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RESUMO

O objetivo desde projeto é sintetizar complexos nanoestruturados formados
por 6xidos de ferro e 4-sulfato de condroitina (4-SC). Dois métodos de sintese
quimica foram empregados. No primeiro, nanoparticulas de magnetita foram
sintetizadas por meio da técnica de coprecipitacdo em meio aquoso, funcionalizadas
com 4-sulfato de condroitina por meio da técnica de automontagem e em seguida
dispersas em pH neutro. Na segunda rota de sintese, as nanoparticulas de
magnetita foram coprecipitadas na presenca do 4-sulfato de condroitina e suspensas
em meio aquoso com pH neutro. A espectroscopia Raman foi empregada para
identificar a fase do 6xido de ferro produzido, cujo resultado confirmou a sintese de
magnetita. A analise dos espectros obtidos no infravermelho e dos dados de
potencial zeta confirmaram a presenca da cobertura de 4-sulfato de condroitina. Em
adicao, os resultados mostraram também diferengas no modo de interacdo do 4-SC
com a superficie das particulas produzidas por meio dos diferentes métodos de
sintese. Também foi realizado um monitoramento da estabilidade coloidal em meio

bioldgico tais como a solugao tampéo fosfato (PBS) e meio de cultura DMEM.



ABSTRACT

The aim of this study is to produce nanostructured complexes of iron oxides
and chondroitin-4-sulphate (C4S). Two synthesis routes were employed. On the first,
magnetite nanoparticles were synthetized via the technique of coprecipitation in
aqueous media, functionalized with chondroitin-4-sulphate via the layer-by-layer
technique and then dispersed in neutral pH. On the second method, the magnetite
nanoparticles were precipitated in the presence of chondroitin-4-sulphate and
peptized in aqueous media with neutral pH. Raman spectroscopy was used to
identify the iron oxide phase, confirming the synthesis of magnetite. The analysis of
the infrared spectra and the data from zeta potential confirmed the presence of
chondroitin-4-sulphate on the nanoparticles surface. In addition, the results indicated
that the attachment of chondroitin-4-sulphate at the nanoparticle surface depends on
the synthesis method. The colloidal stability was monitored in biological media,

including phosphate buffer solution and DMEM culture medium.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento da nanotecnologia requer um conhecimento
multidisciplinar e envolve a pesquisa e o desenvolvimento de materiais que
apresentem pelo menos uma das suas dimensdes em escala nanométrica (na faixa
de 1 a 100 nm)!". Devido & baixa dimensionalidade, os nanomateriais possuem uma
reducdo da simetria translacional de longo alcance e uma grande razao area
superficial-volume, em consequéncia, suas propriedades Opticas, elétricas,
mecanicas, quimicas e magnéticas tornam-se dependentes das dimensbes, e sao
diferentes das apresentadas pelo mesmo material em escala macroscopica® *!. Por
exemplo, os Oxidos de ferro nanoparticulados apresentam comportamento
superparamagnético, e sdo chamados de 6xidos de ferro superparamagnéticos,
representados por SPIO (do inglés superparamagnetic iron oxides)?. O
superparamagnetismo é um fenbmeno similar ao paramagnetismo, onde os
materiais perdem a sua magnetizagdo quando o campo magnético € removido, no

entanto, sua magnetizagao de saturagao € muito maior.

A produgédo de nanomateriais tem se intensificado na ultima década, e gragas
ao desenvolvimento da quimica de coloides, dos processos de funcionalizacdo da
superficie dos nanocristais, das técnicas de automontagem e das sofisticadas
técnicas de caracterizacdo, é possivel fabricar estruturas com dimensdes proximas

as de células, virus, proteinas e até de genes® *®

. Como exemplo, pode-se citar as
nanoparticulas magnéticas, os lipossomas, as nanocapsulas, as nanoesferas e os
nanotubos de carbono, a maioria deles de interesse para a area biomédica. Entre as
particulas magnéticas, os Oxidos de ferro de estrutura espinélio cubica e

ordenamento ferrimagnético apresentam comportamento superparamagnético e

biocompatibilidade, ndo sendo tdxicas, propriedades que as credenciam para
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aplicagdes em nanomedicina. A partir desses nanocristais, € possivel construir
plataformas dispersas em meio liquido, que, uma vez no organismo, podem ser
guiadas por um gradiente de campo magnético aplicado, ou por meio de
reconhecimento biolégico, para atingir um alvo no organismo. As aplicacbes
biomédicas mais promissoras na area de diagndstico sdo a melhora de contraste
Nnos exames por ressonancia magnética e os biosensores; enquanto que como
terapia tem-se a magnetohipertermia, terapia génica (magnetofection) e veiculos
carreadores de droga (drug delivery), com propriedades de liberagao controlada de

drogast* ™4

. As drogas podem ter liberacdo controlada por meio de estimulos
quimicos, fisicos ou biolégicos. Em adigdo, esses sistemas de liberacédo de drogas
apresentam melhor estabilidade e maior taxa de absorgéo pelos tecidos biolégicos e
especificidade, resultando na diminuicdo de efeitos colaterais!'™. Algumas
aplicagdes, como o aumento do contraste em exames de ressonancia magnética, ja
sao utilizados em humanos. Como aplicagdes in vitro pode-se citar as técnicas de

separagao magnética de alta precisdo. Em adigdo tem-se as aplica¢des tecnoldgicas

tais como memodrias!'®, sensores quimicos!'”), transformadores!'®, entre outros.

Dentre os Oxidos de ferro nanoparticulados, a magnetita (Fe;0,) e a
maghemita (y — Fe,05) sdo as mais estudadas para aplicagbes biomédicas. Quando
as nanoparticulas magnéticas (NPMs) sédo dispersas em meio liquido, é obtido um
coloide estavel chamado de fluido magnético (FM), ferrofluido ou nanofluido. Se o
FM é colocado sob acdo de um campo magnético externo, o sistema age
macroscopicamente como uma unica fase liquida!'®. Cada uma das aplicacdes nas
diferentes areas requerem nanoparticulas com caracteristicas fisicas e quimicas
especificas, como o formato, dimensdo, morfologia, carga superficial, grupos

funcionais e estabilidade em meios polares ou apolares. Essas caracteristicas sao
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controladas durante a fase de fabricagdo do complexo magnético. O complexo é
formado pela nanoparticula magnética (nucleo) com a superficie funcionalizada. Na
preparagao desses sistemas biolégicos hibridos, utilizam-se normalmente
nanoparticulas magnéticas, com diametros inferiores a 15 nm, que sé&o
funcionalizadas com moléculas biocompativeis, as quais desempenham dois papéis
fundamentais na preparagao desses fluidos: i) conferir as particulas um mecanismo
para promover a estabilidade coloidal e ii) servir como agente de acoplamento para
a imobilizacdo de biomoléculas passiveis de reconhecimento por receptores
especificos. Por exemplo, no caso das aplicagdes biomédicas, a cobertura deve
apresentar sitios disponiveis para ancorar drogas, anticorpos, marcadores, entre
outros. Em adicdo, a cobertura também deve evitar que o complexo seja facilmente
reconhecido pelo sistema reticuloendotelial, permanecendo mais tempo na corrente
sanguinea, no caso de aplicagdes in vivo. As propriedades estruturais, quimicas,
magnéticas e biocompatibilidade do complexo s&o caracteristicas do nucleo,
enquanto que a cobertura, além de ser biocompativel, & responsavel pela
estabilidade e disponibilidade de sitios para o ancoramento de entidades bioldgicas,

dependendo da aplicagao especifica.

Entre os processos de preparacdo do complexo magnético, este pode ser
sintetizado na presenca do surfactante, por exemplo um polimero em meio aquoso
ou outra molécula, obtendo-se o nucleo com a superficie tratada em uma Unica
etapa, e depois disperso em meio aquoso ou apolar. No caso de aplicacbes em
biomedicina, caso o nucleo ja funcionalizado seja sintetizado em meio apolar devera
ocorrer a troca de ligante para posterior dispersdo em meio aquoso. Em outra
técnica, o nucleo de 6xido de ferro pode ser sintetizado em meio aquoso, seguido do

tratamento superficial e dispersdo em meio polar. Entre os materiais biolégicos mais
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utiizados para a funcionalizagdo de sistemas SPIO estdo o DMSA (acido

dimercaptossuccinico), citrato, dextran, entre outros polimeros®?®

. Dada a grande
disponibilidade de biopolimeros, as SPIONs com cobertura polimérica, também
chamadas de nanocompdsitos, sdo adequadas para aplicagdes biomédicas in vivo,
pois exibem os beneficios de uma alta magnetizacdo de saturagéo,

superparamagnetismo, estabilidade coloidal e alta biocompatibilidade devido a sua

baixa toxicidade tanto no nivel celular quanto fisiolégico®.

Para o tratamento superficial das nanoestruturas sintetizadas, pode ser
acoplado um polimero por meio da técnica de automontagem camada por camada,
ou LbL (do inglés, layer-by-layer). Esta técnica tem sido utilizada com sucesso para
encapsulamento de SPIONs, seja para a formagdo de estruturas planares®®! ou
esféricas (capsulas)??. Em uma abordagem simples, a técnica consiste na adsorcéo
de polieletrolitos ou NPs de cargas opostas através de interacdes eletrostaticas?",
produzindo complexos com mono ou multicamadas, podendo encapsular uma
grande carga de drogas. Em adi¢cao, essas capsulas podem ser preparadas com
propriedades especificas dependendo da aplicacdo®®. Estes complexos com
polieletrolitos e nanomateriais magnéticos podem responder a variagdes do pH do
meio, adequados ao papel de carreadores de drogas. A técnica de automontagem
permite um controle a nivel molecular, bem como a deposicdo de monocamadas,
sendo uma técnica de alta precisdo e preparacao relativamente simples?¥. A técnica
tem sido utilizada para a produgdo de nanoparticulas de maghemita cobertas com
poli(etilienoimna) (PEI) e polietilenoglicol-acido poliglutdmico (PEO-PGA) para a

producdo de carreadores??.

Um dos polimeros biocompativeis que tem atraido bastante interesse

ultimamente é o sulfato de condroitina (SC)®?°>*. O SC é um componente importante



21

da matriz extracelular da cartilagem e é conhecido pela sua agao anti-inflamatéria e
pela produgao de syndecan, receptor celular que interage com proteinas de adeséo,

células e com a matriz extracelular®* *°!

. O SC é um glicosaminoglicano (GAG)
polieletrdlito anidnico natural que consiste em unidades repetitivas dos dissacarideos
acido D-glucoronico e N-acetilgalactosamina, sendo sulfatado na posi¢céo 4- ou 6-,

obtendo o nome de 4-sulfato de condroitina (4-SC) ou 6-sulfato condroitina (6-SC).

Os (glicosaminoglicanos (GAGs) sulfatados compdem um grupo de
polissacarideos lineares presentes na matriz extracelular dos tecidos humanos®.
Juntamente com os GAGs nao-sulfatados, sao responsaveis pelas principais
propriedades fisico-quimicas dos diferentes tipos de matrizes extracelulares dos
tecidos, contribuindo principalmente para a rigidez e resiliéncia, mantendo, ao
mesmo tempo, a capacidade de retencéo intersticial de agua®®’\. Quando purificados,
possuem uma grande variedade de aplicagbes farmacoldgicas e cosméticas.
Exemplos de GAGs sao o acido hialurénico, que € utilizado na recuperacao de
cartilagens®® e como modulador da cicatrizacdo®; a heparina, que é muito
empregada como agente anticoagulante, e o SC, que, por possuir propriedades
hidrofilicas que permitem a cartilagem absorver grandes quantidades de agua e,
portanto, absorver forgas compressivas, pode ser utilizado como pele artificial®* %!,

O SC ganhou popularidade nos anos recentes como potencial agente terapéutico

para a osteoartrite (OA)P4.

A OA é uma doenga articular cronica, progressiva e degenerativa que é
particularmente comum nas articulagdes que suportam peso, sendo considerada um

B34 Em resposta & demanda por terapias mais eficientes

problema de saude publica
para a OA, varios farmacos tém sido pesquisados, incluindo o uso do SCH*". Um

estudo recente demonstrou a eficacia de uma dose de SC intra-articular para o
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tratamento da OA em equinos*?. Em adicdo, estudos de aplicagdes do SC

[41,43

realizados in vitro ! também obtiveram sucesso com a terapia para a OA.

Na literatura existem poucos trabalhos sobre materiais nanoparticulados
relacionados com o SC, tais como a sintese de nanoparticulas magnéticas (NPMs)
em solucao de SC e a producdo de nanoestruturas de varios formatos de ouro ou
pratal*“®!. Por exemplo, Wilson e colaboradores produziram nanobastdes de ouro
nos quais moléculas de 4-SC foram acopladas por meio do processo de
automontagem via atracdo eletrostatical®. Mais especificamente, estudos
envolvendo particulas SPIO foram desenvolvidos por Aoyagi e colaboradores, que
prepararam um coloide composto por nanoparticulas de magnetita funcionalizadas
com 4-SC*¥. Para obter o coloide, a sintese foi realizada na presenca do SC. Os
autores constataram que, quanto maior a proporgdo de Fe?*/Fe3*, menor é o
tamanho das nanoparticulas. Recentemente, Guilherme e colaboradores
desenvolveram um hidrogel com nanoesferas de magnetita contendo 4-SC com a
ajuda de um carreador (metacrilato de glicidio)*®. Entretanto, ndo foram
encontrados trabalhos que estudassem a toxicidade desses sistemas

nanoestruturados com SC e sua influéncia nos sistemas bioldgicos.

