MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
Escola de Engenharia

Programa de P6s-Graduacdo em Engenharia de Minas Metallrgica e de
Materiais — PPGE3M

SINTESE POR COPRECIPITACAO DE MAGNETITA MODIFICADA
SUPERFICIALMENTE POR POLICAPROLACTONA (PCL) E SUA
CARACTERIZACAO MICROESTRUTURAL E DE PROPRIEDADES
PARA APLICACAO NO TRATAMENTO DE CANCER

JAQUELINE LEITE VIEIRA

Porto Alegre
2020



MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL

ESCOLA DE ENGENHARIA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA DE MINAS
METALURGICA E DE MATERIAIS — PPGE3M

SINTESE POR COPRECIPITACAO DE MAGNETITA MODIFICADA
SUPERFICIALMENTE POR POLICAPROLACTONA (PCL) E SUA
CARACTERIZACAO MICROESTRUTURAL E DE PROPRIEDADES
PARA APLICACAO NO TRATAMENTO DE CANCER

JAQUELINE LEITE VIEIRA

Porto Alegre
2020



JAQUELINE LEITE VIEIRA

SINTESE POR COPRECIPITACAO DE MAGNETITA MODIFICADA
SUPERFICIALMENTE POR POLICAPROLACTONA (PCL) E SUA
CARACTERIZACAO MICROESTRUTURAL E DE PROPRIEDADES
PARA APLICACAO NO TRATAMENTO DE CANCER

Dissertacdo para a obtencéo do titulo
de Mestre em Engenharia na area de
Ciéncias e Tecnologia dos Materiais do
Programa de Pés-Graduacdo em
Engenharia de Minas, Metallrgica e de
Materiais — PPGE3M, da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul

Orientador: Prof. Dr. Carlos Pérez Bergmann

Coorientadora: Dr2. Natasha Maurmann

Porto Alegre
2020



JAQUELINE LEITE VIEIRA

SINTESE POR COPRECIPITACAO DE MAGNETITA MODIFICADA
SUPERFICIALMENTE POR POLICAPROLACTONA (PCL) E SUA
CARACTERIZACAO MICROESTRUTURAL E DE PROPRIEDADES
PARA APLICACAO NO TRATAMENTO DE CANCER

Dissertacdo apresentada ao programa de Poés-
Graduacédo em Engenharia de Minas, Metallrgica e
de Materiais — PPGE3M, como parte dos requisitos
para a obtencao do titulo de Mestre em Engenharia.
Area de concentracdo: Ciéncias e Tecnologia dos

Materiais.

Orientador: Prof. Dr. Carlos Pérez Bergmann

Coorientadora: Dra. Natasha Maurmann

BANCA EXAMINADORA:

Dr. Janio Venturini Junior
Profa. Dra. Laura-Elena Sperling

Dr. Tiago Bender Wermuth



Dedico esse trabalho ao meu avd/pai, meu exemplo de
vida e meu amor, que sempre foi e sempre vai ser
minha inspiracdo, mesmo agora sendo a estrelinha
mais bonita do céu. Minhas conquistas vao ser sempre

por vocé, com todo meu amor.



AGRADECIMENTOS

Agradecgo primeiramente & minha familia, principalmente minha mée, meus avés, e
meu irmao, por sempre apoiarem minhas escolhas e planos, por acreditarem em mim
de todos os jeitos possiveis e imaginaveis, mesmo essas me deixando distante
fisicamente. Agradeco muito ao professor Bergmann, por ter me orientado durante o
processo, e por toda calma e paciéncia e por compartilhar seu vasto conhecimento
comigo, serei sempre grata. Agradeco aos meus colegas do LACER, que estiveram
me apoiando e me ajudando durante o processo, pelas risadas, compartilhamentos
de cafés e parceria. Agradeco a Dra. Natasha por ter sido esse exemplo de
profissional e também de orientadora, por todo aprendizado que tive a oportunidade
de ter, como pesquisadora e como pessoa, ndo poderia ter tido uma coorientadora
melhor. Agradeco a professora Patricia Pranke e a toda equipe do seu laboratério por
ter me recebido muito bem e me ajudado na trajetéria. Por altimo, mas ndo menos
importante agradeco a Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoa de Nivel

Superior — Brasil (CAPES), pelo apoio financeiro para a realizacao desse trabalho.



SUMARIO

INDICE DE FIGURAS ..ottt ettt ettt sae et e 6
INDICE DE TABELAS ....ooeceeecte ettt aae e 9
RESUMO ...ttt ettt ettt ettt e st et te et ee e eeeee s 10
ABSTRACT ..ottt ettt ettt e et ae et et e st e e e te st ennatesaennatesenananes 11
LISTA DE ABREVIATURAS. .....ooiiiiiee ettt 12
LISTA DE SIMBOLOS .......coiiieeieecteeeee ettt 14

1. INTRODUGAO .....oiieecet ettt ettt ettt eae e 15

72 1= 1 1 = 1 1Y@ ST 17

2.1. OBJIETIVO GERAL ....oeveeeeeeeeeeeeee ettt 17

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS ......ccviiveeeeeeeeeeeeee e 17

3.  REVISAOBIBLIOGRAFICA ......cocoiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 18

T I 07 N 0 =1 = SRS 18

3.2. NANOPARTICULAS MAGNETICAS .....coovevieieeeeeeeee e 22

3.3. PROPRIEDADES MAGNETICAS DAS NPS.....ccccoviiiieeeeeeeees 23

3.3.1. SUPERPARAMAGNETISMO .....ccocoiiviiieiieeeeeeeeee e 25

3.4. USO BIOMECIDO DO COMPORTAMENTO MAGNETICO DAS NPs.
27

3.5. NANOPARTICULAS DE OXIDO DE FERRO..........ccceovrvirieriireianan. 29
3.5.1. OBTEN(;AO DAS NANOPARTICULAS DE OXIDO DE FERRO...... 30
3.5.1.1. Sintese via COPrecCipitaan.........cccurierreeeeeeiiiiiiiieeeee e 32
3.5.2. ESTABILIDADE COLOIDAL DAS NANOPARTICULAS................... 33
3.5.3. RECOBRIMENTO COM POLICAPROLACTONA ..., 35

MATERIAIS E METODOS ...t 37
4.1. MATERIALS ..o e e e e e 38
4.2, METODOS ....coooeiiiiieieeie ettt ettt 38
4.2.1. SINTESEE MODIFICA(;AO SUPERFICIAL DAS NANOPARTICULAS
D] T 39
4.2.2. CARACTERIZACAO.........c.coe e, 40
VAN W B 11 = Yoz= To o (=0 = 1[0 10 QN 40
4.2.2.2. Espectroscopia de Infravermelno ............cccccciiiiiiiiiiiiiiiiiies 40

4.2.2.3. Caracterizag@o MagnetiCa............uuuuuuuuumummiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniieiiainennnaens 41



4.2.2.4. Caracterizagc@do MorfolOgiCa...........cevieeeeiiiiiiiiiiiie e 41

4.2.2.5. Obtencao das CElulas-troNCO .........ccceeeeeiiiiiiiiiiiiiie e 41
4.2.2.6. Viabilidade Celular por MTT ......oeviiiiiiieeieeeeeee e 42
4.2.2.7. Ensaio de coloracdo com diacetato de fluoresceina-iodeto de propidio
43
4.2.2.8. ANAlISES eStatiStCAS .......uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 43
5. RESULTADOS E DISCUSSAO .......coiieieeeeeeeeeeeeee e 44
5.1. CRISTALINIDADE DAS NP DE OXIDO DE FERRO...........ccceuve... 44
5.2. COMPROVAQAO DA PRESENCA DO POLIMERO NANP ............ 45
5.3. CARACTERIZACAO MAGNETICA .....cocveveeeeeieeeeeeeeee e 47
5.4. MORFOLOGIA DAS NANOPARTICULAS .....ooeieiieeee e 49
5.5. VIABILIDADE CELULAR ... 55
B.  CONCLUSOES ......oi ittt 65
7. PERSPECTIVAS FUTURAS ... 67

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......ovoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 68



INDICE DE FIGURAS

Figura 3.1 Demonstrativo da distribuicdo dos casos de cancer; a) dos 10 principais
tipo, exceto pelo ndo melanoma por sexo; b) da populacdo masculina por estado; c)

da populacéo feminina por estado (adaptado de INCA, 2020). .........cceeeeeeeeeee. 19

Figura 3.2 Demonstrativo da evolu¢cdo do numero de artigos cientificos sobre
nanoparticulas e carreadores de farmacos, com o niumero de publica¢cbes na vertical,
e 0 ano na horizontal (Fonte: WEB OF SCIENCE, 2019). ......coovvvvvvvivviiciinennn. 22

Figura 3.3 Curvas de histerese de alguns tipos de materiais magnéticos, com M sendo
a magnetizacdo, Ms a de saturacdo, Mr de reminiscéncia, Hc forca coerciva, H campo
magneético (Fonte: ZHUQO; CHENG, 2012). ......coovvviiiiiiiiiiiiee e eeeeeeeeeee e 24

Figura 3.4 llustracdo da dependéncia entre coercividade (HC) em relacdo ao diametro
(D) da particula (adaptado FARAJI; YAMINI; REZAEE, 2010). ....cccovvvvvieeeeennn. 25

Figura 3.5 Efeito do tamanho na histerese da curva e o comportamento magnético,
de acordo com o tamanho das particulas, sendo SPM as superparamagnéticas, e FM
as Ferromagnéticas (adaptado de Narayan, 2009). ......cccccccveeeeeieriiiiiiiicnnnnnnnn, 26

Figura 3.6 llustragéo representativa da movimentagdo das NPM contendo o farmaco
pela corrente sanguinea por meio da aplicacdo de um campo magnético externo
(Fonte: Narayan, 2009). ....cccceiiiiiieiiiieeeeeeee e e e 27

Figura 3.7 Esquema ilustrativo dos momentos magnéticos dos spins para os ions de

ferro presentes na magnetita (Fonte: Narayan, 2009). ..........ccccevvvvvvveivinnnnnnnnnnn. 30

Figura 3.8 Configuracdes ilustrativas de um agregado e de um aglomerado, a partir
do cristalito de um material (adaptado de ISO/TS 80004-2:2015, 2015). .......... 34

Figura 4.1 Fluxograma do processo experimental de sintese e caracterizagdo das
N | Y PP 37

Figura 4.2 Separagdo magnética das nanoparticulas sintetizadas no presente
TrabalnO. ... e 40

Figura 5.1 Padrbes de DRX das NPMs preparadas com diferentes concentracdes de
O PSPPSR 45



Figura 5.2 Espectro do FTIR das diferentes amostras preparadas, evidenciando a
presenca do polimero pelas marcacfes e bandas destacadas, indo da amostra sem

polimero (AMO) até a de maior concentracdo do mesmo (AM80). ........cccc....... 46

Figura 5.3 Magnetizacdo em funcdo do campo magnético aplicado, a temperatura
ambiente, das NPs sintetizadas com e sem o polimero PCL. .........ccccoecuvieeeen. 49

Figura 5.4 Imagens por MEV das nanoparticulas; a) AmO0; b) Am20; ¢c) Am40; d) Am60;
€) AMBO. .ttt ettt e e et e e — et a b e e e e e e aaaeeaees 50

Figura 5.5 Distribuicdo do tamanho das NPs sem e com tratamento com o polimero
O RS TRUPP P 52

Figura 5.6 Imagens por MEV das nanoparticulas; a) AmO; b) Am20; c) Am40; d) Am60;
€) AMBO. ..ottt e e ettt e e et e et e e e e e e e e e et ————— e aaaaas 54

Figura 5.7 Resultados do ensaio de viabilidade celular, com as cinco concentracdes
testa de cada uma das 5 NPs sintetizadas, com um * mostrando as concentracdes

que tiveram diferenca significativa com relagéo ao controle. ............cccceveeeenee 56

Figura 5.8 Imagens de microscopia de fluorescéncia com a marcacao de células vivas
e mortas dos poc¢os controle, sem a presenca de NPs. a) aumento com lente de 5x; b)

aumento COM [ENLE B 20X L8, . ..neeeeeeee e 58

Figura 5.9 Imagens de microscopia de fluorescéncia com a marcagéo de células vivas
e mortas NPS PCLO. a) controle; b) PCLO 100 pug/mL; ¢) PCLO 500 pg/mL; d) PCLO
1000 pg/mL; e) PCL 2000 pug/mL; na lente de aumento de 5x; e f) controle; g) PCLO
100 pg/mL; h) PCLO 500 pg/mL; i) PCLO 1000 pg/mL; j) PCLO 2000 pg/mL na lente de
P20 ) Qo [T 11 1= o (o TSSO 59

Figura 5.10 Imagens de microscopia de fluorescéncia com a marcagédo de células
vivas e mortas das NPS PCL20. a) controle; b) PCL20 100 pg/mL; c) PCL20 500
png/mL; d) PCL20 1000 pg/mL; e) PCL20 2000 pg/mL; na lente de aumento de 5x. E f)
controle; g) PCL20 100 pg/mL; h) PCL20 500 pg/mL; i) PCL20 1000 ug/mL; j) PCL20
2000 pg/mL na lente de 20X de auMENTO. ......cvvviiiieiieeeeeii e 60



Figura 5.11 Imagens de microscopia de fluorescéncia com a marcacéo de células
vivas e mortas das NPS PCL40. a) controle; b) PCL40 100 pg/mL; c) PCL40 500
pg/mL; d) PCL40 1000 pg/mL; e) PCL40 2000 pg/mL; na lente de aumento de 5x; e f)
controle; g) PCL40 100 pg/mL; h) PCL40 500 pg/mL; i) PCL40 1000 pg/mL; j) PCL40
2000 pg/mL na lente de 20X de aumMENtO. ...........euvvumriiiiiiiiiieeeeeeeeeeee e e, 61

