o trabalho.

No Capitulo I ¢ exposto de forma sumaria o estado da arte, como motivagdo para
o desenvolvimento deste trabalho, fazendo-se uma introducdo e apresentando-se os

objetivos.

O Capitulo II apresenta uma revisao bibliografica, incluindo fundamentagdes
tedricas, integrando conceitos de nanoparticulas magnéticas, com encapsulamento em
polimeros, sempre que possivel vinculado a uma abordagem voltada a aplicagdes
médicas, em especial a hipertermia magnética. Sdo destacadas as nanoparticulas
superparamagnéticas de 6xido de ferro como mais adequadas para aplicagdes biologicas,
sendo apresentadas as propriedades magnéticas intrinsecas e as metodologias para
obtencao da nanoparticula inorgénica, evidenciando as variaveis que afetam a morfologia,
estabilidade coloidal e propriedades magnéticas do material. Admitindo o recobrimento
polimérico como um agente que confere estabilidade oxidativa e de superficie as
particulas magnéticas, além de permitir o incremento de funcionalidades ao material, sao
apresentados conceitos de polimerizagdo e de obtencao de nanoparticulas poliméricas por
polimerizacdio em miniemulsdo. E introduzido o conceito de polimerizagdo por
miniemulsdo (direta e inversa), destacando as principais varidveis de processo € como
elas afetam a estabilidade do sistema e o controle de tamanho de particulas. Sao
apresentados os principais estudos disponiveis na literatura referentes a sintese de
nanoparticulas poliméricas, puras e hibridas, com destaque para a metodologia de
polimerizagdo por miniemulsdo empregando polimeros acrilicos. E dada maior atengdo
aos polimeros hidrogéis, em especial ao poli(acido acrilico), em virtude da maior
afinidade destes materiais com sistemas biologicos, além da possibilidade facilitada de
agregacao de biomoléculas a superficie da particula, dada a exposi¢do de grupos
funcionais reativos do PAA. Também sdo destacadas propriedades do PAA que permitem
o desenvolvimento de complexos sistemas de liberagao controladas de ativos de forma
seletiva, que podem ser associados a particulas magnéticas, permitindo ampla exploragao
na area médica, principalmente para o aprimoramento de terapias oncologicas

envolvendo hipertermia magnética.



No Capitulo III ¢ detalhada a metodologia experimental empregada no presente
trabalho, dividida em quatro subsecdes: (i) sintese das nanoparticulas de magnetita;
(i1) sintese das particulas poliméricas por miniemulsdo (direta, no caso do PMMA, e
inversa, no caso do PAA); (iii) encapsulamento das particulas magnéticas na etapa de
polimerizacdo e (iv) bioconjugacdo de acido folico a particula de PAA. Planejamentos
experimentais realizados nas etapas de sintese de particulas magnéticas e poliméricas
também sao detalhados neste capitulo. Complementarmente, sdo apresentadas as técnicas

de caracterizagdo empregadas, bem como a especificagdo dos equipamentos utilizados.

O Capitulo IV apresenta os resultados obtidos, bem como as caracterizagdes
realizadas. Os resultados sdo discutidos comparativamente a dados apresentados na
literatura e as metodologias empregadas sdao avaliadas criticamente. Neste capitulo sao
comparados os resultados obtidos com o encapsulamento de nanoparticulas de magnetita
em PMMA e PAA, sendo expostas as vantagens e desvantagens intrinsecas a cada
sistema. Por fim, ¢ destacando o potencial de aplicacdo das particulas hibridas em
procedimentos de hipertermia magnética, bem como as limitagdes e possibilidades de

melhorias observadas.

No Capitulo V s3o apresentadas as principais conclusdes obtidas a partir das
discussdes expostas no capitulo anterior. Além das conclusdes, sao abordadas sugestdes

e recomendagdes para trabalhos futuros.

O presente trabalho foi desenvolvido no laboratério de Nanotecnologia
Biofuncional da Faculdade de Farmécia da Universidade Federal do Rio de Janeiro
(UFRJ) e no Laboratério de Engenharia de Polimeros (EngePol) do Programa de
Engenharia Quimica (PEQ) do Instituto Alberto Luiz Coimbra de Po6s-Graduagdo e
Pesquisa de Engenharia (COPPE) da UFRIJ. Andlises de caracteriza¢ao foram conduzidas
em laboratorios, além da UFRJ, da Universidade Federal Fluminense (UFF) e do Centro

Brasileiro de Pesquisas Fisicas (CBPF).



CAPITULO 11

Revisao Bibliografica

“Cada dia sabemos mais € entendemos

menos.”

Albert Einstein

O presente capitulo tem por finalidade elucidar conceitos referentes a particulas
magnéticas e poliméricas, sempre que possivel relacionando-os com a abordagem de
aplicagdes médicas. Uma vez expostos os conceitos tedricos fundamentais, ¢ destacada a
importancia dos materiais hibridos magnético-poliméricos, principalmente quando
apresentados como particulas com dimensdes submicrométricas. Sdo evidenciadas em
particular as propriedades destes materiais no que concerne a técnica de hipertermia
magnética e sua aplicacdo como medida para tratamento de cancer. Também ¢ abordada
a técnica de bioconjugacao como ferramenta capaz de aumentar a especificidade do

material em relagdo a aplicag@o de interesse.

2.1. Particulas magnéticas

2.1.1. Conceitos fundamentais do magnetismo ao nanomagnetismo

O estado magnético de um material ¢ determinado pelo ordenamento e
comportamento coletivo dos seus momentos magnéticos (DIAS, 2014). O momento
magnético ¢ resultante do momento magnético orbital e do momento magnético de spin.
Estas contribui¢des fundamentais estdo associadas, respectivamente, ao movimento
orbital dos elétrons ao redor do nicleo atobmico e ao movimento do spin do elétron sobre

seu proprio eixo, adotando uma visdo pictérica do problema em que se simplifica os



conceitos em Optica de mecanica classica (FILHO, 2014). A Figura 1 apresenta o arranjo

dos momentos magnéticos para diferentes tipos de material.

Materiais diamagnéticos ndo apresentam momentos magnéticos na auséncia de
campo. No entanto, sob acdo de um campo magnético, os momentos magnéticos se
alinham no sentido oposto a aplicagao do campo, resultando em uma forca de repulsao.
Em materiais paramagnéticos, os momentos magnéticos tendem a se alinhar na diregao e
no sentido do campo aplicado. Todavia, na auséncia do campo, a energia térmica
disponivel no sistema impede que os 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 ¢ removido, o material conserva grande parte da magnetizagdo. Materiais
ferrimagnéticos e antiferromagnéticos apresentam comportamento similar aos
ferromagnéticos. Nestes casos, na auséncia de campo magnético, 0os momentos
magnéticos se acoplam de maneira antiparalela, resultando em uma magnetizagao global
parcialmente reduzida ou nula. Isto se deve ao fato dos materiais apresentarem,
respectivamente, momentos magnéticos desiguais ou idénticos (KOLHATKAR et al.,

2013).
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Figura 1 - Esquema do comportamento dos momentos magnéticos para diferentes tipos
de material, na auséncia ou presenga de um campo magnético externo. Adaptado de
(JEONG et al., 2007)



Considerando o momento magnético, e sua interagao 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 os momentos magnéticos se alinham e formam uma

magnetizagdo espontanea (DIAS, 2014).

Os dominios magnéticos podem se encontrar distribuidos de forma aleatéria, de
maneira que a resultante do campo magnético em qualquer dire¢do ¢ igual a zero e o
material ndo apresenta magnetizacdo. Quando o material sofre agdo de um campo
magnético externo, os dominios magnéticos tendem a se organizar, orientando na direcao
do campo aplicado, até atingir a saturacdo maxima. A remoc¢ao do campo externo reduz
o grau de alinhamento dos dominios, ndo necessariamente retomando a condi¢do inicial
de desordem, reflexo da possivel existéncia de histerese magnética no material (FILHO,

2014).

A variagdo da magnetizacao (M)
como funcdo do campo aplicado (H)
constitui uma importante ferramenta
para o estudo de materiais magnéticos. A
relagdo entre estas grandezas costuma
ser apresentada como um ciclo de

histerese, como o esbogado na Figura 2,

onde sdo identificadas importantes
grandezas relacionadas ao conceito de
dominios  magnéticos  apresentado

anteriormente. A  magnetizagdo de

saturagdo (Ms) ¢ a magnetizagdo da Figura 2 — Curva de magnetizagio

amostra quando todos os dominios estdo caracteristica de  materiais
] o ferromagnéticos e  ferrimagnéticos.

alinhados; a magnetizagdo remanente Adaptado de (JEONG et al., 2007).

(Mr) é a magnetizagdo do material a
campo zero; e o campo coercivo (He) é o
campo necessario para anular a

magnetizacao remanente (DIAS, 2014).



Vale ressaltar que a presenga de histerese na curva de magnetizagdo ¢
caracteristica de materiais ferromagnéticos e ferrimagnéticos, uma vez que estes

conservam parte da magnetiza¢dao, mesmo apos a remog¢ao do campo magnético aplicado.

Quando o material (ferrimagnético ou ferromagnético) apresenta dimensdo
diminuta, a regido do dominio magnético também ¢ reduzida até¢ um valor critico em que
um monodominio ¢ formado. Neste caso, a particula permanece espontanecamente
magnetizada em uma s6 dire¢do e apresenta estado de superparamagnetismo, salvo

influéncias da temperatura (ESTELRICH et al., 2015).

Em estado superparamagnético, negligenciando o efeito de anisotropia de forma,
a curva de magnetizagdo em funcdo do campo magnético apresenta campo coercivo e
magnetizacdo remanente nulos; ou seja, ndo apresenta histerese magnética. Esta
caracteristica apresenta grande vantagem em aplicacdes biomédicas, uma vez que as
particulas perdem a magnetizagdo quando o campo magnético ¢ removido. Assim, ¢
eliminada a principal for¢a motriz responsavel pelo efeito de agregacao, indesejavel para
este tipo de aplicacdo. Além disso, nanoparticulas superparamagnéticas sao desejaveis
para aplicacdes biomédicas em virtude do efetivo controle de suas propriedades
magnéticas, uma vez que apresentam forte resposta a aplicacdo de campo magnético

externo (KOLHATKAR et al., 2013).

2.1.2. Particulas superparamagnéticas de oxido de ferro

Devido suas propriedades (elétrica, Optica e magnética) Unicas, nanoparticulas
magnéticas tém sido profundamente investigadas para aplicagdes biomédicas, com
destaque para diagndstico e terapia por ressonancia magnética e hipertermia magnética
(LAURENT et al.,, 2011; LEE; HYEON, 2012; LIU; FAN, 2014). Em particular,
nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido de ferro (conhecidas pelo termo SPIONS,
do inglés superparamagnetic iron oxide nanoparticles) t€m recebido consideravel
atencdo devido ao baixo custo de produgdo, alta estabilidade fisico-quimica, boa
biocompatibilidade, além da natureza ndo téxica e biodegradavel (LU; SALABAS;
SCHUTH, 2007).

Oxidos de ferro podem se apresentar em oito arranjos cristalograficos distintos.

Dentre estes, a hematita (a-Fe>Os3), a magnetita (Fe3sO4) e a maghemita (y-Fe>O3) ganham



destaque por conta do polimorfismo que envolve transi¢des de fase por inducao de
temperatura. A magnetita difere dos demais 6xidos de ferro por conter em sua estrutura o
ferro em dois estados de oxidacdo (divalente e trivalente). O Fe3O4 apresenta estrutura
cubica de espinélio invertido, que consiste em um empacotamento cubico em que os ions
Fe’* ocupam a metade dos campos octaédricos e os ions de Fe’" sdo divididos
uniformemente entre os campos octaédricos e tetraédricos remanescentes (WU et al.,

2015).

Oxidos de ferro apresentam propriedades magnéticas dependentes do tamanho e
forma das particulas. Geralmente, a-Fe,Os apresenta ferromagnetismo fraco em
temperatura ambiente, enquanto Fe3;O4 e y-Fe>O3 exibem comportamento ferrimagnético
em temperatura ambiente (WU et al., 2015). Quando o tamanho da particula € inferior a
aproximadamente 20 nm, a magnetizagdo das nanoparticulas de magnetita ¢ aleatorizada
por energias térmicas que define o comportamento superparamagnético do material. A
transi¢do do regime superparamagnético para o estado de bloqueio ¢ denominada
temperatura de bloqueio (Tg) e estd diretamente relacionada com o volume da particula

(LING; LEE; HYEON, 2015).

O tamanho da particula também afeta a absor¢do celular, a distribuicdo no
organismo e a farmacocinética associada. Portanto o tamanho de particula deve ser
otimizado, para evitar a rapida eliminagdo por acao do sistema imune do organismo.
Nanoparticulas com tamanho reduzido (didmetro hidrodinamico inferior a 6 nm) tendem
a ser excretadas pelo sistema renal, enquanto particulas grandes (didmetro hidrodinamico
superior a 100 nm) sdo facilmente fagocitadas e, portanto, tendem a acumular
rapidamente no figado e baco. Nanoparticulas na faixa de tamanho compreendida entre
20 e 100 nm tendem a acumular em tumores por efeito do aumento de permeabilidade e
retencdo - EPR (Figura 3), uma vez que tecidos tumorais geralmente apresentam
fenestragdes de vasos sanguineos com dimensdes de centenas de nanometros (LING;

LEE; HYEON, 2015).
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Figura 3 - Representacao esquematica do comportamento de nanoparticulas na corrente
sanguinea e o efeito do aumento de permeabilidade e retencdo (EPR) em regides de
tecidos tumorais. Adaptado de (ESTELRICH et al., 2015).

Avangos sobre os métodos de sintese de nanoparticulas de 6xido de ferro
possibilitam a sintese de particulas nao apenas com boa cristalinidade e propriedades
magnéticas diferenciadas, mas também com bom controle de tamanhos e formas bem
definidas e uniformes. Uma variedade de métodos de sintese tem sido aplicada para a
obtencdo de SPIONs, como coprecipitagdo, decomposi¢do térmica, sinteses
hidrotérmicas ou solvotérmicas, sol-gel e miniemulsdo (LING; LEE; HYEON, 2015;
WU; HE; JIANG, 2008).

O método mais convencional para a obtencao de nanoparticulas de magnetita ¢ a
coprecipitagdo. Este método consiste na mistura de ions di e trivalentes em razdo molar
de 1:2 em solugdes altamente alcalinas, geralmente sob aquecimento e atmosfera inerte.
A cinética de crescimento das particulas ¢ limitada e controlada por varios parametros
experimentais, como tipo de sal de ferro empregado, razdo molar de ions Fe?*/Fe’*", valor
de pH e forca i6nica do meio, taxa de agitacdo, velocidade de adigdo do agente alcalino,
bem como a presenga de surfactante (WU et al., 2015; WU; HE; JIANG, 2008). Uma
desvantagem deste método de sintese ¢ o elevado valor de pH do meio reacional, que
deve ser ajustado na etapa de purificacao do produto, dificultando a obtengao de particulas
monodispersas. Além disso, ¢ gerado rejeito aquoso que deve ser tratado para nao refletir
em um passivo ambiental (WU; HE; JIANG, 2008). Em contrapartida, uma grande
vantagem do método ¢ a facilidade de producao em grande escala de nanoparticulas
superparamagnéticas com elevados valores de magnetizagao de saturagao (WU et al.,

2015).
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Além do tamanho, a forma ¢ um fator determinante nas propriedades magnéticas
das particulas de oOxido de ferro. Normalmente, estas particulas sdo obtidas com
morfologia esférica, mas métodos de sintese alternativos garantem particulas com as mais
diversas formas e, consequentemente, propriedades magnéticas tUnicas. Dentre as
morfologias ndo tradicionais, destacam-se os nanooctopodes (ZHAO et al., 2013), os
nanocubos (KIM et al., 2009) e os nanoanéis (JIA et al., 2008). A anisotropia de forma
afeta significativamente o comportamento magnético destes materiais. Os
nanooctopodes, assim como as esferas, apresentam estado superparamagnético quando
em dimensdes reduzidas (ZHAO et al., 2013). J& os nanocubos apresentam
comportamento ferrimagnético, enquanto os nanoanéis apresentam um estado particular

denominado vortice magnético* (JIA et al., 2008; KIM et al., 2009).

Sdo encontrados na literatura inimeros trabalhos que empregam nanoparticulas
superparamagnéticas de o6xido de ferro em aplicagdes biomédicas, com destaque para
aplicagdes como contraste de imagens, entrega controlada de fairmacos e hipertermia
magnética (PANKHURST; CONNOLLY; JONES, 2003). Vale ressaltar que essa classe
de particulas magnéticas € a Unica aprovada pelo Food and Drug Administration (FDA)

(LAURENT et al., 2011) e comercializada (QIAO; YANG; GAO, 2009).

2.1.3. Estabilidade coloidal

Um problema inevitdvel intrinseco a nanoparticulas magnéticas ¢ a instabilidade,
em suspensao, por longos periodos de tempo. Particulas com tamanho reduzido tendem a
agregar, para reduzir a energia superficial do sistema, resultando em consequente
sedimentacdo. Além disso, a elevada reatividade quimica faz com que a superficie das
nanoparticulas seja facilmente oxidada na presenca de oxigénio, resultando em
consideravel perda de propriedades magnéticas (WU et al., 2015). Portanto, ¢
fundamental desenvolver estratégias apropriadas de estabilizacao e proteg¢ao da superficie
das nanoparticulas magnéticas, seja durante ou apos a sintese. Vale ressaltar que para

aplicagdes bioldgicas € necessario obter nanoparticulas dispersas em dgua, uma vez que

* Vortice magnético ¢ uma configuragdo de spins encontrada em particulas que apresentam secao circular
ou eliptica, como nanodiscos ou nanoanéis (DIAS, 2014).
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o meio bioldgico ¢ constituido em grande parte por solugdes aquosas proximas da

condicdo de neutralidade.

A metodologia mais comum para evitar a agregagao ¢ a utilizacdo de surfactantes.
Dependendo da natureza destas moléculas, as nanoparticulas podem apresentar
comportamento hidrofilico, hidrofébico ou anfifilico, apods a estabilizagao. Um exemplo
classico de molécula organica lipossolivel empregada para reduzir a aglomeragdo de
nanoparticulas magnéticas e aumentar a estabilidade ¢ o &cido oleico (Figura 4-a). A
efetiva estabilizacdo proporcionada por esta molécula ¢ conferida a longa cadeia
carbonica, aliada a presenca de uma dupla ligacdo do tipo cis, que gera uma tor¢ao no
meio da estrutura (WU; HE; JIANG, 2008). Particulas magnéticas também podem ser
estabilizadas em dispersdo aquosa por adsor¢do de acido citrico (Figura 4-b). Este acido,
ou derivados, se coordena a particula magnética por um ou dois grupamentos carboxila,
dependendo da curvatura da superficie ou impedimento estérico. A exposi¢ao de ao
menos um grupamento carboxilico livre € responsavel por tornar a superficie

negativamente carregada e hidrofilica (LAURENT et al., 2008).

(a) (b)

OH
(0]
(@) OH
m
O OH
OH

Figura 4 - Estrutura quimica de surfactantes comumente empregados para estabiliza¢ao
de nanoparticulas magnéticas: (a) acido oleico e (b) acido citrico.

O emprego de surfactantes afeta a estabilidade das particulas magnéticas, mas nem
sempre resolve o problema de oxidacdo da superficie. Entretanto, a protecao destas
particulas pode ser obtida por encapsulamento em materiais inorganicos (como silica,
carbono, metais e 6xidos) ou polimeros. Estes materiais, além de aumentarem a
estabilidade (fisica e quimica) das particulas em solugdo, agregam funcionalidades

vinculadas a natureza e as propriedades do recobrimento (WU et al., 2015).
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2.1.4. Hipertermia Magnética

Nanoparticulas magnéticas, como a magnetita (Fe3Os), sdo materiais muito
interessantes para aplicagdes biomédicas, devido suas propriedades magnéticas
peculiares. O regime superparamagnético destas particulas impde uma dinamica
magnética bastante lenta, que permite a recuperacdo da remanéncia do material de forma
bem controlada, quando aplicado um campo magnético alternado de alta frequéncia.
Nesta situacao, as nanoparticulas magnéticas liberam energia, promovendo um aumento
de temperatura localizado. Este efeito € promissor para o tratamento de cancer e ¢
conhecido como hipertermia magnética (esquematizado na Figura 5). 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 ¢

reversivel em células sadias, mas nao em células tumorais (BROLLO et al., 2016).

(a) (b)
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Fluido )
alternado

Magnetico
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Rotagao dos
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W L I

Figura 5 - Representagdo esquematica do tratamento de cancer por hipertermia magnética,
empregando nanoparticulas magnéticas: (a) introducao do fluido magnético no tecido
tumoral e (b) aplicagdo de campo magnético alternado para induzir o aquecimento
localizado. Adaptado de (NANOMED, 2013).

A dinamica de resposta da particula durante a transformagao da energia magnética

em calor, empregando um campo magnético alternado, ¢ governada sobretudo por
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flutuagdes térmicas que ocorrem na particula. O mecanismo de geragao de calor por
particulas magnéticas pode ser atribuido a perdas por histerese ou relaxacdo (de Néel ou
Brown). No caso de particulas superparamagnéticas, que nao apresentam histerese na
curva de magnetizacdo, o mecanismo ocorre por relaxacdo. A liberagao de calor por
relaxacdo de Néel esta relacionada a rdpida mudanga de dire¢do dos momentos
magnéticos referente a estrutura cristalina do material, enquanto a liberagdo de calor por
relaxagdo de Brown esta relacionada ao atrito gerado pela rotagdo fisica das particulas no
meio em que se encontram. Ou seja, um mecanismo se refere a dindmica interna da
particula, enquanto o outro mecanismo se refere a dindmica externa (KUMAR;
MOHAMMAD, 2011). Em termos de tempo de relaxagdo caracteristico (t), como
ilustrado pela Figura 6, o tempo de relaxagao de Néel (tn) € caracterizado pela restitui¢ao
do equilibrio de magnetiza¢ao ap6s uma perturbagao, definindo uma flutuacao resultante
da alternancia do momento magnético entre duas dire¢cdes de facil magnetizagdo; e o
tempo de relaxacdo de Brown (ts) estd associado a rotagdo da particula por inteiro,

compondo uma contribui¢do viscosa ao sistema (LAURENT et al., 2011).

RELAXAGCAO DE NEEL RELAXAGAO DE BROWN

i g ¢ ¥

\ ‘ Q tafl *9*;

Figura 6 - Representacdo esquematica dos dois componentes da relaxacdo magnética,
apos aplicagdo de um campo magnético B, em um fluido magnético. Adaptado de
(LAURENT et al., 2011).

A eficiéncia do material para gerar calor por inducdo de campo magnético
alternado ¢ medida em termos de perda especifica de poténcia (SLP - Specific loss power),

também conhecido pela notacdo de taxa de absor¢do especifica (SAR - specific
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absorption rate). A Equagdo 1 define essa grandeza como a poténcia (W) gerada pela
nanoparticula, normalizada pela massa (m) de nanoparticula. Em outras palavras, ¢ a
medida direta da taxa de aquecimento que a nanoparticula ¢ capaz de fornecer (DIAS,

2014).

w m' /dT .
SLP=SAR=—=c— (—) Equagdo 1
m m \dt

onde ¢ ¢ a capacidade calorifica do conjunto (nanoparticula + solvente), m’ ¢ a massa do

. ar , - ~
conjunto e —- ¢ a taxa de variagdo da temperatura (T) em fungdo do tempo (t).

Para fins clinicos, sdo desejadas nanoparticulas que resultem em elevados valores
de SLP, possibilitando a administragdo de menores quantidades de material para uma
mesma condig¢do 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
magnetiza¢do) e condi¢des 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 aquecimento com a necessidade de evitar prejuizos
a saude do paciente, a escolha dos pardmetros de campo magnético alternado para
hipertermia pode ser otimizada se o produto entre a amplitude e frequéncia ndo exceder

5.10° Am™ s (HERGT; DUTZ, 2007).