Neste contexto, este projeto propdbe a preparagdo de biocomplexos
magnéticos de oOxidos de ferro por meio de duas rotas de sintese diferentes e o
estudo da estabilidade dos dois coloides em meio biolégico. Em um dos métodos
empregados, as particulas de SPIO foram precipitadas na presenga de 4-SC;
enquanto no segundo, a superficie das particulas SPIO foi funcionalizada com 4-SC
por meio da técnica de automontagem. Foi realizada também a avaliagdo da

estabilidade em meio biolégico dos complexos produzidos.
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A dissertacao esta organizada da seguinte forma: o Capitulo 2 descreve os
conceitos de materiais magnéticos, 6xidos de ferro nanoparticulados e suspensdes
coloidais, assim como as técnicas de sintese. No Capitulo 3, sdo abordadas as
técnicas de caracterizacdo de suspensdes coloidais e solidos nanoparticulados que
foram produzidos no decorrer deste projeto. No Capitulo 4, os procedimentos
experimentais estdo descritos. No Capitulo 5, sdo apresentados e discutidos os

resultados obtidos. As conclusdes sédo apresentadas no Capitulo 6.
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2 PROPRIEDADES E SINTESE DOS FLUIDOS MAGNETICOS
2.1 MAGNETISMO

As propriedades magnéticas dos materiais provém do movimento dos
elétrons, em forma de movimento orbital e angular, gerando um momento
magnético!*’!. Desta forma, todo material pode apresentar propriedades magnéticas,
entretanto, sdo considerados materiais magnéticos aqueles que possuem
comportamento ferromagnético ou ferrimagnético®®l. Os elétrons que contribuem
para o momento magnético do material sdo aqueles desemparelhados ou presentes
nas camadas incompletas, como a 3d nos elementos de transi¢ao (ferro, cobalto e

niquel) e a 4f, nas terras-raras!*’..

A indugdo magnética B é definida como a resposta do material na presenca

de um campo magnético He é dada por:

(2.1.1)

—

B=u
onde p é a permeabilidade do meio. E importante notar que p ndo é constante para

cada material, apesar de que em alguns casos a variagao seja pequena. Entretanto,

no vacuo, B é uma func¢ao linear de H, portanto:

L (2.1.2)
B = IJ.()H

onde po é a permeabilidade no vacuo (41 x 10° H/m).
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Quando os momentos magnéticos individuais associados aos elétrons em um

material solido homogéneo e isotropico estdo alinhados, o material apresenta
magnetizagcdo (M), definida como o momento magnético (m) por unidade de volume

(V):

_ (2.1.3)
M =

<| 8l

A magnetizagdo aumenta a medida que os momentos magnéticos se alinham
na mesma dire¢ao até atingir a saturagao, chamada de magnetizagao de saturagao
(Mg), onde todo os momentos magnéticos encontram-se alinhados. Como a propria
magnetizagdo do material contribui para a indugdo magnética, a equagao 2.1.2 pode

ser reescrita relacionando B, H e M:
_ R (2.1.4)
B=uH+M)

onde uoﬁ € a indugcdo gerada pelo campo H, e uol\_/f € a inducido adicional

proveniente do magnetismo do material.

O comportamento magnético dos materiais pode ser classificado de acordo
com o arranjo dos seus momentos de dipolo magnético quando estdo na presenga

ou ndo de um campo magnético. A susceptibilidade magnética () indica a resposta
do material a um campo magnético H, e é dada por:

(2.15)

—

X = .’.ﬁ:HX

Tl 2

Quando um material possui suscetibilidade magnética negativa (x < 0), ele é
classificado como diamagnético. Se a susceptibilidade for positiva, mas muito

pequena em relacdo a os dos materiais ordenados, o material € chamado
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paramagnético. Os materiais ordenados podem ser ferromagnéticos, ferrimagnéticos

ou antiferromagnéticos.

Os matérias diamagnéticos, na auséncia de um campo externo aplicado, nao
apresentam magnetizagdo, uma vez que os elétrons encontram-se emparelhados
com os spins antiparalelos. A formacdao do momento de dipolo nesses materiais

ocorre somente quando sdo submetidos a um campo externo, o que ocasiona uma
variagdo temporaria do movimento orbital. Quando um campo magnético H é

aplicado, os momentos se alinham em direcdo oposta a do campo aplicado e a

suscetibilidade é negativa. Este comportamento € ilustrado na Figura 2.1.1.

Diamagnetismo
H=0 q H g
QQQQQ @@@@@
ONORONONO © 0 0 oo

Figura 2.1.1 — llustragdo dos momentos de dipolo magnético nos materiais diamagnéticos apés a
aplicagédo de um campo magnético.

Os materiais paramagnéticos, possuem momento magnético por atomo
diferente de zero. Na auséncia de campo magnético, os momentos magnéticos
individuais encontram-se orientados aleatoriamente; entretanto, quando um campo
magnético é aplicado, ocorre um alinhamento dos momentos magnéticos na diregao
do campo, induzindo uma magnetizagéol\_/f paralela ao campo e, portanto, uma
suscetibilidade positiva. Uma ilustracdo deste fendmeno é apresentada na Figura
2.1.2. Apesar de possuir susceptibilidade positiva, a sua ordem de grandeza é

pequena.
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Paramagnetismo

H
A,
%
A,
%

Ono

Figura 2.1.2 — llustragdo dos momentos de dipolo magnético nos materiais paramagnéticos.

Dentre os materiais ordenados, os ferromagnéticos sdo aqueles que possuem
magnetizacdo espontdnea abaixo da temperatura de Curie (T¢). Acima da
temperatura T¢, a magnetizagdo espontanea € nula, uma vez que a energia térmica
é suficiente para desordenar os momentos magnéticos. O arranjo dos momentos de

dipolo magnéticos destes matérias € ilustrado na Figura 2.1.3.

Ferromagnetismo
H=0
CN, N, N, N N
NN A
N N N N N
NNV

Figura 2.1.3 — llustragdo do arranjo dos momentos de dipolo magnético nos materiais
ferromagnéticos.

Nos materiais ferrimagnéticos, a magnetizagcdo espontédnea é formada por
momentos magnéticos antiparalelos de diferentes magnitudes, conforme ilustra a

Figura 2.1.4.

Ferrimagnetismo
H=0

o0 0o
e ACR=NCRC

Figura 2.1.4 — llustragao do arranjo dos momentos de dipolo magnético nos materiais ferrimagnéticos.
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Nos materiais antiferromagnéticos, quando na auséncia de um campo
magnético, os dipolos magnéticos, de mesma intensidade, encontram-se alinhados
antiparalelamente, resultando em uma magnetizagcdo nula. Este fenbmeno é

ilustrado na Figura 2.1.5.

Antiferromagnetismo
H=0
N LN N LN LN
NS NS
CN LN N LN N
NNV AN

Figura 2.1.5 — llustragao do arranjo dos momentos de dipolo magnético nos materiais
antiferromagnéticos.

No estudo desses materiais, a magnetizacdo M ou indugdo magnética B do
material € estudada na presenga de um campo magnético externo H, originando a
curva de magnetizagao (ou curva de histerese), onde M ou B sao representados em

funcao de H.

A Figura 2.1.6 mostra uma curva de magnetizagao tipica para um material
ferromagnético, cujo comportamento da magnetizagdo (M) em fungédo do campo
magnético aplicado (H) pode ser descrito como: iniciando-se com o material
desmagnetizado (M = 0), a medida que o campo aumenta, a magnetiza¢ao induzida
aumenta gradativamente até atingir a magnetizacdo de saturacédo (M = Mg).
Observa-se que mesmo quando o campo magnético € removido, o material
apresenta uma magnetizagdo remanente (Mg). Invertendo-se o sinal do campo
magnético aplicado, a magnetizagdo do material é reduzida até chegar a zero. O
campo necessario para anular a magnetizagédo € chamado de campo coercivo (Hc).
O comportamento se repete se o campo, no sentido inverso, continuar crescendo,

até se obter novamente a Mg.
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==} /

Figura 2.1.6 — llustragéo de uma curva de histerese mostrando a magnetizacao de saturagéo (Mg), a
magnetizagcado remanente (My) e o campo coercivo (Hc) .

Dependendo da coercividade do material, este pode ser classificado como
magneticamente duro ou macio. Basicamente, um material com grande H; é
chamado de duro (imas permanentes, como os de geladeiras), enquanto o material
com baixa Hc. € chamado de macio (imds magnetizados e desmagnetizados

facilmente).

Cada uma dessas regides apresenta, numa primeira aproximagao, momentos
magnéticos alinhados em diferentes dire¢cdes. Dessa forma, quando um campo é
aplicado, os limites entre esses dominios — as paredes de dominios — movimentam-
se, proporcionando uma mudanga na magnetizacdo do material, fazendo com que
os dominios se orientem na diregdo do campo magnético aplicado*®. Quando o
tamanho de um material ferromagnético é reduzido, uma configuracdo energética
favoravel composta por multidominios ndao €& mais viavel, formando-se um

monodominio, com propriedades que ndo sao apresentadas pelo mesmo material
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em sua forma macroscopica. Este comportamento, denominado de

superparamagnético, sera apresentado a seguir.

2.1.1 Superparamagnetismo

Descoberto por Elmore em 1938 por meio do estudo de uma suspensao
coloidal de particulas de Fe;0,°% o superparamagnetismo é um fendmeno que
ocorre apenas em baixa dimensionalidade. Este fendmeno € similar ao
paramagnetismo, no sentido em que o material apresenta magnetizagdo nula na
auséncia de um campo externo, entretanto, a sua magnetizagdo de saturagédo é

muito maior, em torno de 10% a 10* vezes o momento magnético do elétron®",

Considerando-se particulas esféricas, a coercividade (H:) do material
depende do seu tamanho. Quando o didametro da particula se reduz, a coercividade
aumenta, atingindo um maximo no limite da passagem de multidominio para
monodominio. Na regido de multidominios, a magnetizagao varia de acordo com o
movimento das paredes de dominio. No limite de multidominios para monodominios,
representado pelo didmetro critico D¢, a coercividade atinge um maximo, seguido de
uma tendéncia a zero ao atingir o limite do superparamagnetismo (SP)®?, conforme

a Figura 2.1.7. O diametro critico (D) é dado pela expressao®®:

(2.16)

onde A é a constante de troca e M € o0 momento magnético do material por unidade

de volume. Este diametro encontra-se normalmente na faixa entre 10 e 20 nm?.,
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2 Monodominio : Multidominio
SP :

Didmetro

Figura 2.1.7 — Esquema de variagao do campo coercivo Hc em relagéo ao diametro de particulas.

No regime superparamagnético, uma vez que nao existem paredes de
dominios para se moverem, a reversao da magnetizagao ocorre devido a rotagdo do
momento magnético. Essa rotagdo esponténea é possivel gragas a energia térmica

presente nos materiais, que induz flutuagdes nos momentos magnéticos com um

[54]

determinado tempo de relaxagao (ty) definido por Néel*™, que representa o tempo

que o0 momento magnético leva para se reorientar e é dado por:

KoV (2.1.7)

TN = Toe k8T

em que T, assume valores entre 10" a 10 segundos, KV é a energia da barreira
magnetocristalina e KgT € a energia térmica. Quando a energia térmica excede a
energia da barreira, a energia térmica é suficiente para induzir a flutuagdo no

momento magnético.

Nos materiais superparamagnéticos, como a condigéo de flutuagao dos spins
depende da energia térmica, existe uma temperatura critica, chamada de
temperatura de bloqueio (Tg) que define o ponto no qual, acima dessa temperatura,
ocorre a flutuacdo espontidnea dos spins e o material apresenta uma curva de

magnetizacdo sem histerese. Abaixo da temperatura de bloqueio, porém, o material
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apresenta magnetizagdo remanescente (Mg), uma vez que a energia térmica nao é

mais suficiente para superar a energia da barreira magnetocristalina.

2.2 NANOPARTICULAS MAGNETICAS DE OXIDO DE FERRO

As ferritas cubicas superparamagnéticas, como maghemita, magnetita e
ferrita de cobalto, apresentam estrutura do tipo espinélio e formam monodominios
com didmetros que variam entre 5 e 20 nm. Na estrutura de espinélio cubica, os ions
de oxigénio ocupam posi¢cées que correspondem a uma estrutura cubica de fase
centrada (CFC) e os cations bivalentes e trivalentes distribuem-se entre os atomos
de oxigénio e formam os sitios tetraédricos (sitio A) e os octaédricos (sitio B),
conforme a ilustracdo da Figura 2.2.1. A célula unitaria da estrutura espinélio possui
aresta de aproximadamente 8 A e contém 32 ions de oxigénio, gerando 64
intersticios de simetria tetraédrica e 32 de simetria octaédrica, entretanto, apenas 8

sitios tetraédricos e 16 sitios octaédricos sao ocupados pelos cations.

Figura 2.2.1 — Representagéo dos arranjos tetraédrico (roxo) e octaédrico (vermelho) e das posigbes
dos atomos de oxigénio que formam a estrutura espinélio cubica. As esferas azuis representam a
posicdo dos ions de oxigénio, enquanto que as esferas A e B representam os cations de ferro.
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As ferritas cubicas apresentam estruturas cristalinas e composigcdes variadas,

podendo ser representadas por:

(2.2.1)
(M$*sFe3")[M3*Fe3ts]0,

onde o primeiro termo, entre parénteses, representa o sitio A (tetraédrico) e o
segundo, entre colchetes, o sitio B (octaédrico); M um cation metalico de valéncia 2+
e 6 indica o grau de inversao, onde § = 1 para estrutura normal, § = 0 para espinélio

inversa e 0 < § < 1 para estrutura mista. Quando M = Fe, tem-se um éxido puro.

Segundo a distribuicdo dos cations, a estrutura espinélio pode ser classificada
como normal (direta), inversa ou mista. Se todos os ions MZ+ se encontrarem nos
sitios tetraédricos e todos os ions Fe3* nos sitios octaédricos, é chamada de
estrutura espinélio normal (6 =1). Como exemplo de ferritas com estrutura espinélio
normal, pode-se citar a ferrita de zinco (ZnFe,0,) e a de manganés (MgFe,0,).
Quando metade dos cations de Fe3* se localizam no sitio tetraédrico e a outra
metade mais os ions M2+ no sitio octaédrico, a estrutura € chamada de espinélio
inversa (6 = 0). Exemplos de ferritas de estrutura de espinélio inverso sdo a

magnetita (Fe;0,) e a maghemita (y — Fe,05).