Figura 5.12 Imagens de microscopia de fluorescéncia com a marcacéo de células
vivas e mortas das NPS PCL60. a) controle; b) PCL60 100 pg/mL; c) PCL60 500
pg/mL; d) PCL60 1000 pug/mL; e) PCL60 2000 pg/mL; na lente de aumento de 5x; e f)
controle; g) PCL60 100 pg/mL; h) PCL60 500 pg/mL; i) PCL60 1000 pg/mL; j) PCL60
2000 pg/mL na lente de 20x de aumMENtO. .........cceevvvuriiiiiiiiiee e eeeeeeee e e e e e, 62

Figura 5.13 Imagens de microscopia de fluorescéncia com a marcacédo de células
vivas e mortas NPS PCL80. a) controle; b) PCL80 100 pg/mL; ¢) PCL80 500 pg/mL;
d) PCL80 1000 ug/mL; e) PCL80 2000 pug/mL; na lente de aumento de 5x; e f) controle
g) PCL80 100 pg/mL; h) PCL80 500 pg/mL; i) PCL80 1000 pg/mL; j) PCL80 2000

Hg/mL na lente de 20X de aUMENTO. .....ccoeeeeeiiiiiieeeeiiii e e e e e 63



INDICE DE TABELAS

Tabela 3.1 Resumo comparativodos principais métodos de sintese das nanoparticulas
de magnetita (adaptado de LU A.H. et al. 2007) .........cceeiiiieiiiiiiiiiiiii e 31

Tabela 4.1 Reagentes utilizados, grau de puzera, fabricante e funcao neste trabalho

Tabela 4.2 Identificag&o por nome das amostras sintetizadas e quantidades utilizadas
(o (o o 14 1= TN = IR 38
Tabela 5.1 Descri¢des das bandas de absorcéo possiveis pela presenca do polimero,
com destaque em negrito para a principal banda correspondente a PCL........ 46
Tabela 5.2Tamanho hidrodindmico das nanoparticulas analisado por DLS ...55



RESUMO

O presente trabalho visou sintetizar nanoparticulas (NPs) de magnetita e submeté-las
a um tratamento por policaprolactona (PCL) para modifica-las superficialmente e
torna-las mais bioestaveis. As NPs obtidas, com e sem polimero PCL, foram
caracterizadas quanto a sua microestrutura, propriedades magnéticas e
citotoxicidade, para avaliar sua possivel aplicacdo futura no tratamento de cancer.
Buscou-se avaliar os efeitos que as modificacdes de superficie feitas com o polimero
PCL podem ter nas NPs de magnetita, em como as diferentes quantidades do
polimero que vai servir como surfactante podem influenciar nas caracteristicas e
propriedades, e como isso impactaria no seu uso em possiveis aplicacdes biomédicas.
As NPs de oxido de ferro foram sintetizadas pelo método de coprecipitacdo e
posteriormente se adicionou polimero policaprolactona em diferentes molaridades. As
NPs foram entdo caracterizadas por difragcdo de raio X (DRX), para analisar sua
cristalografia, realizando a espectroscopia de infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR) para avaliar a presenca do revestimento de PCL, suas morfologias
foram analisadas por microscopia eletronica de varredura (MEV) e de transmisséo (M

ET), o tamanho hidrodinamico foi avaliado pelo método de espalhamento
dindmico de luz (DLS), seu comportamento magnético foi caracterizado pelo ensaio
de VSM (Magnetdmetro de Amostra Vibrante) e sua citotoxicidade para avaliar seu
potencial biomédico foi investigado pelo ensaio de brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-
2,5-difenil-2H-tetrazdlio (MTT) e por meio de microscopia de fluorescéncia com
marcacdo de células vivas e mortas. Foi possivel observar nanoparticulas de
magnetita, com tamanho de cristalito médio entre 9 e 11nm, com a presenca do
polimero sendo confirmada por suas bandas caracteristicas aparentes no FTIR. O
VSM confirmou o0 comportamento superparamagnético das nanoparticulas,
mostrando que as alteracdes superficiais realizadas pelo polimero ndo afetaram essa
propriedade, e os ensaios de viabilidade celular realizado com células-tronco
mesenquimais (CTM) comprovaram a biocompatibilidade das nanoparticulas
sintetizadas, sugerindo condi¢cdes de um possivel uso como vetores para tratamento
de céancer por hipertermia e como plataformas de carreamento (DDS) e liberacao

controlada de farmacos.

Palavras-chave: nanoparticulas, coprecipitacdo, magnetita, PCL, DDS,
superparamagnetismo, citotoxicidade, biocompatibilidade.
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ABSTRACT

The present work aimed to synthesize magnetite nanoparticles (NPs) submitted to a
polycaprolactone (PCL) treatment in order to make surface modifications that would
increase the magnetic nanoparticle (MNP) biostability. The produced MNPs, with and
without PCL polymer, were characterized in terms of their microstructure, magnetic
and cytotoxic properties for further application for cancer treatment. We sought to
evaluate the effects that surface variations made with the PCL polymer can have on
NPs of magnetite, how the different polymer’s concentrations that serve as surfactants
can influence the characteristics and proprieties, and how it affects their performance
in possible biomedical applications. As the magnetite NPs were produced by the
coprecipitation method, subsequently submitted to the polymer as a surfactant, in
different amounts. The magnetite’s NPs were then characterized by X-ray diffraction
(XRD), to analyze their crystallography, performing infrared spectroscopy with Fourier
transform (FTIR) to assess the presence PCL presence. Their morphologies were
analyzed by scanning electron microscopy (SEM) and transmission (MET),
hydrodynamic sizes were analyzed by dynamic light scattering (DLS). The magnetic
behavior was verified by the flow value mapping test on the sample magnetometer
(VSM) and its cytotoxicity to assess its biomedical potential investigated by the 3-(4,5-
dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium (MTT) and by fluorescence
microscopy with marking of live and dead cells. It was possible to observe magnetite
nanoparticles, with an average crystal size between 9 and 11 nm, with the presence
of polymer being confirmed by its bands of apparent in the FTIR. The VSM confirmed
the superparamagnetic behavior of the nanoparticles, showing how surface changes
made by the polymer not affected by this property, its hydrodynamic sizes decreased
with higher amounts of polymer, and the cell viability tests carried out with
mesenchymal stem cells (CTM) proved the biocompatibility of the synthesized
nanoparticles, suggesting the conditions of use as vectors for cancer treatment by

hyperthermia and as development platforms (DDS) and controlled drug release.
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1. INTRODUCAO

De acordo com os dados mais recentes da Organizacdo Pan-Americana da
Saude (OPAS) no ano de 2018, foram constatados no mundo 300.140 e 282.450
casos de cancer, de diferentes tipos, em homens e mulheres respectivamente. Os
dados da OPAS também mostram que o cancer é a segunda principal causa de morte,
totalizando 9,6 milhdes no ano de 2018. Muitos desses casos de cancer poderiam ser
revertidos se detectados precocemente e tratados de maneira efetiva, podendo
reduzir a taxa de mortalidade em cerca de 30-50%. O Instituto Nacional do Cancer
(INCA) ainda estima 387.980 casos de cancer na populagcdo masculina e 297.980 na

populacao feminina brasileira para o ano de 2020.

Atualmente, os tratamentos mais utilizados para o cancer sao a intervencao
cirargica, radioterapia e quimioterapia, os quais ndo garantem uma alta eficiéncia,
principalmente quando aplicadas separadamente, e envolvem muitos efeitos
colaterais (PEER et al.,, 2007; ZAMAN, 2013). O que os tratamentos buscam é
basicamente a intervencdo na proliferacdo celular descontrolada, que da origem ao
tumor, e a sua retirada. Contudo, as probleméticas nesses tratamentos estao no fato
de que a intervencao cirargica, quando possivel, € um procedimento altamente
invasivo, em um paciente que ja esta debilitado, e as células cancerigenas nédo sao
as Unicas de proliferacéo rapida, sendo que a quimioterapia e a radioterapia acabam
por atingir esses outros tecidos, gerando os efeitos colaterais como nauseas, queda
de cabelo e afins (PIPPA G., 2008; PRICE; SIKORA, 2015).

Um jeito de contornar os problemas citados seria aumentar a especificidade
dos tratamentos, direcionando-os para as células de interesse, diminuindo seu contato
com células sadias, além da combinacdo de novos tratamentos, que fossem mais
locais. Nesse intuito, pesquisas hoje ja estdo sendo feitas acerca de sistemas de
liberacdo de farmacos (Drug Delivery Systems — DDS), e de tratamentos como a
hipertermia. Os DDS podem ser de matriz orgéanica, inorganica, ou um conjunto, que
sao sintetizados de acordo com o interesse final do uso, possibilitando um aumento
na eficacia do tratamento (KAMARAJ et al., 2018; YUAN et al., 2012; WANG et al.,
2011).

Entre as diversas nanoparticulas que podem ser utilizadas no tratamento de
cancer, as magnéticas sdo uma alternativa bastante atraente, por atuarem tanto no

diagndstico, quanto no tratamento da doenca (YANG et al., 2017b). As NPs de 6xido
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de ferro possuem caracteristicas que as tornam interessantes para 0 assunto, séo
superparamagnéticas, tém alta susceptibilidade magnética, podem ser produzidas de
maneira facil e de baixo custo, sdo biocompativeis, e ja sdo utilizadas em aplicacédo
biomédica, como em exames de raio X (SHARIFI; SHOKROLLAHI; AMIRI, 2012).

Por conta do seu tamanho, as NP possuem uma elevada razdo entre a
superficie e o volume, e consequentemente uma elevada energia de Gibbs superficial,
0 que leva a aglomeracdo ou agregacdo das mesmas, acarretando em uma maior
instabilidade em meio fisioldgico, fator que acaba dificultando sua aplicacdo direta
como material de interesse biomédico. Visando aplicacdes efetivas, diversas
pesquisas sao realizadas investigando possiveis recobrimentos e modificacfes
superficiais, que estabilizem essas nanoparticulas magnéticas (NPM), aumentem o
seu tempo dentro do sistema fisiologico, e sejam mais direcionadas ao lugar de
interesse do tratamento (KUCHIBHATLA; KARAKOTI; SEAL, 2005).

No intuito de preservar as propriedades naturais das NPMs e ainda de conceder
uma maior biocompatibilidade, bioestabilidade e direcionamento de tratamento,
diversos estudos estdo sendo feitos com polimeros, sendo que entre os mais
utilizados em aplicacdes biomédicas encontra-se a PCL (HYUN, 2015; WANG et al.,
2018a).

Muitos estudos estéo feitos na area, com processos complexos, e com pouca
clareza de quais as consequéncias na alteracao do recobrimento usado, seja no tipo,
ou nas suas quantidades. E nesse contexto que o presente estudo busca analisar os
efeitos das modificacBes superficiais ocasionadas pela PCL, e de que maneira elas
podem interferir no uso das NPs magnéticas de oOxido de ferro no tratamentos
biomédicos.
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2. OBJETIVO

2.1. OBJETIVO GERAL
O objetivo geral do presente trabalho foi investigar a sintese por coprecipitacao
de magnetita modificada superficialmente por policaprolactona e sua caracterizagéo

microestrutural e de propriedades para aplicagéo no tratamento de cancer.
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
Com o intuito de se obter o objetivo geral, objetivos especificos foram tracados:

- Obtencdo das nanoparticulas de magnetita (FesOs4) por meio da
coprecipitacao;
- Modificagbes superficiais das nanoparticulas com diferentes quantidades do

polimero PCL;

- Caracterizacao estrutural dessas nanoparticulas por meio de difracédo de raio
X, (DRX), espectroscopia por infravermelho (FTIR), microscopia eletrénica por

transmissao (MET), microscopia eletronica de varredura (MEV);

- Avaliagdo como os diferentes revestimentos influenciam na caracteristica

magnética, por meio de do VSM,;

- Avaliacdo como os revestimentos influenciam da estabilidade coloidal da

particula, por meio do ensaio de espalhamento dindmico da luz (DLS);

- Avaliacdo a citotoxicidade das nanoparticulas, por meio do ensaio de MTT e

visualizagdo em microscopia de fluorescéncia.

17



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. CANCER

Segundo o Instituto Nacional de Cancer (INCA), a denominacgédo “cancer” se
refere a um conjunto de mais de 100 doencas que sdo desencadeadas pelo
crescimento desordenado das células. Quando essa proliferacdo é muito exacerbada
e descontrolada, ocorre a formacdo de tumores, que vao invadir tecidos e 6rgaos. A
formacdo do cancer € um processo lento, por ser proveniente de uma mutacéo

genética, podendo levar anos até que forme um tumor visivel.

As divulgagbes de dados mais recentes do INCA mostraram que no ano de
2018 foram constatados 300.140 e 282.450 casos de cancer, de diferentes tipos, em
homens e mulheres respectivamente no Brasil, sendo que no ano de 2015 foram
registrados 107.470 homens, e 90.228 mulheres que foram a Obito por causa do
cancer (INCA, 2019). Em nivel global, dados da Organizacdo Pan-Americana da
Saude (OPAS) mostram que o cancer é a segunda principal causa de morte, em que
a cada seis Obitos um esta relacionado a esta doenca, totalizando 9,6 milhdes de

mortes no ano de 2018, das quais 70% ocorreram em paises de baixa e média renda.