Esforcos recentes tém sido empregados para comprovar que a hipertermia
magnética intracelular constitui um método terapéutico viavel, controlavel e ndo invasivo
e, portanto, pode ser consolidado como tratamento para condigdes patoldgicas humanas
(BLANCO-ANDUIJAR et al., 2016). Os SPIONs ja sao aprovados para testes em
humanos e existe um prototipo (Figura 7) dedicado a testes clinicos de tratamento de
cancer por hipertermia magnética, localizado em Berlin (JORDAN et al., 2001). A
MagForce Nanotechnologies AG ¢é a inica companhia que utiliza nanoparticulas de 6xido
de ferro recobertas com aminossilano para tratamento de tumores por hipertermia,
apresentando ensaios clinicos em estagio avanc¢ado. 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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Figura 7 - Esquema do primeiro prototipo para testes clinicos de hipertermia magnética
(MFH Hyperthermiesysteme GmbH,Berlin,Germany). Adaptado de (JORDAN et al.,
2001).

2.2. Particulas poliméricas

2.2.1. Conceitos fundamentais de polimerizaciao

A produgdo de polimeros ocorre por meio da ligagdo quimica entre moléculas de
baixa massa molar, denominadas mondémeros, que apresentam funcionalidades. Por
funcionalidade entende-se a existéncia de pontos reativos na molécula, que podem ser
oriundos da presencga de grupos funcionais reativos ou de insaturagdes. Assim, para que
ocorra uma polimerizagao, as moléculas de mondémero devem apresentar a capacidade de
se combinar com ao menos outras duas moléculas de mondmero, para resultar na
formacdo de uma cadeia polimérica de elevada massa molar. Neste caso, os centros
reativos das moléculas nao podem apresentar impedimento estérico. Portanto, polimeros
sdo produzidos a partir de mondémeros com funcionalidade maior ou igual a dois. Vale
ressaltar que moléculas bifuncionais geram cadeias poliméricas bidimensionais, enquanto

moléculas  polifuncionais  produzem  redes  poliméricas  tridimensionais.
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Complementarmente, se durante a polimerizagdo de moléculas bifuncionais for
adicionada uma molécula polifuncional, promove-se a formagdo de ligacdes cruzadas

(CANEVAROLO JR., 2006).

A primeira classificagdo de polimeros foi proposta por Carothers (1929), que
introduziu o conceito de polimero de condensagdo. Carothers classificou os polimeros em
dois grupos: polimeros de adi¢do e polimeros de condensagdao. Quando sé ocorrem
reacdes de adi¢do, a partir de insaturagdes reativas entre os mondmeros, ndo ha perda de
matéria nem formagdo de subprodutos; ou seja, a massa molar do polimero corresponde
a soma das massas molares dos monomeros. Mas se ocorrem reacdes de condensagao,
ha perda de matéria e formagdo de subprodutos, uma vez que a formacao de ligagdes
covalentes, provenientes da reacdo entre grupos funcionais reativos dos monomeros,

resulta quase sempre na eliminagdo de moléculas de baixa massa molar.

Com base nos mecanismos das reacdes, Flory (1953) classificou as
polimeriza¢des em dois grupos: polimerizacdo em etapas e polimerizagcdo em cadeias. A
polimerizacdo em etapas se caracteriza por condensacdes sucessivas entre quaisquer
moléculas que apresentem grupos funcionais reativos. De acordo com este mecanismo,
cada reacdo entre grupos funcionais € uma reacao completa e independente de qualquer
outra. Como os grupos funcionais sdo reativos entre si, destacam-se como
particularidades deste mecanismo o aumento da massa molar com o tempo da reacdo ¢ a
nao necessidade de adi¢ao de iniciadores para promover a reagdo. Ja a polimerizagdo em
cadeias consiste na formacdo da cadeia polimérica a partir da desestabilizagdo da
instaura¢do dos mondmeros e a sucessiva rea¢ao entre estes. Este mecanismo requer um
iniciador para formar um centro ativo, que inicia e propaga a polimerizagao rapidamente.
A adicao de cada molécula de mondmero a cadeia polimérica leva ao desaparecimento de
um centro ativo, dando origem a um novo centro ativo, de forma que cada cadeia
polimérica cresce muito rapidamente até atingir a massa molar em que a reacdo ¢

terminada.

Nota-se que as defini¢des de Carothers e Flory sdo complementares. O primeiro
analisa a estrutura do material, enquanto o segundo avalia 0 mecanismo reacional de
obten¢do do polimero. A partir destas premissas e defini¢des, € possivel estender estes
conceitos fundamentais para questdes relacionadas a processos industriais e a aplicagdes

tecnologicas.
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2.2.2. Métodos de polimerizacao

Os polimeros podem ser obtidos por diversos métodos de polimerizagao, a
depender da aplicacdo 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 ¢ insoltvel no meio reacional ou a reagao ocorre em mais
de uma fase. Como processos de polimerizacdo homogéneos, destacam-se as
polimerizacdes em massa € em solugcdo; e como processos de polimerizagao
heterogéneos, destacam-se as polimerizagdes em suspensdo € em emulsdo

(CANEVAROLO JR., 2006; ODIAN, 2004).
I. Polimerizacio em massa

Na polimeriza¢@o em massa o iniciador ¢ adicionado diretamente a0 mondmero e
a reacao ¢ iniciada por meio de ativacao do iniciador, comumente por aquecimento. A
vantagem deste processo ¢ a qualidade do produto final, em virtude de elevada pureza
obtida. Em contrapartida, hd grande dificuldade para controlar a temperatura do sistema,
j& que a reacdo de polimerizacao ¢ muito exotérmica, o que pode levar a instabilidade do
processo. Além disso, as altas viscosidades atingidas podem comprometer a operacao e a

purificag¢ao do produto final (CANEVAROLO JR., 2006).
I1. Polimerizacido em solucao

A polimerizagdo em solucao ¢ similar a polimerizagdo em massa, mas ocorre na
presenca de um solvente. A adi¢ao do solvente no meio reacional garante melhor controle
sobre as condi¢cdes térmicas do sistema, permitindo melhor homogeneiza¢dao da
temperatura reacional por meio de uma transferéncia de calor mais efetiva. A reacgdo ¢
iniciada com total miscibilidade entre os componentes (mondmero, iniciador e solvente).
A introducdo do solvente resulta na perda de produtividade do processo € em maiores

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

Na polimerizagdo em suspensdo, o iniciador ¢ soluvel no mondmero, que ¢
disperso em uma fase continua. Em sistemas de suspensao cldssicos, emprega-se a agua

como fase continua, na qual também ¢ adicionado um agente de suspensdo. A agitagdo
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do sistema promove a formacao de pequenas gotas de mondmero, que sao estabilizadas
pelo agente de suspensdo, evitando a coalescéncia entre as gotas formadas no volume
reacional. O aumento da temperatura do meio garante a polimerizagdo em cada gota e o
controle de temperatura do sistema ¢ facilitado pela presenca da fase continua, que
dispersa o calor liberado pela polimerizagao. Sao obtidas, como produto final, particulas
com granulometria caracteristica na faixa entre 10 um ¢ 1 mm (CANEVAROLO JR.,

2006).
IV. Polimerizacio em emulsiao

Na polimerizagdo em emulsdo, assim como na polimerizacdo em suspensao, o
mondmero ¢ disperso em uma fase continua. Em contrapartida, neste caso o iniciador esta
usualmente presente na fase continua, ao invés de solubilizado no monomero. Na
polimerizacdo em emulsdo cléssica, a 4gua compde a fase continua, que contém um
agente emulsificante que promove a formacao de micelas. A agitacdo do sistema leva a
formagao de gotas de monomero, mas a polimerizacao nas gotas ¢ evitada, uma vez que
o iniciador est4 presente na fase continua. A polimerizac¢ao ocorre no interior das micelas
(parte hidrofobica), inchada com o mondmero que migra das gotas. O produto final da
reacdo ¢ constituido por particulas com didmetros caracteristicos na faixa entre 50 nm e

1 pm (CANEVAROLO JR., 2006).

Os métodos de polimerizagdo descritos na presente secdo sao frequentemente
empregados em processos industriais. No entanto, para aplicacdes médicas intravenosas,
que consiste na proposta deste trabalho, a polimerizagdo por miniemulsdo ¢ mais
indicada, principalmente por garantir a obten¢ao controlada de particulas com dimensdes
na ordem de nandmetros. Por isso, tal método de polimerizagao sera melhor detalhado na

proxima secao.

2.2.3. Polimeriza¢iao por miniemulsao

Metodologias para o design de particulas sdo necessarias para sintetizar
nanoparticulas ou nanocapsulas poliméricas com tamanho, composi¢do, morfologia e
superficie funcional bem definidos. Um método versatil para tal finalidade ¢ a
polimeriza¢ao por miniemulsdo. O processo de miniemulsdo, esquematizado na Figura 8,

consiste na criacao de pequenas gotas estabilizadas em uma fase continua, quando duas
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fases imisciveis sao submetidas a aplicagdo de alta tensdo de cisalhamento. Idealmente,
ndo se observam mudangas de tamanho entre a gota de mondmero inicialmente
estabilizada e a particula de polimero obtida ao final da reacdo (LANDFESTER, 2009;
LANDFESTER; MUSYANOVYCH; MAILANDER, 2010).

pré-emulsao ultrassom polimerizagéo
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Figura 8 - Processo de polimerizagdo por miniemulsdo. Adaptado de (LANDFESTER;
MUSYANOVYCH; MAILANDER, 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, sdo formadas pequenas gotas por agao de um
sistema de agitagao, que promove a dispersao de uma fase dispersa em uma fase continua
ndo miscivel. Sob alta tensdo de cisalhamento (agdo de ultrassom, ultraturrax ou
homogeneizador de alta pressdo), forma-se uma emulsdo que apresenta gotas com estreita
distribuicao de tamanhos, com dimensdo 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 pressao osmotica. O estabilizante
deve apresentar boa solubilidade na fase dispersa e baixa solubilidade na fase continua.
Na etapa final, ocorre a reagao de polimerizagao na fase dispersa, resultando na formacao
de nanoparticulas poliméricas estabilizadas na fase continua. O produto final da
polimerizagdo  por miniemulsdo ¢ denominado litex = (LANDFESTER;

MUSYANOVYCH; MAILANDER, 2010).

A miniemulsdo pode ser classificada como direta ou inversa (Figura 9),
dependendo da natureza das fases continua e dispersa do sistema. Na miniemulsao direta

0 monomero apresenta carater lipofilico (como metacrilato de metila) e compde uma fase
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apolar que ¢ dispersa em uma fase continua polar, geralmente dgua. J4 na miniemulsao
inversa, a fase dispersa, que contém o monomero (como acido acrilico), ¢ de natureza
hidrofilica e a fase continua apresenta carater apolar. Em ambos os sistemas se aplicam
os mesmos principios de estabilidade (LANDFESTER, 2006; OLIVEIRA; NELE;
PINTO, 2013).

cosurf
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Figura 9 - Representagdo esquematica de miniemulsdo direta (esquerda) e inversa
(direita). Adaptado de (CAPEK, 2010).

Algumas particularidades importantes do sistema de miniemulsao sao destacadas

a seguir:

1) Na etapa de emulsificagdo, o tamanho final das gotas ¢ definido por um processo de
quebra e coalescéncia que tende a atingir um estado de equilibrio dindmico, que

corresponde a distribuicao final de tamanhos da particula (CAPEK, 2010);

i1) A polimerizagao s6 ocorre por intermédio da etapa de nucleagdao das gotas, uma vez
que a concentracao de surfactante encontra-se abaixo da concentragdo micelar critica,

evitando-se o mecanismo de nucleagdo micelar (OLIVEIRA; NELE; PINTO, 2013);

i) O agente de pressdo osmotica, também conhecido como estabilizante ou co-
surfactante, previne o efeito de degradagdo difusional (Ostwald ripening) e permite

controlar a dimensao e estabilidade das gotas formadas (CAPEK, 2010);

iv) Na polimerizacdo em miniemulsdo o iniciador pode estar contido na fase dispersa ou
na fase continua, dada a efetiva transferéncia de massa proporcionada pela grande area

especifica das gotas (OLIVEIRA; NELE; PINTO, 2013);
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v) Polimeriza¢des por miniemulsdo, quando comparadas as reagdes em solucdo ou em
massa, geralmente sdo mais rdpidas e resultam em polimeros com maiores massas

molares (CAPEK, 2010).

2.2.4. Polimeros acrilicos

Os polimeros acrilicos compreendem a classe dos polimeros derivados de acidos
e ésteres acrilico e metacrilico. Levando em consideracdo as propriedades desses
materiais, polimeros acrilicos diferem consideravelmente dos metacrilicos.
Polimetacrilatos apresentam elevada resisténcia mecanica e estabilidade dimensional,
devido a rigidez de suas cadeias poliméricas, resultando em elevados valores de
temperatura de transicdo vitrea (Tg). Em contrapartida, poliacrilatos sdo muito menos
rigidos, devido a auséncia de grupos metila inseridos de forma alternada na cadeia

polimérica (ODIAN, 2004).

Exemplos cléassicos de polimeros acrilicos sdo o poli(metacrilato de metila)
(PMMA) e o poli(acido acrilico) (PAA), apresentados na Figura 10. Estes polimeros sdo
reportados na literatura como biocompativeis, sendo utilizados, dentre outras aplicagdes

médicas, como agentes embolizantes (CUI et al., 2012; JAYAKRISHNAN et al., 1994).

() (b)

Figura 10 - Estrutura quimica dos polimeros acrilicos (a) poli(metacrilato de metila) e (b)
poli(acido acrilico).
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No presente trabalho sdo preparadas nanoparticulas dos polimeros acrilicos
PMMA e PAA, empregando a técnica de miniemulsao direta e inversa, respectivamente.
No entanto, o foco principal ¢ dado a obtencdo de particulas poliméricas de PAA que,
quando comparado ao PMMA, ¢ pouco discutido na literatura e apresenta grandes
potencialidades para aplicagdes biologicas, em virtude da hidrofilicidade do material e a
disponibilidade de grupos funcionais para bioconjugacdes. Portanto, a proxima se¢do
versara em torno do poli(acido acrilico) e particularidades sobre a obtengdo de particulas

submicrométricas por miniemulsao inversa.

2.2.5. Poli(acido acrilico)

Polimeros hidrofilicos, especialmente nas formas reticuladas conhecidas por
hidrogéis, compdem uma classe de biomateriais com grande potencial para aplicagdes
médicas, em virtude da elevada biocompatibilidade. A reticulacao do material evita sua
solubilizagdo em meio aquoso, por conta da formagdo de ligacdes cruzadas, de natureza
fisica ou quimica, na cadeia polimérica (PEPPAS et al., 2006). Dentre os hidrogéis
sintéticos, destacam para aplicagdes médicas o polietilenoglicol (PEG), o

poli(alcool vinilico) (PVA) e o poli(acido acrilico) (PAA) (DRURY; MOONEY, 2003).

Particulas de PAA com dimensdes micro e submicrométricas foram preparadas na
literatura por diferentes abordagens sintéticas. Kriwet, Walter e Kissel (1998)
descreveram a sintese de particulas bioadesivas de PAA, empregando o método de
polimerizagao por emulsdo inversa. A polimerizagao foi iniciada por radicais livres de
diferentes naturezas, resultando em distintas distribui¢des de tamanhos. O emprego de
iniciadores hidrossoluveis resultou em particulas micrométricas, enquanto os iniciadores
lipossoluveis resultaram em particulas com dimensdes nanométricas. Molnar et al. (2009)
reportaram o preparo de nanoparticulas de PAA, reticulando o polimero comercial com
diamina, por intermédio de carbodiimida. As particulas obtidas foram purificadas por
dialise e apresentaram tamanhos dependentes do pH e da massa molar do polimero
empregado. Pinto et al. (2012) apresentaram um processo para obtencao de particulas de
PAA composto por duas etapas. Inicialmente, o polimero reticulado com glicerol foi
obtido por polimerizacdo em solugdo. Posteriormente, a solu¢ao polimérica foi dispersa

em Oleo vegetal e a emulsdo polimero/6leo foi submetida a aquecimento, resultando em
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particulas com dimensdes micrométricas, apos evaporagao do excesso de agua da etapa

anterior.

Pouco se discute na literatura referente a obtencao de particulas poliméricas de
PAA por meio de metodologia de polimerizagdo por miniemulsdo inversa. Landfester,
Willert e Antonietti (2000) destacaram importantes principios da polimerizagdo por
miniemulsdo e preparam particulas de PAA na auséncia e presenga de reticulante. Foi
empregado o diacrilato de dietilenoglicol como agente reticulante, com teor de 4,0 %
(p/p) com relacdo ao mondmero, com o intuito de obter um polietetrélito homogéneo e
estavel, quando ressuspendido em agua. O acido acrilico foi disperso em ciclohexano,
apresentando solubilidade nao negligencidvel, o que afeta a cinética do sistema. A
solubilidade do mondmero na fase continua pode ser reduzida significativamente com a
adicao de agua. Tal decréscimo ¢ ainda mais favorecido pela adicdo de um estabilizante
fortemente hidrofilico, como NaCl ou NaOH. Diferentes surfactantes comerciais foram
avaliados, sendo determinada uma concentragao critica (garantida a auséncia de formagao
de micelas e o recobrimento incompleto das particulas) necessaria para a obtengao de um
latex estavel, com particulas por volta de 100 nm. A utiliza¢do do surfactante comercial
KLE3729 foi considerada mais adequada, uma vez que o surfactante comercial Span 80
interage fortemente com o mondmero, formando complexos. A polimerizagao foi
realizada a 65 °C, adicionando azobisisobutironitrila (AIBN) como iniciador na fase
continua, apds emulsificacao por ultrassom. A reacdo apresentou elevada conversdo em
poucos minutos, mas foi realizada por 2 h para favorecer completa conversdo do
mondmero. As particulas obtidas apresentaram boa homogeneidade de tamanhos.
Quando ressuspendidas em agua, as particulas apresentaram o dobro do diametro inicial,
decorrente do inchamento do hidrogel. Capek (2010) discutiu trabalhos semelhantes, em

que foramobtidas particulas de PAA puras ou na forma de compdsitos.

2.2.6. Encapsulamento de particulas magnéticas em polimeros

Compositos poliméricos sdo utilizados em diversas aplicagdes tecnologicas e
médicas, principalmente na forma nanoparticulada. Neste contexto, o encapsulamento de
particulas magnéticas em particulas poliméricas tem sido vastamente investigado. Para
tal, varias técnicas tém sido desenvolvidas e aperfeicoadas, baseadas em principios

quimicos ou puramente fisicos. Um dos melhores métodos para preparar estas particulas
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inorganicas-organicas ¢ a técnica de polimerizagdo por miniemulsdo, devido ao efetivo
controle das propriedades do sistema, que permite a interagdo adequada entre os materiais

de diferentes naturezas (CAPEK, 2010).

O encapsulamento de particulas magnéticas em particulas poliméricas apresenta
uma série de vantagens. O polimero protege a superficie da particula magnética,
garantindo maior estabilidade oxidativa ao material. A superficie polimérica também
pode ser utilizada para biofuncionalizag¢do. Sendo o polimero biocompativel, o potencial
de toxicidade das particulas magnéticas ¢ ainda mais reduzido. Finalmente, multiplas
fungdes, como modalidades de deteccao e tratamento de doencas, podem ser incorporadas
a particula, dada a combinagdao de diferentes propriedades advindas da composi¢ao

diversificada do material (KUMAR; MOHAMMAD, 2011).

Sao encontrados na literatura diversos trabalhos que envolvem o encapsulamento
de particulas magnéticas em particulas de polimeros que apresentam dimensoes
submicrométricas. Lin, Chiu e Don (2006) empregaram a polimeriza¢do por miniemulsao
inversa para encapsular particulas de magnetita em copolimeros de natureza hidrofilica e
obter compositos termossensiveis. Foram obtidas particulas com distribuicao homogénea
de material magnético, com didmetro aproximado de 200 nm, desde que respeitada a
condig¢do de concentragdo de surfactante abaixo da concentragao micelar critica. Luo, Dai
e Chiu (2007) encapsularam nanoparticulas de magnetita em poliestireno via
polimerizacao por miniemulsdo direta. O resultado foi um latex com duas populacdes de
particulas nanométricas; com dimensdes reduzidas, quando constituida puramente de
poliestireno, e maiores, quando apresentaram o material inorganico incorporado. Romio
et al. (2013) empregaram a polimerizagdo por miniemulsdo inversa para encapsular
particulas magnéticas de Ni em poliacrilamida. Os tamanhos de particulas obtidas se
apresentaram em uma ampla faixa de tamanhos (300 a 500 nm), sendo dependente do
tipo de estabilizante hidrofilico utilizado. Perecin et al. (2014) revestiram nanoparticulas
de magnetita com PMMA por meio de técnica de secagem, empregando Nano Spray
Dryer”. A metodologia se demonstrou vidvel para grandes escalas, mas apresentou

elevado diametro médio de particula (825 nm).

* Nano Spray Dryer ¢ um método de producio de particulas em dimensdo nanométrica por intermédio de
pulverizacao e secagem fisica (PERECIN, 2014).
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Trabalhos recentes empregaram a metodologia de miniemulsdo para o
encapsulamento de particulas superparamagnéticas de magnetita em polimeros acrilicos.
Feuser et al. (2015) encapsularam nanoparticulas de magnetita em PMMA, apresentando
uma metodologia viavel para a obtencao, em uma unica etapa, de particulas hibridas com
estreita distribuicao de tamanhos. O encapsulamento resultou em um latex estavel em
meio aquoso, apresentando particulas com composi¢do e dimensdo compativel a
aplicagdes biomédicas (em torno de 100 nm). Zhang et al. (2015) apresentaram um
método para a obtengdo, em ampla escala, de nanogel magnético de PAA. Neste caso,
nanoparticulas de poliacrilonitrila (PAN) reticuladas com divinilbenzeno foram
sintetizadas via polimeriza¢do por miniemulsdo direta. A formacdo do PAA ocorreu por
hidrélise alcalina das particulas de PAN. A superficie das nanoparticulas de Fe3O4 foi
previamente modificada, promovendo o incremento de hidrofobicidade do material e
facilitando a incorporacdao na primeira etapa do procedimento. Apds a conversdo dos
grupamentos hidrofébicos (-CN) em hidrofilicos (-COOH), foi observado um incremento
significativo na dimensdo das particulas em meio aquoso (de 100 nm para até 500 nm),

em razao do inchamento do PAA.

Vale destacar que, apesar de serem encontradas muitas metodologias para a
obtenc¢do de nanoparticulas magnéticas encapsuladas em polimeros, poucas resultam em
distribuicao de tamanho de particula compativel a aplicagdes médicas intravenosas. Além
disso, para tais aplicagdes ¢ importante observar a presenca de grupamentos funcionais

pendentes no polimero e que possibilitem a incorporagao de biomoléculas.

2.3. Bioconjugacao

2.3.1. Liberacao controlada e entrega sitio-dirigida

Particulas poliméricas tém sido amplamente empregadas para a formulacao de
sistemas de liberacdo controlada de farmacos. Associados a bioconjugacao de marcadores
especificos, estes sistemas representam uma alternativa a técnicas tradicionais de combate
ao cancer, como a quimioterapia. Tratamentos quimioterapicos inevitavelmente resultam
em efeitos colaterais devido a ndo seletividade aos tecidos tumorais e a elevada toxicidade

dos farmacos empregados. Superando as limitacdes impostas pelos agentes
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quimioterapicos livres, nanocarreadores podem oferecer uma série de vantagens, como
prevenir a degradagdo prematura do farmaco no organismo, evitar interagdes indesejadas
no sistema bioldgico, aumentar a absor¢ao do farmaco em um tecido especifico, controlar
a cinética e perfil de distribuicao do farmaco, além de favorecer a penetragao intracelular
do ativo (WANG; REMPEL, 2015). No entanto, vale ressaltar que o emprego de
particulas poliméricas em sistemas de entrega de farmacos sitio dirigida deve atender ao
critério de tamanho, que ¢ determinante para a biodistribui¢cdo. O tamanho 6timo das
nanoparticulas, para aplicagdes biomédicas intravenosas, ¢ considerado na faixa entre 25

e 100 nm (STUART et al., 2010).