Na magnetita, os atomos de oxigénio formam uma rede cubica de face
centrada com os atomos de ferro ocupando os sitios intersticiais®®. Os sitios
tetraédricos sdo ocupados por ions Fe3* e os sitios octaédricos sdo ocupados por
um Fe3* e um Fe?*, conforme a ilustragdo apresentada na Figura 2.2.2. Os
momentos magnéticos de spin dos ions de Fe?* e Fe3* dos sitios octaédricos se
alinham antiparalelamente ao momento magnético de spin do ion de Fe3* do sitio

tetraédrico, o que leva a um cancelamento dos momentos magnéticos dos ions Fe3*.
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Sitio Tetraédrico

Sitios Octaédricos

Figura 2.2.2 — llustragéo dos sitios octaédricos (vermelho) e tetraédrico (roxo) para a Fe;0,. As
esferas azuis representam os ions de oxigénio.

Apesar de a maghemita apresentar também estrutura cristalina do tipo
espinélio inversa igual a magnetita, esta possui apenas Fe3* como cation. A
maghemita é obtida por meio de um processo de oxidacdo da magnetita. Essa
oxidagao pode ocorrer de forma natural devido a exposicado ao ambiente, ou pode
ser acelerada devido a tratamentos térmicos. Nas nanoparticulas de magnetita, o

processo natural de oxidagao € mais acelerado devido a grande area superficial.

2.3 SINTESE DE NANOPARTICULAS DE OXIDOS DE FERRO

Varios métodos sao utilizados para a sintese de nanoparticulas de 6xido de
ferro, podendo ser fisicos ou quimicos. Por exemplo, pode-se chegar a
nanoparticulas partindo de microparticulas que sdo submetidas a um processo de
moagem na presenca de um surfactante, obtendo-se um FM estavel. Entre os

métodos mais empregados pode-se citar o sonoquimico, sol-gel, microemulséao,
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coprecipitacdo e decomposigcdo térmica de precursores organometalicos ou de

compostos de coordenacao.

As diversas aplicagdes exigem materiais nanoparticulados com caracteristicas
especificas tais como tamanho, morfologia, distribuicdo de tamanho uniforme,
solubilidade em meios aquosos ou organicos, entre outras. Essas caracteristicas sao

controladas durante a sintese das nanoparticulas e do FM.

Quando as nanoparticulas de 6xidos de ferro séo sintetizadas por meio do
método de coprecipitagdo, pode-se obter um controle razoavel da morfologia,
tamanho, distribuicdo, composicdo, cristalinidade e propriedades fisicas®®®. Em
adicdo, é possivel fabricar grandes quantidades por meio desta técnica, a custo
relativamente baixo. O método foi introduzido em 1973 por Khalafalla e Reimers e
consiste na mistura de sais inorganicos em ambiente aquoso seguido de
precipitacdo através de reacdo de hidrdlise alcalinal®”’. Em 1981, Massart obteve
nanoparticulas de magnetita dispersas em solventes polares sem a necessidade de

surfactantes®®.

Nanoparticulas de Fe;0, podem ser obtidas ao se dissolver os ions de Fe?* e

Fe3* em meio alcalino, conforme a reacdo quimica'®:

(2.3.1)
3 2 —
2Fell) + Fell,) + 80Hq) — Fes0, ) + 4H,0(,

A precipitagao total de Fe;0, deve ocorrer em um pH entre 9 e 14, mantendo-

se a proporgéo de Fe3*:Fe?* em 2:1.

Durante a sintese, normalmente a base é adicionada a solucdo de ions
metalicos sob agitagdo. O didmetro médio das nanoparticulas sintetizadas depende

de parametros da sintese tais como velocidade de agitagao, concentragao da base e
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temperatura da reacdo. Em adicdo, o tipo de sais utilizados, a razdo molar de
Fe3*:Fe?*, o pH do meio, a concentracdo dos ions, a presenca de surfactantes e a
composicao da atmosfera também influenciam no tamanho, forma e composicéo das

nanoparticulas.

O processo de coprecipitacdo envolve os fendbmenos de nucleagdo e
crescimento cristalino. Na nucleacdo, os atomos ou moléculas se unem para formar
um solido estavel. A nucleagao depende da colisdo entre os atomos e moléculas
devido a difusao térmica, portanto, a nucleacdo ocorre em meios supersaturados. O
crescimento cristalino é obtido pelo crescimento de camadas ordenadas em torno do
nucleo por meio da difusdo dos solutos na superficie dos cristais. Assim, em um
conjunto de particulas com dimensdes diferentes, as maiores crescem devido a

dissolugédo das menores, cuja massa € incorporada a das maiores!”.

Para obtencao de nanoparticulas com uma dispersdo de tamanho pequena, é
necessario controlar a taxa de nucleagdo e a taxa do crescimento cristalino. A
maioria das aplicagdes exige que as particulas sejam dispersas em meio polar ou
apolar, formando suspensdes coloidais estaveis. Para que a nanoparticula possa ser
peptizada, a superficie deve ser funcionalizada para assegurar a estabilidade da
suspensdo. A funcionalizacdo pode ser obtida por simples reacdo acido-base, que
introduz cargas superficiais nas particulas, ou pelo recobrimento com espécies
moleculares, tais como pequenas moléculas, como o acido citrico, e surfactantes e
polimeros. A cobertura também deve propiciar sitios para a ancoragem de outras

espécies quimicas ou entes bioldgicos.
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2.4 ESTABILIZACAO DOS FLUIDOS MAGNETICOS

Um fluido magnético é definido como um sistema coloidal contendo
nanoparticulas magnéticas de modo que, quando um campo magnético € aplicado,
arrastam o liquido carreador e o sistema age macroscopicamente como um unico de
fase liquidal®. Para aplicacdes bioldgicas, normalmente as nanoparticulas estio
dispersas em meios bioldgicos compativeis, como agua ou solugdes salinas,
incluindo tampdes, como o tampao fosfato salino (PBS). Dessa forma, o sistema

possui propriedades tanto coloidais quanto magnéticas.

As nanoparticulas dispersas tendem a se agregar espontaneamente como
mecanismo de reducgdo da energia livre proveniente da grande area superficial. Por
ser um processo lento, os fluidos magnéticos apresentam uma aparente estabilidade
durante longos periodos, chamada de estabilidade coloidal. Essa agregacao pode
ocorrer por dois processos: a floculagdo ou a coagulacdo. Na floculagdo, ha
formacdo de flocos pouco densos que se desfazem por diluicdo ou adicdo de
eletrélitos. Na coagulagdo ocorre a formagdo de um coagulo pela agregagéo de

particulas primarias, sendo mais coeso e denso que o floco®?,

A estabilidade coloidal depende do tamanho, carga superficial e cobertura das
nanoparticulas, entre outros. Quando nao existem condi¢des favoraveis, ocorre uma
separacao das fases liquida e solida do FM. Idealmente, as nanoparticulas devem
apresentar didmetros pequenos e com uma distribuicdo de tamanho uniforme. Se as
particulas possuem diametro grande, estas precipitam devido a for¢a gravitacional.
Para que haja uma estabilidade coloidal, portanto, € necessario um balango entre as
forcas repulsivas e atrativas para evitar a formagcdo de aglomerados que

prejudiquem a estabilidade do FM como um todo.
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2.4.1 Interagdes atrativas

Dentre as forcas atrativas, podem ser citadas as interagdes dipolar
magnéticas e as interacdes de van der Waals®®.. A introdugao de forcas de repulséo

que compensem essas interagdes garante estabilidade coloidal ao FM.

Considerando-se duas nanoparticulas separadas por uma distancia s + d,
onde s & a distancia entre as superficies das nanoparticulas e d o didmetro das
mesmas, conforme ilustrado na Figura 2.4.1, a energia de interagao dipolo-dipolo Egq

entre as duas particulas quando seus momentos magnéticos m estdo alinhados, é

dada port®®:
_— m?2 (2.4.1)
447 2mrp,r3
uoM2nd? . . ~ -
Ser=(s+dem= B onde M € a magnetizagdo, po a permeabilidade

no vacuo e d o didmetro das nanoparticulas, temos na equacao 2.4.1:

uOMZ‘rrd3 (24.2)
Baa = 9(l +2)3

onde l = %S. Caso as particulas entrem em contato, | = 0, portanto:

E.q =
dd 12

onde V é o volume da nanoparticula. Eqqa representa a energia de contato entre as

nanoparticulas.
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< d >

Figura 2.4.1 — Representagéo de duas nanoparticulas com momentos magnético m alinhados,
distancia entre superficies s e distancia entre os centros r, com espessura de camada protetora 6.

A interacdo atrativa provocada pela interacdo de van der Waals produz
atracbes entre atomos neutros ou moléculas e entre cargas elétricas devido a
flutuacédo de energia das forgas dipolo-dipolo que estdo presentes, como os dipolos
induzidos e os dipolos permanentes. A energia de interagado entre duas particulas

esféricas idénticas, E.w, € dada por:

A 2 2 12 + 4l (2.44)

Ew=—glera T aroz T "0t 2

onde A é a constante de Hamaker, que depende das propriedades dielétricas das

nanoparticulas e do meio, el = %S. Segundo a equacgao 2.4.4, a forca de van der

Waals € proporcional a [~! para particulas que estdo proximas e a [~® para
particulas distantes. Dessa forma, quando as particulas estdo proximas, a energia

necessaria para separar um par de particulas que se agregaram tende ao infinito.

As forgas atrativas estao presentes em todos os fluidos magnéticos, portanto
€ necessario introduzir no sistema forgcas repulsivas para obter a estabilizacdo do

fluido.
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2.4.2 Interacdes repulsivas

Se as particulas possuirem cargas e potencias de superficie de mesmo sinal
(positivo ou negativo), sera formada uma camada elétrica dupla que impede a
agregacao das particulas através de uma repulsdo eletrostatica. Esta camada é
composta por uma parte interna, devido a presencga dos contra-ions, € uma difusa,
formada pelos contra-ions em excesso e o0s co-ions, ilustrada na Figura 2.4.2.
Devido a origem dessa repulsdo, essa estabilidade € chamada de estabilidade

eletrostatica.

Figura 2.4.2 — llustragao de um fluido magnético formado por nanoparticulas dispersas em meio
acido, onde as setas representam os momentos magnéticos.

Particulas sintetizadas por meio da técnica de coprecipitacdo sao
consideradas macroanions devido & presenca da carga superficial®"! e os fluidos
magnéticos em pH acido ou basico produzidos sdo chamados de fluidos magnéticos
iGnicos (FMIs)®?, ou seja, a dispersdo das nanoparticulas é feita em meios acidos ou
alcalinos. A reacao de equilibrio acido-base leva a uma grande carga superficial )’

através da adsorgdo de grupos hidroxila anfotéricos, proporcionando uma carga
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negativa em meios alcalinos e positivos em meios acidos, conforme se observa na
Figura 2.4.3. A equagao do equilibrio acido-base na superficie da nanoparticula
pode ser escrita como:

= OH + H;0* = = OH} + H,0

(2.4.5)
= OH + H,0 = = 0~ + H,0"

onde = representa a superficie da nanoparticula®.

Estavel

Floculado

Estavel

>

-0,2 ¥(C-m?) 0,2

Figura 2.4.3 — Esquema de estabilidade de um FMI em fungao do pH. Em pH alcalino (pH > 10), as
nanoparticulas adquirem carga superficial 3, < 0, enquanto que em pH acido (pH < 6) a carga
superficial € ), > 0, proporcionando forgas repulsivas suficientes para o processo de peptizagdo. Em
pH em torno do ponto isoelétrico (pH = 7,5), 3. = 0 e as nanoparticulas floculam.

Outro tipo de interacdo repulsiva € a estérica, na qual ocorre uma interacéo
repulsiva com origem nas moléculas adsorvidas na superficie das nanoparticulas.
Essas moléculas tém uma afinidade pelo liquido carreador e impedem a
aproximacado das nanoparticulas pelo preenchimento do espago a redor delas,

[62]

criando uma barreira estérica®'. As moléculas adsorvidas, também chamadas de

surfactante, impedem a aproximagao das nanoparticulas e eventual agregagéao das
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mesmas. Normalmente, os surfactantes sdo formados por grupos polares que se
ligam a superficie das nanoparticulas e possuem caudas com propriedades similares
as do meio, produzindo uma repulsdo entropica para suprimir a atragao, prevenindo

assim uma agregacdo irreversivel®.

Os fluidos magnéticos com estabilidade
proporcionada por surfactantes sdo chamados de fluidos magnéticos surfactados

(FMS). Como exemplo de surfactante, pode-se citar o acido oleico®*!.

No caso de fluidos biocompativeis, estes sdo estabilizados por surfactantes
cujos terminais possuem cargas, proporcionando uma repulsao eletrostérical®. Para
a obtencdo de FMs estaveis, € necessario fazer um tratamento da superficie das

nanoparticulas, que sera descrito a seguir.

2.4.3 Métodos de estabilizagcao de FMs

A estabilidade dos FMs é obtida por meio de tratamento da superficie das
nanoparticulas. No caso de FMIs, o pH do meio proporciona a estabilidade
eletrostatica as nanoparticulas. Entretanto, a floculagdo do FMI ocorre para a faixa 6
< pH < 10, restringindo as aplicagées desses FMIs. Considerando-se as aplicagoes
biomédicas, os FMs devem ser estaveis em pH = 7. Através do tratamento da
superficie das nanoparticulas com moléculas, surfactantes, ou polimeros, é possivel

obter a estabilidade no pH necessario.