Além da alta taxa de acometimento, o diagnostico tardio e o tratamento
inacessivel para boa parte da populagéo, principalmente nos locais de baixa renda,
contribuem para a alta taxa de Obito, sem contar com o impacto no fator econémico.
O ultimo levantamento realizado pela OMS apontou que em 2010 foram gastos cerca

de 1,16 trilhdo de ddlares com medidas para o tratamento da doenca (OMS, 2018).

Muitos casos de céanceres podem ser revertidos quando detectados
precocemente e tratados de maneira efetiva, sendo que essa taxa de mortalidade
poderia ser reduzida em cerca de 30-50%, por meio de estratégias para prevencao e
disseminacao de informacdes sobre deteccdo precoce e tratamento dos acometidos
(OPAS, 2018).

Para o ano de 2020 a estimativa é de 685.960 novos casos de cancer no Brasil,
sendo aproximadamente 56,6 destes em homens e 43,4 em mulheres (Figura 3.1a).
As maiores taxas masculinas (Figura 3.1b) e femininas (Figura 3.1c) se encontram
nos Estados do Rio Grande do Norte, Sergipe, Mato Grosso e Santa Catarina como
apresentado na Figura 3.2 (INCA, 2020).
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a)

Localizacao primana Casos Localizagao primana Casos
Prostata 65.840 29,2% Mama feminina 66.280
Célon e Reto 20540 91% Homens Mulheres Célon e Reto 20.470
Traqueia, Bronquio e Pulmédo 17.760 7,9% Colo do Utero 16.710
Estomago 13.360 5,9% Traqueia, Bronquio e Pulmdo 12.440
Cavidade Oral 11200 5,0% Glandula Tireoide 11.950
Eséfago 8690 39% Estomago 7.870
Bexiga 7590 34% Qvario 6.650
Linfoma ndo Hodgkin 6.580 2,9% Corpo do utero 6.540
Laringe 6470 29% Linfoma ndo Hodgkin 5.450
Leucemias 5920 26% Sistema Nervoso Central 5.230

* Numeros arredondados para multiplos de 10

b) 0
Mulheres
Homens Mulheres
232,68-378,88 . 175,17 - 247,47

B 15138-1756

199,29 - 232,67
. 131,86- 151,37

168,98 - 199,28
110,41- 131,85

122,51- 168,97

Figura 3.1 Demonstrativo da distribuicdo dos numeros de casos casos de cancer; a) dos 10
principais tipo, exceto pelo ndo melanoma por sexo; b) da populagdo masculina por estado;
¢) da populacao feminina por estado (adaptado de INCA, 2020, acessado em 30/04/2020).

Os primeiros casos de tratamento de cancer estéo relatados por volta de 1600
aC, por Edwin Smtih e EbersPapyrus, apesar do termo cancer s6 aparecer entre 460-
370 aC, com Hipdcrates (OLSON, 1989; ROSE J PAPAC, 2001; WOZNIAK et al.,
2012). O tratamento primordial dessa condi¢éo era realizado somente pela cirurgia de
retirada do tumor, e 0s que ndo eram passiveis de remo¢cdo eram tratados com
compostos naturais e ervas (PRICE; SIKORA, 2015; ROSE J PAPAC, 2001). Somente
no século XX que o termo quimioterapia foi surgir, quando o primeiro remédio efetivo
pra cancer foi criado, por Paul Ehrlich (GRADMANN, 2011), e no meado desse mesmo
século comecaram-se os estudos com radioterapia (ROCKWELL, 1998). Hoje em dia,
os tratamentos mais utilizados ainda se baseiam nesses mesmos trés metodos, 0s
quais ainda ndo garantem uma alta eficacia, principalmente quando aplicados
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separadamente, e envolvem muitos efeitos colaterais (PEER et al., 2007; ZAMAN,
2013).

O tratamento cirdrgico nem sempre é possivel, pela localizagdo do tumor, que
dificulta o acesso, e pelos riscos oferecidos, que seriam o mesmo de qualquer
procedimento cirargico invasivo, incluso as possiveis infeccbes e afins do pos
operatorio (WANG et al.,, 2011). A radioterapia consiste na utilizacdo de radiacdo
ionizante para impedir diversas vias metabolicas celulares, que vao ocasionar no
impedimento do crescimento das mesmas, podendo ser aplicada de maneira externa
ou cirargica, mas por ser uma radiacdo, o controle completo da mesma nao é possivel,
e células saudaveis também sédo atingidas, levando a efeitos colaterais (ROCKWELL,
1998).

A gquimioterapia utiliza farmacos para frear a proliferacdo descontrolada das
células cancerigenas, de modo a também prevenir uma metéastase, e tentar fazer com
gue o tumor ou regrida, ou tenha um tamanho adequado para ser removido. Porém,
esses costumam ser aplicados de forma sistémica, passando por boa parte do corpo.
A falta de especificidade dos farmacos, as altas dosagens usadas, e o fato de que
algumas células sadias do corpo, como as do estbmago, mucosa bucal, foliculo capilar
dentre outras, também se proliferam rapidamente, muitos efeitos colaterais séo
obtidos ao atingi-las, acarretando em nauseas, perda de cabelo, diarreia, fadiga
muscular, ansiedade, problemas para dormir, disfuncdes sexuais, citotoxicidade, entre
outros (PIPPA G., 2008; PRICE; SIKORA, 2015).

Uma alternativa para minimizar esses efeitos colaterais seria a realizacdo de
tratamentos mais especificos, tentando direcioné-los cada vez mais para atingirem
somente as células cancerigenas, diminuindo os efeitos colaterais acarretados pelo
uso sistémico dos tratamentos, e fazendo-os 0 menos invasivo possivel (MCKNIGHT,
2003). Pesquisas ja estdo sendo direcionadas para tratamentos mais locais, como
sistemas de liberacdo (Drug Delivery Systems — DDS), que levam o farmaco o mais
proximo possivel do local onde se encontra o tumor, diminuindo seu contato com as
células saudaveis, afim de diminuir os efeitos colaterais. Além disso, ao utilizar esses
sistemas, a molécula bioativa fica mais protegida, aumentando sua eficiéncia de

liberacao e biodisponibilidade no local de interesse (PARK, 2014).

A ideia em si de utilizar um sistema direcionado para levar o medicamento a
um local especifico surgiu junto com o conceito de quimioterapia, por Paul Ehrlich, que
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prop6s também a ideia do “Zauberkugel”, traduzido para o inglés como “magic bullet”,
ou bala magica, em que ele utilizava o composto ativo de seu interesse ligado a um

agente transportador para ter agdo apenas no sitio alvo (GRADMANN, 2011).

Essa liberacdo mais controlada pode ser feita de diferentes maneiras, com a
eficiéncia do método escolhido dependendo do local e do tipo de tumor em questao,
com preferéncia para os locais que nao contém muitas barreiras fisiologicas a serem
ultrapassadas. Esses carreadores podem ser organicos, inorganicos, ou ainda um
conjunto, fazendo com que seja possivel variar morfologia e tamanho de modo a
alcancar as caracteristicas fisico-quimicas mais adequadas de acordo com a
aplicacao de interesse, mas sempre variando dentro da escala nanométrica (WANG
et al., 2011), permitindo também a funcionaliza¢do da superficie, para que ela consiga
transportar mais eficientemente o farmaco (JIA et al., 2012a; KAMARAJ et al., 2018).

Parte das vantagens de usar esses sistemas, desde que definido o mais
adequado, € que eles reduzem os efeitos colaterais, geram uma maior eficacia,
conseguem passar por células, tecidos e vasos capilares até chegar no alvo, ativando
a menor quantidade possivel de macréfagos e outras células de defesa, de modo a
aumentar seu tempo de disponibilidade (HENEWEER; GENDY; PENATE-MEDINA,
2012), além do uso de aproximadamente uma quantidade 100 vezes menor do
farmaco (JAIN, 2010). A liberacdo do farmaco acontece por determinados estimulos,
como variacao de pH, temperatura, campo magnético, entre outros (GANTA et al.,
2008).

Por possuirem diversas vantagens a serem exploradas, com elevado potencial
para diagnésticos e tratamentos, as nanoparticulas tém chamado cada vez mais
atencdo dos pesquisadores, tendo um crescimento exponencial do numero de
publicacdes envolvendo nanoparticulas e sistemas carreadores de drogas, como
mostrado pela Figura 3.2 (WEB OF SCIENCE, 2019).

21



700

5,802 fiee |||
R ----------IIIII..lIIIIIIIIIIIIIIIIl‘ll“\||||||“\|||“\ |||

800-

Total de publicades

T T

199119921993199419951996199?1998199920002001200220032004200520062007200820092010201120122013201420152016201?201820192026

Ano

Figura 3.2 Demonstrativo da evolugdo do namero de artigos cientificos sobre nanoparticulas
e carreadores de farmacos (palavras chaves utilizadas), com o nimero de publicagcbes na
vertical, e o ano na horizontal. Fonte: Web of Science acessado em 08/05/2020, com *todos
os artigos publicados no ano de 1991 e ** artigos publicados até maio de 2020.

Dentre as diversas nanoparticulas que podem ser utilizadas no tratamento de
cancer, as magnéticas sdo uma alternativa bastante atraente, por atuarem tanto no
diagnéstico, quanto no tratamento da doenca. Hoje, elas ja sdo utilizadas como
agentes de contraste para o0 exame de imagem por ressonancia magnética (IRM),
havendo muitos estudos para sua utilizacdo como carreadores, além da possibilidade
de tratamento por hipertermia, que permite além do aumento localizado da
temperatura, uma liberacdo mais controlada, e uma imobilizacdo dessas particulas a
partir da aplicacdo de um campo magnético externo (YANG et al., 2017b). Os maiores
desafios na sua utilizacdo € a producdo em grande escala do material com um
tamanho nanométrico e propriedades magnéticas adequadas, que sejam estaveis em
condicdes fisiologicas, e que consigam ser incorporadas pelas células cancerigenas

com uma rota de sintese pouco custos0061 (MELLO et al., 2014).

3.2. NANOPARTICULAS MAGNETICAS

As nanoparticulas (NP) classificam uma vasta gama de materiais que possuem
uma ou mais dimensdes fisicas estando entre 1 e 100 nanémetros, podendo ser
magnéticas. Gracas ao seu tamanho, elas possuem uma elevada razao entre area

superficial e volume, apresentando assim caracteristicas fisico-quimicas diferentes do
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bulk, estando num estagio intermediario entre o estado molecular e o0 massivo. A
variacdo no tamanho permite ajustar suas propriedades, incluindo as magnéticas, e
funcionalizar a sua superficie, o que as torna bastante atraentes para aplicacdes
biomédicas (KNOBEL, 2000).

A diminuicdo do tamanho da particula acarreta na diminuicdo dos dominios
magneéticos, alterando também a estrutura e a largura das paredes que os delimitam.
O material no seu estado bulk € composto por multiplos dominios magnéticos, ja as
nanoparticulas possuem um monodominio, até um certo limite, onde ocorre a
diminuicao da energia do sistema pela formacao de dominios multiplos (BERTRAND;
LEROUX, 2012). Esses dominios sdo 0s grupos de spins que giram apontando para
a mesma direcdo e agem em conjunto, separados pelas chamadas paredes de
dominio. Essas por sua vez possuem largura e energia caracteristicas, sendo a
movimentacdo dessas paredes o principal fenbmeno de reversdo da magnetizacao
(FARAJI; YAMINI; REZAEE, 2010).

Assim, € possivel notar que as nanoparticulas possuem propriedades Unicas,
com énfase nas magnéticas, favorecendo a aplicagcbes como as biomédicas,
aproveitando essas suas caracteristicas para utilizacdes em IRM, liberacéo local de
farmacos, hipertermia e afins (KNOBEL, 2000). Porém, sua facilidade em agregar,
rapida oxidacao, hidrélise em condicdes fisioldgicas dificultam a sua aplicacao pratica,
sendo uma possivel solucdo para esses problemas a modificacdo superficial por
materiais organicos, poliméricos, ou inorganicos biocompativeis (PANKHURST et al.,
2003).

3.3. PROPRIEDADES MAGNETICAS DAS NPS

De maneira geral, existem seis tipos principais de comportamentos magnéticos:
0 paramagnetismo, diamagnetismo, antiferromagnetismo, ferromagnetismo,
ferrimagnetismo e superparamagnetismo, que possuem diferentes alinhamentos dos

momentos magnéticos na auséncia de um campo (FARAJI; YAMINI; REZAEE, 2010).

Boa parte dos materiais exibem um baixo magnetismo (M), principalmente em
seu bulk, propriedade ativada na presenca de um campo externo aplicado. O
magnetismo vai depender da estrutura atdbmica, da temperatura e do campo
magnético (H) ao qual o material esta submetido. Valores muito altos desse levam a
magnetizacdo do material a se aproximar do valor de saturacdo, gerando uma curva

sigmoidal caracteristica (PANKHURST et al., 2003).
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Alguns materiais mantém uma magnetizacdo permanente mesmo apods a
retirada do campo, mantendo a magnetizacao de saturacdo (Ms), a qual, mesmo que
H aumente, ndo é ultrapassada, por um periodo apos a retirada do campo, diminuindo
lentamente até uma magnetizacdo remanescente isotérmica, a M;, como no caso dos
ferri e ferromagnéticos (ZHUO; CHENG, 2012). Os comportamentos magnéticos
podem ser graficamente demonstrados por meio da curva de histerese, que relaciona
a intensidade do campo magnético com a indugdo magnética (H-M), e diferenciados
por meio da area que é formada dentro do laco de histerese (NARAYAN, 2009). A
Figura 3.3 mostra a curva M-H para cada um dos tipos de magnetizacdo, bem como
a forca coerciva (Hc), que seria a intensidade de H necesséaria para zerar a
magnetizacdo apos alcancar M, (ZHUO; CHENG, 2012).