Avangos no campo da biotecnologia tém criado a necessidade de desenvolvimento
de carreadores poliméricos para moléculas bioativas hidrofilicas (WEST; HUBBELL,
1995). Polimeros hidrogéis, como o PAA, apresentam grande potencial para aplicagdes
biotecnoldgicas, em especial relacionadas ao desenvolvimento dos chamados polimeros
inteligentes (PEPPAS et al., 2006). Polimeros inteligentes sdo aqueles que apresentam
uma resposta ativa a pequenos sinais e alteragdes do ambiente (como pH, temperatura,
luz e campo magnético), sofrendo alteragdes drasticas e reversiveis em sua
microestrutura. Assim, quando vinculados a firmacos, podem formar complexos sistemas
de liberacao controlada de fArmacos, em resposta a necessidade de uma doenga especifica

(YOU et al., 2010).

Nanoparticulas magnéticas podem ser associadas aos carreadores poliméricos de
farmacos, promovendo uma liberacdo controlada mais efetiva, por intermédio de
aplicacdo de campo magnético. Este cendrio demonstra a potencialidade de combinar a
técnica de hipertermia como medida terapéutica, em sinergia com a liberagcdo controlada
de farmacos, atendendo aplicacdes médicas personalizadas. A entrega de farmacos
controlada por hipertermia pode ocorrer por meio de quebra de ligagdes ou aumento da
permeabilidade. No primeiro caso, biomoléculas ativas sdo aderidas a superficie de
nanoparticulas por ligagdes labeis, que podem ser desfeitas por aquecimento. O segundo
caso envolve o encapsulamento conjunto do ativo e das nanoparticulas magnéticas na
nanoparticula polimérica. Assim, a geracdo de calor pela particula magnética pode
promover a vibragdo das cadeias poliméricas, garantindo a migracdo facilitada do ativo
para o exterior da particula polimérica. Este mecanismo pode ser reversivel sob condig¢des

especificas e depende da intensidade e frequéncia de oscilagdo do campo magnético
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empregado. A eficiéncia da liberagdo controlada por este mecanismo ¢ intensificada pelo

emprego de polimeros hidrogéis termossensiveis (KUMAR; MOHAMMAD, 2011).

2.3.2. Mecanismo de bioconjugacio

O interesse em combinar proteinas e demais biomoléculas com sistemas
poliméricos tem crescido rapidamente, dada a ampla gama de aplica¢des de biomateriais
injetaveis. Nestes, o segmento peptidico confere a biocompatibilidade e a atividade
seletiva, enquanto a matriz polimérica permite a flexibilidade estrutural (CHIMONIDES
et al.,, 2013). Com a proposta de reproduzir reagdes peptidicas que ocorrem em
organismos vivos, diferentes metodologias de bioconjugacdo ja foram descritas na

literatura (DEFOREST; POLIZZOTTI; ANSETH, 2009; NAKAJIMA; IKADA, 1995).

Bioconjugacao consiste no processo de ligar quimicamente, por ligagcdo covalente,
duas ou mais moléculas que possuem grupos funcionais terminais especificos (como
amina primaria, carboxila e sulfidrila). Na maioria dos casos, a0 menos umas dessas
moléculas ¢ de origem bioldgica ou um fragmento ou derivado de uma biomolécula. Em
algumas situagdes, a conjugacao ¢ formada entre moléculas restritamente sintéticas, mas
seu uso ¢ direcionado para aplicagdes bioldogicas (HERMANSON, 2013a). Esta area da
quimica inclui aplicagdes em imobilizagdo, modificacdo de superficies e marcagao
biologica. A propriedade mais importante de uma molécula na bioconjugacdo ¢ a
reatividade do grupo funcional. O grupo reativo estabelece o0 método e o mecanismo
empregado para a modificacdo quimica a ser aplicada. Geralmente, moléculas utilizadas
para bioconjugagao contém ao menos dois grupos terminais reativos, como encontrados

em proteinas e acidos nucléicos (HERMANSON, 2013a; THERMO SCIENTIFIC, 2012).

A Figura 11 apresenta o esquema de reagao entre uma molécula que apresenta um
grupamento amino primario como grupo terminal e outra que apresenta um grupamento
carboxila, intermediada por uma carbodiimida. Essa abordagem particular foi adotada

como estratégia de bioconjugacao no presente trabalho.
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Figura 11 - Formagao de ligacdo amida por reagdo entre um grupamento carboxila e um
grupamento amino primario, intermediado por EDC.

Aminas primarias (-NH2) existem normalmente como terminagdo de cadeias
polipeptidicas, denominadas de alfa-aminas. Devido a carga positiva de sistemas
fisiologicos, as aminas primdrias estdo normalmente voltadas para fora nas estruturas
proteicas, tornando estes grupamentos mais acessiveis para bioconjugagdes, evitando a
desnaturagdo da estrutura. Grupos carboxilicos (-COOH) compdem carbonos terminais
de cadeias peptidicas e, assim como as aminas primarias, normalmente se encontram na
superficie das estruturas proteicas. Acidos carboxilicos sdo reativos com relagdo as
carbodiimidas, que promovem a ligacdo direta de carboxilas com aminas primdrias, sem
fazer parte da ligagao amida final. A carbodiimida ativa grupamentos carboxila, formando
¢ésteres intermedidrios que sdo mais reativos e facilmente deslocados por ataque
nucleofilico. O EDC (cloridrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida) ¢ a
carbodiimida mais popular utilizada para a conjugacdo bioldgica de substancias que
contém grupos carboxila e amina. A etapa de ativacdo do grupo carboxilico por EDC ¢
favorecida por ambientes acidos (pH 3,5-4,5). Estes intermedidrios formam ligagdes
labeis com aminas primdrias, em meio levemente alcalino (pH 7-9), resultando em
ligagdes amida estaveis e dando origem a um derivado de ureia como subproduto. No

entanto, a hidrélise destes ésteres compete com a reagdo com a amina primaria, sendo a
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reacdo fortemente dependente do pH do meio (HERMANSON, 2013b; THERMO
SCIENTIFIC, 2012).

2.3.3. Folato

A seletividade e eficiéncia da abordagem sitio-dirigida a células tumorais pode
melhorar significativamente a medida terapéutica adotada no combate ao cancer, uma vez
que o tratamento se torna muito mais especifico e localizado. A bioconjugag¢ado de folatos
em nanoparticulas representa uma interessante estratégia para tratamento de cancer sitio-
dirigido e tem sido amplamente explorada em pesquisas oncologicas. Células
cancerigenas expressam receptores de folato em razdo da multiplicacdo celular. Células
normais expressam um nivel significativamente menor de receptores de folato, quando
comparadas a células tumorais, o que sugere que folatos podem ser utilizados como
potentes marcadores em diferentes abordagens terapéuticas baseadas em nanocarreadores
(BAHRAMI et al., 2015). O emprego de acido foélico para a bioconjugacdo de
nanoparticulas garante o reconhecimento destas particulas por receptores expressos em
diversos tipos de células carcinogénicas, incluindo pulmao, mama, colo de ttero, prostata

e linfomas (MAHAJAN et al., 2013).

Nanoparticulas magnéticas tém sido vinculadas ao acido folico (Figura 12),
muitas vezes intermediado por polimeros. Os polimeros conferem grupos funcionais
disponiveis, propicios a formacao de ligagdes covalentes com a biomolécula. Além disso,
o polimero também ¢ muitas vezes empregado como espacador, para aumentar a
flexibilidade do acido folico e garantir uma configuragao 6tima entre o acido folico e os
receptores de folato (LIU et al., 2016). Particulas magnéticas encapsuladas em polimeros
foram funcionalizadas com 4cido folico para o aprimoramento de ressonancia magnética
nuclear e hipertermia magnética, direcionados especificamente para o diagnostico e
tratamento de cancer. Nestes casos, diferentes abordagens foram adotadas para o
acoplamento da molécula, dependendo da natureza do polimero. Em linhas gerais, o
acoplamento foi intermediado por carbodiimida, resultando em esterificagdo ou formagao
de ligacdo amida, quando a cadeia polimérica apresenta grupamentos hidroxila ou

carboxila pendentes (MAHAJAN et al., 2013; SADHASIVAM et al., 2015).
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Figura 12 - Estrutura quimica do acido folico.

O acido folico, também conhecido como vitamina B9, ¢ um nutriente essencial a
todas as células para a biossintese de nucleotideos, além de atuar em varias rotas
metabolicas (BAHRAMI et al., 2015). O acido folico exerce um importante papel na
oncologia, especificamente por atuar na metilacio do DNA e na sintese de purinas e
pirimidinas. O acido folico ¢ a forma de folato mais estdvel, mas ndo ¢ encontrada
naturalmente em tecidos vivos, sendo necessdria a reducdo no organismo. Células
neoplésicas” possuem receptores especificos de alta afinidade com folatos e, por serem
células de rapida replicagdo, sdo extremamente dependentes de um abundante suprimento
de folato reduzido. A utilizagdo do acido folico, ou de seus derivados, pode ser
direcionada tanto para prevencdo como para tratamento de cancer. Foi demonstrado que
o crescimento de tumores ¢ inibido quando ha deficiéncia de folato, o que sustenta
terapias antitumorais que utilizam agentes antifolato (BALUZ; DO CARMO; ROSAS,
2002). Em contrapartida, a seletividade dos folatos por células neoplasicas propiciam
terapias baseadas em carreadores altamente especificos, que podem aliar tratamentos
quimioterapicos a técnica de hipertermia magnética (BAHRAMI et al., 2015; THU
HUONG et al., 2016).

* r st oA 7 .
Células neoplasicas - sindnimo para células tumorais, neste contexto.
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2.4. Consideracoes Gerais

Particulas poliméricas com dimensdo submicrométrica tém sido extensivamente
utilizadas em aplica¢des biomédicas. Nanoparticulas usadas para o transporte especifico
de farmacos, contrastes ou agentes promotores de imagens, tém sido desenvolvidas,
visando em particular a permeabilidade em diferentes tipos de tecidos. O encapsulamento
de farmacos e marcadores em nanoparticulas poliméricas pode constituir uma técnica
eficiente para a atuacdo direcionada. O desenvolvimento destes complexos sistemas
particulados pode ser alcangado, de maneira relativamente simples, por intermédio da
polimerizagdo por miniemulsao (LANDFESTER; MUSYANOVYCH; MAILANDER,
2010).

Polimeros hidrogéis inteligentes que respondem a aplicagdo de um campo
magnético alternado tem atraido interesse crescente nos ultimos anos. Isto se atribui a
amplitude de potenciais aplicagdes como carreadores controlaveis, agentes de contraste
para imageamento por ressonancia magnética e terapia por aquecimento magnético.
Comparado a estimulos tradicionais, como pH e temperatura, o estimulo magnético ¢
mais conveniente, uma vez que pode ser controlado remotamente e apresenta resposta
rapida e relativamente sensivel. Hidrogéis sensiveis a aplicagdo de campo magnético
podem ser preparados pela introducdo de nanoparticulas magnéticas em uma matriz
polimérica hidrofilica por interagcdes quimicas ou puramente fisicas. Combinando a
capacidade de liberacdo de calor das nanoparticulas magnéticas com a sensibilidade
estrutural do polimero, sob aplicacdo de campo magnético alternado, podem ser
desenvolvidos interessantes sistemas terapéuticos nanoparticulados que aliam efeitos de
hipertermia magnética a efeitos quimioterdpicos tradicionais, de forma altamente

eficiente para o combate ao cancer (ZHANG; HUANG; DU, 2016).

Diante do exposto, a presente dissertacdo busca o desenvolvimento de
nanoparticulas magnéticas, encapsuladas em polimeros acrilicos, para aplicagdes
médicas. Nanoparticulas magnéticas de magnetita foram obtidas por coprecipitacdo, em
razao de ser uma metodologia de fécil reprodugdo em grandes escalas, além de apresentar
viabilidade técnica e econdémica. O encapsulamento em polimeros acrilicos foi

promovido por intermédio da polimerizagdo em miniemulsao, para garantir a obtengdo
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de particulas com estreita distribui¢cao de tamanhos e dimensao compativel a aplicagdes
médicas. Foi possivel estudar a polimerizagdo por miniemulsdo direta, de forma
comparativa com a miniemulsdo inversa, dada a natureza lipofilica e hidrofilica dos
mondmeros empregados (respectivamente, metacrilato de metila e acido acrilico). Foi
dada maior atengdo a obtencdo de particulas poliméricas de poli(acido acrilico) por
miniemulsdo inversa, uma vez que poucos estudos tém sido desenvolvidos nessa area,
principalmente com a preocupagdo para aplicagdes médicas. Vale destacar que polimeros
hidrogéis como o PAA apresentam excelente afinidade com sistemas bioldgicos, em
razdo da hidrofilicidade intrinseca. Complementarmente, aproveitando os grupos
funcionais expostos do PAA, o 4cido folico foi bioconjugado as particulas, vislumbrando
a disposicao localizada destas particulas em tecidos tumorais. Por fim, foi avaliado o
efeito de hipertermia magnética das particulas magnéticas puras e encapsuladas,

considerando o uso potencial das particulas em terapias oncologicas.
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Capitulo 111

Materiais e Métodos

"Cada sonho que vocé deixa para tras ¢ um

pedaco do seu futuro que deixa de existir."

Steve Jobs

Neste capitulo ¢ apresentada a metodologia empregada para a sintese das
particulas magnéticas e poliméricas, bem como o procedimento de bioconjugacao.
Também sdo delineados os planejamentos experimentais realizados com o intuito de
agregar informagdes complementares. Além disso, sdo especificadas as unidades
experimentais utilizadas nas sinteses e os equipamentos empregados nas caracterizagdes

dos materiais obtidos.

As sinteses das nanoparticulas de magnetita foram realizadas no laboratério de
Nanotecnologia Biofuncional da Faculdade de Farmécia da UFRJ, enquanto as sinteses
das particulas poliméricas foram realizadas no Laboratorio de Engenharia de Polimeros
(EngePol) do Programa de Engenharia Quimica (PEQ) do Instituto Alberto Luiz Coimbra
de P6s-Graduacao e Pesquisa de Engenharia (COPPE) da UFRJ.

3.1. Sintese da magnetita

As nanoparticulas de magnetita foram sintetizadas de acordo com o procedimento

apresentado por Bedé (2010), empregando o método de coprecipitagao.

3.1.1. Materiais

A unidade experimental utilizada para a sintese das particulas magnéticas esta

ilustrada na Figura 13, sendo a estrutura da unidade detalhada a seguir:
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1. Banho termostatico para garantir a temperatura constante ao longo da reacgao.

2. Baldo de vidro borossilicato de fundo redondo com duas bocas, sendo uma utilizada

para inserir o agitador mecanico e a outra para inserir os reagentes.
3. Suporte universal com garra, para sustentar e alinhar o sistema baldo-agitador.

4. Agitador mecanico com haste de aco inox e impelidor dobravel com pa unificada

disposta verticalmente.

e |
|
5

o

Figura 13 - Unidade experimental utilizada para a sintese de nanoparticulas de magnetita.

Os reagentes utilizados nesta etapa foram empregados como recebidos, salvo

especificagdes em contrario. A seguir, estdo especificados os reagentes usados:

1. Sulfato ferroso heptahidratado (FeSO4.7H2O) fornecido pela Vetec Quimica Fina
(Brasil). Este reagente foi purificado por recristalizacdo, uma vez que oxida facilmente

quando exposto a atmosfera.

2. Acido sulfurico (H2SO4) fornecido pela Vetec Quimica Fina (Brasil) com teor maximo

de 4gua de 5 % p/p.
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3. Ferro metalico pulverizado (Fe’) fornecido pela Vetec Quimica Fina (Brasil).

3. Cloreto de célcio dihidratado (CaCl,.2H>0) fornecido pela Vetec Quimica Fina (Brasil)

com grau PA.

4. Cloreto férrico hexahidratado (FeCls.6H20) fornecido pela Vetec Quimica Fina
(Brasil) com grau PA.

5. Solucdo de amonia (NH4OH) fornecido pela Merck (Brasil) com grau Emsure ACS e
teor de 28-30 % p/v em agua.

6. Agua ultrapura obtida por sistema de purificacio de agua Milli-Q®.

3.1.2. Metodologia

A Equagdo 2 apresenta a equacdo global envolvida na obten¢do da magnetita

(Fe304) pelo método de coprecipitagao.
2FeCl; + FeCl, + 8NH,OH — Fe;0, + 8NH,Cl + 4H,0 Equagao 2

Os precursores desta reagdo podem ser obtidos comercialmente, sem a
necessidade de procedimentos intermediarios. No entanto, para garantir elevada pureza
da fonte de Fe?*, o FeCl, foi obtido de acordo com a Equacio 3, utilizando o FeSOx4

previamente purificado por recristalizagao.
FeS0O,.7H,0 + CaCl,.2H,0 - CaSO, + FeCl, + 9H,0 Equagdo 3

Para purificar o sulfato de ferro II (FeSOs4), este foi solubilizado em solugao de
acido sulfurico 25 % (p/v), resultando em uma solugdo saturada a 60 °C. A solugdo foi
mantida sob aquecimento ¢ submetida a agitacdo com bastdo de vidro, & medida que
foram sendo adicionadas pequenas por¢des de ferro metalico (Fe?). O ferro metalico atua
como metal de sacrificio, evitando a oxidagdo dos ions Fe?" presentes no solido e
fornecendo ainda mais destes ions ao meio reacional ao se oxidar. O deslocamento do
equilibrio da Equagdo 4 para a direita favorece que o sulfato de ferro se apresente no
estado de oxidacdo mais reduzido. O Fe® foi adicionado até ter sido cessada a evolucdo

de gases (H>), observada como efervescéncia do meio.
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Fels) + 2H  (aq) = Fe** (aq) + Hay Equagdo 4

A mistura reacional foi submetida a filtracdo a vacuo, a quente, em funil
sinterizado, para remover os particulados residuais do ferro metélico que foi oxidado. O
filtrado apresentou coloragao azul esverdeada, caracteristica do FeSO4. Entdo, a solugdo
foi resfriada em banho de gelo e posteriormente em freezer, garantindo a formagao dos
cristais purificados. Os cristais foram submetidos a filtragdo a vacuo e lavados com
pequenas porgdes de dgua gelada, para remover o excesso do meio acido em que se

encontrava.

O FeSOq purificado foi reagido com o CaClz, misturando as solugdes aquosas
destes sais, previamente preparadas, nas proporgdes estequiométricas da Equacdo 3, de
forma a ser obtida uma solugdio de FeCl 0,5 mol.L™!. Como subproduto precipitou CaSOs,
que foi removido por centrifugacdo a 6000 rpm por 10 min (Thermo Scientific, rotor

Fiberlite F15-6x100y).

Foi preparada uma solu¢io aquosa de FeCls, também a 0,5 mol.L!, que foi
misturada a solugdo de FeClo em propor¢do equimolar (ndo estequiométrica, como
apresentado na Equagao 2) e vertida no baldo de fundo redondo, submerso em banho de
agua a 60 °C. A mistura foi submetida a agitacdo mecanica a 800 rpm, sendo
homogeneizada até atingir o equilibrio térmico. Posteriormente, foi gotejada uma solucdo
de amoénia (NH4OH 28-30% p/v) sobre a mistura reacional, induzindo a formagdo de um
precipitado preto (magnetita) por alcaliniza¢do do meio. A adicao da base foi controlada
pelo valor do pH do meio, mantido ao final da reacdo em 5, 8 ou 11, dependendo da
sintese realizada. Ao término da adicdo da base, a agitagdo e o aquecimento foram

mantidos por 30 min.

A suspensdo final de magnetita foi resfriada até a temperatura ambiente e
submetida a centrifugacao (800 rpm, 5 min), para remover o excesso de base, subprodutos
e possiveis precursores nao reagidos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
lavado com agua, sob centrifugagdo, at¢ que o sobrenadante apresentasse pH neutro. A
magnetita, ja purificada, foi em parte mantida em dgua e em parte liofilizada, sendo ambas

armazenadas em frascos fechados.
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3.1.3. Planejamento experimental

Com a proposta de avaliar a viabilidade do emprego das nanoparticulas de
magnetita em possiveis terapias térmicas, foi desenhado um plano experimental,
estruturado como um planejamento experimental fatorial completo a dois niveis (2*) com
réplicas no ponto central. A coleta de dados para a avaliagdo estatistica do sistema
consiste em um conjunto de medi¢cdes de hipertermia magnética de amostras de
nanoparticulas de magnetita dispersas em solucdes aquosas do surfactante lauril sulfato
de sodio (LSS). A magnetita utilizada foi previamente sintetizada pelo método de
coprecipitagdo, tendo sido o pH final do meio reacional ajustado para 11. Foi utilizada
para isso a amostra de magnetita liofilizada, para garantir maior precisao de concentragao

das nanoparticulas magnéticas (NPM) quando ressuspendidas na solucao de surfactante.

As variaveis selecionadas para avaliacao quanto a influéncia na liberacao de calor
das NPM, por aplicacdo de campo magnético alternado, foram: frequéncia do campo
magnético (f), intensidade do campo magnético (H), concentragdo de surfactante ([LSS])
e concentragdo de nanoparticulas ([NPM]). Os intervalos de variagdo destas variaveis
estao apresentados na Tabela 1, em que sdo apresentados o limite inferior (-1), o limite

superior (+1) e o ponto central (0).

Tabela 1 - [Planejamento NPM] Defini¢cdo das varidveis de entrada com seus respectivos
limites.

Variavel Descricao -1 0 +1
I Frequéncia (kHz) 102 - 307

II Campo (kA.m™) 10,5 13,0 15,5
I [LSS] (mol.L") 0,1 0,3 0,5
|AY [NPM] (mg.mL™") 4,00 6,67 9,33

O planejamento experimental realizado contou com um montante de 22
experimentos, sendo 16 medidas principais (planejamento 2+), com adicional de 6
medidas referentes as réplicas no ponto central (3 réplicas para cada possibilidade de
frequéncia permitida no equipamento). Por experimento, entende-se a quantificagdo da

taxa de liberagdo de calor das amostras por intermédio do equipamento de hipertermia
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nanoScale Biomagnetic DM 100 Series, especificado na Secao 3.5.8. Os dados resultantes

foram convertidos na variavel de saida SLP (definido na Se¢ao 2.4.4).

3.2. Miniemulsio inversa do PAA

Na literatura nao sao encontradas metodologias consolidadas para a obtengao de
nanoparticulas de poli(acido acrilico). Metodologias mais proéximas da desejada sdo
polimerizagdes por suspensdo ou emulsdo, que resultam em particulas que apresentam
tamanhos que variam na faixa de nandmetros até micrometros (CUI et al., 2012;
KRIWET; WALTER; KISSEL, 1998; MOLNAR et al., 2009). Portanto, para obter
particulas de PAA com ordem de grandeza nanométrica, foi desenvolvida uma
metodologia de polimeriza¢do por miniemulsdo inversa, com base no trabalho de Pinto

etal. (2012).

3.2.1. Materiais

A unidade experimental utilizada para a sintese das particulas poliméricas de
poli(acido acrilico), bem como das particulas magnéticas encapsuladas em PAA, esta

ilustrada na Figura 14. A estrutura da unidade ¢ detalhada a seguir:

1. Banho termostatico (aquecimento e resfriamento) para controle da temperatura ao

longo da reagao.

2. Reator de vidro borossilicato encamisado, com capacidade de 500 ml. A tampa do
reator apresenta quatro bocas, sendo a boca central utilizada para inserir o agitador

mecanico e uma boca lateral utilizada para inserir os reagentes.
3. Suporte universal com garra, para sustentar e alinhar o sistema reator-agitador.

4. Agitador mecanico com haste e impelidor revestidos com teflon, sendo o impelidor

composto por uma pa unificada disposta verticalmente.
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Figura 14 - Unidade experimental utilizada para a sintese de particulas poliméricas de

PAA.

