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Resumo

Este estudo relata o sucesso da fabricacdo e caracterizagdo de um novo
nanocarreador magnético baseado na associacdo de nanoparticulas de magnetita com
dendrimeros de poli (amidoamina) (PAMAM), carregando complexo de Tetrakis-Acetato
de DiRddio (I) [DiRh (11)]. A interacédo entre os dendrimeros do PAMAM e o DiRh (1) e
seus efeitos nas propriedades magnéticas e nas atividades bioldgicas em células de cancer
4T1 e MCF7 forma investigados. A fase de espinélio da magnetita é confirmada por meio
de difracdo de raios X (XRD) e espectroscopia Raman. O tamanho médio de cristalito de
magnetita de 9,5 + 0,3 nm ¢ avaliado a partir de dados de DRX, que esta proOXimo aos
valores obtidos por meio de dispersdo dinamica de luz (DLS) e micrografias de
microscopia eletrénica de transmissdo. Os resultados sugerem fortemente que os ions Rh
(1) interagem com pares de elétrons livres de atomos de nitrogénio em amida-1l e aminas
primarias das porcfes terminais na superficie do PAMAM. Os dados de magnetizacao
indicam que a presenca de DiRh (ll) ligado ao dendrimero PAMAM leva a um forte
enfraquecimento da interacdo dipolo-dipolo magnético em nanoparticulas de magnetita
revestidas com 3-aminopropiltrietoxisilano (APTS) e ATPS@PAMAM. Os ensaios in
vitro, realizados em células 4T1 e MCF7 mostram que tanto o complexo de DiRh(Il)
guanto sistemas MAPP nao apresentam citotoxidade estatisticamente significativa no
intervalo de concentragdo de DiRh(Il) estudado. Por outro lado, o0s sistemas
noanoestrurados MAPPRh e PPDIRh(II) apresentam elevada atividade citotoxidade em
ambas as linhagens celulares, sendo o IC50 observado para o sistema MAPPRh 15 vezes
menor que o observado para o sistema PPDiRh(I1). Os estudos do perfil de internalizacédo dos
sistemas nanoestruturados em células 4T1 e MPF7 mostram que para ambas as linhagens celulares
a internalizacdo dos sistemas MAPPRh e PPDiRh(Il) foi muito superior ao observado para o
sistema MAPP. Por fim, foi identificado a apoptose como o principal mecanismo de morte celular

apos tratamento com os sistemas MAPPRh e PPDiRh(I1). Este resultado foi mais pronunciado para

a células 4T1 quando comparado com as células MCF7.

Palavras-chave: Entrega de drogas; nanoparticula magnética; revestimento dendrimero
PAMAM; complexo de Tetrakis-Acetato de DiRadio (II).



Abstract

This study reports the success of the fabrication and characterization of a novel magnetic
nanocarrier based on association of magnetite nanoparticles with poly(amidoamine)
(PAMAM) dendrimers loading dirhodium(I1) tetraacetate complex (DiRh(Il)). Interaction
between PAMAM dendrimers and DiRh(Il1) and its effects on magnetic properties and
biological activities in 4T1 and MCF7 cancer cells were investigated. Magnetite spinel
phase is confirmed via x-ray diffraction (XRD) and Raman spectroscopy data analysis.
Magnetite mean crystallite size of 9.5 + 0.3 nm is assessed from XRD data, which is close
to values obtained via dynamic light scattering (DLS) and transmission electron
microscopy micrographs. Our findings strongly suggest that Rh(Il) ions interact with lone
electron pairs of nitrogen atoms in amide-Il and primary amines of PAMAM surface-
terminated moieties. Magnetization data indicate that the presence of DiRh(ll) attached to
PAMAM dendrimer leads to strong weakening of magnetic dipole-dipole interaction in
ATPS- and ATPS+PAMAM coated magnetite nanoparticles. In vitro assays performed on
4T1 and MCF7 cells show that both the DiRh(I1) complex and MAPP systems do not show
statistically significant cytotoxicity in the range of DirRh(ll) concentration studied. On the
other hand, the noanostructured MAPPRh and PPDiRh(Il) systems show high cytotoxic
activity in both cell lines, with the 1C50 observed for the MAPPRh system being 15 times
lower than that observed for the PPDiRh(I1) system. Studies of the internalization profile
of nanostructured systems in 4T1 and MPF7 cells show that for both cell lines the
internalization of the MAPPRh and PPDIRh(Il) systems was much higher than that
observed for the MAPP system. Finally, apoptosis is identified as the main mechanism of
cell death after treatment with the MAPPRh and PPDiRh(Il) systems. This result is more
pronounced for 4T1 cells when compared to MCF7 cells.