A M e a Hc também sdo dependentes do tamanho de grao, e da presenca de
multidominio das particulas. Aquelas formadas de dominios Unicos, precisam de
elevadas coercividades e remanescéncia para reverter a magnetizacdo, acarretando
em curvas de histereses maiores, enquanto os multidominios tendem a ter curvas
mais suaves, por terem valores menores. No super e paramagnéticos, a Ms € muito
elevada, ndo tendo uma M, (ZHUO; CHENG, 2012).

M
M Mq
m—— Ferromagnetismo
Wig .
E— Ht === Paramagnetismo
H :
¢ m—— SUperparamagnetismo

Figura 3.3 Curvas de histerese de alguns tipos de materiais magnéticos, com M sendo a
magnetizacdo, Ms a de saturacdo, Mr de remanescéncia, Hc forca coerciva, H campo
magneético (Fonte: ZHUO; CHENG, 2012).

As NPM de aplicacdo biomédicas sdo constituidas de um nucleo de um oxido

metalico, ou de um metal, com comportamento superparamagnético. Elas sdo na
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maioria das vezes é revestido por um polimero, ou por outro material inorganico, a fim
de garantir sua biocompatibilidade. A presenca dessa modificacdo superficial
estabiliza a NPM em condig6es fisioldégicas, mantendo-a no corpo por tempo suficiente
para cumprir seu papel. Além disso, esse material de superficie serve como ponto de
ancoragem para o transporte do principio ativo de interesse (CHAUGHULE;
PURUSHOTHAM; RAMANUJAN, 2012b).

3.3.1. SUPERPARAMAGNETISMO

Materiais superparamagnéticos sao aqueles materiais que nao sao
naturalmente magnetizados, mas que facilmente se magnetizam quando submetidos
a um campo magnético externo. Esse comportamento é caracteristico de NPs ferri e
ferromagnéticas que possuem dominio unico (Figura 3.4). A transicdo entre mono e
multidominios ocorre em um certo diametro maximo (Dmax). Abaixo desse ponto vai
ocorrer o diametro critico (D¢), que é aquele onde as NPs vao comecar a apresentar
o0 comportamento superparamagnético (FARAJI; YAMINI; REZAEE, 2010).

HC
t Monodominio Multidominio

Estavel

Superparamagnético

'
h 4

Instavel

D¢

Figura 3.4 llustracdo da dependéncia entre coercividade (HC) em relacdo ao didametro (D) da
particula (adaptado FARAJI; YAMINI; REZAEE, 2010).

Para particulas nanométricas, € mais favoravel energeticamente que o
monodominio seja mantido. O comportamento superparamagnético esta fortemente
ligado com o tamanho dos cristalitos do material, comecando a se fazer presente
guando esses estado na escala de 20nm ou menor. Quando iSso ocorre 0 momento
magneético das particulas vao variar por conta da energia térmica. Nessas condicdes

a remanescéncia é zero, fazendo com que a curva M-H néo possua histerese (Figura
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3.5). Isso faz com que as particulas tenham menos tendéncia a se agregarem
(NARAYAN, 2009). COERCIVIDADE FALAR POR ISSO QUE A REMANENCIA VAlII
A ZERO

Figura 3.5 Efeito do tamanho na histerese da curva e o comportamento magnético, de acordo
com o tamanho das particulas, sendo SPM as superparamagnéticas, e FM as
Ferromagnéticas (adaptado de NARAYAN, 2009).

Assim, resumidamente, reduzindo o tamanho das particulas desses materiais
magnéticos com multidominios até uma determinada faixa de comprimento torna
energeticamente favoravel a manutencdo de apenas um dominio, acarretando no
comportamento superparamagnético, que faz com que campos magnéticos e
flutuacbes térmicas aplicadas consigam facilmente direcionar os momentos
magnéticos para longe dos eixos cristalograficos preferenciais. O D vai depender da
forma, temperatura e anisotropia magnetocristalina, onde essa Ultima € a energia que
determina a direcao preferencial das NP, sendo essa proporcional ao volume. Apesar
de serem facil, e fortemente magnetizadas, elas nao retém esse comportamento com
a retirada do estimulo, gerando sua curva de histerese caracteristica, a qual é Gtil para
aplicacdbes como o aumento do sinal por IRM (CHAUGHULE; PURUSHOTHAM,;
RAMANUJAN, 2012a).

Os materiais portadores do comportamento superparamagnéticos também
podem ser utilizados como plataformas de transporte controlado de farmacos,
utilizando como gatilho da liberacdo sua resposta frente a um campo magnético
externo, bem como utilizando esse comportamento para separacdo magnetica de
células e de DNA. Além disso, as NPM podem ser funcionalizadas, com polimeros, ou
ser ligadas a anticorpos, enzimas, outras proteinas, farmacos, entre outras moléculas,

para que sejam direcionadas ao tumor, a um tecido e 6rgao especifico, por meio de
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um campo magneético externo e para tratamentos hipertérmicos (JAIN, 2010; KUMAR,;
MOHAMMAD, 2011). Dessa forma, é possivel aproveitar o comportamento magnético,

e aumentar o tempo de circulagdo na corrente sanguinea.

3.4. USO BIOMEDICO DO COMPORTAMENTO MAGNETICO DAS NPs

No caso das NPM que sédo empregadas como plataforma para liberagéo
controlada de farmacos que utilizam do sistema circulatorio para fazer a entrega
direcionada (Figura 3.6), elas sdo administradas intravascularmente, e entdo um
campo magnético externo é aplicado, de modo a atrair e reter as particulas no local
de interesse (CHAUGHULE; PURUSHOTHAM; RAMANUJAN, 2012a; KUMAR,;
MOHAMMAD, 2011; NARAYAN, 2009)
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Figura 3.6 llustracdo representativa da movimentacdo das NPM contendo o farmaco pela
corrente sanguinea por meio da aplicagdo de um campo magnético externo (Fonte: Narayan,
2009).

O vaso sanguineo vai apresentar comportamentos para/diamagnéticos, por
conta das hemoglobinas, e de outras proteinas (que contém atomos de carbono,
hidrogénio, oxigénio e nitrogénio), respectivamente, mas ainda assim, essa resposta
€ muito mais fraca que a gerada pelas particulas magnéticas. Aplica-se um gradiente

de campo, fazendo com que as particulas sejam direcionadas para o local de
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interesse, utilizando posteriormente um campo mais forte e concentrado para a
manutencdo das particulas no local de interesse, e para ativar a liberacdo do
composto ativo (NARAYAN, 2009).

7

O fendbmeno da hipertermia aplicada as NPMs & a geracdo de calor por
particulas superparamagnéticas frente a exposicdo a um campo magnético externo
alternado, que vai fazer com que o momento magnético dessas oscile, gerando
calor. Essa dissipacao de calor ocorre pela rotacdo do momento magnético no seu
ndcleo (relaxacdo de Neel), ou pela rotacéo inteira da particula magnética no meio
fisiologico liquido (relaxacdo browniana). O método, além de ser pouco invasivo,
trabalha numa faixa de temperatura na qual as células cancerigenas sdo mais
sensiveis, levando a morte do tumor, com minimo efeito nas células sadias
(KUMAR; MOHAMMAD, 2011). Contudo, ainda se precisa encontrar a melhor
combinacao de nanoparticulas para um tratamento mais local, além daquelas que
diminuam o efeito da termoresisténcia, resisténcia criada pelas células

cancerigenas ao tratamento térmico com o tempo (BECKHAM et al., 2010).

A hipertermia pode ser trabalhada em diferentes faixas de temperatura,
gerando diferentes estresses térmicos celulares, obtendo diferentes efeitos, existindo
trés tratamentos mais comuns, utilizando faixas de temperatura. A diatermia utiliza
temperaturas inferiores a 41°C para o tratamento de doencas reumatoides e
fisioterapia. A segunda possibilidade é a aplicacdo a hipertermia com temperaturas
superiores ao 46°C, porém acarreta na necrose, coagulagao e carbonizacao do tecido,
e o terceiro tratamento, a hipertermia moderada, que vai trabalhar entre 41 e 46°C.
Este dltimo tratamento € o mais conhecido e ele atua em diversos mecanismos de
degradacdo intra e extracelular, gerando danos no DNA e em diversas proteinas. A
maior parte dos danos causados sao irreversiveis para as células cancerigenas em
apenas uma secao de tratamento. Ocorre também a inducdo da regulacdo da
apoptose, além disso, a nivel do tecido tumoral ele altera o pH, e gera uma oxigenacao
e perfusdo deste (GOLDSTEIN et al., 2003; HILDEBRANDT et al., 2002). Pode ser
utilizada como um tratamento geral, como para o tratamento de metastases, regional
quando o intuito é tratar apenas um 0Orgao ou tecido, e ainda local, pegando areas
menores e mais especificas, como um tumor (“Hyperthermia in Cancer Treatment -

National Cancer Institute”, 2011)
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As NPM podem ser de Ni, Co, Fe, ligas magnéticas desses elementos,
dentre outros, porém nem todos eles possuem biocompatibilidade, e alguns
possuem um limite de quantidade antes da toxicidade muito baixo para serem
utilizados em aplicacdes biomédicas, mesmo com o uso de recobrimento e outras
funcionalizagbes, que costumam facilitar a utilizacdo das NPM para esses fins.
Além disso, é de interesse que o material a ser utilizado tanto para o diagndstico,
guanto para os tratamentos seja facilmente magnetizavel, e tenha uma boa
magnetizacdo (NARAYAN, 2009). Hoje, jA& se sabe que a citotoxicidade de
nanoparticulas magnéticas depende de algumas caracteristicas delas, como
tamanho, hidrofobicidade, recobrimento, aglomeracéo e area superficial (NEL et
al., 2009).

Além de ser biocompativel e de ser efetivo para o carreamento da droga e
liberacdo apenas no local de interesse, o material deve ser facil de sintetizar e de
separar. As nanoparticulas do o6xido de ferro (FesOs), como a magnetita,
conseguem se enquadrar nessas caracteristicas, sendo facilmente separadas da
solugdo em que é preparada por métodos simples, que evitam sua degradacéo e
do sistema carreador como um todo. Elas também aumentam em alguns casos o
aporte celular do farmaco, além de servir para deteccdo por IRM (YAO; YANG,;
DUAN, 2014). Sem contar que possuem aprovacdo pela Food and Drug
Administration (FDA) americana para usos clinicos (NEUBERGER et al., 2005).

3.5. NANOPARTICULAS DE OXIDO DE FERRO

Apesar do atual interesse nessas particulas, o uso biomédico de nano e
microparticulas magnéticas vem sendo aplicado desde 1970, quando foi
introduzida a teoria da liberacdo de droga por vias magnéticas. A primeira a ser
utilizada foi a magnetita, como agente de contraste para IRM, carreamento de
farmacos, e hipertermia (WIDDER; SENYEI; RANNEY4, 1980).

A magnetita possui um comportamento ferrimagnético, € uma ferrita cubica
com férmula FesO4, possuindo os ions de Fe em dois estados de valéncia, +2 e +3
(Figura 3.7). Esses dois ions possuem momentos magnéticos diferentes, onde os
momentos dos spins do Fe®" se cancelam entre si, mas o material como um todo
vai apresentar propriedades magnéticas, porque conta dos ions Fe?*, que possuem

seus momentos alinhados paralelamente (NARAYAN, 2009).
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Figura 3.7 Esquema ilustrativo dos momentos magnéticos dos spins para os ions de ferro
presentes na magnetita (Fonte: NARAYAN, 2009).

Por j& possuir aprovacéo de utilizacao clinica, a utilizacdo das magnetitas
tem sido muito explorada, tanto para melhoria da eficiéncia do diagnostico, quanto
nos tratamentos de céancer. Elas apresentam como principais vantagens a
biocompatibilidade, sua sintese é facil de ser realizada, relativamente barata, que
pode ser alcancada por diversas rotas. A magnetita tem suas caracteristicas
dependentes da sintese, entdo € possivel ajusta-las ao uso, além de permitirem
uma melhor especificidade de tratamento local por meio de funcionalizacbes da
superficie, bem como do uso de um campo magnético externo (PANKHURST et
al., 2003). Mas a utilizacdo dessas como tratamentos para doencgas ainda esta
sendo investigada, para que dosagens adequadas possam ser ajustadas, ja que
existem trabalhos que reportam a citotoxicidade das NPs de magnetitas por
desencadearem um estresse oxidativo, ocasionando a geracdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), além da liberacdo de ions Fe?' que causam um
desbalanco eletrénico nas membranas celulares, dependendo das concentracdes
utilizadas (NEL et al., 2009). Além da magnetita, outras NPs do 6xido de ferro
também séo exploradas para aplicacdes biomédicas, pelos mesmos motivos da
magnetita, como a hematita e a maghemita (HARRISON, 2015; SHISHKOVSKY
et al., 2018; VISWANADH et al., 2018).

