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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi o de desenvolver um novo tipo de material
polimérico, com propriedades magnéticas, visando aplicacdes biomédicas. As
nanoparticulas de magnetita sintetizadas foram modificadas com &cidos
carboxilicos, como o &cido acrilico ou metacrilico, a fim de melhorar o
encapsulamento individual durante a etapa de polimerizacéo, o que provoca uma
melhoria na resposta magnética dos nanocompdsitos. As nanoparticulas foram
dispersas em uma matriz termoplastica de poli(pivalato de vinila) através de um
processo de polimerizacdo em emulséo, cujos produtos também apresentam
propriedades magnéticas. As amostras foram analisadas por FTIR, DTG, DSC,
DRX, VSM, MET. A partir dos dados obtidos na difratometria de raios X
determinou-se que o tamanho de cristalito das nanoparticulas de magnetita pura
€ de aproximadamente 8 nm. Os resultados da microscopia de transmisséo
eletrbnica mostraram que as nanoparticulas possuem morfologia esférica.
Nanoparticulas puras ou funcionalizadas apresentaram tamanho de cerca de 6
nm, enquanto 0os nanocompg@sitos apresentam tamanho de cerca de 7 nm.
Medidas de saturacdo magnética mostraram valores de aproximadamente 75
emu/g, indicando presenca de superparamagnetismo no material em
temperatura ambiente. Os nanocompa@sitos mostraram uma temperatura de
transicao vitrea (Ty) de 65 °C, o que € apropriada para possiveis usos em
aplicacbes biolégicas. Os compostos sintetizados foram caracterizados e
testados em diferentes linhagens celulares, como queratinécitos (HaCaT),
fibroblastos e melanomas (A431), em diferentes tempos de exposicdo e
concentragdes a fim de verificar a citotoxicidade. Os resultados obtidos nos
testes de citotoxicidade mostraram viabilidades celulares superiores a 70%
quando comparados ao grupo de controle sugerindo possiveis aplicacdes em

terapias biomédicas como a hipertermia e a emboloterapia.

Palavras-chave: polimerizacdo em emulsdo, termoplastico, poli(pivalato de

vinila), superparamagnetismo, citotoxicidade, melanoma, hipertermia.



ABSTRACT

The objective of this work was to develop a new type of polymeric material, with
magnetic properties, aiming biomedical applications. The synthesized magnetite
nanoparticles were modified with carboxylic acids, such as acrylic or methacrylic
acid, in order to improve individual encapsulation during the polymerization step,
which improves the magnetic response of the nanocomposites. The
nanoparticles were dispersed in a thermoplastic matrix of poly(vinyl pivalate)
through an emulsion polymerization process, whose products also have magnetic
properties. Samples were analyzed by FTIR, DTG, DSC, XRD, VSM, MET. From
the data obtained in X-ray diffractometry, it was determined that the crystallite
size of the pure magnetite nanoparticles is approximately 8 nm. The results of
transmission electron microscopy showed that the nanoparticles have spherical
morphology. Pure or functionalized nanoparticles have a size of about 6 nm, while
nanocomposites have a size of about 7 nm. Magnetic saturation measurements
showed values of approximately 75 emu/g, indicating the presence of
superparamagnetism in the material at room temperature. The nanocomposites
showed a glass transition temperature (Tg) of 65 °C, which is suitable for possible
uses in biological applications. The synthesized compounds were characterized
and tested in different cell lines, such as keratinocytes (HaCaT), fibroblasts and
melanomas (A431), at different exposure times and concentrations in order to
verify cytotoxicity. The results obtained in the cytotoxicity tests showed cell
viability higher than 70% when compared to the control group, suggesting
possible applications in biomedical therapies such as hyperthermia and

embolotherapy.

Keywords: emulsion polymerization, thermoplastic, poly(vinyl pivalate),

superparamagnetism, cytotoxicity, melanoma, hyperthermia.
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1. INTRODUCAO

O ferro € um dos elementos mais abundantes na crosta terrestre e tem
importancia em diversos processos metabdlicos no corpo humano. Na forma de
seus diferentes compostos, com destaque para os oxidos, tem sido pesquisado
e utilizado ha décadas na area biomédica.!

Alguns dos oOxidos de ferro, como magnetita e maguemita, apresentam
propriedades fisico-quimicas que fazem com que diversas aplicacdes
envolvendo nanoparticulas sejam possiveis, como a facilidade de sintese,
estrutura e tamanho ajustaveis, atividade catalitica, superparamagnetismo,
estabilidade coloidal, possibilidade de funcionalizacdo superficial e
biocompatibilidade.?

Uma vez que nanoparticulas ndo funcionalizadas apresentam
propriedades diferentes daquelas que foram funcionalizadas, o procedimento de
dispersdo de nanoparticulas magnéticas (NPMs) em matrizes poliméricas gera
uma série de propriedades adequadas para aplicacdes biomédicas.

Entre essas propriedades, podemos citar: o aumento da compatibilidade
com matrizes organicas, a reducdo da tendéncia a lixiviagdo, a protecdo da
superficial da particula contra a oxidacdo e o auxilio na formacdo da
nanodispersdo magnética contendo nanoparticulas em seu interior.3*

Deste modo, a funcionalizacdo de nanoparticulas tem a capacidade de
melhorar a dispersividade e a estabilidade quimica bem como reduzir a
toxicidade dos materiais envolvidos, que séo requisitos para aplicacdes médicas.

Entre os diversos motivos pelos quais nanoparticulas de ferro ndo podem
ser usadas diretamente no organismo e precisam ser funcionalizadas, podemos
citar a formacdo de radicais livres, a possibilidade de agregacdo das
nanoparticulas, causando tromboses e a oxidacgéo facil das nanoparticulas.®

Devido a suas propriedades fisico-quimicas, biocompatibilidade, baixa
toxicidade a possibilidade de controle da morfologia, varios materiais como poli
(etileno glicol) (PEG), quitosana, dextrana, alcool polivinilico (PVA), entre outros,
podem ser usados em conjunto com materiais inorganicos como 6xidos de ferro
para o desenvolvimento de diversas aplicacdes como agentes embolizantes, em

separacdo de proteinas ou hipertermia, por exemplo.®
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No caso de nanoparticulas magnéticas, como a magnetita, maguemita e
outras ferritas, a reducdo no magnetismo na superficie das nanoparticulas pode
ocorrer, o que pode dificultar alguns dos possiveis cujo requisito seja de
particulas com elevada capacidade magnética.

Esta é uma outra razdo para o emprego de diversos compostos como
polimeros e acidos carboxilicos como agentes de cobertura.’

Latices poliméricos magnéticos tem encontrado diversos usos em varias
aplicacGes como, por exemplo, agricultura e industria de alimentos,® separacédo
magnética de compostos diversos,® agentes de contraste!® e diagnéstico,!! setor
téxtil e sensores quimicos,? controladores de temperatura em tratamentos por
hipertermia,'*1* sistemas transportadores de farmacos,*® industria automotiva e
catdlise,'52° e emboloterapia e terapia associadas.?-?°

Muitos estudos na area biomédica tém objetivo de estudar a toxicidade e
os efeitos colaterais apds a administracdo de materiais em organismos e células.

As principais preocupacfes decorrem da citotoxicidade e nefrotoxicidade
por conta do tamanho de nanoparticulas que podem provocar efeitos como
lesbes por isquemia e reperfusdo, entre outras, causadas por espécies reativas
de oxigénio (EROSs), geradas em processos de estresse oxidativo.

No caso particular das nanoparticulas de magnetita, devido a suas
propriedades cataliticas, é possivel a geracao de radicais livres por processos
de Fenton.?®

Essas reacfes de Fenton danificam as estruturas mitocondriais causando
morte celular, uma vez que a geracgao de radicais livres pode inicar processos
inflamatérios, danos ao DNA, desnaturacdo proteica e peroxidacéo lipidica.?’

Quando esse processo ocorre em organismo vivos, com seres humanos
sendo os mais estudados, podem ser geradas diferentes doencas como
envelhecimento, problemas cardiovasculares, degenerativos ou canceres.

Diversos processos de polimerizagdo podem ser empregados com o
intuito de recobrir nanoparticulas, cada um com suas vantagens e desvantagens,
destacando-se entre esses, 0 processo de polimerizacdo em emulséo devido a
possibilidade de encapsulamento individual de nanoparticulas.

Diversos autores tém estudado a citotoxicidade de nanoparticulas em
diferentes tipos de células. Entre os trabalhos recentes, podemos citar o trabalho

de Resende et al.?® que apresentou um estudo sobre nanoparticulas poliméricas
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do tipo casca-nucleo obtidas a partir de polimerizagdo em miniemulsdo
combinada com polimerizacdo semeada visando aplicagcdes em emboloterapia.

Embora esse trabalho traga inumeras contribuicdes, € importante
ressaltar que o processo de miniemulsdo ndo € adequado para o
encapsulamento individual de nanoparticulas magnéticas, pois o tamanho
caracteristico das gotas monomeéricas esta na faixa de 20 a 50 nm, fazendo o
produto final apresentar uma grande quantidade de nanoparticulas
encapsuladas na forma de nanoclusteres, o que pode afetar a resposta
magnética do material.

Como mostrado pelos autores, essa nova classe de nanoparticulas
magneéticas do tipo casca-nucleo composta por PMMA-Fes3Oa4/poli(pivalato de
vinila) mostrou uma elevada viabilidade celular para células de melanoma do tipo
murina (linhagem celular B16F10) e queratindcitos (linhagem HaCaT).

O estudo de Rehana et al.?® mostrou que nanoparticulas magnéticas
funcionalizadas com diferentes acidos carboxilicos como o ascérbico, hexandico,
salicilico e aminoacidos como L-arginina e L-cisteina reduziam a toxicidade de
drogas anticancer em células de adenocarcinoma (A549).

Trabalhando com outros tipos de 6xidos, como ZnO e SiO2, Sahu et al.*°
mostraram que essas nanoparticulas apresentam diferentes citotoxicidades de
acordo com o tamanho de particulas em células de mondcitos (THP-1) e células
pulmonares humanas (L-132).

Hé& pesquisas com outros tipos de nanoparticulas metélicas, como ouro e
prata. Ma et al.3! sintetizaram nanoparticulas de ouro para entender como a
degradacdo da corona proteica, causada por nanoparticulas, influencia a
citotoxicidade em células.

Além disso, o estudo citado trouxe a informacdo que diferentes taxas de
degradacdo enzimatica na corona ocorrem e que podem levar & inducdo de
citotoxicidade e produgéo de espécies reativas de oxigénio (EROs).

A corona proteica € a cobertura de biomoléculas, ligadas a superficie de
nanoparticulas, que se forma de modo natural quando nanoparticulas s&o
inseridas em meios bioldgicos.

O papel biolégico deste tipo de estrutura € o de proteger as células dos
efeitos toxicos de nanoparticulas, além de reduzir os efeitos das espécies

reativos de oxigénio (EROs).
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Vazques-Mufioz et al.32 pesquisaram o efeito de nanoparticulas de prata
em diferentes grupos taxondémicos, a fim de estudar seus efeitos em diversos
sistemas vivos, inclusive linhagens de cancer.

De acordo com os autores, organismos de diversas complexidades
sofrem inibi¢c&o in vitro na escala de microgramas de prata em suas diferentes
apresentacoes.

Quando nanomateriais com propriedades magnéticas sdo usados, €
importante que as propriedades magnéticas sejam preservadas. Se o objetivo é
que o material seja usado em organismos € interessante que haja o
encapsulamento da nanoparticula em uma matriz polimérica hidrofébica, que
podera ser modificada dependendo do tipo de aplicacdo a que se destina.

Quando sao realizadas polimerizacbes em emulsdo, o desafio € que
ocorra uma dispersao adequada e o mais uniforme possivel na matriz polimérica
obtida ao final da reacdo envolvendo mondémero e nanoparticulas, em diversas
proporcdes de massa entre as fases presentes.*?

Neste trabalho, de modo a se certificar que as nanoparticulas obtiveram
a cobertura adequada, o procedimento experimental seguiu 2 importantes
passos: O primeiro passo foi realizar a modificacdo superficial das
nanoparticulas de Fe3O4 ,com &cidos carboxilicos polimerizaveis, para melhorar
a capacidade de encapsulamento.

O segundo passo foi a polimerizacdo em emulsao usando nanoparticulas
de magnetita (FesOa4), funcionalizadas com esses 2 &cidos carboxilicos, como
locus da polimerizacdo para encapsulamento individual por uma camada de
pivalato de vinila de espessura controlada.

Para a sintese de nanoparticulas podem ser usados diversos métodos de
sintese, destacando-se entre eles, coprecipitacdo,?*%  métodos
hidrotérmicos3®¢:3” e sonoquimicos®®3°, além de processos sol-gel*®41, polidis,**
44, por injecdo em fluxo, aerosol e vapor,* eletroquimicos,’ microemulséo por
zona.*®

Mesmo existindo diferentes rotas sintéticas de nanoparticulas de
magnetita, algumas dificuldades inerentes ao processo podem ser citadas, tais
como a manutencédo da estequiometria adequada entre cations Fe?* e Fe®*; a
separacao do produto final, a prevencao ou reducao da floculacdo do material

obtido e a remocéao de surfactantes residuais, entre outros.*’-+°

20



Ainda, em relacdo a sintese de nanoparticulas, alguns cuidados devem
ser tomados de modo que possam ser empregadas na area biomédica:* * i)
devem ser estaveis em agua, uma vez que a maioria dos processos bioquimicos
ocorrem neste meio; ii) devem ser seguras para a saude e ambiente; iii) a
conjugacao deve ser bem feita em biomoléculas para tarefas especificas, iv)
apresentar um elevado grau de cristalinidade, que mantem magnetizacéo
elevada.

E desejavel, além da escala nanométrica, que as nanoparticulas
magnéticas apresentem uma distribuicdo de tamanho estreita e pouca ou
nenhuma agregacdo, o que pode ser determinado a partir da analise das
micrografias obtidas na microscopia eletronica de transmissdo (MET).%?

De acordo com o tamanho da nanoparticula, é possivel o surgimento de
propriedades relacionadas, como o superparamagnetismo, que é fortemente
dependente da rota sintética empregada para produzir as particulas.

Assim, o controle adequado do tamanho de particula pode ser efetuado durante
a sintese do material magnetopolimérico.*’

As caracteristicas citadas acima fazem com que as nanoparticulas ndo se
comportem como imads permanentes, permitindo o uso em aplicacdes
biomédicas como, por exemplo, os tratamentos por emboloterapia e hipertermia.

Ha uma lacuna, em termos de aplicacdo, entre o tipo de nanoparticula
pura e a que sera usada em meio biolégico.

Um modo de contornar isso € através de estratégias como a
funcionalizacéo superficial, o encapsulamento ou a bioconjugacédo, de modo que
estes materiais possam ser usados com sucesso em terapias associadas ao
tratamento de diversos tipos de cancer, por exemplo.5?

Neste cenario, € comum o0 uso de agentes de cobertura, normalmente
moléculas organicas. A ideia fundamental € permitir uma boa compatibilidade
com o(s) mondmero(s) precursores, uma vez que a cobertura reduz interacdes
entre particulas, o que evita a aglomeracao de nanoparticulas.>3

A combinacdo de propriedades como o tamanho da particula e o
superparamagnetismo sdo requisitos para o uso deste tipo de compdsitos em
aplicacbes biomédicas como a embolizacdo vascular, por exemplo, que se

caracteriza pela introducdo de materiais particulados, através de um cateter, de
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para efetuar uma obstrucdo mecéanica dos vasos sanguineos, interrompendo o

desenvolvimento de tumores em determinadas partes do organismo.?®

1.1. Objetivo da Tese

O desafio desta tese é a sintese de materiais poliméricos com
propriedades magnéticas, usando o processo de polimerizacédo radicalar para
associar nanoparticulas de magnetita e pivalato de vinila, em emulséo, visando
seu uso em procedimentos meédicos como o de hipertermia, por exemplo.

O objetivo fundamental deste projeto de pesquisa é desenvolver novos
materiais poliméricos, com propriedades superiores, consistindo de
nanoparticulas esféricas de poli(pivalato de vinila) obtidas in situ por reacao de
poliadicdo do pivalato de vinila, na presenca de nanoparticulas magnéticas de
magnetita (FesO4) que sdo funcionalizadas com acidos acrilico e metacrilico e

encapsuladas individualmente ao final do processo.

1.2. Objetivos Especificos

Para o alcance do objetivo proposto, as principais metas desta tese de

doutorado sao:

e Sintetizar nanoparticulas magnéticas através do método de
coprecipitacdo, visando sua utilizacdo como carga nanoestruturada em
nanocompositos;

e Funcionalizar superficialmente as nanoparticulas obtidas usando acidos
acrilico e metacrilico;

e Caracterizar as nanoparticulas magnéticas, puras ou funcionalizadas,
bem como o0s nanocompdsitos sintetizados, através de técnicas
espectroscopicas, analises térmicas, microscopias, medidas de

magnetizagao e difracédo de raios X;
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Avaliacdo das propriedades finais dos materiais poliméricos
convencionais produzidos a partir de reacdes via radicais livres do
pivalato de vinila em processos de polimerizagdo em emulséo;

Avaliar as propriedades finais dos nanocompositos produzidos in situ a
partir da inser¢cdo de nanoparticulas magnéticas a matriz polimérica de
poli(pivalato de vinila) em processos de polimerizagdo em emulséo;
Realizar testes de citotoxicidade das nanoparticulas de poli(pivalato de
vinila) e de compdsitos selecionados, obtidas por polimerizacdo em

emulsdo, em células de fibroblastos, queratinécitos e melanoma humano.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Objetivo

Este capitulo tem como objetivo principal reunir um conjunto de

informagdes gerais sobre materiais nanoestruturados e suas aplicagoes.

2.2. Introducéo

Parte da revisao bibliogréafica apresentada nesta tese foi publicada no seguinte
artigo:

Robson T. Araujo, Maria S. B. Neta, José A. H. Coaquira, Sacha B. Chaves,
Fabricio Machado. A New Design for Magnetic Poly(vinyl pivalate) for
Biomedical Applications: Synthesis, Characterization, and Evaluation of
Cytotoxicity in Fibroblasts, Keratinocytes, and Human Melanoma Cells.
Colloids and Interfaces 2022: 6(7). https://doi.org/10.3390/colloids6010007

Atualmente muito se fala em nanotecnologia, nanocompostos,
nanomundo, etc. Quando se trata de nanoparticulas, estamos indicando algo
gue apresenta um tamanho convencionado entre 1 e 100 nm em pelo menos
uma de suas dimensoes.>*

Ha diversas definicbes que trazem como limite para ser classificado como
nanoparticula o valor de 50 nm, valor em torno do qual as propriedades fisicas e
guimicas sejam afetadas.>> Uma definicdo usada pela comunidade europeia, no
esforco de delimitar o que é nanoparticula é a seguinte:

“Nanomaterial” é um material natural, incidental ou
fabricado, contendo particular, em um estado desagregado
ou como agregado ou como aglomerado onde 50% ou mais
das particulas em uma distribuicdo numérica de tamanho
apresente uma ou mais dimensodes externas na faixa de 1 a
100 nm. Em casos especificos e onde haja garantias de
preocupacdo ambiental, de saude, seguranca ou
competitividade, o limite da distribuicho numérica de
tamanho de 50% pode ser substituido por um limite entre 1%
e 50%. Por derrogacéo [...], fulerenos, grafenos e nanotubos
de carbono com uma ou mais dimensdes externas abaixo de
1 nm devem ser consideradas nanomateriais. ”

Fonte: Babick et al.>®
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A nanotecnologia tornou-se ao longo dos anos um campo de pesquisa
importante que atrai a atencdo de pesquisadores de todo o mundo. Com isto,
tornou-se importante classificar os materiais de acordo com as suas dimensdes.