Keywords: Drug delivery; magnetic nanoparticle; PAMAM dendrimer coating; Tetrakis-

DiRhodio(Il) Acetate complex.
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Capitulo 1

Introducao

Atualmente alguns ramos da ciéncia tem como objetivo de pesquisa conceber um
quimioterapico ou metalofarmacos que atue em uma ou mais fases do ciclo celular,
tentando levar a celular tumoral para apoptose [1]. Sendo assim, dependendo do tipo e do
estagio de desenvolvimento da malignidade depois de diagnosticada, o profissional da area
dispde de trés abordagens para o tratamento de cancer, sdo elas: excisdo cirlrgica,
irradiacdo e quimioterapia. A quimioterapia constitui 0 método mais utilizado como
adjuvante da cirurgia para muitos tipos de tumores in situ, e metastizada, ela é classificada
como curativa, adjuvante, neoadjuvantes e paliativa [2],[3]. O conjunto de quimioterapicos
antineoplasicos inclui agentes quimicos que podem impedir o desenvolvimento de tumores
através da inibicdo do crescimento celular ou pela morte das células que estdo com
proliferacdo exacerbado. Essas drogas incluem agentes alquilantes (ciclofosfamida),
antimetabolicos (fluorouracil), antibidticos (doxorrubicina), derivados vegetais
(vincristina), hormonios (dietilstilbestrol), metalofarmacos (Cisplatina), anticorpos
monoclonais (Trastuzumab) e agentes diversos, que ndo se enquadram nas categorias
anteriores [4].

Atualmente, a busca por novos sistemas de liberacdo de farmacos, baseados em
nanoparticulas magnéticas (NPMs), estd longe de ser esgotada. Devido as suas
propriedades magnéticas notaveis, as NPMs podem ser manipuladas por gradientes de
campo magnético e, portanto, sdo facilmente removidas de uma suspensdo ou conduzidas
remotamente para um local alvo especifico enquanto atuam como carreadores de drogas[5].
A magnetita (FesOs) € uma das fases de Oxido magnético mais utilizadas para o

desenvolvimento de biomateriais magnéticos nanoestruturados, uma vez que combina
1



propriedades magnéticas aprimoradas e com toxicidade reduzida. Como resultado, 0 uso
das nanoparticulas em aplicacdes biotecnoldgicas e biomédicas a base de magnetita
ganharam atencdo significativa. A magnetita tem sido amplamente utilizada na
imobilizacdo de moléculas biologicamente ativas, o que permitiu, por exemplo, o
desenvolvimento de diferentes biossensores, sistemas de liberacdo de drogas, plataformas
de bioseparagdo e bioimunoensaios [6], [7], [8], [9], [10], [11].

Geralmente, em sistemas de liberagdo de farmacos, a fixacdo de uma biomolécula
¢ realizada revestindo a superficie da nanoparticula com polimeros, agentes de
acoplamento, reagentes de reticulacdo ou encapsulamento. Dentre os polimeros
empregados, os dendrimeros poli(amidoamina) (PAMAM) tém se destacado, devido as
suas caracteristicas monodispersas, alta solubilidade em &gua, composi¢cdo homogénea e
multiplos sitios de fixagdo. Essas caracteristicas particulares dos dendrimeros PAMAM
permitem a conjugacdo direta e o aprisionamento fisico de moléculas de drogas
anticancerigenas [12]. Grupos amina primaria protonada (—NHs" ou grupos carboxila
(COOH") na terminagdo dos dendrimeros PAMAM oferecem locais adequados para a
ligagdo de moléculas extras. No entanto, a literatura revelou que, devido & sua natureza
catibnica, os dendrimeros PAMAM-NH, G1-G4 apresentam citotoxicidade dependente de
concentracdo e geralmente da geracdo [13]. Além disso, também foi observado que a
toxicidade dos dendrimeros PAMAM-NH: pode diminuir drasticamente quando grupos de
superficie de aminas livres sdo funcionalizados com cadeias de poli(etileno glicol) (PEG)
[14]. Por estas razdes, os dendrimeros PAMAM séo considerados como portadores ideais
de agentes terapéuticos, incluindo drogas anticancerigenas [12].