3.5.1. OBTENCAO DAS NANOPARTICULAS DE OXIDO DE FERRO
Devido a sua vasta gama de aplicacdes e beneficios, diversas rotas de sintese
foram e estdo sendo estudadas para que as carateristicas desejadas possam ser

alcancadas. A producédo dessas NPM pode ser por rotas quimicas, fisicas e até
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biologicas, onde as mais usadas sdo as quimicas, por sua maior simplicidade,
reprodutibilidade e eficiéncia (SHI, 2006). Os métodos fisicos dificultam o controle do
tamanho das particulas, e o0s biolégicos ndo mantém homogeneidade e
reprodutibilidade muito altas (GUPTA; GUPTA, 2005). Com relacdo as metodologias
quimicas, as NPM podem ser sintetizadas de diferentes maneiras, seja por
decomposicdo térmica (TEJA; KOH, 2009), métodos sonoquimicos (SHAFI et al.,
1997; SUSLICK; PRICE, 1999), coprecipitacdo aquosa (WILLARD et al., 2004), dentre
outras, onde todas as técnicas apresentam vantagens e desvantagens, conforme
Tabela 3.1. Essas caracteristicas devem ser levadas em conta na hora de escolha do
meétodo a ser utilizado, de acordo com a aplicacéo final objetivada.

Tabela 3.1 Resumo comparativo dos principais métodos de sintese das nanoparticulas
de magnetita (adaptado de LU A.H. et al. 2007).

Meatodo Sintese Tempera Tempo Solve- Agentes Distribui- Controle
-tura de de nte e cao de de Forma
Reacdo Reacao Superfi- Tamanho
ey cie
Coprecipitacao PAuito Minuios Agua Cruranta Ralativa- Hazodwal
simples, 20-50 ou apas mente
condiches regcan asireita
armbianta
Decomposicio Complica- Horas/ Orgéni- Crurante PAwine Musito bomn
Termica do, 100-320 Dhias co a reacao esireita
atmosiara
imerte
Microemulsao Compdica- 20-50 Hioras Organi- Duranita Ralativa-
oo, oo a reacio mente Bom
condiges Agua estreita
armbiante
Hidrotérmica Simples, 220 Horass Agua Crurante Ao Muite Bom
altas Dhias Etanal a reagao esireita
pressoas
Sonoguimica Complica- SO00 Horas/ Alcoal Crurante Pt Puito Bom
do, altas Dias Isopro- ou apas esireita
pressias pilica resgcao

A coprecipitacdo € o método mais antigo e mais conhecido, dentre os métodos
mostrados na tabela tem enfoque j& ha um tempo (PANTA, 2013). De maneira
resumida, utiliza-se os sais dos metais como precursores, misturando-os em meio
aquoso, de modo que ocorra a precipitacdo na forma de hidréxidos ou carbonatos.
Dessa forma, € possivel produzir em grandes quantidades, de maneira facil,
relativamente rapida, e sem muitos gastos (WILLARD et al., 2004). As particulas
geradas por essa rota permitem diversas modificagdes de superficies, com intuito de
aumentar sua biocompatibilidade, menor agregacéo, maior tempo no meio fisioldgico,
e maior especificidade (GUPTA; GUPTA, 2005; LAURENT et al., 2008).
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3.5.1.1. Sintese via Coprecipitacao

A coprecipitacdo é o método mais comum para obteng&o das nanoparticulas de
Fes0a4, por meio da mistura de ions ferrosos e férricos, respeitando uma proporcéo
molar de 1:2, em solucdo basica, em sistema aquecido, ou a temperatura ambiente,
dependendo das caracteristicas finais de interesse. O tamanho final obtido na sintese
das nanoparticulas de o6xidos de ferro é dependente dos precursores utilizados,
temperatura, pH e velocidade de agitacao da reacao (LAURENT etal., 2008). A reacao
quimica de sintese ocorre de acordo com a Equacéao 3.1.

Fe?* + 2Fe®" + 80H— Fes304+ 4H20 (3.1)

Pela termodinamica, a reacéo de precipitacdo deve ser completa numa faixa
de pH variando entre 8-14, mantendo a proporcéo estequiométrica, sendo que ambas
estruturas diferem entre si pela presenca de vacancias catidnicas dentro do sitio
octaédrico (LAURENT et al., 2008; MARTINS, 2019). Para manutencao da basicidade
do meio, utiliza-se hidréxidos, de sédio (NaOH) ou de aménio (NH4OH), com as
reacdes ocorrendo de acordo com as Equacdes 3.2 e 3.3 respectivamente, quando

utilizando cloretos como precursores.

FeClz + 2FeCls + 8NaOH — Fe304+ 8NaCl + 4H20 (3.2)
FeClz + 2FeCls + 8NH4OH— Fe304 + 8NH4Cl + 4H20 (3.3)

No caso de utilizacdo da reacdo correspondente a Equacao 3.2, excesso do
FeCl2 e do NaCl devem ser adicionados, para garantir que apenas uma fase da
magnetita se forme, e para diminuir a agregacdo das particulas, respectivamente
(LAURENT et al., 2008). Durante a sintese, a formacdo da magnetita € indicada pela
troca de coloracdo da solucdo, ficando preta, gerando particulas dessa mesma
coloragéo no final. A exposi¢céo a uma atmosfera oxidante pode favorecer a converséo
em maghemita, levando a amostra a adquirir um tom ocre, caracteristico da espécie
oxidada (MARTINS, 2017).

Esse método tem a grande vantagem também de permitir a funcionalizacdo
posterior da superficie da particula, por meio de recobrimentos e modificacbes
superficiais, utilizando principalmente polimeros, além de permitir um certo controle

no tamanho da particula, e producado em grande escala, o que séo caracteristicas bem
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interessantes para aplicacbes biomédicas (CHAUGHULE; PURUSHOTHAM,;
RAMANUJAN, 2012b).

O processo de coprecipitagdo é dividido basicamente em duas etapas, a de
nucleacdo e a de crescimento. Na primeira, quando a concentracdo das espécies
constituintes atinge uma supersaturagao critica, ocorrendo uma criacdo rapida de
nacleos, por meio de uma precipitacdo homogénea. A partir dai, comeca a segunda
etapa, na qual os nucleos vao crescer lentamente, de maneira uniforme, por meio de
difusdo dos &tomos para esses (CHAUGHULE; PURUSHOTHAM; RAMANUJAN,
2012b). Entéao, controle do tamanho das particulas deve ser realizado na etapa de
nucleacdo, pois apos a formacdo desses, o numero de particulas se mantém

inalterados durante a fase de crescimento (LAURENT et al., 2008).

As principais caracteristicas das etapas de nucleac¢éo e crescimento para uma
producdo efetiva e homogénea pode ser resumida em uma elevada taxa de
nucleacdo, com formacdo rapida desses nucleos, impedindo um aumento da
concentracdo acima da de nucleacdo, para limitar a quantidade desses que sao
formados. Além disso, a taxa de crescimento deve ser lenta, ja que ela ocorre por um
periodo muito maior de tempo, para ndo ser fator limitante da nucleacéo, e ser um
passo passivel a controle do tamanho das NPs (FARAJI; YAMINI; REZAEE, 2010).

Como as propriedades das NPs sdo dependentes do seu tamanho, muitos
estudos tém sido feitos no intuito de conseguir um maior controle nos fatores que
influenciem a formacdo dessa caracteristica durante o processo de sintese, onde
muitos desses mostram que o tamanho tem sido bem ajustado pelo controle de pH,
temperatura, forga ibnica e precursores utilizados. Com isso ajustam-se as
caracteristicas magnéticas e propriedades de superficie, bem como as propriedades
provenientes da sua superficie, como possibilidade de modificagbes que dificultem
sua aglomeracao, aumentem sua biocompatibilidade, e especificidade quando usadas
em sistemas biomédicos (LAURENT et al., 2008).

3.5.2. ESTABILIDADE COLOIDAL DAS NANOPARTICULAS
Por conta do seu tamanho, as NP possuem uma elevada razdo entre a
superficie e o0 volume, e consequentemente uma elevada energia de Gibbs superficial.
Para tentar minimizar essa energia, as NPs tendem a crescer mais durante a fase de
crescimento, se aglomerando e agregando, na tentativa de diminuir a sua area
superficial. Na agregacéo, as particulas se ligam fortemente, por ligagcdes metalicas
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ou covalentes, formando agregados com diferentes tamanhos, dependendo do
material que sao feitas, seus precursores, e dos parametros de reacao utilizados. Ja
na aglomeracdo, diferentemente do fenémeno anterior (Figura 3.9), a ligacéo € fraca,
por forgas de van der Waals, e costuma ocorrer entre os agregados, tendo uma area
superficial final correspondente a soma das areas dos agregados (ISO/TS 80004-
2:2015, 2015).

Cristalito

Particula

Agregado

Aglomerado

Figura 3.9 Configuracgfes ilustrativas de um agregado e de um aglomerado, a partir do
cristalito de um material (adaptado de ISO/TS 80004-2:2015, 2015).

A atracdo magnética existente entre as particulas NPs de oxido de ferro
acarreta em uma maior aglomeracéo, essas quando em solucdo estdo sempre em
movimento browniano, colidindo umas com as outras, fendmeno que facilita a
formacdo dos agregados, que com passar do tempo podem adiquirir tamanhos
consideraveis. Isso levaria a uma maior instabilidade e até uma possivel precipitacdo
em condi¢des fisioldgicas, por isso que diversos métodos de alteracdes superficiais e
afins séo propostos (KUCHIBHATLA; KARAKOTI; SEAL, 2005).

Além disso, a oxidacdo das NPM é um fator muito importante a ser levado em
consideracdo, ja que pode levar a uma perda significativa do seu magnetismo e
dispersibilidade. Para evitar a oxidacdo, aglomeracao e agregacao inumeras técnicas
de estabilizacdo quimica da superficie vém sendo testadas, sendo divididas em
estéricas e eletrostaticas (SCHMIDT, 2007).

A estabilizacdo estérica € fisica, ela evita que haja o contato entre duas

particulas coloidais, utilizando um material espacador para isso, que pode estar ligado

by

covalentemente a superficie das NPs, ou ser adsorvido. J4 na estabilizacao

eletrostatica, ocorre a variagéo da carga superficial, de modo que ocorra uma repulsao
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entre as superficies das particulas eletricamente carregadas, por meio da utilizacao
de solventes ou dispersantes de diferentes polaridades (KUCHIBHATLA; KARAKOTI;
SEAL, 2005; SCHMIDT, 2007).

Boa parte das pesquisas para estabilizacdo esta fundamentada no método
estérico, utilizando diferentes moléculas organicas com grupos polares, ou polimeros
para a realizacdo, aproveitando as propriedades adquiridas no processo, como
solubilidade, tamanho e estrutura (DUTTA et al., 2018a; KUCHIBHATLA; KARAKOTI,
SEAL, 2005).

Para aplicacGes biomédicas, a fim de aproveitar o magnetismo da magnetita,
diversos estudos sao feitos com polimeros, para aumentar sua biocompatibilidade,
bioestabilidade, e fazer com que elas sejam mais especificas, e consigam transportar
os farmacos de interesse de uma maneira mais eficiente. Entre os polimeros mais
utilizados, encontram-se o PEG (DUTTA et al., 2018b; KARIMI et al., 2017; LIU et al.,
2017; YOU et al., 2019), PLGA (GHANBARI; SHAMSPUR; FATHIRAD, 2017a, 2017a,
2017b; JIA et al., 2012a, 2012b; LIU et al., 2014; MOSAFER et al., 2017; WEINA et
al., 2014; YANG et al., 2017a), PLLA (CORREIA et al., 2016; SAFARI et al., 2014,
SHAN et al., 2013), PCL (HYUN, 2015; WANG et al., 2018a), dentre outros. Estudos
mostraram uma boa eficiéncia da utilizacao das NPs de 6xido de ferro para aplicacbes
biomédicas, de modo a aproveitar sua propriedade superparamagnética para o
tratamento e diagndstico de células cancerigenas, com o menor efeito colateral
possivel em células sadias, uma melhora na estabilidade e compatibilidade ap6s o
recobrimento, bem como a criagcdo de uma plataforma mais eficiente para liberagcéo
do farmaco em condi¢Bes bioldgicas (DUTTA et al., 2018b; KARIMI et al., 2017; LIU
et al., 2017; YOU et al., 2019). Porém, a maior parte desses estudos s6 se estende a
testes in vitro, ainda sendo necessaria a realizacdo de mais pesquisas antes que se
possa passar pra testes in vivo e clinicos, sendo uma area bem vasta a ser explorada

ainda.

3.5.3. MODIFICAQAO SUPERFICIAL COM POLICAPROLACTONA

A policaprolactona (PCL) € um polimero semicristalino, da familia dos
poliésteres alifaticos, € tenaz e flexivel, tendo baixo ponto de fuséo (cerca de 60°C) e
baixa temperatura de transigdo vitrea (entre -60 e -70°C) e de baixo custo de
produc&o. E um polimero que apresenta uma boa solubilidade em solventes organicos

comuns, e é passivel a degradacdo enzimatica, além de ser biocompativel,
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biodegradavel, bioreabsorvivel, ndo toxico e ja aprovado pelo FDA, sendo assim um
otimo candidato para usos biomédicos e farmacéuticos (KRUKIEWICZ; ZAK, 2016;
ROA et al., 2010; SIQUEIRA et al., 2018). Além disso, a PCL tem vantagens em
relacéo a outros polimeros por ser altamente permeavel para varios tipos de principios
ativos, sua degradacdo ndo gera um ambiente acido, e € passivel a sintese de
copolimeros (SINHA et al., 2004).