Deste modo, podemos ter materiais sendo classificados em diversos tipos
quanto a dimensionalidade ou quanto a origem das particulas.>’:%®

Temos materiais zero dimensionais (0OD), onde as trés dimensdes estéo
na mesma ordem de grandeza, abaixo de 100 nm.

Um segundo tipo de materiais sdo os unidimensionais (1D), onde duas
das dimensfes estdo na mesma ordem de grandes, 0 que gera uma estrutura
alongada como nanofibras, por exemplo.

Estruturas bidimensionais (2D) possuem apenas uma das dimensdes na
ordem de grandeza nanométrica, o que confere um formato de folha aos
materiais.

Materiais tridimensionais (3D) ndo possuem as 3 dimensdes na mesma
ordem de grandeza e sdo encontrados no formato de pds ou dispersdes de
nanoparticulas.

Em relagdo a origem, podemos ter materiais de origem natural,
produzidos por atividades antropogénicas ou de origem bioldgica, estando
presentes no meio ambiente. Os materiais sintéticos sdo produzidos por

métodos fisicos, quimicos, biolégicos.>®

2.3. Propriedades fisicas e qguimicas dos materiais

Algumas propriedades de particulas dependem da composicdo do
agregado (“bulk”) para gerar propriedades fisicas especificas (magnéticas,
Opticas, elétricas). Em geral é necesséario que a particula tenha propriedades
quimicas superficiais especificas, de modo que seja possivel ancorar grupos
nela.

Em relagdo a escala, particulas tem propriedades intrinsecas que
dependem do tamanho. Exemplos sdo a elevada area superficial relativa (Asp),
que corresponde a area superficial da particula que é acessivel a reagentes, e 0
surgimento de efeitos quanticos. Tais fatores podem modificar e/ou melhorar as

propriedades como reatividade, for¢ca e propriedades elétricas.
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A medida que o tamanho da particula é reduzido, h4 mais atomos
expostos na superficie em relacdo aos que estdo no interior. Assim,
nanoparticulas tém uma quantidade relativa de area muito superior de area por
unidade de massa em relacdo as particulas maiores.

Deste modo, mais sitios reativos podem ser acessados. E possivel, ainda,
alcancar areas altamente especificas enquanto as reacfes sdo mantidas
heterogeneamente, onde os produtos sédo extraidos das particulas que estao
ligadas por métodos fisicos, como centrifugacéo ou separacdo magnética.®

As propriedades magnéticas de um material devem-se aos elétrons nos
atomos, devido a presenca de momentos magnéticos devidos aos movimentos
de spin. Assim, deve-se levar em conta o tipo de momento magnético que surge
a partir do tipo de interagdo que ocorre entre os dipolos.

No caso de nanoparticulas de éxidos de ferro, o magnetismo depende do
tamanho de particula, da forma e da composicdo. A medida que ocorre reducéo

de tamanho, o ferrimagnetismo déa lugar ao superparamagnetismo.0-61

2.4. Classificacdo dos materiais magnéticos

Uma das caracteristicas dos materiais magnéticos € a presenca de
dipolos que se formam a partir do alinhamento dos spins nos elétrons — paralelos
ou antiparalelos - e que geram respostas magnéticas diferentes.

Deste modo, 0s materiais magnéticos podem ser classificados de acordo
com a susceptibilidade magnética (), propriedade relacionada ao alinhamento
dos dominios magnéticos dos materiais, como mostrado na tabela 1.

As particulas podem apresentar caracteristicas de monodominios
magneéticos (particulas menores) ou multidominios (particulas maiores),
diretamente relacionadas ao tamanho limite de particulas (diametro critico —
Dcrit).52 Entende-se por dominio, qualquer regido onde se observa um

ordenamento de spins.
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Tabela 1. Representacdo grafica do comportamento dos momentos magnéticos
de diferentes materiais.

INLTLTLTT 1=l WL
ITLTLTTT 1=l LWL
Diamagnéticos Paramagnéticos Ferromagnéticos
(x<0) (x>0) (x>>1)

Fonte: Cotton®3, Huweey®*.

2.5. Propriedades magnéticas de nanoparticulas

O superparamagnetismo pode ser definido como a propriedade que surge
em nanoparticulas que apresentam magnetizacdo apenas na presenca de um
campo magnético externo. Quando retirado o campo magnético externo, a
particula ndo permanece magnetizada.®®

No caso de ferritas magnéticas, como a magnetita, que é
superparamagnética em temperatura ambiente, essa vantagem de nao se
manter magnetizada apds cessar a acdo do campo magnético externo a torna
interessante para aplicacdes biomédicas.

Por convencao, usa-se o termo ferrita para compostos ferrimagnéticos
ceramicos, derivados de 6xidos de ferro, que contenham ferro (Ill). Em geral séo
frageis, duros e ndo séo bons condutores de eletricidade.®®

A determinacdo de algumas propriedades magnéticas de nanoparticulas
puras e nanocompdsitos, como 0 superparamagnetismo, pode ser feita por
técnicas de caracterizacao tais como field cooling (FC) e zero field cooling (ZFC).

Ambas as técnicas avaliam o comportamento dos materiais em funcéo de
temperatura e de campos magnéticos externos, pequenos e constantes, bem
como efeitos de irreversibilidades na magnetizagéo.

S&o analisadas transicdes magnéticas induzidas pela temperatura e, a
partir disso, sao obtidas informacdes a respeito das barreiras de energia e
temperatura média de bloqueio (Ts) do material.®”

Como ha uma relacdo entre 0 aumento de temperatura e o aumento da
magnetizacdo, a medida que a temperatura se eleva, a magnetizacdo também

sofre um incremento e, com isso, um alinhamento dos momentos das particulas
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com 0 campo magnético até que atinjam um valor maximo, denominado
temperatura de bloqueio (Tg).

A temperatura de bloqueio pode ser definida como a temperatura onde os
tempos de relaxamento superparamagnéticos se igualam a escala temporal da
técnica utilizada, podendo variar de nanosegundos, como no Mdssbauer, a
picosegundos, como no espalhamento de néutrons.%®

Na magnetizacdo do tipo ZFC, que explora o efeito de blindagem, é
medida 0 momento magnético em funcdo da temperatura em um campo de baixa
intensidade, apds a amostra ser resfriada em campo nulo. Nesta caracterizagdo
parte-se de uma temperatura acima da temperatura critica.

Deste modo o ponto maximo na curva ZFC corresponde a temperatura
(Tp) relacionada a temperatura de bloqueio (Ts).

No caso das curvas de magnetizacdo do tipo FC, explora-se o efeito
Meissner e a obtencdo da curva é feita de modo semelhante ao ZFC, mas a
temperatura do sistema é reduzida a um valor inferior a temperatura de bloqueio
(Te) partindo da temperatura ambiente e com a aplicagdo de um campo
magnético externo e pequeno. Observa-se um incremento da magnetizacao do
sistema com a reducao da temperatura.

A figura 1 traz uma representacao de uma curva do tipo FC-ZFC para um

sistema de nanoparticulas magnéticas.

Figura 1 - Representacdo de uma curva FC-ZFC de um sistema de
nanoparticulas de magnetita.

M (emu/g)

Temperatura (K)

Fonte: autoria prépria.
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Em uma curva do tipo ZFC, quando a temperatura é igual a To, as
nanoparticulas estdo em um estado onde 0s momentos magnéticos estao
bloqueados e dispostos de modo aleatorio, 0 que indica que a magnetizacao esta
proxima de zero, uma vez que O sistema se encontra em uma temperatura
inferior a temperatura de bloqueio e sem presenca de campo magnético externo.

Se houver um incremento no valor da temperatura acima de To em direcéo
a Ta, Observa-se uma reducéo no valor da magnetizacao até zero, pois todas as
particulas estdo em estado superparamagnético no ponto Ta.

Quando o valor da temperatura € inferior & Ts, a magnetizacdo ndo se
torna nula, uma vez que os momentos magnéticos estao bloqueados e alinhados
com 0 campo magnético externo.

Ha um ponto onde as duas curvas se separam, este ponto é denominado
temperatura de irreversibilidade (Tir). Nesta temperatura, ha a separacao de uma
fase que € magneticamente irreversivel, que se encontra em uma regido de baixa
temperatura, de outra fase de alta temperatura na qual o comportamento
magnético é reversivel.

Podemos observar, também, que em sistemas ditos ideais, as particulas
sdo todas iguais, com mesmo tamanho, o que gera uma curva de ZFC com
largura estreita no ponto Ts, 0 que ndo € observado em sistemas reais onde ha
tamanhos diversos de particulas e, consequentemente, um alargamento na

largura do pico.

2.6. Polimeros e processos de polimerizagcéo

Polimeros sédo formados por macromoléculas de elevada massa molar,
formadas pela repeticdo de unidades estruturais menores (“meros”), cujo
tamanho de cadeia pode facilmente alcancgar centenas ou milhares de unidades
méricas, dependendo do tipo de sistema de polimerizacdo empregado.®%-7°

Para cada tipo de reacao quimica podemos determinar o tipo de materiais
de partida a partir do(s) produto(s) formados sob determinadas condi¢cdes, a
partir dos grupos funcionais presentes. Assim, temos grupos mono, bi, tri ou
polifuncionais, quando ha um, dois, trés ou mais pontos de ligacdo entre as

moléculas, respectivamente.’*
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Moléculas que reagem para formar macromoléculas e tem uma
funcionalidade minima de dois em relacdo a polimerizacdo, sdo denominadas
mondmeros. Assim sdo formadas macromoléculas lineares resultantes de
reagbes entre duas moléculas bifuncionais. Variando a funcionalidade das
moléculas, podem ser obtidas polimeros ramificados ou com ligacdes
cruzadas.’?

Quando temos materiais de tamanhos medianos em uma série polimérica
homéloga como dimeros ou trimeros, por exemplo, estes sdo chamados de
oligbmeros, que sdo materiais com massa molecular intermediaria entre
materiais de baixo peso molecular e polimeros, geralmente com um grau de
polimerizacéo inferior a 100.7°

Uma vez que ndo ha um limite claro entre a quimica de polimeros e as
outras areas da quimica, considera-se que moléculas que possuam uma massa
molar acima de 10000 g/mol ou um grau de polimerizacdo de, ho minimo 100,
podem ser considerados polimeros. Se esse valor esta entre 1000 e 10.000
g/mol, considera-se um oligdmero.”% 7374

A Figura 2 mostra uma representacao das diferentes estruturas que se

unem na formacéo de um polimero.

Figura 2 - Representacao de diferentes tamanhos de cadeias para a formacao
de um polimero.

C ] Mondmero
._. Dimero
.—.—. Trimero
[.—.—.—.] Oligomero
n (20=n=100)

[ l . . .ln Polimero (n=100)

Fonte: Autoria prépria.

Assim, podemos dizer que o tamanho de um polimero pode ser definido
por massa ou pelo nimero de unidades méricas na molécula — que é o grau de
polimerizagdo. A massa molar relativa €, assim, o produto da massa molar

relativa do mero (MMmero) € do grau de polimerizagéo (GP).
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MM = GP x MMmero (1)

Materiais macromoleculares que apresentam estruturas semelhantes,
com graus de polimerizagdo e massas molares diferentes, sdo denominados
polidispersos. Por conta desta dispersdo nas massas molares das cadeias
poliméricas individuais em um determinado polimero, a massa molar relativa
calculada em funcéo das médias das massas molares.’?

Macromoléculas possuem varios tipos de classificacdo, podemos ter
materiais naturais como o amido, a seda e a borracha natural. Entre de origem
sintética podemos ter, por exemplo, o polietileno, o poliestireno e as poliuretanas.
No caso de polimeros naturais modificados podemos ter o acetato de celulose,

que é um derivado da celulose.”

2.7. Sintese de polimeros por reacdes de polimerizacdo em cadeia

As reacOes de polimerizacdo podem ocorrer a partir de diversos
mecanismos e podem ser catalisadas por diferentes espécies. De acordo com o
mecanismo de polimerizacdo, as reac¢des de polimerizacdo sdo comumente
classificadas em: i) polimerizacdo em etapas, e ii) polimerizacdo em cadeia
(crescimento de cadeia por poliadi¢cdo).

Neste trabalho foram usadas reacdes de polimerizacdo em cadeia para
reacdes ocorrendo em meio aquoso a fim de formar emulsdes magnéticas
estaveis. Neste tipo de polimerizacéo, ha reacao no sitio das duplas ligacoes,
gue sofrem quebra para formar ligagcdes simples e, com isso, propagar a cadeia.

Inimeros polimeros (ou familias de polimeros) podem ser sintetizados em
sistemas de polimerizagdo que diferem entre si quanto & homogeneidade,
genericamente classificados em sistemas homogéneos e heterogéneos,
dependendo fundamentalmente da solubilidade do(s) mondmero(s) e/ou cadeias
poliméricas no meio reacional.

Os processos de polimerizacéo, em fase homogénea ou heterogénea, sao

dotados de caracteristicas que lhe sdo peculiares, permitindo, desta forma, a
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obtencdo de materiais poliméricos dos mais variados tipos e propriedades
(tamanho médio de cadeia, morfologia de particula, composi¢cao quimica, etc.).

Neste cenario, destacam-se o0s processos de polimerizacdo em fase
homogénea: massa e solugcao; e processos em fase heterogénea: suspensao,
emulsdo, miniemulsdo, microemulsdo, dispersdo, massa-suspensao,

suspensdo-emulsdo, microssuspenséo, entre outros.’®

2.8. Polimerizacdo em emulsao

Emulsdes séo dispersdes de um liquido (disperso) em outro (dispersante,
fase continua) que geralmente sdo imisciveis e cuja estabilizacdo se da pelo uso
de surfactantes.”’

No processo de emulsdo classico, ocorre a dispersdo de um mondmero
hidrofébico ou pouco soluvel em agua e a reacdo acontece neste meio, 0 que
influencia decisivamente na formacao das particulas e das cadeias poliméricas,
afetando sobremaneira tanto a morfologia quanto o peso molecular dos
polimeros.

Por conta dos efeitos de polaridade do surfactante, ocorre uma acgao
efetiva sobre a estabilidade das particulas poliméricas e gotas de monémero que
se comportam como reservatérios de fase reativa destinada a formacao e ao
crescimento das cadeias poliméricas no meio reacional.”®"°

Para que seja formada uma emulsdo convencional, devem estar
presentes 4 componentes: i) agua: meio dispersante, ii) monémero hidrofébico,
em geral com estrutura vinilica (CH2=CH-R), iii) iniciador termoquimico radicalar
hidrossolavel, como, por exemplo 0 KPS (K2S20s), ou solivel em solventes
organicos e monémeros vinilicos e parcialmente solivel em agua como o AIBN
(CsH12Na4), iv) emulsificante com acgéo estabilizante e fundamental a formacéo de
micelas usadas como o l6cus da polimerizacéo.8°

O mondmero usado na polimerizacdo em emulsdo deve ser polimerizavel
por acdo de radicais livres, uma vez que este € um dos mais importantes
métodos para ocorréncia de polimerizacdo de compostos insaturados.

Mondmeros vinilicos como o acido acrilico, butadieno estireno, acrilonitrila, bem
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como seus derivados como acetato de vinila e cloreto de vinila sdo bastante
utilizados.

O emulsificante tem um papel importante nas polimerizacbes pois a
medida que sua concentracéo se eleva, propriedades do sistema como tenséo
superficial, viscosidade, condutancia elétrica e pressdo osmotica sofrem
alteracoes.

A uma determinada concentracdo, as propriedades se modificam
rapidamente e este ponto é chamada de concentracdo micelar critica (CMC), e
€ caracteristico para cada tipo de emulsificante.

Abaixo do CMC, o emulsificante se apresenta sob a forma de moléculas
individuais dissolvidas, mas acima do CMC, ha formacdo de agregados
moleculares organizados, denominados micelas, onde o residuo hidrofobico esta
direcionado para o interior e o hidrofilico para o exterior da estrutura.

Neste caso, a tensdo superficial se reduz uma vez que 0s monémeros
hidrofébicos estdo na vizinhanca da micela e a reag¢do continha até todas as
gotas do mondémero acabarem e a micela com os mondémeros aumentar de
tamanho. As micelas normalmente tem entre 2—10 nm , com cada uma contendo
50-150 moléculas de surfactante.®® A Figura 3 ilustra uma micela com geometria

esférica.

Figura 3 - Representacdo esquematica de uma micela esférica.

Fonte: Holmberg et al®.

O surfactante (ou emulsificante) é necessario para dar estabilidade
coloidal, reduzindo a energia interfacial, e evitar que ocorra a coagulacédo das

particulas nucleadas na etapa 1 da polimerizagéo.
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Em relacdo aos tipos de emulsificantes, podemos ter 3 tipos diferentes i)
0s ibnicos, que apresentam uma terminagcao de carga positiva, como o cloreto
de dodecilambnio, ou negativa, como o laurilsulfato de sédio; ii) os n&o ibnicos,
como o poli(alcool vinilico) (PVA), que apresentam terminacdo neutra e, iii)
coléides protetivos, que sao liofilicos e evitam a coagulacdo de coloides
liofébicos na presenca de eletrélitos.®?

Uma diferenca entre a polimerizacdo em emulsdo e os outros tipos de
polimerizacdo é quanto a cinética de reacdo: hd uma separacdo dos radicais
livres entre 0 mondémero e as particulas poliméricas durante o processo. Este
comportamento Unico reduz a probabilidade de terminacdo bimolecular de
radicais livre.

As reacdes radicalares terminam quando dois radicais reagem entre si e
formam moléculas do polimero. Assim, ocorre 0 aumento da massa molar sem
reducao da velocidade de reacéo, no caso da polimerizacdo em emulsao. Ambos
0s parametros podem ser variados de modo independente dentro de valores
extensos.

O papel dos iniciadores € o de gerar radicais livres por decomposicao
térmica ou reagdes redox. Estes compostos entram na micela durante o inicio da
propagacao radicalar uma vez que as gotas monoméricas (¢ > 10 um) ndo sao
tdo eficientes quanto as micelas na captura de radicais livres por conta de sua
pequena area superficial.

Estas micelas agem como sitio ativos para iniciadores e mondmeros
vinilicos hidrofébicos. Se a polimerizacdo acontece na micela, ha um
crescimento a partir da adicdo de gotas de monémero presente no exterior, com
a formacéao do latex.

O processo € heterogéneo e possui mecanismos e cinética diferentes de
outros processos de polimerizacdo radicalar. Os produtos da polimerizacao
apresentam particulas hidrofébicas de tamanhos micrométricos e
submicrométricos, dispersas em fase aquosa.

Por conta de sua natureza coloidal, polimeros produzidos através de
processos de polimerizagdo em emulsdo sdo amplamente empregados em
diversas éareas, destacando-se o uso como tintas, revestimentos, adesivos,
borrachas, modificadores de impacto, sistema de liberacdo de drogas, entre

outros.
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Sao materiais de elevado interesse 0s polimeros a base de acetato de
vinila, acrilato de etila, metacrilato de metila, acido acrilico, butadieno, acido
metacrilico, estireno, cloreto de vinila, acrilato de butila, entre outros.®® A
vantagem desta técnica é que separacdo do latex e da agua néo é necessaria,
0 que possibilita 0 uso direto do material sintetizado.