A preparagado de um FM pode ser realizada em 3 etapas (sintese, tratamento
superficial das nanoparticulas e peptizagdo em meio liquido). Entretanto, o FM pode
ser preparado em uma ou duas etapas. Normalmente, nesses casos, a cobertura é

adicionada durante a sintese.
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Um dos métodos de tratamento da superficie de nanoparticulas por interagcao
eletrostatica, é a técnica de automontagem. Inicialmente proposta para a deposi¢ao
de filmes poliméricos, a técnica de automontagem consiste na deposigcao alternada
de monocamadas de polieletrdlitos, particulas ou outros entes de cargas opostas.
Essa técnica vem sendo investigada para produg¢do de nanoparticulas poliméricas
como veiculos carreadores de drogas. Esses materiais possuem multicamadas, sao
preparados no formato de capsulas ou nanocompdsitos planares, podendo
encapsular uma grande carga de drogas. Em adigdo, essas capsulas podem ser
funcionalizadas com propriedades especificas dependendo da aplicacdo'®®. Permite
também a obtencdo de complexos com polieletrélitos e nanomateriais magnéticos
com resposta ao pH, adequados ao papel de carreadores de drogas. A técnica
permite também um controle a nivel molecular, bem como a deposicdo de

monocamadas, sendo de alta precisdo e de preparacio relativamente simples®*.

Como exemplos do emprego da técnica de automontagem para produgao de
complexos com oxidos de ferro e polimeros, tem-se a sintese de nanoparticulas de
maghemita cobertas com poli(etiienoimna) (PEI) e polietilenoglicol-acido

poliglutamico (PEO-PGA), para a producéo de carreadores nanoparticulados!®?.
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3 TECNICAS DE CARACTERIZAGAO

A produgao de complexos magnéticos adequados para aplicagbes biomédicas
deve resultar em suspensodes coloidais ndo toxicas e com propriedades controladas
Portanto, o processo de fabricacdo dever ser monitorado para obtengcdo das
caracteristicas do nucleo magnético que sera utilizado como plataforma para o
ancoramento de drogas. As principais caracteristicas sdo o formato, a distribui¢cao de
tamanho, a composicéo, as propriedades da superficie, a carga superficial e as
propriedades magnéticas. Em adicao, as propriedades fisico-quimicas da camada
molecular utilizada na funcionalizagdo e caracteristicas da dispersao coloidal
resultante também devem ser determinadas. Dentre as técnicas que foram utilizadas
neste trabalho, estdo as espectroscopias Raman e no infravermelho, a microscopia
eletrbnica de transmissao (MET), o espalhamento dinadmico de luz (EDL) e a analise

termogravimétrica, que serao descritas a seguir.

3.1 ESPECTROSCOPIA RAMAN

A espectroscopia Raman baseia-se no espalhamento Raman e é uma das
técnicas mais empregadas no estudo dos materiais pois fornece informagdes como
a simetria cristalina, arranjo atdbmico e interagdes entre as moléculas, permitindo

96,71 A técnica ndo é destrutiva e

assim a identificagdo do material investigado
normalmente nao requer preparo da amostra, pode ser realizada a temperatura
ambiente e a analise dos resultados pode ser obtida de forma qualitativa e/ou
quantitativa. Nas ultimas décadas, vem sendo empregada para a investigagcao de
nanomateriais, em particular dos 6xidos de ferro, seja no estudo de suspensodes

coloidais'® ®*"*! da estabilidade do nucleo®” "*"® passivacédo da superficiel’” "®, dos

efeitos da cobertura® ™ 8 de nanocompésitos®'®! ou da interacdo com o
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sangue® % entre outros. Uma das grandes vantagens da espectroscopia Raman
no estudo das nanoparticulas de 6xido de ferro € a capacidade de distinguir as suas

diferentes fases!®” %1,

O espalhamento inelastico da luz monocromatica pela matéria foi
teoricamente previsto por Smekal (1923), porém somente em 1928 foi descoberto
experimentalmente por Sir Chandrasekhara Raman. Raman observou que, ao incidir
um feixe monocromatico de luz em substancias liquidas e sodlidas, a frequéncia da

luz espalhada era diferente daquela da radiagao incidente.

O estudo da interacdo de luz monocromatica com a matéria pode ser feito
considerando-se uma onda eletromagnética, que incide na matéria, cuja intensidade

do campo elétrico E varia com o tempo, dado por®”:

oL (3.1.1)
E = E; cos 2mv,t

onde t é o tempo, E, € a amplitude da onda e v, é a frequéncia da radiagao
incidente. Se a radiagao incide em uma molécula diatdmica com polarizabilidade a, 0
momento de dipolo induzido P produzido pela interagdo com a nuvem eletronica é

dado por:

(3.1.2)

-

P=oE~P= aﬁo cos(2mv,t)

A constante de proporcionalidade o € chamada de polarizabilidade. A
coordenada normal de vibragéo devido a frequéncia de vibragao v,, pode ser escrita

como:.

(3.1.3)
q = qg cos(2mv,t)

onde qo é a amplitude vibracional.



46

Para pequenas amplitudes de vibragao, o € uma fungao linear de q, e pode

ser escrita como:

oa (3.14)
a=oc0+( ) q
0

dq
onde oo € a polarizabilidade na posicao de equilibrio e a derivada, calculada na

posicao de equilibrio, é a taxa de variagao de o em relagao a variagédo em q.

Considerando-se que:

(3.15)

cos(a) cos(b) = G) [cos(a + b) + cos(a — b)]

combinando as equagdes 3.1.2 a 3.1.5, obtemos:
P= aﬁo cos 2mv,t

- o da -
P = ayE cos 2mvyt + (0_q> qoEg cos 2mvyt cos 2t t
0

(3.16)

o - 1 /0a -
P = oyE, cos 2mv,t + > (£> qoEofcos[2m(vy + vy)t] +cos[2m(vy — vy )t]}
0

Na equagcdo 3.1.6, o primeiro termo da igualdade descreve um dipolo

oscilante que irradia luz na frequéncia v, — espalhamento Rayleigh. O segundo

N . : a ,
termo contribuira para o valor do momento induzido se (ﬁ) # 0, ou seja, para

ocorrer o efeito Raman, é necessario que a polarizabilidade varie com o
deslocamento da coordenada q em relagao a posigao de equilibrio. Neste caso, a luz
espalhada tera duas frequéncias: a (vo + v,), que é chamada de espalhamento
Raman anti-Stokes, e a (v, — v,), denominada espalhamento Raman Stokes. E
importante ressaltar que, se a derivada da polarizabilidade em funcdo do
deslocamento de vibracdo for nula, a vibracdo ndo tera modo vibracional Raman

ativo.
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No caso de um espalhamento elastico (Rayleigh), a luz é espalhada com a
mesma frequéncia da incidente (v,). No espalhamento inelastico (Raman), a onda
espalhada possui frequéncia v, + v,. Nas bandas Stokes a molécula no estado
fundamental é excitada para um estado excitado virtual e retorna para um estado
excitado, absorvendo parte da energia do féton incidente e emitindo luz de
frequéncia (vo — v,) . Por outro lado, nas bandas anti-Stokes a molécula,
inicialmente no estado excitado, retorna para o estado fundamental, liberando
energia na luz espalhada, de frequéncia (v, + v,) conforme se observa na ilustracao
apresentada na Figura 3.1.1. Apesar do espalhamento Raman ser extremamente
fraco em comparagdo ao espalhamento Rayleigh (por um fator de 107> ~ 107°),

utilizando-se como fonte de excitacdo um laser, é possivel observar o efeito!®®!.

Estado Virtual --------cococ L T . T T
\
h(v+v) hv hv hv h(v-v)
Estado Excitado ——— |
Estado Fundamental —— ' Y _ |
Anti-Stokes Rayleigh Stokes

Figura 3.1.1 — Mecanismo de espalhamento de um féton.

No espectro Raman de um dado material tem-se simetricamente, em relacao
a linha Rayleigh, uma banda do lado de deslocamento positivo, a Stokes, e uma do
lado de deslocamento negativo, a anti-Stokes. Classicamente, as duas deveriam ter
a mesma intensidade, mas observa-se que a Stokes € mais intensa que a anti-
Stokes. Considerando-se a distribuicio de Maxwell-Boltzmann, a temperatura
ambiente, a populagdao de moléculas no estado excitado € menor que as no estado
fundamental, de forma que o espectro Raman a temperatura ambiente resulta em

intensidade das bandas Stokes maior do que a das bandas anti-Stokes, conforme se
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observa no exemplo do espectro Raman para o cristal de magnetita mostrado na

Figura 3.1.2.

1g

Intensidade (u.a.)

-800  -600  -400  -200 0 200 400 600 800
Numero de onda (cm™)

Figura 3.1.2 — Espectro Raman de magnetita. As bandas anti-Stokes (V < 0) e Stokes (V > 0) possuem
arranjo simétrico com o centroem ¥ = 0 cm™. Adaptado de Shebanova e Lazor, 2003,

Os calculos tedricos preveem para a estrutura do tipo espinélio cubico na

[89]

forma bulk, 5 modos vibracionais Raman ativos™™. Apenas os ions de ferro e

[66]

oxigénio do sitio tetraédrico contribuem para o efeito Raman™>'. Conforme descrito

na Tabela 3.1.1, o modo A, representa o estiramento simétrico dos atomos de
oxigénio em relagéo aos atomos de ferro; o modo E, representa a flexao simétrica
dos atomos de oxigénio e os 3 modos T,, representam o movimento de translagéo

dos cinco atomos, o estiramento assimétrico dos atomos de oxigénio e a flexao

assimétrica dos atomos de oxigénio? 2% ®°!,
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Tabela 3.1.1 — Modos Raman atribuidos a magnetita bulk [s6l,

Modo Origem Posicao
Agg Estiramento simétrico Fe-0 = 668 cm”
Eg Flexdo simétrica O-Fe =306 cm”’
T3, Estiramento assimétrico Fe-0 =538 cm”
Tsg Movimento translacional FeO4 =193 cm™
T3, Flex&o assimétrica O-Fe =450 ~ 490 cm”’

3.2 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO

A espectroscopia no infravermelho baseia-se no espectro de bandas de
absorcdo da luz pelas moléculas. A molécula absorve a radiagao infravermelha
quando a vibragdo dos grupos funcionais na molécula produz um campo elétrico
oscilante que leve a mudanca do seu momento de dipolo. Dessa forma, somente ha
absorgao do feixe incidente se a sua frequéncia v for igual a frequéncia da vibragao.
Os grupos funcionais da molécula vibram de diversas formas simétrica ou
assimetricamente: o estiramento produz mudangas na distancia interatbmica; a
flexdo, por sua vez, resulta na mudanga do angulo das ligagdes; outros tipos de

vibracdes sao consideradas variagcdes destas duas.

De forma geral, uma molécula com n atomos possui 3n-6 modos vibracionais,
uma vez que 3 modos sao utilizados para descrever o movimento rotacional e outros
3 o movimento translacional. Moléculas lineares, por sua vez, apresentam 3n-5
modos de vibracdes normais, uma vez que as rotagdes sdo efetuadas somente em 2
eixos perpendiculares. Para moléculas poliatdmicas, apesar de ser possivel prever
varios modos vibracionais, normalmente € observada uma menor quantidade de
modos vibracionais. Isso se deve a ocorréncia de vibragdes que (1) ndo produzem
uma variagdo no momento de dipolo, (2) sdo redundantes ou (3) necessitam a
mesma energia (ou frequéncia), sendo as duas ultimas observadas em um mesmo

nimero de onda. E importante ressaltar que, apesar de o espectro infravermelho ser
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caracteristico de cada molécula, ha grupos funcionais que apresentam bandas de
absorcao em frequéncias iguais ou muito proximas independente da estrutura da
molécula, permitindo a identificagdo desses grupos em outras amostras de

composicao diferente.

A origem do espectro no infravermelho é resultante da absor¢ao da luz pela
molécula:
I (3.2.1)
A =log (—)
I
onde A é a absorbancia, I é a intensidade da luz incidente e I é a intensidade da luz
transmitida. A absorbancia também ¢é relacionada com a concentracdo das

moléculas pela Lei de Beer:

(3.2.2)
A =c¢lc

sendo ¢ a absorvidade molar, que depende do comprimento de onda do feixe
incidente, 1 a distancia que a luz atravessa na amostra e c a concentragdo da
substancia absorvente. Dessa forma, através da intensidade ou da area das bandas

no espectro infravermelho, é possivel calcular a concentracdo da amostra.

Os espectros de infravermelho também podem ser apresentados
considerando-se a quantidade em percentagem da luz transmitida através da
amostra (transmitancia). A transmitancia € normalmente usada para analises
qualitativas e é calculada por:

(3.2.3)

I
T =100 X (—)
lo

A espectroscopia no infravermelho permite estudar a presenga de grupos

funcionais e da estrutura molecular de amostras, tendo sido empregada para a
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caracterizagcao do polimero utilizado neste trabalho e para o estudo da interacéo

deste com a superficie das nanoparticulas nos sistemas produzidos.

3.3 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Amplamente usada no ramo da nanotecnologia, a microscopia eletrénica de
transmissao (MET) possui resolugdo suficiente para observar a morfologia das
nanoparticulas e estimar as suas dimensdes®. Na MET, em um sistema a vacuo,
um feixe de elétrons é emitido por um filamento, normalmente de tungsténio, e
direcionado para a amostra. Para que ocorra a formagdo da imagem, os elétrons
devem interagir com a amostra, podendo ser transmitidos ou espalhados
elasticamente. Através dessa interagdo, uma imagem (contraste) é formada, onde

atomos mais densos espalham mais elétrons.