Embora os estudos tradicionais envolvendo a imobilizacdo de agentes
biologicamente ativos em nanoparticulas tenham sido focados em moléculas organicas, o

acoplamento de complexos metalicos tem recebido atengdo crescente na ultima década
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[15],[16]. Desde a descoberta da cisplatina como uma droga anticancerigena eficaz, muitos
outros complexos metalicos tém sido estudados. Dentre eles, merecem destaque 0s a base
de: ruténio, rénio, iridio, 6smio e rodio [17],[18],[19],[20].

O complexo de metal binuclear DiRddio (Il) tetraacetato (DiRh (II) -
(Rh2(O2CCHa)4), apresentou notéavel atividade anticancerigena para diferentes linhagens
de células cancerigenas [21],[22],[23]. Demonstrou-se que DiRh (Il) exibe potente
atividade citostatica contra sarcoma, tumor de Ascitico de Ehrlich e leucemia linfocitica
em varios estudos in vitro e in vivo. Entretanto, a farmacocinética, farmacodindmica e os
mecanismos de acdo pelo qual o complexo de rodio exerce atividades antitumorais ainda
ndo sdo bem elucidados. Os pesquisadores suspeitam que a atividade antitumoral destes
complexos pode estar associada a um mecanismo de inibicdo da replicacdo de DNA e
sintese de proteinas, seguindo o mesmo mecanismo que ocorre com cisplatina [24],
indicando assim seu uso potencial como quimioterapico [25],[26]. Por exemplo, DiRh (I1)
¢ conhecido hd muito tempo por se ligar covalentemente a bases de DNA,
preferencialmente em purinas, nucleotideos e em DNA de fita dupla (ds-DNA) e DNA de
fita simples (ss-DNA), formando DNA interfita reticuladas de forma semelhante a
cisplatina [26]. Por outro lado, a elevada toxidade e a baixa solubilidade tém limitado as
aplicacBes deste complexo de modo que novas formas de metalofarmacos a base de rédio,
continuam sendo desenvolvidas. Por exemplo, alguns trabalhos mostram que o carboxilato
de rodio (1), por ser um ligante mais lipofilicos, possui atividade antitumoral maior que o
acetado de rodio (I1). Entretanto, por apresentar baixa solubilidade, o carboxilato de rédio
(1) é dificilmente interiorizado pelas células, o que leva a baixissima atividade antitumoral.

Neste contexto, o presente trabalho tem como objetivo sintetizar um novo
nanocarreador magnético para o complexo Tetrakis-Acetato de DiRodio (11), complexo

ativo anticancerigeno. Em uma primeira etapa, o dendrimero PAMAM (G4) é sintetizado
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passo a passo na superficie de nanoparticulas de magnetita funcionalizadas com APTS (3-
aminopropiltrietoxissilano). Posteriormente, nanoparticulas de magnetita revestidas com
PAMAM foram carregadas com DiRh (I1). A fim de investigar os sitios de coordenacéo
do dendrimero PAMAM, contendo DiRh (II) e os efeitos derivados da associacdo
molecular nas propriedades vibracionais, Opticas e magnéticas, trés amostras foram
investigadas comparativamente: Nanoparticulas de magnetita funcionalizadas por APTS
(MAP), MAP revestido com PAMAM (MAPP) e DiRh (Il @MAPP (MAPPRh) foram
sintetizadas. Em complemento, como o objetivo de testar a eficiéncia do complexo
MAPPRh no tratamento de cancer de mama que superexpressa o gene HER2 foram
realizados ensaios in vitro com células de adenocarcinoma mamario murino (4T1) e

humano (MCF7).



Capitulo 2

Objetivos

2.1 - Objetivos gerais

Este trabalho tem por objetivo geral sintetizar, caracterizar testar as atividades
bioldgicas in vitro de nanoestruturas baseadas na associacdo de nanoparticulas de magnetita
recobertas com dendrimeros de poli (amidoamina) (PAMAM) e carregadas com o complexo de
Tetrakis-Acetato de DiRddio (I1) [DiRh (I1)]. Esse sistema é formado pela associacdo de
nanoparticula de magnetita com 3-aminopropiltrietoxisilano (APTS) e posterior
funcionalizacdo com o dendrimero poliamidoamina (PAMAM - G4) com a finalidade de
imobilizar o complexo Tetrakis-Acetato de DiRddio (11), na presenca de polietileno glicol

(PEG).