2.8.1. Preparacao de polimeros por meio de emulsdes

A polimerizacdo em emulsdo ocorre em 3 etapas diferentes, que
envolvem: i) fase de gotas (monomeérica), ii) fase aquosa (agua), iii) fase oleosa
(de particulas).®

A primeira etapa envolve o crescimento de particulas e o processo de
nucleacdo acontece. No final desta etapa, a quantidade de surfactante é minima
e as micelas estdo esgotadas. Uma quantidade inferior a 1% das micelas é
convertida em particulas de latex.

Durante o processo de nucleacao, verifica-se que o0 processo sofre efeitos
da concentracdo de surfactante presente, uma vez que quanto menor a
concentracdo deste, menor o tempo de nucleacéo e ais estreita e a distribuicdo
de tamanho do latex.8®

Na segunda fase do processo de polimerizagdo, a reacédo continua
ocorrendo e as particulas aumentam de tamanho até o término das gotas de
mondmero, que agem como reservatorios para manter o crescimento das
particulas com o fornecimento de mondémero e o surfactante.

A terceira fase do processo € a de terminacéo da reacdo, o tamanho das
particulas poliméricas continua aumentando uma vez que as particulas no latex
estdo com limitacdo do mondémero, no l6cus da reacado, que continua a reduzir

sua concentracéo até o termino da polimerizagdo. 8°

Quadro 1 - Estagios da polimerizagcdo em emulséo classica.

Estagio 1 Estagio 2 Estagio 3
Caracteristicas | Gotas de emulsdo: 10 um | Gotas emulsificadas: 10 | Particulas

Micelas monoméricas: | ym poliméricas: 1000

100 A Particulas monoméricas: | A

Particulas monoméricas: | 800 A Fase aquosa

500 A Fase aquosa continua continua

Fase aquosa continua

Fonte: Kumar e Gupta®® e EI-Hoshoudy?®.
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Em termos reacionais o processo assemelha-se a uma reacdo de adi¢ao
a dupla ligacéo iniciada por mecanismo de reacao radicalar, o que faz com que
a reacao seja muito rapida e altamente exotérmica.®3

Em termos de cinética reacional, o processo pode ser representado como
aparece na Tabela 2.

Tabela 2. Cinética reacional da polimerizacdo em emulséo.

Reacéo Explicagcdo

| - 2R ,R"+ M —R1 Iniciacdo (decomposicdo e consumo)

Rn+ M — Rn+1 Propagacéo

Rn+M— Pn+R1 Transferéncia de cadeia para o
mondmero

Rn+ Pm — Pn+ Rm Transferéncia de cadeia para o polimero

Rn + Rm — Pn+m Terminacao por combinagéo

Rn + Rm — Pn+ Pm Terminacao por desproporcionamento

Fonte: Adaptado de Arora et al.83 e Chern?”.

Onde:
| = iniciador R* = radical iniciador
M = Monbmero Rm" = radical livre com m unidades monoméricas

Dependendo do tamanho das particulas, as emulsGes podem receber
outras denominacgdes, como mostrado no Quadro 4, que mostra algumas das

diferengas entre os diversos tipos de emulséo e suas caracteristicas.

Quadro 2 - Comparacédo das propriedades dos diferentes tipos de emulséo

possiveis a partir de 6leo, agua e emulsificante.

Tipo de Raio Estabilidade Razéo Aparéncia
emulséo aproximado superficie/massa
(m%.g™)
Emulséo 100 nm - 100 | Metaestavel 0,07 -70 Turva/opaca
pum
Nanoemulsao 10-100 nm Metaestavel 70 - 330 Limpida/turva
Microemulsdo | 2-50nm Estaveis 130 - 1300 Limpidas

Fontes: McClements et al.88, Tadros®®
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A instabilidade termodindmica deve-se a elevada energia interfacial
(energia livre positiva muito elevada) associada ao contato entre as duas fases.
por conta da baixa solubilidade do polimero na agua.

Assim, ocorre um processo de coagulacéo/floculacédo de modo a reduzir
a &rea interfacial polimero-agua e as particulas perdem estabilidade coloidal e

floculam.

2.9. Oferro

E 0 4° elemento mais abundante da crosta terrestre (6,2% p/p) e, entre 0s
compostos que forma, os mais importantes sdo os O0xidos, como a hematita,

magnetita e limonita e os carbonatos, como a siderita.

Possui um papel econdmico relevante para a humanidade e € importante
do ponto de vista biolégico, uma vez que é parte do grupo heme, que compde a
hemoglobina (transporte de oxigénio no sangue), a mioglobina (armazenagem

de oxigénio), e os citocromos (transporte de elétrons).

2.9.1. Compostos de ferro

Atualmente sdo conhecidos 16 tipos diferentes de 6xidos e hidroxidos de
ferro, incluidos compostos relacionados. Sao de origem natural ou sintética.

Compostos naturais sdo oxidados lentamente em atmosfera normal, de
modo que ndo é necessaria protecao adicional. No caso de compostos sintéticos,
a oxidacao ocorre na etapa de sintese ou no armazenamento.®®

Alguns dos usos histéricos, sdo como pigmentos e bussolas, que
auxiliaram os primeiros navegadores a identificarem o polo norte magnético,
considerado como o primeiro uso documentado de éxidos magnéticos de ferro.%!

S&o conhecidos varios métodos de sintese de nanoparticulas magnéticas.
Neste trabalho a magnetita possui papel importante por conta de suas
propriedades cataliticas e magnéticas diferenciadas.

A Figura 4 traz um resumo comparativo das rotas sintéticas mais usadas

atualmente na producéo de nanoparticulas magnéticas de oxidos de ferro.
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Figura 4 - Comparacdo de rotas sintéticas de Oxidos de ferro
superparamagnéticos.

&

/0’\!

M Quimico M Fisico M Bioldgico

Fonte: Adaptado de Ali et al.®?

O quadro 3 apresenta algumas das caracteristicas dos métodos sintéticos

de nanoparticulas.

Quadro 3 - Diferencas entre os métodos sintéticos de nanoparticula de oxidos
de ferro.

Métodos Alto custo, demorados, toxicos, ndo biocompativeis, elaborados e sofrem com
fisicos a falta de controle de tamanho na faixa nanométrica

Métodos Surfactantes toxicos, métodos caros, baixa eficiéncia, ndo sédo biocompativeis
guimicos nem facilmente escalonaveis. Eficientes onde o tamanho, a composicdo e

mesmo a forma podem ser controladas. Oxidos de ferro podem ser
sintetizados por coprecipitacédo de Fe?* e Fe3* por adicédo de base. O tamanho,
forma e composicéo dependem do tipo de sal usado, da razéo entre Fe2*/Fes*,
pH, forca ibnica

Métodos Métodos simples e faceis, Biocompativeis e sintese verde, hidrofilicidade,
biolégicos podem ser feitos em escala. Disponibilidade de materiais. Biodegradaveis.
Elevada eficiéncia. Atoxicos.

Fonte: Aisida et al.,% e Ali.%2
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2.10. Rotas sintéticas de preparacdo de nanoparticulas

Atualmente podem ser usados diversos meétodos preparativos de

nanoparticulas, como mostrado na Figura 5.

Figura 5 - Métodos preparativos de ferritas usando sais de Fe3* e M?* como
precursores.

Coprecipitacao
P prtag Citratos e Sol-Gel

MFe,O. Reacbes em
—*| estado solido

Métodos : — Semeagem

o —®| Hidrotérmicos |—» g.

térmicos hidrotérmica
Solvotérmicos Microondas Termomecanicos

Fonte: Adaptado de Casbeer et al.®*.

2.10.1. Sintese de nanoparticulas por coprecipitacdo

O método é usado para produzir magnetita por conta da facilidade e
volume de produto. E 0 método mais adequado para bioaplicacbes onde a
distribuicdo de tamanho é controlada em uma faixa estreita.%

O aumento de temperatura provoca aumento da velocidade de nucleacéo
e, com isso, o alargamento dos picos e reducéo do tamanho do cristalito e a

temperatura excessiva podem causar endurecimento das particulas.%-97
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O método envolve a coprecipitacdo de ions ferrosos e férricos, de uma
solucdo acida, que sédo reduzidos quando colocados em meio basico.34-3% %8
A reacao global pode ser descrita por 2 semirreacdes: i) Precipitacao de

hidréxidos de ferro; ii) Formacéao da ferrita de ferro.

Semi-reacéo 1: M2* + 2 Fe3* + 8 OH- — M(OH)2.2Fe(OH)s3
Semi-reacéo 2: M(OH)2.2Fe(OH)3 — MFe204.nH20 + (4-n)H20
Reac&o global: Fe?* + 2 Fe®" + 8 OH  —Fe304 + 4 H20

Onde M é um metal que forma cations divalentes (Fe, Zn, Ni, Co, por
exemplo).

A proporcédo estequiométrica entre Fe3* e Fe?* geralmente usada no
processo de producdo de magnetita € de 2:1. Quando feita em sistema aberto,
com exposicao ao ar atmosfeérico, os ions ferrosos se oxidam a ions férricos, cuja
formacao é quase independente da concentracao dos ions ferrosos, o que faz a
oxidagao ser praticamente completa.

Como a proporcao estequiométrica € dificil de ser mantida, normalmente
N2 é borbulhado na solugéo a fim de evitar a oxidagdo da magnetita e ajuda na
reducdo do tamanho da particula.% 99-100

Quando a reacdo é feita em ambientes oxidantes, a proporcao inicial é
reduzida de modo que apdés a oxidacdo a mesma seja alcancada. Proporcdes de
1,1a1,7:1 tém sido usadas.

Um dos problemas desta abordagem € a respeito da caracterizacdo da
fase — assume-se que seja magnetita. A dificuldade é devido a similaridade nos
padrées de difratometria de raios X da magnetita e maguemita.®®

Na quimiossintese da magnetita, a quantidade de O: dissolvida, o pH e a
temperatura sdo importantes. O Oz é extremamente reativo, age em condi¢des
acidas ou basicas, a dissolucao varia de 30,8 mL/L H20 (20°C) a 20,8 ml/L (50
°C), além de oxidar facilmente muitos elementos em temperatura ambiente.

O aumento de pH reduz a tenséo interfacial que leva ao aumento da area
superficial, e reduz o tamanho da particula. Sem o uso de surfactantes, néo €

possivel controlar o tamanho e a morfologia das nanoparticulas.
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Durante a sintese, a nucleacao e o crescimento de particulas sdo afetados
por parametros como a relagdo entre Fe?* e Fe3*, a natureza dos sais (sulfatos,
cloretos, nitratos), o tipo de base, a concentracao da base, a forca idbnica do meio.

Nanoparticulas podem ser usadas em aplicacdes biomédicas se forem
sintetizadas sob condi¢des que atendam regulamentos de nanosseguranca.

A sintese ideal deve ser: simples, escalavel, reprodutivel, repetivel, sem
ions ou moléculas toxicas, a baixa temperatura/pressdo, sem atmosfera
especial, sem separacao complexa de muitos passos, sem solventes organicos
ou troca de solventes, sem agentes porogénicos.*0!

Nanoparticulas magnéticas tendem a sofrer agregacdo por conta da
atracdo magnética dipolo-dipolo fortes, interparticulares, juntamente com forcas
de Van Der Waals e alta energias superficiais que precisam ser estabilizadas no
liquido para evitar aglomeracéo.1%?

Uma vez que o agente dispersante é adsorvido na superficie das
particulas, o nimero de sitios acessiveis para crescimento de cristal € reduzido
afim de se manter o tamanho de particula pequeno.®®

A Figura 6 mostra a representacdo de uma particula magnética recoberta

com surfactante.

Figura 6 - Representacao esquematica de uma particula magnética coberta com
surfactante.
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Fonte: Adaptado de Agrawal et al.®®.
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2.11. Aplicacbes de nanoparticulas de magnetita (FesOa4)

2.11.1. Aplicacdes biomédicas

A aplicacdo de nanoparticulas magnéticas (NPMs) tem aumentado nas
tltimas décadas podem ser aplicadas nos mais diferentes campos, entre eles a
biotecnologia e a biomedicina. Essas aplicacdes podem ser organizadas em 2
tipos: i) in vitro, ii) in vivo.

Entre as aplicacdes in vitro, podemos destacar o uso principalmente como
agentes de diagndstico e separacdo de biomoléculas devido as propriedades
capazes de solubilizar moléculas polares ou apolares por conta da configuracéo
das fases aquosa e oleosa do sistema.03

No caso das aplicacfes in vivo, destacam-se 0s usos terapéuticos, como
a hipertermia e o DDS (drug delivery system), e as aplicacbes diagndsticas,
como a ressonancia por imagem (MRI).

A aplicacdo de farmacos ao longo de tratamentos médicos tem alguns
inconvenientes devido a solubilidade dos materiais no organismo, danos
colaterais a tecidos e 6rgaos sadios, perda rapida de atividade dos compostos,
problemas farmacocinéticos com o farmaco, como a absorc¢do, distribuicédo,
metabolismo e excrecao e a falta de seletividade dos compostos, entre outros.

Nanoparticulas funcionalizadas podem enganar o sistema imune usando
coberturas de moléculas hidrofilicas, ndo iénicas e biocompativeis, o que reduz
a citotoxicidade, aumenta a estabilidade coloidal, aumenta o tempo de circulacao
no organismo e a acumulagdo no local do tumor.

No caso do organismo humano, em algumas terapias as particulas devem
ser transportadas até o local e la sdo ativadas por campos externos, neste caso,
ha o problema de tamanho da particula versus magnetizacdo, uma vez que
moléculas maiores tem maiores valores de magnetizagdo, porém tém mais

dificuldade de transporte ao longo do percurso e tendem a se aglomerar.
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2.11.2. Aplicacdes tecnologicas

No caso das aplicagbes ambientais, NPMs podem ser usadas como
materiais absorventes de cations metéalicos no meio ambiente. Devido as
propriedades absorventes e magnéticas, nanoparticulas de Fe3Os mostram-se
materiais com boa capacidade de adsorcdo de cations metalicos e, por isso,
podem ser usadas em remediacdo ambiental e na captura de metais pesados do
ambiente por adsorcdo na forma gasosa ou em solugéo.194.105.106

Uma outra aplicacdo de nanoparticulas é como catalisadores, uma vez
gue podem ser recobertas e dispersas em solventes organicos. A vantagem de
seu uso vem de suas propriedades como a elevada area superficial e a facilidade
de remocéo ao final da reacdo, o que reduz custos.

Podem ser usados em sinteses assimétricas enancioseletivas,1®
catalisadores de H20: por reacdo de Fenton,'®!’ producdo de estireno por

desidrogenacéo de etilbenzeno, processo de Fischer-Tropsch.?:1°

2.11.3. Emboloterapia

O termo significa a oclusao intencional de um vaso por entrada de material
estranho com intencdo de reduzir o calibre do vaso e reduzir ou interromper o
fluxo através do mesmo.??

A técnica é conhecida h& décadas e ressurgiu na década de 1970 como
um tratamento duravel para lesdes vasculares de diversos tipos. Entre suas
vantagens estdo o acesso seguro e facil em locais de lesdes de dificil acesso. E
um tratamento pouco invasivo e usado em situacdes onde a cirurgia ndo €
aconselhavel.??

Deste modo, o procedimento pode ser usado em terapia anticancer por
causar necroses dos tumores. O efeito é potencializado pelo tratamento conjunto
com quimioterapicos (quimioembolizacdo). Outra possibilidade de uso é no
controle de hemorragias severas devido a tumores que possam afetar o

funcionamento do organismo.?*
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Alguns biomateriais usados na embolizacdo liquida sdo usados com a
minima invasividade nos tratamentos por imageamento de lesdes vasculares
(MRI).

Quando estes materiais chegam ao sitio de atuacdo, provocam tromboses
ou bloqueios na lesdo a medida que a cimentacao do material ocorre. De modo
a evitar efeitos colaterais, devem ser levadas em conta a biocompatibilidade, a
biodegradabilidade e as propriedades biomecéanicas dos materiais usados.

Uma vez que o diametro de pequenos capilares se situa em torno de 5-8
Mm, é interessante que o embolizante tenha particulas de tamanho superior a 10
um para que o tratamento seja eficiente.??

Em relacdo ao tamanho e forma, embolizantes irregulares podem
aglomerar-se em veias de maior calibre. Se forem elésticas possuem um alcance
maior no interior dos vasos.

A vantagem do uso de liquidos embdlicos em relacdo a outras técnicas
usadas (serpentinas, baldes e particulas) reside no fato de formarem géis que

enchem o espago totalmente no interior da leséo.

S&o usados diversos materiais que possuam biocompatibilidade como o
poli(alcool vinilico) (PVA), gelatinas esponjosas, microesferas de amido ou

colageno.??

Contudo, o PVA apresenta efeitos indesejaveis como a agregacéo e
formacado de massas irregulares que podem levar ao entupimento dos cateteres
utilizados. Por conta deste efeito colateral, ha uma limitacdo na capacidade de
penetracdo do material na leséo.?3 24

Uma vez que nanoparticulas de o6xido de ferro superparamagnéticas
sofrem degradacao rapida em ambientes oxidantes ou em sistemas biolégicos,
h& uma aglomeracéo e alteragédo das propriedades magnéticas.

Devido a esta necessidade, nhormalmente sdo recobertas com moléculas

hidrofilicas como dextranas, quitosanas e outras®.

Compostos como a magnetita tem sido testados na forma de Fez04-EVOH

com sucesso no tratamento de mas formacdes arteriais (AVMs).1%7
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2.11.4. Hipertermia (HT)

O uso de calor em tratamentos terapéuticos tem sido usado ha séculos.
As primeiras referéncias ao uso de tratamentos no tratamento de cancer usando
hipertermia datam da década de 1960.

Neste tipo de abordagem, o principio da técnica € a diferenca de
comportamento entre células sadias e as doentes em relacdo aos efeitos
térmicos.

No tratamento de cancer o uso de calor em células tumorais tem um efeito
similar a remocao cirdrgica. Tal procedimento é denominado termoablac¢éo, que
significa o uso de calor em niveis que causam danos irreparaveis as
biomoléculas, causando coagulagéo e induzindo morte celular.

O principio da técnica € que NPMs podem gerar calor por perda de
histerese sob um campo magnético alternado. As NPMs estéo fixadas ao redor
do tumor e com o campo magnética oscilante o meio € aquecido a determinada
uma temperatura.

A temperatura a ser alcancada depende das propriedades magnéticas do
material usado, da forca do campo magnético, da frequéncia de oscilacdo do
campo e da capacidade de resfriamento do fluxo sanguineo no local do tumor.3

Quando usado em temperaturas moderadas, que ndo causem morte
celular, apenas reduzindo danos colaterais a tecidos normais além da zona de
ablacdo e ainda ter efeitos terapéuticos, o processo € denominado hipertermia
(HT) e funciona em uma faixa de temperatura de 41°C a 50°C.14

Células cancerigenas sao destruidas em temperaturas acima de 43 °C,
enquanto células normais sdo mais tolerantes ao calor.3

Assim, temos 2 efeitos neste procedimento: i) Efeito celular: inducdo e
regulacdo de apoptose, transducdo de sinais e resisténcia a multidrogas;
liberacdo de proteina heat-shock, ii) Efeito tissular: mudanca de pH e na
perfusdo e oxigenacao do microambiente do tumor.