Os reagentes utilizados nesta etapa do trabalho foram empregados sem qualquer

processo de purificacdo e estdo especificados a seguir:

1. Acido acrilico (AA) fornecido pela Vetec Quimica Fina (Brasil) com grau PA e pureza

minima de 99 %.

2. Persulfato de potassio (K2S20g) fornecido pela Vetec Quimica Fina (Brasil) com grau

PA.

3. Dimetacrilato de etilenoglicol (EGDMA) fornecido pela Sigma-Aldrich (Brasil) com

pureza minima de 98 %.

4. Oleo vegetal de soja da marca Liza® (Brasil) com pureza comercial em grau

alimenticio.

5. Monooleato de sorbitan (Span 80®) fornecido pela Sigma-Aldrich (Brasil) com grau
PA.

6. Lauril sulfato de s6dio fornecido pela Vetec Quimica Fina (Brasil) com grau PA e teor

maximo de agua de 10% p/p.
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7. Citrato de sodio fornecido pela Schering AG (Alemanha) com grau PA.

8. Agua ultrapura obtida por sistema de purificagdo de agua Milli-Q®.

3.2.2. Metodologia

a) Obtencao de particulas de PAA

As propor¢des massicas dos reagentes utilizados na polimerizagdo por
miniemulsdo inversa, para obtengdo de particulas de PAA, estdo dispostas na Tabela 2,

assim como a especificacao da funcdo de cada componente no sistema reacional.

Tabela 2 - Propor¢gdes massicas de reagentes empregados na polimerizagao de AA por

miniemulsao inversa.

Fase Componente Funciao Teor (% p/p)
AA Monomero 30,0
Reacional EGDMA Reticulante 15,0
(20,0 %) K2S,0s3 Iniciador 1,0
Agua Solvente/Estabilizante 54,0
Dispersante Oleo vegetal Meio continuo 97,0
(80,0 %) Span 80 Surfactante 3,0

As fases foram preparadas separadamente e depois misturadas. A fase reacional
compunha 20,0 % da massa total do sistema reacional e foi preparada pela mistura do
mondmero (AA) e reticulante (EGDMA) em agua, resultando em uma mistura turva, dado
o carater oleoso do reticulante e a solubilidade parcial do mondmero em agua. Uma
pequena por¢ao de agua foi reservada para preparo, em separado, de uma solugao saturada
do iniciador. A fase dispersante compunha 80,0 % da massa total do sistema reacional e
seu preparo consistiu da mistura do surfactante Span 80 com o 6leo vegetal. A fase
reacional, ja contendo o iniciador, foi vertida sobre a fase dispersante e a mistura foi
homogeneizada com bastdo de vidro, resultando em um sistema emulsionado.

Posteriormente, este sistema foi submetido a fortes tengdes de cisalhamento, por agao de
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sonda de ultrassom (Branson Digital Sonifier®, modelo 450) operando por 10 min em
30 % de poténcia (correspondente a 120 W de poténcia em frequéncia constante de
20 KHz). A miniemulsdo obtida foi vertida em reator encamisado (apresentado na Figura
14) com temperatura da camisa controlada em 70 °C e rotacao do impelidor de 800 rpm.
Apos ser atingido o equilibrio térmico, da camisa com o interior do reator, a reacao foi
realizada por 4 h. A reagdo ocorreu em sistema parcialmente aberto, de maneira que a
agua pudesse ser parcialmente removida do sistema ao longo da reacdo, favorecendo a

precipitacdo das particulas de hidrogel.

Para entender melhor o sistema e avaliar algumas de suas condi¢des
termodindmicas e cinéticas, reacdes foram realizadas com pequenas alteracdes, a saber:
(1) adi¢ao do iniciador na primeira etapa do procedimento; (ii) diferentes temperaturas

reacionais (60 a 80 °C) e (ii1) emprego de diferentes teores de agente reticulante.

Completado o tempo de reacao especificado, a temperatura da camisa foi reduzida
para 30°C, enquanto o sistema reacional foi mantido sob agitacdo, para evitar
aglomeracdo das particulas até que fosse atingido o equilibrio térmico. Ao final do
procedimento, foram obtidas nanoparticulas suspensas no meio oleoso. Por conta do
interesse na aplicacdo destas particulas em sistema bioldgico, faz-se necessaria uma etapa
adicional de purificagdo para estabilizar as particulas em meio aquoso. Portanto, foi
adicionada dgua ao meio, na proporc¢ao de 1:2, e a mistura bifasica foi mantida em repouso
por aproximadamente uma semana, para garantir que as particulas poliméricas migrassem
para a fase aquosa por decantagdo e afinidade quimica, uma vez que o PAA ¢ hidrofilico.
A fase oleosa foi entdo descartada e a fase aquosa, contendo as particulas poliméricas
(caracterizadas por turvagdo esbranquigada), foi transferida para funil de separacao para
remogao de oleo residual. A suspensao das particulas poliméricas em dgua nao apresentou
boa estabilidade, uma vez que as particulas de PAA sdo dotadas de propriedade adesiva
que favorece a formagao de aglomerados ou decanta¢do na forma de filmes poliméricos,
dependendo do grau de reticulacdo. Por isso, o sistema deve ser estabilizado com o

emprego de surfactantes, como o lauril sulfato de sédio.
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b) Encapsulamento de nanoparticulas de magnetita em PAA

As nanoparticulas de magnetita utilizadas foram sintetizadas por coprecipitagao,
como descrito na Secdo 3.1.2, tendo sido o pH final do meio reacional ajustado para 11 e
o material armazenado em solu¢do aquosa em pH neutro. As amostras de NPM foram
centrifugadas, para remover o excesso de solventes, sendo ressuspendidas em solugao de
lauril sulfato de sodio (3,0 % p/p) ou citrato de sodio (0,3 % p/p), com teor massico de
1,0 % de material magnético em solucdo. A suspensao preparada em LSS foi dispersa
com o auxilio de ultrassom (Branson Digital Sonifier®, modelo 450), operando por
10 min em 30 % de poténcia, enquanto a suspensdo preparada em solugdo de citrato foi
homogeneizada por agitacao vigorosa, em tubo Falcon de 15,0 mL, seguida de agitacao
constante a 45 rpm por 4 h. Ambas as suspensdes foram previamente filtradas em
membrana de 0,25 pum, para garantir a retencdo de grandes aglomerados. As
nanoparticulas de magnetita, dispersas nas respectivas solu¢des de surfactantes, foram

utilizadas no sistema de polimerizagao, substituindo o teor de agua.

Toda metodologia empregada para a obten¢ao de particulas poliméricas de PAA
(descritas na Se¢ao 3.2.2-a) foi repetida, apenas com a diferenga de que as nanoparticulas
de magnetita estabilizadas em solugdes de surfactantes também passaram a compor a fase
reacional, ou seja, a dgua adicionada ao sistema reacional foi substituida pela suspensdo

de nanoparticulas magnéticas em solugao aquosa de surfactante.

3.2.3. Planejamento experimental

Como a metodologia de polimerizagdo do acido acrilico reticulado por EGDMA
foi desenvolvida no presente trabalho, faz-se necessario um estudo mais aprofundado
sobre como algumas varidveis do processo afetam a obtengao das particulas poliméricas.
Por isso, foi realizado um planejamento experimental fatorial completo a dois niveis (2°)
com réplicas no ponto central, considerando as seguintes variaveis de entrada:
temperatura da reagdo (T), carga de monomero (% AA) e carga de reticulante

(% EGDMA).

Visando propor um plano experimental que proporcionasse resultados com maior
conteudo de informagdes relevantes, foi realizado um estudo exploratério prévio. Neste

estudo, foi avaliada a influéncia da adi¢dao do iniciador na etapa de pré emulsdao ou pos
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equilibrio térmico, bem como o efeito da temperatura de reagdo, sobre o rendimento da
polimerizacdo por miniemulsdo inversa. Tais procedimentos foram realizados em
concordancia com a metodologia descrita na Secdo 3.2.2-a. Também foi avaliado o efeito
de inchamento do polimero, associado ao teor de reticulante empregado. Neste caso,
foram realizadas reacdes de polimerizacao em solucao, por razdes de simplificagdo, uma
vez que a reagdo ocorre em uma Unica fase, sem necessidade de etapa adicional de
purificacdo. As reacdes de polimerizagdo em solug¢do foram realizadas em bécheres,
submetidos a banho de aquecimento a 70 °C, em sistema parcialmente fechado por
intermédio de vidro de relogio. Foi fixado o teor de mondmero (AA) em 30,0 % p/p e de
iniciador (K2S205) em 1 % p/p, enquanto o teor de reticulante (EGDMA) foi variado,
sendo compensado pela quantidade de agua utilizada. As reacdes ocorreram em um
periodo de 2h, resultando em blocos de polimero macios, que foram triturados em pedacgos
menores, secos em estufa a 90 °C e posteriormente macerados em gral com o auxilio de
nitrogénio liquido (torna o polimero quebradigo, pois resfria o material em temperatura
muito inferiores a Tg), para garantir uma distribui¢do granulométrica mais uniforme entre
as amostras. Por fim, foram realizados ensaios de inchamento em agua dos polimeros
obtidos com diferentes teores de reticulante, permitindo determinar o teor de agua
absorvido pelo polimero hidrogel e avaliar a possibilidade de solubilizacdo do material

pouco reticulado.

A partir dos estudos exploratérios, foram determinados os intervalos de variacao
das variaveis de entrada, apresentados na Tabela 3, como limite inferior (-1), limite

superior (+1) e ponto central (0).

Tabela 3 - [Planejamento NPP] Defini¢ao das variaveis de entrada com seus respectivos
limites.

Variavel Descricao Unidade -1 0 1
I Temperatura °C 65 70 75

11 Cargade AA % p/p 30 40 50

I Cargade EGDMA % p/p 2 5 8

O planejamento experimental realizado contou com um montante de 11 reacdes
de polimerizacao por miniemulsao inversa, adaptando a metodologia descrita na Se¢ao

3.2.2 - a as especifica¢des das varidveis impostas pelo desenho de experimentos e fixando
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o tempo de reacdo em 2 h. O total de reagdes contempla 8 reagdes principais
(planejamento 2*) com adicional de 3 réplicas no ponto central. As varidveis de saida
foram obtidas por intermédio de caracterizagdes dos materiais poliméricos quanto ao
rendimento da reagdo, analise termogravimétrica € comportamento reoldgico, conforme
protocolo e especificagdes descritos na Secao 3.5. O ensaio de reologia, além de dados de
viscosidade, gerou em paralelo dados de inchamento e solubilidade das particulas

poliméricas em agua.

3.3. Miniemulsao direta do PMMA

O grupo de pesquisa apresenta ampla experiéncia na obtencdo de particulas
poliméricas de PMMA por miniemulsdo, muitas vezes associado ao encapsulamento de
ativos (FONSECA et al., 2013; LORCA et al., 2012; PAIVA, 2015). Por isso, a
metodologia abordada nesta se¢ao estd baseada no trabalho de Peixoto (2013), para a
obtencdo das particulas poliméricas. O encapsulamento de nanoparticulas magnéticas
atende a procedimento semelhante, salvo adaptacdes baseadas no trabalho de Feuser et

al. (2015), que serdo detalhadas ao longo da sec¢ao.

3.3.1. Materiais

As sinteses das particulas poliméricas de poli(metacrilato de metila), bem como
das particulas magnéticas encapsuladas em PMMA, foram realizadas em mini-reator de
vidro borossilicato Mettler Toledo, modelo EasyMax 102, com capacidade volumétrica
de 100 mL, encamisado, com controle automatico de temperatura, equipado com
termopar, agitador e condensador. A Figura 15 ilustra a referida unidade experimental

empregada.
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Figura 15 - Mini-reator Mettler Toledo, modelo EasyMax 102, utilizado nas sinteses de
particulas poliméricas de PMMA. Adaptado de (METTLER, 2016).

Os reagentes utilizados nesta etapa do trabalho, foram empregados sem qualquer

processo de purificacdo, como especificado a seguir:

1. Metacrilato de metila (MMA) fornecido pela Vetec Quimica Fina (Brasil) com grau

PA e pureza minima de 99 %.

2. Hexadecano (Cetano) fornecido pela Vetec Quimica Fina (Brasil) com grau PA e

pureza minima de 99 %.

3. Persulfato de potassio (K2S20g) fornecido pela Vetec Quimica Fina (Brasil) com grau

PA.

4. Lauril sulfato de sodio (LSS) fornecido pela Vetec Quimica Fina (Brasil) com grau PA

e teor maximo de 10% p/p de agua.

5. Bicarbonato de s6dio (NaHCO3) fornecido pela Vetec Quimica Fina (Brasil) com grau

PA.
6. Acido oleico (AO) fornecido pela Vetec Quimica Fina (Brasil) com grau PA.

7. Agua ultrapura obtida por sistema de purifica¢do de agua Milli-Q®.
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3.3.2. Metodologia

a) Obtencao de particulas de PMMA

As propor¢cdes massicas dos reagentes utilizados na polimerizagdo por
miniemulsdo direta, para obtencao de particulas de PMMA, estdo dispostas na Tabela 4,

assim como a especificacdo da funcdo de cada componente no sistema reacional.

Tabela 4 - Propor¢des massicas de reagentes empregados na polimerizagao de MMA por

miniemulsdo direta.

Fase Componente Funciao Teor (% p/p)
Reacional MMA MonoOmero 99,5
(17,5 %) Cetano Coestabilizante 0,5
LSS Surfactante 1,2
Dispersante NaHCO3 Agente tamponante 0,1
(82,5 %) K2820% Iniciador 0,1
Agua Meio continuo/Solvente 98,6

As fases foram preparadas separadamente e depois misturadas. A fase reacional
compunha 17,5 % da massa total do sistema reacional e foi preparada pela mistura do
mondmero MMA com o coestabilizante hexadecano. A fase dispersante compunha
82,5 % da massa total do sistema reacional e seu preparo consistiu da solubilizagdo prévia
do surfactante e do agente tamponante em agua, sob discreto aquecimento para favorecer
a solubilizagdo dos sais. Uma pequena por¢ao de agua foi reservada para preparo, em
separado, de uma solucao saturada do iniciador. A fase reacional foi vertida sobre a fase
dispersante e a mistura foi homogeneizada com bastdo de vidro, resultando em um
sistema emulsionado. Posteriormente, este sistema foi submetido a fortes tensdes de
cisalhamento, por acdo de sonda de ultrassom (Branson Digital Sonifier®, modelo 450)
operando por 5 min em 30 % de poténcia (correspondente a 120 W de poténcia em
frequéncia constante de 20 KHz). A miniemulsdo obtida foi vertida em minirreator
(Figura 15) com temperatura da camisa controlada em 80 °C e rotacdo do impelidor de

500 rpm. Apos ser atingido o equilibrio térmico, da camisa com o interior do reator, a
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solucdo de iniciador foi adicionada e a reacao foi realizada por 2 h. A reagdo ocorreu em
sistema fechado, tendo um condensador acoplado ao reator e resfriado a 10 °C, para evitar
as perdas de mondmero ao longo da reag@o. Vale destacar que o iniciador foi adicionado
apenas na ultima etapa, para evitar que a reagao se iniciasse na etapa anterior. Finalizada
areagao, foi obtido um latex estavel que foi armazenado em frasco fechado sem qualquer
purificacdo adicional, tendo em vista que tal reag¢do resulta na conversdo de cerca de

100 % do mondmero j& nos primeiros 30 min de reagao.

b) Encapsulamento de nanoparticulas de magnetita em PMMA

As nanoparticulas de magnetita utilizadas foram sintetizadas por coprecipitagao,
como descrito na Secdo 3.1.2, tendo sido o pH final do meio reacional ajustado para 11 e
o material armazenado em solug¢do aquosa em pH neutro. Foi pesada uma aliquota desta
amostra correspondente a 1 % p/p da quantidade de mondmero utilizado na etapa de
polimerizacdo. Esta aliquota foi centrifugada para remover o excesso de agua, sendo
posteriormente ressuspendidas em acido oleico. A suspensdo foi homogeneizada por
agitacdo vigorosa em tubo Falcon de 15,0 mL, seguida de agitacdo constante a 45 rpm
por 4 h. Apos este periodo, a amostra foi centrifugada e o excesso de acido oleico foi
removido. As nanoparticulas de magnetita, entdo recobertas em acido oleico, foram

ressuspendidas em metacrilato de metila, para adi¢do no sistema de polimerizagao.

Toda a metodologia empregada para obtencdo de particulas poliméricas de
PMMA (descritas na Secdo 3.3.2-a) foi repetida, apenas com a diferenca de que as
nanoparticulas de magnetita recobertas em acido oleico passaram a compor a fase

reacional.

3.4. Bioconjugacao com acido folico

Particulas poliméricas de PAA foram funcionalizadas com moléculas de acido
folico por processo de bioconjugacdo intermediada por carbodiimida, baseado no

protocolo apresentado por Hermanson (2013b).

49



3.4.1. Materiais

A metodologia empregada ¢ relativamente simples e ndo demanda a utilizacao de
uma unidade experimental elaborada, como as empregadas nos procedimentos de sintese
descritos anteriormente. Os reagentes utilizados nesta etapa do trabalho foram

empregados sem qualquer processo de purificagdo, como especificado a seguir:

1. Fosfato de s6dio monobasico monohidratado (NaH2PO4.H,0O) fornecido pela Vetec

Quimica Fina (Brasil) com grau PA e teor minimo de 99 %.

2. Fosfato de sédio dibasico (NaHPO4) fornecido pela Vetec Quimica Fina (Brasil) com

grau PA e teor minimo de 99 %.

3. Cloridrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) fornecido pela

Sigma-Aldrich (Brasil) com pureza superior a 99 %.
4. Acido folico (AF) fornecido pela Sigma-Aldrich (Brasil) com pureza superior a 97 %.

5. Hidréxido de so6dio (NaOH) fornecido pela Vetec Quimica Fina (Brasil) com grau PA.

3.4.2. Metodologia

O procedimento de bioconjugacao foi aplicado a particulas de PAA previamente
secas ao ar e posteriormente maceradas, resultando em um material em p6 finamente
dividido. Vale ressaltar que ndo se faz necessaria a secagem do material. Este
procedimento foi realizado apenas para facilitar a determinacdo da massa de particulas

poliméricas com maior precisao.

Inicialmente foi preparada solucdo tampao fosfato (0,05M e pH 6,8) para
utilizacao em diferentes etapas do procedimento. Paralelamente, foi preparada solugao da

carbodiimida (EDC) em tampdo fosfato, na concentragio de 10 mg.mL.

Em um tubo Falcon de 15,0 mL foram pesados 100 mg de particulas poliméricas,
que foram ressuspendidas em 5,0 mL de tampao fosfato. Apds homogeneizacdo, por
agitacio, foram adicionadas ao tubo 5,0 mL da solugio de EDC (10 mg.mL™). O tubo foi
entdo submetido a agitagao mecanica (20 rpm) por 1 h, para garantir a ativagao dos grupos

carboxilicos expostos na superficie da particula de PAA. Decorrido o referido periodo, a
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suspensao foi filtrada em membrana Amicon (100 KDa), sob centrifugagdo (Thermo
Scientific, rotor Fiberlite F15-6x100y), a 6000 rpm, por 10 min, para remover o excesso
de EDC e interromper a etapa de ativacdo. O soélido foi ressuspendido em 5,0 mL de
tampao fosfato e transferido para um tubo Falcon de 15,0 mL, onde foram previamente
pesados 50 mg de acido folico. O tubo foi homogeneizado sob agitacdo vigorosa e
submetido a agitagdo mecanica (20 rpm) por 2 h, para promover a reagdo entre a amina
primaria do acido folico e a carboxila, ativada por carbodiimida, da matriz polimérica.
Apos o tempo de reagdo, a suspensdao foi novamente filtrada em membrana Amicon
(100 kDa), sob centrifugacao, a 6000 rpm, por 10 min. Para garantir a auséncia de
moléculas de acido folico aderidas a superficie polimérica por interagdes puramente
fisicas, a amostra foi lavada diversas vezes com 5,0 mL de tampao fosfato e trés vezes
com 5,0 mL de solugdo de NaOH (em pH 10), repetindo o procedimento de ressuspensao
e centrifugagdo em membrana Amicon. No decorrer das lavagens foram feitas
amostragens do solido para caracterizagdes por FTIR e aliquotas do filtrado foram
reservadas para avaliacdo da presenga de acido folico residual no lixiviado. O so6lido final

foi ressuspendido em 3,0 mL de agua.

Também foram realizados ensaios em branco, sem a etapa de ativagao com a
carbodiimida. Estes ensaios consistiram apenas da etapa reacional de mistura do acido
folico com as particulas poliméricas de PAA, em tampdo fosfato ou em agua. Os

procedimentos de lavagem foram realizados tal como na amostra principal.

3.5. Caracterizacdes e especificacdes de equipamentos

3.5.1. Analise termogravimétrica (TGA)

Analises de perdas de massa sob aquecimento foram realizadas em equipamento
Perkin Elmer, modelo STA 6000, do Laboratorio de Engenharia de Polimeros da UFRJ
(EngePol). As analises foram conduzidas em atmosfera inerte, com fluxo constante de

nitrogénio a 20 mL.min"! e taxa de aquecimento constante a 10 °C.min"".
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3.5.2. Calorimetria exploratoéria diferencial (DSC)

A determinacdo de temperaturas caracteristicas das transigdes térmicas das
particulas poliméricas foram feitas em equipamento Perkin Elmer, modelo DSC 8500, do
Laboratorio de Engenharia de Polimeros da UFRJ (EngePol). Os termogramas foram
obtidos no segundo ciclo de aquecimento/resfriamento, empregando taxa de
aquecimento/resfriamento constante de 10 °C.min"! sob atmosfera de nitrogénio. O

primeiro ciclo teve como objetivo a padronizagdo da historia térmica das amostras.

3.5.3. Cromatografia de permeacio em gel (GPC)

Distribuigdes de massas molares de particulas poliméricas foram obtidas em
cromatografo Viscoteck, modelo GPC Max VE2001, do Laboratério de Engenharia de
Polimeros da UFRJ (EngePol), com coluna linear KF-804L e KF-805L, fornecidas pela
Shodex, com tamanho méaximo de poro de 1,5.10° A e 5.10° A e detector refratométrico
Viscoteck, modelo VE3580, operando a 40 °C. A fase modvel utilizada foi o solvente
tetrahidrofurano (THF). Apenas as particulas poliméricas de PMMA foram caracterizadas
por esta técnica, uma vez que ¢ necessario que o polimero seja solivel na fase movel. As
particulas de PAA produzidas ndo solubilizam no solvente, uma vez que apresentam certo
grau de reticulacdo. Por este motivo, as particulas de PAA ndo foram caracterizadas

quanto a distribui¢do de massas molares.

3.54. Difracao de raios X (DRX)

Os difratogramas de raios X foram obtidos em difratometro de p6é Bruker D8
Advanced, do Laboratorio Multiusuario de Difra¢ao de Raios X da UFF (LdrX-UFF). Foi
utilizada fonte de radiacdo Cu Ka, fenda de 0,6 mm e filtro PSD-Ni, para realizar medidas
com passo de 0,05° e tempo de leitura por ponto de 0,2s. Vale destacar que as amostras
de magnetita fluorescem sob ac¢do de raios X. O efeito da fluorescéncia pode ser
amenizado por condi¢des do equipamento e de operagdao, bem como ajustes de linha de

base pos medida.
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3.5.5. Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de FTIR foram obtidos no modo de transmissdo em espectrometro
Thermo Electron Corporation, modelo Nicolet 6700, do Laboratério de Engenharia de
Polimeros da UFRJ (EngePol). Os espectros foram registrados no intervalo de 4000-

400 cm™!, com resolugdio de 2 cm! e 64 varreduras por analise, utilizando geometria ATR.

3.5.6. Espectroscopia na regido de ultravioleta e visivel (UV-vis)

Os espectros de UV-vis foram obtidos em espectrometro Thermo Scientific,
modelo Multiskan GO, do Laboratério de Engenharia de Polimeros da UFRJ (EngePol).
Os espectros foram registrados no intervalo de 200-600 nm, com passo de 1 nm. As
amostras, previamente filtradas em membranas de 0,45 pum, foram dispostas em

microplaca de poliestireno com pocos de fundo chato.