Considerando-se as nanoparticulas com formato esférico, & possivel medir os
didmetros a partir das imagens obtidas e construir um histograma em fungdo do
tamanho (didmetro) das mesmas. Para melhores resultados estatisticos, a
quantidade de nanoparticulas mensuradas (n) deve ser proximo de mil. Para obter o
histograma da distribuicdo do tamanho, o numero de intervalo de tamanhos (C) é

dado por:

(3.3.1)
C =1+ 3,22xlog(n)

Os dados apresentados no histograma podem ser ajustados por meio da

funcao log-normal, a partir da qual se obtém o didmetro médio e o desvio padrao:

. tn(2) (3.3.2)
P(D) = e 20
(D) Dov2m

onde P(D) é a fungao log-normal, ¢ 0 desvio padrao € Dme¢d 0 didmetro médio.
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O preparo das amostras para realizagcdo da microscopia dos fluidos
magnéticos consiste na deposi¢cao e secagem de algumas gotas do material em um
uma grade de cobre coberta com uma fina camada de carbono. Esta técnica foi
utilizada para a andlise da morfologia das nanoparticulas e para obten¢do do

didmetro médio das mesmas.

3.4 ESPALHAMENTO DINAMICO DE LUZ

O espalhamento dindmico de Iluz (EDL) permite obter o tamanho
hidrodinAmico (Dy) dos agregados em um coloide. O Dy leva em conta a interagao
das nanoparticulas com o meio e a cobertura presente na sua superficie. O potencial
¢, por sua vez, reflete a estabilidade de um coloide: considera-se que, para que um
coloide seja potencialmente estavel, o valor absoluto do potencial { deve ser maior

ou igual a 30 mV.

No experimento de espalhamento de luz, um feixe de luz monocromatico
incide na amostra e € espalhado em varias direcdes, sendo que um detector coleta a
luz espalhada em um angulo 6 com referéncia ao feixe incidente. O espalhamento
de ondas eletromagnéticas por qualquer sistema estd relacionado a
heterogeneidade destas, tanto em escala molecular como na escala de agregagdes
moleculares. Como as moléculas iluminadas possuem seus movimentos de
translacdo, rotacdo e vibragcdo, a luz espalhada no detector encontra-se em
constante mudanca, variando com o tempo. Dessa forma, a técnica leva em conta o

movimento Browniano das particulas e o relaciona com o tamanho das mesmas.
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O movimento Browniano das particulas suspensas no liquido depende da
viscosidade e da temperatura além do tamanho, relacionados pela equacido de

Stokes-Einstein:

kT (3.4.1)

~6mnry

em que D é o coeficiente de difusdo, ks a constante de Boltzmann, T a temperatura
absoluta, n a viscosidade do meio e ry 0 raio hidrodinamico da particula. A partir da

equacao 3.4.1 tem-se:

DxTont!ory™?

Observa-se que as particulas de maior tamanho possuem um coeficiente de
difusdo menor que particulas de menor tamanho. A técnica de EDL utiliza a relacéo
apresentada para obter a distribuicdo de tamanho do material suspenso (particulas
ou aglomerados) em uma amostra, conhecendo-se a viscosidade do material

dispersante e a temperatura da amostra, entre outros dados.

O potencial  representa o potencial no plano de cisalhamento resultante da
interagdo das cargas das nanoparticulas com as do meio. A carga superficial da
particula promove uma bicamada elétrica devido a distribuicdo dos contra-ions ao
redor da particula. Esta bicamada é dividida em uma parte interna e uma parte
externa, mais difusa. Na parte interna, os contra-ions encontram-se mais fortemente
ligados as particulas, enquanto na camada externa ocorre uma difusdo das cargas.
Quando a particula se encontra em movimento, os contra-ions da camada interna se
deslocam juntamente com a particula, porém, ndo ha deslocamento das cargas da
camada difusa. O potencial { € a medida do potencial que existe entre as duas

partes da bicamada.
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Para determinacdo do potencial (, entretanto, a técnica utiliza os efeitos
eletrocinéticos, como a eletroforese, provocados pela interagdo entre a carga
superficial das particulas e um campo elétrico aplicado no meio. Na eletroforese, as
particulas com carga tendem a se mover em diregdo ao eletrodo de carga oposta,
entretanto, as forgas viscosas do meio se opdéem a esse movimento. Quando o
equilibrio entre essas forgas é atingido, a velocidade das particulas é constante.
Essa velocidade é chamada de mobilidade eletroforética (Ug) e é relacionada com o

potencial { conforme a equacao de Henry:

_ 2€7f(ka) (3.4.2)
E — 3n
onde ¢ é a constante dielétrica do meio, n a viscosidade do meio e f(ka) a fungéo de
Henry, cujo valor depende principalmente do tamanho das particulas. Normalmente,
o valor da fungao de Henry é aproximado dependendo da composi¢cao do meio; para

meios polares, a aproximagao de Smoluchowski é utilizada e a fungdo de Henry é

igual a 1,5.

3.5 ANALISE TERMICA

As técnicas de analise térmica caracterizam um sistema (elemento, composto
ou mistura) através da mensuragao das mudangas das propriedades fisico-quimicas
em fungdo da temperatura®'. Uma das técnicas que é bastante utilizada é a analise
termogravimétrica (TG), na qual a variagdo da massa € medida em fungdo do

aumento da temperatura.

Basicamente, o equipamento é constituido por um forno com temperatura

controlada e uma balanga de alta precisdo. Além disso, a atmosfera também é
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controlada. Isto é obtido provendo uma atmosfera oxidante, redutora ou inerte, e

evitando um aumento da pressao do sistema.

Os dados obtidos podem ser analisados apresentando a massa (m) em
funcdo da temperatura (T), dando origem a curva termogravimétrica (curva TG), ou
apresentando a taxa de variacdo da massa — derivada da variagdo da massa em
funcdo do tempo (‘Z—T)— também em fungdo da temperatura (T), dando origem a
curva termogravimétrica diferencial (curva DTG). Na curva TG, a massa pode ser
representada como (1) a massa real, medida pela balanga, (2) a percentagem da
massa total ou a (3) percentagem da massa total perdida. Independente da forma de
apresentagao, € possivel observar caracteristicas, normalmente repetitivas: (1) uma
por¢ao horizontal, 0 que indica uma massa constante; (2) uma porg¢ao curva, cuja

declividade é um indicativo da taxa de variagdo da massa (Z—T) e (3) uma inflexdo na

d . ;. .
curva DTG, onde d—T obtém um valor minimo mas diferente de zero, o que

representa a formacao de um composto intermediario.

~ . d . . . ~
A porcédo horizontal na curva DTG em qued—T = 0 € equivalente a porgao
horizontal na curva TG. Ja o pico na curva DTG corresponde a porc¢éao inclinada da
L. d . . . . ~
curva TG, onde o valor maximo de d—r: corresponde a maior inclinacdo na curva TG.

A curva DTG proporciona a facil identificacdo de fendmenos que na curva TG sao
dificeis de observar, principalmente relacionados a variacido da taxa de perda da

massa, o0 que pode indicar duas reag¢des consecutivas ou uma adsorgao forte.

A analise termogravimétrica foi utilizada para célculo da massa de condroitina

adsorvida nas nanoparticulas de 6xido de ferro sintetizadas.
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4 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Este capitulo descreve os processos de sintese dos complexos magnéticos e
sua suspensao em meio aquoso, bem como as técnicas e condigcbes empregadas

para a caracterizagdo dos mesmos.

4.1 MATERIAIS

Cloreto de ferro (ll) tetrahidratado (cloreto ferroso), cloreto de ferro (lll)
hexahidratado (cloreto férrico), hidroxido de sodio (NaOH), acido cloridrico (HCI),
acido perclorico (HCIO04), e sulfato de condroitina extraido de traqueia bovina foram
adquiridos da Sigma Aldrich Corporate (St. Louis, Missouri, EUA) e utilizados na
forma como foram adquiridos. Membranas de celulose para dialise foram adquiridas
da InLab (Sao Paulo, Brasil). Filtros estéreis para seringa com poro de 0,22 uym
foram adquiridos da KASVI (Curitiba, Parana, Brasil). Toda a agua utilizada foi

provida por um sistema Milli-Q (resistividade: 18 MQcm™)

Para a liofilizagao das amostras, foi utilizado o equipamento Liofilizador L101
(Liobras, Sao Carlos, Sao Paulo, Brasil) do Laboratério de Toxinologia
(Departamento de Ciéncias Fisioldgicas, Instituto de Biologia, Universidade de
Brasilia). Os espectros Raman foram adquiridos na configuragdo micro-Raman
(lente objetiva com magnificagao de 50x) utilizando-se o espectrometro triplo T64000
(Horiba Scientific, Quioto, Japao), equipado com uma CCD. A excitagdo das
amostras foi realizada com um laser de ion argbnio com A = 514,5 nm (Innova 90C,
Coherent, Inc., Santa Clara, Califérnia, EUA) com intensidade de 0,25 mW. As
analises FT-IR foram adquiridas empregando-se o espectrometro Vertex 70 da

Bruker Corporation (Billerica, Massachusetts, EUA), enquanto a espectrometria UV-
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Vis foi realizada no equipamento UV-2600 (Shimadzu Corporation, Quioto, Japao).
As analises de EDL foram obtidas no equipamento Zetasizer Nano Z90 (Malvern
Instruments, Malvern, Worcestershire, Reino Unido), com excitagdo em 632,8 nm, do
Laboratério de Genética e Morfologia (Instituto de Biologia, Universidade de
Brasilia). As imagens de MET foram adquiridas com o microscépio eletrénico de
transmissao JEM-1011 (JEOL, Toéquio, Japao) com filamento de tungsténio em 80
kV, do Instituto de Biologia, Universidade de Brasilia. A analise termogravimétrica foi
realizada no analisador térmico DTG-60H (Shimadzu Corporation, Quioto, Japéo) da

Central Analitica, Instituto de Quimica, Universidade de Brasilia.

4.2 CARACTERIZACAO DO SULFATO DE CONDROITINA

A caracterizagao do sulfato de condroitina foi realizada empregando-se as
técnicas de FT-IR, EDL e TG. O espectro FT-IR foi obtido em pastilhas com KBr,
medindo-se a transmitancia na faixa de 350 a 4000 cm™ com 64 scans e resolucdo
de 4 cm™. O valor da carga superficial foi obtido em amostras com diluicdo de
1:1000 em agua deionizada de uma solugao 1 mg/mL de sulfato de condroitina (pH
= 6,8). A analise termogravimétrica foi obtida em suportes de alumina em atmosfera
inerte (N2) de 25 °C a 500 °C com variagcédo de temperatura de 10 °C/min e fluxo de

N2 de 30 ml/min.

4.3 SINTESE DOS COMPLEXOS MAGNETICOS

Os complexos magnéticos foram produzidos seguindo-se dois procedimentos:
no primeiro, as nanoparticulas de o6xido de ferro foram sintetizadas por
coprecipitacdo dos ions de ferro em meio aquoso. Em seguida as particulas foram

funcionalizadas com o sulfato de condroitina por meio da técnica de automontagem
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e posteriormente dispersas em meio aquoso com pH neutro. Na segunda
abordagem, os 6xidos de ferro nanoparticulados foram sintetizados na presenga do
sulfato de condroitina, sendo dispersos em seguida para formar o coloide magnético,

também em pH neutro.

4.3.1 Sintese A: Obtencao do FM através da técnica de automontagem

Nesta sintese, a produgao dos complexos magnéticos foi realizada em trés

etapas:

i) sintese do sodlido nanoparticulado de 6xido de ferro pela técnica de

coprecipitacdo em meio aquoso;

ii) funcionalizacdo dos nanocristais produzidos por meio da técnica de

automontagem;

iii) peptizacdo dos complexos nanoestruturados em meio aquoso com pH

neutro.

As nanoparticulas de 6xido de magnetita foram sintetizadas por meio do
método de coprecipitagdo em meio aquoso alcalino, utilizando-se o seguinte
procedimento: inicialmente, foi preparada uma solugdo 400 mM de NaOH, a qual
adicionou-se, sob agitacao e a temperatura ambiente, uma solugéo contendo 15 mM
de cloreto férrico e ferroso com os ions de ferro em proporgdes estequiométricas
igual a 2,0. Observou-se a formagao de um precipitado preto, indicando a sintese de
NPs de magnetita. A mistura obtida foi deixada sob agitacdo durante 30 minutos.
Apods esse periodo, o sélido foi separado por decantagdo e em seguida lavado com
agua deionizada e separado por decantagdo. Finalmente, as NPMs foram
peptizadas em pH 3 com uma solugéo 0,25 M de acido perclorico (HCI04), formando

um FM ibnico (FMI). A suspensdo obtida foi centrifugada para eliminagdo dos
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agregados (4.000 RPM durante 5 minutos). A suspensao de nanoparticulas de
magnetita sem cobertura, dispersas em meio acido, foi chamada de fluido magnético

idnico (FMI).

A funcionalizacado das particulas sintetizadas com SC foi realizada por meio da
técnica de automontagem, seguindo-se o0 seguinte procedimento: uma solugéao de
SC 1 mg/mL foi adicionada a suspensao FMI sob agitacdo. Em seguida, as NPMs
foram separadas do sobrenadante por centrifugagao (4.000 RPM durante 5 minutos)
e em seguida suspensas em meio aquoso com pH neutro. O excesso de ions e SC
nao ligados as particulas foi removido por meio da dialise da suspenséo durante 24
horas. A suspensao coloidal estavel resultante, de pH neutro, foi chamada de FMA.
A suspensdo coloidal foi armazenada a 4 °C até a sua utilizacdo e caracterizacio.
Uma aliquota do coloide FMA foi submetida ao processo de liofilizagdo, para
obtencdo de amostras solidas, conforme o item 4.4. O material resultante foi

denominado de sdlido nanoparticulado A (SNA).