No caso da hipertermia, as propriedades importantes das NPMs séo a
atoxicidade, biocompatibilidade, injetabilidade, alto nivel de acumulacdo no local
do tumor e absorcao adequada de energia do campo.

A escolha de nanoparticulas de alta magnetizacdo, juntamente com o

campo externo adequado, faz com que sejam necessarias gquantidades
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pequenas de material para o tratamento, na ordem de miligramas, que podem
elevar a temperatura no local causando necrose celular.?

Contudo, ha diversas questdes sendo estudadas ainda a respeito do uso
de nanoparticulas tais como: biocompatibilidade e resisténcia tissular a
nanoparticulas, facilidade de carreadores nanométricos, entre outros.

A toxicidade, na hipertermia, se da de modo que a eficacia da converséo
térmica ocorra com um maximo de calor gerado para 0 um minimo de particulas
utilizadas no tratamento, bem como a auséncia de efeitos colaterais nas células
saudaveis. Muitos dos estudos sdo concentrados em nanoparticulas de ferro,

uma vez que sdo muito usadas como agentes de contraste para MRI.108-109

2.12. Nanocompadsitos poliméricos

Materiais compositos sdo produzidos a partir da unido de materiais
diferentes de modo a produzir novos material com propriedades melhoradas.
Quando a escala possui dimensdes nanométricas podemos ter diferentes tipos
de nanocompdsitos como ceramicos, poliméricos, metalicos, magnéticos,
termoresistentes, entre outros.

A base de nosso trabalho sdo nanocompdsitos magnetopoliméricos, uma
vez que 0S mesmos Sao responsivos a estimulos externos na forma de campos
magnéticos, elétricos ou for¢cas mecénicas.

A nanotecnologia, aplicada ao campo dos nanocompdésitos poliméricos,
leva em consideracao o principio basico do melhoramento das propriedades dos
materiais poliméricos, conduzindo a formacéo de materiais mais eficientes para

usos em diferentes segmentos tecnolégicos como mostrado no quadro 4.

Quadro 4. Principais areas de aplicagdo de nanoparticulas magnéticas.

Areas Aplicacdo de nanoparticulas magnéticas

Biomédica Nanoparticulas magnéticas recobertas com lipossomos sédo usadas em
sistemas DDS, hipertermia, agentes de contraste, separacdo magnética,
liberagdo controlada de farmacos, terapias celulares, purificacéo de células,
tratamento de doencas do sistema musculoesqueletal, inflamacdes e dores.

Tratamento Alvos terapéuticos em quimioterapia, biosensores, nanocoberturas de

de saude superficies, implantes, nanocarreadores para vacinas, atividades
antimicrobianas, nanofototermélises para tratamentos de cancer, hepatite B,
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antivirais contra HIV-1 e herpes tipo 1, antigenos para doencas de fluxo
sanguineo e prevencdo contra o envelhecimento da pele.

Agricultura
alimentacéao

e

Produtos baseados em nanoparticulas (fertilizantes, fungicidas e pesticidas)
e nanotubos de carbono para aumentar a produtividade. Melhoria da
guantidade de amido, tamanho de folhas e aumento de biomassa. Nao ha
efeitos colaterais no crescimento da planta. Sensores, encapsulamento e
coberturas, melhoramento de sementes e membranas nanoporosas.

Remediacao
ambiental

Prevengcdo contra poluicdo (deteccdo, monitoramento e remediacao).
Tratamento de aguas (barreira permeaveis, filtracdo por membrana,
adsorcao). Coberturas cataliticas como Pd. Captura de carbono da
atmosfera, carbonatacdo mineral e biomimética, decomposicdo de N:0.
combustdo de CHs. Melhoria em processos de manufatura (eficiéncia,
reducdo de rejeitos). Reducdo em quantidade de material usado.
Sensoriamento (poluentes, membranas nanoporosas, biosensores e
guimiossensores, nanosensores para explosivos). Energia (distribuicdo de
calor por materiais ceramicos que geram confiabilidade e durabilidade as
estruturas.

Energia

Coberturas fotovoltaicas. Melhoria na eficiéncia de producdo e consumo de
combustiveis, células e baterias. Nanobioengenharia de enzimas. Materiais
termoelétricos e protétipos de painéis solares. Baterias, aerogéis, conversao
de calor dissipado em computadores, automoéveis, casas e em usinas de
forca para energia elétrica util.

Defesa
aeroespacial

e

Nanocompdsitos, nanocoberturas, sensores e eletrdnicos. Aditivos para
combustiveis e para equipamentos elétricos e materiais inteligentes.

Construcéo

Nanocoberturas, nanocompdsitos, nanosensores, materiais inteligentes,
aditivos para concreto. Pigmentos de 6xidos de ferro séo usados para colorir
concreto, tijolos e outros materiais de construcao.

Automotiva

Aditivos em catalisadores e lubrificante, nanocoberturas, células de
combustiveis, materiais inteligentes, cargas de compésitos.

Téxtil

Sensores, nanofibras, coberturas e materiais inteligentes.

Eletronica

Eletrdnica impressa, nanotubos de carbono, meméria em nanoescala,
nanofios, sistemas nanoeletromecanicos, spintrdnica e quantum dots.

Fonte: Ali et al.2 e Kudr et al.119,

A medida que novas aplicacbes s&o desenvolvidas e o conhecimento

sobre as nanoparticulas magnetopoliméricas aumenta, novas possibilidades de

uso destes compostos surgiram nos mais diversos campos, conforme

apresentado na Figura 7, que mostram um pouco da evolu¢éo da pesquisa sobre

particulas magnéticas e ferritas espinélicas.

Figura 7 - Representacdo do numero de artigos sobre (A) polimeros, (B)
particulas magnéticas e ferritas espinélicas.
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2.13. Modificacao superficial (funcionalizac&o) de nanoparticulas

Nanoparticulas magnéticas de oOxidos de ferro ndo funcionalizadas

apresentam superficies hidrofébicas e uma razédo entre area e volume elevada.

Esta caracteristica pode provocar formacao de aglomerados do material,
causando aumento do tamanho de particula. e comportamento

ferromagnético.1%°

HA perda das propriedades superparamagnéticas,® devido as fortes
interag6es magnéticas interparticulares, bem como for¢as de Van der Waals e a

elevada energia superficial.*

A estabilidade coloidal deve-se a um balanco entre as forcas repulsivas
(forca ibnica da solucéo) e isotrépicas atrativas (Van der Waals) como descrito
na teoria de Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek (DLVO).

Desta maneira, 0 uso de compostos organicos para apassivar a superficie
das nanoparticulas, durante e ap0s a preparacdo, auxilia a superar essa
dificuldade além de aumentar a possibilidade de aplicacbes bioldgicas,
biomoléculas sdo usadas para melhorar a biocompatibilidade.

Uma das vantagens desta abordagem é abertura de possibilidades de
aplicacao em varias areas pois a estrutura dos compostos funcionalizados auxilia
na preservacao das propriedades magnéticas da nanoparticula e das moléculas

organicas usada na funcionalizagéo.

A funcionalizacédo pode ser feita de 2 modos: i) cobertura com materiais
organicos, como surfactantes, ii) cobertura com materiais inorganicos, como
silica. Em nosso trabalho, a funcionalizagcé&o das nanoparticulas de magnetita é
feita usando-se acidos carboxilicos (acrilico e metacrilico). Dependendo do tipo
de NPMs funcionalizadas, podem ser de 3 tipos: i) lipossoluvel, ii) hidrossoluvel,

iii) anfifilica.
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Quadro 5. Tipos de moléculas utilizadas na funcionalizacdo de nanoparticulas
magnéticas.

Tipo de Caracteristicas
molécula usada
na

funcionalizacéo

Lipossoluvel Se refere ao tipo de funcionalizacdo da nanoparticula. Geralmente é
hidrofébico, como &cido graxo alquilfenol (n= 6-10, linear ou ramificado).

Hidrossolavel A superficie das nanoparticulas tem grupos que interagem com meio
solvente, em geral sdo grupos hidrofilicos como sais de amonio, polidis,
licina.

Anfifilicos A superficie funcionalizada contem grupos hidrofilicos e hidrofébicos. A
cadeia principal dessas moléculas pequenas ou surfactantes mostram
regides estruturais que fazem com que a NP possua solubilidade em agua
ou 6leo, com a licina sulfdrica.

Para aplicac6es biomédicas, as nanoparticulas magnéticas dependem de
fatores como a cobertura que possuem e suas propriedades fisico-quimicas,

uma vez que sao fatores que influenciam o desempenho biolégico.

Além da acédo terapéutica desejada, as interacdes que ocorrem entre

nanoparticulas e células podem geram efeitos deletérios.

No caso de compdsitos magnéticos, a ajuda trazida pela funcionalizacéo
se da no sentido de disponibilizar mais grupos funcionais superficiais, que
ajudam na imobilizacao de ligantes biol6gicos e biomoléculas.

Contudo, durante a sintese, pode ocorrer a oxidacdo da magnetita,
provocada pela acidez elevada ou presenca de oxidantes fortes, o que provoca
a perda ou reducdo das propriedades magnéticas do material.11?

Deste modo, materiais que formam coberturas impermeéaveis ao oxigénio
sao Uteis, pois as nanoparticulas devem ser estaveis e suas coberturas serem
inertes em condicGes bioldgicas.3 112

Os principais grupos usados na funcionalizacdo de moléculas sado os
seguintes:® carboxilatos, aldeidos, aminas aromaticas e alifaticas, hidroxilas,
hidrazinas, tiol, epéxido, amida, clorometil e leitos ativados de tosilatos.

O uso de polimeros como camadas protetivas entre a particula e
biomoléculas € comum devido ao aumento da estabilidade coloidal, além da
reducdo de interacOes indesejaveis e a geracao de rotas que respondam a

estimulos particulares (“materiais inteligentes”).
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A combinacdo de particulas e polimeros pode ser feita de modos

diferentes,'*3 como apresentado no Quadro 8: i) fisiosorcéao, ii) copolimerizagéo.

Na fisiosorcdo, os polimeros sdo ligados as particulas por interacdes

fisicas (eletrostaticas, hidrofobicas, ligacdes de hidrogénio) e sdo reversiveis.

As estratégias de copolimerizagdo geram uma interacdo covalente forte
com a superficie da particula,® o que ajuda na estabilidade e controle dos sitios

ligantes.113

Quadro 6. Abordagens para a preparacdo e modificacdo superficial de
nanoparticulas de éxidos de ferro.

Diédmetro Abordagens para a preparacdo e modificacdo superficial de (IONPs)
(hm)
1-20 Precipitagdo de nanoparticulas em solugdo aquosa ou nlcleos em

microemulsdo agua-6leo. Ambientes andxicos e de baixas temperaturas criam
nanoparticulas com altos valores de magnetizacao.

20-30(>50) Precipitacdo de nanoparticulas na presenca de polimeros ou surfactantes. As
NPs obtidas sdo monodispersas e levemente sollveis em solu¢do aquosa.

50-100 Cobertura superficial de nanoparticulas com surfactantes ou polimeros geram
estruturas do tipo casca-nucleo. Ferrofluidos séo estaveis in vivo e in vitro e
as particulas também podem ser moléculas bioativas.

Fonte: Audonnet,®; Aguillar-Arteaga®*s.

Biomoléculas podem reagir com estes grupos diretamente ou serem
ligados por um agente formador de ligagbes cruzadas. Os grupos funcionais
podem ser ligados diretamente na superficie, em oligdbmeros ou polimeros, que
fazem a funcéo de espacadores, evitando interacGes diretas das biomoléculas
com a superficie ou aumentando o grau de liberdade.

O Quadro 7 apresenta alguns dos compostos utilizados para
funcionalizacdo de nanoparticulas magnéticas. Para esse processo, podemos
usar diversos tipos de estruturas como polimeros sintéticos, como o poliestireno,
biopolimeiros como o amido, copolimeros como os derivados de poliestireno, e

substancias inorganicas como 6xidos, ceramicas.®
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Quadro 7. Compostos usados para a preparacao e modificacado superficial de
nanoparticulas magnéticas (NPMs).

Moléculas/polimeros

Beneficios

Polietilenoglicol (PEG)

Melhora a biocompatibilidade por imobilizacdo ndo covalente do
PEG na superficie. Eficiéncia na internalizagdo das NPs e no
tempo de circulagdo na corrente sanguinea.

Dextrana e
Polivinilpirrolidina
(PVP)

Estabiliza a solucéo coloidal e melhora o tempo de circulacdo na
corrente sanguinea.

Acidos graxos

Funcionalizacdo terminal por grupos carboxila e estabilidade
coloidal.

Alcool
(PVA)

polivinilico

Evita a coagulacdo de particulas e originam particulas
monodispersas.

Acido poliacrilico

Melhora a biocompatibilidade das particulas. Ajuda na bioadesao
e melhora a estabilidade.

Polipeptidios

Bons para citologia como alvos para células.

Fosforilcolina

Ativante de coagulacéo e estabilizante de solug&o coloidal.

Poli(d, I-lactideo)

Baixa toxicidade e biocompativel.

Poli(N- Separacéo de células e transporte de drogas.

isopropilacrilamida

(poliNIPAAM)

Quitosana Usado como polimero linear cationico como sistema de transporte
de gene néo viral. E biocompativel, usado em medicina e
alimentacéo, aplicado em tratamento de &gua, polimeros, téxteis,
biotecnologia, hidrofilico e usado em agricultura.

Gelatina Biocompativel, polimero natural, emulsificante hidrofilico e usado

como agente gelificante.

Fonte: Ali et al.114,

2.14. Modificacdo de nanoparticulas magnéticas de Fes3Os com acido

acrilico e metacrilico

A modificacdo superficial das nanoparticulas magnéticas de Fes3Oas
representa uma etapa essencial a preparagdo dos materiais poliméricos
magnéticos, via polimerizagdo em emulsdo in situ, pois garante boa
compatibilidade entre as nanoparticulas magnéticas e o mondémero, pivalato de
vinila.

Deste modo, € importante também observar a estabilidade das

nanoparticulas em solventes polares e apolares com materiais adequados que
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nao alterem as propriedades magnéticas, que séo influenciadas por tamanho de
particula e morfologia.t*®

Coberturas ideais com polimeros, biomoléculas ou surfactantes podem
melhorar a estabilidade e proteger a superficies da magnetita da oxidacéo,
evitando alteracdo nas propriedades magnéticas. Aditivos melhoram a
estabilidade além de preparar a funcionalizacdo superficial para aplicacoes
especificas.t®

No caso de particulas do tipo casca-nacleo (core-shell), a vantagem é em
relacdo a biocompatibilidade ou biodegradabilidade. Uma desvantagem é que a
cobertura afeta as propriedades magnéticas e isso deve ser levado em conta.!1®

Como as nanoparticulas magnéticas apresentam magnetizacao elevada
e podem sofrer aglomeragcdo, um modo de contornar essa dificuldade é através
da estabilizac&o coloidal com &cido acrilico. Contudo, este material ndo pode ser
usado diretamente in vivo, uma vez que a acumulacdo hepatica é capaz de
provocar uma intoxicacao cronica.

Uma maneira de contornar essa dificuldade € realizando a producao de
compasitos usando processos de polimerizagdo como a emulséo, o que reduz a
toxicidade.*®

O &acido acrilico é desprotonado em pH>6 (pKa = 4,2), espera-se que se
ligue aos céations de ferro na superficie da magnetita além de permanecer em
solucdo gerando estabilidade eletrostatica, o que € uma vantagem das
nanoparticulas em condicfes fisiolégicas como as requeridas para aplicacées
biomédicas.

Para a formacdo das nanoparticulas magnéticas micrométricas, a
dispersado nanoparticulas magnéticas /pivalato de vinila sofre conversao gradual,
uma vez que no inicio da reacdo as nanoparticulas magnéticas estao distribuidas
de modo homogéneo nas gotas do monémero que esta disperso na fase aquosa.

Contudo, observa-se que os valores de magnetizacdo para particulas
funcionalizadas é menor que os das particulas nuas devido a presencas de
coberturas como a de acidos carboxilicos (ndo magnético) na superficie das

particulas.®®
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Os métodos de funcionalizagdo, mostrados no quadro 7, dependem do
tipo de material. Por exemplo, coberturas poliméricas podem ser estabilizadas
por: i) polimerizacdo de mondmeros na superficie das nanoparticulas; ii)
formacéo de ligagbes cruzadas e, iii) formacédo de camada polimérica por conta
das ligacbes quimicas formadas entre grupos funcionais e a superficie da

nanoparticula magnética.

Quadro 8. Métodos de funcionalizacdo de particulas.

Tipos Caracteristicas

In situ Vantagens do método: Junto com a sintese é feita a funcionalizac¢éo, que
ocorre simultaneamente a nucleagdo, o que evita o crescimento de
particulas. Sdo usados surfactantes ou polimeros. Particulas pequenas e
com distribuic6es de tamanho estreitas podem ser obtidas. Os precursores
da nanoparticula magnética e os compostos de funcionalizacdo estdo no
meio reacional.

Limitagdo do método: incompatibilidade de grupos funcionais com o
processo de preparacdo, uma vez que alguns grupos modificantes podem
reagir com a superficie da particula. Para funcionalizagao direta, grupos
como carboxilatos, fosfonatos e tidis sdo normalmente usados.

Pds sintese O procedimento tem 2 etapas: i) sintese de NP, ii) modificac@o superficial.
Sdo usados compostos bifuncionais, onde um grupo quelante reage no
inicio, seguido de um grupo de conversao do sitio de acoplamento ao grupo
funcional final.

Vantagem: um grande numero de agentes acoplantes sao disponiveis
comercialmente. Estruturas do tipo casca-nucleo garantem forte interagéo
dos grupos funcionais com uma cobertura superficial elevada. Para que haja
efetividade, os grupos funcionais devem possuir elevada afinidade com as
superficies das NP e ndo devem existir na forma de aglomerados isolados.

Fonte: Bohara et al.#, Ma e Liu3.

Algumas caracteristicas da funcionalizacdo sao necesséarias para uma
aplicacédo bioldgica bem sucedida de nanoparticulas magnéticas: i) devem fazer
com que as nanoparticulas ndo sofram agregacao; ii) melhoram a estabilidade
coloidal; iii) aumentam a compatibilidade com a agua; iv) melhoram a
controlabilidade das NPs; v) protegem e estabilizam a superficie das NPs; vi)
melhoram a biocompatibilidade e a atoxicidade; vii) devem permitir a ancoragem

de grupos funcionais para se ligar a substratos biologicamente ativos.

A morfologia da nanoparticula é controlavel de acordo com a rota sintética

e gera nanoparticulas de diferentes formatos, como mostrado na Figura 8.
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Figura 8 - Diferentes morfologias e estruturas de nanoparticulas. (a) casca-
nacleo, (b) multicasca, (c),(d) particula sobre particula, (e) morfologia escovada
(brush hair).
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000
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a 0000
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porosas ndo magnéticas

Fonte: Adaptado de Aguilar-Arteaga et al.*13.