3.5.7. Hipertermia magnética

Medidas de hipertermia magnética foram realizadas em equipamento nanoScale
Biomagnetic, modelo DM 100 Series, do Laboratorio de Magnetometria da Infraestrutura
de Pesquisa Multiusudria para Materiais Avancados do CBPF (MAG-MATMULT). O
equipamento opera em sistema fechado, sob vacuo, com sistema de refrigeragao acoplado
a bobina e controle de temperatura monitorado por termopar. O equipamento pode operar
em duas frequéncias fixas (102 ou 307 KHz) e em intensidade de campo magnético
variavel, na faixa de 0 a 16 KA/m. As amostras foram analisadas em meio aquoso em

concentracoes especificadas nas medidas.

3.5.8. Medida de magnetiza¢ao

Medidas de magnetizagdo de saturacdo (o) foram realizadas em magnetometro
MPMS (Magnetic Property Measurement System) da Quantum Design, do Laboratorio
de Magnetometria da Infraestrutura de pesquisa multiusuaria para Materiais Avangados
do CBPF (MAG-MATMULT). As medidas foram realizadas sob campo variavel de
50000 a -50000 Oe, em temperaturas fixas entre 5 k e 300 K.
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3.5.9. Microscopia eletronica de transmissao (MET)

As imagens por transmissdao foram obtidas no microscopio eletronico de
transmissao de alta resolugdo JEOL 2100F 200kV, do Laboratério Multiusuario de
Nanociéncia e Nanotecnologia do CBPF (LABNANO). Este equipamento possui fonte
de elétrons de emissdo por campo (FEG), camara CCD (11 Mpixel GATAN Orius
Camera), sistema de espectroscopia de perda de energia de elétrons (EELS-GIF Tridium
GATAN), sistema de espectroscopia por dispersao de energia de raios-X (EDS) Noran
Seven, sistema de mapeamento de nanodifracdo com precessio NANOMEGAS Digistar
e possibilidade de operacdo em modo de microscopia eletronica de transmissdo de
varredura (STEM). As amostras foram diluidas em agua ultrapura e dispersas em grades

de cobre recobertas com carbono e resina polimérica.

3.5.10. Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

As imagens por varredura foram obtidas nos microscopios eletronicos de
varredura JSM 6460LV-JEOL ¢ VEGA 3LMU-TESCAN, do Nucleo Multiusuario de
Microscopia da COPPE/UFRIJ. As amostras secas, previamente maceradas, foram

dispersas em porta amostras e metalizadas com ouro.

3.5.11. Potencial zeta e diAmetro hidrodinamico

O potencial zeta (&) e o didmetro hidrodinamico (¢u) de particulas foi determinado
em Zeta Sizer da Malvern Instruments, Nano series, modelo Nano-ZS, do Grupo de
Fluidos e Materiais Poliméricos Multifasicos localizado no Polo de Xistoquimica da
UFRIJ. Para realizar as andlises, as amostras foram centrifugadas, para remoc¢do do

sobrenadante, e ressuspendidas em agua ultrapura.
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3.5.12. Reologia

Medidas de viscosidade foram realizadas em redmetro da TA Instruments, modelo
DHR, do Laboratorio de Engenharia de Coloides da UFRJ (EngeCol). Foi utilizada a
geometria de cilindros concéntricos de duplo gap e as medicdes foram realizadas a 25 °C,
por 300 s, empregando taxa de cisalhamento de 10 s™' e 40 pontos por deca. Medidas de
viscosidade foram realizadas apenas nos sistemas de particulas de PAA ressuspendidas
em agua, referentes ao planejamento experimental descrito na Se¢do 3.2.3. Para realizar
as medidas de maneira comparativa, as amostras de polimero foram secas até peso
constante. Em tubos Falcon de 50,0 mL foram dispostas 0,4 g de cada amostra junto a
15,0 g de 4gua. Os tubos foram submetidos a 60 rpm de agitagao por 5 dias, favorecendo
o inchamento e possivel solubilidade das particulas hidrogéis. Foram realizadas medidas
de viscosidade da solug@o sobrenadante, apos remocao das particulas por centrifugacio a

800 rpm, em trés ciclos de 10 min.

3.5.13. Rendimento da reacio

Foram realizadas analises de rendimento das reagdes de polimerizagao,
especificamente para as reagdes de obtengdo de particulas de PAA. Para tal, foram
coletadas aliquotas ao longo da reacao. Estas aliquotas, de aproximadamente 3 mL, foram
dispostas em recipientes de vidro contendo 10 gotas de solu¢ao aquosa de hidroquinona
com teor de 1 % p/p. Vale destacar que ndo ¢ necessaria a precisao volumétrica das

medidas, uma vez que o sistema foi pesado em cada etapa.

As amostras foram colocadas em estufa sob vacuo com aquecimento inicial de
70 °C, que foi elevado gradativamente a 90 °C, para garantir a remog¢ao dos volateis sem
que houvesse perdas de massa por projecao da amostra para fora dos recipientes. As
amostras foram mantidas em estufa até apresentarem massas constantes. Ciente da
propor¢ao massica dos reagentes ao inicio da reagdo, sabendo que a fase oleosa ndo
volatiliza na temperatura final e admitindo que as espécies volateis sdo completamente
removidas quando o sistema apresenta massa constante, foi realizado um balanco de
massa para determinar o teor de mondmeros (incluindo o reticulante) que foi convertido

a polimero.
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3.6. Analise Estatistica

As analises estatisticas e desenvolvimento de modelos empiricos correspondentes
aos planejamentos experimentais descritos nas Se¢des 3.1.3 e 3.2.3 foram realizadas com

auxilio do software Statistica, versdo 7.0, desenvolvido pela Stat Soft Inc.

A analise estatistica dos dados foi efetuada admitindo-se uma distribui¢ao normal
de probabilidades com um intervalo de confianca de 95%. Como os planejamentos
experimentais contam com repeticdes de experimentos apenas nos pontos centrais, 0s

erros foram avaliados nestes pontos e considerados constantes na regido experimental.

A fungdo objetivo para estimagao de parametros (Equagao 5) foi definida com
base no método de minimos quadrados, admitindo as hipoteses de modelo perfeito e
experimento bem feito. Portanto, foi admitindo que os erros do sistema seguem a
distribui¢do normal, que medidas experimentais ndo estdo correlacionadas, que as
variaveis independentes sdo isentas de erros e ainda que todos os erros das varidveis

dependentes sdo iguais e independentes (SCHWAAB; PINTO, 2007, 2011).

NE
2
Fany = Y (75 = ¥°)
i=1

Equacao 5

sendo y° o valor experimental disponivel e y° o valor calculado pelo modelo quantitativo.

O procedimento de estimagdo de parametros foi realizado adotando-se o método
de Hooke-Jeeves e Quasi-Newton para minimizagdo da fun¢do objetivo, perturbagdo
relativa de 10" para célculo de derivadas, nimero méaximo de 100 iteragdes e 10”7 como

critério de convergéncia.

A definicdo do modelo empirico (linear nos parametros) se deu a partir de
tentativas, levando em conta os efeitos principais e efeitos de sinergia entre as variaveis,
partindo-se da expressdo genérica apresentada pela Equagdo 6, em que a;i sdo os

parametros do modelo referentes aos efeitos principais, bij sdo os parametros do modelo
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referentes aos efeitos secundarios, z; e z; sdo as varidveis independentes do modelo e y ¢

a variavel resposta dependente do modelo.

NX NX-1 NX
yc=ao+2ai-zi+Z.Zbij-zi-zj E 50 6
i=1 i=1 j=i+1 quacao

Os modelos finais obtidos levam em consideracdo apenas os parametros
significativos (significancia minima de 0,95) e coeficientes de correlagdo proximos a
unidade, sendo capazes de descrever o sistema de forma satisfatoria com o menor nimero

possivel de parametros e permitindo a condugdo de andlises estatisticas significativas.
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Capitulo IV

Resultados e Discussoes

“Se vocé ndo esta sendo chamado de louco,
provavelmente ndo estd pensando grande o

suficiente.”

Linda Rottenberg

O presente capitulo reune caracterizagdes dos materiais obtidos por meio das
metodologias detalhadas no capitulo anterior. Com o intuito de tornar o entendimento
mais claro e permitir discussdes especificas, o capitulo foi dividido em quatro segdes
chave. A primeira secdo aborda discussdes referentes as nanoparticulas magnéticas de
magnetita obtidas por coprecipitagcdo, sendo analisadas condi¢des reacionais, estabilidade
das particulas em meio aquoso sob influéncia de surfactantes, além de avaliadas
propriedades magnéticas do material, com destaque para a hipertermia. A segunda secdo
apresenta as particulas poliméricas com dimensdes submicrométricas obtidas por
miniemulsdo inversa, no caso das particulas de PAA, e direta, no caso das particulas de
PMMA. Nesta secdo, ¢ discutida a influéncia de variaveis sobre o processo de obtencao
das particulas poliméricas, principalmente de PAA, e sdo comparadas a morfologia e
estabilidade entre as particulas obtidas por ambos os processos de polimerizagdo. O
encapsulamento das nanoparticulas superparamagnéticas nas particulas poliméricas
acrilicas (NPM@NPP*) ¢ discutido na terceira secdo, em que sdo confrontadas
morfologia, tamanho, estabilidade em solucdo aquosa e efeitos de hipertermia das

particulas hibridas obtidas pelos procedimentos de encapsulamento por miniemulsao

* Seré utilizado o grafo @ para referenciar o encapsulamento de nanoparticula magnética em nanoparticula

polimérica, na forma NPM@NPP e suas variacdes.
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inversa e direta. Na quarta sec¢ao ¢ estudada a bioconjugacao do acido félico ao PAA a
luz do incremento de potencialidade a particula polimérica para aplicagcdes biologicas
sitio dirigidas. A inter-relacdo entre as secdes anteriores evidencia o potencial de
desenvolvimento de sistemas particulados hibridos em escala nanométrica para

aplicagdes médicas.

4.1. Nanoparticulas magnéticas (NPM)

4.1.1. Estrutura, morfologia e tamanho de particulas

Nanoparticulas de magnetita foram sintetizadas pelo método de coprecipitagdo,
adotando trés diferentes valores de pH para o ajuste final das condigdes de sintese (a
saber: 5, 8 e 11). Medidas de difragao de raios X destas amostras foram realizadas com o
intuito de avaliar o efeito do pH final sobre o processo de obtengdo da particula
magnética. Os difratogramas das respectivas amostras estdo confrontados na Figura 16,
normalizados pelo pico de maior intensidade, sendo possivel perceber o aumento da
cristalinidade do material com o aumento de pH da condi¢do reacional. Por maior
cristalinidade entende-se picos mais intensos e bem definidos, além de reducao de ruido

nas medidas.

O material obtido em meio menos alcalino (pH 5), além de ser constituido por
particulas com menor defini¢do cristalina, apresentou indicios de residuos de sal de
amonio (identificado no referido difratograma). A presenga do subproduto reacional se
justifica pela ineficiéncia na purificagdo desta amostra, uma vez que as lavagens foram
realizadas com controle do pH do sobrenadante até neutralidade, correspondente a agua

ultrapura, que ¢ muito proximo do pH em destaque.

A cinética de formacdo de magnetita por coprecipitagio, bem como as
propriedades magnéticas do material obtido, ¢ dependente de uma série de aspectos, como
valor de pH do meio reacional, concentragdo dos precursores reacionais, natureza do
agente precipitante e temperatura da sintese. Segundo Gribanov et al. (1990), a faixa de

pH ideal para precipitacdo de magnetita esta entre 8,5 e 10, regido relacionada a formagao
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de tampao de amoénia com os sais de ferro hidrolisados. Tal observagao justifica os

resultados mais satisfatorios obtidos com o emprego de condi¢des mais alcalinas.

Intensidade

pH 11

pH 8

26 (°)

* NH,CI : pH 5
" I Y 1 . I " I I I : . I y I g
10 20 30 40 50 60 70 80 90

Figura 16 - Difratogramas de amostras de nanoparticulas de 6xido de ferro obtidas em

diferentes condigdes de pH.

Os diametros médios dos cristalitos foram estimados pela equagdo de Scherrer

(Equagdo 7), em que L. ¢ o didmetro médio do cristalito calculado em referéncia ao pico

de maior intensidade identificado pelos correspondentes indices de Miller, k ¢ uma

constante de proporcionalidade (foi admitida a ocorréncia de particulas esféricas e

simetria cubica, adotando assim k = 0,94), A ¢ o comprimento de onda da radiacdo

(0,1542 nm para Cu Ka), 0 ¢ o angulo de difragdo e ¢ a largura a meia altura do pico

analisado (calculado por aproximagao do pico por uma Gaussiana). A dimensao estimada

para os cristalitos (Tabela 5) sugere uma boa aproximacao para o didmetro médio das

particulas obtidas.

kA
¢ B.cos(0)

Equacao 7
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Tabela 5 - Didmetro médio de cristalitos estimados pela equacdo de Scherrer,
apresentados com os respectivos parametros de calculo.

pH 20 (°) B(® D311 (nm)
35,54 0,82 11
8 35,59 0,69 13
11 35,69 0,72 12

Nao foi observada correlagio do pH do meio reacional com o tamanho do
cristalito, até porque muitos fatores influenciam fortemente no tamanho da particula e
nem todos foram controlados com a devida precisdo para ser feita uma afirmacdo desta
natureza. Todavia, foi confirmado que condi¢cdes mais alcalinas contribuem com a

cristalinidade do material.

Frente aos resultados apresentados, as nanoparticulas magnéticas obtidas em
pH 11 foram adotadas nos subsequentes ensaios de encapsulamento em matrizes
poliméricas. Portanto, tais particulas foram caracterizadas com maior detalhamento,

como discutido no decorrer desta secao.

A Figura 17 apresenta o padrao de difracdo do material magnético obtido em
pH 11. O difratograma apresenta os picos caracteristicos da magnetita, que foram
identificados pelos correspondentes indices de Miller. No entanto, vale ressaltar que a
magnetita ¢ a maghemita possuem estruturas cristalograficas muito semelhantes e,
portanto, podem apresentar picos sobrepostos em seus padroes de difracdo. No Apéndice
A ¢ feita uma andlise mais detalhada do difratograma em questdo, com auxilio de
parametros obtidos em base de dados cristalograficos. Nesta analise, o padrao de difracao
da amostra ¢ confrontado com padrdes de difracdo calculados com base no arranjo
cristalino da magnetita e maghemita. Foi observado que os picos principais do
difratograma analisado podem apresentar contribuigdes de ambos oOxidos de ferro.
Portanto, a caracterizacdo do material por difragdo de raios X ndo garante de forma
inequivoca a pureza do material. Entretanto, ¢ notdrio que a fase de magnetita contribui
majoritariamente com a composicdo do material, tendo em vista a coloracdo negra do
material. A exposicdo do material ao ar tende a enriquecer o teor de maghemita, o que ¢

percebido pelo fato da amostra adquirir coloragdo ocre, caracteristica da espécie oxidada.
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Sendo assim, as amostras empregadas nas metodologias de encapsulamento foram
armazenadas em soluc¢des aquosas, amenizando o polimorfismo induzido por condi¢des

oxidativas.

Intensidade (u.a.)
—————— 311

220
400
— 511

D
422

20 (%)

Figura 17 - DRX de amostra de particulas magnéticas sintetizada por coprecipitagdo em
pH 11, com identificagdo dos picos correspondentes a magnetita.

A morfologia das particulas magnéticas pode ser melhor avaliada por microscopia
eletronica de transmissado (Figura 18). A micrografia de transmissao (Figura 18 - MET de
amostra de particulas magnéticas sintetizadas por coprecipitagdo em pH 11 (a) e
correspondente distribuicdo de tamanho de particulas (b).- a) confirma a forma esférica
das particulas e apresenta distribuicdo de tamanho de particulas (Figura 18 - MET de
amostra de particulas magnéticas sintetizadas por coprecipitagdo em pH 11 (a) e
correspondente distribuicao de tamanho de particulas (b).- b) com diametro médio de 11
nm e desvio padrao de 3,5 nm. Considerando que a média aritmética ¢ subestimada para
a distribuicdo apresentada, foi calculada a média ponderada (12 nm) para caracterizar as
particulas com maior confiabilidade. Portanto, o didmetro da particula calculado a partir
da distribuicdo de tamanho de particulas por MET apresenta ordem de grandeza
compativel com as estimativas previstas por difragdo de raios X. As particulas magnéticas
organizam-se em pequenos aglomerados, arranjo favorecido pela minimizagao da energia
superficial do sistema e potencializado pela secagem da amostra imposta pela condi¢ao

da caracterizacao.
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Figura 18 - MET de amostra de particulas magnéticas sintetizadas por coprecipitacdo em
pH 11 (a) e correspondente distribui¢do de tamanho de particulas (b).

4.1.2. Estabilidade em solucao

As nanoparticulas magnéticas empregadas na metodologia de encapsulamento em
PAA foram avaliadas quanto a estabilidade em solucdo aquosa em presenca de
surfactantes. As particulas foram estabilizadas em solucdo saturada de lauril sulfato de
sodio (LSS) e em solugdo 0,3 % p/p de citrato de sddio (CS), com teor massico de 1,0 %
de material magnético em solucao, sendo posteriormente filtradas em membrana com
diametro de poro de 0,25 um. Na Figura 19 pode ser observada a estabilidade destas
suspensoes. Vale destacar que a amostra preparada em LSS ndo atingiu satisfatoria
dispersdo individual das particulas e que grande parte do material em suspensao foi retido
pela membrana, resultando em sobrenadante com baixo teor de s6lido (turvacdo discreta).
Foi observado previamente que o LSS ¢ menos efetivo que o CS para manter as particulas
em suspensao, vencendo tendéncia a aglomeragdo e decantagdo da amostra. Por essa
razao, foi adotada a solucdo de LSS em condi¢do de saturagdo. J4 a concentracdo da
solugdo de CS foi determinada com base em estudo realizado por Alves (2012) que

corrobora os resultados aqui apresentados.
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Figura 19 - Suspensdes de NPM em solucdo de lauril sulfato de sodio a 3,0 % p/p
(esquerda) e citrato de sodio a 0,3 % p/p (direita). Amostras foram filtradas em membrana
de 0,25 um, apds 2 h de agitagdo mecanica.

Validando a avaliagdo qualitativa exposta anteriormente, a estabilidade das
particulas em 4gua foi quantificada por analise de potencial zeta (Tabela 6), seguindo
protocolo de medida estabelecido na Se¢do 3.5.11. As nanoparticulas magnéticas sem
estabilizacdo prévia com surfactante (NPM pura) apresentou potencial de -16,03 mV. A
exposicdo de atomos de ferro na superficie de nanoparticulas de 6xido de ferro favorece
a coordenagao de moléculas de agua na superficie da particula, quando em meio aquoso.
Assim, a superficie da nanoparticula fica repleta de grupos hidroxilos anfoteros,
dependentes da dissociagdo das referidas moléculas de dgua. Portanto, a carga superficial
da particula ¢ dependente do pH do meio e, por conseguinte, do ponto isoelétrico, que

ocorre por volta de pH 6,8 (LING; HYEON, 2013).

Tabela 6 - Potencial zeta de NPM dispersas em diferentes condicdes.

Amostra § (mV)
NPM pura -16,03 £ 1,75
NPM dispersa em lauril sulfato de sddio 3 ,0 % p/p -0,08 £ 0,15
NPM dispersa em citrato de sodio 0,3 % p/p -24,777 £ 1,27

O potencial eletrocinético das particulas se manteve negativo quando estabilizadas
pelos surfactantes. No entanto, ocorreram significativas alteragdes nas magnitudes das
medidas. A estabilidade das particulas em solugdo ¢ caracterizada por altos valores de
potencial zeta (§), acima de 30 mV (em mddulo), regido de potencial em que as particulas
tendem a repelir umas as outras, reduzindo a tendéncia de aglomeragao e favorecendo a

dispersdo (FERREIRA, 2009). Adotando este critério de estabilidade, os valores de
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potencial zeta obtidos em presenca dos surfactantes estd de acordo com o previsto. Como
observado previamente, o LSS ndo estabiliza as NPM de forma efetiva, o que ¢
confirmado pelo baixo valor de & Em contrapartida, o potencial referente as NPM
estabilizadas em CS apresenta ordem de grandeza condizente a regido de estabilidade de

sistemas particulados em suspensao.

4.1.3. Medidas de magnetizacao

Quando o volume de uma particula magnética se encontra abaixo de um volume
critico, a divisdo em dominios magnéticos ¢ substituida pela configuracao de
monodominio, que passa a ser energeticamente mais favordvel. Nesta configuracdo,
acima da T, 0 momento magnético da particula ¢ altamente influenciado por flutuagdes
térmicas e a energia térmica ¢ suficiente para mudar rapidamente a dire¢do do momento
magnético de cada particula, em estado superparamagnético. A competi¢do entre as
energias térmica € magnética determina se a particula esta em estado superparamagnético
ou bloqueado (CULLITY; GRAHAM, 2011). A investigagdo das propriedades
magnéticas foi realizada por meio de medidas de magnetizacdo como fungdo do campo

magnético aplicado (M x H) e da temperatura (M x T).

As amostras magnéticas sintetizadas em diferentes condi¢des de alcalinidade
apresentaram comportamento semelhantes quanto as propriedades magnéticas. Todas as
amostras apresentaram valores de magnetizagao de saturagdo a 300K na faixa entre 75 e
85 emu.g!, condizente a valores reportados na literatura (WU; HE; JIANG, 2008) para
nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro e, como esperado, inferior ao valor massivo
de 100 emu.g™!. Medidas de isotermas de magnetizacio realizadas em fungio do campo
magnético aplicado, em distintas temperaturas ¢ em campo fixo em 100 Oe sdo
apresentadas respectivamente nas Figuras Figura 20 e Figura 22, para a amostra obtida

empH 11.
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Figura 20 - Magnetizagdo como fun¢do do campo magnético aplicado a diferentes
temperaturas, para amostra de NPMs obtida em pH 11.

A coercividade e a remanéncia da amostra magnética diminuem com o aumento
da temperatura (Figura 20), sendo a magnetizagdo de saturacio elevada de 76 emu.g™!
(a 300 k) para 85 emu.g™!, quando a medida ¢ realizada a 5 K. Uma histerese discreta é
observada nas curvas de magnetizacao (destacada na Figura 21 e detalhada na Tabela 7).
Apesar da referida histerese, a presenga de comportamento superparamagnético pode ser
atribuido quando a razdo entre magnetizacao residual e de saturag¢do se encontra abaixo
de 0,1. Tal valor de quadratura corresponde a perda de mais que 90 % da magnetizagdo
ap6s remocgao do campo magnético (KHANNA; VERMA, 2013). Portanto, ha indicios
de que o material magnético obtido apresenta comportamento superparamagnético na

temperatura ambiente.
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Figura 21 - Ampliacao das curvas de histerese, referentes as medidas de magnetizagao
como fun¢do do campo magnético aplicado em diferentes temperaturas, para amostra de
NPMs obtidas em pH 11.

Tabela 7 — Grandezas associadas as curvas de histerese, referentes as medidas de
magnetizacdo como fun¢do do campo magnético aplicado em diferentes temperaturas,
para amostra de NPMs obtidas em pH 11.

T (K) He (Oe) Mr (emu.g™) Ms (emu.g™) Mr/Ms
300 8,7 1,2 76,0 0,016
250 13.2 1,8 78,7 0,023
200 20,7 2,7 80,1 0,034
150 33,9 4,6 82,0 0,056
100 71,4 7,9 84,0 0,094
50 150,7 14,5 84,8 0,171

5 303,2 25,1 84,8 0,296

As medidas de magnetizagdo como fun¢ao da temperatura foram realizadas nos
modos zero field-cooled (ZFC)" ¢ field-cooled (FC)™, sob aplicagdo de campo magnético
externo constante de 100 Oe (Figura 22). O comportamento observado ndo esta de acordo

com o esperado para sistemas superparamagnéticos (MERCANTE, 2013). Em modo

* Zero field-cooled (ZFC) - A amostra ¢ inicialmente arrefecida sem qualquer campo magnético aplicado a
temperatura desejada. Os dados sdo coletados enquanto se aquece a amostra com a aplicagcdo de campo
magnético.