4.3.2 Sintese B: Obtencao de FM através de sintese direta

Neste processo a produgdo dos complexos magnéticos foi realizada apenas

em duas etapas:

i) coprecipitacdo dos sais de ferro em uma solucdo contendo sulfato de

condroitina;
ii) peptizacdo em meio aquoso com pH neutro.

O procedimento empregado pode ser descrito como: uma solugdo 1 mg/mL
de SC foi adicionada a uma solucdo 14 mM de cloreto ferroso e férrico com

estequiometria dos ions de ferro igual a 2,0. A mistura foi adicionada a uma solugao
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2 M de NaOH sob agitagdo e a temperatura ambiente. Apds a adigao, a mistura final
foi deixada sob agitagdo constante durante 30 minutos. O sdlido foi separado do
sobrenadante por decantacdo. Em seguida, foram feitas lavagens com agua
deionizada até obtencédo de pH do sobrenadante igual a 7. A suspenséao obtida foi
centrifugada para eliminagdo dos agregados (4.000 RPM durante 5 minutos). Em
seguida, as NPMs foram suspensas em agua deionizada e o pH ajustado para 7,2,
considerando o pH fisiolégico. A suspensdo coloidal resultante foi rotulada FMB.
Uma aliquota do coloide FMB foi submetida ao processo de liofilizacdo descrito no
item 4.4, e o sélido resultante foi denominado sélido nanoparticulado B (SNB). O

FMB foi armazenado a 4 °C até a sua utilizagao e caracterizagao.

4.4 CARACTERIZACAO DOS NANOMATERIAIS PRODUZIDOS

As suspensbes coloidais preparadas (FMA e FMB) foram utilizadas para as
analises por meio das técnicas de MET, EDL e UV-Vis. A investigacdo da morfologia
e o didmetro dos oOxidos de ferro foi realizada por meio da técnica de MET e o
didmetro hidrodinamico do sdlido disperso e o potencial { também foram medidos.
As amostras utilizadas nas duas primeiras técnicas foram preparadas a partir de
uma diluigcdo 1:1000 do fluido magnético em agua deionizada, enquanto que para a
técnica de UV-Vis a diluicdo foi de 1:100. Para a analise MET, foram gotejados 20
microlitros de FM diluido em telas cobertas com uma pelicula de carbono. Em
adicdo, a analise por espectroscopia UV-Vis foi realizada colocando-se as
suspensdes coloidais em cubetas de quartzo, utilizando-se agua deionizada como

referéncia.

Os solidos SNA e SNB foram obtidos a partir dos seus respectivos FMs por

meio do processo de liofilizagdo. Para isso, as amostras foram congeladas a -20 °C
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e colocadas a vacuo sob refrigeragcdo durante 3 dias. Os sodlidos foram
caracterizados por meio das técnicas de espectroscopia Raman realizada a
temperatura ambiente; espectroscopia no infravermelho, utilizando-se as amostras
dispersas em KBr, e analise termogravimétrica realizada em suportes de alumina em
atmosfera inerte (N2), com rampa de aquecimento de 10 °C/min, na faixa de 25 °C a

500 °C e fluxo de N, de 30 mL/min.

4.5 ESTABILIDADE DOS FLUIDOS MAGNETICOS

Visando aplicagbes biolégicas, a estabilidade das dispersdes coloidais
sintetizadas foi monitorada em intervalos de tempo de 24, 48 e 72 horas apds a
sintese, por meio de medidas do didmetro hidrodindmico e imagens digitais. Essa
monitoracdo foi realizada nas dispersdes finais, assim como em diluicdes com

tampao fosfato e meio de cultura DMEM, em proporcao de 1:3.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos no
desenvolvimento deste trabalho, que tem como objetivo sintetizar e caracterizar
complexos magnéticos biocompativeis funcionalizados com sulfato de condroitina.
Inicialmente, sera apresentada a caracterizacdo do sulfato de condroitina, em

seguida os da caracterizacdo dos nanomateriais produzidos.

5.1 CARACTERIZAGCAO DO SULFATO DE CONDROITINA

O monbémero do sulfato de condroitina € composto por uma molécula de N-
acido glucoronico e uma molécula de N-acetilgalactosamina. A N-
acetilgalactosamina pode ser sulfatada no carbono 4 ou carbono 6, dando origem a
4-sulfato de condroitina ou 6-sulfato de condroitina, respectivamente. Quando o
grupo sulfato (SO3H) encontra-se no carbono 4, essa posi¢céo € axial, enquanto que

no carbono 6, é equatorial (Figura 5.1.1).
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Figura 5.1.1 — Estrutura molecular do 4-sulfato de condroitina e do 6-sulfato de condroitina.

Independente da posigao do grupo SOzH, quando o pH da solugdo € maior do
que o seu pKa (2,60), o grupo encontra-se desprotonado, na forma do grupo

sulfénico (SO3 ) e apresentando carga ani6nical® (Figura 5.1.2). Outro grupo
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presente no polimero que contribui para a sua carga € o grupo carboxila (COOH),
que, quando em solugdes com pH maior ou igual ao seu pKa (4,57), ocorre a
desprotonagdo (CO0~), exibindo também uma carga negatival® (Figura 5.1.2).
Essas cargas negativas sdo de grande importancia para a interagdo do polimero

com nanoparticulas, adequadas ndao somente para contribuir com a estabilidade

coloidal das suspensbdes, mas também com o encapsulamento das mesmas.

(a) 4-sulfato de condroitina
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(b) 6-sulfato de condroitina
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Figura 5.1.2 — Protonagao e desprotonagao do (a) 4-sulfato de condroitina e (b) 6-sulfato de
condroitina.

A Figura 5.1.3 mostra o espectro FT-IR obtido do sulfato de condroitina
utilizado nos experimentos, cujas bandas observadas foram identificadas com base
em estudos da literatural®” **°71. Observa-se que o espectro apresenta varias bandas
caracteristicas dos grupos carboxila e sulfato, assim como os estiramentos relativos

as ligacdes S=0 e C-0. E importante ressaltar que o espectro permite identificar a
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posi¢ao do grupo SO3, permitindo identificar o tipo de sulfato de condroitina. Quando
o grupo SO3 encontra-se na posi¢do equatorial da N-acetilgalactosamina, bandas
nas posicdes 822 cm™ e 1000 cm™ 1% %71 530 observadas; nesses casos, conforme
foi discutido anteriormente, o sulfato de condroitina é tido como 6-sulfato de
condroitina. Por outro lado, quando o grupo encontra-se na posi¢cao axial, as bandas
possuem um deslocamento e sdo observadas nas posicdes 730 cm™ e 853 cm™,

caracterizando o sulfato de condroitina como 4-sulfato de condroitinal®*®°!,
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Figura 5.1.3 — Espectro FT-IR do sulfato de condroitina.

A banda observada no espectro infravermelho (Figura 5.1.3) em 1035 cm™ é
associada a vibracdo do estiramento das ligagcbes C-O presentes no acido
glucoronico e na acetilgalactosamina da estrutura do sulfato de condroitina. As
bandas em 1079 cm™ e o complexo de absorgdo centrado em 1248 cm™ sdo
referentes ao estiramento simétrico e antissimétrico da ligagcdo S=0 do grupo

sulfénico presente na acetilgalactosamina. As vibragbes do grupo COOH do acido
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glucoronico sdo observadas em 1418 cm™ e 1650 cm™, sendo a primeira assinalada
ao estiramento simétrico, enquanto a outra ao estiramento antissimétrico. A posicao
do grupo SO3 pode ser observada pelas bandas em 858 cm™, 822 cm™ e 730 cm™.
Conforme foi discutido anteriormente, as bandas em 858 cm™ e 730 cm™ sdo
associadas a posicao axial do grupo SO3. Dessa forma, esses resultados mostram
que o sulfato de condroitina utilizado neste trabalho é realmente o 4-sulfato de
condroitina, conforme especificagdo do fabricante. Além da posi¢gdo axial do grupo
SO3, é possivel observar também a posicéo equatorial, através da banda em 822
cm™. Isto indica um residuo de 6-sulfato de condroitina presente na amostra, que é
proveniente do processo de extracdo e purificacdo do material. As posicdes das
bandas observadas no sulfato de condroitina e as suas respectivas origens estao

descritas na Tabela 5.1.1.

Tabela 5.1.1 — Bandas vibracionais e respectivas origens observadas no sulfato de condroitina.

\ (cm'1) Origem
730 Posicao axial do grupo SO3
822 Posig¢édo equatorial do grupo SO3
858 Posicao axial do grupo SO3
1035 Estiramento das ligagdes C-0
1079 Estiramento simétrico das ligagdes S=0
1248 Estiramento assimétrico das ligagdes S=0
1418 Estiramento simétrico do grupo COOH
1650 Estiramento antissimétrico do grupo COOH

O potencial { do SC medido é igual a —56,8 mV. Conforme foi discutido
anteriormente, essa carga negativa é atribuida aos grupos SO3 e COO~, que, em pH
igual a 6,8 (pH da solugao), encontram-se desprotonados, exibindo assim uma carga

negativa, conforme as equagdes quimicas:
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5.1.1
COOH s COO0™ + H* ( )

SO;H = SO3 + H
A Figura 5.1.4 apresenta as curvas de TG e DTG obtidas da amostra de
sulfato de condroitina. A analise da curva TG mostra uma perda total de 61,92% de
massa a temperatura de 500 °C por meio de trés estagios de decomposi¢ao, cujos

dados encontram-se listados na Tabela 5.1.2.
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Figura 5.1.4 — Analise termogravimétrica do sulfato de condroitina.

Tabela 5.1.2 — Estagios de decomposigao térmica dos sulfato de condroitina.

Estagio | Perda (%) Posicao ( °C) Tmax ( °C)
I 17,00 25~ 186 69,50
Il 27,00 186 ~ 287 248,32
11 17,92 287 ~ 500 326,20

*Tmax: Temperatura correspondente a maior taxa de decomposigao.

De forma geral, a degradacgao térmica de polimeros pode ser subdividida em
trés tipos: (1) degradacdo completa com a ruptura da cadeia principal, (2) ruptura

dos fragmentos laterais com a formacdo de produtos volateis e residuos
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carbonizados e (3) carbonizagdo extensa com pouca producdo de produtos
volateis!®®. No caso da amostra estudada, observa-se no espectro de TG (Figura
5.1.4) que o primeiro estagio de decomposicéao inicia-se em 25 °C e estende-se até
186 °C e pode ser atribuido a perda de agua remanescente no material. O segundo
estagio possui maior a taxa de decomposicédo e perda de massa, além de ser o de
menor extensdo. O terceiro estagio, entretanto, possui a maior extenséo. Esses dois
estagios sdo associados a decomposi¢cao do polimero com carbonizagao parcial e

formacao de produtos volateis.

5.2 CARACTERIZAGAO DOS FLUIDOS MAGNETICOS

A concentragao de ferro presente nas suspensodes coloidais produzidas (FMI,
contendo nanoparticulas de 6xido de ferro sem cobertura, FMA e FMB, contendo
particulas cobertas com SC através de rotas quimicas diferentes) foi obtida a partir
de espectros de UV-Vis, que foram analisados com o uso de uma curva padrao de
concentracdo de ferro em funcédo da intensidade da banda de absorcdo em 460 nm

construida a partir de dados obtidos por meio da técnica de absorcéo atdomica.

As concentracbdes de ferro presentes nas amostras FMI, FMA e FMB sao
10,49; 1,05; e 2,44 mg/mL, respectivamente, e estdo listadas na Tabela 5.2.1. E
possivel observar uma diminuigdo significativa da concentracédo de ferro nas
amostras contendo as nanoparticulas cobertas com 4-SC (FMA e FMB) em relagao
a suspensao cujas nanoparticulas ndo tém cobertura (FMI). Isto pode ser atribuido
ao encapsulamento de mais de uma nanoparticula pelo polimero originando

aglomerados que foram eliminados com a centrifugagao do fluido durante a sintese.
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Tabela 5.2.1 — Concentragbes de ferro obtidas para as amostras sintetizadas.

Amostra [Fe] (mg/mL)
FMI 10,49
FMA 1,05
FMB 2,44

O tamanho hidrodindmico e o potencial { das dispersdes sintetizadas estao
apresentados na Tabela 5.2.2. Os dados mostram que o valor do potencial { varia de
+ 19,70 mV para a suspensao composta por particulas sem cobertura dispersas em
meio acido (FMI) para — 43,30 quando a particula € funcionalizada com 4-sulfato de
condroitina (FMA), indicando a presenga da cobertura. O potencial  do fluido FMA é
proveniente da adsorgao dos grupos hidroxilas anfotéricos, conforme foi discutido no
item 2.4.2. A carga superficial negativa, presente apenas nos fluidos com sulfato de
condroitina, € proveniente dos grupos COO~e SOz, conforme discutido no item 5.1.
No caso da suspensao FMB, onde a particula foi coprecipitada na presenca do
polimero, o valor do potencial { obtido € igual a — 50,50 mV, confirmando a presenca
do 4-sulfato de condroitina na superficie das nanoparticulas. E importante notar que,
conforme foi discutido anteriormente, suspensdes estaveis devem apresentar
valores absolutos de potencial { maiores ou iguais a 30 mV. Em pH acido, as
nanoparticulas apresentam-se protonadas, apresentando uma carga positiva
(confirmada pelo valor do potencial { medido) responsavel pela repulsao eletrostatica
e estabilidade do coloide. Observa-se nos valores tabelados, que, apds o
encapsulamento das nanoparticulas pela técnica de automontagem, houve uma

inversao da carga, indicando a presencga do 4-SC.

Os valores obtidos para o diametro hidrodinamico do soélido presente nas

suspensodes foi de 50,75 nm; 105,7 nm e 105,7 nm, para as amostras FMI, FMA e
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FMB, respectivamente, conforme os dados listados na Tabela 5.2.2. E possivel
observar um aumento para as particulas cobertas com 4-SC. Considerando-se a
distribuicdo de tamanho, o didmetro hidrodinamico ¢ um valor médio e pode-se
inferir que as cadeias poliméricas englobam mais de uma particula, ou que ha
interagdo entre as cadeias de diferentes particulas com formagao de clusters na
suspensdo. No entanto os valores obtidos s&o baixos, quando comparados com a

literatural®® 4699,

Tabela 5.2.2 — Didmetro hidrodindmico e potencial { das amostra sintetizadas.