Assim, uma cobertura adequada permite a liberacdo de particulas em
determinados locais e, para isso, deve ser considerada atoxica e biocompativel.
O tipo de cobertura superficial e a geometria da NP determinam o tamanho do
coléide e tem funcdo importante na biodistribuicdo e biocinética das
nanoparticulas no corpo.t®

Além disso, a cobertura é especifica para o tipo de aplicacdo e pode ser
para respostas inflamatérias ou agentes anticancer. Assim, drogas, proteinas,

enzimas, anticorpos ou nucleotideos podem se ligar a nanoparticulas
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magnéticas e podem ser adsorvidas em sitios especificos usando campos
magneéticos, ou podem ser aquecidas em campos magnéticas alternados para

uso em hipertermia.16

No caso do organismo humano, por exemplo, o sistema reticulo endotelial
elimina os aglomerados de nanoparticula de 6xidos de ferro, uma vez que a alta
concentracdo de ions ferro em um local € toxica ao organismo em funcao de sua

dissolucéo do ferro.

Essa situacdo pode ser contornada por recobrir a superficie da
nanoparticula tornando-as hidrofilicas, compativeis com ambientes biol6gicos e

funcionalizadas.1

2.15. Estabilizac&o de nanoparticulas

A estabilidade de nanoparticulas em uma solucdo tem uma grande
importancia, uma vez que as aplicaces bioldgicas exigem que o material ndo
sofra aglomeracdo, o que provoca problemas como bloqueios no sistema
circulatério bem como a incapacidade de atingir o alvo destinado em um

tratamento médico.

2.15.1. Estabilizacéo estérica

As forcas repulsivas devem ser consideradas quando se tratam de
nanoparticulas magnéticas recobertas. Um fenbmeno que controla a interacéo
de particulas coloidais com o0 meio (solvente e outras particulas) é a eletrostatica,
uma forca que contribui muito fortemente para a estabilidade coloidal das

particulas suspensas, como esquematizado na figura 9.
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Figura 9 - Representagdo da repulsdo entre 2 nanoparticulas carregadas
positivamente.

Fonte: autoria prépria.

A teoria EDL (eletrical double layer) prevé a distribuicdo de ions desta
nuvem em funcéo das propriedades intrinsecas da particula do fluido. ions com
carga oposta a da particula podem se juntar na superficie da particula e formar

uma camada compacta de ions adsorvidos.

Estas nanoparticulas magnéticas, usadas para aplicacdes biomédicas
gue requerem estabilidade coloidal sob concentracdes salinas elevadas e faixas
largas de pH, devem ser estericamente estaveis. Isto pode ser feito por meio de
polimeros usados para funcionalizacao de nanoparticulas e é de dificil predicao
e guantificacdo.*

A cobertura por uma camada de ligante ou como matriz inorganica ou
polimérica incorporada ajuda na estabilizacdo estérica. O potencial repulsivo
depende da densidade do polimero, da reversibilidade da ligacdo e da qualidade
do solvente em relacdo ao polimero. Isto também depende da massa molar do

polimero e sua densidade.

Em termos mecanisticos, se 2 nucleos estabilizados estdo proximos, as
coberturas estao confinadas, reduzindo a entropia dos polimeros e aumentando
a pressdo osmatica entre as nanoparticulas magnéticas, o que gera uma

estabilidade coloidal.

A estabilidade de uma particula em suspenséao pode ser modificada pela
adsorcdo de compostos, entre eles, polimeros. Se os compostos forem

hidrofobicos, tendem a excluir a agua do volume entre as particulas e promovem
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uma reducdo na energia livre da suspenséo por agregacao. Se forem hidrofilicos,

tendem a permanecer solvatados e aumentarem a estabilidade coloidal.

Quanto mais densa a camada solvatada, maior o alcance das repulsées
entre particulas. As propriedades da camada polimérica (espessura, densidade,
afinidade com agua) séo criticas para a estabilidade coloidal.®

2.15.2. Estabilizacao eletrostatica

A estabilizacdo eletrostatica ocorre devido ao potencial de difuséo,
relacionado ao potencial zeta e o comprimento de Debye-Huckel, que depende

da forca idnica e do pH da solucgao.

A cinética de agregacao da suspenséo coloidal deve ser feita para testar
a estabilidade eletrostéatica por variacbes na concentracao salina do meio. Isto

pode ser feito por meio de medidas turbidimétricas ou de espalhamento de luz.*

2.16. Controlabilidade magnética das nanoparticulas magnéticas

A magnetizacdo de saturacdo (Ms) € o parametro que descreve a
respostas magnética das nanoparticulas, que podem ser separadas e carreadas
ao local desejado se possuirem magnetizacdo de saturacao (Ms) elevado.

A funcionalizacdo possibilita isto, uma vez que a controlabilidade de

aglomerados é maior que a de particulas casca-nucleo individuais.*

2.17. Biocompatibilizagdo de nanoparticulas

A compatibilidade costuma ser definida como “a capacidade de executar
uma tarefa adequada como resposta a uma aplicagao especifica”. Assim, as
propriedades e as interacdes entre materiais e biomoléculas deve ser

conhecidas a fim de entender melhor o comportamento de um material in vivo.11’
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Os materiais sintetizados em fase organica precisam de temperaturas mais
elevadas que os de fase aquosa, o que oferece algumas vantagens. Como
nanoparticulas funcionalizadas com ligantes apolares séo sollveis em solventes
apolares, isso € um fator limitante ao uso deste tipo de material em aplicacfes
biomédicas. Este é o motivo a necessidade de a compatibilizagéo ser feita.

Esta compatibilizacdo significa que a conjugacdo entre nanoparticulas
magnéticas ndo suspensas e ligantes hidrofilicos gera uma solucdo aquosa
coloidal estavel. Para ocorrer a compatibilidade, a superficie deve ser
funcionalizada pela adicao de surfactante ou troca por surfactante.

A adicdo de surfactante é feita pela adsor¢cdo de moléculas anfifilicas que
contenham componentes hidrofilicos e hidrofébicos. A parte hidrofébica forma
uma estrutura de dupla camada com a cadeia de hidrocarboneto original
enquanto os grupos hidrofilicos sdo exposto para fora da nanoparticula,
deixando-os solluveis em agua.

Deste modo, quando ocorre a troca via surfactante, que é a substituicao
direta do surfactante original por um novo surfactante, bifuncional e que
contenha 2 grupos funcionais, isso faz com que as nanoparticulas magnéticas
possam ser dispersas em agua ou funcionalizadas posteriormente.*

A Figura 10 apresenta um conjunto de estratégias que podem ser usadas
para tornar nanoparticulas biocompativeis e, assim, possibilitar o uso em

terapias biomédicas.

Figura 10 - Estratégias para aplicar nanoparticulas magnéticas em areas
biomédicas.

>

Hidrofobicas

Nanoparticulas

Funcionalizagdo Ml Hidrofilico

Bioconjugacdo f Biocompativel
bioespecifico

magnéticas Toxicas S

5|

v
|

Néo especificas

Fonte: adaptado de Bohara et al.*.
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3. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
3.1. Objetivos

Neste capitulo sdo descritos os procedimentos, métodos analiticos e
reagentes usados em cada etapa de obtengcdo dos nanocompdsitos magnéticos
produzidos no Laboratorio de Desenvolvimento de Processos Quimicos (LDPQ)
da UnB.

3.2. Reagentes e materiais

321 Reagentes e Materiais Utilizados na Sintese e Modificacdo das
Nanoparticulas de Fez0a4

Agua destilada foi usada como meio reacional. Gas nitrogénio (N2(g)
99,5%, White Martins Ltda.), usado nas reacdes para manter a atmosfera inerte,
Hidréxido de sédio (NaOH 99%), Cloreto férrico hexahidratado (FeCls.6H20
97%), Sulfato ferroso heptahidratado (FeSO4.7H20 99%), acido cloridrico (HCI
37%), acetona (99,5 %), Sulfato de aluminio (Al2(SOa4)3 98%), acido acrilico e
acido metacrilico (ambos 99%, VETEC Quimica Fina Ltda) . Todos foram usados

do modo como foram recebidos.

3.2.2. Reagentes e Materiais usados na Sintese dos Polimeros

O pivalato de vinila (estabilizado com 6-15 ppm de monometil éter de
hidroquinona (MEHQ) Aldrich, 99%), que € a fase orgéanica, usado como
mondmero nas polimerizagdes.

A fase continua usada como meio reacional foi dgua destilada. A
hidroquinona (99%, Merck), adicionada ao final da reagdo para evitar
polimerizacdes posteriores.

Nas reacdes de polimerizagcdo em emulséo os seguintes reagentes foram
utilizados: i) como iniciador de reacéo foi usado o persulfato de potassio (KPS),

i) como emulsificante, laurilsulfato de sodio (SLS). Todas as substancias usadas
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nao foram purificadas para uso nas reacoes, tendo sido utilizadas como foram
recebidas.

O laurilsulfato de sodio, também conhecido como dodecilsulfato de sodio
€ um surfactante anidnico, de formula C12H2sSO4Na e por ter uma terminacéo de
grupo sulfato, apresenta as propriedades anfipaticas requeridas por um

emulsificante.

3.3. Sinteses e modificacfes realizadas

331 Sintese de Nanoparticulas Magnéticas de Fe3O4

Nanoparticulas de Fes304 sdo obtidas pelo método da coprecipitacéao,
baseado no método descrito por Pu et al.''® |, de modo similar ao descrito por
Neto et al.11® (Figura 11).

Inicialmente, prepara-se uma solucéo de acido cloridrico com volume final
de 130 mL de H20 (0,45 mol.L?), a partir da mistura de 5 ml de acido cloridrico
P.A. e 125 mL de agua destilada.

A seguir sdo adicionados 3,1 g de FeS0O4.7H20 e 6,1 g de FeCls.6H20
(proporcéo 1:2 em quantidade de matéria) na solugdo aquosa de acido cloridrico
e a mistura é aquecida até 60°C sob agitacdo mecénica e em atmosfera de N2
por 30 minutos.

O passo seguinte € adicionar a mistura de sais de ferro a um béquer
contendo uma solucgéo de hidréxido de sédio (NaOH 1,48 mol.L1), sob atmosfera
de N2 e também a mesma temperatura , uma vez que a presenca de oxigénio,
mesmo em baixas concentracdes, deve ser evitado pois provoca uma mudanca
na estequiometria dos produtos obtidos.*?°

O sistema € mantido por 30 minutos em pH =11 nas condi¢cdes reacionais
originais, para que a solucdo atue como agente precipitante. As nanoparticulas
formadas sdo lavadas com agua destilada, por diversas vezes, com a separacao
das nanoparticulas e 4gua sendo feita por separagdo magnética usando um ima

até atingir pH =7.
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Para finalizar a etapa de obtencdo das nanoparticulas, o material é

armazenado em hexano P.A e estocado em frasco selado, em atmosfera de

nitrogénio, em geladeira.

Figura 11 - Diagrama esquemaético da sintese de nanoparticulas de magnetita

(FesOa).

3,1 g de FeS04.7H20

mistura

125 ml de agua destilada

60°C, 30 min
Agitacdo mecanica =500 rpm

N2(g) 37,59 de NaOH

60°C, 30 min
Agitacdo mecanica =500 rpm

N2(g)

Nanoparticulas de magnetita (FesOa)

60°C, 30 min

Agitacdo mecénica = 500 rpm
N2(g)

Resfriamento

separacao magnética das nanoparticulas
Lavagem com agua destilada até pH =7
Borbulhamento de N2(g)
Armazenamento, em frasco selado, em hexano P.A., em geladeira

Fonte: autoria prépria.

332, Modificagdo superficial das Nanoparticulas de Fe3O4

O procedimento experimental adotado para modificacdo da superficie das

nanoparticulas é similar aquele proposto por Pich et al.?! e Huang et al.1??

(Figura 13).

A partir da producdo de uma batelada de magnetita (FesO4), 5 g de

nanoparticulas de Fes0a4, que foram armazenadas ap0s a sintese, séo dispersas,

sob agitagdo mecéanica em 170 mL de agua. O sistema € entdo aquecido, sob

agitacdo mecanica, a 85°C com borbulhamento de No.
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Em seguida, 5,6 mL de acido acrilico (AA) ou de acido metacrilico (AM)
sao adicionados usando-se uma bomba peristéltica Prominent, por gotejamento,
a uma taxa maxima de 0,5 mL/min, sob agitacdo mecanica. Ao final da adicéo
de &cido (AA ou AM), o sistema é deixado em agitagdo por mais 30 minutos,
seguido de resfriamento até a temperatura ambiente.

Um leve excesso de acido (AA ou AM) é utilizado para inibir a coagulacéo
das nanoparticulas de magnetita durante a etapa de funcionalizacdo superficial,
e consequentemente garantir a dispersdo e a modificagdo apropriada das
mesmas.*-4°

As nanoparticulas com superficies modificadas por acido apresentam-se
como uma dispersao coloidal estavel, cuja separacdo de fases, apos a
decantacdo com um ima de neodimio, é necessaria para recuperacdo das
mesmas.

A figura 12 mostra uma representacdo da funcionalizacdo de

nanoparticulas de magnetita.

Figura 12 - Representacdo esquematica da funcionalizacdo da magnetita por
acido acrilico ou metacrilico.

acido acrilico acido metacrilico
H,C
HC—= CH,
‘>—OH ou HO
(e} )
F9304 funcionalizacéo >

wmaman() = Acido acrilico ou metacrilico

Fonte: autoria propria.

Apdés segregacdo de fases, as nanoparticulas sdo lavadas com agua
destilada até pH = 7. Em seguida o material é lavado trés vezes com acetona
para remover o excesso de acido carboxilico usado na funcionalizacgéo.

A seguir, as nanoparticulas sédo dispersas em pivalato de vinila, seguido
de borbulhamento com nitrogénio e posterior armazenamento em geladeira,

como apresentado na figura 13.
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Figura 13 - Diagrama esquematico das nanoparticulas de magnetita (Fes3Oa)
com &cido acrilico ou metacrilico.

5 g de nanoparticulas do
estoque em geladeira

Dispersao em agua = 170 mL
Agitacdo mecéanica = 500 rpm
Borbulhamento de N2(g),
Aquecimento a 85°C,

30 min

Adicéo de 5,6 mL de 4cido
acrilico ou metacrilico por
gotejamento (0,1 mL/min)

Agitacdo mecéanica = 500 rpm
Borbulhamento de N2(g),
85°C,

30 min

Resfriamento

Separa¢do magnética das nanoparticulas funcionalizadas

Lavagem com agua destilada até pH =7

Lavagem com acetona P.A.

Borbulhamento de N2(g)

Armazenamento, em frasco selado, em pivalato de vinila P.A., em geladeira

Fonte: autoria propria.

3.4. Sintese dos nanocompadsitos de FesOa/poli(pivalato de vinila)

3.4.1. Reac0es de Polimerizagdo em Emulsao

As reacdes de polimerizagdo em emulséo foram conduzidas em um reator
de vidro acoplado a um banho térmico de 4gua e condensador.

Inicialmente, é preparada uma solucdo de SLS (laurilsulfato de sodio), de
concentragdo igual a 12 g.L'! e outra de KPS (persulfato de sédio) de

concentragdo igual a 2,5 g.L.
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As nanoparticulas de magnetita modificadas com &cido acrilico ou
metacrilico (1 a 4 g, 5 a 20% p/p) séo sonicadas por 2 minutos e dispersas na
solucéo de SLS e em seguida é adicionada a solucéo de KPS ao reator de vidro
mantido em atmosfera de N2, com agitagdo mecanica (500 rpm) e a temperatura
do meio € mantida a 80°C.

Em seguida inicia-se a adicdo de 2 ml de acido acrilico ou metacrilico ao
sistema reacional em uma taxa de 0,1 mil/min, a fim de proteger as
nanoparticulas de magnetita da oxidacao precoce, provocada por fatores como
pH, temperatura e iniciador radicalar.

Ao final da adicéo do acido acrilico, o sistema é deixado em agitacao por
mais 30 minutos antes de se iniciar a adicdo de pivalato de vinila a uma taxa de
0,25 mL.min! usando uma bomba solendide (Prominent® Gala serie gamma/L
PVT 1000, S&o Paulo, Brasil). A Figura 14 representa 0 processo de

polimerizacdo em emulséo.

Figura 14 - Diagrama esquematico do sistema reacional de polimerizacdo em
emulsdo das nanoparticulas modificadas de magnetita (FesOs) com acido

acrilico ou metacrilico.

Nanoparticulas de FesO4 funcionalizadas dispersas em pivalato de vinila

Sonicacao (2 min)

Dispersdo de NPs em SLS
Adicdo da mistura ao reator

de vidro

Adicao de KPS

Agitagdo mecénica (500 rpm) Adicédo de &cido acrilico ou metacrilico (0,1
80°C ml/min)

N2(q)

Agitacao mecanica (500 rpm)
80°C
N2()

30 min

Adic&o de pivalato de vinila (0,25 ml/min)

Emulséo com propriedades magnéticas

Fonte: autoria propria.
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Ao final da adicdo do monémero o sistema é deixado por mais 30 minutos,
para garantir o consumo total do iniciador. Ao final deste tempo, o material é
retirado do frasco de reacao e sédo adicionadas gotas de hidroquinona 200 ppm.

A funcdo da hidroquinona, neste sistema, é de inibir polimerizagcbes
posteriores indesejaveis, devido suas propriedades redutoras em sistemas
aguosos, que permitem se combinar com radicais livres que ainda possam ser
gerados no sistema, gerando espécies mais estaveis.

A seguir faz-se uma retirada de aliquota de 10 mL do latex obtido que &
mantido em estufa a 60°C por 72 horas para eliminacdo de eventuais espécies
volateis presentes em sua fase amorfa. Todas as quantidades usadas sao

mostradas na tabela 3.

Tabela 3. Receita para a sintese in situ de nanocompdsitos magnéticos de
poli(pivalato de vinila).

Massa (g) Concentracéo (g-L™?) Volume (mL)
Pivalato de vinila 20 23
Fase aquosa - 45
SDS 0.3 12 25
KPS 0.05 25 20
Nanoparticulas lad - e
Acido acrilico ou metacrilico - e 2

3.5. Caracterizacdo dos materiais

Nesta secdo sdo apresentados 0s principais procedimentos analiticos
utilizados para caracterizagdo dos materiais obtidos nas reacdes de
coprecipitacdo, modificacdo da superficie das nanoparticulas magnéticas e

reacoes de polimerizagdo em emulsao.

3.5.1. Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)

As analises foram realizadas em um espectrébmetro de infravermelho da
marca Varian, modelo FT/IR-4100, em pastilha de KBr, com varredura de

espectro na faixa de 4000 cm a 400 cm! e média de 64 scans.
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O objetivo foi o de confirmar se ocorreu a interacdo entre os &cidos
carboxilicos usados na funcionalizacdo das NP de magnetita ocorreu, bem como

determinar a interacao ocorrida ap6s a polimerizacdo com pivalato de vinila.

3.5.2. Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

E um método analitico que indica as transicdes térmicas caracteristicas
de um material ou substancia. O método pode ser utilizado na caracteriza¢do de
materiais diversos, como ceramicas, metais, polimeros, compostos organicos e
inorganicos no desenvolvimento de aplicacbes em diversas areas como
desenvolvimento de materiais, controle de qualidade, analise de fadiga em

materiais, desenvolvimento de processos, entre outros.

As transicdes térmicas dos materiais poliméricos foram avaliadas por
meio de calorimetria diferencial de varredura (DSC) com o auxilio de um
calorimetro Shimadzu, (modelo TA-60WS, Shimadzu Scientific Instruments,
EUA), operado com a taxa de aquecimento de 10°C-mint em atmosfera de
nitrogénio com fluxo igual a 30 mL-min-L,

As andlises foram realizadas em cadinhos de aluminio com uma massa

de amostra de aproximadamente 5 mg.