2.2 - Objetivos especificos

« Sintetizar nanoestruturas compostas por nanoparticulas de magnetita funcionalizada com
o dendrimero poliamidoamina (PAMAM — G4) na presenca de polietileno glicol (PEG)
(MAPP), respectivamente.

* Sintetizar e caracterizar o complexo Tetrakis-Acetato de DiRodio (11) (DIRh (I1)).

* Sintetizar e caracterizar a nanoestrutura MAPPRh formadas pela imobiliza¢&o do DiRh
(1) no sistema MAPP.

« Avaliar a citotoxicidade induzidas pelos sistemas MAPP, MAPPRh e PPDiRh (I1) em
células de cancer de mama 4T1 e MCF7, por meio de testes de viabilidade celular e
microscopia épticas de Luz.

e Auvaliar o tipo de morte celular induzida pelos sistemas MAPP, MAPPRh e PPDiRh (11

em células de cancer de mama 4T1 e MCF7, por meio de método AO/PI.



Capitulo 3

Reviséo bibliogréafica

3.1 - Cancer

De acordo com biologia molecular, a neoplasia maligna ou cancer ¢é definido como
sendo o resultado do acimulo de alteracdes genéticas e epigenéticas que comprometem o
controle do crescimento celular normal, sendo, a causa principal deste crescimento
descontrolado o acimulo de mutages no DNA [27]. Quando estas mutacBes envolvem
genes responsaveis pela sintese de proteinas que controla a estabilidade e o reparo do DNA,
o0 crescimento celular, instabilidade genémica e mecanismos epigenéticos, imunidade e
resisténcia a multiplas drogas, tem-se a carcinogénese. A Carcinogénese € um processo de
multiplas etapas, que apresenta como principais genes 0 proto-oncogene, 0S genes
supressores de tumor e os genes reparadores de DNA. O Primeiro estimula o crescimento
celular e impende a diferenciacdo e a morte célula, enquanto o segundo limita a proliferacédo
celular, controlando de forma negativa a proliferacdo e a sobrevivéncia celular, e por fim,
0 ultimo atua no reparo do DNA. O desequilibrio desse sistema pode alterar a funcdo dos
genes envolvidos, levando a proliferacdo exacerbada das células, devido ao acimulo de
sucessivas anormalidades genéticas, caracterizando assim o processo de formacdo do
cancer. Esse processo é muito lento, ocorrendo em quatro etapas, que pode levar varios
anos [28],[29], [30], [31]. As quatro etapas estdo representadas na Fig. 3.1.

A partir da quarta etapa, as células de cancerigenas tendem a ser muito agressivas e
incontrolaveis, determinando a formacdo de tumores (acimulo de células cancerosas) ou
neoplasias malignas. As estatisticas mostram que aproximadamente uma em cada quatro

mortes ocorre devido ao cancer e que um cancer invasivo sera diagnosticado em mais da



metade da populacdo, em algum periodo da vida. O aumento da expectativa de vida da
nossa populacdo tem sido uma das causas do aumento da incidéncia de muitos tipos de

cancer [32], [29],[33].

Cancer invasivo

Célula com

Fig. 3.1 - Fases de desenvolvimento do cancer. Figura adaptada da referéncia [34]

3.2 — Quimioterapia

O termo quimioterapia foi primeiramente usado para descrever o uso de farmacos
que sdo seletivamente toxicos para 0s microrganismos invasores, apresentado efeito toxico
minimo para o hospedeiro. Posteriormente, ao serem utilizados para o tratamento de
tumores, estes quimioterapicos passaram a associados a farmacos antitumorais citotoxicos
que provocam efeitos adversos como a queda de cabelo, nduseas e vomitos. A escolha do
protocolo clinico, a ser usado, no tratamento do cancer de um determinado paciente
depende em muito do estagio em que se encontra a patologia no momento do diagnaostico.
Quando descoberto em uma fase mais precoce, o tratamento pode levar a uma maior taxa
de cura, acima de 50%, sem recorréncia. Em um segundo, estagio, com os métodos atuais
de tratamento, obtém-se a cura de cerca de um terco dos pacientes, isso para tumor que

permanece localizado, no momento do diagnostico. Entretanto, quando o diagnostico em



fase de metastatica o tratamento necessita de uma abordagem sistémica mais agressiva,
como quimioterapia, radioterapia e cirurgia.