Diversos estudos séo feitos com a PCL, mostrando suas distintas aplicacdes
biomédicas, sendo usada de maneira injetdvel como um DDS para tratamento de
cancer de mama (SHARIFI et al., 2009), para carreamento de farmacos de tratamento
de cancer que sdo pouco soluveis (VARAN; BILENSOY, 2014), como nanofibras
combinadas com farmacos para o tratamento de cancer de pulméo (SRIDHAR et al.,
2014), e micelas de PCL com curcumina para terapia de cancer de célon (GOU et al.,

2011), entre outras aplicacoes.

Algumas caracteristicas da PCL que facilitam seu manuseio, como a
solubilizagdo em muitos solventes organicos e sua baixa temperatura de fusédo, podem
acabar sendo limitantes nas suas aplicacdes biomédicas e farmacéuticas, sendo uma
boa alternativa para melhorar sua eficacia na utilizacdo em conjunto de nanoparticulas
inorganicas, como as NPs de magnetita e outras NPs do Oxido de ferro, que tém
propriedades de interesse para essas aplicacdes, além de também ja ser aprovada
pelo FDA (CHEN et al.,, 2013; GHANBARI; SHAMSPUR; FATHIRAD, 2017a;
HARRISON, 2015; HYUN, 2015; SHISHKOVSKY et al., 2018; VISWANADH et al.,
2018)
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4. MATERIAIS E METODOS

O fluxograma da Figura 4.1 ilustra a metodologia utilizada no trabalho.

I FeCl,.4H,O +FeCl;. 6 H,0O I i GotejamentoMNH, até pH 11 I

I Agitacdo + Temperatura <II

I Nanoparticulas de Fe;O, |

|

I Separacao magnética I

l

Lavagem com agua destilada
e Alcool I sopropilico

I Suspensdao em agua miliQ I»—*I Gotejamento da solucio contendo a PCL

I Agitacio + Temperatura <EI
Separacio magnética I

|

Lavagem com agua destilada e
Alcool I sopropilico

|

Suspensdo em agua MiliQ

I Ultrassom

v
I Separacao magnetica I

w

I Secagem —estufa 50°C

|

Caracterizagao:
-Morfolégica
-Magnética

!

Testes de Citotoxicidade

Figura 4.1 Fluxograma do processo experimental de sintese e caracterizacao das NPMs.
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4.1. MATERIAIS

A Tabela 4.1 apresenta os reagentes utilizados para a producdo das

nanoparticulas e seu recobrimento.

Tabela 4.1 Reagentes utilizados, grau de pureza, fabricante e funcéo neste trabalho.

MATERIAL PUREZA FABRICANTE FUNQAO
Acetato de etila p.a. 99,5% Neon Diluente
Acetona p.a 99,5 Reatec Diluente
Agua Milli-Q Lacer Diluente
Alcool isopropilico 99,5% Diluente
Cloreto de ferro lll = 99% Sigma-Aldrich Precursor
hexahidratado

Cloreto de ferro Il tetrahidratado | = 99% Sigma-Aldrich Precursor
Hidréxido de amonio P.A. 28-30% Vetec Ajustar ph
Policaprolactona 60 (peso Sigma-Aldrich Recobrir

molecular)

4.2. METODOS

As NPs foram divididas em 5 tipos de tratamentos diferentes, que diferiram

entre si pela quantidade de polimero PCL utilizado para sua modificacdo superficial,

conforme representados pela Tabela 4.2, com quantidades baseadas na literatura,
com algumas adequacoes (HYUN, 2015; SAFARI et al., 2014; WANG et al., 2018a;
ZHANG et al., 2014).

Tabela 4.2 Identificacdo por nome das amostras sintetizadas e quantidade utilizada
de polimero PCL.

Nome da amostra

Quantidade utilizada da PCL (mg)

AmO 0
Am20 20
Am40 40
Am60 60
Am80 80
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4.2.1. SINTESE E MODIFICACAO SUPERFICIAL DAS NANOPARTICULAS DE
Fes04

As NPs foram preparadas de acordo com o método de coprecipitacdo (AZIZ et
al., 2006), respeitando a estequiometria da Equacéao 3.1 e a propor¢cao molar de 1:2,
em solucao béasica, com pH mantido em 11 (LAURENT et al., 2008).

Os sais cloreto férrico hexahidratado e cloreto ferroso tetrahidratado foram
utilizados como precursores, nas proporcdes citadas acima. Primeiramente, ambos
foram colocados em um béquer, contendo 40mL de agua Milli-Q. Uma solucdo de
hidréxido de ambnia 25% foi gotejada na solugéo até atingir o pH 11. Com a mistura,
a solucdo passou de uma cor amarelada para preta, sendo possivel assim visualizar
a formacdo do Fes3Oas. A reacdo teve sua temperatura e velocidade de agitacdo
controladas por uma manta térmica, sendo que nesta primeira etapa, a temperatura

foi mantida a 60°C com agitacdo magnética vigorosa por 1h (PANTA, 2013).

Para a modificacdo superficial, o polimero PCL foi dissolvido em uma solugéo
padrdo de acetona e acetato de etila 4:1 respectivamente, com agitacdo constante de
200 rpm e temperatura de 50°C durante o tempo necessario para que houvesse a
completa dissolucdo do polimero.

Apos 1h de sintese das NPs, essas foram separadas magneticamente e
lavadas com agua Milli-Q, alcool isopropilico e suspendidas novamente em agua Milli-
Q. As solucbes contendo o polimero PCL nas quantidades descritas na tabela 4.2
foram entdo introduzidas pelo método ajustado de emulsdo 6leosa-aquosa com
evaporacao de solvente (WANG et al., 2018a). A solucdo organica contendo o
polimero PCL foi adicionada por gotejamento na solucdo aquosa contendo as NPs,
em quantidades correspondentes aos tratamentos de cada grupo, sob agitacao
vigorosa por mais 1 hora, para permitir a interacao entre as NPs e a PCL, e para que
0s solventes evaporassem. ApGs esse tempo, as NPs modificadas superficialmente
pelo polimero foram separadas magneticamente da solugdo com o auxilio de um ima,
conforme a Figura 4.2, sendo a solucéo restante descartada. As NPs foram entao
lavadas com agua Milli-Q, alcool isopropilico, e agua Milli-Q novamente sendo
submetidas a 15 min de ultrassom (Ultrasonic Processor, Cole-Parmer), coletadas
magneticamente, e colocadas na estufa a 50°C para secar. A razao entre polimero e

NPM variou de 1:10 para 1:2 entre os tratamentos.
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Figura 4.2 Separacdo magnética das nanoparticulas sintetizadas no presente trabalho.

4.2.2. CARACTERIZACAO

A caracterizacdo das NPs foi realizada por diferentes métodos, para analisar
composic¢ao, morfologia, e citotoxicidade, descritos a seguir.

4.2.2.1. Difracdo de Raio X

Técnica utilizada para verificar as fases obtidas das NPs, a partir de um
difratdmetro X’Pert MPD (Phillips), equipado com um monocromador de grafite e um
anodo rotativo de cobre, com radiacdo de Cu-Ka (A = 1,54184 A), operando a 40 kV e
40 mA. O intervalo angular utilizado foi de 5 a 75°, passo de 0,05° e tempo de
contagem 3 segundos para cada passo. O resultado final foi comparado com o banco

de dados do programa X'Pert Highscore Plus® (Philips).

4.2.2.2. Espectroscopia de Infravermelho

A espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) foi
utilizada para possibilitar a avaliacdo das alteracdes superficiais sofridas pelas NPs
ao serem recobertas pela PCL. Utilizou-se um espectrémetro IRAFFINITY 1
(Shimadzu), com resolugéo de 4 cm™ e 16 varreduras por amostra, sendo todas as
aliquotas das amostras diluidas em KBr.
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4.2.2.3. Caracterizacao Morfologica

As amostras foram primeiramente submetidas a microscopia eletronica de
varredura (MEV), utilizando um microscépio EVO MA10 (Carl Zeiss), a 13,4 kV. As
amostras foram depositadas sobre uma fita de carbono amorfo que se encontrava

sobre um porta amostra de aluminio.

Posteriormente, fez-se a analise por microscopia eletrénica de transmissao
(MET) em um microscoépio de transmisséo Jeol JEM operando a 80kV. As amostras
foram suspendidas em soluc&o de uranila aquosa 2%, depositada em grids e deixadas
em repouso por 24h para que secassem em condi¢cdes ambiente antes da analise.

O tamanho hidrodindmico das NPMs foi analisado pelo método de
espalhamento dindmico de Luz (DLS), em um Zetasizer Nano ZS (Malvern). As
medicbes foram realizadas utilizando uma solu¢cdo das nanoparticulas com
concentracdo de 0,1 mg/mL em agua ultrapura, a 25 °C. Foram realizadas 6 medi¢cdes

por amostra.

4.2.2.4. Caracterizacdo Magnética
As medidas de magnetometria foram realizadas no magnetémetro de amostra
vibrante (VSM) do laboratério de Magnetismo (LAM) do instituto de Fisica da UFRGS.

Utilizou-se um VMS MicroSense, com tempos de leitura de 40min.

4.2.2.5. Obtencdao das Células-tronco

As células-tronco mesenquimais (CTM) utilizadas no presente trabalho foram
isoladas de dentes deciduos humanos doados por pacientes da Clinica Infanto-
Juventil da Faculdade de Odontologia da UFRGS. O projeto foi aprovado na
COMPESQ-FAR e no Comité de Etica em Pesquisas com Seres Humanos da UFRGS
(Plataforma Brasil - CAAE n° 36403514.6.0000.5347), e todos o0s participantes

assinaram um termo de consentimento.

Apoés extraidos, os dentes foram transportados para o Laboratério de
Hematologia e Células-tronco da Faculdade de Farméacia da UFRGS. Em capela de
fluxo laminar, as células foram recuperadas por digestdo enzimatica apds a polpa ter
sido extraida com o auxilio de uma colher de dentina, com o procedimento sendo

realizado em até 24 horas apos a extracéo do dente.

Para o procedimento de obtencdo das células, a polpa foi colocada em uma

solugéo de colagenase tipo | a 0,2% (Gibco, Grand Island, NY) por 1 hora em banho
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maria a 37°C e entédo centrifugada, o sobrenadante foi descartado e o pellet de células
ressuspenso e semeado em uma placa de cultura, sendo incubadas a 37°C e em
ambiente contendo 5% de CO2. O meio de cultura essencial de Eagle modificado por
Dulbecco, DMEM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), suplementado com 10% de soro
fetal bovino, SFB (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), e 1% de solucdo de penicilina-
estreptomicina (Gibco, Grand Island, NY) foi trocado a cada 3 ou 4 dias, e as
passagens eram realizadas quando as culturas atingiam confluéncia, sendo
replicadas sempre respeitando uma proporc¢do de 5.000 células/cm?. Todos os testes
para comprovacdo da caracterizacdo das CTM foram realizados entre a terceira e

quinta passagem (P3 e P5 respectivamente).

Antes da utilizacdo das células para o ensaio de viabilidade celular, elas foram
caracterizadas como CTM por meio da citometria de fluxo com diferentes anticorpos
conjugados para marcacao das mesmas. Além disso, para confirmacédo da identidade
das células obtidas, foram realizados ensaios de diferenciacdo celular in vitro, para
testar a diferenciagdo em tipos celulares mesenquimais (osteogénica, adipogénica e
condrogénica), conforme feito por {BOTTEZINI (2019).

4.2.2.6. Viabilidade Celular por MTT

Para avaliar e quantificar a toxicidade que as NPs poderiam ter em células foi
realizado o ensaio de viabilidade celular por meio do ensaio de atividade metabdlica
mitocondrial, que € um método colorimétrico que utiliza o brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5- difeniltetrazélio, ou MTT. O teste consiste na redugdo enzimatica
do MTT, que é originalmente amarelo, a azul de formazan por redutases nas
mitocondrias de células metabolicamente ativas, dando origem a uma coloracao

violeta que € proporcional ao nimero de células que estéo viaveis.

Foram testadas 5 concentragdes diferentes de cada uma das NPMs (0, 100, 500,
1000 e 2000 pg/mL). Células-tronco foram cultivadas em placas de cultura de 96
pocos (Kasvi), com uma densidade de 7.500 células por poco, durante 24h. Para
realizacdo dos tratamentos, as NPMs foram suspendidas em meio de cultura,
adicionadas em aliquotas que correspondessem as concentragcdes descritas acima ao
novo meio de cultura nos pocos e deixadas por dois dias. Apos o periodo de
exposicao, o meio de cultura foi removido, e as células foram incubadas com MTT
0,25mg/mL em solucdo tampéao de fosfato salino livre de calcio e magnésio (CMF),

por 3,5 horas a 37°C. Transcorrido esse tempo, retirou-se a solugédo de MTT e
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adicionou-se 200 pL de dimetilsulfoxido (DMSO) para dissolver os cristais de formazan
formados. A leitura das absorbancias foi realizada por um espectrofotdmetro
Multiskan™ FC (ThermoScientific), utilizando comprimentos de onda de 570 e 630 nm,
e os resultados foram calculados por meio da diferenca entre as duas leituras.

4.2.2.7. Ensaio de coloragdo com diacetato de fluoresceina-iodeto de

propidio

A viabilidade celular também foi avaliada a partir da analise da coloracdo com
diacetato de fluoresceina e iodeto de propidio (IP). Esse ensaio também é conhecido
por diferenciar as células vivas das mortas. Isso se da pelo fato que ambos os
reagentes penetram nas células, onde o diacetato de fluoresceina é incorporado no
citoplasma das células vivas, e ao ser clivado por lipases ali existentes emite uma
fluorescéncia verde, marcando-as dessa forma. Ja o IP por ser lipossoluvel nédo
conseguindo corar o DNA de células sadias, sendo rapidamente expelido pelas
células vivas, mas ndo pelas células mortas, marcando-as com uma fluorescéncia
vermelha. Dessa forma, tudo que for visualizado em verde posteriormente sdo células

vivas, e tudo que se mostrar vermelho sao células mortas.