3.5.3. Termogravimetria (TG)

A estabilidade térmica dos materiais foi avaliada a partir de andlises
termogravimétricas (TG/DTA) com o auxilio de uma termobalanca Shimadzu
modelo TA-60WS (Téquio, Japdo), operada a uma taxa de aquecimento de
10°C-min, sob atmosfera de nitrogénio com vazdo de 50 mL-min-.

As analises foram realizadas em cadinho de platina com uma massa de

amostra de aproximadamente 10 mg.

3.5.4. Difracdo de Raios X (DRX)

Para determinacdo de tamanho e dimensdes de cristalito, os materiais
foram caracterizados por difracdo de Raios X utilizando-se um difratdmetro
Bruker D8 FOCUS (Bruker AXS, Inc., Wisconsin, EUA), com filtro de niquel e
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monocromador CBO operando com CuKq = 1.54059 A como fonte de radiagéo,
voltagem de 35 kV e amperagem de 15 mA.
A faixa de varredura para os angulos de Bragg (20) foi de 2 <26 < 80 com

incremento de 0,05° e velocidade angular de 1°-mint.

3.5.5. Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

A morfologia das nanoparticulas de FesOa4 e as distribuicées de tamanho
da magnetita e das particulas de compdsitos foi avaliada por microscopia
eletrbnica de transmissao em um equipamento Jeol, modelo JEM-2100 (Toquio,
Japao), operando com um feixe de elétrons de 200 keV.

Para o caso particular das nanoparticulas magnéticas, informacdes
fornecidas pela MET sao fundamentais para determinacdo da distribuicdo do
tamanho de particula (DTP) e do valor médio do diametro das particulas.

A distribuicdo de tamanho de particulas foi feita a partir da contagem e do

processamento com o programa ImageJ (v. 1.53h, https://imagej.nih.gov/ij/) e os

graficos foram construidos usando-se o programa Origin (OriginPro 2021
9.8.0.200, Originlab Corp., USA).

3.5.6. Ensaios de citotoxicidade in vitro

Para os ensaios in vitro, foram utilizadas as linhagens células de
fibroblasto e queratinécitos humanos e cancer de pele ndo melanoma (FIBRO,
HaCat e A431, respectivamente).

As linhagens de FIBRO foram doagéo da Prof. Dr2 Daniela Mara Oliveira
do Laboratério de Nanobiotecnologia do Departamento de Genética e Morfologia
do Instituto de Ciéncias Biologicas (IB) da Universidade de Brasilia (UnB) e as
linhagens de HaCat e A431 foram obtidas por meio do banco de células do Rio
de Janeiro e mantidas em cultura no Laboratério de Nanobiotecnologia da UnB.

Manutencgdo das células e modo de preparacdo das células para os testes in
vitro.
Todas as linhagens celulares citadas anteriormente foram cultivadas em

meio DMEM (Eagle Modificado por Dulbecco). Ambas foram tamponadas com
bicarbonato de sddio e suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS) e
antibiotico (100 Ul/mL penicilina e 100 pg/mL estreptomicina) a 1% em pH = 7,2.
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As células foram mantidas em frascos de cultura celular em uma
incubadora a temperatura de 37°C, em atmosfera de 95% de ar umidificado e
CO2 a 5%. Os experimentos foram realizados com a célula na fase logaritmica
de crescimento.

Para a quantificacao de células viaveis, 40 pL de solucéo do corante Azul
Trypan foram adicionadas em 10 pL da suspenséo celular. Este reagente € um
corante capaz de penetrar em uma célula que tenha a membrana plasmatica
intacta, o que possibilita a distincao das células viaveis pelo principio de exclusédo
de Azul Trypan.

Em seguida, 10 pL desta suspensdo foram adicionadas em
hemocitdbmetro de Neubauer e a concentracdo de células foi determinada

segundo a contagem dos quadrantes laterais e por meio da equacao:

n° de células contadas L 4 de células
x Fator de diluicao x 10* = n°® ——

(3)

n° quadrantes contados mlL

Para a execucédo dos experimentos apos a quantificacéo, as células foram
transferidas para microplacas de cultura de acordo com o planejamento do
experimento.

O ensaio de viabilidade celular visa analisar a morte celular nas diferentes
linhagens celulares (FIBRO, HaCat e A431) para as amostras utilizadas nos
experimentos (1 a 3) em tempos de 24 h, 48 h e 72 h em diferentes
concentragdes (0,01 mg/mL, 0,05 mg/mL , 0,1 mg/mL, 0,25 mg/Ml e 0,5 mg/mL)
e com base nestes resultados, direcionar 0 experimento para outros ensaios

biolégicos in vivo.

Para realizacdo do ensaio com as amostras as linhagens celulares
(FIBRO, HaCat e A431) foram semeadas em placas de 96 pocgos na
concentracdo de 5x103, 3x102 e 5x103 de células/pogco no meio DMEM.

Apo6s 24 horas, o meio de cultura inicial foi substituido por 200 pyL de meio
de cultura contendo diferentes amostras 1 a 4 nas concentragdes (0,01 mg/mL,
0,05 mg/mL , 0,1 mg/mL, 0,25 mg/mL , 0,5 mg/mL e 1,0 mg/mL).
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A determinacgéo da viabilidade celular foi realizada por meio do método
colorimétrico redutor usando o MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difenil tetrazalio).

Este ensaio é usado para avaliar a citotoxicidade das particulas, pois é
capaz de indicar a velocidade de proliferagcéo celular em processos que causam
apoptose (morte celular), assim reduzindo a viabilidade celular.

O principio do método colorimétrico € a quantificacdo da reducéo do sal
de MTT, de cor amarela, em um composto conhecido como formazan, de cor
roxo escura e insoluvel.

ApoOs a penetracdo do MTT na célula, o mesmo sofre reducdo na
mitocondria em decorréncia da acdo de desidrogenases succinicas
mitocondriais, tendo em vista que a presenca de desidrogenases ativas € um
indicativo de viabilidade celular.

Contudo, este teste, sozinho, ndo é um indicador final para refletir o estado
de crescimento celular. A citotoxicidade induzida por nanoparticulas pode ser
avaliada por diversos testes diferentes, cujos resultados juntos indicam, com
precisdo, os diversos efeitos nas células.

A quantificacdo foi realizada por espectrofotometria, utilizando o
comprimento de onda de 595 nm. Os resultados foram obtidos com uma média
de trés experimentos independentes em triplicatas.

ApGs o término das andlises dos ensaios biologicos das amostras 1 a 3
(amostra 1 = PPVi; amostra 2 = AA20NP20; amostra 3 = AM25NP20) que foram
realizados em triplicatas obtendo média e desvio padrdo das médias, os dados
foram coletados e tratados.

A andlise estatistica foi realizada pelo software Prism 5, em que a
significAncia considerada foi de <0,05, e a avaliacdo para as possiveis diferencas
significativas foi realizada através de testes paramétricos; para de variancia
utilizada, por sua vez, foi ANOVA, seguido por teste estatistico de Tukey para
todos os experimentos. Os dados foram apresentados com recursos graficos.

Nos testes biologicos os dados apresentados tem o desvio padrao * por
conta das triplicatas realizadas. O teste t e a andlise de variancia de Tukey foram
aplicados para verificar os efeitos dos tempos de exposi¢cdo e os grupos foram

comparados com o controle.
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3.5.7. Medidas de magnetizagao

As medidas de magnetizacao forma obtidas usando um magnetémetro
comercial do tipo SQUID (Superconducting Quantum Interference Device,
Quantum Design, modelo MPMS3).

Os ciclos de histerese foram feitos a temperaturas de 5 K e 300 K
aplicando-se um campo magnético superior a 70 kOe (7 T). Medidas de ZFC
(zero field-cooled) e FC (field-cooled) foram feitas em campo reduzido (30 Oe) e

com temperatura variando de 5 K a 300 K.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1. Objetivos

Parte dos resultados e discussao apresentados nesta tese foram publicados
no seguinte artigo:

Robson T. Araujo, Maria S. B. Neta, José A. H. Coaquira, Sacha B. Chaves,
Fabricio Machado. A New Design for Magnetic Poly(vinyl pivalate) for
Biomedical Applications: Synthesis, Characterization, and Evaluation of
Cytotoxicity in Fibroblasts, Keratinocytes, and Human Melanoma Cells.
Colloids and Interfaces 2022: 6(7). https://doi.org/10.3390/colloids6010007

Neste capitulo serdo apresentados o0s resultados experimentais
referentes a produgdo de materiais poliméricos magnéticos a base de
poli(pivalato de vinila) — PPVi e magnetita (FesOa4) obtidos através de processos
de polimerizacdo em emulséao.

Foram feitas diversas reacdes envolvendo: i) Sintese de magnetita, ii)
modificacdo da magnetita com acidos carboxilicos, iii) polimerizagbes em
emulsdo do monémero pivalato de vinila, iv) sintese de compdsitos polimericos

,de magnetita e pivalato de vinila, com propriedades magnéticas.

4.2. Caracterizacdo das Nanoparticulas magnéticas

A fim de determinar o tamanho do cristalito (Dprx), bem como a estrutura
cristalina da magnetita (FesOas) sintetizada e, indiretamente, a presenca ou nao
de superparamagnetismo nas nanoparticulas, uma vez que tal fenbmeno esta
relacionado ao tamanho do cristalito, a analise por difragéo de raios X (DRX) foi
realizada.

Este tipo de andlise fornece informacdes sobre a estrutura cristalogréafica,
a composicdo quimica e propriedades fisicas dos nanomateriais.?°

A Figura 15 mostra os difratogramas dos nanocompositos
magnetopoliméricos com diferentes concentracdes de acido carboxilico como
agente adicional de cobertura bem com as diferentes concentracdes de

nanoparticulas de Fes3Oa dispersas na matriz de poli(pivalato de vinila).
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Figura 15 - Difratogramas de raios X das nanoparticulas de FesOas puras, de
nanoparticulas modificadas com &cido acrilico (AA) ou metacrilico (AM) e dos
nanocompoésitos magnéticos de poli(pivalato de vinila) (AA20NP20 e
AM25NP20).
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Fonte: autoria prépria.

Os picos caracteristicos das nanoparticulas em 26 foram observados
aproximadamente em 30°, 35,5°, 43°, 54°, 57°, 63° e 74°(Figura 15). Estes picos
estdo relacionados aos indices de Miller para os planos de reflexdo (220), (311),
(400), (422), (511), (440) e (533), que confirmam a formag&o de uma estrutura
do tipo espinélio.113:99

Espinélios sdo estruturas cristalinas do tipo XY204 onde X e Y séo ions
metalicos e ha um arranjo do tipo cubico de face centrada (CFC) onde ha 16
sitios octaédricos ocupados por cations (Fe?* e Fe3®") e 8 sitios tetraédricos

ocupados por anions O%.
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Padrdes de difracdo das amostras fornecem informac¢des importantes
sobre o tamanho médio dos cristalitos do material inorgéanico. Para estimar o

tamanho de cristalito, a relacédo de Debye-Scherrer'?3 (equagéo 4) foi usada:

k-

Dyxp = BTS(@) 4

Onde k é uma constante de proporcionalidade que varia de 0,62 a 2,08.
Para o calculo dos resultados deste trabalho, o valor adotado de 0,9 é o
recomendado para estruturas que apresentam simetria clbica e geometria
esférica.t?*

O comprimento de onda da radiagao utilizada (A) foi igual a 0.154059 nm
(CuKazi), © é o angulo de difragdo de Bragg e B corresponde a largura a meia
altura (FWHM) das reflexdes de Bragg.

Usando a linha do pico mais intenso, associado ao indice (311), obteve-
se um tamanho de cristalito de 8,2 £ 0,2 nm.

Ha uma possibilidade de formacdo de maguemita uma vez que os padrbes
de difragcdo sdo semelhantes. Os valores das reflexdes de Bragg (440) podem
trazer mais informacdes sobre a formacéo desta fase.

De acordo com a literatura sobre 0 assunto, 0s picos sdo comparados com
os padrdes para magnetita,’?® a posicédo deste pico em 62,8°(Figura 15 e Tabela
4) sugere a presenca de maguemita (y-Fe203) ou magnetita ndo estequiométrica
provavelmente na superficie da particula, uma vez que os difratogramas
mostram uma reflexao (440).

A Tabela 4 mostra os picos caracteristicos da magnetita pura juntamente
com 0s magnetopolimeros.

Uma vez que os padrées sdo semelhantes entre as particulas puras e as
ndo modificadas, a presenca do acido acrilico ou metacrilico ndo afeta as
propriedades em termos de estrutura e cristalinidade.'?0. 126

O parametro de rede, (a), traz informacdes sobre a estequiometria das
substancias cristalinas. No caso de substancias com padrdes de difracéo

semelhantes, como a magnetita e a maguemita, que também apresentam
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estruturas cristalinas e 0 mesmo tipo de espinélio cubico, a valor o parametro de
rede para a magnetita é de 8.396 A 127129

Como a magnetita pode ser oxidada a maguemita, durante a etapa
sintética, como resultado da oxidacdo dos cétions instaveis de Fe?* a cations
mais estaveis de Fe3*, esse fendmeno causa variagoes leves na estequiometria
da magnetita.t?7-128

O parametro de rede, (a), da magnetita nos materiais magnéticos foi

calculado tomando por base a distancia interplanar (dnk) associada ao plano de
reflexdo (311), de acordo com a Equacéo 5:1%°

. 2 2 .12
a—dhkl h+k”+1 5)

Magnetita ndo estequiométrica (parcialmente oxidada) geralmente é
representada como Fess04 com 0.00 < & <0,33, que pode ser utilizado para
inferir desvios da magnetita estequiométrica (& =0.00, FesOs) para a forma
completamente oxidada (3 =0.33, y-Fe203 @ Fe2,6704).127-128

A equacao 6 apresenta uma relacéo linear entre o parametro de rede e
as proporcdes molares Fe?*/Fe3* (x). A equacgdo 7 correlaciona o parametro &

com as proporcdes molares Fe?*/Fe3* (0.0 < x <0.5).119, 130

a=8.34134+0.10512x ©
e Fe** 1-38
Fe**  2+28 7

De modo a avaliar diretamente o parametro de estequiometria 6, para
permitir o estabelecimento da estequiometria das nanoparticulas (Fes-504)
presentes nos materiais magnéticos, as equacgdes 6 e 7 podem ser combinadas

gerando a Equacéao 8:

 8.39390-a
8.18366—a ®
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De acordo com esta equacdo, o parametro estequiométrico () se
encontra no intervalo entre 0,14 e 0,29, mostrando que as nanoparticulas iniciais
sofreram oxidacado parcial a maguemita, o que resultou em uma estequiometria
variando de Fe2.7104 a Fe2.8604 (Tabela 4), entre magnetita e a maguemita.

E importante ressaltar que o tamanho médio de cristalitos, obtidos via
difracdo de raios X, corrobora a hipotese de superparamagnetismo das
nanoparticulas de Fes3Os4, 0 que normalmente é atribuido a materiais que
apresentam monodominios magnéticos, cujo tamanho do cristalito é inferior ao

valor critico equivalente a 25 nm.131-132

Tabela 4. Picos caracteristicos associados aos indices de Miller, tamanho de
cristalito, parametros de rede e estequiometrias das nanoparticulas puras,
modificadas e dos hanocompdsitos magnéticos de poli(pivalato de vinila).

al;ngtsr:s Indices de Miller DoRx a(A) Estequiometria
(26) (220) | (311) | (400) (422) (511) | (440) (nm) (Fes504)
FesOs 30.2 | 355 |433 54.2 57.2 | 62.8 8.44 8.358 | Fe27504
FesOs/AA 30.2 | 356 |434 54.0 57.2 | 63.1 8.00 8.368 | Fe28604
FesOs/MA | 30.2 |356 |433 54.0 57.2 | 63.1 8.29 8.347 | Fe27104
AA20NP20 | 304 |355 |433 53.7 57.3 | 63.1 8.07 8.357 | Fe27e04
AM25NP20 | 30.3 |35.6 | 433 54.0 57.2 | 62.9 8.04 8.346 | Fe27104

Fonte: Aguilar-Arteaga et al.'3, Agrawal e Maity®°.

Quando as particulas estdo recobertas, ha uma mudanca nos padrées
dos picos, que sofrem um alargamento em relacdo as particulas nuas. Podem
surgir picos adicionais devido a presenca de e-Fe2O3 que podem estar presente
em pos recobertos. %

A Figura 16 apresenta a morfologia das particulas de Fe3O4 obtidas por
microscopia eletrénica de transmisséao (MET), sem recobrimento e as que foram
modificadas com &cido acrilico e metacrilico e sofreram polimerizacdo em
emulséo.

O tamanho médio (Dwmet) encontrado para as particulas de magnetita pura
(figura 16) sintetizadas foi de 7,0 £ 1,6 nm (N = 338 particulas, Fes0a4), 6,4 £ 1,7
nm para as nanoparticulas modificadas com &cido acrilico (N = 603 particulas,
Fes04/AA) e 5,8 £ 1,6 nm para as nanoparticulas modificadas com acido

metacrilico (N = 718 particulas, FezO4/AM).
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Para os nanocompositos, os valores determinados foram iguais a 7,4
2,2 nm (N = 316 particulas, AA20NP20) e 7,1 = 1,8 nm (N = 273 particulas,
AM25NP20) como mostrado na Figura 16.

Os valores menores obtidos pela microscopia para as nanoparticulas de
magnetita modificada com &cidos carboxilicos podem ser atribuidos a uma
possivel dissolucdo das nanoparticulas magnéticas em meio acido.

E importante frisar que a dissociacdo da magnetita pode ocorrer em
valores aproximados de pH = 3. Assim, é possivel assumir que ambos os &cidos
carboxilicos (acrilico pKa = 4,25, metacrilico pKa = 4,66) utilizados no processo,
nas condicBes reacionais utilizadas, podem ser 0s responsaveis por esta
variacédo de tamanho.33-135

Estes fatos indicam que o procedimento experimental adotado na
funcionalizacdo ndo modifica, de modo significativo, o tamanho e a morfologia
do material de partida.

As diferencas observadas entre os valores obtidos na microscopia de
transmisséo (tamanho médio, Dver) e difratometria (tamanho de cristalito, Dprx)
séo consistentes com as caracteristicas de cada técnica analitica.

Os valores de DRX mostram uma representacdo estatistica das
caracteristicas do cristal em nanoescala com o Dprx estimado € baseado na
informacao no indice de Miller referente ao plano (311), enquanto o MET mostra
uma analise da distribuicdo dos tamanhos de particulas para uma populacdo
especifica.13

Uma vez que as aplicac6es biomédicas sdo dependentes do tamanho de
particula, a relacédo entre o tamanho critico e o de particula, obtidos por medidas
de MET e DRX dever ser observadas. No caso da magnetita, o tamanho critico
fica em torno de 20 nm. 37

Deve-se observar que para ambos 0s nanocompdésitos (amostras
AA20NP20 e AM25NP20), o Dmver aumentou em comparagdo em relacdo as
amostras modificadas de nanoparticulas de magnetita (amostras FesO4/AA e
FesO4/AM), 0 que indica, claramente, a presenca da matriz termoplastica de
poli(pivalato de vinila) na superficie das nanoparticulas.