Em pacientes com essa patologia localizadas e avancada, a quimioterapia é
combinada com radioterapia para possibilitar uma extirpacao cirdrgica, sendo que essa
combinacdo de abordagem tem levado a uma melhora dos resultados clinicos. Atualmente
se sabe que uma monoterapia usando somente o quimioterapico tem 10% de cura, contra
50% da terapia combinada, quando o tumor e diagnosticado em estagio avancgado [35].

Atualmente a quimioterapia é adotada em trés protocolos clinicos principais: (1)
tratamento de inducdo primaria para canceres avancado, para 0s quais ndo existe outra
abordagem clinicamente efetiva, (2) tratamento neoadjuvante para pacientes que
apresentam a patologia localizada, sendo que os protocolos locais de terapias usadas
clinicamente, ndo se mostram adequadas e (3) tratamento adjuvante para métodos locais
de tratamento, incluindo cirurgia, radioterapia ou ambas [35],[36].

O conhecimento profundo, na medida do possivel, de alguns fatores como a
compreensdo da farmacologia e dos mecanismos de a¢do do quimioterapico, juntamente
com a cinética de proliferacdo das células tumorais, é de fundamental importancia no
planejamento de protocolos otimizados para usar em pacientes com cancer. Além disso, o
planejamento empregado no desenvolvimento desses esquemas farmacol6gico também
requer o conhecimento detalhado de caracteristicas intrinsecas de tumores especificos.
Dentre os varios conhecimentos pode se citar: a fracdo de crescimento, taxa de morte
celular espontanea, fase de divisdo em que a célula se encontra, fracdo de células tronco
hipoxicas presentes no tumor e controle hormonal da fragdo normal de células. Por outro
lado, é importante o conhecimento da farmacologia dos quimioterapicos especificos. Por
exemplo, a sensibilidade das células tumorais ao farmaco, a fase do clico celular de atuagao

do farmaco, se o farmaco requer uma ativacdo em determinado Orgdo depois de ser
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administrado e se essa ativacao se da no proprio sitio de acdo e, finalmente, o conhecimento
de anormalidades em vias especificas da cascata de sinalizacdo intracelular [37].

De posse de todo este conhecimento, diversos farmacos foram desenvolvidos e sdo hoje
utilizados em protocolos clinicos ditos convencionais. Dentre estes quimioterapicos pode-
se citar: agentes alquilantes (ciclofosfamida), antimetabolicos (fluorouracil), antibi6ticos
(doxorrubicina), derivados vegetais (vincristina), hormonios (dietilstilbestrol),
metalofarmacos (Cisplatina) [38] [39].

Entretanto, a quimioterapia convencional, por ndo ser um tratamento localizado é
adotada no estagio de metastases, 0 que leva a efeitos colaterais e adversos durante o
tratamento. Dessa forma a busca de novas abordagens antineoplasicos mais seletivos e com
menos efeito colateral tem recebido bastante atencdo da comunidade cientifica. Assim, a
toxicidade final do protocolo pode ser minimizada com o uso de sistemas drug delivery

nanoestruturados para a administracdo de quimioterapicos [39],[40].

3.3 — Metalofarmacos

O uso de quimioterapicos metalicos teve inicio em meados do século XV, desde
entdo ficou esquecido até a década de sessenta, do século XX, onde descobriram a agdo
anticancerigena do complexo inorganico cis-diaminodicloroplatina (I1) (cisplatina), o qual
juntamente com a carboplatina (cis-diamino 1,1-ciclobutano dicarboxilato), sé&o
atualmente, os dois quimioterapicos metalicos mais usados no tratamento de tumores
solidos. O mecanismo de acdo desses dois quimioterapicos resulta em inibicdo da
transcricdo e da replicacdo do DNA, através da formacao de ligacOes cruzadas intra- e
interfilamentares entre guanina, principalmente no seu sitio N7 (nitrogénio de posicdo

sete), resultando assim em distor¢des na dupla hélice. Esse mecanismo de acao resulta em



elevada citotoxicidade, pelo uso de elevadas doses, devido a sua rapida depuracdo dos
liquidos bioldgicos [2], [24], [41].

