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Nanoparticulas especificas e multifuncionais estdo cada vez mais presentes no
meio biomédico e farmacéutico devido a suas diversas vantagens. Assim, 0 objetivo deste
trabalho consiste em sintetizar e caracterizar nanoparticulas magnético-fluorescentes
recobertas com silica e incorporadas com farmaco (curcumina), a fim de avaliar seu
potencial como marcadores em imagem por ressonancia magnética e em microscopio de
fluorescéncia invertido, hipertermia magnética e direcionador para liberagdo de farmaco.
As nanoparticulas foram caracterizadas quanto a sua morfologia, superficie, tamanho,
estrutura cristalina, propriedades magnéticas e fluorescentes, e liberacdo do farmaco. A
sintese das nanoparticulas de éxido de ferro foi realizada pelo método de coprecipitacédo
e observou-se cristalinidade referente a magnetita/maghemita, caracteristicas
superparamagnéticas, tamanho em torno de 12 nm, e tendéncia a aglomeracio. A medida
que houve o encapsulamento dessas nanoparticulas magnéticas pela silica verificou-se
que o valor da magnetizacdo diminuiu de 65 A.m%kg para 9 A.m?kg. O estudo da
interacdo entre as nanoparticulas magnéticas e a curcumina mostrou que a ligagéo ocorreu
sem a necessidade de um composto intermediario. Por fim, analisou-se o0 sistema
completo proposto neste trabalho, ou seja, nanocapsulas de silica contendo nanoparticulas
de 6xido de ferro e curcumina. Conseguiu-se encapsular aproximadamente 28% de
curcumina nesse sistema e visualizar no microscépio a fluorescéncia das nanoparticulas,
proporcionada pela curcumina. Portanto, os resultados demonstraram que essas
nanoparticulas tem caracteristicas relevantes para um futuro uso no diagnostico e

tratamento de doengas como céncer e Alzheimer.
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Specific and multifunctional nanoparticles are increasingly present in the
biomedical and pharmaceutical environment because of their various advantages. Thus,
the objective of this work is to synthesize and characterize magnetic-fluorescent
nanoparticles coated with silica and incorporated with drug (curcumin) in order to assess
its potential as markers in magnetic resonance imaging and inverted fluorescence
microscopy, magnetic hyperthermia and targeted drug-delivery. Nanoparticles were
characterized as to their morphology, surface, size, crystalline structure, magnetic and
fluorescent properties, and drug release. The synthesis of the iron oxide nanoparticles was
performed by the coprecipitation method and observed magnetite/maghemite
crystallinity, superparamagnetic characteristics, size around 12 nm, and agglomeration
tendency. As the nanoparticle was encapsulated by silica, it was found that the
magnetization value decreased from 65 A.m?kg to 9 A.m?kg. The study of the
interaction between magnetic nanoparticles and curcumin showed that the binding
occurred without the need for an intermediate compound. Finally, the complete system
proposed in this work was analyzed, that is, silica nanocapsules containing nanoparticles
of iron oxide and curcumin. It was possible to encapsulate approximately 28% of
curcumin in this system and to visualize in the microscope the fluorescence of the
nanoparticles, provided by curcumin. Therefore, the results demonstrated these
nanoparticles have relevant characteristics for a future use in the diagnosis and treatment

of diseases such as cancer and Alzheimer.
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CAPITULO |

Introducao

1.1 Considerac0es iniciais

A capacidade de manipular as propriedades dos materiais em escala muito
pequena faz com que a nanotecnologia tenha aplicagdes em diversos setores tecnolégicos.
Em medicina, a nanotecnologia pode atuar, por exemplo, na reparacdo celular, como
biomateriais e em técnicas terapéuticas; em energia, na construcdo de células
combustiveis e baterias; em eletrdnica, no armazenamento de dados; em meio ambiente,
nos processos de reciclagem; e em industria automobilistica/aerondutica, na criacdo de

sistemas miniaturizados de observacdo (BEDE, 2010).

Atualmente, a medicina apresenta-se como uma das mais promissoras areas de
aplicacdo nanotecnoldgica, devido principalmente a busca por novos tratamentos de
doencas que estdo cada vez mais presentes na vida da populagdo. Tem-se como exemplo
o cancer, o qual é uma das principais causas de morte no mundo e, segundo a Organizacao
Mundial da Saude, o nimero de casos vem crescendo de forma preocupante, podendo
chegar em duas décadas a um aumento de 70 % de pacientes debilitados por esta doenca.
Enfermidades relacionadas a salde mental também atingem uma grande parcela da
sociedade, sendo cerca de 40 milhGes de pacientes por todo o mundo. Nessa quantidade,
0 Alzheimer corresponde a 60 — 80 % dos casos, 0 que acarreta uma maior preocupacao,

ja que ainda ndo se conhece muitas formas de prevencéo e cura (CHENG et al., 2015).

Neste cendrio, cientistas do mundo inteiro vem pesquisando e desenvolvendo
tecnologias capazes de diagnosticar com maior precisao e tratar essas doencgas de maneira
menos invasiva e com uma diminuicdo e/ou auséncia dos efeitos colaterais. Além disso,
a tendéncia € uma democratizacdo desses servicos, ou seja, busca-se materiais e terapias
que fornecam qualidade de vida e saude com menores encargos financeiros, para que
assim, esses servicos possam atender toda populagédo. Dessa forma, pesquisas que visam
alternativas baratas, seguras e acessiveis para o diagnostico e tratamento de varias
doengas sdo de grande valia para alcancar uma melhora na expectativa de vida da

sociedade.

Dentre 0os materiais nanoestruturados utilizados para atender as necessidades e



dificuldades enfretadas pela area médica, as nanoparticulas magnéticas merecem
destaque. Essas nanoparticulas vem sendo amplamente utilizadas em direcionamento e
controle de farmacos, técnicas de diagndstico e imagem, magnetohipertermia,
biosseparacéo, entre outros. Nanoparticulas de dxido de ferro, como a magnetita, podem
apresentar comportamento superparamagnético, magnetizacdo de saturacdo e
susceptibilidade magnética elevadas, 0s quais propiciam seu uso em tais propdsitos.
Entretanto, essas nanoparticulas tendem a se agregarem e, por isso € comum recobri-las

com um material ndo magnético.

Entre os possiveis revestimentos, a silica tem vantagens consideraveis, como por
exemplo, promover a dispersao das nanoparticulas em meio liquido, ser biocompativel e
ter a facilidade de funcionalizagdo (FERREIRA, 2009; OLIVEIRA et al., 2016). E para
agregar mais valor a esses tipos de nanoparticulas, a adicdo e/ou funcionalizacdo destas
com outras moléculas, como por exemplo, farmacos, direcionadores celular e fluoréforos,
pode ser implementada. Uma molécula interessante para tal vantagem € a curcumina, a
qual apresenta diversas propriedades medicinais, como exemplo, ser antioxidante, agente
quelante, anti-inflamatdria e anticancerigena, além de ser um fluor6foro natural, podendo
ser usada para aumentar o contraste do nanomaterial em imagens de fluorescéncia
(NGUYEN etal., 2016). Tais caracteristicas ajudam a tornar esse sistema nanoparticulado

ainda mais especifico e multifuncional.

Sendo assim, este trabalho consistiu em sintetizar e caracterizar nanoparticulas
magnético-fluorescentes recobertas com silica e incorporadas com farmaco, a fim de
avaliar seu potencial como agentes de contraste em IRM (imagem por ressonancia
magnética) e em MFI (microscopio de fluorescéncia invertido), como direcionadores para
liberacdo de farmaco, e uso em magnetohipertermia. Este trabalho utilizou nanoparticulas
de oxido de ferro como o material magnético e curcumina como o farmaco e o agente
fluorescente. Em vista disso, contou-se com o suporte dos seguintes laboratorios: Grifit
(PEQ/UFRJ), Laboratorio de Nanotecnologia Biofuncional (CCS/UFRJ), LABNANO
(CBPF), MAG-MATMULT (CBPF), Laboratério de Bioquimica (CCS/UFRJ),
Laboratorio de Biotecnologia Molecular (Biomol) (PEQ/UFRJ), Laboratorio de Biologia
Molecular Estrutural (LaBIiME) (CCS/UFRJ) e Laboratério de Doencas
Neurodegenerativas da Biofisica (CCS/UFRJ).



1.2 Objetivos

O objetivo geral deste trabalho foi a obtencdo de nanoparticulas magnético-
fluorescentes recobertas com silica e incorporadas com farmaco, a fim de atuarem como
agentes de contraste e de hipertermia magnética e como direcionadores para liberagéo de

farmaco.
1.2.1 Objetivos especificos

e Sintetizar nanoparticulas magnéticas (NPM) de 6xido de ferro que tenham
cristalinidade semelhante a magnetita e estejam estaveis em suspensé&o,
com caracteristica superparamagnética e funcionais para uso em
hipertermia magnética.

e Desenvolver e caracterizar um sistema composto por NPM e curcumina
(como farmaco e fluoréforo) revestidos por silica.

e Avaliar a interacdo da curcumina com a NPM e a silica, verificando sua
liberacdo em testes in vitro.

e Investigar 0 uso dessas nanoparticulas como contraste na imagem de

instrumentos magnéticos e fluorescentes.



Capitulo 11
Revisdo Bibliogréafica

Esse capitulo inicia abordando diversos conceitos relacionados aos materiais
magnéticos a fim de oferecer um embasamento tedrico para 0 proximo topico:
nanoparticulas magnéticas de Oxido de ferro. Apresenta-se também algumas
metodologias utilizadas na sintese desses materiais. Em seguida, € discutido o
recobrimento dessas nanoparticulas por meio de outros compostos, dando énfase a silica.
Além disso, sdo retratadas as propriedades farmacoldgicas e fluorescentes da curcumina.
E por ultimo, sdo expostas as possiveis aplicacdes do nanomaterial produzido neste
trabalho, em especial no contraste em imagem por ressonancia magnética, hipertermia

magnética e liberacdo controlada e sitio-dirigida de farmaco.

2.1 Magnetismo

As propriedades magnéticas dos materiais surgem devido ao movimento das
particulas que apresentam massa e cargas elétricas, tais como elétrons, prétons e ions
positivos e negativos (AKBARZADEH; SAMIEI; DAVARAN, 2012). Este fenbmeno
acontece pelo fato de existir momentos magnéticos (u), os quais, dependendo do
ordenamento e comportamento coletivo dos mesmos, possibilitam o surgimento dos tipos
de estados magnéticos dos materiais (FARIA; LIMA, 2005; FILHO, 2014).

Os momentos magnéticos atdmicos tém seu comportamento alterado quando estao
v
na presenca de um campo magnético externo de intensidade H, apresentando como
4
resposta a inducdo magnética, B, (FERREIRA, 2009), a qual € elucidada pela Equacéo 1:
v v P
B=H+4xM Eq. (1)
/'/ - ~ - - - ~ 7 -

onde M é a magnetizacdo do material, interpretada como uma manifestagdo macroscopica

da média volumétrica de um conjunto de momentos magnéticos.

De acordo com essa resposta ao campo magnético externo, 0s materiais podem
ser classificados em cinco tipos basicos: diamagnéticos, paramagnéticos,
ferromagneticos, antiferromagnéticos e ferrimagneéticos. A Figura 1 ilustra os dipolos

magnéticos (menor unidade fundamental do magnetismo) e o comportamento dos

4



momentos magnéticos desses tipos bésicos, na presenca ou auséncia de um campo

externo aplicado.

H=0 i H=0 e
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Figura 1: Tipos de magnetismo, enfatizando o comportamento dos seus momentos
magnéticos na presenca ou ndo de campo magnético. Adaptado de KOLHATKAR e
colaboradores (2013).

O diamagnetismo é observado principalmente em materiais que possuem
subniveis eletrénicos completos, 0s quais seus momentos magnéticos estdo emparelhados
e se cancelando um com outro. Por este motivo, ndo possuem magnetiza¢do na auséncia
de campo, sendo considerado uma forma muita fraca de magnetismo. Entretanto, quando
em presenca de um campo magnético externo, os momentos de dipolo magnético se
alinham no sentido contrario do campo, ocasionando uma forga de repulsdo (FERREIRA,
2009; KOLHATKAR et al., 2013). Esta forma de magnetismo pode aparecer em todos
materiais que tem cargas em movimento na presenca de um campo magnético, porém se
o material possuir qualquer outra forma de magnetismo, este serd mais efetivo e escondera
o efeito da repulséo (AKBARZADEH; SAMIEI; DAVARAN, 2012). Os materiais
diamagnéticos mais notaveis sao os metais bismuto, chumbo, prata e cobre, além disso,

tem-se a agua, madeira, compostos organicos e outros.

Os outros comportamentos magnéticos sao observados em materiais que possuem
elétrons ndo emparelhados nos niveis eletronicos, principalmente quando eles estdo nas
camadas 3d e 4f de cada &tomo (AKBARZADEH; SAMIEI; DAVARAN, 2012). O
paramagnetismo ocorre em materiais cujos atomos apresentam momentos magnéticos

intrinsecos (momento de spin) que ndo interagem entre si, e por isso, se orientam de forma



aleatdria na auséncia de um campo externo, ndo havendo magnetizacdo macroscopica
liquida. Todavia, na presenga de um campo magnético, os momentos tendem a se alinhar
na direcdo e sentido deste campo (FERREIRA, 2009; KOLHATKAR et al., 2013). Tem-
se como exemplos de materiais paramagnéticos o titanio, aluminio e oxigénio. Como no
diamagnetismo, o paramagnetismo também pode ser encoberto por outros efeitos
magnéticos quando em temperaturas baixas (FARIA; LIMA, 2005).

Diferentemente dos comportamentos diamagnéticos e paramagnéticos, os quais
apresentam magnetizacdo apenas na presenca de um campo magnético externo, nos
materiais ferromagnéticos e ferrimagnéticos é observado uma magnetizacdo também na
auséncia de campo externo, ou seja, apresentam um magnetismo espontaneo e
permanente. Nestes casos, 0s momentos de dipolos magnéticos podem ser
espontaneamente alinhados devido a presenca de um campo magnético interno,
denominado campo molecular, o qual é melhor explicado pela mecénica quantica. J& o
antiferromagnetismo ocorre em materiais que nao tem magnetizacdo espontanea
macroscopica a baixas temperaturas, mas possuem momentos magnéticos ordenados
(FARIA; LIMA, 2005).

Os materiais ferromagnéticos, em geral, possuem momentos atbmicos magnéticos
alinhados e de mesma magnitude, e suas estruturas cristalinas possibilitam interagGes de
acoplamento paralelo entre os momentos. Quando proximos de um campo externo, 0s
dipolos alinham-se na direcdo deste campo, e ao remover o campo aplicado, o material
continua mantendo grande parte da magnetizagdio (AKBARZADEH; SAMIEI;
DAVARAN, 2012; KOLHATKAR et al., 2013). A magnetizacdo desses materiais varia
com a temperatura, pois a energia térmica provoca um desvio do alinhamento, diminuindo
assim, a magnetizacdo. Esta mudanca de magnetizacao varia de um valor maximo a T =
0 K até o valor zero na temperatura denominada Temperatura de Curie ferromagnética
(T¢). Em T 0 alinhamento dos dipolos magnéticos desaparece e, acima dela, o material
se comporta como paramagnético (FARIA; LIMA, 2005; FERREIRA, 2009). O material

ferromagnético mais conhecido é o proprio ferro.

Os materiais que apresentam momentos magnéticos de mesma magnitude, porém
rearranjados de forma antiparalela sdo conhecidos como antiferromagnéticos, e como
exemplo tem-se a hematita (a-Fe203). Pelo fato dos momentos assumirem orientacdes

antiparalelas, esses materiais possuem magnetizacdo totalmente nula. Por sua vez, os



materiais ferrimagnéticos, como a magnetita (FezO4), também possuem ions magnéticos
que se orientam antiparalelamente, entretanto, estes tém magnitudes diferentes, o que
proporciona uma magnetizacdo total ndo nula. Esses dois tipos de comportamentos
magnéticos podem se comportar como paramagnéticos em temperaturas acima da
Temperatura de Néel (AKBARZADEH; SAMIEI; DAVARAN, 2012; FARIA; LIMA,
2005).

Certos materiais (ferromagnéticos ou ferrimagnéticos), quando estdo com uma
dimensdo muito pequena (na ordem de nanémetros), podem apresentar um outro
comportamento magnético, denominado de superparamagnetismo. Este comportamento
é caracterizado por exibir respostas magnéticas similares aos materiais paramagnéticos,
uma vez que ndo apresenta magnetizacdo na auséncia de um campo magnético externo,
porém, em contato com um campo externo, promove uma mudan¢a mais rapida nos
momentos magnéticos quando comparado com 0s paramagnéticos, tornando a particula
espontaneamente magnetizada na dire¢gdo do campo (ESTELRICH, 2015;
KOLHATKAR et al., 2013). Este fenémeno ocorre por meio da influéncia das flutuacoes
térmicas sobre os momentos magnéticos de particulas monodominio menores que um
certo didmetro critico, e é prevalecido acima de uma temperatura denominada de
Temperatura de Bloqueio (Tg) e abaixo da Temperatura de Curie (Te < T < T¢)
(FERREIRA, 2009; FRANCISQUINI; SCHOENMAKER; SOUZA, 2016). Tal
comportamento magnético é visado em aplicacdes biomédicas pelo fato das
nanoparticulas superparamagnéticas perderem a magnetizacdo quando o0 campo
magnético é removido, dessa forma, elimina-se a principal forca motriz responsavel pela
agregacdo. Além disso, este comportamento possibilita um efetivo controle das
propriedades magnéticas, o que é de grande valia no uso em medicina (KOLHATKAR et
al., 2013).

Uma maneira de constatar as propriedades magneticas dos materiais € por meio
das curvas de magnetizacao, as quais sdo criadas a partir da relagdo da magnetizacéo (M)
com o campo magnético aplicado (H), como mostrado na Figura 2. Estas curvas
costumam ser representadas por curvas de histerese, como acontece em materiais
ferromagneticos e ferrimagnéticos, e neste caso, alguns termos magnéticos séo
evidenciados durante a magnetizagdo e desmagnetizacdo do material (KOLHATKAR et

al., 2013). Inicialmente, na auséncia de um campo magnético externo, 0s momentos



magnéticos se encontram desorientados, possuindo magnetizacdo minima ou nula. Ao
aplicar um campo, 0s momentos de cada dominio (pequena regido onde os momentos se
alinham e formam uma magnetizacdo espontanea) se alinham na direcdo do campo até
que todos os dipolos magnéticos estejam alinhados, promovendo uma magnetizacdo
méaxima, conhecida como magnetizacdo de saturacdo (Ms). Reduzindo a zero o campo
aplicado, percebe-se que ha uma magnetizacdo remanescente no material (Mr), a qual é
0 maximo valor de magnetizacdo que este material pode ter na auséncia desse campo.
Para zerar a magnetizacgéo, € necessario aplicar um campo invertido ou desmagnetizante,
denominado de campo coercivo (Hc). Aumentando-se o campo desmagnetizante,
alcanca-se uma magnetizacdo maxima de polaridade oposta, e repetindo o processo no
sentido contréario, obtém-se uma curva fechada, conhecida como ciclo de histerese
(FARIA; LIMA, 2005; FERREIRA, 2009).

A Figura 2 também ilustra as curvas de magnetizacdo dos materiais
superparamagnéticos, paramagnéticos e diamagnéticos. O superparamagnetismo é
representado por uma curva sigmoidal, porém ndo apresenta histerese e, por isso, 0 campo
coercivo e a magnetizacdo remanescente sdo nulos. Essas caracteristicas possibilitam o
uso desse tipo de material em diversas aplicacfes, principalmente biomédicas, uma vez
que as nanoparticulas perdem a magnetizacdo ao remover a aplicacdo do campo
magnético externo, diminuindo assim, o principal meio de agregacdo das mesmas, e
também apresentam uma forte resposta ao campo aplicado, possibilitando um melhor
controle de suas propriedades magnéticas (KOLHATKAR et al., 2013).

1 MS
M Mr ”»
. Ferromagnética
N Superparamagnética
0 Paramagnética
Diamagnética

H —

Figura 2: Curvas de magnetizacdo tipicas de materiais ferromagneticos,
superparamagnéticos, paramagnéticos e diamagnéticos. Adaptado de KOLHATKAR e
colaboradores (2013).



2.2 Nanoparticulas magnéticas de dxido de ferro

A nanotecnologia vem se expandindo nas mais diversas areas de conhecimento
por apresentar caracteristicas Unicas, ndo presentes em materiais massivos (“bulk”) (WU;
HE; JIANG, 2008). A dimensao diminuta das nanoparticulas (NP) e suas propriedades
Opticas, elétricas e magnéticas tornam-nas muito atrativas na nanoengenharia de
superficies e producdo de nanoestruturas funcionais, em especial, relacionadas a
biociéncia e medicina. Dentre as NPs aplicadas no meio biomédico, destacam-se as
nanoparticulas magnéticas, as quais, por meio de suas caracteristicas magnéticas,
possibilitam técnicas de diagndstico e terapéuticas menos invasivas que as convencionais
(ALVES, 2012).

Nanoparticulas magnéticas possuem elementos magnéticos que podem ser
manipulados por um campo externo, apresentam tamanhos que variam de 1 a 100 nm,
tem superficie hidrofilica e alta razdo superficie/volume, podem estar em estado
superparamagnético, entre outras caracteristicas fisicas e quimicas que sdo fortemente
influenciadas pelo seu tamanho, morfologia e estrutura cristalina (BEDE, 2010;
FRANCISQUINI, SCHOENMAKER, SOUZA, 2016). Os principais elementos que
podem formar esse tipo de nanoparticula sdo o ferro, cobalto, niquel e seus compostos.
As nanoparticulas de 6xido de ferro apresentam certas vantagens em relagdo aos outros
metais, uma vez que exibem biocompatibilidade, estabilidade, simples sintetizacdo, boas
propriedades magnéticas, biodegradabilidade, ndo toxicidade, baixo custo de producéo,
entre outras (ALVES, 2012; SUN; LEE; ZHANG, 2008; TOMBACZ et al., 2015). Em
contrapartida, nanoparticulas feitas a partir de outros compostos, tais como Co e FePt,
apesar de terem valores mais elevados de magnetizacdo de saturacdo e melhor resposta
magnética, possuem natureza téxica, o que os impossibilitam de estarem presentes nas
aplicacdes nanobiomédicas (TOMBACZ et al., 2015).

Os minerais de Oxidos de ferro encontrados na natureza se apresentam geralmente
em oito arranjos cristalograficos distintos. Dentre eles, a hematita (a-Fe2Oz), magnetita
(FesO4) e maghemita (y-Fe203) vem sendo mais visadas no ramo de bionanomedicina,
devido a suas propriedades bioquimicas, magnéticas e cataliticas, as quais conferem
caracteristicas Unicas aos produtos e técnicas desenvolvidos para esta area cientifica (WU
etal., 2015).



A hematita é um 6xido estavel de cor preta a marrom avermelhada, e possui grande
utilidade em catélise, pigmentacdo e sensores gasosos devido a sua alta resisténcia a
corrosdo, caracteristica semicondutora e baixo custo (WU et al., 2015). A magnetita é um
dos minérios mais empregados na obtencdo do ferro, apresenta coloracdo preta e uma
estrutura cubica de espinélio invertido, e se difere dos demais éxidos por ser um 6xido
misto, ou seja, contem em sua estrutura o ferro em dois estados de oxidagao (divalente e
trivalente) e, por isso, também pode ser representada como FeO.Fe2Oz. J& a maghemita
tem coloracdo amarronzada e possui a mesma composicao que a hematita, entretanto, sua
estrutura cristalina se assemelha a da magnetita, sendo conhecida como espinélio
defeituoso, ja que carece de ions Fe?" necessarios para o preenchimento completo dos
sitios tetraédricos e octaédricos da estrutura e, por essa caracteristica, a maghemita pode
ser considerada uma magnetita totalmente oxidada (BEDE, 2010; WU et al., 2015).

O estudo desses 6xidos em escala nanométrica vem ganhando destaque devido as
suas propriedades magnéticas e a vasta aplicabilidade que estas caracteristicas
proporcionam ao material. Geralmente, a a-Fe,O3 apresenta fraco ferromagnetismo ou
antiferromagnetismo em temperatura ambiente e baixa magnetizacdo de saturagcéo (Ms),
0s quais impossibilitam seu uso em nanomedicina com magnetismo. Em contrapartida, a
FesO4 e a y-Fe203 exibem comportamento ferrimagnético em temperatura ambiente,
possuem Ms relativamente alto e podem manifestar o superparamagnetismo mesmo em
temperatura ambiente, sendo que para a FesO4 este comportamento ocorre quando as
particulas dispdem de um tamanho menor que 15 nm, dessa forma, uma maior
aplicabilidade no setor biomédico e bioldgico é disponibilizada (TOMBACZ et al., 2015;
WU; HE; JIANG, 2008).