ApOs a incubacdo das células com as NPs, os pocos tiveram seus
sobrenadantes descartados e foram lavados com PBS, recebendo posteriormente
uma solucdo contendo 10ug/mL de diacetato de fluoresceina, e 5ug/mL de IP
dissolvidos em tampédo de fosfato. A leitura da fluorescéncia foi realizada por um

microscopio de fluorescéncia Leica DMi8 (Leica Microsystems).

4.2.2.8. Analises estatisticas

Os resultados de absorbancia foram submetidos a analises estatisticas por meio
da andlise de variancia (ANOVA), seguida pelo Teste de Tukey utilizando o software
Bioestat (AplicacBes estatisticas nas areas das ciéncias biomédicas. ONG Mamiraua,

Belém-PA) com a significancia sendo considerada a partir de p <0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. CRISTALINIDADE DAS NP DE OXIDO DE FERRO

A Figura 5.1 mostra os padrdes de difracdo de raios-X dos materiais obtidos na
sintese de Fe3O4, sem e com o polimero PCL, sendo encontradas reflexdes em (220),
(311), (400), (422), (511) e (440) que sao correspondentes a magnetita (ICSD 01-088-
0315). Esses picos indicam a estrutura cristalina do espinélio cubico do FesOa,
comprovando a eficacia do método de coprecipitacdo (DUTTA et al., 2018a; PANTA,
2013).

E possivel observar a presenca também de hematita, que aumenta com o
aumento da quantidade de PCL utilizada, esse aparecimento pode estar relacionado
com o mecanismo de relaxacdo da superficie do espinel (BLIEM et al., 2014).
Contudo, essa NP do 6xido de ferro também vem sendo utilizada em pesquisas
biomédicas, sendo também biocompativel, ndo sendo prejudicial (HARRISON, 2015;
SHISHKOVSKY et al., 2018; VISWANADH et al., 2018).

Sabe-se que a magnetita e a maghemita possuem estruturas cristalograficas
muito parecidas, sendo possivel a apresentacédo de picos sobrepostos no padrédo de
difracdo (LAURENT et al., 2008). Levando em consideracdo que a sintese nao foi
realizada em atmosfera redutora, seria possivel esperar a formacéo da fase hidratada
maghemita, e de coloracéo ocre. No entanto, a colora¢édo negra foi um forte indicativo

da composicéo ser preferencialmente de magnetita (MARTINS, 2017).

Diferentemente do retratado por WANG et al.(2018), que tiveram nos seus DRX
somente 0s picos correspondentes ao polimero, e justificou a auséncia dos picos da
magnetita por conta do recobrimento, no presente trabalho néo foi possivel observar
0s picos do PCL nos padrbes de DRX. Isso pode ser devido ao fato de que as
guantidades de polimero utilizadas neste trabalho foram menores que as
concentracdes investigados por esses pesquisadores. A intencdo aqui era preservar
as propriedades magnéticas das NPs para uma possivel aplicacdo em hipertermia,
caracteristica que pode sofrer alteracdes por conta do recobrimento (WANG et al.,
2018a). Entre as amostras sintetizadas a principal diferenca observada no DRX foi a
presenca de hematita, que se mostrou mais significativa nas maiores dosagens do

polimero, mas sem diferencas significativas nos picos correspondentes a magnetita.
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Figura 5.1 Padrbes de DRX das NPMs preparadas com diferentes concentracdes de PCL,
com a reflexdo da hematita indicada em *.

5.2. COMPROVACAO DA PRESENCA DO POLIMERO NA NP

Utilizou-se a espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
para caracterizar as NPs, a fim de comprovar a presenca do polimero, e sua alteracéo
superficial. Existem alguns picos que sao encontrados na analise que correspondem
a presenca do polimero, sendo o mais marcante deles a banda que fica
aproximadamente em 1726 cmt, que é correspondente ao estiramento da carbonila
(C=0) do grupo éster da PCL (HYUN, 2015), além de algumas outras bandas, que
podem ser menos expressivas, correspondentes a ligacbes entre carbonos,
hidrogénios e oxigénios. A Tabela 5.1 resume as bandas de absor¢éo possiveis pela
presenca do polimero, com destague em negrito para a banda correspondente a PCL
(SIQUEIRA et al., 2018).

Conforme a NP possuia uma concentracdo maior do polimero na sua
composic¢ao, mais forte foi se tornando essa banda, evidenciando uma real diferenca
entre os tratamentos. Além dessa banda, outras bandas em locais préximos aos
citados por SIQUEIRA et al.(2018) que seriam igualmente indicios da presenca do
polimero também foram encontradas nas amostras tratadas com o mesmo, e se
mostraram ausentes na amostra de magnetita sem polimero (AMQ), com 0s picos

sendo mais aparentes nas formula¢cdes com maiores concentracdes de PCL.
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Tabela 5.1 Descri¢des das bandas de absorcéo possiveis pela presenca do polimero
PCL, com destaque em negrito para a principal banda correspondente a este.

Bandas (cm™) Atribuicées

2944 e 2863 Estiramento simétrico e assimétrico da ligacdo (CH2)
2300 Estiramento da ligacdo H-O

1726 Estiramento da carbonila (C=0)

1487 e 1364 Estiramento dos grupamentos (CH) no (CHz)

1268 e 1160 e 1294 | Alongamento na fase cristalina das ligacées C-O e C-C
1240 Estiramento assimétrico (C-O-C)

1170 Estiramento simétrico (C-O-C)

1156 Alongamento das ligagdes C-O e C-C da fase amorfa

A Figura 5.2 apresenta o FTIR realizado, bem como marcacdes das bandas
citadas, evidenciando os picos correspondentes. Vale ressaltar que as marcacoes
foram feitas um pouco antes de cada pico (a direita de cada um deles) para nao
dificultar sua visualizag&o.

2944 1240
2863 2300 1721 1478 1268 1160

AmoO
Am20

Am40
Am60 \j
Am80

Transmitancia

“\/” —\ Al
%--»\
“\_/

B
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Comprimento de Onda (cm™?)

Figura 5.2 Espectro do FTIR das diferentes amostras preparadas, evidenciando a presenca
do polimero pelas marcagdes e bandas destacadas, indo da amostra sem polimero (AMO) até

a de maior concentracdo do mesmo (AM80).
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5.3. CARACTERIZAGAO MAGNETICA

Particulas superparamagnéticas exibem um comportamento magnético
caracteristico que é a falta de histerese na sua curva de magnetizacao, resultado de
uma remanéncia nula na auséncia de um campo externo. Essa caracteristica permite
que elas possam ser utilizadas em diversas aplicacdes biomédicas. Assim, é possivel
guia-las para um determinado local de interesse, gerar calor servindo de fonte para
tratamento de hipertermia ou liberacdo controlada de farmacos, ou ainda utilizadas
para contraste em exames de ressonancia magnética como o caso da magnetita
recoberta com dextran (NARAYAN, 2009). Como o propdésito do presente trabalho é
a pesquisa de NPs com funcionalizacdes e recobrimentos que as permitam atuar
como vetores biomédicos, é importante que caracteristicas como sua magnetizacao

sejam mantidas, e se possivel, melhoradas.

Estudos mostram que ainda hd um vasto campo de pesquisa sobre como
melhorar as propriedade magnéticas das NPs, buscando otimizar sua magnetizacao
para que uma menor quantidade possa ser utilizada em tratamentos, evitando a
citotoxicidade, a bioincompatibilidade, e que aumentem seu tempo de permanéncia
em meio fisiolégico, sem serem reconhecidas e retiradas. Além disso, menores
quantidades utilizadas também acarretariam menores custos na sua sintese, o que é
também o objetivo de muitos trabalhos de pesquisa (KUMAR; MOHAMMAD, 2011).

Visto que pesquisas realizadas com recobrimentos e funcionalizacbes mais
espessas com polimeros resultaram em uma diminuicdo da magnetizacdo, e uma
saturacdo em valores menores de campo magnético (HYUN, 2015; WANG et al.,
2018a), no presente trabalho foram utilizadas quantidades menores do polimero PCL,
para que a funcionalizacdo superficial se fizesse presente, como jA mostrado pelo
FTIR, mas ao mesmo tempo nado diminuisse a magnetizacdo do material, para que
futuras aplicacbes como agente de hipertermia e liberacdo de farmacos por diferenca

de temperatura ndo fossem prejudicadas.

A Figura 5.3 apresenta o comportamento magnético das NPs com e sem
polimero, tendo suas medidas de magnetizacdo em funcdo do campo magnético a
temperatura ambiente. E notavel que todas as curvas de histereses possuem
remanéncias (M;) e coercividade (Hc) despreziveis, comprovando que as NPs
possuem comportamento superparamagnético, viabilizando aplicacdes biomédicas
(AMICI et al., 2012).
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Ao observar a Figura 5.3, também € possivel notar um leve aumento na
magnetizacdo nas amostras que possuem o polimero. Esse resultado vai contra o
encontrado em alguns estudos, onde o recobrimento polimérico resultou em uma
diminuicdo da magnetizacéo das particulas, sendo isso justificado pelo fato de que um
maior recobrimento ocasionaria uma menor quantidade de particulas magnéticas por
massa (HYUN, 2015; WANG et al., 2018a). Contudo, nem sempre as moléculas do
revestimento cobre toda a superficie das nanoparticulas magnética a ponto de reduzir
sua magnetizacdo (PANTA, 2013). Algumas vezes, o tratamento pode acarretar em
alteracdes superficiais que facilitem a ordenacdo dos momentos ou, ainda, podem
preservar a fase magnetita, diminuindo sua oxidacdo a maghemita (MARTINS, 2019).
Isso pode ter ocorrido nas amostras tratadas com o polimero PCL no presente
trabalho, onde essas oxidaram menos, tendo uma maior concentragao de magnetita.
Como consequéncia, 0 magnetismo aumentou em relacdo as amostras sem PCL.
Além disso, observa-se um decaimento na magnetizacdo da amostra Am80 (A5 80
na Figura 5.3), o que poderia ser uma combinacao dos estudos acima, onde ela ainda
teria um grau maior de magnetita que a NP sem polimero. No entanto, a quantidade
de polimero daria origem a uma menor relacao entre a quantidade de NPM e de PCL

no conjunto, diminuindo a magnetizacdo em relacéo as demais amostras tratadas.

Uma vantagem, como ja discutido, esse aumento ocorrido da magnetizacao
poderia ser utilizado para diminuir a quantidade de NP necesséaria em tratamentos
como hipertermia, tendo ainda a mesma producdo de calor, com menores riscos.
Alguns estudos jA mostram que a utilizacdo de estruturas do tipo core-shell, e
alteracdes no tamanho podem otimizar a magnetizacdo, potencializando-as a serem
aplicadas em tratamentos por hipertermia (KUMAR; MOHAMMAD, 2011).
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Figura 5.3 Magnetizacdo em funcdo do campo magnético aplicado, a temperatura ambiente,
das NPs sintetizadas com e sem o polimero PCL.

5.4. MORFOLOGIA DAS NANOPARTICULAS
A Figura 5.4 apresenta imagens obtidas por microscopia eletrbnica de
transmissdo das NPs sintetizadas. A Figura 5.5 apresenta os graficos com a

distribuicdo do tamanho das particulas agora por tratamento aplicado (sem e com o
polimero PCL).
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Figura 5.4 Imagens por MET das nanoparticulas, e distribuicdo dos cristalitos; a) AmO; b)
Am20; c) Am40; d) Am60; e) Am80.
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Observando as imagens de MET da Figura 5.4, ndo é possivel visualizar a
camada de revestimento polimérico, fato também ja relatado por alguns autores que
utilizavam a PCL ou até mesmo outros polimeros e recobrimentos organicos, 0s quais
também n&o visualizaram o recobrimento por meio de microscopia eletrbnica de
transmissdo, e comprovaram a existéncia da modificacdo superficial por meio de
FTIR, como realizado no presente trabalho (DUTTA et al., 2018a; JIA et al., 2012a;
KARIMI et al., 2017; YOU et al., 2019).

Pelos graficos da Figura 5.5, € possivel observar uma certa regularidade entre
as distribuicbes de tamanho dos cristalitos produzidos, com pequenas variagcdes no
tamanho médio (entre 9 e 11 nm). A morfologia, assim como o tamanho obtidos, séo
semelhantes aos de outros trabalhos (CHEN et al., 2013; DUTTA et al., 2018a; JIA et
al., 2012a; PANTA, 2013; YOU et al., 2019).
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Figura 5.5 Distribuicdo do tamanho dos cristalitos obtidos pelo MET sem e com tratamento
com o polimero PCL.
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Foi utilizada também a microscopia eletrbnica de varredura, a fim de se
entender um pouco melhor a morfologia das NPs obtidas. A Figura 5.6 mostra imagens
por MEV das NPs sem e com o polimero PCL. Pelas imagens, é possivel notar que
as NPs se aglomeram em blocos maiores, também visivel no MET, o que ja é
esperado por conta da forca de atracdo delas, em busca de um estado de menor
energia livre, reduzindo o tamanho da sua interface com o meio. Contudo, é possivel
observar também que os aglomerados das NPs sem PCL possuem formatos mais
definidos e retos, enquanto as que possuem polimero tém aglomeracfes mais
amorfas, levemente arredondadas, e com um maior nimero de aglomerados
menores. Provavelmente, isso pode ser resultante de uma suposta interagcdo com o
polimero, e a formacdo de uma matriz polimérica, onde as NPs estariam dispersas
(PANTA, 2013; WANG et al., 2018a, 2018b).
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Figura 5.6 Imagens por MEV das nanoparticulas; a) AmO; b) Am20; c) Am40; d) Am60; e)
Am80.