A acdo antitumoral da cisplatina foi um marco, no qual, iniciou-se a quimica
inorganica medicinal, esse fato abriu novas frentes de pesquisas que culminaram com a
inclusdo de novos complexos metélicos, chamados a partir de entdo de metalofarmacos. Ja
existem no mercado alguns metalofarmacos candidatos a fase de testes clinicos. De acordo
com o National Institutes of Health (NIH) a razdo de metalofarmacos testados por
compostos comercializados é de somente de 1 para 6000 [42]. Além disso 0 sucesso de
composto antitumoral, como a cisplatina e agente de contraste a base de complexo de Gd
(1), usando em ressonancia magnética por imagem, torna essa area muito atrativa tanto
para pesquisadores como para investidores. Os metalofarmacos de platina, mostraram
grande potencial inibitério da proliferacdo das células tumorais. Toda via a incessante
busca por compostos mais eficazes e menos tdxicos esta conduzindo a sintese de
complexos com diferentes centros metalicos e consequentemente diferentes mecanismos
de acdo. Um exemplo dessa nova classe de metalofarmacos sdo os complexos de platina,
rénio, ruténio, iridio, 6smio e rodio [17],[18],[19],[20], [43].

Dentre os Metalofarmacos, os complexos de rédio, tal como os carboxilatos de rodio
I1, [Rh2(RCO0)4] (onde R é um grupo alquila qualquer) tém se destacado por apresentarem
intensa acdo antitumoral. Estes compostos, 0s quais vem sendo estudada desde a década de
setenta, mostram atividade antitumoral in vivo em linhagens de tumores L1210, Carcinoma
Mamario Ascitico de Ehrlich, Sarcoma 180 e P388 [24]. Os carboxilatos de rodio 1l fazem
parte da segunda geracdo de metalofarmacos antitumorais de metais de transi¢do do grupo
da platina [44]. Eles possuem formula estrutural espacial do tipo gaiola simples ou na forma

de dimeros (Fig. 3.2), com quatro ligantes perpendiculares entre si, que se coordenam aos
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atomos do rédio por meio dos grupos carboxilatos, podendo ter ou ndo dois ligantes na

posicdo axial, situados no eixo da ligacdo Rh-Rh [45].
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Fig. 3.2 - Representacdo estrutural para carboxilato de rodio (I1), sendo em (a) uma
estrutura do tipo gaiola, com os ligantes L na regido axial e os grupos carboxilatos na regido
equatorial. (b) estrutura polimérica de cadeia infinita evidenciando os sitios axiais
ocupados pelos 4&tomos de oxigénios da estrutura vizinha. Figura adaptado da referéncia
[46]

3.4 — Materiais Magneticos

O magnetismo é uma propriedade dos atomos que tem origem em sua estrutura
eletrénica. Os atomos contém muitos elétrons, cada um girando em torno de seu préprio
eixo e movendo-se em sua propria Orbita. Estes movimentos, denominados spin e orbital
tem a eles associados momentos magnéticos que podem se combinar de modo a se
cancelarem completamente ou parcialmente. Quando os momentos magnéticos de todos
os elétrons sdo tdo orientados que se cancelam mutuamente, e 0 &tomo como um todo nédo
tem momento magnético liquido. Esta condicdo leva ao diamagnetismo. Por outro lado,

quando o cancelamento dos momentos eletronicos € apenas parcial e o atomo fica com um
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momento magnético liquido ele é referido como um atomo magnético. Substancias

compostas por &tomos desse tipo sdo para-, ferro-, antiferro- ou ferrimagnético [47].

O diamagnetismo estd associado a tendéncia da carga elétrica de blindar
parcialmente o interior de um corpo de um campo magnético aplicado. 1sso ocorre porque
quando um fluxo de campo magnético que atravessa um circuito elétrico é alterado, uma
corrente induzida é criada em uma direcdo que se opGe a mudanca de fluxo. Deste modo,
um material diamagnético é uma substancia que exibe, por assim dizer, magnetismo
negativo. Estes materiais sdo caracterizados por um pequeno valor de susceptibilidade, de

sinal negativo.