Amostra FMI FMA FMB
Dy 50,75 nm 105,7 nm 105,7 nm
Potencial +19,70 mV | —-43,30 mV | -50,50 mV

A morfologia das particulas sintetizadas e dispersas em meio acido (FMI)
pode ser observada na imagem de MET apresentada na Figura 5.2.1 (a). A imagem

mostra que as particulas apresentam, em geral, forma esférica.
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Figura 5.2.1 — (a) Imagem de MET obtida da amostra FMI. (b) Histograma de distribuicdo do diametro
de nanoparticulas da amostra FMB.
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Os dados para construir o histograma apresentado na Figura 5.2.1 (b) foram
obtidos a partir de varias micrografias. O ajuste dos dados do histograma foi feito

considerando-se a fung¢ao log-normal, conforme a expressao 3.2.2, e obtendo-se o
didmetro médio Dmer = 7,4 £ 0,1 nm, e dispersao de tamanho ¢ = 0,25 + 0,01 nm,

mostrado na Tabela 5.2.3.

Tabela 5.2.3 — Diametro médio das nanoparticulas sintetizadas obtido por MET.

Amostra Dumer o
FMI 7,4+0,1 nm 0,25+ 0,01 nm
FMB 8,3+0,1 nm 0,09 + 0,01 nm

A morfologia das particulas sintetizadas in situ na presenga de sulfato de
condroitina (FMB) pode ser observada na imagem de MET apresentada na Figura
5.2.2 (a). A micrografia mostra que as particulas apresentam forma esférica. Com o

ajuste dos dados do histograma (Figura 5.2.2 (b)) por meio da fungéo log-normal
(Equacéao 3.2.2), obteve-se o Dmer = 8,3 £ 0,1 nm, e dispersdo de tamanho ¢ = 0,09

1+ 0,01 nm (Tabela 5.2.3).
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Figura 5.2.2 — (a) Imagem de MET obtida da amostra FMB. (b) Histograma de distribuigdo do
diametro de nanoparticulas da amostra FMB.
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5.3 CARACTERIZAGAO DOS SOLIDOS NANOPARTICULADOS

Visando a identificacdo da fase de oxido de ferro dos oxidos de ferro
produzidos na forma soélida (amostras SNI, SNA e SNB) foram obtidos espectros
Raman das amostras. A Figura 5.3.1 apresenta o espectro Raman, na faixa de 150 a
800 cm', das nanoparticulas sintetizadas sem cobertura (SNI) e apds a
funcionalizagdo com 4-SC por meio da técnica de automontagem (SNA). A
intensidade do laser incidente foi a mais baixa possivel, igual a 0,25 mW, para evitar
a degradacdo da amostra’™. Por meio do ajuste com funcgdes lorentzianas do
espectro Raman da amostra SNI, observa-se a presenca de estruturas em 194, 340,
385, 514, 678 e 719 cm™'. Comparando-se os valores obtidos do ajuste e aqueles
previstos pela teoria para o material bulk cristalino e também com o de materiais

nanoparticulados disponiveis na literatural®® 73 8. 100-107]

, pode-se associar as
estruturas observados no espectro da Figura 5.3.1 aos seguintes modos vibracionais
dos 6xidos de ferro: 194 (Tzlg), 340 (Eg), 385 (y — Fe,03), 514 (Tzzg), 678 (A1g) € 719
cm” (y — Fe,0;). A banda em 719 cm™ é devida & oxidagdo de ions de Fe (ll)

presentes no sitio octaédrico. Os modos vibracionais observados nos espectros da

Figura 5.3.1, e listados na Tabela 5.3.1, Tz, Eg, T5, € A;, s80 caracteristicos da

magnetita, indicando que as nanoparticulas de 6xido de ferro sintetizadas possuem
majoritariamente a fase magnetita. Nao obstante, é possivel observar também os
modos atribuidos & fase maghemital® ™ 1" 1% que pode ter sido induzida pelo
aumento de temperatura devido & incidéncia do laser. E importante notar que, no
caso dos materiais nanoparticulados, o processo de oxidagao de magnetita para
maghemita ocorre de forma mais acentuada em comparacédo a forma bulk,
ocorrendo mesmo sem ter sido induzido. Isto corre devido a alta reatividade da

superficie das nanoparticulas, conferida pela alta razdo superficie-volume. O
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espectro Raman da amostra SNA, referente ao material nanoparticulado coberto
com 4-SC pela técnica de automontagem, é similar ao da amostra antes da

funcionalizagéo (SNI) e € mostrado também na Figura 5.3.1.
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Figura 5.3.1 — Espectro Raman obtido das amostras SNI (preto) e SNA (laranja). Na parte inferior da
figura, o ajuste obtido do espectro da amostra SNI utilizando fungbes lorentzianas.

A Figura 5.3.2 apresenta o espectro Raman obtido da amostra SNB, relativo
as nanoparticulas sintetizadas na presenga de 4-SC. O ajuste empregando fungdes
lorentzianas, mostra a presenca de estruturas em 184, 324, 374, 520,669 e 712 cm’
! atribuidas aos modos vibracionais listados na Tabela 5.3.1.

Apesar de detectadas, as bandas atribuidas a maghemita apresentam baixa
intensidade, representando uma oxidacdo parcial da amostra, o que pode ser
atribuido ndo somente a oxidacdo natural pelo ambiente, mas também pela
degradacgao causada pelo laser incidente e pelo processo de dialise que os fluidos

foram submetidos.
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A espectroscopia Raman foi utilizada para o estudo do nucleo magnético,
porém, nao foi possivel observar a presenca do 4-SC na superficie das
nanoparticulas. Para complementar a analise espectroscopica, foram realizadas

analises de espectroscopia de infravermelho que serdo apresentadas a seguir.

Intensidade Raman (u.a.)

200 300 400 500 600 700 800
NUmero de Onda (cm'™)

Figura 5.3.2 — Espectro Raman obtido da amostra SNB, produto da sintese realizada na presenga de
4-SC, e o respectivo ajuste com as fungdes lorentzianas.

Tabela 5.3.1 — Modos vibracionais observados nas nanoparticulas sintetizadas.

SNI Posm;aoSNB Modo Vibracional
194cm™ | 184 cm’ T,
340cm™ | 324 cm” Eg
385cm” | 374cm” y — Fe, 0,
514 cm™ | 520 cm” TZ,

678 cm” | 669 cm” Ag
719cm” | 712cm’” y — Fe,0,

A Figura 5.3.3 apresenta os espectros infravermelho para as amostras SNA e
SNB na regido de 500 a 1800 cm™. O comportamento dos espectros foi analisado

comparando-os com o espectro do sulfato de condroitina, apresentado na Figura



74

5.1.3. Conforme foi discutido anteriormente, as bandas na regido entre 1700 cm™ e
1350 cm™ se referem ao estiramento simétrico e antissimétrico do grupo COOH,
neste caso, oriundo do sulfato de condroitina. Além disso, a banda em 1030 cm™ é
associada ao estiramento da ligagdo C-O do acido glucoronico e da
acetilgalactosamina presentes no sulfato de condroitina. Finalmente, as outras
bandas observadas s&o associadas a posicdo do grupo SO; do sulfato de
condroitina e ao estiramento simétrico e antissimétrico das suas ligagdes S=0.
Dessa forma, a espectroscopia confirma a presenga do 4-SC associada as

nanoparticulas por meio da presencga das bandas associadas a 4-SC.

— SNA
— SNB

1258cm’”

1399cm’’

Transmitancia (%)

1632¢cm’

1248cm’’

1640cm’™

1800 1600 1400 1200 1000 800 600
Numero de Onda (cm™)

Figura 5.3.3 — Espectros infravermelho obtido para as amostras SNA e SNB, conforme indicagao.

Pode-se observar nos espectros da Figura 5.3.3 caracteristicas que indicam
diferencas no modo de interagao entre o 4-SC e as nanoparticulas nos dois métodos
de sintese. Comparando-se as posi¢cdes das bandas das nanoparticulas cobertas

com as do sulfato de condroitina puro (usado como controle) é possivel observar um
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deslocamento AV significativo nas bandas referentes ao grupo COOH e ao grupo SO3,

assim como a suas ligagdes S=0 (ver Tabela 5.3.2).

Independentemente do método utilizado para o encapsulamento das
nanoparticulas com o 4-SC, comparando-se a posicdo da banda em 1035 cm™ do
sulfato de condroitina com a banda correspondente nas amostras SNA e SNB,
observa-se um deslocamento para a banda situada em 1030 cm™. Conforme foi
mencionado anteriormente, esta banda é associada ao estiramento das ligagbes C-0
da estrutura do SC. Este deslocamento de AV = — 5 cm™ (para as amostras SNA e
SNB) pode indicar uma interagao muito baixa ou nula entre os carbonos e oxigénios
da estrutura ciclica do 4-SC com as nanoparticulas. Na amostra encapsulada pela
técnica por automontagem (SNA), o pequeno deslocamento A¥ = 1 cm™ para o
estiramento simétrico da ligacdo S=0 e a auséncia de deslocamento para o
estiramento antissimétrico para a mesma ligagéo, juntamente com o deslocamento
médio AV = — 2,5 cm™ da posicdo do grupo SO3, sugere uma interagcdo muito baixa
ou nula do grupo SO3 com as nanoparticulas. Por outro lado, o deslocamento AV = —
9 cm' e AV = — 10 cm” para o estiramento simétrico e antissimétrico,
respectivamente, do grupo COOH sugere uma maior interagdo, em comparagao ao

grupo SO3, com a superficie das nanoparticulas.
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Tabela 5.3.2 — Posigao das bandas dos espectros infravermelho apresentados nas Figuras 5.1.3 e
5.3.3 das amostras sintetizadas e do sulfato de condroitina. AV € o deslocamento da banda em
relacdo a posigao no espectro da 4-SC. Dados extraidos dos espectros obtidos.

Amostra 4-SC SNA SNB
Banda \Y (cm'1) Y (cm'1) AV (cm'1) Y (cm'1) AV (cm'1)

Posigao axial SO3 730 728 =2 714 —16
858 855 -3 806 -52
Est. C-0 1035 1030 -5 1030 -5
Est. simétrico S=0 1079 1080 1 1068 -11
Est. assimétrico S=0 1248 1248 0 1258 +10
Est. simétrico COOH 1418 1409 -9 1399 -19
Est. antissimétrico COOH 1650 1640 -10 1632 -18

Considerando-se que a posicdo das bandas oriundas do estiramento
simétrico e antissimétrico do grupo COOH na amostra 4-SC se referem a forma iénica
livre desse grupo, o pequeno deslocamento listado na Tabela 5.3.2 sugere uma
interagao eletrostatica e ndo por coordenagéo entre o grupo e os ions metalicos das
nanoparticulas, conforme o modelo sugerido na ilustragdo da Figura 5.3.4, onde as

cargas negativas se referem aos terminais SO3;e COO~ do sulfato de condroitina.

Figura 5.3.4 — llustragdo do modelo proposto para a configuragdo da superficie das nanoparticulas de
oxido de ferro encapsuladas com 4-SC por meio da técnica de automontagem (amostra FMA).



77

Por outro lado, no caso das nanoparticulas sintetizadas na presenca do
sulfato de condroitina (SNB), o deslocamento das bandas € mais acentuado: ambos
grupos (COO~e SO3) possuem deslocamentos significativos (A¥ = 10 cm™), sugerindo
uma coordenacdo entre o ferro presente na superficie das nanoparticulas e os
grupos do 4-SC. Entretanto, o grupo SOz, por possuir um deslocamento maior,
predominaria na interacdo com as nanoparticulas.

A coordenacgéao entre o grupo carboxilico e metais pode ocorrer de diferentes
formas, conforme a ilustragdo apresentada na Figura 5.3.5. Por meio da analise de
espectros obtidos no infravermelho, €& possivel obter a informacdo sobre a

ocorréncia destes tipo de interacaol'%.

Fe—O R Fe—O
: 0 S
\C/ Fe/ \\C—R >C—R
; ~5~ Fe—O'
0
(@) Monodentada (b) Bidentada (c) Bidentada em ponte

Figura 5.3.5 — llustragao dos tipos de coordenagao do grupo carboxilico com ions metalicos. No
exemplo, o ion metalico é representado pelo ferro.

Considerando-se a diferenca (AV) entre a posigao da vibragdo antissimétrica
(V,s) e da vibragao simétrica (V) dos carboxilatos, pode-se obter um indicativo do
tipo de coordenacgao. Para as nanoparticulas sintetizadas na presenca de sulfato de
condroitina (SNB), obteve-se um deslocamento AV = 233 cm™ que sugere uma
coordenagao entre o carboxilato e os ions metalicos das nanoparticulas do tipo
monodentada. Baseando-se na analise apresentada, e no meio que a particula esta
suspensa, o modelo de interagdo da cobertura com a particula sugerido ¢é ilustrado

na Figura 5.3.6.
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Nanoparticula ‘

Figura 5.3.6 — llustragdo do modelo proposto para a coordenacao entre o 4-SC e as nanoparticulas
sintetizadas com 4-SC in situ (amostra SNB).