O uso dos 4&cidos carboxilicos polimerizaveis para funcionalizar a
superficie das nanoparticulas auxilia na formacdo de material

superparamagnético com elevada resposta magnética.
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Além disso, a partir dos dados de distribuicdo de tamanho particulas do
homopolimero e dos dados de microscopia dos magnetopolimeros, podemos
confirmar que, neste contexto, a estratégia de encapsulamento individual das

nanoparticulas se mostra um processo adequado .
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Figura 16 - Histogramas da distribuicdo do tamanho de particular das nanoparticulas magnéticas de FesOs e micrografias das
andlises de MET. (A) FesO4 ndo modificada (B) FesOs funcionalizada com &cido acrilico, (C) FesO4 funcionalizada com &cido
metacrilico, (D) poli(pivalato de vinila) magnético modificado com acido acrilico (AA20NP20), e; (E) poli(pivalato de vinila) magnético
modificado com acido metacrilico (AM25NP20).
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A Figura 17 mostra o espectro de infravermelho (FTIR) das nanoparticulas
de magnetita pura, funcionalizadas e dos nanocompdsitos. As nanoparticulas
modificadas foram caracterizadas pelo aparecimento de novos picos e bandas.

Bandas em 3400-3430 cm™ (O-H, estiramento), e picos em 2913 cm™ e
2840 cm (CH2) séo caracteristicos da modificacédo de nanoparticulas com acido
acrilico®. 138-139,

O pico em 1628 cm™ (estiramento simétrico de COO~, vas) indica a
modificacdo superficial com &acido metacrilico.}442 O pico em 576 cm?
caracteriza o estiramento Fe-O no site octaédrico.®®

Os picos em 1453 cm, 1214 cm™*:1070 cm™* (C-O estiramento), 974 cm-
! (dobramento C=CH) séo caracteristicos do poli(pivalato de vinila) e indicam a

ocorréncia da polimerizacao.

Figura 17 - Medidas de FTIR das nanoparticulas de Fes3Os puras,
funcionalizadas com &cido acrilico, funcionalizadas com &acido metacrilico e
nanocompaésitos magnetopoliméricos (AM25NP20 e AA20NP20).
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Fonte: autoria prépria.
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Além disso, deve-se buscar entender o modo de interagdo entre os 4cidos
carboxilicos usados na funcionalizacdo e a superficie da particula. Um dos
métodos de verificacdo deste tipo de interacdo € a espectroscopia de
infravermelho, como mostram os dados contidos na Tabela 6.

Uma vez que h& uma interacdo, ela pode ocorrer de varios modos, pois
as estruturas dos acidos e das nanoparticulas séao diferentes. A interacdo dos
carboxilatos-metais pode ser caracterizada por quatro tipos diferentes:
monodentado, bidentado (ponte ou quelante) e interagao idnica.

A diferenca de numeros de onda A, entre o estiramento assimétrico
vas(COO) e o simétrico vs(COO") das bandas de infravermelho (IR) auxiliam na
identificacdo da conformacéo.

Por exemplo, a auséncia de um pico de COO" e o aparecimento um de
modo de vibracdo C=0 pode ser um indicativo de que a carboxila se ligue de
modo monodentado a superficie da nanoparticula.'4

Deve-se levar em conta, também, que as moléculas do AA e do AM no
estado adsorvido sédo sujeitas a fendbmenos de superficie que podem gerar
bandas caracteristicas deslocadas para regibes de frequéncias mais baixas
indicando, deste modo, que as cadeias do acido carboxilico na monocamada ao
redor da nanoparticula estdo empacotadas.'4

Em particular para as nanoparticulas magnéticas modificadas com acidos
carboxilicos, o valor observado para A [A = vas(COO-) — vs(COO-)] equivale a
279 cmt, o que sugere uma interacdo monodentada entre o carboxilato e o
atomo de ferro.140. 145

Nas andlises realizadas para este trabalho, os valores encontrados foram
de 1626 cm™e 1412 cm* para &cido acrilico e 1614 cm™ e 1412 cm* para &cido
metacrilico, sugerindo interacdo monodentada em ambos 0s casos, como

representado na figura 18.

83



Figura 18 - Representacdo esquemética da ligacdo entre nanoparticulas de
Fes04 e acidos carboxilicos.

A

H,C
)—oH o) CH,
NPs de J H
F9304 funcionalizacdo > o A

A = H, acido acrilico
A = CH,, acido metacrilico

Fonte: autoria propria.

A distingdo entre interacdes monodentada e bidentada é observada
através de frequéncias especificas do carboxilato que auxiliam a interpretacao
do infravermelho e do modo de coordenacdao.

A tabela 5 sumariza os principais picos e bandas observados via medidas
de FTIR.

Tabela 5. Principais picos e bandas de absorcédo observados via medidas de
FTIR da magnetita recoberta com &cido.

Pico e

bandas Explicacao Ref.
3700- . . . L. 98-99, 140, 142,
3030 Estiramento de hidroxila n(O-H) do H do acido 146
2922 . . . ] ] 98-99, 140-141,
forte Estiramento assimétrico de grupos metileno vas (C-H) do &cido 143, 147-148
2853 . ) ) ) ] 99, 140, 142-143,
forte Estiramento simétrico de grupos metileno vs (C-H) do acido 145, 147
1749 Vv(C=0) no COOH da cobertura monomeérica. 141

98-99, 140-141,
1708 v(C=0) no COOH da cobertura dimérica 143, 147

Estiramento simétrico vs (COO-) do carboxilato do acido em
1646 combinagdo com o Fe da superficie da magnetita que formam uma | 140, 142
ligacdo parcial gue enfraguece a ligagdo C=0 e reduz a frequéncia
de estiramento.

1601 Vas (COO-) do COOH quimicamente adsorvido 141

98, 142-143, 145,

1457 Dobramento 0as(C-H) do CHs do acido. Normalmente se | ..o

sobrepdem as vibragbes assimétricas dos grupos metileno, junto
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com o estiramento simétrico indica que o acido esta ligado a
superficie da magnetita de modo covalente.

1367 Estiramento assimétrico vas(COO-) do carboxilato 142
1142 Estiramento v(C-O) 148
948 Dobramento de O-H fora do plano doop(O-H) 147-148

Pico caracteristico da magnetita, estiramento da ligagdo Fe-O do | o549 135

77 sitio tetraédrico

Para a verificacdo da estabilidade térmica dos materiais, a realizacao de
analises térmicas como o DSC se faz importante e com o0s resultados obtidos
pode-se determinar a Ty para o material obtido apds a polimerizagéo.

A temperatura de transicao vitrea (Tg) de um material € uma transicédo
reversivel em um material amorfo ou regides amorfas em um material
semicristalino, de um estado rigido a um estado mais macio ou borrachoso.

Durante este processo, ocorrem mudancas em propriedades fisicas
como, por exemplo, a capacidade calorifica especifica.

Como a T4 de um material polimérico esta relacionada a mobilidade das
cadeias poliméricas amorfas presentes, o material pode apresentar cadeias
poliméricas de diferentes comprimentos.14°

O efeito da concentracao de iniciador é observado quando a temperatura
de transicédo vitrea (Tg) dos homopolimeros de PVi sdo comparadas. Para um
valor de concentracdo de iniciador de 0,25%(p/p), foi obtido um homopolimero
de T4 igual a 65 °C.

Desta forma, para um mesmo tipo de polimero sintetizado pelo mesmo
tipo de polimerizacéo, é esperado que valores baixos de T4 caracterizem baixas
massas molares médias, que exibem maior mobilidade molecular.%® 150

Uma vez que a Tq para o poli(pivalato de vinila) é de 86 °C, podemos
concluir que a quantidade de iniciador (0,25%) foi insuficiente no sistema.

Uma possibilidade para que este fenbmeno esteja ocorrendo é que parte
do iniciador oxida a magnetita e uma quantidade menor de iniciador permanece
disponivel no sistema para provocar a polimerizacao do pivalato de vinila. Deste
modo, ha uma concentracéo elevada de monémero competindo no sistema e

gue sofre polimerizacdo também.
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A estabilidade térmica dos magnetopolimeros sintetizados e o efeito da
magnetita incorporada foram investigados por analise termogravimétrica (TGA).

As amostras escolhidas para esta analise foram a AA20NP20, contendo
20% de nanoparticulas de magnetita, em relagcdo a fase monomérica, foram
protegidas com 20% de acido acrilico.

A segunda amostra, AM25NP20 passou pelo mesmo procedimento, onde
foi usado 25% de acido metacrilico ao invés do acido acrilico. A perdas de massa
de 75% para AA20NP20 e 80% para AM25N20 ilustram a quantidade de matéria
organica ligada a superficie das nanoparticulas, como mostrado na Figura 19.

As diferencas entre as quantidades de material perdido podem ser
explicadas devido a diferenca das massas molares dos acidos carboxilicos
utilizados na funcionalizacdo que, devido as suas estruturas, ligam-se em

quantidades diferentes as superficies das nanoparticulas.

Figura 19 - Analise termogravimétrica para (A) Fe3Oas puro e funcionalizado com
acido acrilico (FesO4 /AA) e metacrilico (FesO4 /AM), e (B) magnetopolimeros
(AM25NP20 e AA20NP20) e poli(pivalato de vinila) (PPVi).
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Fonte: autoria propria.

Para investigar o efeito na magnetita na degradacao térmica dos materiais
magnetopoliméricos sintetizados, os termogramas dos materiais mostrados na
Figura 19 foram comparados com a amostra em branco.

A avaliacdo das perdas de massa relacionadas a temperatura foi feita nos
percentuais de 25% (Tdzs), 50% (Tdso) e no residuo a 800°C, como mostrado na
Tabela 6.
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Foi observado um aumento na temperatura de degradacao relacionada
ao aumento do teor de magnetita nos nanocompositos. Este efeito sugere que
as interacfes entre as nanoparticulas e as cadeias poliméricas podem interferir
na degradacdo térmica dos nanocompdsitos magnéticos, elevando suas
temperaturas de degradacéo.

Um outro fator que auxilia no entendimento do motivo pelo qual as
temperaturas de decomposicdo se elevam, nos magnetopolimeros, reside no
fato que a concentracdo de nanoparticulas de magnetita aumenta, conforme os
dados apresentados na tabela 6.

Esse efeito pode decorrer das propriedades dos materiais utilizados, uma
vez gue compostos inorganicos, como os oxidos de ferro, em geral ndo sao bons
condutores devido a presenca de umidade e alteragBes superficiais dos

compostos em micro e nanoescala.*!

Tabela 6 - Estabilidade dos nanocompdsitos: material residual apés a calcinacéo
e temperaturas de decomposicao.

Amostra MNPs (% p/p) Tdss (°C) Tdso (°C) Residuo a 800 °C (%)
PPVi 0 317 336 2.2
Fes0a4 00 0 - e 90.0
Fes04/AA @ 00 0 - e 89.3
Fes04/MA 2 00 0 - e 87.0
AA20NP20 20 277 421 27.0
AM25NP20 25 258 398 20.0

a relacionada a quantidade total de magnetita (5 g) dispersa em agua (170 mL) junto com 5,6 mL de &cido
carboxilico.

O perfil de estabilidade térmica observado deve-se essencialmente a
degradacdo térmica do material presente na superficie das nanoparticulas de
magnetita, como mostrado na Figura 19, o que equivale a um percentual de
aproximadamente 10% em massa.

Verificou-se que o0s materiais sofreram degradacdo numa faixa de
temperatura entre 100 e 650 °C, exibindo trés perdas de massa caracteristicas:

) A primeira perda de massa ocorre na faixa situada entre 25°C e 150°C
corresponde a aproximadamente 5% (m/m), atribuida a agua livre
adsorvida, no caso das nhanoparticulas de Fes3Os4. Para as

nanoparticulas funcionalizadas, essa perda situa-se em torno de 3%.
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i) A segunda perda de massa, relacionada a decomposicdo da
fisiosorcdo e de matéria organica, é observada na faixa situada entre
200 °C e 450 °C, correspondendo a aproximadamente 7% m/m;

i) O terceiro patamar de massa, entre 450 °C e 700 °C, diz respeito a
decomposicdo da quimiosor¢cdo do agente de cobertura que forma
cinzas, contendo Oxidos de ferro e residuos da reacdo de

polimerizacéo.1>?

Os dados difratométricos apresentados ajudam a explicar as pequenas
variacOes observadas nas analises termogravimétricas. Observa-se a existéncia
de um sinal muito pequeno referente a presenca de magnetita has amostras.

Uma vez que o acido metacrilico (MM = 86 g/mol) tem uma cadeia ramificada
e massa molecular mais elevada que o &cido acrilico (MM = 72 g/mol), é possivel
atribuir a temperatura de degradacdo mais elevada da amostra AA20NP20 por
conta das caracteristicas do acido usado.

Como a molécula de acido metacrilico possui um maior volume, provoca
um impedimento estérico na superficie da nanoparticula fazendo com que haja
uma interacdo de um numero menor de moléculas na superficie da
nanoparticula, em relacdo as moléculas de acido acrilico.153

Além disso, analises por DSC avaliaram a temperatura de transicao vitrea
(Tg) dos magnetopolimeros, chegando a valores de 63°C para AM25NP20, 62
°C para AA20NP20 e 65 °C for poli(pivalato de vinila) — PPVi, indicando que a
incorporacdo das nanoparticulas magnéticas ndo afeta significativamente o
material magnetopolimérico final em comparacdo com o polimero puro de

poli(pivalato de vinila).

4.3. Caracterizacdo magnética

O carater magnético, necessario para a aplicagdo biomédica como, por
exemplo, o uso como agentes de hipertermia se apresentarem carater
superparamagnético e, por isso, podem promover com sucesso a elevacao de
temperatura de modo controlado em lesdes, quando submetidos a campos

magnéticos externos.
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Figura 20 - Resposta magnética de FesO4 coloidal em hexano.
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Fonte: autoria propria.

Uma vez que ha diferentes nas propriedades magnéticas das diferentes
fases dos Oxidos, a medida do magnetismo pode ajudar na determinagédo das
fases. Os resultados de VSM fornecem a variacdo da magnetizagdo em funcao
do campo aplicado.

A Figura 21 exemplifica os perfis de magnetizacdo da magnetita em

diferentes temperaturas (5 Kelvin e 300 Kelvin) pura.

Figura 21 - Curva de magnetizacdo das nanoparticulas magnéticas de FezOa.
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Fonte: autoria prépria.
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As propriedades magnéticas dos nanocompasitos foram avaliadas a parir
das medidas de magnetizacdo. A figura 22 mostra as curvas de histerese dos

materiais magnéticos.

Os valores da saturacdo magnética a 5K para as nanoparticulas puras e
modificadas (FesO4/AA e Fe304/AM) se encontram na faixa de 75 a 81 emu/qg,
sendo maior para as nanoparticulas de magnetita modificada com acido
metacrilico (FesO4/AM).

90



Figura 22 - Curvas de magnetizacao* de (A) Fe3O4 ndo modificado; (B) FesOs4 modificado com acido acrilico, (C) Fe3sO4 modificado
com &cido metacrilico (D) poli (pivalato de vinila) magnético contendo FezOs4 modificado com &cido acrilico (AA20NP20), e; (E)
poli(pivalato de vinila) magnético contendo FezO4 modificado com acido metacrilico (AM25NP20).

*A linha pontilhada se refere a temperatura de 5 K e a continua a 300 K.
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Os valores de magnetizacdo observados para as nanoparticulas puras
sdo menores que os da magnetita agregada (“bulk”). Este fato deve-se,
provavelmente, a fatores como a oxidacdo da magnetita a maguemita, na etapa
de sintese, principalmente na superficie da particula e efeitos de tamanho, que

causam a reducado da saturacdo magnética.

De acordo com a primeira explicacdo, a presenca do polimero parece

reduzir o processo oxidativo e € melhor no caso da amostra Fez04/AM.%9

A coercividade proxima a zero obtida a partir da curva M versus H nas
temperaturas de 5 K e 300 K sugerem que as particulas estdo em um estado
superparamagnético. 154155

Para a verificacdo da ocorréncia de superparamagnetismo, é preciso ter
elevados valores de Ms, baixos de Mr e Hc, bem como a relagdo Mi/Ms tendendo

a zero.1%6

A temperatura de 5 K, um leve aumento nos valores de Hc é observado
devido a temperatura de bloqueio das nanoparticulas de magnetita que pode
ocorrer acima desta temperatura.'?’ Resultados semelhantes foram obtidos para
as nanoparticulas funcionalizadas com acido acrilico e metacrilico e podem ser

observados na Figura 23 e tabela 7.

Os dados apresentados na tabela 7 incluem os valores da magnetizacéo
de saturacao (Ms), da remanéncia de magnetizacao (Mr) da forca coerciva (Hc) e

a relacado Mi/Ms.

Tabela 7. Propriedades magnéticas das nanoparticulas de FeszOas puras,

modificadas e dos magnetopolimeros.

Ms (emu/q) H: (kOe) M, (emu/g)
Amostra 2= T a0k 5K 300K 5K so0k e (K
FesO4 75.51 67.85 0.4266 0.0042 22.41 3.50 192
FesO4/AA 78.43 68.30 0.2882 0.0053 17.86 3.33 206
FesOJ/MA  80.81 71.70 0.2829 0.0047 19.09 3.66 229
AA20NP20 50.68 36.92 0.2214 0.0054 10.22 2.23 144
AM25NP20  30.68 20.59 0.1515 0.0048 4.35 1.29 146

93



Como mencionado anteriormente, ha um acréscimo nos valores de Ms
para as nanoparticulas funcionalizadas em relacdo as nao funcionalizadas
(Tabela 7). Este efeito esta ligado ao fato que a reducéo no tamanho de particula
e a formacdo de uma camada superficial com magnetizacdo nula (‘camada

morta”) nas nanoparticulas de magnetita pura.

Em relacdo aos nanocompositos, uma reducdo nos valores de
magnetizacao foi observada quando o acido metacrilico (amostra AM25NP20) é
usado no lugar de &cido acrilico (amostra AA20NP20) para a protecao superficial
das nanoparticulas antes da polimerizacgao.

A presenca da cobertura organica, durante a funcionalizada das
nanoparticulas, ajuda a organizar as interacdes superficiais no cristal, o que gera
um aumento na saturacdo magnética. Esta observacdo pode ser explicada por
mudancas superficiais no cristal durante o processo de funcionalizagédo pela

cobertura organica.1>":1%8

Como os acidos carboxilicos usados na funcionalizacdo se ligam a
superficie das nanoparticulas via oxigénio do grupo carboxila, isto gera um
ambiente quimico semelhante ao da magnetita cristalina macroscopica, uma vez
gue a modificagdo causada por estas interacfes modifica a estrutura superficial
dos spins,’ 159

As consequéncias disto sdo devidas ao papel dos grupos ligantes na
capacidade de doarem elétrons, fortalecendo a ligacéo e a densidade da camada
de funcionalizacdo. Isto também auxilia no ajusto da Ms, no controle das

interacdes entre as particulas e as propriedades estruturais e morfolégicas. %
159

Outras informacdes importantes sao obtidas das curvas de FC/ZFC, que
sdo usadas para estudar o relaxamento térmico das nanoparticulas magnéticas.
Como observado, as curvas de FC (field cooling) e o ZFC (zero field cooling)

mostram outros aspectos irreversiveis, que dependem das amostras estudadas.
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Figura 23 — Curvas FC/ZFC de (A) FesO4 ndo modificado; (B) FesO4 modificado com acido acrilico, (C) FesO4 modificado com acido
metacrilico (D) poli (pivalato de vinila) magnético contendo Fesz04 modificado com &cido acrilico (AA20NP20), e; (E) poli (pivalato de
vinila) magnético contendo FeszO4 modificado com acido metacrilico.
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A curva ZFC mostra uma tendéncia de crescimento a medida que a
temperatura se eleva, até alcancar um maximo, que é associado a temperatura
de bloqueio (Ts). ApOs este ponto, a curva ZFC mostra uma tendéncia de queda,

como mostrado na Figura 23.