Para a utilizacdo in vivo, busca-se que essas nanoparticulas sejam estaveis em
solucdo fisiologica, tenham baixa adsorcao proteica e permanecam tempo suficiente no
organismo para viabilizar sua funcionalidade. Uma importante caracteristica dessas
nanoparticulas magnéticas, a qual interfere tanto essas situacOes citadas quanto sua
absorcéo celular, distribuicdo no organismo e farmacocinética envolvida, é seu tamanho
adquirido apos a sintese. De acordo com o tamanho da particula, é possivel estimar sua
localizagéo e tempo de meia-vida dentro do organismo (ALVES, 2012). Por exemplo,
nanoparticulas menores que 6 nm (diametro hidrodinamico) tendem a ser eliminadas pelo
sistema renal, as com dimensdo de 20 a 100 nm permanecem na corrente sanguinea por

mais tempo e podem ser acumuladas em tecidos tumorais, ja as acima de 100 nm sdo
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capturadas pelo sistema reticuloendotelial (RES) e levadas para o figado e bago
(MARTINS, 2017). De modo geral, quanto menor o tamanho das nanoparticulas, mais

rapidas serdo sua reatividade e biodegradacéo pelo corpo (ZHANG et al., 2010).

Normalmente, 0 metabolismo das nanoparticulas de éxido de ferro inicia-se por
sua captura pelos macréfagos presentes no figado, bacgo, linfonodos e medula 6ssea. No
caminho da endocitose celular, as nanoparticulas sédo confinadas nos lisossomos, em que
sdo submetidas a efeitos de pH acido, hidrolases lipossomais e retidas por quelantes de
ferro. Quando estdo em pH fisiologico e na presenca de oxigénio molecular, as
nanoparticulas de 6xido de ferro oxidam-se para que todos os ions de ferro estejam no
estado de ferro 1, sendo este, o estado de oxidacao fisiolégico preferencial do ferro.
Entretanto, o Fe*" é altamente reativo e pode induzir atividade catalitica e, por isso,
proteinas e quelantes carregadores de ferro se ligam fortemente ao ferro a fim de limitar
sua reatividade e reduzir a formacdo de produtos hidroliticos, os quais podem causar
danos nas células. Tais ligacGes permitem uma transferéncia de ferro mais segura e
garantem um estoque adequado de ferro intracelular. Vale ressaltar também que a ligacao
do ferro nessas proteinas é reversivel e, portanto, havendo necessidade fisioldgica, o ferro
pode ser recuperado novamente. Essas peculiaridades bioldgicas do ferro tornam as
nanoparticulas de 6xido de ferro menos toxicas quando comparadas a outros nanocristais
inorganicos (SOUZA; MOHALLEM; SOUSA, 2011).

2.3 Métodos de sintese de nanoparticulas de 6xido de ferro

A sintese de nanoparticulas magnéticas vem sendo estuda por varios anos, a fim
de obter metodologias mais simples, eficientes no controle do tamanho e da forma, e que
fornegam nanoparticulas estaveis, biocompativeis, monodispersas, com boa
cristalinidade e propriedades magnéticas diferenciadas (MARTINS, 2017; WU; HE;
JIANG, 2008). Os procedimentos quimicos sdo os mais utilizados para garantir essas
caracteristicas citadas acima. Dentre 0s mais comuns, pode-se mencionar a decomposi¢do

térmica, microemuls&o, sintese hidrotermal, sol-gel e coprecipitacdo (ALVES, 2012).

O procedimento da decomposicdo térmica consiste na decomposicdo de
precursores, como Fe(acac)s (acetilacetonato de ferro 1ll), Fe(Co)s (pentacarbonil de

ferro) ou complexos de Fe(oleato)s, em um meio contendo uma solucdo organica e
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surfactantes, sob elevada temperatura. As nanoparticulas formadas sdo monodispersas,
com estreita distribuicdo de tamanho e de alta qualidade. No entanto, para aplicagoes
biomédicas, as NPMs devem ser submetidas a um tratamento de purificacdo (ALVES,
2012; WU et al., 2015; WU; HE; JIANG, 2008). Ja o processo de microemulséo baseia-
se na mistura liquida de éleo, agua e surfactante, em que metais ou sais, usados para
formacdo das NPMs, ficam retidos na fase aquosa, e na fase oleosa normalmente contém
uma mistura de diferentes hidrocarbonetos e oleofinas. Apesar deste método necessitar
de um tratamento para estabilizar as NPMs formadas, nele é possivel controlar o tamanho
e forma das NPMs ao variar a natureza do surfactante e a concentracdo dos reagentes, por
exemplo (WU et al., 2015). Na sintese hidrotermal as nanoparticulas de 6xido de ferro
podem ser produzidas por duas rotas: hidrélise e oxidacdo ou neutralizacdo de hidroxidos
de metais. Em ambas as rotas, as rea¢cdes acontecem em meio aquoso e sob temperatura
e pressdo elevadas (entre 130 e 250 °C, e 0,3 e 4 MPa). As NPMs sintetizadas por este
método apresentam excelente cristalinidade e por isso, podem ter melhores propriedades
magnéticas (LAURENT et al., 2008; WU; HE; JIANG, 2008). No processo sol-gel ocorre
reacOes de hidrolise e condensacdo de precursores, tais como alcdxidos de ferro e sais de
ferro, para a formagdo das nanoparticulas. Devido a estas reagBes acontecerem em
temperatura ambiente, € necessario que as nanoparticulas sejam submetidas a tratamentos
térmicos ao final, a fim de adquirirem cristalinidade desejada. Por apresentar varios
ligantes hidrofilicos em sua superficie, as NPMs sintetizadas por este método podem ser
dispersadas tanto em meio aquoso quanto em solventes polares (LAURENT et al., 2008;
WU et al., 2015). O método de coprecipitacdo foi o escolhido para sintetizar as NPMs

usadas neste trabalho e, por isso, sera mais detalhado a seguir.

A coprecipitacdo é provavelmente a técnica mais simples, rapida, barata e
eficiente para sintetizar nanoparticulas de éxido de ferro. Basicamente, a metodologia
empregada consiste em misturar sais de ferro (Fe?* e Fe**) e coloca-los em uma solucéo
alcalina a temperatura baixa (geralmente até 70°C) e sob agitagdo, promovendo, assim, a
formagéo e precipitacdo das particulas (ALVES, 2012). Neste processo, dois estagios
aparecem: a nucleagdo e o crescimento. O apice da nucleacdo ocorre quando a
concentragdo das espécies atinge a supersaturagdo critica. Em seguida, decorre a outra
etapa, na qual hd um crescimento lento dos nucleos para a superficie do cristal por meio

da difusdo dos solutos. Visando uma monodispersividade das particulas, é preferivel que
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essas etapas acontecam separadamente (LAURENT et al., 2008). O mecanismo de reagéo
deste procedimento esté descrito simplificadamente na Equacéo 2.

Fe?* + 2Fe®" + 80H — Fe304 + 4H20 Eq. (2)

Neste processo diversos parametros experimentais influenciam o tamanho, forma,
composi¢do, comportamento magnético e homogeneidade das nanoparticulas
magnéticas. Podem-se citar como exemplos, o pH reacional, razdo molar dos ions de
ferro, tipo de base utilizada e velocidade de agitacdo (FERREIRA, 2009). De acordo com
o pH do meio, uma das etapas da sintese é favorecida, ou seja, em pH menores que 11 a
nucleacdo é mais presente, enquanto que acima desse valor o crescimento que é
beneficiado (WU et al., 2015). Também ndo € comum realizar a coprecipitacdo em meio
acido, pois ha a formacédo de goetita ao inveés de magnetita (ALVES, 2012). Ja a razéo
molar Fe?*/Fe3* indica um maior grau de pureza da magnetita quando se respeita a
estequiometria desses ions. Para a magnetita, essa razao estequiométrica equivale a 1:2,
porém como o Fe** é instavel, sua concentracdo vai diminuindo no decorrer do
experimento e, por isso muitos trabalhos sugerem Seu Uso em excesso para manter a
estequiometria correta. A natureza da base utilizada influencia principalmente a
caracteristica magnética da nanoparticula, uma vez que bases fortes, como o hidréxido de
sodio, promovem um pH mais elevado, facilitando a geracdo de complexos de ferro
hidratado e assim, impedindo a formacdo da magnetita. A dimensdo das nanoparticulas,
de certo modo, pode ser controlada por meio da velocidade de agitacdo, em que
velocidades mais altas produzem particulas com didmetros menores (FERREIRA, 2009).

A coprecipitacdo é um dos métodos de sintese de nanoparticulas magnéticas mais
utilizados, pois apresenta inimeras vantagens, tais como: grande quantidade de particulas
podem ser sintetizadas e, por isso, a producdo em larga escala é possivel; a sintese é
realizada em baixas temperaturas; o processo é de baixo custo; e as nanoparticulas
apresentam homogeneidade quimica, biocompatibilidade, solubilidade em &gua, alta
magnetizacdo de saturagdo e superficie com propriedades hidrofilicas, caracteristicas
relevantes para aplicagdes biomédicas (FERREIRA, 2009; WU et al., 2015; WU; HE;
JIANG, 2008). Entretanto, este procedimento ainda se depara com alguns desafios,
incluindo a larga distribuicdo do tamanho da particula, agregagédo, pouco controle da
forma e baixa cristalinidade (ALVES, 2012; WU; HE; JIANG, 2008).
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2.4 Recobrimento das nanoparticulas magnéticas

Para 0 emprego de nanoparticulas magnéticas em aplicagdes biomédicas é
essencial que essas nanoparticulas estejam adequadas ao meio bioldgico e mantenham
estabilidade de suas propriedades magnéticas. Para tal, utiliza-se o revestimento com
outros materiais como forma de protecdo de suas superficies e garantia de aplicabilidade

nesta area.

As nanoparticulas magnéticas apresentam certas limitacGes praticas quando
utilizadas em aplicacBes biolégicas e farmacoldgicas. Dentre esses empecilhos,
destacam-se a tendéncia de se aglomerarem a fim de minimizar a energia livre superficial;
baixas estabilidade e dispersividade em determinados solventes (em especial, em agua);
alta atividade quimica; facilidade em ser oxidada em ar (principalmente a magnetita) e,
consequente perda de propriedades magnéticas; absorcdo pelo corpo; e biodegradacdo em
meio biol6gico, ocasionando perda de suas propriedades originais (JIANG et al., 2012;
WU et al., 2015; WU; HE; JIANG, 2008). Dessa forma, proporcionar um recobrimento
apropriado das mesmas mostra-se como uma boa alternativa para amenizar e/ou eliminar

essas barreiras.

Em nanoparticulas hibridas (materiais magnético e de recobrimento) aplicadas em
biomedicina, o revestimento apresenta diversas funcdes (TOMBACZ et al., 2015), como

descritas a seguir:

e Promove a estabilizacao coloidal em condicdes fisioldgicas, ou seja, evita
a agregacao em pH biolégico e meio salino;

e Inibe a corrosao e oxidacao das nanoparticulas de éxido de ferro ao formar
uma camada passiva sobre o nlcleo magnético;

e Favorece a adsorc¢do especifica de proteinas no meio bioldgico, facilitando
assim, a biodistribuicdo das nanoparticulas pelo corpo;

e Fornece grupos reativos em sua superficie, 0os quais promovem a
funcionalizagcdo com farmacos e moléculas de direcionamento;

e Controla as interagdes biointerfaciais, tais como, absor¢do pelo sistema
reticuloendotelial, tempo de circulacdo na corrente sanguinea, eficiéncia

na interiorizacdo das nanoparticulas, toxicidade e biocompatibilidade.
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Existem diversos materiais capazes de realizar, em sua maioria, tais tarefas
descritas acima. Em geral, materiais organicos ou inorganicos sao comumente utilizados
para revestir a superficie de nanoparticulas de 6xido de ferro. Os materiais organicos
possibilitam a preservacdo das caracteristicas magnéticas das nanoparticulas, sdo
biocompativeis e biodegradaveis, e providenciam grupos funcionais reativos (carboxila,
amino, aldeido, etc.). Exemplos desses materiais sdo moléculas pequenas e surfactantes,
como &cido oleico, acido citrico, fosfanatos, aminoacidos e silanos; polimeros naturais e
sintéticos, como dextran, quitosana, alginato, poli(etilenoglicol), poli(metilmetacrilato);
e biomoléculas, como proteinas e anticorpos. Os materiais inorganicos providenciam as
nanoparticulas estabilizacdo, biocompatibilidade, funcionalizacdo e antioxidagdo. Pode-
se citar como exemplos a silica; metais e ndo-metais (ouro, prata, carbono); e 6xidos
metalicos e sulfetos (ZnO, Ca0, Al;Oz, ZnS) (LAURENT et al., 2008; WU; HE; JIANG,
2008).

A literatura vem retratando varios estudos relacionados as nanoparticulas
magnéticas recobertas com diversos materiais. SOARES e colaboradores (2016)
trabalharam com nanoparticulas de 6xido de ferro e as estabilizaram por meio de uma
bicamada de &cido oleico. Os resultados de potencial zeta e MET evidenciaram que, na
concentracdo de 96% de &cido oleico, as NPM se mostraram menos agregadas e mais
estaveis em pH fisioldgico, além disso, concluiram que as NP formadas apresentavam
pouca toxicidade (em concentragdes baixas) e tinham potencial para uso em
magnetohipertermia e em imagem por ressonancia magnética (IRM). Por sua vez,
ZHANG e colaboradores (2010) sintetizaram NP de FesOs por coprecipitacdo, e as
mantiveram desagregadas através do revestimento com poli(vinilpirrolidona) (PVP).
Como resultados, os autores obtiveram NP dispersas e homogéneas, observaram que 0
PVP serviu como estabilizador e controlador do tamanho das particulas e, em testes in
vivo, as NPs puderam ser concentradas no alvo escolhido por meio da aplicacdo de um
ima permanente, e exibiram contraste negativo em IRM. Ja LEE e colaboradores (2013)
integraram NP de FesO4 e PDDF (polimero fluorescente) juntamente com silica para
formar uma nanoestrutura core-shell com propriedades magnéticas e fluorescentes, além
disso, funcionalizaram a superficie da silica com acido félico, a fim de direcionar as NP
para células cancerigenas. As NPs obtidas apresentaram boa monodispersividade e
tamanho uniforme, as propriedades magnéticas e Opticas foram preservadas, e a

funcionalizacgdo foi eficiente, uma vez que as NPs exibiram baixa citotoxicidade, alta
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permeabilidade intracelular e direcionaram-se para o tumor. E LEE e colaboradores
(2008) desenvolveram nanoparticulas magnéticas de ferritas de cobalto, incorporaram
isotiocianato de rodamina (fluorescente) e revestiram com silica, por fim, modificaram a
superficie desse conjunto com poli(etilenoglicol) (PEG), com intuito de tornar essas NP
mais biocompativeis e soliveis em agua. Os resultados mostraram nanoparticulas com
alto valor de relaxacéo e longa meia-vida (T12) de ~2,5 h, caracteristicas estas alcangadas

devido a modificacdo da superficie com silica e PEG.

Em vista dos recobrimentos citados acima, esta dissertacdo optou por abordar a

silica como material de revestimento, a qual sera discutida no proximo topico.

2.4.1 Silica

A silica € um composto inorganico originado a partir da combinacéo de silicio e
oxigénio, e é constituido de grupos siloxanos (Si-O-Si) em seu interior e grupos silanois
(Si-OH) na superficie (ALFAIA, 2015). A silica possui diversas propriedades
relacionadas a sua superficie que a tornam uma substdncia versatil e de grande

aplicabilidade como revestimento para outras particulas, como as NP magnéticas.

O recobrimento de nanoparticulas de 6xido de ferro com silica é bastante visado
principalmente pelo fato da silica possibilitar a estabilizacdo dessas nanoparticulas em
condicdes aquosas/fisioldgicas. Esta estabilizacdo decorre de duas formas: a silica reduz
as interacdes dipolo-magnético entre as nanoparticulas magnéticas ao formar uma camada
ao redor delas; e, por ser carregada negativamente, a silica aumenta a repulsdo
coulombiana das nanoparticulas (LAURENT et al., 2008). Além dessa caracteristica, a
silica possui outras propriedades que a faz ainda mais atrativa como um material de
revestimento. A silica € um material de custo relativamente baixo, de facil sintetizacéo,
exibe baixa ou nenhuma citotoxicidade, &€ compativel com varias substancias quimicas e
moléculas para uso em bioconjugagdo, a espessura e tamanho de sua estrutura sdo
relativamente faceis de se controlar no momento de sua preparacdo, tem uma superficie
inerte e capaz de ser funcionalizada, é capaz de encapsular moléculas funcionais, protege
as NPM contra degradacgé@o quimica e oxidacéo, entre outras vantagens (HUI et al., 2011;
JIANG et al., 2012; SUN, LEE, ZHANG, 2008; WU, HE, JIANG, 2008).
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Atualmente, as abordagens mais utilizadas para revestimento de silica sobre
nanoparticulas de FesOs incluem os métodos de microemulsdo e processo sol-gel
(também conhecido como método de Stober). O método de microemulsdo utiliza trés
componentes principais: agua, 6leo e surfactante. Este método emprega micelas ou
micelas inversa para confinar e controlar o recobrimento das NPs, e produz, normalmente,
particulas com estrutura core-shell (nicleo-casca), o qual possui um ndcleo magnético e
um envoltorio de silica e surfactante. No método de Stober, a silica & formada atraves da
hidrolise e condensacao de um precursor sol-gel, e ocorre no proprio meio reacional onde
se encontram as nanoparticulas magnéticas. Também produz estrutura core-shell, porém
com a superficie da silica mais pura, a qual favorece bioaplicagdes (HUI et al., 2011;
JIANG et al., 2012). Este altimo procedimento serd adotado neste trabalho e, por isso,

mais detalhes do processo estdo descritos a seguir.

No método de Stober, o didmetro das particulas de silica é controlado pelas
contribuicdes dos processos de nucleacdo e crescimento, 0s quais apresentam espécies
precursoras e a supersaturacdo necessaria para a formacdo das particulas (IBRAHIM;
ZIKRY; SHARAF, 2010). Geralmente, o precursor inicial € o composto organico
tetraetilortosilicato, ou formalmente, tetraetoxissilano (TEOS - Si(OC2Hs)4), 0 qual é
hidrolisado em solucédo etanolica. Neste método as principais reaces que ocorrem sdo a
hidrélise (Equacdo 3) e condensacdo (Equacdo 4), as quais representam a nucleacao e o

crescimento, respectivamente (NEVES, 2014).

Si(OR)4 + H20 — (RO)3Si-OH + ROH Eq. (3)
=SiOH + OH-Si = — = Si-O-Si =+ H0 Eq. (4a)
=Si-OH + RO-Si = — = Si-O-Si =+ ROH Eq. (4b)

Durante a hidrélise, o grupo etoxi do TEOS reage com a agua para formar o
intermediario ((RO)sSi-OH), substituindo o grupo etoxi por hidroxila. Imediatamente, a
reacdo de condensacdo acontece e, nesta etapa, a hidroxila do intermediario reage tanto
com a hidroxila de outro intermediario (Equacdo 4a), fazendo a “condensagdo aquosa”,
quanto com o grupo etoxi de outra molécula de TEOS (Equagéo 4b), proporcionando a
“condensagdo alcodlica”. Ambas rea¢des formam pontes de Si-O-Si, porém a taxa de
reacdo da “condensagdo aquosa” ¢ muito maior que a “condensagdo alcoolica”

(IBRAHIM; ZIKRY; SHARAF, 2010).
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A reacdo global da sintese de nanoparticulas de silica, considerando o TEOS como

precursor, é dada a seguir:
Si(OCz2Hs)4 + 2.H20 — SiO2 + 4.C2HsOH Eq. (5)

As reagdes que ocorrem durante a sintese sdo bastante lentas, por isso é muito
comum adicionar catalisadores, sendo estes, &cidos ou basicos. Em suma, quando as
reacOes sdo realizadas em meio acido, a silica se forma como uma matriz compacta com
baixo volume de poros (microporos). Ja em meio basico, as particulas de silica crescem
mais esfericamente e com maior porosidade (mesoporosas) (BENVENUTTI; MORO;
COSTA, 2009). Analisando esses critérios, este trabalho optou por realizar a sintese em
meio basico, utilizando o hidréxido de am6nio como catalisador, ja que se pretende obter

um conjunto core-shell (nGcleo-casca) com as nanoparticulas de éxido de ferro e silica.

2.5 Curcumina

A curcumina é um composto polifendlico natural derivado do rizoma da planta
Curcuma longa, comumente conhecida como acgafrdo-da-india. Esta planta contém uma
classe de compostos conhecida como curcumindides, a qual inclui a curcumina,
demetoxicurcumina e bis-demetoxicurcumina, cujas estruturas quimicas estdo
esquematizadas na Figura 3. Dentre esses curcuminoides, a curcumina é o principal
composto e o responsavel por fornecer a esta especiaria cor amarelada e propriedades
terapéuticas (WILKEN et al., 2011). Em relagdo a composi¢do quimica, a curcumina
exibe tautomerismo ceto-enol, no qual prevalece a forma ceto em solucBes acidas ou
neutras, e a forma enol em meios alcalinos (ANAND et al., 2007). Além disso, suas
subunidades estruturais, metileno a proximo as carbonilas e hidroxilas fendlicas,
promovem sua a¢ao antioxidante, e a presenca dos atomos de oxigénio em distancia ade-
quada a configura como um potencial agente quelante de metais (SUETH-SANTIAGO
etal., 2015).

Diversas pesquisas vém sendo realizadas com intuito de investigar as atividades
bioldgicas e farmacoldgicas da curcumina e a aplicacdo deste composto no tratamento de
inimeras doencas. As propriedades terapéuticas visadas em medicina incluem ac@es anti-
inflamatdria, antioxidante, anticancerigena, antidiabética, antifungica, antiviral,

antifibrotica, analgésica e antisséptica, as quais auxiliam no tratamento de doencas
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neuroldgicas (como Alzheimer), inflamatorias e cardiovasculares, aléem de diabetes,
cancer, entre outras (GANGWAR et al., 2013; HATAMIE et al., 2015; KITTURE et al.,
2012; MULIK; MAHADIK; PARADKAR, 2009). O trabalho de BHANDARI e
colaboradores (2016) abordou a propriedade anti-inflamatéria da curcumina. Os autores
funcionalizaram nanoparticulas de magnetita com curcumina e observaram a acéo anti-
inflamatoria dessas nanoparticulas contra o agente inflamatério bifenilo policlorado
(PCB) em células endoteliais da veia umbilical humana. Os resultados mostraram que a
curcumina serviu tanto como estabilizador das nanoparticulas de magnetita quanto como
protetor celular contra inflamacéo. J& SAIKIA e colaboradores (2016) avaliaram a agéo
da curcumina em células saudaveis e cancerigenas. O trabalho consistiu em sintetizar
nanoparticulas de 6xido de ferro, liga-las com curcumina e revesti-las com amido com
ajuda de reticulantes. As analises de citotoxicidade realizadas em linfécitos humanos
(células saudaveis) e em células cancerigenas (cancer de mama e de figado) mostraram

que a curcumina apresentava toxicidade apenas nas células tumorais.
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Figura 3: Estrutura quimica dos curcumindides: curcumina, demetoxicurcumina e bis-
demetoxicurcumina. Adaptado de WILKEN et al. (2011).

Além das caracteristicas supracitadas, a curcumina ainda possui propriedades
fluorescentes, em que apresenta comprimento de onda de excitagdo (L) entre 405 e 430
nm e A de emissdo entre 480 e 540 nm. Dessa forma, ha a possibilidade de utiliza-la como
agente de contraste em equipamentos de imagem por fluorescéncia (LACHOWICZ et al.,
2017). Alguns autores também vém abordando essa propriedade em seus trabalhos. Como
exemplo, tem-se os trabalhos de NAGAHAMA,; SANO; KUMANO (2015) e NGUYEN

et al., (2016), os quais utilizaram a curcumina encapsulada como marcador de células

19



cancerigenas. Os resultados evidenciaram a presenca da curcumina especialmente dentro
do citoplasma dessas células e sua forte fluorescéncia, observada nas imagens por
fluorescéncia. Pesquisadores da USP de Séo Carlos vem estudando o uso da curcumina
no combate as larvas do mosquito transmissor da dengue. O estudo tem como base a
propriedade fotodindmica da curcumina, a qual, em ambientes luminosos, induz a
curcumina a produzir espécies toxicas para as larvas. Dessa forma, a ideia é adicionar
esse fluordéforo na agua de criadouro do mosquito, possibilitando sua ingestéo pelas larvas
e, na presenca de luz solar, ocasionar a liberacdo dessas toxinas dentro do intestino das
larvas, extinguindo-as (TOLEDO, 2015).