** Field-cooled (FC) - A amostra ¢ arrefecida com campo magnético aplicado a temperatura desejada.
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ZFC, a temperatura de bloqueio (Tg) ndo figura como uma inflexdo maxima e, em modo
FC, a magnetizagdo decresce monotonicamente com o incremento de temperatura,
sugerindo comportamento ferrimagnético massivo (RODRIGUES et al., 2016). O
comportamento magnético tendendo ao esperado para o material massivo pode estar
relacionado a aglomeracdo das nanoparticulas promovida no processo de secagem do
material (por liofilizagdo) antes da medida. O empacotamento do material pode
influenciar as interagdes magnéticas interparticulas. Kostopoulou et al. (2014) investigam
nanoclusters de nanoparticulas de 6xido de ferro e observaram que o aumento do tamanho
do cluster resulta no aumento da Tg, apresentando curvas compativeis com a obtida neste

trabalho.
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Figura 22 - Magnetiza¢ao como func¢do da temperatura sob campo magnético de 100 Oe,
nos modos FC e ZFC, para amostra de NPMs obtidas em pH 11.

Em medidas de magnetizacdo de nanoparticulas magnéticas como fun¢do da
temperatura, com o aumento da temperatura (modo ZFC) os momentos magnéticos
adquirem energia suficiente para vencer a barreira de energia criada pela anisotropia,
resultando em um aumento da magnetizagdo, que atinge valor maximo quando a maior
parte das particulas se encontra desbloqueada. Em temperaturas superiores a associada ao
bloqueio da maior parte das nanoparticulas, a energia térmica se sobrepde e a
magnetizagdo decresce com a temperatura na regido de regime superparamagnético. A

medida que a temperatura ¢ novamente reduzida (modo FC), os momentos magnéticos
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retomam a condi¢cdo de bloqueio, agora na dire¢cdo do campo aplicado, e o valor da

magnetizacdo deixa de aumentar (MERCANTE, 2013).

4.1.4. Hipertermia magnética

As nanoparticulas magnéticas também foram caracterizadas quanto ao efeito de
hipertermia, para avaliar o potencial de liberacdo de calor do material quando submetido
a aplicagdo de campo magnético alternado externo. A Figura 23 retne os perfis de
liberacao de calor das NPM em meio aquoso, sob diferentes concentragdes. A temperatura
do meio aumenta com a evolugao do tempo de medida e com a concentragao do material
magnético, como um tipico perfil de hipertermia (SAKELLARI et al., 2016). As
particulas magnéticas obtidas neste trabalho podem ser consideradas como efetivos
mediadores de hipertermia, quando empregadas em concentragdes superiores a
2,5 mg.mL"! (admitindo a tolerancia de 15 min para atingir a faixa de temperatura de 41

a 45 °C).
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Figura 23 - Perfil de libera¢do de calor de NPM em solugdao aquosa de LSS 3,0% p/p,
com diferentes concentragdes, sob aplicagdio de campo magnético a 16 KAm' e
307 KHz.
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Inflexdes irregulares foram observadas no inicio da curva de aquecimento, sendo
atribuidas a decantacdo das particulas por a¢do de aplicagdo do campo. Comportamento
semelhante foi descrito por Dias (2014), para sistemas compostos por nanoanéis

ferrimagnéticos.

Medidas de hipertermia foram realizadas para uma mesma amostra sob diferentes
condig¢des de secagem (Figura 24). A eficiéncia de liberagdo de calor em agua apresentou
uma ligeira reducdo (menor inclinagdo da curva) com o aumento da temperatura de
secagem da amostra. Tal constatagdo pode ser atribuida a possivel oxidagdo parcial da
superficie da particula magnética, favorecida pela temperatura. Esta diferenga ¢ relevante
para a avaliacao da hipertermia das amostras encapsuladas em matriz polimérica, uma

vez que os materiais foram caracterizados apds secagem padronizada em 60 °C.
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Figura 24 - Perfil de liberacao de calor de NPM, seca em diferentes condi¢des, sob
aplica¢ido de campo magnético a 16 KA.m™!' e 307 KHz ([NPM] = 5,0 mg.ml ™).

A inclinagdo da curva de aquecimento no estdgio inicial de aquecimento
corresponde a taxa de aquecimento que caracteriza a eficiéncia de hipertermia. Esta pode
ser convertida em SLP, por intermédio da Equagao 1. Considerando o meio de suspensao
das particulas magnéticas como agua pura e ponderando o calor especifico total do
sistema (particula mais agua) pela massa, a Equagdo 1 pode ser reescrita na forma da

Equacdo 8, em termos do calor especifico da particula (cp), do calor especifico da agua
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(cH20), da massa especifica da agua (pm20) € da concentracdo massica das particulas (pp).

PHzo-CHzo| AT

SLP = [Cp + o ‘At Equagcio 8

As curvas da Figura 24 foram linearizadas no intervalo inicial das medidas (2 a
5 min, regido em destaque na figura) resultando em retas com coeficiente de correlagdao
(R?) superior a 0,99. Os coeficientes angulares das retas, correspondentes as respectivas
taxas de aquecimento dos sistemas, foram utilizados para célculos de SLP (Tabela 8) por
intermédio da Equacdo 8, considerados valores de calor especifico da magnetita (c, =0,16
cal.g’'.°C™), calor especifico da 4gua (cmz0 = 1,00 cal.g!'.°C "), massa especifica da agua
(pm20 = 1000,0 mg.mL™") e concentragdo massica das particulas (pp = 5,0 mg.mL™"). E

notdria a reducdo do valor do SLP em resposta ao aquecimento da amostra.

Tabela 8 - SLP de NPMs, secas em diferentes condi¢des, sob aplicacdo de campo
magnético a 16 KA.m™! e 307 KHz.

Condicao de secagem do SLP ILP
material (W.g'h (nH.m2.kg™")

Seco ao ar 25,66 0,33

Seco a 60 °C 20,78 0,26

Apesar do SLP ser a grandeza mais empregada para expressar a magnitude de
hipertermia de um material, ¢ complicado comparar estes valores apresentados por
diferentes autores, em razao da dependéncia deste pardmetro com o campo e a frequéncia.
Com o intuito de eliminar esta dependéncia Kallumadil et al. (2009) introduziram o
conceito de perda especifica de poténcia (ILP - Intrinsic loss power), definida como a
razdo entre o SLP e o produto H2.f (Equagdo 9).

ILP =5 Equagéo 9

Os maiores valores de SLP ja reportados para nanoparticulas de 6xido de ferro sao
600 W.g'! (410 KHz; 11,2 KA.m), para NP quimicamente sintetizada (HERGT et al.,
2004), e 960 W.g™!' (410 KHz; 10,0 KA.m™"), para NP produzida por bactéria (HERGT et
al., 2005), com valores correspondentes a ILP de 11,7 e 23,4 nHm>Kg!,

respectivamente. Nanoparticulas comerciais de 6xido de ferro com didmetros entre 10 e
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12 nm foram reportados com ILP na faixa de 2,00 a 3,25 nH.m>Kg! (KALLUMADIL et
al., 2009). Os valores de ILP apresentados na Tabela 8 possuem uma ordem de grandeza
a menos que a reportada para os referidos 6xidos de ferro comerciais. Em contrapartida,
estes valores sdo compativeis com dados reportados por Fortin et al. (2007) para
nanoparticulas de 6xidos de ferro. Vale ressaltar que todas as referéncias apresentadas
destacam o incremento do ILP com o aumento do tamanho da particula. Portanto deve
ser observado que o comportamento magnético do material também varia com o tamanho

e morfologia da particula, o que influi nas diferencas de ILP.

4.1.5. Analise estatistica [NPM]

Todas as medidas de hipertermia magnética das amostras do planejamento,
descrito na Secdo 3.1.3, apresentaram comportamento semelhante ao exemplificado na
Figura 25. Observa-se claramente a evolugdo da liberagdo de calor das nanoparticulas
magnéticas para o meio aquoso em relagdo ao tempo de medida, realizada em frequéncia

e intensidade de campo magnético alternado de amplitude constante.
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Figura 25 - Perfil de temperatura € campo magnético ([NPM]=9,33 mg.mL";
[LSS] =0,5 mol.L'; H=15,5 KA.m" e f= 307 KHz).
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As medidas de hipertermia geraram dados de taxa de liberagao de calor que foram
convertidos em valores de SLP, por intermédio da Equagdo 8. Para o céalculo do SLP
foram considerados os valores de calor especifico da magnetita, calor especifico da agua
e massa especifica da 4agua, respectivamente: 0,16 cal.g’'.°C™!; 1,00 cal.g’.°C! e
1000,0 mg.mL"!. Os valores de taxa de liberagdo de calor foram calculados a partir da
lineariza¢@o dos dados de temperatura do meio em andlise, na faixa compreendida entre
2 e 5 min a partir do inicio de aplicagdo do campo. Tal delimitagdo foi aplicada com o
intuito de eliminar interferéncias de comportamentos irregulares nos instantes iniciais das

medidas, porém mantendo a precisao das medidas.

Tabela 9 - [Planejamento NPM] Condi¢des das varidveis de entrada normalizadas e
respectivas taxas de liberagdo de calor associadas a variavel de saida SLP.

AT/At
z1 z2 z3 z4 “C /I/nin) (3\1;/2)
-1 -1 -1 -1 0,11 1,88
-1 -1 -1 1 0,43 3,23
-1 -1 1 -1 0,14 2,51
-1 -1 1 1 0,50 3,77
-1 1 -1 -1 0,51 8,89
-1 1 -1 1 1,19 8,88
-1 1 1 -1 0,55 9,62
-1 1 1 1 1,14 8,53
1 -1 -1 -1 0,65 11,29
1 -1 -1 1 1,57 11,71
1 -1 1 -1 0,65 11,40
1 -1 1 1 1,60 11,98
1 1 -1 -1 1,75 30,43
1 1 -1 1 3,99 29,84
1 1 1 1 1,91 33,25
1 1 1 1 3,93 29,39
-1 0 0 0 0,71 7,48
-1 0 0 0 0,56 5,84
-1 0 0 0 0,61 6,35
1 0 0 0 2,18 22,87
1 0 0 0 2,18 22,81
1 0 0 0 1,99 20,86

*(z1 - f, 22 - H, 3 — [LSS], z4 — [NPM])
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A Tabela 9 apresenta o conjunto completo dos experimentos que compuseram o
planejamento fatorial realizado e retine os respectivos valores calculados de taxa de
liberagdo de calor, vinculados a variavel de saida SLP. Apesar de dados brutos tenderem
a apresentar maior precisdo em andlises estatisticas, optou-se pelo calculo da taxa de
absorcao especifica (SLP), com o intuido de validar os resultados obtidos, além de
estabelecer uma padronizagdo em concordancia com a forma que tais dados se apresentam

na literatura.

Tendo em vista que o SLP consiste na poténcia gerada pela nanoparticula
magnética normalizada por sua massa, valores iguais desta varidvel de saida para
experimentos realizados com massas diferentes de nanoparticulas, desde que mantidas
iguais as demais condi¢des do experimento, validam o planejamento. Portanto, tomando
em pares os 16 primeiros experimentos, apresentados na Tabela 9, para diferentes
condigdes apenas na Var. IV (concentragdo de NPM), observa-se que os valores de SLP
sdo estatisticamente iguais, admitindo o erro experimental como o dobro dos desvios
padrdes (uma vez que foram consideradas distribui¢des normais com 95 % de confianca).
Os referidos desvios padrdes estdo apresentados na Tabela 10, em que ¢ apresentada a
analise dos pontos centrais do planejamento. Os erros podem ser considerados

satisfatorios, dado o baixo contetido de dispersao das medidas.

Tabela 10 - [Planejamento NPM] Analise estatistica dos pontos centrais.

( '19 09 09 0) (+19 09 09 0)
Média 6,56 22,18
Variancia 0,70 1,31
Desvio Padrao 0,84 1,14

A andlise de correlagdes entre as variaveis de entrada e saida, apresentada na
Tabela 11, mostra que a frequéncia e intensidade do campo magnético aplicado estdao
fortemente correlacionados a liberacdo de calor pelas nanoparticulas, de maneira
estatisticamente significativa® e diretamente proporcional. Como mencionado por Kumar
e Mohammad (2011), a liberacdo de calor por particulas superparamagnéticas ¢ mais

afetado pelo mecanismo de relaxagdo de Néel e, em geral, os valores de SLP aumentam

* Os valores estatisticamente significativos estdo representados em vermelho nas matrizes de correlagéo
apresentadas neste trabalho.
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com a frequéncia e proporcionalmente ao quadrado da intensidade de campo magnético
aplicado. Tal consideracdo estd em concordancia com o resultado apresentado na referida

matriz de correlagoes.

Tabela 11 - [Planejamento NPM] Matriz de correlagdo entre variaveis.

z1 72 z3 z4 SLP

z1 1,00 0,00 0,00 0,00 0,78
z2 0,00 1,00 0,00 0,00 0,55
73 0,00 0,00 1,00 0,00 0,02
z4 0,00 0,00 0,00 1,00 -0,01
SLP 0,78 0,55 0,02 -0,01 1,00

A matriz identidade destacada na Tabela 11 confirma a ortogonalidade intrinseca
ao planejamento fatorial. Neste, as varidveis independentes se encontram completamente

descorrelacionadas umas com as outras.

Os valores normalizados das variaveis de entrada, junto aos correspondentes
valores de SLP, presentes na Tabela 9, foram alimentados ao software Statistica para a
predicdo de modelo estatistico empirico, no formato apresentado pela Equacao 6. O
modelo final obtido (Equagao 10), apresenta todos os parametros significativos, expressos
com seus respectivos erros paramétricos. A avaliagdo estatistica culminou em valor de
19,19 para a fungao objetivo e coeficiente de correlagao de 0,995, indicando bom ajuste
dos parametros ao modelo. Este ajuste satisfatorio pode ser observado na Figura 26 que
apresenta o diagrama que inter-relaciona os valores observados experimentalmente com

os valores preditos pelo modelo.

SLP(W.g™1) = 13,764 + 0,220 + 7,675 + 0,220.f(KHz) + 6,31 + 0,258.H(KA.m™1)
+ 3,250 + 0,258. f(KHz). H(KA.m™1)
Equacao 10
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Figura 26 - [Planejamento NPM] Diagrama com valores de SLP preditos pelo modelo e
observados experimentalmente.

O modelo empirico desenvolvido confirma que as varidveis frequéncia e
intensidade de campo magnético exercem efeitos significativos sobre o desempenho
térmico do sistema analisado. Ambas as variaveis apresentam comportamento construtivo
com relagao ao SLP (parametros positivos), contribuindo com componentes principais
compondo o termo de sinergia. A concentragdo de surfactante e de particulas magnéticas
ndo figuram no modelo como variaveis significativas, o que estd de acordo com a baixa

correlagdo destas com a variavel de saida (como pode ser visto na Tabela 11).

As componentes de inducdo de campo magnético influenciam o SLP em
diferentes propor¢does. Como pode ser observado nos parametros do modelo e na
correlagdo destas com a varidvel de saida, a frequéncia influencia o SLP mais que a
intensidade de campo magnético aplicado, o que pode ser justificado pelo fato do
planejamento de segunda ordem ter a sensibilidade apenas para influéncias lineares das
variaveis. A influéncia quadratica referente a intensidade de campo magnético s6 pode
ser confirmada por planejamento de terceira ordem. Entretanto, o teor mais sutil do

parametro vinculado a tal varidvel pode ser um indicativo desta ndo linearidade.

O surfactante tende a influenciar os esforgos viscosos do sistema que, em termos
de liberacdo de calor pelas particulas magnéticas no meio, integra o mecanismo de
relaxacao de Brown. Como mencionado anteriormente, este mecanismo de relaxagao

contribui pouco no processo de liberacao de calor; portanto, justifica-se a baixa influéncia
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do surfactante sobre o SLP. Complementarmente, o efeito nulo da concentragdo de
nanoparticulas magnéticas no modelo de predi¢cao do SLP ja era esperado, em razdo desta
ser uma variavel normalizada em termos da massa de material magnético, uma vez que o

volume de solvente utilizado em todas as aliquotas foi 0 mesmo.

Shah et al. (2015) investigaram o impacto das variaveis frequéncia e intensidade
de campo magnético aplicado, concentracdo e tamanho de nanoparticulas magnéticas,
bem como viscosidade do meio, sobre a eficiéncia de liberagdo de calor de 6xidos de ferro
como magnetita e maghemita. O grupo analisou efeitos principais de cada variavel sobre
o SLP, por intermédio de variacdes individuais de cada varidvel. Os resultados

apresentados no referido estudo corroboram a analise multivariavel proposta nesta se¢ao.

4.2. Nanoparticulas poliméricas (NPP)

4.2.1. Particulas de PAA

Como ja mencionado, foi dada maior atengao no presente trabalho para a obtengao
de nanoparticulas poliméricas de PAA. Em acordo com o desenvolvimento cronologico
dos experimentos e de forma a fundamentar uma metodologia mais bem estruturada, a
avaliacdo do planejamento experimental precede a caracterizagdo das particulas

poliméricas de PAA obtidas por miniemulsdo inversa.

4.2.1.1. Analise estatistica [NPP]

A presente analise estatistica, referente ao estudo da polimerizagdo por
miniemulsdo inversa do PAA, sera discutida em dois blocos. Inicialmente serdo
abordados os estudos exploratorios responsaveis pela definicdo das variaveis de saida, e
respectivos intervalos de variacdo, do planejamento. O segundo bloco faz a discussao
propriamente dita do planejamento experimental, com a proposi¢do de um modelo

empirico para a variavel de saida mais relevante.
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a) Estudos exploratodrios

Polimerizagdes via miniemulsao inversa foram realizadas em diferentes
temperaturas (Figura 27) com o intuito de avaliar o comportamento cinético da reagao.
Foi empregada a metodologia descrita na Secdo 3.2.2, salvo a diferenga do iniciador ter
sido adicionado apenas ap6s equilibrio térmico da emulsdo no reator. O comportamento
das isotermas em relagdo a variacdo de temperatura ¢ semelhante ao observado em
polimerizagdes do acido acrilico em solucdo (CHEVREL et al., 2014). Apesar de
inclinagdes mais pronunciadas em maiores temperaturas, as taxas de reacdo foram
inferiores as esperadas para polimerizacdes em miniemulsdo. Este método de
polimerizacao tende a resultar em reacdes mais rapidas, em comparagdo a polimerizacao
em solucao (CAPEK, 2010). A cinética relativamente lenta observada pode ser atribuida
a possivel limitacdo difusional do iniciador para as gotas que contém o monomero. Tal
resisténcia a transferéncia de massa pode estar relacionada com a elevada viscosidade da
fase continua empregada. Vale observar que a conversao inicial € alta (cerca de 25 %), o
que pode ser atribuido a possivel iniciacdo da polimerizagdo nas etapas anteriores ao

aquecimento no reator.
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Figura 27 - Influéncia da temperatura no rendimento da reagao de polimerizacao do PAA.

Em termos praticas, a reacao conduzida a 80 °C apresentou pequenos aglomerados

poliméricos no fim do processo. Portanto, temperaturas superiores a 80 °C inviabilizam a

78



obten¢do de nanoparticulas poliméricas monodispersas, o que pode estar relacionado a
interferéncias da temperatura na estabilidade da emulsdo na etapa antecedente a
polimerizacdo. Diante desta limitacdo, a temperatura maxima no planejamento foi
definida como igual a 75 °C. O ponto central foi fixado em 70 °C, considerando ser essa
a condicdo mais comumente empregada em polimerizagdes de acido acrilico iniciadas

por persulfato.

A influéncia do momento de adi¢do do iniciador no sistema reacional foi avaliada
por intermédio de reacdes conduzidas a 70 °C. O rendimento da reagdo foi confrontado,
na Figura 28, para a adi¢do do iniciador depois do equilibrio térmico e para a adicdo do
iniciador pré etapa de emulsao. O rendimento apresentou comportamento estatisticamente
similar no inicio da reac¢do, ndo sendo influenciado pela condig¢do de adi¢@o do iniciador.
Modificagdes significativas na taxa de reagdo (inclinagdo da curva obtida pelos pontos
experimentais) foram observadas apos 2 h de reacdo. A obtencdo do PAA por
miniemulsdo inversa apresentou melhores rendimentos quando o iniciador foi adicionado
logo no inicio do processo. Neste caso, o iniciador encontra-se mais homogeneamente
distribuido na fase reacional, sem a necessidade de vencer limita¢des difusionais impostas
pelo meio de suspensao. Assim, a concentragao de iniciador tende a ser maior no interior
das goticulas onde ocorre a polimerizagao e a atividade dos radicais ativos ¢ mantida por
mais tempo, estendendo o prazo de terminagdo da reagdo. Embasado por este raciocinio,
o comportamento semelhante ao inicio da reagdo sugere que a cinética da reagdo seja
controlada pela iniciagdo térmica nas primeiras horas. Com base nestes resultados, a
metodologia de polimerizagao do acido acrilico foi estabelecida com a adi¢ao do iniciador

no inicio do processo, antecedendo a etapa de emulsao.
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Figura 28 - Influéncia da adi¢ao do iniciador no rendimento da reacdo de polimerizacio
do PAA. Reacdes realizadas a temperatura constante de 70 °C.

De forma complementar as consideragdes cinéticas apresentadas, os estudos

exploratorios contemplaram a avaliagdo do nivel de reticulagao do polimero por meio de

ensaios de inchamento em agua. Para avaliar tal comportamento, foram realizadas

polimerizacdo de 4cido acrilico em solu¢do aquosa e em presenga de EGDMA como

reticulante, conforme metodologia apresentada na Secdo 3.2.3. Teores de inchamento e

solubilidade (Figura 29), calculados a partir de dados coletados nos referidos ensaios,

sugerem o aumento do nivel de reticulacdo com o aumento do teor de reticulante inserido

no sistema, como esperado, ja que o percentual de inchamento e solubilidade decrescem

com o incremento da carga de EGDMA.
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Figura 29 - Efeito de inchamento e solubilidade de PAA reticulado por EGDMA via
polimerizagdo em solugao.

O hidrogel de PAA/EGDMA resultou em expressivos teores de inchamento em
agua (200-300 %). Tal comportamento estd em acordo com o perfil de inchamento
apresentado para o PEGDMA, descrito por Killion et al. (2011), que apontaram o
favorecimento do inchamento como consequéncia do aumento do teor de 4gua no meio
reacional. Como o aumento do teor de reticulante empregado nas polimerizagdes em
solucdo resulta em menores teores de agua no sistema, como exposto na Tabela 12, a
referida correlacdo do inchamento com o teor de agua também pode ser observada no

presente trabalho.

A quantificacdo do teor de polimero em solu¢do mostra que a solubilidade do
polimero hidrogel apresenta perfil em concordincia com o inchamento do material.
Portanto, quando submetido ao meio aquoso, o0 PAA reticulado com EGDMA apresenta

uma tendéncia sutil a solubilizacdo parcial. No entanto, o teor de solubilizagdo do material
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ndo ¢ muito significativo (13% em média). Vale ressaltar que a quantificacdo da
solubilidade do material acumula erros experimentais de pesagem, mais significativos do

que na determinag¢do do teor de inchamento.

Tabela 12 - Composi¢do massica das reagdes de polimerizagdo em solugdo de AA em
presenca de EGDMA.

EGDMA K2S:20s8 AA H:0
0 1 30 69
3 1 30 66
7 1 30 62
10 1 30 59
15 1 30 54
30 1 30 39
40 1 30 29
42 1 30 27
45 1 30 24

Com base no perfil de inchamento obtido para o PAA reticulado com EGDMA,
optou-se por restringir o teor de reticulante no planejamento em niveis inferiores a 10 %.
Assim, a sensibilidade da avaliacdo estatistica ¢ favorecida para a previsdo do

comportamento desta variavel.