Alguns trabalhos da literatura, em que a quantidade de polimero usada foi
maior, foi possivel a visualizacdo de microesferas do polimero, com cerca de 500 nm,
contendo as NPs no interior, mas que tiveram um certo comprometimento nos
resultados das analises de DRX e VSM (HYUN, 2015; WANG et al., 2018a), além de

que, particulas com esse tamanho jA comecam a ficar muito proximas do tamanho
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limite para passagem pelos poros das células tumorais (KUMAR; MOHAMMAD,
2011).

Alguns outros pesquisadores, na sintese e tratamento com polimeros de NPs,
também utilizaram das duas técnicas de microscopia eletrénica para deteccao visual,
encontrando microesferas com o polimero pelo MEV, mas ao utilizar o MET, nao foi
possivel observar o recobrimento (PANTA, 2013; WANG et al., 2018b).

Pelo ensaio de DLS foi possivel observar uma diminuicAo do tamanho
hidrodindmico com o aumento da quantidade de polimero (tabela 5.2), indicando que
a modificacdo superficial realizada pela PCL aumentou a dispersdo das
nanoparticulas em meio aquoso, diminuindo sua tendéncia a aglomerar
(CHOWDHURY et al., 2018). O tamanho encontrado por essa técnica é maior que o
observada pela MET por conta da camada de hidratagéo que se forma ao redor das
NPM quando em solucdo, além da maior aglomeracdo jA que em condicdes
fisioldgicas as concentracdes de sais e afins fazem com que as particulas se juntem

mais ainda para diminuir o efeito do meio sob elas (DUTTA et al., 2018b)

Tabela 5.2 Tamanho hidrodindmico das nanoparticulas analisado por DLS

Amostra Tamanho Hidrodinamico (nm)
AmO 466,50 + 13,47
Am20 336,20 + 31,48
Am40 290,18 £ 7,72
Am60 282,40 £ 10,33
Am80 267,78 £ 6,01

5.5. VIABILIDADE CELULAR

Para saber se o material produzido poderia ser utilizado para aplicacdes
biomédicas, e se ter uma no¢do da dosagem que poderia ser utilizada, ensaios de
viabilidade celular foram realizados. Esses testes servem para garantir que o material
por si sO, sem estar carreando nenhum principio ativo, nem submetido a alteracéo do

campo magnético para geracao de calor, ndo seria citotoxico, ja que seria um material
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para aplicacdo sistémica, que teria contato com basicamente todo o corpo antes de

ser direcionado para o local de interesse.

Como ja explicado, utilizou-se do MTT para avaliar a citotoxicidade, testando 5
concentragbes diferentes de cada uma das NPs sintetizadas. Estudos realizados
mostram que a magnetita € biocompativel, e em doses adequadas nao acarreta em
diferencas significativas para o crescimento celular (YOU et al., 2019). Trabalhos que
utilizaram a PCL também obtiveram resultados positivos para seu uso, comprovando
sua biocompatibilidade (HYUN, 2015; WANG et al., 2018a; ZHANG et al., 2014). Os
graficos da Figura 5.7 mostram os resultados obtidos no presente trabalho, que, de

modo geral, vao de encontro com a literatura previamente citada.
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Figura 5.7 Resultados do ensaio de viabilidade celular de a) AmO; b) Am20; c) Am40; d)
Am60; e) Am80, com estatistica feita por teste de tukey com p>0,05. O * mostrando as
concentracdes de 500 e 2000 pg/mL que tiveram diferenca significativa entre elas.

Nos resultados da Am80 (Figura 5.7e) apresenta-se uma diferenca significativa
entre as concentracdes de 500 e 2000 pg/mL, com a ultima apresentando uma
aparente maior viabilidade celular, o que poderia estar relacionado com o fato de
maiores dosagens das NPs interferirem na leitura do ensaio. A diferenca pode ter sido
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feita presente somente na Am80 pelo fato que quanto maior a concentracdo do
polimero nas nanoparticulas, maior seria a dispersdo dessas no meio fisiolégico, ja
gue o recobrimento serviria para sua maior estabilizacédo (DUTTA et al., 2018a). Desta

forma, as NPM estariam mais disponiveis e em maior contato com as ceélulas.

Para confirmar a viabilidade celular, e observar a morfologia das mesmas, foi
realizado o ensaio de microscopia de fluorescéncia com a marcacéo de células vivas
e mortas. Pelas imagens é possivel notar que existem células viaveis em todos os
tratamentos (verde), ndo existindo muitas mortas (em vermelho), nem uma diferenca
muito grande quando comparadas com as imagens-controle, 0 que vai ao encontro do
observado pelo MTT e o relatado em bibliografias (DUTTA et al., 2018a; HYUN, 2015;
WANG et al., 2018a; YOU et al., 2019). As imagens dos po¢os controles se encontram
isoladas na Figura 5.8.

E possivel notar que em todas as NPs as imagens correspondentes & maior
concentracdo de NPs (Figuras 5.9j, 5.10j, 5.11j, 5.12j e 5.13)) tém uma visivel menor
densidade de células do que o controle, apesar de ainda ndo ter uma deplecéo
negativa significativa presente no MTT. Na imagem da Am80 de concentragdo mais
alta, é possivel notar a presenca de mais células mortas (pontos vermelhos da Figura
5.13)), o que confirma que a diferenca positiva observada pelo ensaio do MTT pode
ser devido a alta concentracdo das NPs, que poderiam também estar levando ao inicio
de uma citotoxicidade nas células por conta da sua presenca exacerbada. Isto sugere
uma tendéncia a toxicidade a partir de um certo limiar de concentracdo das NPs

utilizadas, podendo ser um bom indicativo para dosagens terapéuticas.
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Figura 5.8 Imagens de microscopia de fluorescéncia com a marcacdo de células vivas e
mortas dos poc¢os controle, sem a presenca de NPs. a) aumento com de 5x; b) aumento de
20x.
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Figura 1.9 Imagens de microscopia de fluorescéncia com a marcacdo de células vivas e
mortas NPS AmO. a) controle; b) Am0 100 pg/mL; c) AmO 500 pg/mL; d) AmO 1000 pg/mL; e)
AmO 2000 pg/mL; aumento de 5x;e f) controle; g) AmO 100 pg/mL; h) Am0 500 pg/mL; i) AmO
1000 pg/mL; j) AmO 2000 pg/mL 20x de aumento.
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Figura 5.10 Imagens de microscopia de fluorescéncia com a marcacao de células vivas (todas
as que estdo em verde) e mortas (pontos vermelhos, como o indicado pela seta azul na
imagem J) das NPS Am20. a) controle; b) Am20 100 pg/mL; c) Am20 500 pg/mL; d) Am20
1000 pg/mL; ) Am20 2000 pg/mL; aumento de 5x; e f) controle; g) Am20 100 pg/mL; h) Am20
500 pg/mL; i) Am20 1000 pg/mL; j) Am20 2000 pg/mL 20x de aumento.
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Figura 5.11 Imagens de microscopia de fluorescéncia com a marcagao de células vivas todas
as que estdo em verde) e mortas (pontos vermelhos, como o indicado pela seta azul na
imagem J) das NPs Am40. a) controle; b) Am40 100 pg/mL; ¢) Am40 500 pg/mL; d) Am40
1000 pg/mL; e) Am40 2000 pg/mL; aumento de 5x;e f) controle; g) Am40 100 pug/mL; h) Am40
500 pg/mL; i) Am40 1000 pg/mL; j) Am40 2000 pg/mL 20x de aumento.
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Figura 5.12 Imagens de microscopia de fluorescéncia com a marcagdo de células vivas
(todas em verde) e mortas (pontos vermelhos) das NPS Am60. a) controle; b) Am60 100
pg/mL; ¢) Am60 500 pg/mL; d) Am60 1000 pg/mL; e) Am60 2000 pg/mL; aumento de 5x;e f)
controle; g) Am60 100 pg/mL; h) Am60 500 pg/mL; i) Am60 1000 pg/mL; j) Am60 2000 ug/mL
20x de aumento.
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Figura 5.13 Imagens de microscopia de fluorescéncia com a marcacao de células vivas (todas
em verde) e mortas (pontos vermelhos, como o representado pela seta na imagem J) NPS
PCL80. a) controle; b) Am80 100 pg/mL; c) Am80 500 pg/mL; d) Am80 1000 pg/mL; e) Am80
2000 pg/mL; aumento de 5x;e f) controle g) Am80 100 pg/mL; h) Am80 500 pg/mL; i) Am80
1000 pg/mL; j) Am80 2000 pg/mL 20x de aumento.
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"PRINCIPAIS ACHADOS, QUAL O INDICADO

Assim com esses resultados € possivel notar que por

6. CONCLUSOES

ApOs a realizagdo do trabalho experimental, € possivel inferir as seguintes

conclusoes:

- A metodologia aplicada consegue produzir nanoparticulas de 6xido de ferro
de tamanho satisfatério para aplicacdo nos tratamentos de cancer como DDS e

hipertermia e com comportamento superparamagnético;

- Foi possivel confirmar que as nanoparticulas eram majoritariamente

magnetitas, como o desejado, por meio do DRX;

- Por meio de ensaios microscopicos, foi possivel notar que as particulas
apresentavam homogeneidade morfologica, com pouca diferenca nos tamanhos

meédios, e com certa tendéncia a formar aglomerados;

- Foi possivel incorporar o polimero PCL nas nanoparticulas pelo presente

método, e foi possivel constatar por FTIR sua presenca nas NPs tratadas;

- O DSL mostrou que a presenca do polimero na superficie diminuiu o tamanho
hidrodindmico das particulas, mostrando uma maior estabilidade coloidal dessas, 0

gue favorece seu uso em aplicactes biomédicas.

- O VSM comprovou o comportamento superparamagnético, indicando que as
nanoparticulas poderiam ser utilizadas como tratamento de hipertermia, bem como
seria possivel um direcionamento das mesmas com a utilizacdo de um gradiente de
campo magnético, para utilizacdo de hipertermia localizada e liberacédo controlada de

farmacos;

- Pelo VSM foi possivel constatar que a presenca do polimero ndo alterou as
propriedades magnéticas das nanoparticulas, como o ocorrido com revestimentos
mais espessos, permitindo assim uma possivel utilizacdo otimizada delas para

tratamento de hipertermia e liberagdo controlada de farmacos;

- Os ensaios de viabilidade celular mostraram que as nanoparticulas ndo eram
citotoxicas por si sO na maioria das concentracdes, confirmando sua possivel
utilizag&o sistémica no corpo sem causar danos aos tecidos e células sadias a medida

gue é encaminhado para o lugar de interesse;
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- Por meio da microscopia de fluorescéncia foi possivel notar que na dosagem
mais alta, principalmente paraa NP com maior quantidade de polimero, ocorre o inicio
de certa citotoxicidade, podendo perceber um limite da concentracéo que poderia ser

utilizada como veiculo de tratamento;

- Foi possivel concluir que as NPs produzidas por esse método apresentam
propriedades magnéticas e biocompativeis que as conferem um potencial de
aplicacédo biomédica para tratamento do cancer como DDS e hipertermia, podendo
utilizar o polimero como ancora para principios ativos, e as NPs como veiculos para
produzir a hipertermia. Acrescenta-se a isso que o método € de baixo custo, tanto pela

matéria-prima empregada quanto pela simplicidade de sua rota processual.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

O presente trabalho teve um maior enfoque na producdo, modificacdo superficial
das nanoparticulas de magnetita, e assim uma observacao nas alteracdes que suas
propriedades de interesse poderiam sofrer, para confirmar sua possivel aplicacao
como veiculos para tratamento de cancer, de modo a ser uma metodologia barata, de

facil reproducao e passivel a um escalonamento.

Confirmada a manutencao das propriedades de interesse, como o magnetismo e
a biocompatibilidade, os proximos passos seriam a incorporacao de principios ativos,
que sao utilizados no tratamento de cancer, a fim de conseguir um tratamento mais
direcionado, com uma menor quantidade do farmaco sendo necessaria, evitando
assim maiores efeitos colaterais e maior eficiéncia. Necessitando a realizacao de
estudos dessa incorporacdo, bem como do tempo e perfil de liberacdo, para que

dosagens adequadas fossem estabelecidas.

Outra diretriz a ser tomada seriam testes in vitro da hipertermia das NPs, para
verificar sua eficacia no tratamento do cancer por essa vertente, e assim acoplando
mais de um tratamento no mesmo vetor, que j& seria um vetor biocompativel, e assim

otimizaria o tratamento.

Poderia também ser estudada a possibilidade de concentracdes maiores de
polimeros, ou ainda a incorporacdo de um outro polimero em conjunto, para que
conseguisse uma maior abrangéncia de farmacos que poderiam ser utilizados, e as
concentracbes que seria possivel inserir do mesmo, contemplando uma maior

bioestabilidade.

Testes posteriores in vitro também poderiam ser feitos, uma vez definida as
questdes anteriores, para comprovar o direcionamento das NPs por meio de um
gradiente de campo, e liberacdo de principios ativos nos locais de interesse, bem
como avaliar os efeitos colaterais obtidos por metodologias mais direcionadas dos
farmacos utilizados para o tratamento de canceres, e a eficacia da hipertermia em

conjunto.
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