A eficiéncia da curcumina como farmaco ainda enfrenta alguns desafios devido,
principalmente, a sua natureza hidrofobica. Esta peculiaridade implica baixas
biodisponibilidade, absorcdo e atividade, degradacdo em pH alcalino, fotodegradacéo,
alta taxa de metabolismo pelo sistema reticuloendotelial e rapida eliminacédo pelo corpo
(ANAND et al., 2007; GANGWAR et al., 2013; MULIK; MAHADIK; PARADKAR,
2009). Para superar esses obstaculos, muitos estudos vem focando na estratégia de
“aprisionar” a curcumina em outras estruturas, tais como, polimeros, micelas e silica
(WANI et al.,, 2011). Uma dessas pesquisas foi desenvolvida por OLIVEIRA e
colaboradores (2016), o qual formularam um sistema de nanoparticulas contendo
curcumina e silica aminofuncionalizada com folato (agente de alvo), e verificaram a
citotoxicidade dessas nanoparticulas em células normais e cancerigenas. Os resultados
mostraram que a silica foi eficiente como portadora da curcumina e suporte para o folato,
permitindo que a curcumina e o folato fizessem seus papéis corretamente, ou seja,
respectivamente, eliminasse preferencialmente as células cancerigenas e guiasse as

nanoparticulas até as células tumorais.

2.6 Aplicacdes das nanoestruturas magneticas em processos de bioengenharia

Os primeiros trabalhos relatando a aplicacdo biomedica de particulas magnéticas
comecaram a ser desenvolvidos a partir da decada de 60. Desde entdo, muitos outros
avancos tecnoldgicos e pesquisas nesta area se sucederam, visando, principalmente, a

utilizagdo in vitro e in vivo desses materiais (MEDEIROS, 2010).
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As propriedades magnéticas Unicas das nanoparticulas de Oxido de ferro
aumentaram ainda mais o enfoque desses tipos de nanoestruturas em aplicagdes
farmacologicas e em bioengenharia, especialmente, relacionadas a separacdo de
compostos, terapia e diagnostico de doencas. Por apresentar um tamanho reduzido, esses
materiais sdo favorecidos como carregadores de farmacos, ja& seu comportamento
superparamagnético proporciona uma melhora nas imagens por ressonancia magnetica, e
sua resposta a um campo externo propicia seu uso em uma terapia denominada
hipertermia magnética. Alem dessas serventias, as nanoparticulas de oxidos de ferro
também podem ser administradas em reparacao de tecidos, separacdo de biomoléculas e
poluentes, imunoensaios, desintoxicacdo de fluidos bioldgicos, imobilizacdo celular e
enzimatica, entre outras (HOLA et al., 2015; MEDEIROS, 2010; NAQV!I et al., 2010).

Vérios pesquisadores vém retratando em seus trabalhos a aplicabilidade das
nanoparticulas magnéticas, mostrando ser bastante diversificada. No trabalho de
CHERTOK e colaboradores (2008), por exemplo, os autores utilizaram as nanoparticulas
magnéticas como carregadoras e direcionadoras de farmaco, e as monitoraram por meio
de IRM para que pudessem alcancar tumores cerebrais através da aplicagdo de um campo
magnético externo. Os testes in vitro e in vivo mostraram que essas nanoparticulas
puderam ser acumuladas nas células cancerigenas e monitoradas dentro do organismo por
um método ndo invasivo (IRM). J& SUNG e colaboradores (2009) investigaram a
marcacdo de células-tronco mesenquimais humanas com nanoparticulas magnético-
fluorescentes em monitoramento por imagem de ressonancia magnética (IRM) e imagens
Opticas. Os autores conseguiram produzir nanoparticulas com propriedades
superparamagnéticas e fluorescentes, as quais foram Gteis no monitoramento das células-
tronco transplantadas. Além disso, observou-se que essas nanoparticulas se acumulavam
no citoplasma das células-tronco e ndo causavam toxicidade a elas. CHENG e
colaboradores (2015) investigaram a capacidade de nanoparticulas compostas por 6xido
de ferro e curcumina de diagnosticar a doenca de Alzheimer, por meio de ressonancia
magnética. Neste caso, a curcumina serviu para ligar-se as placas amildides do cerebro,
comumente encontradas em pacientes com a doenca, e as nanoparticulas magnéticas para
aumentar o contraste dessas placas nas imagens da ressonancia. Os resultados
evidenciaram que as particulas sintetizadas possuiam baixa toxicidade e eficicia na

penetracdo da barreira hematoencefalica em teste de permeabilidade in vitro.
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Recentemente, pesquisadores da University of Minnesota desenvolveram um
método para auxiliar o transplante de 6rgdos. Este método consiste em utilizar o mesmo
processo de vitrificacao ja usado na preservacdo de orgaos transplantados, porém na etapa
de reaquecimento do 0rgdo, ao inves de empregar um meétodo convencional, como o
convectivo, utiliza-se uma solucdo de crioprotetor e nanoparticulas de 6xido de ferro
revestidas com silica como forma de armazenamento e transferéncia de calor para o
Orgdo. Esta mudanca proporcionou uma melhora no armazenamento de tecidos em
volumes de amostras maiores, aumentou a viabilidade do tecido, diminuiu o risco de
cristalizacdo do tecido durante o reaquecimento, entre outras vantagens capazes de
otimizar o translado entre a doacdo e implementacdo do 6rgdo no corpo humano
(MANUCHEHRABADI et al., 2017).

Atualmente, o termo teranodstico vem ganhando destaque tanto nos estudos
biomédicos quanto nas aplicacGes clinicas. Esse conceito equivale a combinacdo de
terapia e diagndstico em um mesmo procedimento médico, o qual torna a investigacao e
o tratamento de certas doencas menos invasivos, mais precocemente, e assim, mais
efetivos (NGUYEN et al., 2016). Além disso, € considerado uma medicina personalizada,
uma vez gque a dosagem e distribuicdo da droga pode ser adaptada de acordo com a
resposta do paciente ao procedimento (KNEZEVIC et al., 2013). Dessa forma, no
contexto de um sistema magnético, pode-se aplicar a imagem por ressonancia magnética
no monitoramento e diagnéstico da doenca e, em seguida e/ou simultaneamente, utilizar
um procedimento de tratamento da doenca, como a magnetohipertermia e a liberacédo
controlada e localizada de um medicamento. Essas aplica¢fes serdo melhor discutidas a

sequir.

2.6.1 Contraste em imagem por ressonancia magnética

A imagem por ressonancia magnética foi desenvolvida por Lauterbur na década
de 70, e desde entdo muitos outros estudos vem sendo dissertados, a fim de entender e
aprimorar essa técnica (MEDEIROS, 2010). A IRM € um método baseado nos principios
da ressonancia magnética nuclear e muito aplicada na area médica, principalmente por
ser uma forma de diagnéstico ndo invasivo, o qual consegue fornecer imagens com
contraste entre diferentes tecidos moles do corpo, sendo, portanto, muito Util em exames

neuroldgicos, musculoesqueléticos, cardiovasculares e oncoldgicos (BEDE, 2010). O
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diagndstico é obtido por meio da imagem do paciente gerada por um equipamento
semelhante ao da Figura 4.

A imagem por ressonancia magnética tem como principio as propriedades de
relaxacdo dos atomos de hidrogénio da agua quando estes estdo sob acdo de um campo
magnético externo. O corpo do ser humano é composto por varias moléculas de agua, as
quais contem prétons do hidrogénio. Dessa forma, quando é aplicado um forte campo
magnético préximo a uma pessoa, como é no caso de um equipamento de IRM, os
momentos magnéticos desses prétons conseguem se alinhar ao campo. Entretanto, a
medida que pulsos de radiofrequéncia sdo empregados no sistema, o alinhamento desses
prétons em relacdo ao campo vai sendo alterado e energia vai sendo absorvida. Ao
desligar o campo, 0s momentos magnéticos desses prétons retornam ao seu estado
original, liberando energia na forma de radiacdo eletromagnética, sendo esta capaz de ser
detectada e convertida em uma imagem (BEDE, 2010; FERREIRA, 2009; SUN; LEE;
ZHANG, 2008). A distincdo entre os tecidos nas imagens geradas pelo equipamento é
possivel, pois 0s prétons de cada tecido do corpo retornam ao seu estado de equilibrio a
taxas diferentes (BEDE, 2010; FERREIRA, 2009).

Paciente
Bobina de

Radiofrequéncia

Bobina de
Gradientes

Figura 4: Equipamento utilizado para obter imagem por ressonancia magnética. Adaptado
de PARDELL (2017).
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O fenébmeno de relaxacdo é dito como o processo pelo qual os prétons retornam
ao seu estado inicial, sendo que dois tipos desse fendbmeno estédo presentes na IRM: a

relaxacdo longitudinal (T1) e relaxagdo transversal (T2) (FERREIRA, 2009).

Para obter imagens com melhores contrastes entre os tecidos, € comum utilizar
agentes que realcam este contraste, facilitando assim, o diagnostico requerido.
Nanoparticulas de 6xido de ferro sdo um excelente exemplo de agente de contraste para
IRM, devido as suas propriedades de encurtamento de T1, T2 e T2  (curto tempo de
relaxacdo transversal), as quais distorcem o campo magnético local e alteram os tempos
de relaxacdo dos prétons do hidrogénio da dgua da vizinhanga (SOUZA; MOHALLEM;
SOUSA, 2011; SUN; LEE; ZHANG, 2008). O processo de diminui¢édo do T1 requer uma
interacdo préxima entre os prétons e os agentes de T1, porém a espessura do revestimento
das nanoparticulas pode impedir essa aproximacdo. Ja o efeito das nanoparticulas
magnéticas no T, & ocasionado pela grande diferenca de susceptibilidade entre as
particulas de 6xido de ferro e a vizinhanca, a qual proporciona um gradiente de campo
magnético microscopio. A difusdo dos prétons por esse gradiente gera uma perda
irreversivel da coeréncia de fase, ocasionando a diminuigdo de T2 (SUN; LEE; ZHANG,
2008). Como resultado dessa reducdo de intensidade de sinal, o local do corpo onde
contém as NPM fica mais escuro que a vizinhanca, e sendo assim, as NPM atuam como
contraste negativo na IRM (CHERTOK et al., 2008; SOUZA; MOHALLEM; SOUSA,
2011).

No trabalho de UCHIYAMA e colaboradores (2015) foi possivel verificar a
melhora das imagens de ressonancia magnética por meio da aplicacdo de nanoparticulas
de éxido de ferro no corpo. Os autores injetaram nas veias de ratos uma solucdo contendo
nanoparticulas magnéticas funcionalizadas com grupos hidrofilicos. Eles constataram que
as NPM néo apresentaram toxicidade e foram concentradas espontaneamente no figado,
rins e bago, resultando em forte contraste negativo nas IRM. Além disso, observaram que
as NPM foram eliminadas dos rins e bexiga em poucos dias, ja no figado e baco em 30
dias percebia-se 0 desaparecimento e em 140 dias, a auséncia foi completa. Outra
averiguacéo feita pelos autores foi a possivel concentracdo das NPM na coxa do rato por
meio da aplicagdo por 2 horas de um ima na regido, mostrando seu potencial como
carregadores magnéticos de drogas em alvos especificos. A Figura 5 ilustra esses

resultados supracitados.
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Controle 2 dias 30 dias 60 dias 140 dias

Figura 5: Tipica série de imagens de IRM de um rato tratado com NP de 6xido de ferro
em funcdo do tempo de administracdo no corpo. O circulo representa o contraste negativo
na regido da coxa causada pela acumulacdo de NPM induzida por um ima, e o retangulo
ilustra a regido do figado e baco. Adaptado de UCHIYAMA et al. (2015).

Em geral, a administracdo das nanoparticulas magnéticas no corpo € intravenosa,
pois assim todas as células vitais conseguem receber esses agentes de contraste através
da circulacdo sanguinea. Entretanto, para o caso de imagens das articulacdes € preferivel
que as NPM sejam injetadas direto na articulacio almejada (ALVES, 2012; BEDE, 2010).
Em relagdo ao tempo de permanéncia no organismo, as NPM continuam nos tecidos por
periodos mais longos quando comparadas com agentes de contraste comuns, e além disso,
por serem superparamagnéticas, produzem uma melhor relaxacdo de prétons do que 0s
materiais paramagnéticos. Ambas caracteristicas possibilitam que uma menor dosagem
de NPM no corpo humano seja suficiente para obter bons contrastes nas imagens de
ressonancia, diminuindo assim, a probabilidade do surgimento de efeitos toxicos adversos
(AKBARZADEH; SAMIEI; DAVARAN, 2012; ALVES, 2012).

2.6.2 Hipertermia magnética

Nas Gltimas décadas, o nimero de casos de pessoas com cancer vem crescendo
constantemente, fazendo com que essa doenca se torne a segunda causa de morte no
mundo (DIAS et al., 2017). Por esse motivo, muitas técnicas de tratamento vém sendo
desenvolvidas a fim de obter uma eficacia clinica e um tratamento com o0 minimo de
efeitos colaterais nos pacientes. Uma linha muito promissora é a terapia por meio do
aquecimento dos tumores, a qual inclui a hipertermia magnética, tratamento com agua

quente, radiacdo infravermelha e ultrassom. Dentre estas, a hipertermia magnética é a
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mais eficiente em destruir seletivamente as células cancerigenas, mesmo em locais
profundos do corpo, e causar menos efeitos adversos (SOUZA; MOHALLEM; SOUSA,
2011).

O tratamento de cancer por magnetohipertermia consiste em aplicar na regido do
tumor um campo magnético alternado externo capaz de promover um aumento de
temperatura entre 41 e 45 °C por interacdo com nanoparticulas magnéticas (DIAS et al.,
2017). Geralmente, nanoparticulas magnéticas, como as de 6xido de ferro, sdo utilizadas
neste procedimento. Por esses materiais apresentarem caracteristica superparamagnética,
a medida que estdo na presenca de um campo alternado de alta frequéncia, a direcdo de
sua magnetizacao altera entre as orientacfes paralelas e antipararelas, permitindo que a
energia magnética das particulas se converta em calor e, consequentemente, originando o
aquecimento do local (AKBARZADEH; SAMIEI; DAVARAN, 2012; MARTINS,

2017), como esquematizado na Figura 6.

2 Corrente . _
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Figura 6: Esquema do tratamento de cancer por hipertermia magnética: a) introducéo do
fluido magnético no tumor e b) aplicacdo do campo magnético alternado préximo ao local
debilitado para promover o aumento da temperatura. Adaptado de (FUNDECT, 2013).

A faixa de temperatura que o processo de hipertermia magnética induz, de certo
modo, néo é prejudicial as células sadias do corpo, havendo somente casos de danos
reversiveis a elas. Por outro lado, os tecidos tumorais sdo mais sensiveis as mudancas de
temperatura, sendo que um aquecimento em torno de 43 °C ja possibilita a morte dessas
células. Esse fato acontece, pois as células cancerigenas sdo mais facilmente aquecidas

do que as células vizinhas, j& que 0s vasos sanguineos e nervosos do tumor sdo pouco
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desenvolvidos (SOUZA; MOHALLEM; SOUSA, 2011). Além disso, 0s tumores vivem
em condi¢des de baixa quantidade de oxigénio (hipdxia), a fim de permanecerem em pH
acido, porém quando a temperatura é elevada, essas células ndo conseguem manter este
pH adequado e perecem (ALVES, 2012).

A eficiéncia do tratamento por magnetohipertermia depende da capacidade do
material magnético gerar calor suficiente para destruir as células cancerigenas. Um
indicador utilizado para avaliar esse potencial é a taxa de absorcdo especifica (SAR —
termo inglés para specific absorption rate). A Equacdo 6 define essa grandeza como a

poténcia gerada pela nanoparticula, normalizada pela massa desse material.
w mr (dT
SAR = el S (—) Eqg. (6)

onde C é a capacidade calorifica do conjunto (nanoparticula + solvente), m” é a massa do

ar
conjunto e I é taxa de variacao da temperatura (T) em funcdo do tempo (t).

Para aplicacdo em hipertermia magnética, é desejavel utilizar nanoparticulas que
fornegam uma SAR elevada, e com isso, uma menor quantidade desse nanomaterial sera
necessaria para obter uma boa eficacia na terapia. Alguns parametros, tais como estrutura
e propriedades magnéticas da particula, e condi¢des do campo magnético alternado,
podem influenciar no valor do SAR. Dessa forma, a otimizacéo desse indicador pode ser
realizada controlando esses parametros no momento da sintese das nanoparticulas e/ou

na etapa de aplicacdo do campo magnético externo (MARTINS, 2017).

2.6.3 Liberacdo controlada e sitio-dirigida

Diversas doencas requerem um tratamento muito rigoroso e que gera nos
pacientes muitos efeitos colaterais, uma vez que 0s medicamentos convencionais
administrados geralmente atingem também os 6rgaos sadios. Por esse motivo, desde a
década de 50, varios estudos vem sendo feitos para conhecer e aprimorar a técnica de
liberacdo controlada de farmacos (ALVES, 2012; SOUZA; MOHALLEM; SOUSA,
2011). Nesse método, o0 agente ativo ¢ liberado de forma gradual, independente de fatores

externos e com uma cinética de liberacio bem definida (BEDE, 2010).
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Na liberacdo de drogas no organismo pela forma convencional, os agentes ativos
circulam por toda parte do corpo e sua concentragdo sofre um aumento até atingir um
maximo e, entdo, decai exponencialmente a medida que é excretada e/ou convertida
metabolicamente, necessitando, assim, de doses mais altas e/ou administradas em menos
espaco de tempo. Esse comportamento ocasiona oscilagdes dos niveis da droga, 0s quais
podem ultrapassar a faixa de concentracdo 6tima e, consequentemente, 0 medicamento
pode causar efeitos toxicos ou tornar-se terapeuticamente ineficaz. Por sua vez, a
liberacdo controlada promove uma distribuicdo do farmaco de maneira mais ponderada e
uma concentracio dentro da faixa de efeito terapéutico 6tima (BEDE, 2010; MEDEIROS,
2010).

Outras vantagens do sistema de liberacdo controlada s&o: liberacéo localizada do
farmaco para uma regido especifica do corpo; manutencao dos niveis do medicamento
por um tempo mais prolongado; diminuicao significativa da toxicidade; menor numero
de administracbes; melhor interacdo com a parede celular e bacteriana; substancias
hidrofilicas e lipofilicas podem ser incorporadas; preservacao dos farmacos que sdo
rapidamente destruidos pelo corpo, como proteinas; aumento do conforto do paciente
(BEDE, 2010; MEDEIROS, 2010; SOUZA; MOHALLEM; SOUSA, 2011).

As nanoparticulas magnéticas trabalham como excelente aliadas no
aperfeicoamento da técnica de liberacdo controlada, uma vez que auxiliam no transporte
e direcionamento do farmaco, promovem um aumento da liberagdo, e servem como

contraste em imagem de IRM, localizando o medicamento dentro do corpo.

A funcéo de carregadores e direcionadores do farmaco é realizada por meio da
aplicacdo de um campo magnético externo, o qual arrasta o fluido magnético com o
medicamento para o alvo especifico, como mostrado na Figura 7, proporcionando a
concentracdo do farmaco no local exato da patologia e a liberacdo sitio-dirigida
(FERREIRA, 2009; KNEZEVIC et al, 2013; SUN; LEE; ZHANG, 2008). Esse
direcionamento também pode ser feito por meio da ligacdo do sistema NPM e farmaco
com um agente-alvo, como por exemplo o acido félico, em que é receptado por células
cancerigenas e leva consigo as NPM e o medicamento para dentro do tumor
(FRANCISQUINI; SCHOENMAKER; SOUZA, 2016; NAQVI et al., 2010). Em geral,
a efetividade do transporte dentro do organismo depende de parametros fisicos como a

intensidade do campo magnético aplicado e caracteristicas das nanoparticulas, de
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parametros hidrodinamicos, como taxa de fluxo de sangue e concentragéo do ferrofluido,
e de pardmetros fisiologicos, como a profundidade do tecido alvo e da forca de ligacéo
entre a molécula e o carregador (FERREIRA, 2009). Essas limitagdes sdo amenizadas

quando o tamanho das particulas € inferior a 300 nm (ALVES, 2012).
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Figura 7: Esquema ilustrativo de liberacdo de farmacos utilizando NPM como
direcionadores do alvo debilitado por meio de um campo magnético externo. Adaptado
de ALVES (2012).

A liberacdo do farmaco ligado as NPM ocorre por difusdo, devido ao gradiente de
concentracdo entre as nanoparticulas e o sistema biolégico do corpo. Entretanto, esta
liberac&o pode ser acelerada e com uma maior quantidade de medicamento ao se aplicar
um campo magnético externo oscilante no sistema, uma vez que este promovera um
movimento das particulas e, assim, facilitara o desprendimento das moléculas
farmacoldgicas para 0 meio (BEDE, 2010). Além dessas caracteristicas positivas de
sistemas com materiais magnéticos, a propriedade de aumentar o contraste negativo das
imagens de ressonancia faz com que essas nanoparticulas possam ser usadas também para
diagnosticar doengas, como discutido no item 2.6.1. Dessa forma, ao combiné-las com as
aplicagdes de carregamento de farmaco e liberagéo controlada e sitio-dirigida, possibilita

que esse sistema seja um promissor produto teranostico.
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CAPITULO III

Metodologia

Nesse capitulo sera apresentada a etapa experimental executada na pesquisa.
Inicialmente, apresenta-se a sintese das nanoparticulas de 6xido de ferro, tal como seu
recobrimento com silica. Uma analise de estabilidade das nanoparticulas magnéticas com
adicdo de acido citrico também é investigada, juntamente com seu posterior recobrimento
com silica. Além disso, aborda-se o estudo da adsorcao da curcumina nas nanoparticulas
magnéticas, investigando depois o encapsulamento desse conjunto em silica. E por fim,
descreve-se as caracterizacdes das amostras quanto a morfologia, estrutura cristalina,
superficie, tamanho de particulas, propriedades magnéticas, fluorescéncia, hipertermia

magnética e liberacdo do farmaco.

3.1 Materiais
3.1.1 Reagentes e solucdes
Os materiais utilizados ao longo do trabalho, com suas devidas especificacdes,
estdo descritos a seguir:
a) Sintese das nanoparticulas de 6xido de ferro:
- Agua deionizada ultrapura Milli-Q®;
- FeS04.7H20, sulfato de ferro (1) heptahidratado, Vetec, Duque de Caxias, RJ, BR;
- H2SO4, &cido sulfurico, Vetec, Duque de Caxias, RJ, BR;
- Ferro metalico (Fe®), origem desconhecida;
- CaCl2.2H0, cloreto de célcio dihidratado, Vetec, Duque de Caxias, RJ, BR;
- FeCly, cloreto de ferro (I1), 0,5 M, sintetizado no laboratorio;
- FeCl3.6H20, cloreto de ferro (1) hexahidratado, Vetec, Duque de Caxias, RJ, BR;
- NH4OH, hidrdéxido de amoénio, 10 a 35% de amonia, Vetec, Duque de Caxias, RJ, BR.
b) Revestimento das nanoparticulas magnéticas com silica
- Agua deionizada ultrapura Milli-Q®;
- TEOS, Si(OCzHs)s, tetracthyl orthosilicate, > 99,0% (GC), Aldrich Chemistry, St
Louis, USA;
- EtOH, ethyl alcohol, alcool absoluto 200 Proof, Tedia, Fairfield, OH, USA;
- NH4OH, hidrdxido de amonio, 10 a 35% de amonia, Vetec, Duque de Caxias, RJ, BR.
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c) Estabilizagdo das nanoparticulas com &cido citrico

- Agua deionizada ultrapura Milli-Q®;

- EtOH, alcool etilico 95, P.A., Sigma Aldrich Brasil, Duque de Caxias, RJ, Br;

- Acido citrico, CeHs07.H20, PM = 210,14 g/mol, Merck.
d) Adsorcdo da curcumina nas nanoparticulas de oOxido de ferro e posterior
encapsulamento em silica

- Agua deionizada ultrapura Milli-Q®;

- TEOS, Si(OCzHs)4, tetracthyl orthosilicate, > 99,0% (GC), Aldrich Chemistry, St
Louis, USA;

- EtOH, ethyl alcohol, &lcool absoluto 200 Proof, Tedia, Fairfield, OH, USA;

- NH4OH, hidrdéxido de aménio, 10 a 35% de aménia, Vetec, Duque de Caxias, RJ, BR.