As amostras obtidas por polimerizagdo em solugdo, com diferentes teores de
reticulante, também foram caracterizadas quanto a degradacgdo térmica. As respectivas
curvas de TGA dos polimeros estdo reunidas no Apéndice B. Em geral, as curvas
apresentam duas temperaturas principais de degradagdo do material. Analisando o perfil
de degradacdo com relacdo a carga de reticulante utilizada na reacdo, ¢ observado que o
incremento do teor de reticulante estd correlacionado com o aumento da estabilidade
térmica do material (degradacao ocorre em maior propor¢ao na maior temperatura). O
aumento da estabilidade térmica do polimero ¢ um indicio da efetiva reticulagao do
material, uma vez que o intercruzamento das cadeias poliméricas exige maior energia

térmica para rompimento das ligacdes.
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A regido abordada no planejamento para o teor de mondmero foi definida com
base em referéncia adotada para o desenvolvimento da metodologia de miniemulsdo

inversa do PAA (PINTO et al., 2012).

b) Planejamento experimental

As condicdes definidas para cada experimento que compds o planejamento estao
apresentadas na Tabela 13, vinculadas com as correspondentes variaveis de saida. Foram
definidas como variaveis de saida o rendimento ao final de 2 h de reagdo (R), a variagdo
de massa referente a ultima degradacdo térmica do material (M), a viscosidade do
sobrenadante resultante do ensaio de inchamento das particulas poliméricas em agua (V),
bem como a solubilidade (S) e inchamento (I) referentes ao mesmo ensaio. No

Apéndice C sdo reunidas as curvas de TGA analisadas para este planejamento.

Tabela 13- [Planejamento NPP] Condi¢des das variaveis de entrada normalizadas,
associadas as respectivas variaveis de saida nos ensaios de polimerizagao.

1 0 3 Rendimento Am Viscosidade Solubilidade Inchamento
(% p/p) (% p/p) (cP) (% p/p) (% p/p)

1 1 1 69,39 41,98 7,50 35,58 11,58
1 1 -1 61,74 40,38 10,80 55,93 17,27
1 -1 1 94,37 45,18 6,50 25,65 14,64
1 -1 -1 87,92 42 4 11,70 4548 26,84
-1 1 1 34,20 43,36 5,30 23,05 6,37
-1 1 -1 43,83 40,42 20,10 55,62 24,41
-1 -1 1 60,71 39,61 5,40 15,95 5,31
-1 -1 -1 69,20 41,73 10,10 42.63 21,36
0 0 0 59,40 39,58 5,00 18,43 6,00
0 0 0 70,59 39,65 5,40 19,08 5,42
0 0 0 66,89 40,64 6,70 23,32 15,51

*(z1-T,z2-% AA, z3 — % EGDMA)

Primeiramente os dados das variaveis de saida referentes aos experimentos de
tréplica no ponto central foram tratados de acordo com a Tabela 14, expondo o conteudo
de erro destes experimentos, que foi admitido como constante para todo o planejamento.
Observa-se que as tréplicas de rendimento da reagdo (R) e inchamento das particulas (I)

apresentaram elevado teor de dispersdo e que os maiores conteudos de erro estdo
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relacionados as variaveis vinculadas ao ensaio de inchamento (V, S e I). Entretanto, os
erros experimentais calculados ndo refletem em resultados estatisticamente iguais ao
longo do planejamento, o que permite a andlise quantitativa dos dados. Assim, foi
realizada uma analise multivariada das correlagdes entre as variaveis (entrada e saida) do

planejamento fatorial, sumarizada pela correspondente matriz de correlagao (Tabela 15).

Tabela 14 - [Planejamento NPP] Analise estatistica dos pontos centrais.

Variavel de saida R (% p/p) ™M (% p/p) V (cP) S (% p/p) 1 (% p/p)

Média 65,63 39,96 5,70 20,28 8,98
Variancia 32,50 0,35 0,79 7,05 32,06
Desvio Padrio 5,70 0,59 0,89 2,66 5,66

Tabela 15 - [Planejamento NPP] Matriz de correlagdes entre as variaveis.

z1 z2 z3 R M \4 S 1
z1 1,00 0,00 0,00 0,69 0,30 -0,11 0,19 0,18
0,00 1,00 0,00 -0,67  -0,17 0,25 0,30 -0,12
0,00 0,00 1,00 -0,03 0,33 -0,70  -0,74  -0,74
0,69 -0,67  -0,03 1,00 0,36 -0,16  -0,03 0,28
0,30 -0,17 0,33 0,36 1,00 -0,07 0,05 0,23
-0,11 0,25 -0,70  -0,16  -0,07 1,00 0,86 0,81
0,19 0,30 -0,74  -0,03 0,05 0,86 1,00 0,83
0,18 -0,12  -0,74 0,28 0,23 0,81 0,83 1,00

—n<ZREN

A andlise de correlagdes entre as variaveis mostra interacdes estatisticamente
significativas entre os pares (entrada/saida) T/R, % AA/R, % EGDMA/V, % EGDMA/S
e % EGDMA/I. Analisando as variaveis de saida individualmente, o rendimento da
reacdo de polimerizagdo (R) evolui com o incremento de temperatura do sistema e em
oposicao ao teor de mondmero, porém na mesma ordem de grandeza. A variagdo da taxa
de reagdo com a temperatura esta de acordo com o observado nos estudos exploratorios e
como esperado para a reagdo do AA. Em contrapartida, o rendimento da reagdo
apresentou relacdo de dependéncia inversa com a carga de mondmero empregada. Tal
comportamento se justifica pelo mecanismo de reagdo de polimerizagao radicalar (MELO
et al., 2014). Nas reagdes de polimerizacdo via radicais livres, diversas cadeias sdo
iniciadas, propagam e morrem de forma continuada, até o esgotamento da fonte geradora

de radicais livres (OLIVEIRA; NELE; PINTO, 2013), ndo havendo acoplamento entre
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conversao ¢ massa molar. A carga de monomero pode influenciar a massa molar do
polimero obtido; no entanto, a reagdo ¢ limitada pelo tempo de vida do radical formado.
Portanto a correlacdo inversa da concentragdo de monémero com o rendimento da reacdo
pode estar vinculada a utilizagdo de carga fixa de iniciador em todo o planejamento,
resultando em reducdo de carga relativa de iniciador com o aumento de carga de

mondmero.

A estabilidade térmica do material (M) ndo apresentou interagao significativa com
qualquer variavel de processo avaliada. No entanto, foi percebida uma correlacdo mais
efetiva desta variavel de saida com a temperatura da reacao e o teor de reticulante. Tal
comportamento ¢ um indicio de que o incremento de temperatura favorece o
enriquecimento da fase polimérica com o reticulante, aumentando a estabilidade térmica

do material.

O grau de reticulagao do polimero hidrogel ¢ influenciado pelo teor de reticulante,
dada a interagdo significativa e destrutiva com as varidveis referentes ao ensaio de
inchamento. O aumento do teor de reticulacio do polimero resulta na redugdao do
inchamento (I) e da solubilidade (S) do material, condizente com a contribui¢do negativa
destas grandezas na matriz de correlagdo. Em contrapartida, a solubilizagdo do polimero
aumenta a viscosidade da solucdo aquosa (considerando viscosidade de 1,0 cP para a
agua; 1,3 cP para AA e 3,2 cP para EGDMA), o que ¢ confirmado por todas as medidas
de viscosidade dos sobrenadantes analisados no planejamento terem sido superiores a
viscosidade da agua (Tabela 13). Portanto ¢ coerente a redu¢do da viscosidade (V) com o
aumento do teor de reticulagdo, dado menor quantidade de polimero se dissolver na fase

aquosa.

Na matriz de correlagdes (Tabela 15), a matriz identidade, no canto superior
esquerdo, confirma a ortogonalidade intrinseca do planejamento fatorial proposto.
Também esta destacada, no canto inferior direito, a matriz de correlagdes entre as
variaveis referentes ao ensaio de inchamento das particulas poliméricas em agua. Nesta
ultima matriz, todas as varidveis estdo fortemente correlacionadas, uma vez que todas
refletem de alguma forma o teor de reticulagao do polimero. Além disso, a relagdo entre

estas variaveis € significativa, visto que sao complementares.

Os valores apresentados na Tabela 13 foram alimentados ao software Statistica

para a predicdo de modelos estatisticos empiricos, no formato apresentado pela
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Equagdo 6. Nem todas as varidveis de saida resultaram em modelos com ajuste
satisfatorio aos dados experimentais. No entanto, uma vez que a matriz de correlagdes
apresentada permitiu que fossem extraidas as informagdes mais relevantes dos modelos,

optou-se por apresentar apenas o modelo referente a variavel rendimento da reagao (R).

O modelo final obtido (Equagao 11), apresenta todos os parametros significativos,
eXpressos com seus respectivos erros paramétricos. A avaliagdo estatistica culminou em
valor de 68,23 para a funcdo objetivo e coeficiente de correlagao de 0,988, indicando bom
ajuste dos dados experimentais ao modelo proposto (Figura 30), salvo dispersdo dos

pontos centrais (Figura 30).

Conversdo (%) = 65,29 + 0,94 + 13,19 + 1,10. T(2C) — 12,88 + 1,10.AA(% p/p)
+ 4,03 + 1,10. T.EGDMA(% p/p)
Equacao 11

Valores observados

k'] 40 5 80 Fis] a0 a0 100
Valores preditos

Figura 30 - [Planejamento NPP] Diagrama dos valores de conversao preditos pelo modelo
e observados experimentalmente.

Os termos principais do modelo empirico, apresentado para o rendimento da
reacdo de polimerizagdo por miniemulsdo inversa, sdo compostos pelas varidveis
temperatura e teor de mondmero, em acordo com a correlacdo significativa apresentada

entre estas variaveis na matriz de correlagdo (Tabela 15). Além disso, o modelo apresenta
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uma relagdo de sinergia entre a temperatura e o teor de reticulante. Tal interagao

significativa sugere a incorporacao do reticulante EGDMA na matriz polimérica de PAA.

4.2.1.2. Caracterizacao das particulas de PAA

As particulas de PAA descritas nesta secao sdo referentes as condigdes e
proporg¢des massicas descritas na Se¢do 3.2.2. A definicdo da metodologia considerou os
resultados obtidos no planejamento experimental, discutido na secdo anterior, e
informacdes relevantes da literatura. Vale ressaltar que em geral sdo empregados teores
infimos de agente reticulante para promover a formacao de ligagdes cruzadas ao longo da
cadeia polimérica. No entanto, em virtude de se objetivar a produg¢do de particulas
poliméricas com tamanhos bem definidos € com grau minimo de inchamento em meio
aquoso, foi adotado como 15 % o teor de EGDMA. O teor de 4gua também foi fixado em
um valor expressivo (acima de 50 %), com a premissa de que a particula polimérica fosse
concebida em condi¢do de excesso de solvente, podendo assumir dimensdo inferior ao
tamanho da gota formada no inicio da reagdo, dada a perda de agua proporcionada pela
reacdo em sistema parcialmente aberto e sob aquecimento constante. E importante atentar
para a funcdo dual da agua neste sistema, pois além de atuar como solvente, ela também

tem a funcao de estabilizante da fase dispersa.

As particulas poliméricas de PAA, obtidas pela metodologia de miniemulsao
inversa desenvolvida, apresentaram boa dispersdo em 4gua e dimensdo em escala
nanométrica. A caracterizacdo morfologica por microscopia eletronica de varredura
(Figura 31) confirma a dimensdo submicrométrica das particulas. No entanto, por
limitag¢des da resolucao do equipamento, ndo foi possivel definir com precisao o tamanho
das particulas, apesar de se ter uma boa ideia de que possuem didmetro inferior a 300 nm.
Tentou-se realizar medi¢des de distribui¢do de tamanho de particulas em meio aquoso,
pela técnica de espalhamento de luz, no entanto os resultados ndo foram relevantes. A
dificuldade na determinagao do diametro hidrodinamico das particulas de PAA pode estar
relacionada com a solubilidade parcial do polimero em meio aquoso e também pela rapida
agregacao das particulas hidrogéis. Vale destacar que o controle de tamanho de particulas
pode ser conseguido por modificagdo de parametros experimentais, como intensidade da
forga cisalhante promotora da miniemulsdo e também pela adi¢do de uma agente de

pressdo osmotica com elevada hidrofilicidade (CAPEK, 2010).
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Figura 31 - MEV de particulas de PAA obtidas em polimerizagdo por miniemulsdo
inversa.

O material foi caracterizado por FTIR (Figura 32), sendo possivel identificar as
bandas caracteristicas do polimero, em concordancia com a literatura (CHEN et al., 2015;
ZHENG et al., 2011). Na Tabela 16 sdo identificadas as bandas caracteristicas com as
respectivas atribuigdes. A presenca da carboxila, contribui¢do intrinseca ao acido acrilico,
¢ evidenciada pelas bandas referentes as ligacdes C-O, C=0 e O-H (1158, 1712 ¢

2926 cm’!, respectivamente).

Tanto o monomero (AA) quanto o reticulante (EGDMA) apresentam ambientes
quimicos muito semelhantes (AA caracterizado pelo grupo funcional carboxila e
EGDMA caracterizado pelo grupo funcional éster). Portanto, ndo ¢ possivel distinguir
com precisdo a contribui¢cdo de cada espécie no espectro. Em contrapartida, a inexisténcia
da banda de deformacio axial associada a ligagdo C=C (por volta de 1650 cm™) confirma
a auséncia de residuos dos precursores na particula polimérica, apos etapa de purificagao
do material. Além disso, representa um indicio de que todo EGDMA incorporado na
cadeia polimérica reagiu pelos dois extremos da molécula, sendo acoplado ao acido
acrilico por reacdes de adicao (MIN; SILBERSTEIN; ALURU, 2014). A incorporagao
do EGDMA na matriz polimérica ¢ notoria, dada a semelhanca do perfil do espectro

apresentado na Figura 32 com o espectro caracteristico do PEGDMA (KILLION et al.,
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2011). Este fato confirma a hipotese de reticulagdo do polimero preparado em

miniemulsao.
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Figura 32 - FTIR de particulas de PAA obtidas em polimerizagdo por miniemulsido
inversa.

Tabela 16 - Principais bandas de absor¢ao e respectivas atribui¢cdes do espectro de FTIR
de particulas de PAA obtidas em polimerizagdo por miniemulsdo inversa.

Banda (cm™) Tipo de absor¢io
761 e 811 Deformacdes das ligagdes C-H fora do plano
1158 Deformagao axial da ligagao C-O (-COOH ou -COOR)
1712 Deformagao axial da ligagao C=0O (-COOH)
2926 Deformagao axial da ligagao O-H (-COOH)

As propriedades térmicas do material foram caracterizadas por analises térmicas.
As correspondentes curvas de TGA e DSC estao apresentadas nas Figuras Figura 33 e

Figura 34, respectivamente.
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Figura 33 - TGA de particulas de PAA obtidas em polimerizacdo por miniemulsao
inversa.
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Figura 34 - DSC de particulas de PAA obtidas em polimerizacdo por miniemulsao
inversa.

A curva de TGA apresentada para as particulas poliméricas de PAA (Figura 33)
mostra uma pequena perda de massa em temperaturas inferiores a 150 °C, provavelmente
referente a presenca de dgua residual no emaranhado polimérico. O material apresenta
duas regides caracteristicas de degradagdo térmica, com taxas de perda de massa mais

pronunciadas em torno de 250 e 420 °C. A perda de massa mais significativa ocorre na
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maior temperatura de degradagao, demonstrando a boa estabilidade térmica do polimero.
Como discutido na Secdo 4.2.1.1, a estabilidade térmica do material ¢ favorecida pelo

enriquecimento da matriz polimérica em termos do reticulante (EGDMA).

Uma transi¢do de fase de segunda ordem ¢ observada na curva de DSC (Figura
34). O material apresenta temperatura de transi¢ao vitrea (Tg) em 71,70 °C, de acordo
com o valor de Tg reportado para PAA puro (PINTO et al., 2012). Usualmente, polimeros
reticulados nao apresentam Tg, em razdo do elevado grau de intercruzamento das cadeias
poliméricas. Em contrapartida, temperaturas de transigdes vitreas iguais as apresentadas
pelo polimero puro sdo esperadas para blendas poliméricas imisciveis. Portanto, a
existéncia da referida Tg para o polimero reticulado pode indicar a formagao de
copolimeros em bloco. A formagdo de copolimero entre AA e EGDMA ¢ pertinente, uma
vez que ambas as moléculas apresentam insatura¢des terminais. No caso do EGDMA ter
atuado como agente reticulante € monomero, também ¢ esperada uma transicao de fases
correspondente ao PEGDMA. No entanto, a curva de DSC nao apresentou uma mudanga
de linha de base adicional, em virtude do PEGDMA exprimir Tg em torno de -50 °C

(KILLION et al., 2011) e a medida ndo ter sido realizada em temperaturas negativas.

4.2.2. Particulas de PMMA

A presente secao tem a finalidade de apresentar caracterizagdes fundamentais das
particulas poliméricas de PMMA obtidas por polimerizacdo via miniemulsdo direta,

apenas para estabelecer um padrdo comparativo.

4.2.2.1. Caracterizacio das particulas de PMMA

As particulas poliméricas de PMMA foram obtidas como um latex estavel, sem a
necessidade de purificacdo adicional. Estas apresentaram estabilidade em suspensdo
aquosa muito superior a observada para as particulas de PAA. Contudo, vale considerar
que a fase continua do meio de polimeriza¢ao direta contém surfactante, que auxilia a

manutencdo da suspensdo das particulas poliméricas ao final da reacao.

Tamanhos de particulas foram observados, por microscopia eletronica de

transmissdo (Figura 35), na faixa de 50 nm. Distribuicdo de tamanho das particulas
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empregando técnica de espalhamento dindmico de luz, apresentou diametro
hidrodinamico médio de 51 nm, com coeficiente de variagao 2, corroborando os dados da
literatura (LORCA et al., 2012). Os diametros obtidos por ambas as técnicas apresentam
dimensdes compativeis, uma vez que 0 PMMA ¢ um polimero organofilico e nao incha
na presenca de agua. Portanto, em termos de dimensao das particulas, o PMMA pode ser
mais adequado que o PAA para aplicagdes bioldgicas, uma vez que se elimina o efeito de

inchamento do material quando submetido ao meio aquoso.

Figura 35 - MET de particulas de PMMA obtidas por polimerizagdo por miniemulsao
direta.

As particulas de PMMA também foram caracterizadas quanto a composicao
estrutural, estabilidade térmica e distribui¢ao de massa molar. O espectro de FTIR (Figura
36) e a curva de TGA (Figura 37) corroboram dados encontrados na literatura (KIM;
NOH; PARK, 2013). O PMMA apresenta bandas caracteristicas similares as destacadas
na Tabela 16 para o PAA, dada a similaridade quimica dos materiais (estruturas quimicas
confrontadas na Figura 10). O PMMA sintetizado mostrou elevada estabilidade térmica,
com degradacao principal em 380 °C. As particulas de PMMA apresentaram massa molar
ponderal média de 1,79.10° Da, com indice de polidispersdo de 1,99, condizente com
distribui¢cdes de massas molares para PMMA obtidos por miniemulsiao (PAIVA; MELO;
PINTO, 2016).
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Figura 36 - FTIR de particulas de PMMA obtidas em polimeriza¢do por miniemulsdo
direta.
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Figura 37 - TGA de particulas de PMMA obtidas em polimerizacdo por miniemulsdo
direta.
4.3. Encapsulamento

A presente secao apresenta um estudo comparativo entre as nanoparticulas
magnéticas encapsuladas em PAA (NPM@PAA), por miniemulsdo inversa, e em PMMA

(NPM@PMMA), por miniemulsao direta. As referidas particulas foram caracterizadas
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quanto a morfologia e tamanho, estabilidade em solugdo, magnetizacao e hipertermia

magnética.

4.3.1. Morfologia e tamanho

A estabilidade da particula magnética em solugdo afeta significativamente o
processo de encapsulamento do material em matriz polimérica. A formac¢do de uma
suspensdo estavel favorece a estabilidade da emulsdo promovida na etapa de

polimerizacao por miniemulsdo (direta ou inversa).

O efeito do surfactante empregado para estabilizar as NPMs foi fortemente
percebido quando encapsuladas em PAA. Quando empregado lauril sulfato de sédio
(LSS), foi obtido um material polimérico com baixa concentragdo de NPM e grande
tendéncia a formacgao de filme. O baixo teor de material magnético se deve a retengao dos
aglomerados por filtracdo prévia em membrana, para garantir o emprego do material
preferencialmente monodisperso. Analises de microscopia eletronica de transmissao do
material (Figura 38) mostraram a formag¢ao de um filme polimérico, favorecido pela
condi¢do de vacuo a que a amostra foi submetida no equipamento, com ocorréncia de
particulas magnéticas monodispersas, favorecida pelas forgas cisalhantes promovidas

pela sonda de ultrassom durante o preparo da suspensao das NPMs.

Com o proposito de aumentar o teor de NPM na fase polimérica, as NPMs foram
dispersas em solucdo de citrato de sodio (CS), apresentando estabilidade
substancialmente superior, como discutido na Se¢do 4.1.2. Neste caso, foram obtidas
particulas poliméricas mais bem definidas, com cerca de 300 nm de didmetro, contendo
as nanoparticulas magnéticas em seu interior organizadas como aglomerados (Figura 39).
Em termos praticos, foi observada a formagao de particulas poliméricas com diferentes
teores de reticulante. Tal afirmacdo se sustenta na observagdao da formagdo de uma
interface 4gua/dleo rica em particulas poliméricas contendo as NPM, além da presenca
de particulas poliméricas na fase aquosa pobres em material magnético e com tendéncia
a formacao de filme. As particulas magnéticas encapsuladas em PAA aqui caracterizadas
sao referentes as concentradas na interface agua/dleo, posteriormente purificadas e

ressuspendidas em dgua. Estas ndo apresentaram tendéncia a formagao de filme e, quando
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secas, apresentam-se como po finamente dividido. Tal comportamento sugere o

enriquecimento do PAA em EGDMA, que apresenta maior afinidade pela fase oleosa.

O possivel enriquecimento da matriz polimérica em EGDMA, favorecido pelas
nanoparticulas magnéticas recobertas com citrato de so6dio, sugerem uma interagdo mais
efetiva da NPM com o CS, em comparagdo ao LSS. Moléculas de CS fortemente aderidas
a superficie da NPM tendem a conferir um carater organofilico as particulas,
proporcionando interagdes mais efetivas com o EGDMA, que tem maior afinidade pela

fase organica do que pela fase aquosa.

Figura 38 — Andlise de MET de filme polimérico obtido ap6s secagem de amostra de
nanoparticulas magnéticas estabilizadas em lauril sulfato de sédio e encapsuladas em
PAA.

AN

Figura 39 — Andlise de MET de nanoparticulas magnéticas encapsuladas em PAA pds
estabilizacdo em citrato de sodio.

95



A morfologia disforme (ndo perfeitamente esférica) das particulas obtidas (Figura
39), pode ser atribuida a adi¢do de 4gua como estabilizante na fase dispersa
(LANDFESTER; WILLERT; ANTONIETTI, 2000). Tal condi¢do pode ser
eventualmente contornada pela adicdo de um agente de pressao osmotica com forte

carater lipofilico (CAPEK, 2010).

Amostras de NPM encapsulada em PMMA, obtidas por miniemulsdo direta,
também foram caracterizadas quanto a morfologia e tamanho. As particulas de PMMA
contendo NPM apresentaram um incremento no didmetro médio de 51 nm, quando
obtidas puras, para 142 nm (Figura 40), confirmado por imagens de microscopia

eletronica de transmissao (Figura 41-a).