Por meio da anadlise termogravimétrica obtida das amostras SNI e SNB
(Figura 5.3.7), é possivel observar 2 estagios de decomposi¢ao térmica na amostra
SNI e 3 estagios na amostra SNB, cujos dados sédo apresentados na Tabela 5.3.3. A
perda total de massa da amostra SNI foi de 3,60%, tendo perdido 2,97% no primeiro
estagio, que se estende de 25 a 170 °C, e 0,75% no segundo estagio, na faixa de
temperatura de 170 a 360 °C. A variacdo da massa no primeiro estagio € atribuida a
perda de agua remanescente no material, enquanto que no segundo se refere a
agua adsorvida na superficie das nanoparticulas!'®®.. Por outro lado, a perda total de
massa da amostra SNB foi de 8,93%, oriundo de 3 estagios, distribuidos entre 25 a
163 °C, 163 a 195 °C e 195 a 440 °C, sendo o primeiro referente a perda de agua
remanescente na amostra, o segundo referente a agua adsorvida nas
nanoparticulas, e o ultimo, mais importante, a decomposi¢cao térmica do sulfato de

condroitina.

O primeiro estagio em ambas amostras, atribuido a perda de &gua

remanescente apods a liofilizagao, inicia-se na mesma temperatura (25 °C) e a sua
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extensdo é bastante préoxima (AT = — 7 °C). A perda da massa também possui
grande proximidade (AP = 0,48%). No segundo estagio, que é atribuido a perda de
agua adsorvida nas nanoparticulas, € possivel observar uma maior perda de agua
adsorvida nas nanoparticulas sem cobertura (0,75%), o que pode ser associado a
area superficial exposta das nanoparticulas, permitindo maior adsorgéo de agua. No
caso das nanoparticulas associadas com 4-SC, a sua superficie encontra-se coberta
pelo polimero, impedindo uma maior adsorgdo de agua. Finalmente, o ultimo estagio
de decomposicado térmica, presente apenas nas amostras cobertas com 4-SC, é

associado a decomposigao térmica do polimero.

Tabela 5.3.3 — Estagios de decomposigao térmica das amostras sintetizada.

Amostra SNI SNB
s Perda Posicao Do Perda | Posigcao Do
Estagio (%) (°C) Atribuigao (%) (°C) Atribuigao
I 2,97 25~170 | Agua remanescente | 2,49 25 ~ 163 | Agua remanescente
11 0,75 | 170~ 360 Agua adsorvida 0,33 | 163 ~195 Agua adsorvida
111 - - - 6,23 | 195~ 440 4-SC adsorvida

Por meio das curvas de TG, é possivel calcular a quantidade de 4-SC
associada as nanoparticulas, assim como calcular a concentracdo das mesma no
fluido, considerando-se que o ultimo estagio se refere a perda de 4-SC. Dessa
forma, as nanoparticulas sintetizadas com 4-SC in situ (FMB), quando dispersas em

meio aquoso neutro, apresentaram uma concentragao de 4-SC igual a 6,23% (p/p).
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Figura 5.3.7 — Curvas termogravimétricas obtidas das nanoparticulas sintetizadas com sulfato de
condroitina in situ (SNB) e sem cobertura (SNI).

5.4 ESTABILIDADE DAS SUSPENSOES COLOIDAIS EM MEIO BIOLOGICO

Considerando-se o objetivo de desenvolver complexos magnéticos, cujo
nucleo magnético é utilizado como plataforma para transporte e liberagdo de drogas,
foi desenvolvido um estudo sobre a estabilidade das suspengdes preparadas em
meio bioldgico, por exemplo, em meio de cultura DMEM e solugdo tampéao fosfato
(PBS). O meio de cultura DMEM foi utilizado devido ao seu uso padrao no cultivo de
células de fibroblastos, que sédo células da linhagem paralela dos condrdcitos e
condroblatos, presentes nos tecidos cartilaginosos®. O tampao PBS foi utilizado
porque € um componente dos meios de cultura, incluindo o DMEM.

O monitoramento da estabilidade das suspensdes nos dois meios foi
realizado em intervalos de tempo de 24, 48 e 72 horas apds a sintese, por meio de

medidas do didmetro hidrodindmico e inspecgéo visual. A Figura 5.4.1 mostra as
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imagens obtidas das suspensées (FMI, FMA e FMB), bem como das mesmas

dispersdes diluidas com meio de cultura DMEM ou com solugéo tampao fosfato.

FMI FMA
-
-
-
T : 72 horas --

Figura 5.4.1 — Imagens obtidas no monitoramento da estabilidade coloidal dos FMs produzidos. Para
cada coluna relativa ao tipo de FM, o primeiro tubo a esquerda é o FM puro, o segundo é o FM diluido
em meio de cultura DMEM e o terceiro tubo é o FM diluido em tampao fosfato.

Observa-se nas imagens que os fluidos magnéticos apresentaram
estabilidade diferenciada. Os dados do monitoramento da estabilidade das
suspensodes preparadas, e das mesmas misturadas com solugao tampao ou meio de
cultura DMEM, por meio das imagens apresentadas na Figura 5.4.1, estao listados

na Tabela 5.4.1, enquanto as medidas do didmetro hidrodindmico na Tabela 5.4.2.
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Tabela 5.4.1 — Analise da sedimentagao e separagao de fases dos coloides produzidos a partir das
imagens apresentadas na Figura 5.4.1.

Amostra FMI FMA FMB

Tempo | Puro | DMEM | PBS | Puro | DMEM | PBS | Puro | DMEM | PBS
(h)
0 — - — - — — - — —
24 - ++ T + ++++ ++++ — + ++++
48 - T T ++ T T _ + T
72 - T T ++ T T - ++ T

T: Precipitagado total da amostra com separacao de fases. De + a ++++: desenvolvimento da separagéo de fases,
sendo ++++ separacgéo de fases evidente juntamente com a presenca de precipitados, porém, com material
ainda suspenso. A avaliagdo da quantidade de precipitados esta relacionado unicamente com a mesma amostra
(diluida ou n&o) nos diferentes tempos analisados e portanto ndo é comparavel com a de outras amostras.

A analise das imagens (Figura 5.4.1) e dos dados da Tabela 5.4.1 mostra que
as amostra das suspensdes FMI e FMB, ou seja referentes ao FM composto por
particulas sem cobertura e sintetizados com 4-SC in situ, respectivamente,
apresentaram estabilidade coloidal durante o tempo todo do periodo investigado (72
horas), ndo sendo possivel observar sedimentos. Por outro lado, a amostra da
suspensdao FMA, preparada com as nanoparticulas encapsuladas com 4-SC por
meio da técnica de automontagem, apresentou o inicio do processo de separagao
de fases em torno de 24 horas apés o monitoramento. Quanto a estabilidade em
tampao fosfato, todos os fluidos apresentaram precipitados em T = 24 horas. Para a
amostra FMI, sem cobertura, este fenbmeno pode ser explicado pela alteracdo do
pH do meio, pois a amostra foi preparada em pH 3, obtendo-se a estabilidade
eletrostatica, conforme foi discutido anteriormente. Ao adicionar o tampao fosfato ou
0 meio de cultura DMEM, o pH é alterado para pH 7,2 e, em consequéncia, as
nanoparticulas deixam de apresentar carga superficial suficiente para repulséao,
formando assim aglomerados que levam a precipitagdo. Para a suspensao FMA,
com as nanoparticulas encapsuladas com 4-SC por meio da técnica de
automontagem, apesar de que o coloide foi preparado no mesmo pH do tampao, o

fendmeno pode ser explicado considerando-se uma competi¢cdo entre os ions (Nat,
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K+ e H*) e contra-ions (Cl~e PO;) presentes no tampao com as cargas negativas do
4-SC, que interagem com as cargas positivas da superficie das particulas. Observa-
se como resultado uma preferéncia pela interagao dos ions da solugdo tampao com
a superficie das particulas que desloca o equilibrio, levando a uma remocéao do 4-SC
da superficie das particulas. Em consequéncia, da mesma forma que ocorre nas
suspensdes dispersas em meio neutro, as nanoparticulas se aglomeram e
precipitam. Um comportamento similar foi observado quando as suspensdes
coloidais foram expostas ao meio de cultura DMEM, pelos mesmos motivos ja
discutidos.

O coloide preparado na presenga de 4-SC, amostra (FMB) apresentou
comportamento diferenciado dos demais. Observa-se na Tabela 5.4.1, bem como
nas imagens da Figura 5.4.1, que a amostra FMB apresentou maior estabilidade no
meio de cultura DMEM, entretanto, foi possivel observar o inicio da separacao de
fase em T = 24 horas, comportamento este que se acentuou em funcao do tempo
estudado, porém, sem ocorréncia da precipitacao total da amostra. Observa-se na
Tabela 5.4.2 que o diametro hidrodindmico aumenta com a adicdo do tampao fosfato

e do meio de cultura DMEM independente do tipo de coloide.

Tabela 5.4.2 — Didmetro hidrodindmico das amostras obtidas na analise de estabilidade.

Amostra FMI FMA FMB
Tempo Puro DMEM PBS Puro DMEM PBS Puro DMEM PBS
0 50,7 nm | 105,7 nm | 295,3nm | 105,7 nm | 342,0 nm | 396,1 nm | 105,7 nm | 396,1 nm | 220,2 nm
24 50,7 nm - - - - - 342,0 nm - -
48 28,2 nm - - - - - 122,4 nm - -
72 50,7 nm - - - - - 220,2 nm - -

— : Dado né&o obtido devido a limitagao da técnica e do equipamento proveniente da presenga de precipitados.

Quanto as medidas do didmetro hidrodinamico, é possivel observar um
aumento desse nos fluidos que encontram-se diluidos. Este fendbmeno é atribuido a
aglomeragao das nanoparticulas pelos motivos explicados anteriormente. Devido a

presenca desses aglomerados e, consequentemente, precipitados, nao foi possivel
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obter os didmetros hidrodindmicos dos fluidos apds 24 horas pela técnica de EDL.
Mesmo com um didmetro hidrodindmico relativamente grande, ao ser comparado
com outros estudos, € possivel observar que este possui tamanho inferior, o que
proporciona uma maior facilidade na adsorcao pelas células, fator importante para

aplicagdes em nanomedicina, em especial nos sistemas de entrega de drogas®® 24
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6 CONCLUSAO

Neste projeto foram produzidos complexos magnéticos formados por
nanoparticulas de 6xido de ferro com o glicosaminoglicano natural sulfato de
condroitina. Os complexos foram dispersos em meio aquoso com pH neutro visando
aplicagbes biomédicas. Foram empregados dois métodos para sintetizar as
nanoparticulas de magnetita cobertas com 4-sulfato de condroitina. As
caracteristicas dos nanomateriais produzidos foram obtidas por meio de técnicas de
espectroscopia Raman e no infravermelho, analise termogravimétrica, microscopia
eletrbnica de transmissédo (MET) e espalhamento dindmico de luz (EDL). No primeiro
método de sintese, as nanoparticulas de 6xido de ferro foram obtidas por meio da
técnica de coprecipitagdo em meio aquoso por hidrdlise alcalina. Em seguida, o FMI
foi funcionalizado com 4-SC empregando-se a técnica de automontagem. Na outra
abordagem, as nanoparticulas de 6xido de ferro foram sintetizadas na presenga do

sulfato de condroitina e dispersas em meio aquoso com pH neutro.

Os resultados da caracterizagcdo dos fluidos magnéticos sintetizados
mostraram que a interacdo entre a cobertura e a superficie da particula ocorre
devido a interacéo eletrostatica entre as cargas positivas das nanoparticulas e as
cargas negativas do sulfato de condroitina no primeiro método de sintese. No
segundo método, ocorre uma coordenagdo entre o ferro das nanoparticulas e os

grupos sulfénico e carboxilico do sulfato de condroitina.

Visando a confec¢cdo de coloides estaveis para aplicagbes bioldgicas, a
estabilidade dos fluidos produzidos foi monitorada em fungdo do tempo de
armazenamento. Os fluidos produzidos, assim como diluicdes desses em meio de

cultura DMEM e tampao fosfato salino, foram monitorados visualmente e por meio
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da técnica de EDL 24, 48 e 72 horas ap6s o preparo das amostras. O meio de
cultura DMEM foi utilizado como diluente devido ao seu uso como meio de cultura
padrao em cultivos celulares de células de fibroblastos. Os fibroblastos sdo células
que possuem origem nas células-tronco mesenquimais, que também dao origem aos
condrdcitos e condroblastos, células essas que sido responsaveis pela produgao e
manutencgao do tecido cartilaginoso. O tampéao fosfato salino foi utilizado pois ele é o
principal solvente utilizado no meio de cultura DMEM. De forma geral, constatou-se
que o fluido funcionalizado por meio da técnica de automontagem possui

estabilidade coloidal inferior a do fluido produzido com sulfato de condroitina in situ.

Neste trabalho, foram desenvolvidos diferentes protocolos para a obtencao de
complexos nanoestruturados na forma de coloides de nanoparticulas de oxido de
ferro estabilizados através da adsorcdo do biopolimero 4-sulfato de condroitina.
Observou-se que a metodologia empregada na sintese interfere ndo somente no tipo
de interacdo entre o surfactante e as nanoparticulas, mas também na estabilidade
coloidal dos fluidos magnéticos em meio bioldgico, tais como solugao tampao fosfato
e meio de cultura DMEM. Os resultados mostraram que os complexos, cuja
nanoparticula de 6xido de ferro foi sintetizada em presenca de 4-SC, apresentaram

maior estabilidade em meio bioldgico.

Este novo biocomplexo nanoestruturado, formado por um veiculo carreador
(nanoparticulas de 6xido de ferro) e pelo farmaco (4-sulfato de condroitina), mostra-
se promissor para aplicagdes em nanomedicina, especialmente no tratamento da
osteoartrite, considerando-se que o uso do sulfato de condroitina tem sido indicado
para o tratamento, regeneragdo e produgao de tecidos. As perspectivas futuras
referentes aos complexos produzidos neste trabalho incluem o estudo da

citotoxicidade dos coloides produzidos, tanto in vitro quanto in vivo e o estudo da
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eficiéncia terapéutica do complexo nanoestruturado produzido para o tratamento da

osteoartrite.
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