- Curcumina utilizada foi gentilmente cedida pela mestranda Lizandra Maurat
(IMA/UFRJ). A curcumina foi extraida do rizoma do acafrdo pelo método convencional,
o0 qual se deu por arraste do solvente etanol, sendo a metodologia baseada nos trabalhos
de FERNANDEZ, A. et al. (2017) e NASCIMENTO et al. (2016). Apés a extragio, a
solucdo foi colocada na capela para evaporacao e secagem. A analise da cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC — High performance liquid chromatography) confirmou
a presenca da curcumina (Figura 8.b), pois a amostra obteve 0 mesmo tempo de retengéo
do padrdo da curcumina (Figura 8.a). Os outros dois picos da Figura 8.b séo
possivelmente  referentes ao  curcumindides  demetoxicurcumina e  bis-
demetoxicurcumina. Como a curcumina representava a maior parte do produto extraido,

este trabalho a adotou para representar os curcuminoides;
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Figura 8: Cromatogramas de HPLC do a) padrdo da curcumina com tempo de retencao
de 18,35 min; b) separacdo dos curcuminodides, com destaque para a curcumina (tempo
de retencéo = 18,79 min). Imagens cedidas pela aluna Lizandra Maurat.
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e) Testes de liberacdo

- Amostras sintetizadas previamente;

- Solucédo tampaéo fosfato-salino (PBS - phosphate-buffered saline), pH 7,2, preparado
a partir de fosfato monossadico, fosfato dissodico, cloreto de sddio e agua.

- SDS, C12H25Na0ss, lauril sulfato de sodio ultra puro (dodecilsulfato de sodio - sodium
dodecyl sulfate), Vetec Quimica Fina, Duque de Caxias, RJ;

- HCI, &cido cloridrico P.A., Vetec Quimica Fina, Duque de Caxias, RJ.

3.1.2 Equipamentos

- Agitador mecénico, Fisatom, utilizado na reacdo de sintese das nanoparticulas de
oOxido de ferro;

- Agitador magnético simples, Fisatom, utilizado na purificacdo do FeSOu;

- Agitador magnético multiplo, Fisatom, usado na etapa do revestimento;

- Agitador de tubos, Scientific Industries, Roto-shake Genie, usado na etapa de
adsorcéo;

- Balanca analitica, usada para pesagem dos materiais requeridos em cada etapa;

- Bomba a vacuo, Fisatom, modelo 820, auxiliou a filtragem;

- Banho Maria, Novatecnica, controle de temperatura durante a sintese das
nanoparticulas;

- Centrifuga, Eppendorf, Centrifuge 5810R, com rotor A-4-81, utilizada na separacéo
dos produtos das reacgdes realizadas;

- Difratbmetro de Raios-X (DRX), PANalytical, X Pert Pro, do CBPF, averiguacdo da
estrutura cristalina;

- Espalhamento de Luz Dindmico (DLS), Zeta PALS, Zeta Potential Analyzer,
Brookhaven, pertencente ao Laboratério de Bioquimica da professora Débora Foguel
(CCS/UFR)). Ele foi usado para medir o potencial zeta (£) e a distribui¢do do tamanho
das particulas.

- Espectrofotdometro de absorcdo atémica (Atomic Absorption Spectrofhotometer),
SHIMADZU, modelo 6800, pertencente ao CBPF e utilizado para mensuracdo de Fe
encapsulado nas nanoparticulas;

- Espectroscopio de absorcdo no UV-visivel, Bel Photonics, UV-vis spectrophotometer,
UV-M51, pertencente ao laboratdrio Grifit e usado para verificar a presenca de curcumina
nas solucdes analisadas e quantifica-la;

- Estufa de secagem, Quimis, empregado para secagem das amostras;
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- Fluorimetro, JASCO, Spectrofluorometer FP-8200, do Laboratério LaBiME (CCS) da
professora Yraima Cordeiro, usado para medir a fluorescéncia da curcumina;

- Magnetometro SQUID (Superconducting Quantum Interference Device), pertecente
ao Laboratorio de Magnetometria da Infraestrutura de Pesquisa Multiusuaria para
Materiais Avancados do CBPF (MAG-MATMULT), utilizado nas medidas de
magnetizacédo de saturacgéo;

- Microscépio de Fluorescéncia Invertido (MFI), Zeiss, Observer.Z1, acoplado com um
Aptome, pertencente ao Laboratorio de doencgas neurodegenerativas da Biofisica (CCS)
do professor Sérgio T. Ferreira, utilizada para fazer imagens da fluorescéncia da
curcumina;

- Microscopio Eletrénico de Transmissdo de alta resolucdo (MET), JEOL JEM-2100F,
200kV, vacuo na camara de 107 Pa, do Laboratério Multiusuario de Nanociéncia e
Nanotecnologia do CBPF (LABNANO). Este equipamento também pode ser operado em
modo de microscopia eletronica de transmisséo de varredura (STEM) — detector de alto
angulo e feixe de 0,7nm, além disso, possui um sistema de espectroscopia por dispersdo
de energia de raios-X (EDS) e sistema de mapeamento de nanodifragdo com precessdo
NANOMEGAS Digistar. Foi utilizado para analisar a morfologia, composi¢do e o
tamanho das nanoparticulas;

- NanoScale Biomagnetic, modelo DM100 Series, do Laboratério de Magnetometria da
Infraestrutura de Pesquisa Multiusuéria para Materiais Avancados (CBPF), usado nas
medidas de hipertermia magnética;

- Shaker com agitagdo orbital, TECNAL, TE-420 Incubadora, pertencente ao
laboratério Biomol (UFRJ), empregado nos testes de liberacao;

- Sonicador, Hielscher, Modelo UP100H, utilizado para homogeneizar as solucdes
referentes ao recobrimento das nanoparticulas com silica;

- Turrax, Novatecnica, agitador utilizado para homogeneizar as solu¢fes com acido
citrico;

- Ultrassom, Maxiclean 750, homogeneizador usado na etapa de revestimento;
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3.2 Métodos
3.2.1 Sintese das nanoparticulas de 6xido de ferro (FesOa)

As nanoparticulas magnéticas de oxido de ferro foram obtidas pelo método de
coprecipitacdo a partir da mistura de sais de ferro usando uma solucdo béasica. Os
procedimentos utilizados basearam-se nos trabalhos de BEDE (2010) e MORALES et al.
(2008).

A obtencdo das nanoparticulas foi dividida em quatro etapas, descritas a seguir:
a) Purificacéo do sulfato de ferro II:

A purificacdo do sulfato de ferro 11 foi necessaria para garantir a obtencdo do ion
Fe?* e ndo do Fe3*. Para isso, foi realizada uma reagéo de oxirreducgdo utilizando ferro

metalico.

Inicialmente, foram preparados 300 mL da solucdo de H2SOs 25% (v/v). Em
seguida, foram adicionados 60 g de FeSO4.7H.O a esta solugdo, sob agitacdo e
aquecimento (60 — 70 °C). Apds a solubilizacdo do FeSO4.7H.0, acrescentou, aos
poucos, ferro metélico a solucdo até que ndo ocorresse mais reacdo e observasse a
saturacdo da solucdo. A seguir, foi realizada a filtracdo a vacuo e a quente da solucéo, e
o filtrado obtido foi colocado em banho de gelo para facilitar a cristalizacéo e, em seguida,
foi posto no freezer por aproximadamente 24 h (overnight) para a recristalizacédo do
FeSO4.7H20 purificado.

Apos esse tempo, os cristais de FeSO4.7H20 purificados foram lavados com &gua
gelada sob filtracdo a vacuo para remocdo do excesso de gelo formado durante o

resfriamento. O reagente purificado foi entdo armazenado no freezer.
b) Obtencéo da solucédo de cloreto de ferro 1l:

O cloreto de ferro Il foi obtido a partir da reacdo do sulfato de ferro (II)

heptahidratado com o cloreto de célcio dihidratado, conforme a Equacéo 7:
FeS04.7H20 + CaCl,.2H20 ——— CaSO04 + FeClz + 9 H.0 Eq. (7)

Para a obtencdo de 100 mL de solucdo 0,5 M de FeCl,, foram necesséarios,

conforme a estequiometria da reacdo, aproximadamente 15 g de FeSO4.7H20
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previamente purificado e 7,351 g de CaCl,.2H0. Antes de mistura-los, cada reagente foi
solubilizado com &agua Milli-Q® até completar 40 mL. Apds a mistura das duas solucdes,
a solucdo final foi centrifugada por 10 min a 4000 rpm (equivalente a velocidade de 3220
X g na centrifuga Eppendorf 5810R). O sobrenadante (FeCl>) foi reservado e o precipitado
(CaS04) foi lavado com o restante da agua (20 mL) e centrifugado novamente para
resgatar todo FeCl, formado. Apds a segunda centrifugacdo, seu sobrenadante foi
colocado junto ao sobrenadante ja recolhido, e o precipitado foi descartado.

c) Preparo da solucdo de cloreto de ferro IlI:

Foi preparada uma solucdo de 100 mL, 0,5 M de FeCls. Para tal, pesou-se
aproximadamente 14 g do reagente FeCls.6H2O e completou com &gua Milli-Q® até
atingir 100 mL.

d) Reacdo dos sais de ferro para obtencéo das nanoparticulas magnéticas:

A formacdo de nanoparticulas magnéticas de magnetita pelo método de

coprecipitacdo em meio alcalino foi dado pela Equacéo 8:
2 FeClz + FeClz + 8 NHsOH — > Fe304 + NH4Cl + 4 H,0 Eqg. (8)

Primeiramente, as solucdes de FeCls e FeCl; preparadas anteriormente (razéo 1:1),
foram misturadas em um bal&o e colocadas em banho de 4gua a temperatura de 60 °C e
sob agitacdo mecéanica de 800 rpm. Apo6s a homogeneizagdo, adicionou-se lentamente
100 mL de NH4OH, deixando reagir por 30 min e mantendo a agitacdo e temperatura

constantes, e o pH na faixa de 10-11.

Ao final da reacdo, resfriou a suspensdo a temperatura ambiente. Em seguida, a
centrifugou por 5 min a 4000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o precipitado
(nanoparticulas de magnetita) foi lavado exaustivamente com agua Milli-Q® para
remocao do amonio e ajuste do pH, sendo submetido novamente a centrifuga até que a

solucdo atingisse o pH da agua (= pH = 6).

As nanoparticulas de FesO4 (magnetita) formadas, denominadas NPM_AL1, foram
armazenadas em solugdo aquosa e temperatura ambiente para evitar a oxidagdo e

transformacédo da magnetita em maghemita.
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Os procedimentos adotados foram capazes de produzir nanoparticulas magneticas

com pureza desejada para realizagéo deste trabalho.

3.2.2 Revestimento das nanoparticulas de 6xido de ferro com silica

O revestimento das nanoparticulas de 6xido de ferro com silica foi realizado pelo
método de Stdber modificado, como descrito nos trabalhos de FERREIRA (2009) e
STOBER; FINK; BOHN (1968). Este método possibilita um revestimento conhecido
como nucleo-casca (core-shell), sendo as nanoparticulas o nucleo, e a silica o

recobrimento externo.

De acordo com HUI et al. (2011), a razdo molar TEOS/Fe3z04 € 0 parametro que
mais influencia na espessura da camada de silica. Dessa forma, neste trabalho propds-se
analisar duas razdes molares diferentes. A quantidade utilizada de cada reagente em cada

amostra esta descrita na Tabela 1:

Tabela 1: Quantidade dos reagentes para o revestimento com silica das nanoparticulas de
magnetita.

HO0 NHsOH EtOH Nanoparticulas TEOS Razdo Molar

AMOSLas 1y (mL) (ML)  deFesOs(g)  (mL) TEOS/FesOs
NPM Bl 40 5 160 0,040 1 26
NPM B2 40 5 160 0,040 1 26
NPM B3 40 5 160 0,045 08 18
NPM B4 40 5 160 0,045 08 18

Inicialmente, em quatro erlenmeyers foi adicionado etanol e, em seguida, as
nanoparticulas de magnetita. A homogeneizacdo se deu em banho de ultrassom por 45
min para as amostras NPM_B1 e NPM_B3, e em sonicador (ultrassom de ponta) a 50%

de amplitude por 50 min para as amostras NPM_B2 e NPM_B4.

Na dispersdo formada, foram acrescentados 0s outros reagentes na seguinte
ordem: agua Milli-Q®, NH4OH, e por altimo, o TEOS, gotejando-0. Apos a adigdo dos
reagentes, os erlenmeyers foram tampados com parafilme e colocados sob agitacdo

magnética (840 rpm) por 24 h.
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Os produtos obtidos foram centrifugados por 10 min a 4000 rpm, sendo eliminado
0 sobrenadante, e o precipitado submetido a trés lavagens com etanol. A cada lavagem,
0s precipitados eram acrescidos de 20 mL de etanol e passados pela centrifuga a 4000

rpm por 5 min. Ao final, os precipitados foram deixados em suspenséo de etanol.

3.2.3 Sintese de nanoparticulas de silica

As nanoparticulas de silica pura foram usadas como amostra comparativa. O
procedimento adotado foi adicionar em um erlenmeyer 160 mL de etanol, 40 mL de &4gua
deionizada e 5 mL de NH4OH, e agitar no sonicador por 3 min. Em seguida, gotejou-se 1
mL de TEOS na solugédo contida no erlenmeyer, tampando-o com parafilme e agitou-se
magneticamente a solucdo durante 24 h em temperatura ambiente. Parte da solugdo com
as particulas de silica foi colocada na capela para evaporar 0s reagentes e obter as

particulas secas. O produto foi denominado de NPSi.

3.2.4 Estudo da estabilizacdo das nanoparticulas de éxido de ferro com acido

citrico

O estudo de estabilizacdo teve como objetivo averiguar qual concentracdo de
acido citrico e em qual dispersante (agua deionizada ou etanol) seriam capazes de
estabilizar e promover a desaglomeracao das nanoparticulas de éxido de ferro. Para tal,
adicionou-se 40 mg das nanoparticulas magnéticas produzidas anteriormente (NPM_A1)
em béqueres contendo 20 mL de agua ou etanol. Em outros béqueres, dispersou-se trés
concentracdes diferentes de acido citrico em 20 mL de agua ou etanol. Em seguida,
misturou-se as solucdes de acido citrico com as de nanoparticulas magnéticas, totalizando
um volume de 40 mL, e a sonicou por 5 min. A Tabela 2 descreve a quantidade utilizada
dos reagentes e o pH final de cada amostra.

A confirmacgdo da estabilizacdo baseou-se na observacgdo visual das amostras no

decorrer no tempo.
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Tabela 2: Quantidade dos reagentes e condi¢des da etapa de estabilizacéo.

Nanoparticulas  Ac. citrico  Ac. citrico Dispersante

AMOSLIas 4o Fes0u (g) @) (mol/L) @omL)  PH
NPMacl 0,040 0,025 0,003 Agua 3,8
NPMac?2 0,040 0,1375 0,1636 Agua 2,8
NPMac3 0,040 0,25 0,03 Agua 2,5
NPMac4 0,040 0,025 0,003 Etanol 5
NPMac5 0,040 0,1375 0,1636 Etanol 5
NPMac6 0,040 0,25 0,03 Etanol 5

3.2.5 Estabiliza¢do das nanoparticulas de 6xido de ferro com &cido citrico e

posterior recobrimento com silica

Com intuito de diminuir a agregacdo das nanoparticulas de o6xido de ferro e
estabiliza-las em suspensao, prop6s-se trata-las primeiramente com acido citrico e, em

seguida, fazer o recobrimento com a silica.

Inicialmente, a dispersdo das nanoparticulas de 6xido de ferro e &cido citrico foi
realizada em &gua deionizada e em etanol. Para a primeira amostra, adicionou-se 40 mg
das nanoparticulas NPM_A1 em 20 mL de &gua, e em outro béquer acrescentou 0,25 g
de acido citrico em 20 mL de 4gua. Agitou-se com um bastdo de vidro ambos os béqueres
para aumentar a dispersdo. Em seguida, misturou-se as duas solucdes e as homogeneizou
no turrax por 20 min em velocidade baixa. A segunda amostra procedeu da mesma

maneira, porém a agua foi substituida por etanol.

A partir das solucdes acima descritas, procedeu-se o revestimento com silica pelo
método de Stober modificado, semelhante ao detalhado no item 3.2.2. A quantidade total
dos reagentes foi igual as amostras NPM_B1 e NPM_B2. Resumidamente, a solucéo
dispersa de &cido citrico e nanoparticulas magnéticas foi adicionada ao erlenmeyer com
etanol e, em seguida, acrescentou-se o restante dos reagentes, colocando o TEOS por
ultimo. Os elernmeyers foram tampados com parafilme e submetidos & agitagdo

magnética por 24 h. Apos este periodo, realizou-se a lavagem das amostras com etanol.
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A amostra formada a partir da dispersao inicial em agua foi denominada NPM_Bac1l, e a

outra, feita a partir da dispersao em etanol, foi denominada NPM_Bac?2.

Apols a analise da estabilizacdo com &cido citrico, item 4.2 nos resultados,
percebeu-se que a concentracdo de acido citrico adequada para seu propdsito foi a de
0,003 mol/L e a melhor dispersédo sendo feita em agua, ou seja, aamostra NPMac1. Dessa
forma, procedeu-se a realizacdo do revestimento com silica a partir dessas condi¢des. Em
suma, em um béquer adicionou 40 mg das nanoparticulas NPM_A1 em 20 mL de agua,
e acrescentou uma pequena quantidade de hidroxido de aménio para deixar 0 meio com
pH em torno de 7,5. Em outro béquer, colocou-se 0,025 g de acido citrico em 20 mL de
agua, agitando com um bastdo de vidro para dispersar completamente. Apos isto,
misturou-se essas duas solucbes e sonicou-se por 5 min. O revestimento com a silica
seguiu 0 mesmo procedimento adotado pelas nanoparticulas NPM_Bacl e NPM_Bac2.

As nanoparticulas formadas foram denominadas de NPM_Bac3.

3.2.6 Adsorcdo da curcumina nas nanoparticulas de 6xido de ferro

O estudo da adsorcdo da curcumina nas nanoparticulas magnéticas foi realizada a
fim de obter melhores condicdes para seu posterior recobrimento com silica (item 3.2.7).
As curvas de calibracdo no espectrofotdmetro UV-visivel, utilizadas para o calculo da
porcentagem de curcumina adsorvida/dessorvida, encontram-se no Apéndice C.

3.2.6.1 Adsorcdo com e sem acido citrico

A adsor¢do na presenca e auséncia de acido citrico foi realizada com intuito de
verificar se o sistema curcumina/nanoparticulas de éxido de ferro necessitava de algum

intermediéario para facilitar a ligacéo.

O preparo da amostra sem acido citrico, denominada NPM_C1, foi efetuado em
um béquer, em que se adicionou 40 mL de agua deionizada e 40 mg das nanoparticulas
magnéticas (NPM_AL), agitando-os com um bastdo de vidro para facilitar a disperséo.
Em um outro béquer, colocou-se 8 mg de curcumina e 40 mL de etanol, e agitou-se até
que toda curcumina estivesse dispersada no etanol. Em seguida, misturou-se os dois
conjuntos e sonicou-0s por 5 min. O procedimento da amostra com &cido citrico foi

semelhante. Resumidamente, juntou-se uma suspensdo com 20 mL de dgua deionizada e
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40 mg das NPM com uma solucao de 20 mL de agua e 25 mg de acido citrico, em seguida,
agitou-se esse sistema no sonicador por 5 min. Em um outro recipiente, dispersou-se 8
mg de curcumina em 40 mL de etanol. Por fim, uniu e agitou no sonicador por 5 min 0s
sistemas com NPM, 4&cido citrico e curcumina. Essa amostra recebeu o nome de
NPMac_C1.

Ap0s a sintese das amostras NPM_C1 e NPMac_C1, os sistemas reacionais foram
submetidos a centrifugacdo a 4000 rpm por 10 min. Os sobrenadantes foram reservados
para andlise no espectrofotbmetro UV-visivel a fim de medir a concentracdo de
curcumina adsorvida (%). Nessa andlise, os sobrenadantes foram diluidos 5 vezes com
uma solugdo 50-50 % agua/etanol, aferidos suas absorbancias no comprimento de onda
de 426 nm (pico referente a curcumina) e o calculo da concentragdo de curcumina
adsorvida foi realizado por meio da equacdo da reta da curva de calibracdo com intervalo

de absorbancia entre O e 1.

3.2.6.2 Cinética de adsorcdo

A cinética de adsorcdo da curcumina nas NPM foi sucedida com intuito de
verificar o tempo necessario para que a adsor¢do se completasse no seu maximo. Para tal,
preparou-se amostras com quantidades iguais dos reagentes, mas com tempos de agitacao

diferentes.

Inicialmente, para cada amostra adicionou-se 5 mL de agua Milli-Q® e 5 mg de
NPM em tubos falcon diferentes. Sequentemente, em um béquer preparou-se uma solucao
com 30 mL de etanol e 6 mg de curcumina, e em seguida, colocou 5 mL dessa solucédo
em cada tubo falcon, juntando as solugdes preparadas. Antes da agitagéo, os tubos foram
selados com parafilme e encapados com papel aluminio para que a luz ndo degradasse a
curcumina. A agitacdo ocorreu em um agitador de tubos a 24 rpm e cada amostra ficou
rotacionando por um tempo de 5 min, 1 h, 8 h, 24 h, 48 h ou 72 h. Apbs o tempo
determinado, as amostras foram centrifugadas a 4000 rpm por 10 min, reservando o
sobrenadante para a analise no espectrofotometro UV-visivel e posterior calculo da

concentracédo de curcumina adsorvida (%). A absorbancia foi aferida no A = 426 nm.
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3.2.6.3 Isoterma de adsorcdo

Por meio da isoterma de adsorcdo foi possivel entender melhor como se
comportou a adsorc¢ao da curcumina nas NPM e também obter a proporcao desses dois
componentes que otimizasse essa adsorcao. Para tal, fez-se 0 experimento mantendo a
concentracdo de curcumina constante e variando a de NPM, e assim, obteve-se o perfil
de adsorc¢do através do gréafico da massa de curcumina adsorvida pela massa de NPM

versus a concentracao final de curcumina no meio.

No experimento, em 15 tubos falcon foram colocadas quantidades diferentes de
NPM (0,5; 0,8; 1; 2; 4; 5; 6; 7; 10; 20; 30; 40; 50; 100 e 150 mg) e adicionado, em cada
um, 5 mL de &gua deionizada. Em um béquer separado, preparou-se a solugdo de
curcumina e etanol contendo 15 mg de curcumina e 75 mL de etanol, e em seguida, a
distribuiu nas 15 amostras (5 mL em cada). Assim, os tubos foram tampados com
parafilme e papel aluminio e deixados no agitador de tubos a 24 rpm e por 48 h (tempo
estimado da saturacdo da adsorcdo — item 4.4.2). Ap6s esse tempo, as amostras foram
centrifugadas a 4000 rpm e por 10 min. Os sobrenadantes foram analisados no
espectrofotbmetro UV-visivel em A = 426 nm, ¢ com os resultados, plotou-se o perfil da

isoterma. O calculo da capacidade de adsorcdo é expresso pela Equacéo (9).

massa cur adsorvida (Co—Cf).V

Eq. (9)

massa NPM m

onde Co é a concentracdo de curcumina inicial, Cra concentragdo final de curcumina, V

o0 volume da mistura e m a massa das nanoparticulas magnéticas.

3.2.6.4 Dessorcdo da curcumina nas nanoparticulas de 6xido de ferro

Este experimento foi dividido em duas etapas: adsorcdo e dessor¢éo da curcumina
nas NPM. O procedimento da adsorcdo foi semelhante ao utilizado na analise da isoterma,
com as mesmas propor¢Oes dos reagentes, porém, para este caso, somente foi usada a
massa de 30 mg de NPM e 1 mg de curcumina. Apds as 48 h agitando e promovendo a
adsorcdo, as amostras foram centrifugadas. Os sobrenadantes foram guardados para
posterior analise no espectrofotdmetro UV-visivel e quantificacdo da adsorcéo, e as NP

que precipitaram mantiveram-se no tubos falcon para dar seguimento a dessorcéo.
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O estudo da dessorcao foi realizado a fim de simular o que poderia acontecer na
futura etapa de revestimento com silica. Dessa forma, optou-se por padronizar a
concentracdo de curcumina em 38 pg/mL, igual a que foi utilizada em uma das amostras
com revestimento (NPM_D1). Além disso, acompanhou-se o comportamento da
dessorcdo em dois meios diferentes, um 25-75 % (v/v) agua-etanol e outro 24-73-3 %
(v/v) agua-etanol-hidréxido de aménio, sendo as amostras denominadas HE e HEN,
respectivamente. Sendo assim, com metade dos tubos com NPM-cur adicionou-se em
cada 25 mL da solucdo HE, e na outra metade, 25,65 mL da solu¢do HEN. Todos os tubos
foram tampados com parafilme e papel aluminio, e rotacionados no agitador de tubos a
24 rpm por 20, 40, 60, 120 ou 300 min. Ao final do tempo estipulado, as amostras foram
centrifugadas e os sobrenadantes analisados no espectrofotbmetro UV-visivel. A
quantificacdo da curcumina dessorvida foi feita através dos valores da absorbancia em A
=426 nm, para as HE, e em A = 502 nm, para as HEN, sendo que em cada conjunto de

amostra utilizou-se uma curva de calibracdo referente ao meio empregado.