E bem estabelecido que a temperatura de bloqueio, Tg, separa os estados
bloqueados, em baixas temperaturas, dos estados relaxados, em temperaturas
mais elevadas. Em temperaturas elevadas, acima de Ts, a energia térmica €
maior que a magnética e o0 sistema apresenta um comportamento

superparamagnético.

Como observado na Figura 23, a curva ZFC para a magnetita pura mostra
uma largura maxima e se mantem crescente com a temperatura. Estes achados

sugerem a presenca de distribuicdo bimodal das temperaturas de bloqueio.

A banda centrada em torno de 192 K parece corresponder a interacdes
fracas de nanoparticulas enquanto a tendéncia de aumento sugere a presenca

de interacdes fortes.

Esta situacdo parece ser modificada nas amostras de nanoparticulas
funcionalizadas (FesO4/AA e Fesz04/AM). Como observado, ha um maximo
apenas para ambas as amostras nas curvas ZFC, com as temperaturas de
bloqueio por volta de 206 K para a amostra modificada com acido acrilico e 229
K para a modificada com &cido metacrilico, 0 que pode ser relacionado com o

fortalecimento da interagao interarticular.

Contudo, apds o processo de polimerizacao, a Te sofre um deslocamento

para temperaturas menores, na faixa de 140-150 K para ambas as amostras.

Este deslocamento sugere que a interacdo interarticular sofre um
enfraquecimento apds a polimerizacdo, que pode ter com causa a preencha de
grupos poliméricos entre as particulas magnéticas gerando um afastamento

entre elas e, assim, enfraquecendo as interagdes magnéticas.

Em termos de aplicacdo ao organismo, o tempo elevado de retencdo no
alvo reduz a limpeza feita pelo sistema reticuloendiotelial. Deste modo deve-se

buscar meios de otimizacdo da quantidade de nanoparticulas magnéticas.
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Para que essa otimizagdo ocorra, algumas estratégias podem ser
adotadas: i) as particulas devem ter tamanho suficiente para serem levadas ao
local do tumor ou regides préoximas; ii) as hanoparticulas devem ter um tamanho
que possibilite a interagcdo com o campo magnético aplicado; iii) o campo
magnético deve ser elevado de modo a concentrar as nanoparticula na area
desejada; iv) o método de injecdo deve ter acesso a regido tumoral e evitar a

retirada pelo sistema reticulo endotelial. 1%

4.4. Viabilidade celular

Uma vez que € importante conhecer o0 modo como as nanoparticulas
interagem com organismos Vvivos, em termos de viabilidade e toxicidade
celulares, saber qual é o nivel aceitavel de material em nivel celular auxilia

durante a aplicacao destes materiais no organismo.

Os testes in vitro sdo importantes pois ajudam na determinacao do nivel
de toxicidade de materiais em organismos. No caso de nanoparticulas, isto se
torna importante uma vez que algumas das caracteristicas destes materiais
podem causar intoxicacdes inesperadas.

Entre as caracteristicas potenciais para a efeitos citotoxicos podem ser
usados como exemplos o tamanho reduzido, que possibilita uma permeabilidade
maior nas membranas celulares, a reatividade elevada, devido a elevada area
superficial, entre outros fatores.

Um parametro utilizado para verificar a baixa toxicidade é a viabilidade
celular. Valores elevados de viabilidade celular indicam baixas toxicidades.
Alguns testes bioldgicos foram feitos para relacionar e comparar as propriedades
desses materiais e sua eficiéncia, bem como a toxicidade em células de
diferentes tipos.

O objetivo destes testes visa a determinar as possiveis aplicacbes
médicas que as nanoparticulas magnéticas podem ter (biocompatibilidade),

indicando a viabilidade celular, entre outros resultados.
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A toxicidade de nanoparticulas magnéticas deve-se a grande area
superficial e reatividade quimica, que gera espécies reativas de oxigénio (EROSs),

capazes de penetrar em células e tecidos.6!

O tamanho, a hidrofilicidade e a carga superficial da nanoparticulas
magnéticas, bem como a massa e da carga das moléculas da cobertura sao

fatores essenciais para entender a biocompatibilidade.162-163 164

A partir dos dados obtidos, € possivel predizer a aplicabilidade dessas
nanoparticulas bem como verificar os parametros que podem ser otimizados em
trabalhos futuros.

Foi feita a determinacéo da viabilidade celular para linhagens fibroblasto
e queratindcitos humanos (FIBRO, HaCat e A431) para as amostras 1 a 3
(amostra 1 = PPVi; amostra 2 = AA20NP20; amostra 3 = AM25NP20Db).

As concentragdes utilizadas nos ensaios de citotoxicidade s&o aquelas
encontradas na literatura e aceita nos estudos deste tipo.16°

Foram testados tempos de tratamento 24, 48 e 72 h para as linhagens
citadas anteriormente e as concentragcées de 0,01 mg/mL, 0,05 mg/mL , 0,1
mg/mL, 0,25 mg/mL e 0,5 mg/mL em triplicatas, bem como triplicata do
experimento independente, uma vez que o controle utilizado para comparacéo
dos resultados foi com agua ultrapura, representando 100% de viabilidade
celular para cada linhagem.

No caso dos testes realizados, o controle é do tipo positivo, isto é, aquele
no qual o material utilizado seja capaz de provocar danos celulares de diversos

tipos, a fim de realizar a avaliacdo da citotoxicidade do material.

4.4.1. Viabilidade celular da linhagem FIBRO

Com base nos dados obtidos, observou-se que para a linhagem de
fibroblasto (FIBRO) no tempo de 24 h ocorreu uma diminuicdo de 60% da
viabilidade na amostra 1 (PPVi) em todas as concentragdes; na amostra 2
(AA20NP20) a diminuicéo foi de 30% nas concentracdes iniciais e 50% na maior
concentracdo (1,0 mg/mL); para a amostra 3 (AM25NP20) apenas na
concentracéo de 0,05 mg/mL € que a reducdo foi significativa com mais de 60%
(Figura 24).
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O aumento da viabilidade que ocorre em algumas concentragdes podem
ser explicados pelo papel essencial do ferro no organismo, uma vez que
determinadas concentracfes podem estimular o crescimento celular ou iniciar

processos de apoptose em células.166.167

Figura 24 - Avaliacdo da atividade citotéxica das amostras poliméricas (amostra
1 = PPVi; amostra 2 = AA20NP20; amostra 3 = AM25NP20b) em células de
fibroblasto (FIBRO) apdés (A) 24 h (B) 48 h, (C) 72 h de exposi¢cdo nas
concentragcbes de 0,01 mg/mL, 0,05 mg/mL, 0,1 mg/mL, 0,25 mg/mL e 0,5
mg/mL. Os asteriscos estao relacionados aos diferentes intervalos de confianca
associados a significancia estatistica: *para 95% com p<0,05, **99% com
p=<0,01, ***99,9% com p=<0,001 e ****99,99% com p=<0,0001.
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No tempo igual a 48 h para a exposicao, os resultados foram significativos
para a amostra 1, onde a citotoxicidade foi superior a 80% com reducao da
viabilidade para a concentracdo de 0,5 mg/mL. Para as outas concentracoes, a
reducado percentual vaiou entre 50% e 70%.

Para a amostra 2, houve uma variagdo de 30% a 50% da viabilidade para
todas as concentragdes analisadas. A amostra 3 sofreu uma reducao de 20-30%
para todas as concentracdes, exceto a de 0,5 mg/mL, onde foi observado um
aumento na viabilidade.

Apo6s 72 h de exposicdo, as amostras 1 e 2 (PPVi e AA20NP20) néo
mostram uma reducao para quaisquer concentragdes. A amostra 3 apresentou
uma reducdo de 20%, considerada nao significante biologicamente de acordo

com a literatura referente a esta linhagem.

4.4.2. Viabilidade celular para linhagem HaCaT

Para os resultados da linhagem de HaCaT obteve-se os resultados
apresentados na figura 26, e esta linhagem celular foi inserida no contexto deste
estudo com o intuito comparativo com a linhagem anterior para avaliar

toxicidade.

Com base nestes resultados o material a ser analisado podera ser inserido
em cosmeéticos ou farmacos, visto que se tratam de linhagens celulares de

humanos como FIBRO (um fibroblasto) e HaCaT (um queratindcito normal).
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Os resultados dos testes de ambas as linhagens, quando associados,
corroboram a avaliacdo mais detalhada de citotoxicidade em ensaio in vitro , bem
como um comparativo com a linhagem tumoral de cancer de pele ndo melanoma,

também utilizada neste estudo (A431).

Apbs 24 horas de exposicao dos tratamentos, foi possivel observar que
na amostra 1 (PPVi) ocorreu uma diminuicdo de 40% para todas as
concentracfes, a amostra 2 (AA20NP20) diminuiu 40 % nas concentracfes
iniciais, 20% na intermediaria e um aumento celular, ou seja, proliferacdo na
maior concentragao.

Para a amostra 3 (AM25NP20), a diminui¢cao da viabilidade celular foi de

guase 40% para todas as concentracoes.

Figura 25 - Avaliacdo da atividade citotoxica das amostras poliméricas (amostra
1 = PPVi; amostra 2 = AA20NP20; amostra 3 = AM25NP20b) em células de
queratinécitos humano (HaCat) apds (A) 24 h, (B) 48 h, (C) 72h de exposi¢ado
nas concentracbes de 0,01 mg/mL, 0,05 mg/mL, 0,1 mg/mL, 0,25 mg/mL e 0,5
mg/mL. Os asteriscos estéo relacionados aos diferentes intervalos de confianca
associados a significancia estatistica: * para 95% com p<0,05, ** 99% com
p<0,01, ***99,9% com p p<0,001 e ****99,99% com p=<0,0001.
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No tempo de 48 h foi possivel avaliar que na amostra 1 s6 ocorreu uma
reducdo de 35% na concentracdo 0,25 mg/mL, para a amostra 2 nao ocorreu
nenhuma reducao significativa, amostras 3 nas concentragdes iniciais nao
ocorreu reducao significativa, apresentando apenas na maior concentragdo uma
reducao da viabilidade celular de 40%.

Para o tratamento de 72 h da linhagem de HaCat, observou que ocorreu
uma toxidade de 30 a 55% na amostra 1 nas concentragdes analisadas, para a
amostra 2 a reducdao foi de apenas 40%, e na amostra 3, apenas a concentracao

0,05 mg/mL apresentou uma reducao de 50%.
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4.4.3. Viabilidade celular na linhagem A431

Uma terceira linhagem, com caracteristicas tumorais, foi utilizada neste
estudo foi a de cancer de pele ndo melanoma (A431), também foi testada nas
mesmas condi¢des das duas linhagens ndo tumorais citadas anteriormente.

No tempo de 24 h houve uma reducdo de 30 a 50% para todas as
concentragcdes na amostra 1 (PPVi), enquanto na amostra 2 (AA20NP20) apenas
na concentragao de 0,1 mg/mL foi significativa com aproximadamente 30%, e as
outras ndo apresentaram alteracdes.

Para a amostra 3 (AM25NP20) apenas as concentracdes 0,05 mg/mL, 0,1

mg/mL, apresentaram reducao de aproximadamente 30% ambas (Figura 26).

Figura 26 - Avaliacdo da atividade citotoxica das amostras de poliméricas
(amostra 1 = PPVi; amostra 2 = AA20NP20; amostra 3 = AM25NP20b) em
células de cancer de pele ndo melanoma (CPNM, A431) humano apos (A) 24 h,
(B) 48 h, (C) 72h de exposi¢céo nas concentracdes de 0,01 mg/mL, 0,05 mg/mL,
0,1 mg/mL, 0,25 mg/mL e 0,5 mg/mL. Os asteriscos estdo relacionados aos
diferentes intervalos de confianca associados a significAncia estatistica: * para
95% com p<0,05, ** 99% com p<0,01, ***99,9% com p p<0,001 e ****99,99%
com p=<0,0001.
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Para o tratamento de 48 h, desta linhagem, obteve-se uma toxicidade para
todas as amostras variando de 20 a 50% nas concentracdes analisadas, onde
na amostra 1 o resultado mais significativo se apresentou na concentracdo 0,1

mg/mL com 70%.
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Na amostra 2, a viabilidade foi de 70% para as quatro primeiras
concentracdes, e na amostra 3, a maior concentracao foi de aproximadamente
40% .

Com base nos dados do tratamento de 72 h, foi possivel observar que a
viabilidade variou de 25 a 60% na amostra 1, sendo, na maior concentracao, a
maior toxicidade apresentada, para a amostra 2, ndo ocorreu uma reducao
significativa para as concentracfes iniciais, apenas nas duas Ultimas que a
toxicidade foi de aproximadamente 50% e, na amostra 3, apenas na
concentracéo 0,25 mg/mL foi significativa a diminuicdo de 60%.

O encapsulamento das nanoparticulas mostra uma melhoria na
estabilidade térmica e na biocompatibilidade das nanoparticulas. Sob este ponto
de vista, 0os ensaios in vitro feitos com diferentes linhagens celulares e néo

mostraram toxicidade representativa para células ndo tumorais.

A partir destes resultados, que podem ser usados para outros estudos
biolégicos como testes in vivo, podem ser tracados objetivos mais especificos
para a determinacdo do dano celular em concentracfes onde a reducéo celular
foi significante, e nas outras concentracdes utilizadas que ndo mostraram
qualquer dano podem ser consideradas para usos em aplicacdes biomédicas
que dependem fortemente da sua capacidade citotoxica.

Estudos mostram que particulas de magnetita abaixo de 50 pg/ml
mostram uma viabilidade celular aumentada, provavelmente devido ao papel do
ferro como essencial para o ciclo de vida celular.6®

Em concentragdes elevadas esse processo pode ser revertido e agir como
iniciador para reacdes de Fenton, gerando alteracdes no ciclo de vida e
crescimento celulares.

Diversos autores mostram que a concentracdo celular de nanoparticulas
é importante para a citotoxicidade. Em baixas concentragdes, o organismo lida
com nanoparticulas por fagocitose, mas em concentracdes mais elevadas os
mecanismos de limpeza celulares comecam a ser prejudicados.¢’

De acordo com a Organizacao Internacional para Padronizagdo (1ISO
10993-5:2009), materiais que exibam uma viabilidade celular igual ou superior a
70% em relacdo ao grupo de controle (100% de viabilidade), podem ser

considerados n&o citotoxicos.168
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5. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS FUTURAS

5.1. Consideracfes Finais

A técnica de polimerizacdo empregada com neste trabalho mostrou-se
capaz de realizar o encapsulamento individual das nanoparticulas magnéticas

usando poli(pivalato de vinila) como matriz polimérica.

Os resultados experimentais indicaram a formacéo de uma fase espinélica
nas nanoparticulas de magnetita, com distribuicdo uniforme de tamanho, entre 6
e 8 nm, boas propriedades magnéticas, saturacdo magnética elevadas
(aproximadamente 30-81 emu/g, dependendo da fracdo de magnética na

amostra) e comportamento superparamagnético a temperatura ambiente.

Além disso, as propriedades superparamagnéticas, que sao importantes
para aplicacbes como emboloterapia e hipertermia, ndo se alteram apds o

processo de polimerizacdo em emulsao.

Foi demonstrado que as nanoparticulas de magnetita foram encapsuladas
corretamente e individualmente usando acidos carboxilicos polimerizaveis como
o acrilico e metacrilico como agentes de cobertura, o que pode melhorar a
resposta magnética dos materiais magnetopoliméricos e adicionalmente reduzir

a lixiviacdo da magnetita durante a sintese dos nanocompasitos.

De acordo com os ensaios de citotoxicidade, a viabilidade celular elevada
indica que as possibilidades de aplicacdo biomédicas sdo promissoras, uma vez
que o desempenho dos materiais poliméricos sintetizados age de maneira
satisfatéria em relacdo as linhagens usadas no estudo, como a fibroblasto
(FIBRO), o queratindcito humano(HaCaT) e o cancer de pele ndo melanoma
(A431), exibindo viabilidades celulares superiores a 70% frente a estas

linhagens.

Aplicagdes de materiais poliméricos em areas biomédicas tem mostrado
um aumento crescente ao longo das ultimas décadas. Uma classe recente, a de
materiais magnetopoliméricos tem encontrado um nicho especifico dentro das

terapias médicas dos mais diversos tipos, entre elas, terapias contra o cancer.
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Para algumas destas terapias, como a emboloterapia, a morfologia
apresenta um desafio importante pois o produto deve possuir forma esférica a
fim de ser empregada com sucesso em procedimentos cirdrgicos. Para outras
aplicacbes, o magnetismo € o0 aspecto predominante, como no caso da
hipertermia.

Neste trabalho foram feitos diversos estudos experimentais sobre rotas
sintéticas e caracterizacdo das particulas magnéticas de magnetita, de
homopolimeros de pivalato de vinila, bem como os nanocompdsitos com
propriedades magnéticas resultante das reacbes em emulsdo a base de
poli(pivalato de vinila) e a magnetita.

Nanoparticulas magnéticas de magnetita apresentando uma estrutura
espinélica, foram sintetizadas e verificou-se que apresentavam carater
superparamagnético, devido ao tamanho da particula, determinado por DRX, e
pelo magnetismo, determinado por estudo de magnetometria. Estas
nanoparticulas recobertas com acido metacrilico foram encapsuladas em
matrizes de poli(pivalato de vinila).

Os materiais magnetopoliméricos exibem elevada estabilidade térmica e,
em relacdo ao controle da morfologia, € necessario considerar um efeito
secundario de oxidacdo do iniciador persulfato de potassio sobre as
nanoparticulas de magnetita, o que provoca uma menor disponibilidade de
radicais para promover a polimerizacéo do pivalato. Para contornar esse efeito,

usou-se uma quantidade maior de iniciador no meio reacional.

5.2. Perspectivas de Trabalhos Futuros

A sintese de materiais magnetopoliméricos com caracteristicas
magnéticas apropriadas para uso em terapias biomédicas apresentou sucesso.
Apesar disto, mais estudos devem ser realizados a fim de entender alguns dos
efeitos do iniciador sobre as nanoparticulas e do efeito dos materiais magnéticos
em mecanismos de polimerizagdo envolvendo particulas funcionalizadas com

acidos carboxilicos.
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E necessario, ainda, caracterizar os materiais poliméricos com particulas
funcionalizadas com acido acrilico e entender, de modo, analogo ao que foi feito
neste trabalho, os fatores que influenciaram nos diversos sistemas reacionais
envolvidos na sintese de materiais em emulséo.

Os testes in vitro se mostraram exitosos, uma vez que foram capazes de
afetar células tumorais de modo rapido, o que indica a possibilidade de um
tratamento inicial onde seja necessario uma intervencao inicial rapida. Por conta
de tais caracteristicas pode-se supor que 0 uso como agente de hipertermia pode
ser eficiente, necessitando de testes in vivo, a fim de confirmar essa

possibilidade e testes avaliativos de biodistribuicdo deste material.
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