A obtencdo de particulas poliméricas maiores, quando se encapsularam particulas
inorganicas (observadas para ambos os casos — NPM@PAA e NPM@PMMA), pode ser
atribuida ao aumento de resisténcia, criado no meio, a formac¢dao de emulsdo quando
aplicadas forcas cisalhantes. O incremento de tamanho de particula apds introdugdo de
um ativo no sistema polimérico foi reportado por outros autores, sendo correlacionado a
perturbagdes no fendomeno de quebra e coalescéncia das gotas (OLIVEIRA et al., 2012).
No entanto, o enquadramento desta variavel nas especificagdes desejadas pode ser
conseguido facilmente por ajuste de parametros do processo reacional, como ja

mencionado anteriormente.

A concentragdo de particulas magnéticas na amostra NPM@PMMA foi baixa,
uma vez que foi adotado o teor de 1 % em massa. Mapeamento por nanodifracao (Figura
41-c) das particulas encapsuladas (Figura 41-b) confirmam o conteudo de material
magnético. Para avaliar o efeito de hipertermia, ¢ desejada uma concentracdo mais
elevada de nanoparticulas de 6xido de ferro. No entanto, tal preocupagao nao integra o
escopo do presente trabalho, uma vez que o potencial de aplicagdao para hipertermia de
NPM encapsuladas em PMMA (via polimerizagdo por miniemulsdo) ja foi confirmado

por Feuser et al. (2015).
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Figura 40 - Distribuicdo de tamanho de particulas de PMMA puro e contendo
nanoparticulas magnéticas encapsuladas, medida por espalhamento de luz.

Figura 41 — Analise de MET de nanoparticulas magnéticas encapsuladas em PMMA (a)
e analises de MET de aglomerados destas particulas (b) com correspondente mapeamento
por nanodifracao (c).
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4.3.2. Estabilidade em solucao

A estabilidade das particulas poliméricas em solu¢dao aquosa foi avaliada para
amostras de polimeros puros e com nanoparticulas magnéticas encapsuladas (Tabela 17).
O encapsulamento em polimero promove incremento de estabilidade das nanoparticulas
magnéticas em solucdo aquosa, comparado ao efeito de recobrimento por surfactantes

(Tabela 6).

Considerando o critério de estabilidade adotado na Se¢do 4.1.2 (suspensao de
particulas estavel para [§| > 30 mV), o PMMA garante maior estabilidade as particulas
que o PAA. Em linhas gerais, todas as particulas expostas na Tabela 17 apresentam
estabilidade aceitavel para aplicacdes bioldgicas. Adicionalmente, valores similares
observados para os pares polimero puro e NPM encapsulada no correspondente polimero,
corroboram o efetivo encapsulamento, dado que as superficies das particulas apresentam

contribui¢des primordiais da matriz polimérica original.

Tabela 17 - Potencial zeta de particulas poliméricas e NPM encapsuladas em polimeros.

Amostra € (mV)
PAA obtido por miniemulsdo inversa 21,27 +4,77
NPM encapsuladas em PAA (NPM@PAA) -22,53+0,93
PMMA obtido por miniemulsdo direta -38,53 + 1,83
NPM encapsuladas em PMMA (NPM@PMMA) -34,83 £ 1,33

4.3.3. Medidas de magnetizacao

O encapsulamento das particulas magnéticas nos polimeros acrilicos resultou em
um material hibrido com magnetizagdo inferior a do precursor magnético. As
nanoparticulas magnéticas encapsuladas em PAA ¢ PMMA apresentaram magnetizagao
méxima de 0,32 emu.g™! € 0,06 emu.g™!, respectivamente (Figura 42). A redugio de duas
a trés ordens de grandeza na magnitude da magnetiza¢do do material, em comparagdo a
Ms da NPM pura (Tabela 7), se deve a presenca do polimero, que contribui como material
ndo magnético na medida. Tal comportamento ¢ reportado na literatura quando
nanoparticulas de 6xidos de ferro sdo recobertas com materiais de diversas naturezas

(KHOSROSHAHI et al., 2015; KRALJ; DROFENIK; MAKOVEC, 2011; PERECIN et
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al., 2014). Vale destacar, que além da influéncia principal da matriz ndo magnética, a

magnetizacdo da amostra também pode ser reduzida por oxidagdes parciais da superficie

das particulas de magnetita, resultantes da metodologia de encapsulamento empregada.
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Figura 42 - Magnetizagdo em fun¢do do campo magnético aplicado a 300 K, para
amostras de NPM encapsuladas em polimeros acrilicos.

E importante observar que as medidas de magnetizacdo apos encapsulamentos

apresentam uma componente diamagnética significativa. O comportamento diamagnético

¢ caracterizado pela inclinagdo da curva de magnetizagdo apds a saturacdo. O

diamagnetismo ¢ uma propriedade inerente a todos os materiais e s6 ndo ¢ detectavel na

presenga de efeitos magnéticos mais intensos. Portanto, a contribuicdo pronunciada da

componente diamagnética ¢ devido ao elevado teor de material polimérico na matriz

hibrida. A reducgdo do teor de material magnético evidencia o efeito diamagnético, o que

justifica tal efeito ver-se mais pronunciado na amostra NPM@PMMA, uma vez que o

material magnético estd mais concentrado quando encapsulado em PAA (NPM@PAA).

Efeitos semelhantes sdo apresentados na literatura (DIMRI et al., 2012; LI et al., 2010),

quando materiais ndo magnéticos sao dopados com materiais magnéticos.
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4.3.4. Hipertermia magnética

A amostra de nanoparticulas magnéticas encapsuladas em PAA por miniemulsao
inversa (NPM@PAA) foi avaliada em termos de hipertermia magnética (Figura 43). Tal
amostra corresponde a fase polimérica concentrada na interface agua/dleo previamente a
purificagao. Como grande parte do mondmero empregado na sintese foi recolhido como
particulas de PAA puras concentradas na fase aquosa, o teor de particulas magnéticas
contido na fase encapsulada foi maior que o fixado inicialmente. Portanto, diferente das
NPM@PMMA, as NPM@PAA puderam ser avaliadas quanto ao potencial de liberacdo

de calor sob aplicagao de campo magnético alternado externo.

O perfil de liberacao de calor apresentado pelas NPM@PAA demonstra potencial
de aplicacdo destas particulas em sistemas de hipertermia magnética. Vale ressaltar que
foi quantificada uma aliquota substancialmente maior do material encapsulado, uma vez
que a geracao de calor ¢ exclusiva ao teor de material magnético presente na amostra. O
polimero, além de ndo ser uma fonte geradora de calor sob aplicagdo do campo, atua como
uma barreira que aumenta a resisténcia a transferéncia de calor para a solu¢ao aquosa. Tal
influéncia pode ser associada ao aspecto ruidoso do perfil de liberagdo de calor da
amostra, diferentemente dos perfis mais regulares obtidos para as nanoparticulas
magnéticas puras (apresentados e discutidos nas Secdes 4.1.4 e 4.1.5). E importante
lembrar que a relevancia da medida estd na taxa de liberagdo de calor intrinseca ao
material (relacionada ao seu valor de SLP) e ndo simplesmente pela temperatura atingida
pela solucdo aquosa em que as particulas foram ressuspendidas. Isto porque a temperatura
do organismo apresenta equilibrio térmico naturalmente por volta de 37 °C, superior a

temperatura inicial da medida, por volta de 25 °C.
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Figura 43 — Medida de hipertermia de nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro
encapsuladas em PAA (H = 15,5 KA.m'!, f=307 KHz, [NPM@PAA] = 200,0 mg.ml'")

Trabalhos envolvendo encapsulamento de nanoparticulas magnéticas em
particulas poliméricas de diferentes naturezas confirmam o processo de encapsulamento
e reducao da magnetizacdo correspondente a massa de polimero adicionada no sistema
ou a parcial oxidacao da superficie das particulas magnéticas; no entanto, nao abordam o
efeito de hipertermia do material (LIN; CHIU; DON, 2006; PERECIN et al., 2014;
ROMIO et al., 2013). Zhang et al. (2015) também encapsularam nanoparticulas de
magnetita em PAA. No referido trabalho foram avaliadas a estrutura e a morfologia das
particulas hibridas, mas ndo foi avaliado o efeito de hipertermia, sendo abordada a
influéncia do encapsulamento nas propriedades magnéticas do material. Feuser et al.
(2015) nao realizaram medi¢des diretas do efeito de hipertermia, mas avaliaram

indiretamente este efeito, comprovando a reducao da viabilidade celular sob aplicagdo de

campo magnético alternado.
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4.4. Bioconjugacio

A bioconjugacao intermediada por carbodiimida vem sendo vastamente
empregada para ancorar biomoléculas ativas em superficies de particulas magnéticas,
muitas vezes recobertas por polimeros, com a finalidade de aplicacdo em sistemas
bioldgicos (AKAL; ALPSOY; BAYKAL, 2016; LIU et al., 2016; MAHAJAN et al.,
2013; SINGH et al., 2015; TANG et al., 2014; THU HUONG et al., 2016). Apesar da
metodologia ser bem estabelecida, nem sempre € trivial comprovar a formagao da ligacdo

covalente.

Acido folico foi bioconjugado a nanoparticulas poliméricas de PAA (NPP_AF) e
a reacao foi confirmada por caracterizagdo do material por FTIR ap6s lavagem. A Figura
44 confronta os espectros do polimero bioconjugado ao acido folico com os espectros de
seus precursores. Vale destacar que os grupos funcionais caracteristicos da particula
polimérica hidrogel também estdo presentes na estrutura quimica do acido folico. Assim,
as diferencas entre os espectros de FTIR se devem aos anéis aromaticos e grupos

funcionais nitrogenados intrinsecos ao acido folico.

A amostra bioconjugada, caracterizada previamente a lavagem, apresentou
espectro com grande contribuicdo do acido folico. Apos procedimento de lavagem,
realizado para remover o AF residual, o aspecto ruidoso do espectro foi eliminado e a
diferenga, com relacdo ao espectro da NPP pura, se concentrou na banda em 1560 cm™.
Tal banda ¢ caracteristica de grupos aromaticos e se sobrepde a banda fraca de
deformacao angular N-H, caracteristica de aminas e amidas secundarias. Portanto, a
presenca desta banda confirma que o &cido f6lico ndo foi completamente removido com
o procedimento de lavagem e ¢ um indicio de que ocorreu a formacgao de ligagdo amida
entre a carboxila do acido acrilico e a amina do 4cido félico. Uma vez que a confirmagao
da reacdo se deve a identificacdo de grupamento amida, também presente no interior da
molécula de AF, ndo ¢ possivel afirmar de maneira inequivoca que ocorreu uma adsor¢ao

quimica e ndo apenas fisica da biomolécula.
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Figura 44 - FTIR de nanoparticulas poliméricas de PAA puras (NPP), 4cido folico (AF)
e NPP bioconjugadas com AF (NPP_AF) antes e apos lavagem.

Com o intuito de eliminar a incerteza quanto a efetiva formagdo de ligagdo
quimica, as aguas de lavagem das particulas, pos protocolo de bioconjugacdo, foram
analisadas quanto a presenca de acido folico. Assim, foi possivel garantir com maior
precisdo a completa remogdo de AF ndo reagido. Esta avaliacdo semiquantitativa foi
realizada por intermédio de espectroscopia na regido de ultravioleta e visivel (Figura 45)
e confirmou que apos a quinta lavagem o AF foi detectado em concentragdo traco, até
atingir concentracdo inferior ao limite de deteccdo do equipamento, favorecida por
lavagens mais alcalinas. A medida espectroscopica foi realizada no modo de varredura,
concentrando na faixa de comprimento de onda préoxima a regido de absor¢do do
ultravioleta (200 — 400 nm), uma vez que o AF expressa absor¢des especificas em 280 e

360 nm (ALABURDA et al., 2008; PUBLISHERS, 1992).

Vale ressaltar que o acido folico ¢ muito pouco soltivel em agua e sua solubilidade
¢ dependente do pH, sendo favorecida por condigdes fracamente 4cidas ou alcalinas (WU
et al., 2010). Estudo conduzido por Younis et al. (2009) mostrou expressivo incremento
na solubilidade do acido félico em condi¢des basicas (pH 10). Portanto, as lavagens foram
procedidas em melhores condigdes de solubilidade da espécie quimica, favorecendo a

eliminacdo da por¢do ndo reagida de 4cido folico.
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Figura 45 — Espectro de UV-vis do filtrado de lavagens sucessivas de particulas de PAA
bioconjugadas a AF.

Garantida a eliminacdo do AF residual, foi repetida a caracterizagcdo por FTIR
(Figura 46). A persisténcia da banda em 1560 cm™! reforca a hipotese de formacio efetiva
da ligagdao amida. Considerando a hipétese de adsorcao fisica, a energia de interacao entre
o AF e o PAA ¢ elevada o bastante para que a adsor¢cdo nao seja revertida, mesmo em
condigdes severas e sucessivas de lavagens. Tal comportamento também foi observado
para as amostras correspondentes aos ensaios em branco realizados. No ensaio em branco,
foi eliminada a etapa de ativag@o por acdo da carbodiimida. Foi realizado um ensaio em
branco mantendo as condi¢des do meio especificadas no protocolo descrito na Secao 3.4.2
e outro substituindo o tampao fosfato por agua ultrapura. O perfil similar dos espectros
(Figura 46) nas diferentes condi¢des de procedimento sugere que nao ha a necessidade
do emprego do EDC para que a bioconjugagdo ocorra. A elimina¢do do emprego da

espécie ativadora resulta em vantagens financeiras significativas e simplifica o processo.
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Figura 46 — Espectro de FTIR de amostras de NPP bioconjugadas com AF comparativo
a amostras realizadas em ensaios em branco, apos sucessivas lavagens em condigdes
alcalinas.

Uma caracterizagdo mais adequada, para comprovar a formacdo da ligagao
covalente de maneira inequivoca, seria o emprego da técnica de espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN-H). No entanto, ndo foi possivel
realizar tal caracterizagdo, uma vez que a amostra deve ser completamente solubilizada

em solvente deuterado, o que ¢ inviabilizado pela reticulagao do polimero.
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Capitulo V

Conclusoes e Perspectivas

“O tempo ¢ o melhor autor, sempre

encontra um final perfeito.”

Charles Chaplin

5.1. Conclusoes

Empregando o método de coprecipitagdo, foram sintetizadas nanoparticulas
magnéticas de oxido de ferro (FesOs) de forma simples, barata, reprodutivel e
escalavel. As particulas foram caracterizadas quanto a composicao, morfologia,
tamanho, estabilidade em solu¢do, além de serem investigadas suas propriedades
magnéticas e de hipertermia sob aplicacdo de campo magnético alternado externo. As
nanoparticulas de 6xido de ferro apresentaram baixa coercividade e remanéncia,
indicando comportamento superparamagnético a temperatura ambiente, adequado a

aplicagdes médicas.

A proposta central deste trabalho foi encapsular particulas magnéticas em particulas
poliméricas, empregando a metodologia de polimeriza¢do por miniemulsdo, uma vez
que esta garante a obtencao de particulas poliméricas bem definidas e com adequado
controle de tamanho de particulas em dimensdes submicrométricas. Para tal, foram
eleitos polimeros acrilicos, considerando a bioafinidade do material e aplicagdes em
areas médicas ja consolidadas com PAA e PMMA. No entanto, a afinidade quimica
dos correspondentes mondmeros impde substancial variagdo na metodologia de
polimerizacdo. Particulas de PAA foram obtidas por miniemulsdo inversa, dado o
carater hidrofilico do &cido acrilico, enquanto particulas de PMMA foram obtidas pela

metodologia tradicional de miniemulsdo direta, bem estabelecida na literatura.
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A sintese de particulas de PAA em dimensdes submicrométrica ndo ¢ bem definida
na literatura. Portanto, foi desenvolvida uma metodologia de polimeriza¢ao por
miniemulsdo inversa empregando 6leo vegetal como fase continua. Na fase dispersa
foi adotado elevado teor de agua, que atuou como solvente e estabilizante. Variaveis
reacionais foram avaliadas quanto a potencial influéncia na formacao das particulas
poliméricas de hidrogel. Foi constatado que a reacdo ¢ sensivel a variacdo de
temperatura, sendo preferencial que ocorra por volta de 70 °C (empregando persulfato
como iniciador radicalar), uma vez que se observam aglomeragdes das particulas a
partir de 80 °C. Além da temperatura, foi observada contribui¢cdo significativa da
carga de mondmero na velocidade da reacao. Ja o teor de reticulante afetou fortemente
as propriedades fisico-quimicas do polimero, influenciando de forma substancial a
propriedade de inchamento do hidrogel. Adicionalmente, foram constatados indicios
de que o enriquecimento da matriz polimérica de PAA com o reticulante EGDMA

reduz a propriedade adesiva do polimero e a tendéncia a formagao de filmes.

O encapsulamento de nanoparticulas magnéticas em PAA apresentou resultados
satisfatorios quando as particulas magnéticas foram previamente estabilizadas por
citrato de sodio. Apesar do elevado teor de reticulante empregado na sintese, o
polimero apresenta tendéncia a inchamento em meio aquoso, propriedade intrinseca
de polimeros hidrogéis. Tal comportamento resulta em diametros hidrodindmicos que
podem dificultar as aplicagdes médicas. No entanto, a distribuicdo de tamanho das
particulas pode ser controlada por meio de ajustes em varidveis do processo de
polimerizacdo. Em contrapartida, considerando a finalidade de aplicagdes médicas, o
emprego do PAA agrega a vantagem de possibilitar o encapsulamento de farmacos
hidrossoluiveis na matriz polimérica, além de apresentar grupos funcionais carboxila
pendentes, que facilitam a bioconjuga¢ao de marcadores especificos. Por outro lado,
o emprego de PMMA resultou em particulas com morfologia mais bem definida,
sendo ao final da reagdo obtido um latex polimérico estdvel em meio aquoso (fase
continua do sistema de polimerizagdo), sem que houvesse a necessidade de
purificacdo adicional. Em ambos os casos, o encapsulamento das nanoparticulas
magnéticas resultou em particulas mais estdveis em meio aquoso, ao custo de reduzir

a magnetiza¢do do material, ponderada pela massa de polimero associada.

107



A avaliagdo de hipertermia das particulas hibridas mostrou o potencial de aplicacao
em tratamento de cancer. Contudo ¢ desejada maior concentragdo de nanoparticulas

magnéticas no interior das particulas poliméricas.

A bioconjugagdo de acido folico em particulas de PAA confirmou a efetividade do
acoplamento de grupamentos carboxila com aminas, intermediado por carbodiimida.
O emprego de condi¢cdes mais amenas também se mostrou amigavel a ancoragem da
biomolécula na matriz polimérica. A associagdo do acido folico as particulas
magnéticas hibridas permite o desenvolvimento de sistemas nanoestruturados e sitio
dirigidos para emprego de hipertermia em terapias oncologicas, que podem ser
acoplados a sistemas de entrega de farmacos, proporcionando tratamentos menos

invasivos e mais eficientes.

5.2. Sugestoes para trabalhos futuros

Estudo cinético da polimerizacdo do PAA em presenca do reticulante EGDMA, para
avaliar o efeito do iniciador em cenarios de variagdes multivariada de temperatura e
cargas de mondmero e reticulante. Também ¢ importante determinar a concentracao
micelar critica do Span 80 no 6leo vegetal, para garantir que a reagao de miniemulsao
ocorra abaixo da condicao de saturacdo do surfactante e ndo haja competicdo com

mecanismos reacionais formadores de micela.

Considerando as vantagens intrinsecas de cada sistema polimérico, recomenda-se
para trabalhos futuros o encapsulamento de nanoparticulas magnéticas, estabilizadas
por citrato, em copolimeros de MMA com AA. Assim, pode ser favorecida a obtencao
de particulas com distribuicdo de tamanho bem definidas e controladas, sem
tendéncias a inchamento em meio aquoso, mas com a exposi¢ao de grupos funcionais

favoraveis a conjugacao de biomoléculas.

Estudo do incremento de carga inorginica nas particulas poliméricas ¢ de
fundamental importancia para viabilizar aplicagdes praticas do sistema. Neste
contexto, ¢ enriquecedor um estudo mais aprofundado da estabilizagdo das

nanoparticulas magnéticas com citrato de sédio. Havendo comprovagao de aumento
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do carater organofilico das particulas magnéticas estabilizadas por citrato em meio
aquoso, o acido oleico poderia ser substituido na metodologia de encapsulamento por
miniemulsdo direta, com o potencial de proporcionar significativo incremento na
carga de particulas magnéticas encapsuladas em PMMA. Outra alternativa seria a
incorporagdao do material magnético in situ a polimerizagdo do PAA. Neste caso, 0s
sais de ferro precursores dos 6xidos magnéticos seriam adicionados a fase aquosa
junto com o mondémero, sendo precipitado por adicdo de base ao longo da reacio.
Tanto os sais quanto a base tém carater fortemente lipofilico, contribuindo como

estabilizantes na formagao das particulas poliméricas por miniemulsdo inversa.

O encapsulamento de quimioterdpicos, com as nanoparticulas magnéticas em
polimeros bioconjugados a marcadores altamente especificos e seletivos pode
permitir o desenvolvimento de sistemas nanoparticulados complexos. Uma vez no
organismo, apOs se concentrarem seletivamente na regido tumoral de interesse, a
aplicacdo de um campo magnético alternado externo pode ativar as nanoparticulas
magnéticas de forma que, nos momentos iniciais de aplicacdo do campo, as vibragdes
das nanoparticulas facilitariam a liberagdo do farmaco, atuando no enfraquecimento
das células carcinogénicas. Em um segundo momento, com a manutencao da
aplicagcdo continuada do campo magnético, as particulas magnéticas podem gerar

calor suficiente para matar as células tumorais por hipertermia.
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Figura 47 - TGA de PAA obtido por polimerizagdo em solucdo em auséncia de EGDMA.
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Figura 48 - TGA de PAA obtido por polimeriza¢do em solugao com 3 % p/p de EGDMA.
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Figura 49 - TGA de PAA obtido por polimeriza¢dao em solucdo com 7 % p/p de EGDMA.
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Figura 50 - TGA de PAA obtido por polimerizacdio em solucdo com 10 % p/p de
EGDMA.
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Figura 51 - TGA de PAA obtido por polimerizacdio em solucdo com 15 % p/p de
EGDMA.
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Figura 52 - TGA de PAA obtido por polimerizacdo em solu¢do com 30 % p/p de
EGDMA.
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Figura 53 - TGA de PAA obtido por polimerizacdio em solucdo com 40 % p/p de
EGDMA.
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Figura 54 - TGA de PAA obtido por polimerizacdio em solucdo com 42 % p/p de
EGDMA.
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Figura 55 - TGA de PAA obtido por polimerizacdio em solucdo com 45 % p/p de
EGDMA.
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Figura 56 - TGA de PAA obtido por polimerizacdo em miniemulsdo inversa para a reacao
(1,1,1) do planejamento experimental.
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Figura 57 - TGA de PAA obtido por polimerizacdo em miniemulsdo inversa para a reacao
(1,1,-1) do planejamento experimental.
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Figura 58 - TGA de PAA obtido por polimerizagdo em miniemulsao inversa para a reagao
(1,-1,1) do planejamento experimental.
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Figura 59 - TGA de PAA obtido por polimerizagdo em miniemulsao inversa para a reagao
(1,-1,-1) do planejamento experimental.
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Figura 60 - TGA de PAA obtido por polimerizagdo em miniemulsao inversa para a reagao
(-1,1,1) do planejamento experimental.
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Figura 61 - TGA de PAA obtido por polimerizagdo em miniemulsao inversa para a reagao
(-1,1,-1) do planejamento experimental.
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Figura 62 - TGA de PAA obtido por polimerizagdo em miniemulsao inversa para a reagao
(-1,-1,1) do planejamento experimental.
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Figura 63 - TGA de PAA obtido por polimerizagdo em miniemulsao inversa para a reagao
(-1,-1,-1) do planejamento experimental.
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Figura 64 - TGA de PAA obtido por polimerizacdo em miniemulsao inversa para o 1°
ponto central do planejamento experimental.
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Figura 65 - TGA de PAA obtido por polimerizacdo em miniemulsao inversa para o 2°
ponto central do planejamento experimental.
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Figura 66 - TGA de PAA obtido por polimerizacdo em miniemulsdo inversa para o 3°
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