3.2.7 Adsorcao da curcumina nas nanoparticulas de 6xido de ferro e posterior

recobrimento com silica

Para o sistema completo, ou seja, nanoparticulas de 6xido de ferro (FesO.),
curcumina e silica, foi proposto quatro amostras diferentes, as quais variaram a
quantidade de alguns reagentes e tempo de adsorcdo, mas com procedimento de sintese

similar. A Tabela 3 elucida as condi¢des de cada amostra.

Tabela 3: Condicdes experimentais das sinteses do sistema completo de nanoparticulas.

H:0 NHOH EtOH TEOS N°  our & Tempo
Amostras mL) (ML) (mL) (mL) FesOa4 (mg) citrico de
(mQ) g (mg) adsorcéo
NPM_D1 40 5 160 1 40 8 0 5 min
NPMac D1 40 5 160 1 40 8 25 5 min
NPM_D2 40 5 160 1 40 40 0 5 min
NPM_D3 40 5 160 1 40 40 0 48 h
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O inicio da sintese das amostras NPM_D1 e NPMac_D1 foi exatamente igual as
amostras NPM_C1 e NPMac_C1, respectivamente (item 3.2.6.1). Ap6s o tempo de
sonicagdo (etapa de adsorc¢do), as solucdes preparadas de NPM, curcumina, agua, etanol
e acido citrico (somente para a NPMac_D1) foram postas dentro de erlenmeyers junto
com o restante dos reagentes (120 mL de etanol, 5 mL de NHsOH e 1 mL de TEOS —
para cada amostra). Os erlenmeyers foram tampados com parafilme para evitar a
evaporacao dos reagentes, e agitados magneticamente a 800 rpm por 24 h.

O procedimento adotado para a amostra NPM_D2 foi igual ao explicado para a

amostra NPM_D1, havendo somente a diferenca na quantidade de curcumina.

Para a amostra NPM_D3, o processo de adsorgéo teve algumas modificagdes em
relacdo as outras amostras. Primeiramente, preparou-se a suspensao com 40 mg de NPM
e 40 mL de agua Milli-Q® e a solu¢do com 40 mg de curcumina e 40 mL de etanol, tal
como a NPM_D2. Em seguida, com esses reagentes misturados e colocados em tubos
falcon, que posteriormente foram selados com parafilme e encapados com papel
aluminio, promoveu-se a adsor¢do durante 48 h em um agitador de tubos com agitacao
de 24 rpm. Depois dessa etapa, transferiu-se essa suspensdo para um erlenmeyer,
acrescentou os reagentes que faltavam, ou seja, parte do etanol, o NH4sOH e por altimo o

TEOS, e seguiu com a agitacdo magnética por 24 h.

Ao final, todas as amostras foram centrifugadas a 4000 rpm por 20 min. Os
sobrenadantes foram reservados para quantificacdo da curcumina no espectrofotémetro
UV-visivel em A = 502 nm. E as nanoparticulas foram lavadas 3x com agua Milli-Q®
para retirar o excesso dos reagentes na superficie. Parte das amostras foi deixada em
suspensdo aquosa e o restante foi seco a 37 °C na estufa.

A Figura 9 esquematiza todas as condicGes de sintese estudadas neste trabalho.

43



Nanoparticulas
de oxido de ferro —
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Adsorcao da
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Figura 9: Esquema das sintetizag¢Ges dos sistemas nanoparticulados.

3.3 CaracterizacOes
3.3.1 Morfologia
Microscopia eletronica de transmissao:

O microscopio eletrénico de transmissdo possui uma fonte emissora de elétrons,
o0 qual irradia na amostra um feixe de elétrons de densidade de corrente uniforme, e um
conjunto de lentes eletromagnéticas que controlam este feixe emitido, possibilitando a
formacdo de imagens transmitidas da amostra. As imagens observadas sdo projecdes de

linhas, areas e volumes de interesse, mas pode ocorrer superposicao.

Na andlise, coletou-se uma pequena quantidade das amostras em suspensdo, e
gotejou-as em grades de cobre recobertas com carbono e resina polimérica. Apo6s a
secagem das amostras em temperatura ambiente, a grade foi posta dentro do equipamento
e registrou-se as imagens e a distribuicdo dos elementos quimicos (EDS). Foram feitas
visualizagdes em aumentos variados e com voltagem de excitacdo de 200 kV. Também
registrou-se a difragdo de elétrons da amostra NPM_B2, a fim de comparar com o banco
de dados das estruturas cristalinas referente a magnetita e maghemita (fichas ICSD).
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3.3.2 Estrutura cristalina

A estrutura cristalina de materiais naturais e sintéticos pode ser estudada por meio
de um equipamento denominado Difratdbmetro de Raios-X. Essa técnica utiliza do
fendmeno de difracdo para obter, além da estrutura cristalina, outras informacdes do
material estudado, tais como tamanho do cristalito, perfeicdo, orientacdo dos cristais e

composicao de fase.

A analise de DRX das amostras utilizou 0 método do pé e fonte de radiacdo CuKa,
com comprimento de onda igual & 1,54056 A. Os dados obtidos foram refinados pelo

software WinPLOTR e os difratogramas foram gerados pelo OriginPro 8.5.

3.3.3 Caracterizacao da superficie
Potencial Zeta:

Os materiais macroscopicos ou particulados podem adquirir uma carga elétrica
em sua superficie quando estdo em contato com um liquido. Essa carga liquida superficial
contribui para uma mudanca na distribuicdo de ions na vizinhanca da particula,
proporcionando um aumento de contra-ions préximo a superficie, formando assim, uma
dupla camada elétrica. Ao se movimentar, por meio de um campo elétrico, a particula
carrega consigo a camada dos contra-ions fortemente ligados a ela, formando um s6
sistema. O potencial elétrico no plano de cisalhamento entre esse sistema e 0 meio que o
circunda é chamado de potencial zeta (SALIM et al., 2005). Este potencial tem grande
importancia no controle da estabilidade de suspensdes ou emulsdes coloidais, e pode ser

afetado, por exemplo, pela temperatura, concentracéo e, principalmente pelo pH.

A medicdo do potencial zeta pode ser realizada por meio da aplicagdo de um
campo elétrico no liquido em que as particulas se encontram. Equipamentos que integram
atécnica de espalhamento de luz (DLS) com a presenca de um campo elétrico sdo capazes
de fazer esta medicdo. Assim, com o auxilio do equipamento Zeta PALS, o potencial zeta
das amostras foi aferido. As amostras para a analise foram preparadas diluindo 10 vezes

as amostras originais em agua deionizada e, em seguida, sonicando-as por 5 min.
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3.3.4 Tamanho hidrodindmico e distribui¢do do tamanho de particulas

O tamanho das particulas e sua distribuicdo de tamanho podem ser determinados
através da técnica de espalhamento de luz, como o DLS, a qual ndo é invasiva e ainda
permite medir tamanhos muito pequenos, na faixa de submicromeétrico a nanometrico.
Este método consiste em aplicar um raio luminoso (laser) na suspenséo onde as particulas
se encontram em movimento browniano. Ao atingir as particulas, a luz é espalhada com
intensidades diferentes e entéo, o equipamento utiliza dessas flutuacdes de intensidades
para obter o valor do tamanho das particulas. E possivel obter um diametro hidrodindmico
médio, porcentagem de distribuicdo de tamanho e indice de polidispersividade (XU,
2007).

Para a analise, dilui-se as amostras em agua Milli-Q® e/ou etanol e as sonicou por

5 min para amenizar a aglomeracao.

3.3.5 Espectroscopia de absorc¢édo atdmica

Esse equipamento € normalmente empregado para determinar qualitativamente e
quantitativamente a presenca de metais, através da absorcao de radiacdo ultravioleta por
parte dos elétrons. Essa técnica aplica uma fonte de energia apta a excitar os elétrons,
fazendo-os saltarem e retornarem para suas camadas de origem. A energia liberada nesse
processo absorve a radiagdo ultravioleta emitida por uma fonte especifica do elemento
quimico que se quer investigar, assim, somente a presenca desse elemento causara uma

interferéncia capaz de ser registrada pelo espectrofotdmetro.

O ferro presente nas amostras foi analisado por Espectrofotometria de Absor¢édo
Atdmica, em chama de Air-C2H2, medindo a absorbancia em seu comprimento de onda
de 248,3 nm. A curva de calibracdo foi montada com padrdes Merck 99,99% de pureza,
e a solubilizacdo da amostra foi feita com HNO3 concentrado.

3.3.6 Analises no Espectrofotdmetro UV-visivel

A espectroscopia de absor¢do no ultravioleta-visivel € um método muito

empregado na determinacdo da concentracdo de uma substancia que absorve radiacdo na
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regido do ultravioleta ou do visivel. O principio dessa constatacdo provém da Lei de Beer-
Lambert, a qual relaciona diretamente e linearmente a concentragéo da substancia em uma
solucdo com sua absorbancia de luz. Entretanto, essa lei ndo € valida para concentragdes
muito elevadas, assim, de uma forma pratica, as solugdes mensuradas devem apresentar
um valor de absorbancia igual ou inferior a 1, caso contrario, necessita-se dilui-las antes

da afericdo da absorbancia.

Para a quantificacdo da curcumina, fez-se curvas de calibracdo para cada meio em
que ela se encontrava, sendo que em meio acido/neutro padronizou 426 nm como o
comprimento de onda, e em meio basico, 502 nm. Em algumas situacdes, houve a
necessidade de diluir as amostras antes de medir no espectrofotémetro UV-visivel. O
método indireto foi utilizado no calculo da quantificacdo e analises de adsorcéo,
dessorcao, encapsulamento e liberacao, sendo representado pela Equacéo 10.

. Mg—Mf
% curcumina=——— . 100 Eq. (10)
mg

sendo mo a quantidade de curcumina inicial adicionada ao sistema e ms a quantidade de

curcumina que restou no sobrenadante (curcumina final).

3.3.7 Analises de fluorescéncia da curcumina
a) Fluorimetro:

O fluorimetro € um equipamento capaz de captar as propriedades fluorescentes de
compostos que a detém, mesmo quando estes estdo em concentra¢des bem reduzidas. No
momento da analise, o equipamento incide uma luz no comprimento de onda de excitagéo
do material fluorescente e, entdo é observado a emissdo por meio de um espectro de
emissdo, ou seja, um grafico de intensidade versus comprimento de onda. Com esses
espectros, € possivel quantificar qualitativamente e quantitativamente o fluordforo

presente na solucéo.

A anélise neste dispositivo foi realizada a fim de verificar a fluorescéncia da
curcumina em diversas concentracfes em meio etandlico. Dessa forma, preparou essas

solucBes e gerou os espectros de emissdo, adotando como pardmetros: Aexcitagao = 426 nm,
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Aemissao = 440 - 650 nm, slit = 2,5 - 5 nm, sensibilidade média, velocidade da varredura =

200 nm/min, resposta = 1 s, intervalo das medidas = 1 nm e 3 ciclos de mensuragéo.
b) Microscépio de fluorescéncia invertido:

As imagens obtidas pelo microscépio de fluorescéncia sdo provenientes da
radiacdo eletromagnética emitida pelas moléculas fluorescentes, uma vez que ao serem
excitadas por uma luz ultravioleta, absorvem a energia dessa luz e a reemite em um maior
comprimento de onda que se encontra dentro do espectro de luz visivel, formando, assim,
as imagens. Esse microscopio é caracterizado como invertido, pois, diferentemente do
microscopio convencional, sua fonte de luz e condensador se encontram acima da amostra

a ser analisada, enquanto as objetivas e torre na parte inferior.

Para a analise da microscopia de fluorescéncia, pequena quantidade das amostras
na forma de pé foram colocadas em laminas de vidro para facilitar o manuseio e
visualizag&o no microscopio. O Aexcitacio fOi de 488 nm e 0 tempo de exposicédo a luz variou

de 20 ms e 1,5 s, dependendo da amostra.

3.3.8 Magnetometria

O magnetémetro utilizado neste trabalho apresenta o sensor tipo SQUID, o qual é
um dos dispositivos transdutor mais sensiveis para medidas de fluxo magnético. Esse
equipamento é capaz de medir propriedades fisicas que possam ser convertidas em fluxo
magnético, tais como campo magnético, gradiente de campo magnético, susceptibilidade

magnética, corrente, entre outros.

As amostras em pd foram submetidas a esse equipamento a fim de obter sua curva
de magnetizacdo e magnetizacao de saturacdo. Para tal, as medidas foram efetuadas sob
campo variavel de 50000 a -50000 Oe, em temperatura fixa de 27 °C (300 K) e sob purga

de hélio.

Outra forma de observacéo das propriedades magnéticas das amostras sintetizadas
foi por meio da aplicacdo de um imé& de neodimio-ferro-boro (Nd2Fe1sB) proximo as
suspensOes das nanoparticulas. Fotos foram registradas, ilustrando a atracdo das NPM

pelo ima.
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3.3.9 Hipertermia magnética

O equipamento utilizado para fazer essa medida opera em sistema fechado, sob
vacuo, com sistema de refrigeracdo acoplado & bobina e controle de temperatura
monitorado por um termémetro de fibra optica. As amostras secas foram colocadas em
um vaio e acrescentado agua deionizada até que atingisse uma concentracdo de 10
mg/mL. Em seguida, ultrassonicou esses recipientes por 10 min a fim de homogeneizar a
mistura. Ap6s o preparo das amostras, mediu-se 0 aumento da temperatura promovido
pela aplicacdo de um campo magnético de intensidade de 16 kA/m (200 Gauss) e

frequéncia de 307 kHz por um periodo de 20 min.

3.3.10 Ensaios de liberacdo da curcumina

Para fins da liberacédo do ativo encapsulado, a condicao sink deve ser estabelecida,
isto é, uma condi¢do em que o meio de dissolucdo ndo esteja saturado pelo composto.
Dessa forma, ha a garantia de que durante o ensaio a liberacao é facilitada e mantida em
um regime constante. Para casos em que o farmaco tem baixa hidrofilicidade, essa
condicdo € firmada com a adicdo de surfactante no meio tamponado da liberacéo.
Segundo recomendacdes da Food and Drug Administration (FDA), misturas tamponadas
com presenca de surfactantes em até 5 % (m/v) podem ser utilizadas como meio receptor
em estudos de liberagéo e penetracdo in vitro (MOREIRA, 2015).

O fato da curcumina ser hidrofdbica requisitou a realizacdo de um estudo prévio
de sua solubilidade no meio de fosfato-salino (PBS - pH = 6,5) e dodecilsulfato de sddio
(SDS - surfactante). Escolheu-se o SDS devido a sugestdo da FDA e por ele ser um dos
tensoativos mais utilizados na solubilizacdo de farmacos. A metodologia para este
experimento baseou-se no artigo de RAHMAN e colaboradores (2009). Em suma,
inicialmente, solubilizou 0 SDS no PBS por meio da agitagdo magnética durante 2 min.
Vérias solucGes de PBS e SDS foram preparadas alterando a porcentagem (m/v) de SDS
em 0; 0,5; 1; 1,5; 2 e 2,5 %. Em seguida, despejou essas solu¢bes em tubos falcon que
continham 5 mg de curcumina em cada. Esses tubos foram tampados com papel aluminio
e agitados no shaker com agitagdo orbital de 255 rpm, & 37 °C e por 24 h. Apds esse

tempo, os tubos foram centrifugados a 4000 rpm por 5 min. A absorbancia dos
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sobrenadantes foi aferida no UV-visivel e com este resultado, pode-se investigar a

solubilidade da curcumina nessas solugdes.

Os ensaios de liberagdo da curcumina presente na amostra NPM_D3 foram
realizados em condicdo sink e em quatro situacbes distintas, em que se variou a
quantidade de amostra, meio de liberacdo e modo de agitacdo, tal como descritas na
Tabela 4. Os meios de liberacdo utilizaram o SDS em 0,5 % (m/v), e para o teste 4,
adicionou-se uma pequena quantidade de HCI, suficiente para manutencéo do pH em 4,5-
5. O shaker tipo orbital operou a 160 rpm e 37 °C, ja o sonicador estava em amplitude

0,5, ciclo 1 e na temperatura ambiente.

Tabela 4: Parametros e componentes dos ensaios de liberacdo da curcumina.

Volume Volume
NPM_ D3  Meiode ) da Tempodas  1jng e
Testes . ~ domeio _ . amostragens o
(mg) liberagéo aliquota agitacdo
(mL) (h)
(mL)
1 12,1 PBS/SDS 50 2 1,3,5,7,24,  Shaker
48,72, 96
2 9,4 PBS/SDS 10 1,5 3,6, 24, 48, Shaker
144
3 5 PBS/SDS 5 1,5 1 Sonicador
4 9,4 PBS/SDS/HCI 10 1,5 24,48, 120 Shaker

O procedimento adotado nas amostras 1, 2 e 4 foi colocar o frasco com o meio de
liberacdo previamente preparado dentro do shaker e aquecer o sistema até 37 °C. Ao
atingir essa temperatura, as nanopaticulas foram acrescentadas e comegou a
contabilizacdo do tempo. A cada tempo de medida, retirou-se uma aliquota do meio, a
centrifugou a 4000 rpm por 10 min e reservou 0 sobrenadante para andlise no
espectrofotdbmetro UV-visivel e para o subsequente calculo da quantidade de curcumina
liberada (%). Imediatamente, o precipitado foi redisperso no meio de liberagédo de igual

volume da aliquota, e entdo essa suspensdo foi adicionada de volta ao meio de origem.

O teste 3 teve como intuito investigar se uma agitacdo violenta contribuiria para
uma melhor liberagcdo. Assim, as nanoparticulas foram dispersas na solucdo de PBS/SDS
e entdo, essa suspensao foi sonicada durante uma hora para promover a liberacdo. Ao

final desse tempo, a suspensdo foi centrifugada a 4000 rpm por 10 min, e seu sobrenadante
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foi lido no espectrofotémetro UV-visivel, contabilizando-se a quantidade de curcumina
liberada (%).

A Tabela 5 relaciona as caracterizacOes realizadas em cada amostra sintetizada.
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CAPITULO IV

Resultados e Discussao

Este capitulo expde as caracterizacOes e aplicacGes dos materiais retratados nos
capitulos anteriores. As se¢des foram divididas de forma a facilitar o entendimento do
leitor e a discussdo dos resultados a respeito dos sistemas de nanoparticulas produzidas,
suas correspondentes caracterizacbes e funcionalidade na area biomédica.
Primeiramente, abordam-se os resultados obtidos a partir da sintese das nanoparticulas
magnéticas de déxido de ferro. Discute-se também o efeito do tratamento com o acido
citrico para melhorar a dispersdo. Em seguida, avalia-se o revestimento com silica,
sintetizada in-situ. Posteriormente, estuda-se a relagdo das nanoparticulas magnéticas
com a curcumina. E feita, entdo, uma discussao sobre os resultados do sistema completo
proposto neste trabalho. Por fim, avalia-se a aplicabilidade desse sistema nanoparticulado
promovida pela presenca dos materiais magnéticos, fluorescentes, farmacoldgicos e de
recobrimento, focando-se na utilizagdo como marcador de bioimagem, em tratamento por

hipertermia magnética e em liberacdo controlada de farmaco.

4.1 Sintese de nanoparticulas magnéticas de éxido de ferro

A partir da sintese pelo método de coprecipitacao foi possivel obter nanoparticulas
de éxido de ferro que se assemelham com a magnetita, ja que apresentaram coloracao
preta (Figura 10.a). Além disso, outro comportamento observado nessas nanoparticulas
foi a tendéncia a se agregarem, formando conjuntos de aglomerados de tamanhos
variados, como visto na Figura 10.b, na qual € constatado um didmetro da particula em
torno de 12 a 50 nm. Essa agregacéo pode ter sido influenciada pela sinergia entre elas e
pela instabilidade dessas nanoparticulas em solugdo aquosa, as quais sdo melhor

discutidas nas andlises do tamanho e potencial zeta, respectivamente.

A Figura 11.a ilustra o difratograma das nanoparticulas magnéticas apos o
refinamento dos dados. Ao comparar as curvas da amostra e dos padrées de magnetita e
maghemita, nota-se a similaridade entre a amostra e essas estruturas cristalinas, porém os
padrdes sdo muito parecidos entre si e, por isso, ndo € possivel afirmar por essa técnica

que h& somente a magnetita nas nanoparticulas sintetizadas, dessa forma, denominando-
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se como magnetita ndo estequiométrica (FesxOay). No entanto, pela amostra ter
coloragdo escura, presume-se que pelo menos a maior parte da amostra tem a
cristalinidade da magnetita. E comum ocorrer a formagdo da maghemita, ja que a
magnetita se oxida facilmente com o tempo na presenca de oxigénio e, por essa razao,
neste trabalho tentou-se amenizar este polimorfismo mantendo as amostras guardadas em
solucdo aquosa ao inveés de secas. A Figura 11.a também apresenta os indices de Miller
da amostra sintetizada, os quais sdo caracteristicos de estrutura cubica de espinélio

invertido, tal como a da magnetita e da maghemita (HUI et al., 2011).

Figura 10: a) suspensdo de nanoparticulas magnéticas obtidas por coprecipitacdo em
agua, b) morfologia dessas nanoparticulas (imagem do MET).
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Figura 11: a) Difratograma das nanoparticulas magnéticas, em que Y obs representa a curva
dos dados experimentais, Y caic S840 0s dados apds refinamento no WinPLOTR € Y obs-Y calc
é a diferenca entre as curvas, e 0s tragos rosas retratam as posi¢oes de Bragg da magnetita
e maghemita. Distribuicdo de Scherrer do tamanho do cristalito da b) magnetita e c)
maghemita.

54



Os didmetros médios dos cristalitos foram estimados através da equacdo de
Scherrer (Eqg. 11), no qual Dnx € 0 didmetro médio do cristalito mensurado a partir do
pico de maior intensidade identificado pelos correspondentes indices de Miller (para a
amostra estudada foi [311]), k € uma constante de proporcionalidade (valor adotado para
o calculo de 0,94), A ¢ o comprimento de onda da radia¢ao para CuKa, 6 ¢ o angulo de
difragdo e ¢ a largura a meia altura do pico investigado. Assim, 0 tamanho médio do
cristalito representado pela magnetita foi de 11,69 nm e pela maghemita foi de 12,29 nm,
sendo suas distribuicGes mostradas na Figura 11.b e 11.c, respectivamente. Tais didmetros
se assemelham ao tamanho minimo da particula mensurado no MET.

Dhki = _K2 Eqg. (11)
p.cos(0)

A anélise de tamanho de particulas tem um papel importante na verificacdo da
aplicabilidade de nanoparticulas em areas biomédicas. Isto se deve ao fato do tamanho
ser uma forma de verificar se as nanoparticulas encontram-se em uma faixa adequada
para terem comportamento superparamagnético, permanecerem dentro do organismo
pelo tempo necessario da sua funcionalidade e serem direcionadas para o local almejado

do corpo.

A medicdo do tamanho das nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro
(NPM_A1) também foi feita antes e apds a sonicacdo da amostra pela técnica de DLS.
Por meio da distribuicdo de tamanho (Figura 12), percebe-se que sem uma prévia agitacdo
as NPMs formaram dois conjuntos de aglomerados, ilustrando a tendéncia a aglomeracgéo
gue esses materiais possuem. O agrupamento de NPMs é favorecido, pois assim, a energia
superficial do sistema é minimizada (WU; HE; JIANG, 2008). No entanto, ao sonicar a
amostra por 5 min, percebeu-se que houve uma desaglomeracao, ja que o valor diminuiu
para um diametro hidrodindmico de 23,31 nm. Nota-se também uma diferenca entre os
valores de tamanho obtidos pelo MET e DLS (12 — 50 nm e 23,31 nm, respectivamente).
Primeiramente, deve-se ter em vista que a amostragem utilizada em cada método nao é
totalmente semelhante. Enquanto que no MET usa-se uma gota da amostra para aferir o
tamanho, no DLS utiliza-se uma quantidade superior, possibilitando, assim, que mais
particulas sejam contabilizadas. Além disso, cada analise tem suas peculiaridades e erros
atribuidos a elas. No caso do MET, o preparo da amostra pode ter promovido uma

aglomeracéo das particulas em certas regides registradas na imagem, proporcionando essa
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faixa de tamanho observada, ja no DLS, devido a andlise ser feita com a amostra em
suspensdo, ha a formacdo da camada de solvatacdo ao redor das particulas, a qual
proporciona um aumento no valor do diametro das mesmas e, por isso, denomina-se de

diametro hidrodinamico o tamanho obtido por esta analise.
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Figura 12: Distribuicdo do tamanho das nanoparticulas de magnetita ndo estequiométrica,
em escala logaritmica: a) amostra sem prévia sonicacdo e b) com prévia sonicacao.

A Tabela 6 apresenta os diametros hidrodindmicos médios das nanoparticulas

magnéticas, obtidos a partir da distribuicdo de tamanho pelo DLS.

Tabela 6: Tamanho das nanoparticulas magnéticas.

Amostras Diametro hidrodinamico Diametro medio de
médio (nm) aglomerados (nm)
NPM_A1 523,89 214,53 € 607,91
NPM_A1 sonicada 23,31 -

A caracterizacdo das particulas por meio da medida do potencial zeta permite
obter informacdes a respeito da estabilidade em solug¢bes aquosas e de modificagdes na
superficie das particulas. Pelo fato deste potencial refletir a carga efetiva das particulas,
a atracdo ou repulsdo eletrostatica entre elas fica evidenciada a partir do seu valor (BEDE,
2010). Valores elevados, tanto positivos quanto negativos, indicam uma maior
estabilidade da suspensdo, pois, neste caso, as particulas tem maior tendéncia a se
repelirem, e consequentemente, estdo menos propensas a se agregarem. Uma regra geral
para este fato, & considerar que valores de potencial zeta maiores que 30 mV ou menores
que -30 mV proporcionam suspensdes estaveis (BEDE, 2010; FERREIRA, 2009).
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As nanoparticulas de éxido de ferro, quando estdo em meio aquoso, ficam
hidratadas e sua superficie coberta por grupos FeOH. Dependendo do pH da solucéo,
esses grupos podem dissociar liberando H* ou OH", portanto, podendo deixar a superficie
carregada negativa ou positivamente, respectivamente (FERREIRA, 2009; TOMBACZ
et al., 2015). No caso das nanoparticulas de 6xido de ferro sintetizadas neste trabalho
(amostra NPM_A1), o potencial zeta tem sinal positivo (Tabela 7), sugerindo a liberacdo
de OH". Além disso, seu valor foi menor que 30mV, o que indica a instabilidade da
suspensdo e agregacao das nanoparticulas, também comprovada na analise de tamanho
de particulas. Dessa forma, a adicdo de surfactantes e/ou o recobrimento das

nanoparticulas podem facilitar a disperséo delas no meio aquoso.

Tabela 7: Potencial zeta da nanoparticula magnética.

Amostra Potencial Zeta (mV) pH

NPM_A1 19,79 £ 0,96 5,5

Pelo fato dessas nanoparticulas magnéticas terem apresentado certa instabilidade
em meio aquoso, foi requerido um estudo de estabiliza¢éo utilizando o &cido citrico como

agente dispersante, almejando-se, assim, uma melhor dispersao.

4.2 Estabilizac@o das nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro com &cido citrico

O é&cido citrico € um &cido organico fraco e tem trés grupos carboxilas (-COOH)
em sua estrutura, 0s quais promovem a sua acidez. Este acido é bastante utilizado em
industrias alimenticias, quimicas e farmacéuticas por apresentar propriedades
antioxidantes, sequestrantes, reguladoras de acidez, entre outras (SILVEIRA;
MALAGONI, 2013). Além disso, é biocompativel, ndo tdxico e propicia a
desaglomeracdo de determinadas particulas, como é o caso das nanoparticulas de 6xido
de ferro (MOJIC et al., 2012). Segundo KITTURE et al. (2012) ¢ RACUCIU;
CREANGA; AIRINEI (2006), o acido citrico se liga quimicamente a superficie das
nanoparticulas magneticas atraves do complexo carboxilato (COO-), promovendo, assim,

a estabilidade eletrostatica das forcas de interagcdo das nanoparticulas.
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Com base nesta capacidade do &cido citrico de estabilizar as nanoparticulas
magnéticas, averiguou-se, por meio da observacdo das amostras no decorrer do tempo,
uma concentracao de &cido citrico e solvente que pudesse dispersar uma maior quantidade
dessas nanoparticulas, a fim de encapsula-las posteriormente com silica. As Figuras 13 e

14 mostram como a dispersao em cada amostra se comportou em variados tempos.

a) b) c)

Figura 13: Nanoparticulas magnéticas tratadas com &cido citrico e dispersadas em agua
ultrapura: (a) logo apds a mistura e sonicacdo dos reagentes, (b) 2 h apds a mistura, (c)
20 dias apds a mistura. NPMacl, NPMac2 e NPMac3 representam as amostras com

concentracOes de acido citrico baixa, intermediéria e alta, respectivamente.

b)

a)

Figura 14: Nanoparticulas magnéticas tratadas com &cido citrico e dispersadas em etanol:
(a) logo apds a mistura e sonicacgdo dos reagentes, (b) 1 h apds a mistura, (c) 20 dias apds
a mistura. NPMac4, NPMac5 e NPMacb6 representam as amostras com concentragdes de
acido citrico baixa, intermediéria e alta, respectivamente.

Por meio das Figuras 13 e 14 foi possivel analisar a influéncia que cada solvente
tem na dispersdo dessas nanoparticulas. Em &gua, observou-se que houve certa
precipitacdo das particulas pouco tempo ap6s a reacdo, mas apds 20 dias ainda era
possivel visualizar as nanoparticulas bastante dispersas na solucdo, como a NPMacl, e
relativamente dispersas (solu¢do amarelada), como as NPMac2 e NPMac3. Em etanol,
percebeu-se que na primeira hora de estagnacdo, as particulas ja estavam decantando, e
em 20 dias, praticamente todas as particulas das trés amostras tinham precipitado, uma
vez que a solucdo ja se encontrava transparente. Essa diferenca se deve, principalmente,

ao fato do &cido citrico ser muito mais soltvel em &gua do que em etanol (SILVEIRA,;
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MALAGONI, 2013). Portanto, nas proximas etapas de recobrimento e adi¢do do farmaco,
optou-se por utilizar a &gua como solvente na dispersdo das nanoparticulas magnéticas

com 4acido citrico.

A melhor concentracao de cido citrico dentre as testadas em cada solvente pode
ser observada analisando as Figuras 13 e 14 separadamente. Atraves da Figura 13.b,
observa-se que, para uma estabilizacdo a curto prazo (2 h), todas as trés amostras se
mantiveram estaveis, sendo a NPMac1 (0,003 mol/L) a que promoveu a maior disperséo.
No entanto, ao avaliar a longo prazo (20 dias) pela Figura 13.c, somente a amostra
NPMacl manteve dispersas as particulas na solucdo aquosa. Vale ressaltar, que nas
amostras NPMac2 (0,1636 mol/L) e NPMac3 (0,03 mol/L) as particulas decantaram
quase que por completo em 20 h de descanso. Assim, considerando uma analise visual,
pode-se dizer que a concentracdo de 0,003 mol/L de acido citrico em agua se mostrou
mais apropriada para o proposito deste trabalho, uma vez que apresentou mais particulas
dispersas tanto a curto como a longo prazo e, além disso, foi a menor concentracdo

utilizada, necessitando, portanto, de uma menor quantidade deste reagente.

Este resultado mais satisfatorio para a amostra de menor concentracdo de acido
citrico pode ser explicado pelo pH da solugdo formada. O &cido citrico apresenta trés
valores de pka, iguais a 3,128, 4,761 e 6,396, assim, pode perder os trés H* dos grupos
carboxilas (GUTZ, 2016), se ligando a outros compostos, como as nanoparticulas
magnéticas. Dessa forma, para ocorrer a desprotonagdo de ao menos um grupo
carboxilico, 0 meio tem que estar em pH proximo ao pka minimo, que é de 3,128. Como
0 pH das amostras NPMacl, NPMac2 e NPMac3 eram 3,8; 2,8 e 2,5, respectivamente,
somente a NPMacl estava em condi¢cdes favoraveis para ocorrer pelo menos uma
desprotonacdo e, consequentemente, maior propensdo de ligacdo do &cido com as
nanoparticulas. BACRI e colaboradores (1990) ainda acrescentam, afirmando que o acido
citrico modifica a superficie dessas nanoparticulas, alterando o ponto de zero carga delas
para um valor mais baixo, e possibilitando, entdo, a dispersdo em solucdo das

nanoparticulas em pH préximos ou superiores que 4, como € o caso da amostra NPMacl.

Entre as amostras dispersadas em etanol (Figura 14), percebeu-se que logo no
inicio j& era possivel visualizar a precipitacdo das particulas, e que em 20 h j& haviam

decantado completamente. Além disso, observou-se que a curto e a longo prazo todas as
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trés amostras se comportaram de modo semelhante. Dessa forma, ndo se péde concluir

em qual concentragdo de acido citrico em etanol ocorreu a melhor dispersao.

O potencial zeta das nanoparticulas magnéticas tratadas com 4acido citrico e
dispersadas em agua foi aferido, a fim de verificar a estabilidade eletrostatica e

modificacdes na superficie. Estes resultados estdo descritos na Tabela 8.

Tabela 8: Potencial zeta e tamanho das nanoparticulas magnéticas estabilizadas com
acido citrico.

Amostras Potencial Zeta (mV) pH Diametro hidrodinamico

médio (nm)
NPMacl -31,45+ 2,01 4,5 190,01
NPMac?2 -16,23 + 0,97 3,5 82,34
NPMac3 -18,86 + 1,99 3,5 227,48
NPMac4 N&o mensurado 5 190,82
NPMac5 Né&o mensurado 5 95,31
NPMac6 Né&o mensurado 5 121,41

Comparando os potenciais zeta da amostra NPM_AL1 (£ = 19,79 £ 0,96 mV) com
as amostras tratadas com acido citrico (NPMacl, NPMac2 e NPMac3), percebeu-se que
houve uma mudanca nos valores de potencial, indicando que o &cido citrico foi adsorvido
nas nanoparticulas magnéticas, e ainda forneceu a elas cargas negativas, ja que este acido
apresenta perda de protons das carboxilas quando estd em solugdo. Em relacdo as
amostras com &cido citrico, observou-se a influéncia que o pH tem sobre o potencial zeta.
Comparando seus valores, percebeu-se que quanto mais elevado for o pH, mais negativas
ficam essas nanoparticulas, e consequentemente, mais estaveis, como também relatado
anteriormente. Este comportamento pode ser melhor investigado quando se faz a curva

de potencial zeta versus pH.

Também se analisou o tamanho hidrodindmico das amostras através do DLS, e 0s
resultados estdo descritos na Tabela 8. Correlacionando o tamanho das amostras de NPM
estabilizadas por meio do acido citrico com os solventes utilizados, nota-se que entre elas
os resultados foram variados, provavelmente em funcdo da instabilidade de algumas

amostras durante a medida. O solvente ndo teve influéncia representativa na aglomeracao.
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Ja em comparacao com o tamanho obtido e as concentra¢des adicionadas de acido citrico,
percebeu-se que as concentragdes intermediarias (NPMac2 e NPMac4) foram as que
tiveram menores tamanhos, entretanto, ndo se mostraram tdo estaveis quanto a NPMac1l
(de menor concentracdo), como visto mais acima. Este fato pode ter ocorrido por causa
da decantagdo das NPMac2 e NPMac4 no momento da analise devido as suas
instabilidades, assim, aferindo-se somente particulas pequenas. Os gréaficos da
distribuicdo do tamanho hidrodindmico das particulas encontram-se no Apéndice A.

4.3 Recobrimento das nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro com silica

Apos recobrimento com silica, tanto das nanoparticulas sem acido citrico
(amostras NPM_B1 a NPM_B4), quanto das estabilizadas com acido citrico (NPM_Bacl

e Bac2), foram obtidos os seguintes valores de potencial zeta (Tabela 9).

Tabela 9: Potencial zeta das amostras revestidas com silica.

Amostras Componentes Potencial Zeta (mV) pH
NPM_B1 NPM + Si -29,31+1,34 5,5
NPM_B2 NPM + Si -30,17 + 1,40 5,5
NPM_B3 NPM + Si -28,42 £ 1,27 55
NPM_B4 NPM + Si -24,59 £ 2,44 5,5
NPM_Bacl NPM + Si + Ac -42,00 £0.74 6,5
NPM_Bac? NPM + Si + Ac -40,64 £ 1,44 6,5

As nanoparticulas magnéticas revestidas com silica (NPM_B1, NPM_B2,
NPM_B3 e NPM_B4) obtiveram valores negativos de potencial zeta, proximos a -30 mV.
Ao promover um aumento no potencial das nanoparticulas magnéticas, a presenca da
silica p6de diminuir a aglomeragdo entre elas. A estabilizacdo por meio da silica, pode
ser explicada por dois motivos. Um deles € o fato do recobrimento com a silica permitir
um bloqueio da atracéo eletrostatica entre elas, fazendo com que a atracdo diminua a
medida que se aumenta a espessura da camada de silica (MOJIC et al., 2012; SUN et al.,

2005). E a outra razdo é a capacidade da silica de fornecer carga ao sistema de
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nanoparticulas magnéticas, alterando, assim, o valor do potencial zeta. Isso acontece pelo
fato da silica apresentar carga em meio biolédgico (pH = 7), ja que seu ponto de carga zero
ocorre somente em torno de pH = 2, em contrapartida, nesse meio fisiologico, as
nanoparticulas magnéticas encontram-se no seu ponto de carga zero e, portanto, verifica-
se que a presenca da silica é a principal responsavel por promover carga a este sistema e,
consequentemente, aumentar a estabilidade em suspensdo (SUN et al., 2005).

As amostras tratadas com &cido citrico e recobertas com silica (NPM_Bacl e
NPM_Bac2) obtiveram os potenciais mais negativos dentre todas as amostras. Tais
resultados ja eram esperados, uma vez que, no pH = 6,5, a silica e o acido citrico
contribuem para aumentar a quantidade de cargas negativas nas nanoparticulas. Além
disso, observou-se uma boa estabilidade em suspensdo (potencial em torno de -40 mV)

neste pH perto da neutralidade, o que € bem Gtil em se tratando de aplicacdes biomédicas.

Além da mudanca do valor do potencial zeta como comprovacdo do
encapsulamento das nanoparticulas de 6xido de ferro em silica, a anélise dessas amostras
no difratograma também buscou verificar este resultado. Como pode ser observado na
Figura 15.a, as nanoparticulas de silica (NPSi) obtiveram comportamento amorfo,
enquanto que as de Oxido de ferro (NPM_AL) apresentaram picos que descrevem sua
forma cristalina, como discutido com mais detalhes no item 4.1. Percebe-se que o
encapsulamento se efetivou ao visualizar o difratograma das amostras NPM_B1 e
NPM_Bac3 e observar a presenca desses dois comportamentos. Nessas curvas, verifica-
se que hd um decaimento da intensidade nos menores angulos de difracdo, seguida de
uma constancia desse valor, comportamento este, caracteristico de material amorfo, tal
como as NPSi. Entretanto, nota-se também picos de difracdo localizados nos mesmos
angulos dos picos pertencentes a NPM_A1, mas com uma intensidade menor, que pode

ser atribuida, portanto, ao impedimento da medida proporcionado pelo revestimento.

A Figura 15.b apresenta a difracdo de elétrons da amostra NPM_B2, em que se
pode mensurar, pelo software DigitalMicrograph, a distancia interplanar da amostra por
meio dos anéis de difragdo. Analisando as fichas ICSD do Fe3Os e do y-Fe203, de simetria
F d -3 m, percebeu-se que a amostra estava em concordancia com o padrdo dessas
estruturas cristalinas. Além disso, ndo foi visualizada na figura a difracdo da silica
cristalina, o que confirma a caracteristica amorfa da silica no revestimento, tal como

notado no padrdo do DRX.
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Figura 15: a) Difratograma das nanoparticulas magnéticas puras (NPM_A1) e revestidas
com silica (NPM_B1 e NPM_Bac3), e das nanoparticulas de silica (NPSi); b) Difracdo
de elétrons da amostra NPM_B2.

O microscoépio eletronico de transmisséo foi utilizado para visualizar a morfologia
e atestar o encapsulamento das nanoparticulas magnéticas pela silica através do contraste
gerado pela diferenca de eletrodensidade das moléculas. Por meio da Figura 16 verifica-
se gue o revestimento de fato ocorreu, apresentando nanoparticulas com estrutura nucleo-
casca, tendo como contraste claro a silica e contraste escuro as NPM. Percebe-se que ha
mais de um nucleo de Fes.xOa.y por nanoparticula de silica, 0 que pode ser uma vantagem
ao aplicar um campo magnético, ja que terd mais material magnético para proporcionar a
magnetizacdo. Além disso, as ligacdes entre os contrastes claros da imagem indicaram a
interacdo entre os grupos silandis das esferas de silica. O diametro médio dessas amostras
foi em torno de 70 nm, estando, portanto, dentro da faixa de tamanho de materiais que
permanecem na corrente sanguinea e interiorizam em células tumorais (20 a 100 nm)
(MARTINS, 2017).

A diferenca entre as amostras da Figura 16 estd na quantidade dos reagentes
utilizados e no modo de disperséo inicial das NPM em etanol. Segundo HUI et al. (2011),
uma menor concentracdo de TEOS gera nanoparticulas com espessura da casca de silica
menor. Este fato foi constado ao visualizar a Figura 16, visto que as amostras que
continham menos TEOS em sua composicdo (NPM_B3 e NPM_B4) aparentaram ter uma
espessura de silica menor quando comparadas a NPM_B1 e NPM_B2. Entretanto, pelas
Figuras 16.e — h, as amostras NPM_B3 e NPM_B4 demonstraram certa deformidade na

estrutura ndcleo-casca e uma maior polidispersdo no tamanho das particulas, dessa forma,
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considerou-se que a composi¢do da NPM_B1/NPM_B2 manteria com mais eficiéncia o
padrdo de tamanho e estrutura desejaveis para as aplicacdes biomédicas almejadas. Em
relagéo ao tipo de dispersdo empregado, banho de ultrassom ou sonicador (ultrassom de
ponta), a comparacdo entre as imagens do MET (Figura 16) ndo seguiram um padrao de
comportamento capaz de se obter uma conclusdo concreta em relacédo a influéncia desse

parametro.

Através do mapeamento da amostra NPM_B2 pela espectroscopia por dispersdo
de energia de raios-X (EDS) (Figura 17), pode-se obter a distribuicdo dos elementos ferro,
silicio e oxigénio na amostra. A nanoestrutura nucleo-casca é observada, apontando o
nacleo repleto de Fe e a casca composta por Si e O, indicando assim, a obtencdo de um
sistema de nanoparticulas ndcleo-casca de FesxOas.y-SiO2. A Figura 18 ilustra as
nanoparticulas de Fez xO4.y formando um caminho por entre o recobrimento da silica. Isso
demonstra a forte atracdo eletrostatica e de carga entre elas, além da diminuicdo da
energia superficial devido a formacéo dos aglomerados. Ademais, verifica-se que as NPM
serviram como agentes nucleantes na formacao da silica, sugerindo a ocorréncia de uma

nucleacdo heterogénea.

As Figuras 19.a, b, c revelam a morfologia e o resultado do revestimento em silica
das nanoparticulas magnéticas estabilizadas com acido citrico. Como é visto nas Figuras
19.a, b, na amostra NPM_Bacl parte das NPM foram recobertas pela silica, porém
também foi observada a formacéo de grande quantidade de nanoparticulas de silica pura
e NPM sem revestimento, apontando que houve uma preferéncia na geracao de esferas
de silica ao invés do recobrimento, sugerindo assim, que a taxa de nucleacdo da sintese
da silica foi maior que a taxa de condensacdo (HUI et al., 2011; IBRAHIM; ZIKRY;
SHARAF, 2010), o qual ndo é desejavel para o propdsito deste trabalho. Além disso, tal
como discutido no item 4.2, a formulacdo desta amostra (representada pela NPMac3) ndo
proporcionou uma boa estabilizacdo das NPM, e por isso, na etapa de revestimento com
silica, o excesso de acido citrico utilizado possivelmente desencadeou uma repulsao entre
as NPM e silica, dificultando assim, o recobrimento. Ja na Figura 19.c observa-se uma
estrutura nucleo-casca com menos NPM internalizadas nas esferas de silica quando
comparadas com a Figura 16, indicando que a quantidade de acido citrico usada nesta
amostra (0,025 g) manteve a estabilizagcdo das NPM durante a etapa de encapsulamento,
proporcionando essa menor quantidade de NPM no interior da casca. A Figura 19.d ilustra
a morfologia das nanoparticulas de silica, apresentando tamanho entre 10 e 20 nm e
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formato esférico, tal como esperado quando a sintese é catalisada por uma base
(BENVENUTTI; MORO; COSTA, 2009).

Figura 16: Microscopia eletronica de transmissao das amostras a) e b) NPM_B1; c) e d)
NPM_B2; e) e f) NPM_B3; g) e h) NPM_B4. A coluna 2 sdo imagens com amplitudes
menores a fim de mostrar uma visdo geral do tamanho das particulas. Ultrassom foi usado
para dispersar as NPM na etapa inicial da sintese das amostras NPM_B1 e NPM_B3, e 0
sonicador das amostras NPM_B2 e NPM_B4.
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Figura 17: Espectroscopia por dispersdo de energia de raios-X da nanoparticula
magnética revestida com silica (NPM_B2), revelando as distribuicdes elementares de Fe,
SieO.

Figura 18: Microscopia eletronica de transmissdo no modo varredura da nanoparticula
magnética revestida com silica (NPM_B2). Escala de 0,1 um e 20 nm.
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Figura 19: Microscopia eletronica de transmissdo das amostras a) e b) NPM_Bac1l; c)
NPM_Bac3; e d) NPSi. Escala de 20 nm.

A Figura 20 mostra as nanoparticulas NPM_Bacl e NPM_Bac3 depois da
finalizac&o das sinteses. E observado na Figura 20.a uma heterogeneidade das particulas,
em que as particulas de silica possuem cor branca e as NPM revestidas com silica uma
cor marrom. Por outro lado, as NPM_Bac3 (Figura 20.b) sdo particulas homogéneas e de
cor marrom mais claro. Tais evidéncias condizem com as imagens do MET (Figura 19),
em que a presenca mais notoria de nanoparticulas de silica pura pertence a amostra
NPM_Bacl.

Figura 20: Imagens das amostras apds o revestimento das NPM/acido citrico pela silica.
a) NPM_Bacl (0,25 g de acido citrico), e b) NPM_Bac3 (0,025 g de acido citrico).
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Para essas amostras também foi medido seus tamanhos hidrodinamicos pelo DLS,
como mostrado na Tabela 10. Em geral, as nanoparticulas revestidas com silica
apresentaram um tamanho maior que as NPM puras, 0 que j& era esperado, uma vez que
a silica é capaz de formar uma camada ao redor das NPs de 6xido de ferro, aumentando,
portanto, o diametro dessas estruturas. No entanto, esse aumento é pequeno comparado a
outras técnicas de encapsulamento de nanoparticulas magnéticas, permitindo um melhor

controle das propriedades finais, o que é desejavel.

Tabela 10: Tamanho das particulas revestidas com silica.

Amostras _Diametro Diametro medio de
Componentes hidrodinamico aglomerados (nm)
médio (nm) g
NPM_B1 NPM + Si 61,56 -
NPM_B2 NPM + Si 236,50 200,07 e 613,87
NPM_B3 NPM + Si 309,22 -
NPM_B4 NPM + Si 149,31 134,73 e 588,53
NPM_Bacl NPM + Si + Ac 44,89 -
NPM_Bac2 NPM + Si + Ac 71,41 -

Analisando o modo de agitacdo no momento da sintese, banho de ultrassom e
sonicador, observou-se que as amostras sonicadas (NPM_B2 e NPM_B4) geraram dois
aglomerados de tamanhos variados, enquanto que o banho de ultrassom proporcionou
uma distribuicdo de tamanho em torno de uma sé média (Apéndice A). Provavelmente,
este comportamento, provocado pelo sonicador, pode ter ocorrido devido a uma escolha
incorreta dos parametros de agitacdo (tempo e velocidade) para este sistema, 0s quais ao
causarem uma agitacdo muito forte e prolongada, ao invés de desaglomerarem as

particulas, provocaram um maior contato entre elas e, assim, a aglomeragéo.

Ambas as nanoparticulas NPM_Bacl e NPM_Bac2, que foram estabilizadas com
acido citrico e recobertas com silica, obtiveram diametros hidrodindmicos médios
relativamente baixos (44,89 e 71,41 nm, respectivamente). Isto porque, tanto a silica
guanto o acido citrico promovem cargas as NPs magnéticas, diminuindo assim, a
agregacdo entre elas, além do mais, a camada de silica formada impede uma maior atragéo

entre as NPM, o que tambem evita a aglomeracdo (SUN et al., 2005). Em comparacgéo
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aos solventes empregados na estabilizacdo, nessas amostras foi possivel perceber que a
agua proporcionou ao final menores nanoparticulas do que estabilizando em etanol e, por
isso, optou-se por utiliza-la na estabilizacdo das proximas sinteses. A distribuicdo de

tamanho dessas amostras esta disposta no Apéndice A.

A andlise no espectrofotdmetro de absorcdo atdmica apresentou como resultados
a quantificacdo das nanoparticulas de Fes3xOsy (considerou-se nos célculos a
estequiometria da magnetita - Fe304) encapsuladas nas esferas de silica, como mostrado
na Tabela 11. Aferiu-se também a medida da amostra de NPM a fim de investigar se
estava condizente com o valor estequiométrico teorico. Por estequiometria, a
porcentagem massica de ferro presente no éxido de ferro (FesOs) é 71,9 %, e como a
NPM_A1 apresentou 69,63 %, pode-se assumir que o resultado dessa amostra esta
coerente com o valor tedrico, ja que também a estequiometria desse 6xido ndo esta bem
definida. A % Fe experimental foi utilizada como base para a conversdo da % Fe em %

Fes04 das amostras encapsuladas.

Tabela 11: Quantificagdo de nanoparticulas magnéticas nas amostras.

Amostras Componentes % Fe (m/m) % Fe3O4 (Mm/m) Desvio padrio, ¢ (%)

NPM_A1l NPM 69,63 100 +0,98

NPM_B1 NPM + Si 5,75 8,26 +0,29

A critério de comparacdo, calculou-se a porcentagem maxima de FesOs que
poderia estar encapsulada na amostra NPM_B1 (célculo descrito no Apéndice B), e
obteve como resposta 13 %. Observou-se que o valor alcancado experimentalmente foi
menor do que o tedrico, e uma explicacdo para tal fato foi 0 uso do agitador magnético
na etapa de revestimento com silica, pois a barra magnética de agitacdo atraiu as NPM,
dificultando o recobrimento das mesmas. O processo de revestimento requereu uma
agitacdo forte e prolongada, entretanto, o laboratorio experimental utilizado néo
disponibilizava de outro equipamento que suportasse tais condi¢des e por isso, manteve-

se 0 uso do agitador magnético.
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4.4 Adsorcdo da curcumina nas nanoparticulas magnéticas de éxido de ferro
4.4.1 Adsorgdo com e sem &cido citrico

Na literatura é possivel encontrar trabalhos que promovem a adsorcdo da
curcumina nas nanoparticulas de magnetita utilizando ou ndo um intermediario para a
ligacdo desses dois compostos. BHANDARI e colaboradores (2016) proporcionaram a
ligagdo entre as NPM e curcumina sem a interferéncia de um ligante. Os autores
concluiram que a ligagéo das NPM ocorreu no grupo ceto-enol da curcumina e alem disso,
observaram que esta funcionalizacdo serviu para aumentar a estabilidade térmica do
nanoparticulado e postergar a degradacdo do composto organico. Em contrapartida, 0s
trabalhos de KITTURE e colaboradores (2012) e WANI e colaboradores (2011)
utilizaram o &cido citrico como intermediario da ligacdo entre as NPM e a curcumina.
Ambos constataram que a superficie das NPM estava conjugada pelas carboxilas
disponiveis do acido citrico, as quais também se ligavam com o grupo enol (-OH) da

curcumina.

Esta pesquisa investigou a adsor¢do da curcumina nas NPM usando as duas
propostas citadas acima. Por meio da anélise no espectrofotémetro UV-visivel péde-se
observar o comportamento das solu¢des que continham o sobrenadante das amostras
NPM_C1 (sem &cido citrico) e NPMac_C1 (com &cido citrico) (Figura 21). Os espectros
de absorcéo de ambas as amostras se mantiveram semelhante ao da curcumina pura, com
um pico de absorcdo em A = 426 nm, caracteristico da curcumina. A partir desses
espectros e de uma curva de calibracdo previamente obtida, estimou-se que porcentagem
de curcumina adsorvida foi de aproximadamente 25 % e 4 % para NPM_C1 e
NPMac_C1, respectivamente. A baixa adsor¢do de curcumina na amostra NPMac_C1
também foi observada por KITTURE e colaboradores (2012), os quais justificaram que a
conjugacdo das nanoparticulas de FesO4 ao &cido citrico foi mais favoravel do que a
molécula da curcumina. Por esta raz&o, optou-se por ndo empregar o acido citrico em

outras analises e sinteses.
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Figura 21: Comportamento das curvas de varredura no espectrofotdmetro UV-visivel das
amostras NPM_C1, NPMac_C1 e curcumina pura. Picos em A = 426 nm.

O potencial zeta da amostra NPM_C1 também foi avaliado, e teve como resposta
€ =-4,33 £0,64 mV. Como o potencial zeta das NPM apresentaram valor positivo (C =

19,79 £ 0,96 mV), comprova-se que a curcumina de fato se adsorveu nas NPM.

4.4.2 Cinética de adsorgéo

O estudo da cinética de adsorcdo foi Gtil para aprimorar e otimizar esta etapa e
assim, buscar um encapsulamento em silica mais eficiente. O perfil da quantidade de
curcumina adsorvida nas NPM por tempo de agitacdo e contato com elas estd
demonstrado na Figura 22. Observa-se que a partir de 48 h a curva se mantém a um valor
constante, indicando que a saturacao de adsorcao foi alcancada. Dessa forma, estabeleceu

este tempo como a otimizacao do estagio de adsorcao.
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Figura 22: Cinética de adsorcdo da curcumina nas nanoparticulas de FesxOa.y.
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4.4.3 Isoterma de adsor¢ao

Para a formac&o da isoterma de adsorcdo foi necessario a realiza¢do de diversos
ensaios em condicdes diferentes a fim de obter um perfil completo da curva, capaz de
demonstrar corretamente o comportamento apresentado pela adsor¢do da curcumina nas
NPM. A Figura 23 ilustra o perfil da isoterma desse sistema, o qual se assemelha a
isoterma conhecida como tipo Ill. Segundo AMGARTEN (2006) e TEIXEIRA,
COUTINHO; GOMES (2001) esse tipo de isoterma indica que as moléculas do adsorvato
(curcumina) apresentam maior interacdo entre si do que com o adsorvente (nanoparticulas
de Oxido de ferro), dessa forma, a interacao entre os dois componentes se da por meio de
interacbes fracas. GREGG (1965) acrescenta também que esse comportamento
corresponde a adsorcdo em multiplas camadas sobrepostas e geralmente, ocorre em

solidos ndo porosos ou macroporosos.
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Figura 23: Isoterma de adsorcéo da curcumina nas nanoparticulas de FezxOa.y.

Por meio dessa curva também se obteve a propor¢do de curcumina e NPM que
otimizasse e promovesse uma melhor adsorcéo, a qual baseou-se nos maiores valores da
divisdo da massa de curcumina adsorvida pela massa de NPM. Assim, optou-se pela
proporcao inicial desses compostos de 1:1, em que apresentou 0,09 (g/g) como valor dessa
diviséo.
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4.4.4 Dessorcao da curcumina nas nanoparticulas magnéticas de oxido de

ferro

A fim de avaliar a estabilidade da adsorcdo, importante na etapa de
encapsulamento, investigou-se a ocorréncia de dessorcdo da curcumina, dessa forma,
simulou-se a dessor¢do nos meios em que a etapa de revestimento foi submetida, ou seja,
em meio acido e bésico. A primeira parte desse experimento consistiu na adsorcdo de 1
mg de curcumina em 30 mg de NPM. Os resultados da quantidade de curcumina
adsorvida das amostras (6 amostras — uma para cada tempo da dessorcao) apos as 48 h
foi de aproximadamente 54 % e mostrou reprodutibilidade entre elas e com relacdo a

isoterma.

Ja os resultados da etapa de dessorc¢édo estdo dispostas na Tabela 12. Em ambas as
amostras, percebeu-se que a dessor¢do aumentava com o tempo de contato com o meio.
E em comparacdo com os meios de dessorcao, observou-se que em meio &cido (pH = 5,5)
a dessorcdo ocorreu mais lentamente, enquanto que em meio basico (pH = 10) a dessorcéao
foi mais rapida, dessorvendo metade da curcumina nas primeiras 5 h. Este resultado pode
ter influenciado a quantidade de curcumina encapsulada em silica, como serd melhor

abordado no item 4.5.

Tabela 12: Quantidade de curcumina dessorvida das nanoparticulas magnéticas em meio
acido (HE) e basico (HEN), e em cada tempo da dessorcao.

% de curcumina dessorvida

Tempo de dessorcao (min)

Meio &cido Meio bésico
20 11.54 24,56
40 14,64 34,37
60 15,41 38,84
120 18,66 41,53
300 22,79 52,29
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4.5 Sistema completo de nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro, curcumina e

silica

Durante a etapa de revestimento com silica da NPM contendo curcumina
adsorvida, observou-se um comportamento diferente comparado com o recobrimento sem
a curcumina: a solucdo alterava sua cor de amarelo para vermelho/vinho quando em
contato com a base NH4OH. Pela Figura 24 fica evidente que essa mudanca de cor ocorria
no mesmo instante em que a base era adicionada no meio reacional de NPM, curcumina,
agua e etanol. A Figura 25 mostra suspensdes do processo de sintese da amostra
NPM_D3, na qual é observado que essa alteracdo de cor se mantém enquanto o pH da
solucdo for basico. A explicacdo para tal fato deve-se a influéncia que o pH tem sobre o
comprimento de onda maximo (Amax) da curcumina. Quando em solucdo bésica, a
curcumina perde seus prétons acidos, e assim, fica propensa ao efeito batocrémico, isto
é, sofre um deslocamento da posi¢do Amax para um comprimento mais elevado devido a
interferéncia de um substituto ou solvente, sendo este novo Amax responsavel pela
coloragdo avermelhada (SUETH-SANTIAGO et al., 2015). Além disso, pode ter ocorrido
uma conjugacao no OH" do grupo fenol da curcumina, o qual é responsavel por fornecer

cor a esse composto (cromoforo) (KITTURE et al., 2012).

Figura 24: Adicdo do hidroxido de aménio na suspensdo de curcumina, NPM, &gua e
etanol. A base proporciona a mudanga de cor da curcumina.
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Figura 25: Suspensbes da etapa de revestimento da amostra NPM_D3. a) NPM,
curcumina, agua e etanol; b) NPM, curcumina, &gua, etanol e subsequente adicdo de
hidroxido de aménio; ¢) NPM, curcumina, agua, etanol e 24 h apos adicdo de hidroxido
de amonio.

A Figura 26 exibe a coloracdo de todos os sobrenadantes das amostras que
continham curcumina. E como dito anteriormente, a coloracdo avermelhada foi notada
somente nas amostras realizadas em meio basico (Figura 26.b — e). Entretanto, a
tonalidade do vermelho entre essas amostras ficou diferente, sendo as mais claras
referentes as amostras que possuia menos curcumina, e escura para as de maior
quantidade, tal fato, ocasionou Amax distintos para cada amostra, como s&o vistos na Figura
27. Essa questdo dificultou a obtencdo de valores mais confiaveis para a quantidade de
curcumina encapsulada de certas amostras, ja que esse calculo se baseou nos valores de
absorbéncia obtidos no espectrofotdmetro UV-visivel. Como Amax da curva que representa
a calibracdo no meio béasico foi de 502 nm (evidéncia do efeito batocrémico), era esperado
gue nesse meio todas as amostras obtivessem esse mesmo Amax, POrém, somente a da
amostra NPM_D3 se assemelhou a calibracdo. Portanto, essa amostra foi escolhida para
ser analisada em outros procedimentos, como 0s ensaios de liberacdo. De qualquer forma,
é apresentado na Tabela 13 as porcentagens de curcumina que foi encapsulada nas
amostras. Paraa NPM_D3, o encapsulamento foi em torno de 28 %, valor este ndo muito
elevado, porém satisfatdrio para a aplicabilidade deste trabalho e para o possivel uso na
area biomeédica. Provavelmente, a dessorcdo da curcumina a partir das NPM

impossibilitou que este valor fosse maior.
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Figura 26: Solucdes reacionais do preparo das amostras: a) NPM_C1 (amarela clara) e
NPMac_C1 (amarela escura); b) NPM_D1; ¢c) NPMac_D1; d) NPM_D2; e) NPM_D3.
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Figura 27: Comportamento das curvas de varredura no espectrofotdmetro UV-visivel das
amostras com curcumina, NPM e revestimento com silica; curcumina pura e uma
concentragdo da curva de calibragdo em meio basico.

Tabela 13: Quantidade de curcumina encapsulada em silica.

Amostras NPM_D1 NPMac_D1 NPM_D2 NPM_D3

NPM + Cur  NPM + Cur + NPM + Cur  NPM + Cur

Componentes +Si AC + Si +Si +Si

% curcumina
encapsulada

25,04 40,19 41,10 217,81
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Imagens da microscopia eletrénica de transmissdo da amostra NPM_D3 também
foram feitas a fim de avaliar a morfologia, encapsulamento das NPM e a influéncia da
curcumina nesse recobrimento. A Figura 28.a comprova que houve o encapsulamento das
NPM pela silica, com mais de um nucleo magnético por nanoparticula de silica, porém
comparado com as NPM_Bs (sem curcumina, Figura 16), essa quantidade de nucleos foi
menor para a NPM_D3. Observou-se também que havia nanoparticulas sem 6xido de
ferro (esferas sem pontos escuros — NPM), a qual pode ter sido proporcionada pela
presenca da curcumina aderida as NPM, uma vez que a adsor¢do da curcumina alterou a
carga superficial das NPM de positivo para negativo (Cnem = 19,79 mV; Cnem+cur = -4,33
mV), podendo, assim, ter prejudicado a ligacdo da silica nas NPM, ja que a silica também
tem potencial zeta negativo. Ademais, em algumas esferas notou-se mais um contraste
além dos atribuidos as NPM e silica, indicando ser possivelmente a matriz organica
formada pela curcumina (FERREIRA et al., 2017), estando ela localizada entre as NPM
e silica. Por esta figura, vé-se que o tamanho das NPM_D3 foi em torno de 100 nm,
semelhante as NPM_Bs. Ja a Figura 28.b realca a morfologia esférica obtida por estas

amostras, e também uma menor quantidade de aglomerados.

Figura 28: Microscopia eletronica de transmissdo da amostra NPM_D3 focalizada: a) nas
NPM encapsuladas e b) na morfologia esférica das nanoestruturas.

O diametro hidrodinamico das amostras NPM_D2 e NPM_D3 esta mostrado na
Tabela 14. Em geral, o tamanho mensurado pelo DLS é maior do que o obtido pelo MET,
pois no DLS ¢é contabilizado também a camada solvatada ao redor da particula, por isso
foi notado essa diferenga nos didmetros das amostras, como a NPM_D3. Além disso, pela
tabela, percebe-se que a NPM_D2 obteve um valor menor, possivelmente por ter menos
curcumina na superficie das NPM, ja que sua sintese ndo usou o tempo de adsorcao
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otimizado (48 h), entretanto suas particulas apresentaram uma distribuicdo de tamanho

mais larga, enquanto que a NPM_D3 foi bem estreita (Figura 29).

A Tabela 14 traz também os resultados do potencial zeta das NPM_D2 e
NPM_D3. Observa-se que ambas obtiveram valores negativos, indicando que o
revestimento com silica se efetivou, e valores fora da regido de instabilidade (30 mV < ¢
< -30 mV), mostrando a boa estabilidade em suspensdo ja em pH fisiologico, a qual é

necessaria para o uso biomédico.

Tabela 14: Potencial zeta e tamanho das nanoparticulas do sistema completo.

Amostras Potencial Zeta (mV) pH Diametro hidrodinamico

médio (nm)

NPM_D2 -37,87 £ 1,80 6,5 84,10

NPM_D3 -30,06 + 1,14 7 147,80
a) 120 b) 120
100 100
2 &0 £ &0
2 a0 é 40
20 20

u'-ﬂ_.c 100,0 000,0 d'_u__c 100,0 000,0

20 -20

Didgmetro (nm) Didgmetro (nm)

Figura 29: Distribuicdo do tamanho das nanoparticulas, em escala logaritmica: a)
NPM_D2 e b) NPM_D3.

A quantificacdo de Fes«xOa.y presente nas nanoparticulas foi mensurado através da
espectrometria de absorcdo atdmica. Para a NPM_D3 o percentual de ferro foi de 8,1 +
0,44, e transformando em porcentagem de FesOs obteve-se 11,63 %. Tal como para a
amostra NPM_B1, também se comparou o valor experimental com o maximo teorico
(Apéndice B). A porcentagem maxima referente 8 NPM_D3 foi de 12,5 %, valor este
relativamente semelhante ao resultado experimental e, portanto, mostrando que grande

parte das NPM foi encapsulada.
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4.6 Analises de fluorescéncia da curcumina
4.6.1 Fluorimetro

Inicialmente, analisou-se em fluorimetro uma solucdo de curcumina em etanol
para confirmar se a curcumina apresentava fluorescéncia, averiguando a presenca dos
picos de excitacdo e emissdo, como ilustrado no espectro da Figura 30. Observa-se que 0
comprimento de onda de excitagdo da curcumina utilizada neste trabalho foi em 426 nm,
sendo o mesmo valor encontrado pelo espectrofotdmetro UV-visivel, e 0 comprimento
de onda de emisséo foi igual a 520 nm, evidenciando a fluorescéncia. Alguns trabalhos
da literatura também avaliaram esse espectro, e obtiveram comportamento semelhante ao
desta pesquisa, apresentando Aexcitagio entre 420 e 460 nm, € Aemissao de 499 a 545 nm
(CHANG et al., 2014; NGUYEN et al., 2016; SAHU; KASOJU; BORA, 2008). O
espectro da curcumina apresenta essas variagdes no Amaximo, POIS Suas propriedades
fluorescentes sdo muito sensiveis a polaridade do ambiente em que se encontra (SAHU;
KASOJU; BORA, 2008).
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Figura 30: Espectro da curcumina em etanol obtido pelo fluorimetro. O primeiro pico
refere-se ao Aexcitagio € 0 segundo ao Aemissio-

A Figura 31 exibe os espectros da curcumina em concentragdes diferentes
dispersadas em etanol. Nota-se que a fluorescéncia da curcumina é mensuravel mesmo
em concentragdes bem reduzidas, como 1 pg/mL. Ademais, verifica-se que a intensidade
da fluorescéncia e proporcional a concentragdo da curcumina, tal como ocorre com a
absorbancia no espectrofotometro UV-visivel. Entretanto esta caracteristica somente ¢é

obedecida até a concentracdo de 10 pg/mL, ou seja, nas solu¢des mais diluidas. Apos esta
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concentracdo, os valores da intensidade diminuem a medida que se tem mais curcumina
no meio. Tal fendbmeno, conhecido como efeito de filtro interno, ocorre porque, como a
concentracdo da curcumina estava muito elevada, ao invés de ter emitido toda luz
incidente, a amostra absorveu uma parte consideravel desta luz antes mesmo dela chegar
no ponto onde a fluorescéncia é observada e ainda reabsorveu a luz que havia sido

emitida, causando, portanto, perda na intensidade da fluorescéncia.
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Figura 31: Espectro da curcumina em etanol em diversas concentracdes.

4.6.2 Microscopio de fluorescéncia invertido

A anélise no fluorimetro serviu para confirmar a fluorescéncia da curcumina,
porém ainda era preciso verificar se essa fluorescéncia permanecia visivel apos a
curcumina ser encapsulada em silica, dessa forma, fez-se o registro das amostras no
microscopio de fluorescéncia invertido (Figura 32). A Figura 32.a € a imagem das
nanoparticulas de silica, na qual foi usada como amostra controle para evidenciar a ndo
contribuicdo da silica na fluorescéncia das imagens. Por outro lado, a Figura 32.b ilustra
claramente e por toda imagem a fluorescéncia que a curcumina possui. Mesmo com um
tempo de exposicdo a luz ultravioleta pequeno (20 ms), é notdria a intensidade da luz
emitida por este fluoréforo. Além disso, a curcumina pura emitiu fluorescéncia em todos
comprimentos de onda de excitacdo que o equipamento disponibilizava (350, 488 e 550

nm), sendo mais pronunciada em A = 488 nm, valor este que mais se aproxima do Aexcitagio
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da curcumina (A = 426 nm). Os pontos mais escuros encontrados na Figura 32.b podem
ser regibes de maior concentracdo de curcumina que, provavelmente, dificultou a

incidéncia e emissao da luz no momento da medida.

b)

20 ym

Figura 32: Imagens do microscopio de fluorescéncia invertido em Aexcitagio = 488 nm das
amostras: a) silica pura (NPSi); b) curcumina pura; ¢) NPM revestida por silica
(NPM_B2); d) NPM e curcumina revestida por silica (NPM_D3). As imagens a), b) e ¢)
tiveram aumento de 63x e a imagem d) de 100x. Tempo de exposicdo a luz foi de 20 ms
para as imagens a) e b), e 1,5 s para c) e d).

As Figuras 32.c, d representam as amostras revestidas por silica. Pela Figura 32.c
percebe-se 0 aglomerado escuro das nanoparticulas magnéticas recobertas por silica, no
qual ndo foi encontrado nenhuma regido com o brilho da fluorescéncia. Em contrapartida,
na Figura 32.d, a qual possui a nanoestrutura de NPM e silica mais a curcumina,
observam-se varios pontos brilhantes, concluindo, assim, que de fato havia curcumina
nessa amostra mesmo apds o processo de lavagem e secagem, e que a ligagdo com as
NPM e o revestimento com a silica ndo impediram que a fluorescéncia da curcumina se
manifestasse. Notou-se também nessa imagem pontos escuros, 0s quais se assemelharam
com a regido escura da Figura 32.c, ou seja, com os locais referentes a NPM e silica. Pelo
fato desse microscépio ndo possuir um alcance de ampliacdo tdo elevado quanto o MET,

ndo foi possivel visualizar exatamente as nanoparticulas esféricas, e tdo pouco os limites
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entre os compostos desse sistema nanoparticulado. De todo modo, pode-se afirmar que a
curcumina além de possuir atividades biofarmacéuticas, também tem potencial como
excelente agente de contraste fluorescente em bioimagem, fazendo com que essas

nanoparticulas possam ser usadas, por exemplo, como marcadores de células-tronco.

4.7 Magnetometria

A medida qualitativa de magnetizacdo das amostras de nanoparticulas magnéticas
sem e com recobrimento de silica foi realizada encostando um imé& de neodimio-ferro-
boro na parede dos tubos que continham as suspensdes magnéticas, conforme ilustrado
na Figura 33. Analisando esta figura, nota-se que ambas suspensdes puderam ser atraidas
pelo im&, mostrando terem algum grau de magnetizacdo. Entretanto, a0 comparar as
amostras sem e com revestimento (Figuras 33.a, b, respectivamente), verificou-se que o
imd somente permanecia fixado a parede do tubo falcon pertencente a amostra de
nanoparticulas magnéticas puras, indicando que nas amostras encapsuladas havia menos
material magnético e/ou que o revestimento com a silica diminuia a intensidade da
magnetizacdo das NPs, porém nao a extinguindo totalmente e, portanto, mantendo ainda

as propriedades magnéticas deste nanomaterial.

Figura 33: a) Suspensdo com nanoparticulas magnéticas de o0xido de ferro sendo atraidas
pelo im& (amostra NPM_A1), b) suspensdo com nanoparticulas magneticas de oxido de
ferro revestidas com silica ap6s a aproximacgéo do iméa no tubo falcon (NPM_B1).

Em geral, as propriedades magnéticas de um material sdo influenciadas pelo seu
tamanho e formato. Tal fato é notado ao quantificar a magnetizacdo de saturacao (Ms) de
um mesmo material quando este esta na fase bulk e nanoestruturado. Na maioria dos

casos, percebe-se que este valor de magnetizacdo € maior quando os materiais estdo na
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dimensdo macroscopica. Um exemplo é a magnetita nanoparticulada, a qual apresenta Ms
variando entre 30 e 80 A.m?/kg, enquanto que seu bulk tem magnetizagdo superior & 92
A.m?/kg (WU et al., 2015; WU; HE; JIANG, 2008). Essa diferenca pode ser explicada
pela relacdo entre 0 comportamento magneético dos materiais e sua regido superficial. A
superficie das particulas apresenta uma desordem por causa da presenca de vacancias,
ligacGes rompidas e anisotropia com intensidade e direcdo definida para cada sitio. Tais
efeitos ndo sdo muito pronunciados em sistemas macroscopicos, entretanto, com a
diminuicdo do tamanho desses materiais, a razdo éarea/volume aumenta
consideravelmente, tornando os momentos magnéticos das camadas superficiais tdo
importantes quanto os momentos ordenados do interior da particula e por isso, essa
desordem da superficie também intervém na magnetizacdo do nanoparticulado
(FERREIRA, 2009).

Uma maneira de obter informac@es a respeito das propriedades magnéticas do
material, incluindo o tipo de magnetizacdo e quantificacdo da Ms, é por meio da analise
do gréafico das medidas de magnetizacdo como funcdo do campo magnético aplicado
(MxH). A Figura 34 apresenta este grafico com as curvas de magnetizacdo de algumas
amostras sintetizadas neste trabalho. Percebe-se que, na temperatura de 27 °C (300 K), o
comportamento de todas as curvas foi sigmoidal e ndo apresentou histerese, constatando,
assim, o superparamagnetismo das nanoparticulas de 6xido de ferro sintetizadas pelo
método de coprecipitacdo. E comum observar outros tipos de magnetismo nessas
nanoparticulas apos elas serem encapsuladas por materiais ndo magnéticos, entretanto, o
revestimento pela silica realizado nesta pesquisa ndo encobriu 0 superparamagnetismo
das NPM. Tal resultado é muito importante e bem conveniente para o uso em aplicacdes
biomédicas, ja que as nanoparticulas sé terdo influéncia magnética na presenca do campo
magnético externo, e dessa forma, diminui-se a propensdo a agregacao e tem-se maior

controle sobre as nanoparticulas.

A partir das curvas descritas na Figura 34, foram obtidos os dados de
magnetizacdo de saturacdo que estdo mostrados na Tabela 15. As nanoparticulas de 6xido
de ferro puro (NPM_A1) obtiveram a Ms dentro da faixa referente a magnetita observada
por outros autores (30 - 80 A.m%kg) (FERREIRA, 2009; WU et al., 2015; WU; HE;
JIANG, 2008). Alem disso, o valor da Ms encontrado neste trabalho foi maior do que 0s
alcancados por HUI et al. (2011) e SUN et al. (2005), os quais sintetizaram nanoparticulas
de 6xido de ferro com Ms = 57,5 e 46,3 A.m?/kg, respectivamente.
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Figura 34: Curvas de magnetizacdo versus campo magnético aplicado a 27 °C (300 K)

das nanoparticulas magnéticas de éxido de ferro a) puro (NPM_AL) e b) revestidas por
silica (NPM_B1, NPM_B2 e NPM_Bac3).

Tabela 15: Magnetizagdo de saturagdo extraida das curvas de MxH.

Amostras NPM_A1l NPM_B1 NPM_B2 NPM_Bac3
Componentes NPM NPM + Si NPM + Si NPM + Ac + Si
Ms (A.m?/kg) 65,03 8,97 8,35 4,94

Os resultados da magnetizacdo de saturagdo mostraram que as amostras de NPM

recobertas por silica apresentaram uma reducdo no valor dessa magnetizacdo comparada
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a do precursor magnético, tal como ja verificada na medida qualitativa de magnetizacédo
(Figura 33). Essa perda de magnitude ocorreu principalmente devido a contribuicdo do
material ndo magnético (silica) na medida e a uma menor quantidade do material
magnético (FezxOas.y) nessas amostras revestidas. Mas além disso, a superficie da
magnetita ndo estequiomeétrica pode ter sido oxidada durante a etapa de encapsulamento,
contribuindo também com a diminui¢do na magnetizacéo da amostra final (MARTINS,
2017). J& HUI e colaboradores (2011) concluiram pelos seus resultados que a Ms
diminuia a medida que se aumentava a espessura da casca da silica. Para o caso da amostra
NPM_Bac3, além dos motivos apresentados, nesta amostra foi constatado pelas imagens
do MET menos NPM dentro das esferas de silica, 0 que pode ter proporcionado uma Ms
mais baixa do que nas NPM_B1 e NPM_B2, as quais tiveram valores semelhantes entre
si. Tal comportamento € reportado por outros autores quando nanoparticulas magnéticas
sdo recobertas com materiais de diversas naturezas (CHIN et al., 2009; KHOSROSHAHI;
GHAZANFARI, 2012; SOARES et al., 2016). Apesar desta adversidade, o sistema
nanoparticulado  produzido  nesta  pesquisa  apresentou  comportamento
superparamagnético e boa magnetizacdo de saturagdo, os quais propiciam uma melhor
relaxacdo de proétons, auxiliando no contraste das imagens por ressonancia magnética.
Entretanto, tais comportamentos por si s6 ndo sdo suficientes para comprovar a total
aplicabilidade como agente de contraste em IRM, € preciso ainda averiguar, por exemplo,
os tempos de relaxacdo (T: e T2) do nanoparticulado e até mesmo imagens por

ressonancia magnética dessas nanoparticulas internalizadas em um ser vivo.

4.8 Hipertermia magnética

Alguns dos sistemas de nanoparticulas sintetizados nesta pesquisa foram
avaliados quanto a hipertermia magnética, com intuito de investigar o potencial de
liberacdo de calor do material ao ser submetido a aplicagdo de um campo magnético
alternado externo. A Figura 35 aborda os perfis de liberacdo de calor das amostras em
suspensdo aquosa. Observa-se que a temperatura do meio aumenta conforme transcorre
o tempo da medida. Além disso, constatou-se, em alguns perfis, inflexdes irregulares, que
podem estar relacionadas a decantagdo das particulas promovida pela a¢cdo do campo

magnético.
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Figura 35: Perfil da liberacdo de calor das amostras com diferentes formulacbes, sob
aplicacdo de campo magnético alternado a 16 kA/m (200 Gauss) e 307 kHz. As amostras
estavam na concentragao de 10 mg/mL.

O perfil inclinado das nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro puro
(NPM_A1) evidencia a capacidade e a velocidade com que essas particulas conseguem
liberar calor para o meio através da conversdo da energia magnética em energia térmica.
Nota-se que ao serem revestidas por silica, a eficicia na liberacdo de calor é reduzida.
Isto porque, além da silica ndo contribuir para a geracdo de calor, ela ainda atua como
uma barreira, dificultando a transferéncia de calor para a solugdo aquosa, ja que é um mau
condutor de calor. Ademais, ha uma quantidade inferior de NPM nas amostras revestidas
do que na amostra que contém somente o material magnético. Uma forma de amenizar
esse obstaculo e obter um perfil mais acentuado, é efetuar a medida utilizando uma
aliguota com uma quantidade significativamente maior das amostras encapsuladas, e
consequentemente com mais material magnético, como foi observado no trabalho de
MARTINS (2017). Dessa forma, torna-se mais eficiente a aplicacdo dessas particulas no

tratamento por magnetohipertermia.

Os perfis de liberacdo de calor contribuem para o calculo do SAR ao fornecerem
dados necessarios para tal, sendo estes o valor da inclinagdo da curva no inicio do
aquecimento, o qual equivale a taxa de aquecimento promovida pelas nanoparticulas. Esta
informacdo é convertida em SAR através da Equacdo 6. A critério de simplificacdo do
calculo, esta equacdo pode ser manipulada e reescrita conforme a Equacdo 12,

considerando a &gua como meio de suspensao.
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onde, Cp é o calor especifico da particula, Ch2o o calor especifico da agua, pp a

o : : - , AT
concentracdo massica do conjunto nanoparticulado, pr2o a massa especifica da agua e =

a taxa de aquecimento obtida pela equacéo da reta dos perfis de liberacdo de calor.

As curvas da Figura 35 foram linearizadas no intervalo inicial que forneceu o
melhor R? em todas as amostras (0,3 a 3,3 min). Deste modo, aplicando na Equac&o 12 o
coeficiente angular das retas juntamente com os parametros das substancias, pode-se
obter os valores do SAR, estando expostos na Tabela 16. Utilizou-se os seguintes dados:
Cp = 0,16 cal/g.°C (referente a magnetita e silica); Ch2o = 1,00 cal/g.°C; pp = 10 mg/mL;
pH20 = 1000,00 mg/mL.

Tabela 16: Resultados da hipertermia magnética ap6s 20 min de aplicagdo de um campo

magnético alternado. R? refere-se ao coeficiente de correlacio das retas para o calculo do
SAR.

Amostras Componentes AT (°C) SAR(W/g) R? ILP (nH.m?%kg)

NPM_A1l NPM 30,60 21,02 0,91 0,2675
NPM_B1 NPM + Si 7,40 3,81 0,91 0,0485
NPM _Bac3 NPM + Ac + Si 5,80 4,81 0,95 0,0612
NPM_D3 NPM + Cur + Si 5,50 3,44 0,99 0,0438

Ao correlacionar os resultados do SAR com os valores da magnetizacdo de
saturacdo (Tabela 15), notou-se a influéncia que a Ms tem sobre a hipertermia magnética,
tal comportamento também foi verificado por DIAS e colaboradores (2017). Vale
ressaltar que a disparidade entre a capacidade de aquecimento das nanoparticulas de
magnetita ndo estequiométrica quando estas estdo isoladas de outros compostos e quando
estdo revestidas por um material ndo magnético foi perceptivel devido, especialmente, a
menor por¢do de NPM nas amostras recobertas com silica. No entanto, € importante
mencionar que todas as amostras obtiveram, na concentragdo de 10 mg/mL, um AT
suficiente para atingir a temperatura de morte das células cancerigenas (= 43 °C)
(SOUZA; MOHALLEM; SOUSA, 2011), pressupondo a temperatura inicial como a
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média corpdrea de 37 °C. Sendo assim, pode-se considerar a potencialidade dessas

nanoparticulas no tratamento de cancer.

Apesar do SAR ser uma grandeza bastante empregada na caracterizacdo de
materiais para hipertermia magnética, este € um parametro extrinseco, ou seja, neste caso
depende do campo magnético (H) e da frequéncia (f) e, por isso sua comparacdo com a
de outros trabalhos é dificultada. Dessa forma, muitos autores sugerem utilizar um
pardmetro intrinseco, tal como a perda intrinseca de poténcia (ILP), para avaliar a
capacidade de aquecimento de um material magnético (WILDEBOER; SOUTHERN;
PANKHURST, 2014). O ILP é calculado através da Equacédo 13, sendo sua unidade de
medida descrita pela Equagéo 14.

ILp = 228 Eq. (13

~ f.H? g. (13)
SAR [Wkg™1

ILP [nHM2kg™}] = Wkg "] Eq. (14)

flkHz]. H? [(kAm~1)2]

Os valores de ILP das amostras avaliadas sob esse aspecto constam na Tabela 16.
Segundo KALLUMADIL e colaboradores (2009), as nanoparticulas comerciais de 6xido
de ferro com diametros entre 10 e 12 nm apresentam ILP na faixa de 2,00 a 3,25
nH.m?/kg. Entretanto, a0 comparar com os resultados encontrados neste trabalho,
observa-se que as nanoparticulas sintetizadas possuiam uma ou duas ordens de grandeza
a menos. Tal situacdo pode ser explicada pelo fato do comportamento magnético variar
conforme o tamanho e morfologia das nanoparticulas (WILDEBOER; SOUTHERN;
PANKHURST, 2014), dessa forma, podendo também influenciar no ILP.

4.9 Ensaios de liberagéo in vitro da curcumina

Antes de iniciar os ensaios de liberagdo in vitro da curcumina, foi necessério
averiguar a concentracdo (m/v) de SDS em meio de PBS suficiente para solubilizar a
curcumina, e assim, manter a condicdo sink durante toda a etapa de liberagdo. A Figura
36 apresenta essas solucdes, com suas devidas concentragdes de SDS (%). Nota-se que
foi indispensavel o uso do surfactante na solubilizacdo da curcumina nesse meio, visto a

caracteristica hidrofobica da curcumina. Percebeu-se também que o aumento da
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concentracdo de SDS favoreceu a solubilizagdo ao constatar o escurecimento do amarelo
nas maiores porgdes de SDS e a menor quantidade de curcumina depositada no fundo das
mesmas. Entretanto, somente com a leitura no espectrofotdmetro UV-visivel foi possivel

obter uma analise mais conclusiva.

0% 0.5 % 1% 1.5% 2% 25%

Figura 36: Solubilidade de 1 mg/mL de curcumina em meio de PBS e SDS. As
porcentagens indicam a propor¢do de SDS (m/v).

A solubilizacdo da curcumina foi avaliada por meio da intensidade da absorbancia
das curvas contidas na Figura 37, em que uma maior intensidade do pico indica que mais
curcumina pdde ser solubilizada nessa solucdo. Assim, adotando esta ldgica, observou-se
que 2 % SDS atingiu a maior solubilidade entre as medidas. E percebeu-se também pelo
espectro no UV-visivel que quanto maior a concentracdo de SDS, maior era a intensidade
do pico, porém somente até 2 % SDS. Apds esta porcentagem, viu-se uma diminuicéo na
intensidade, provavelmente causada pelo excesso de SDS na solucdo. Apesar disso, todas
as curvas com SDS possuiram pico no mesmo Amax de 426 nm, sendo este, igual ao valor

encontrado para a curcumina no meio H>O/EtOH.
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Figura 37: Comportamento das curvas de varredura no UV-visivel referente ao teste de
solubilidade da curcumina na solugéo de PBS/SDS. A porcentagem (m/v) relaciona a
quantidade de SDS no volume de PBS. Diluicao de 50x.
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Em vista dos resultados, a escolha da concentracdo de SDS deveria ser aquela que
obteve melhor solubilizagdo no teste (2% SDS). Todavia, no experimento de
solubilizacdo a concentragdo de curcumina empregada foi superior a utilizada nos ensaios
de liberacdo, ndo havendo, portanto, a necessidade de uma concentracdo elevada de
surfactante. Assim, optou-se pela solugédo de 0,5 % SDS. Com o proposito de garantir que
a porcentagem escolhida promoveria a condicdo sink, calculou-se, atraves da curva de
calibracdo (Apéndice C), a concentracdo maxima de curcumina que foi dissolvida nesta
solucéo, e obteve-se um resultado de 0,911 mg/mL. Tal valor estd acima da concentragédo
méaxima possivel da liberagcdo (em torno de 0,2 mg/mL) e, portanto, a condicdo escolhida

foi capaz de promover a condicéo sink.

Apds a confirmacéo e preparacdo de um sistema de liberacdo na condi¢édo sink,
verificou-se o comportamento da liberagdo da curcumina presente na amostra NPM_D3.
Vale ressaltar que o ensaio 4 foi realizado em meio acido a fim de simular o ambiente dos
tecidos tumorais, o qual normalmente é em pH = 4 — 5 (SAIKIA et al., 2016). Os
resultados da concentracdo de curcumina liberada, tal como as caracteristicas de cada
ensaio estdo descritas na Tabela 17. Apesar das alteracdes nas condicGes do teste, todos
0s ensaios obtiveram uma baixa eficiéncia de liberacdo, impossibilitando, no momento, a
continuidade do estudo referente a permanéncia ou ndo das propriedades terapéuticas da
curcumina apos esta ser liberada do sistema nanoestruturado, como avaliar esse conjunto
em testes de citotoxicidade em células sadias e cancerigenas. Tal resultado de eficiéncia
de liberacdo pode estar associado ao método usado na sintese da silica. A pesquisa de
HAO e colaboradores (2012) avaliou a degradacdo em meio fisioldgico da silica
sintetizada por metodologias diferentes, resultando em nanoestruturas de variados
formatos e porosidade. Os autores concluiram que nanoparticulas de silica sintetizadas
pelo método de Stéber (mesmo utilizado para esta dissertacdo) apresentaram superficie
microporosa, sendo esta caracteristica uma das responsaveis por exibir uma taxa de
degradacdo bem inferior quando comparada a superficie da silica mesoporosa, uma vez
que os componentes bioativos do meio dissolvem-se mais facilmente com maior
permeabilidade em poros maiores do que em poros menores e em particulas solidas.
Assim, relacionando essas informagdes com o caso deste trabalho, acredita-se que a silica
presente na NPM_D3 tambem possuia microporosidade capaz de reduzir a degradacéo da

silica e consequente liberacdo da curcumina, e ainda, o reduzido tamanho dos poros pode
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ter dificultado a passagem da curcumina por meio da camada inorganica, resultando na

baixa eficiéncia de liberacdo reportada.

Tabela 17: Ensaio de liberagéo da curcumina da amostra NPM_D3.

Ensaios  Meio de liberagéo r:]-gg;gg ?ﬁ) ;g;ir;;)gzz % ﬁggizggna
1 PBS/SDS 96 Shaker 1,32 £ 0,155
2 PBS/SDS 144 Shaker 0,93 + 0,005
3 PBS/SDS 1 Sonicador 0,63 + 0,059
4 PBS/SDS/HCI 120 Shaker 1,24 + 0,031

O fato do sistema nanoparticulado proposto por esta pesquisa praticamente nédo
liberar curcumina no meio fisiologico ndo inviabiliza seu uso em aplicacfes biomédicas.
A permanéncia das NPM e curcumina dentro da cépsula de silica reforcou a utilizagéo
desse conjunto como marcadores magnético-fluorescentes e agentes de hipertermia
magnética, uma vez que para tais usos é preferivel que esses trés componentes se
mantenham juntos ao percorrerem pelo corpo, pois assim, promovem um diagndéstico e

tratamento mais preciso e eficiente.
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CAPITULO V

Conclusoes e Sugestdes

5.1 Conclusoes

Neste trabalho foi proposto um sistema nanoparticulado constituido de materiais
magnéticos, fluorescentes, farmacoldgico e de revestimento para fins medicinais. Pode-
se sintetizar particulas com caracteristicas superparamagnéticas, cristalinidade de
magnetita ndo estequiomeétrica e tamanho entre 10 — 50 nm. Também se observou certa
aglomeracéo nessas particulas, a qual foi amenizada por intermeédio da estabilizacdo com
acido citrico e do revestimento pela silica. Os ensaios de estabilidade mostraram que uma
concentracdo de 0,003 mol/L de &cido citrico ja foi suficiente para promover a
estabilizacdo das nanoparticulas de 6xido de ferro a curto e a longo prazo no qual o meio

dispersante foi a 4gua ultrapura.

O encapsulamento das nanoparticulas magnéticas de éxido de ferro em silica foi
realizado com sucesso. Tal recobrimento foi comprovado através das imagens do MET,
do maior tamanho das particulas, do aumento da magnitude do potencial zeta (-30 mV) e
do DRX, em que apresentou cristalinidade referente a magnetita/maghemita e
amorficidade referente a silica. Tais caracteristicas ainda sdo validas para o interesse
dessas particulas na area biotecnoldgica.

A respeito da interacdo das nanoparticulas magnéticas com a curcumina
constatou-se a efetividade na ligacdo sem a ajuda de um composto ligante, viu-se que a
adsorc¢ao atingiu seu maximo apos 48 h (estudo da cinética) e ainda, que esta adsorcao foi
representada por uma isoterma do tipo Ill. Ja em relacdo a atuacdo da curcumina como
fluordforo, observou-se pelo fluorimetro que foi possivel verificar a fluorescéncia da
curcumina mesmo estando em concentracdo baixa, e que esta molécula apresentava pico

de excitacdo em 426 nm e de emisséo em 520 nm.

Por fim, com a caracterizacdo do sistema composto por nanocapsulas de silica
contendo nanoparticulas magnéticas e curcumina, avaliou-se a aplicabilidade desse
produto. Observou-se boas propriedades magneéticas nesse conjunto, indicando sua
possivel aplicacdo como contraste em imagem de ressonancia magnética e promissora

utilidade em tratamento por hipertermia magnética. Ademais, conseguiu-se encapsular
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aproximadamente 28% da curcumina inicial nesse sistema, sendo este material o
responsavel por fornecer a fluorescéncia observada no microscopio de fluorescéncia
invertido, servindo, portanto, também como marcador fluorescente de bioimagem. A
curcumina encapsulada desta forma ndo foi liberada para o meio, possivelmente devido
a camada da silica ser muito fechada, 0 que € interessante para assegurar suas
propriedades como marcador fluorescente. Assim, os nanomateriais produzidos neste
trabalho revelaram-se uma plataforma atil no diagnostico e tratamento de diversas

doencgas.

5.2 Sugestes para trabalhos futuros

Almejando-se um aprimoramento e futura comercializacdo na area biotecnoldgica
das nanoparticulas sintetizadas nesta pesquisa, prop6s-se novos estudos a respeito das
sinteses, do comportamento em outros ambientes e de outras caracterizacdes que
elucidardo melhor as propriedades dessas nanoestruturas. Tais sugestdes estdo descritas

a sequir:

o Aperfeicoar a etapa de recobrimento das NPM e curcumina pela silica, visando uma
otimizacdo e melhora do processo, verificando, por exemplo, outro modo de agitacao
que forneca ao mesmo tempo uma velocidade adequada, capacidade fisica para
suportar o tempo da reacdo e menor perda de NPM,;

e Auvaliar o tempo de relaxacgéo (T1 e T2) das amostras produzidas e obter imagens por
ressonancia magnética (IRM), dessa forma, tem-se uma conclusdo mais efetiva em
relacdo a aplicacdo das nanoparticulas sintetizadas neste trabalho como agentes de
contraste em IRM.

e Realizar a sintese da silica por outras metodologias a fim de obter uma estrutura
mesoporosa e assim, avaliar se ocorre uma maior liberagdo de curcumina e, por
conseguinte, a aplicabilidade na distribui¢do do farmaco sitio-dirigida. Testes do tipo
BET descrevem a adsorcéo fisica de moléculas de um gas sobre uma superficie sélida
e portanto, poderdo definir a porosidade e outras propriedades superficiais das

amostras;
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Promover a funcionalizacdo da superficie da silica com agentes direcionadores, como
0 éacido folico em células cancerigenas, e subsequente comprovacdo deste

mecanismo;

Estudar a citotoxicidade, degradagédo, bioatividade e biocompatibilidade das

nanoestruturas produzidas;

Avaliar a influéncia que o pH e a temperatura tém sobre as caracteristicas

fluorescentes e farmacoldgicas da curcumina;

Interiorizar as nanoparticulas em células doentes e sadias a fim de identificar o

comportamento e as propriedades magnéticas e fluorescentes do nanosistema;

Fazer testes in vivo com intuito de investigar as funcionalidades desejadas.
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CAPITULO VII
Apéndice A

S&o mostrados os gréaficos de distribuicdo de tamanho das nanoparticulas, todos

em escala logaritmica.
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Figura A.1: Distribuicdo de tamanho da amostra NPMacl.
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Figura A.2: Distribuicdo de tamanho da amostra NPMac2.
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Figura A.3: Distribuicdo de tamanho da amostra NPMac3.
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Figura A.4: Distribuicdo de tamanho da amostra NPMac4.
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Figura A.5: Distribuicdo de tamanho da amostra NPMac5.
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Figura A.6: Distribuicdo de tamanho da amostra NPMac6.
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Figura A.7: Distribuicdo de tamanho da amostra NPM_B1.
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Figura A.8: Distribuicdo de tamanho da amostra NPM_B2.
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Figura A.9: Distribuicdo de tamanho da amostra NPM_B3.
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Figura A.10: Distribuicdo de tamanho da amostra NPM_B4.
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Figura A.11: Distribuicdo de tamanho da amostra NPM_Bac1.
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Figura A.12: Distribuigdo de tamanho da amostra NPM_Bac2.
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Apéndice B

Célculo tedrico da maxima quantidade de nanoparticulas magnéticas

encapsuladas.

Dados: mnem = 40 mg; Meur = 40 mg; Vreos = 1 mL; preos = 0,933 g/mL; MMTeos =
208,33 g/mol; MMsijo2 = 60,08 g/mol; % curcumina encapsulada = 28.

- Amostra NPM_B1:

0,933 gTEOS 60,08 g Si02/mol .
1 mL TEOS. : = 0,269 g de SiO2 que pode ser
mL 208,33 g TEOS/mol

formado a partir de 1 mL de TEOS

Massa de NP = mnpm + Msio2 = 40 + 269 = 309 mg de NP

40 mg NPM
%méxdeFe304:ﬁgNP .100 =) 13%

- Amostra NPM_D3:

0 .
T00% = 11,2 mg curcumina
0

Mecur encapsulada = 40 mg .

Massa de NP = mnpm + Msio2 + Meur encapsulada = 40 + 269 + 11,2 = 320,2 mg de NP

40 mg NPM
% max de FE3O4:320+mgNP .100=|12,5%
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Apéndice C

Gréaficos obtidos por espectroscopia de UV-visivel.
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Figura C.1: Curva de calibracdo da curcumina em meio 50-50 % H,O-EtOH, A = 426 nm.
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Figura C.2: Curva de calibragdo da curcumina em meio 25-75 % H>O-EtOH, A =426 nm.
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Figura C.3: Curva de calibragéo da curcumina em meio de H.O, EtOH e NH4OH, A = 502
nm.
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Figura C.4: Curva de calibracdo da curcumina em meio de PBS-SDS (0,5 %), A = 426
nm.
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Figura C.5: Curva de calibracéo da curcumina em meio acido (pH =4,5—-5), A =426 nm.
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