Os materiais diamagnéticos é a classe de materiais em que 0 seu momento
magnético intrinseco € igual a zero. Sendo que, na auséncia de um campo magnético o0s
spins dos atomos que constituem o material possuem orientagdo randdémica e ndo interagem
entre si (Fig. 3.3 (a)). Ao serem submetidos a um campo magnético externo, 0s spins se
alinham em direcdo oposta ao sentido do campo magnético aplicado, induzindo um

momento de dipolo magnético de baixo médulo no material.

Nos materiais paramagnéticos, a orientacdo dos spins na auséncia de um campo
magnético externo também se apresenta de maneira randémica (Fig. 3.3 (b)), entretanto,
quando se encontram na presenca de um campo magnético externo, todos 0s spins
eletronicos que se encontram desemparelhados, tendem a se alinhar na dire¢do do campo
magnético aplicado, resultando em um momento de dipolo magnético de médulo elevado.

[47].
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Fig. 3.3 - Representacdo esquematica dos alinhamentos dos spins eletrdnicos de um
material diamagnético (a) e paramagnético (b), na auséncia e na presenca de um campo
magnético externo. Figura adaptada da referéncia [48].

De acordo com o tipo de interacdo (acoplamento) resultante entre os spins
eletrbnicos, os materiais paramagnéticos podem ser classificados em: i) materiais
ferromagnéticos; ii) materiais ferrimagnéticos; iii) materiais antiferromagnéticos; iv) 11
materiais do tipo ‘vidro de spin’ (spin glass) e v) materiais helimagnéticos. Esses tipos de
acoplamentos estdo altamente relacionados com a estrutura cristalina do material.

Os materiais ferromagnéticos (Fig. 3.4 (b)) apresentam uma magnetizacdo
permanente, até mesmo na auséncia de um campo externo, pois o acoplamento entre os
spins de elétrons desemparelhados é de mesmo modulo e sentido, resultando em uma
magnetizacdo ndo nula. Do mesmo modo, os materiais ferrimagnéticos (Fig. 3.4 (d))
apresentam uma magnetizacdo intrinseca sem presenca de campo magnético externo,
contudo, coexistem duas orientagdes de momentos magnéticos dos spins eletrénicos: uma
interacdo de modulo maior em um determinado sentido e outra no sentido oposto com
menor modulo.

Os materiais antiferromagnéticos (Fig. 3.4 (c)) possuem acoplamento de mesma
magnitude em sentidos antiparalelos, levando a uma magnetizacdo nula no material na
auséncia de campo magnetico. Ao serem submetidos a presenca de um campo magnético,
uma quantidade de spins se alinha na diregdo do campo e uma outra quantidade idéntica de
spins se alinha na direcdo oposta ao campo aplicado, fazendo que a magnetizagcdo do

material permaneca nula.
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O comportamento do tipo spin glass é observado em certos materiais nos quais o
ordenamento antiferromagnético ndo se propaga ao longo de todo material e, em vez disso,
existem certas regides nas quais o ordenamento dos pares de spins leva a um acoplamento
ferromagnético, destacado pelos circulos vermelhos na Fig. 3.4 (e). Finalmente, o
comportamento helimagnético (Fig. 3.4 (f)) é observado quando o acoplamento entre 0s
pares de spins eletrdnicos ndo se da estritamente de modo paralelo ou antiparalelo, mas
apresenta uma rotacao gradual entre os spins adjacentes resultando em um acoplamento do

tipo helicoidal [49].
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Fig. 3.4 -Representacdo esquematica do acoplamento entre os spins eletrbnicos nos
diferentes tipos de comportamentos magnéticos: a) paramagnético; b) ferromagnético; c)
antiferromagnético; d) ferrimagnético; e) vidro de spins; f) helimagnético. Figura adaptada
da referéncia [49].

A temperatura é um fator que possui grande influéncia nas propriedades magnéticas
de um material, uma vez que a propria vibracdo atbmica causada pela energia térmica pode
alterar a magnitude e o tipo de acoplamento entre os spins. Os materiais ferromagnéticos e
ferrimagnéticos s6 apresentam alguma magnetizacdo quando estiverem submetidos a
temperaturas inferiores a uma temperatura critica, a Temperatura de Curie (T¢); acima

dessa temperatura, 0s spins assumem configuracdo randémica suprimindo a magnetizagédo
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intrinseca no material. Para 0os materiais com comportamento do tipo antiferromagnético e
helimagnético, essa temperatura critica ¢ denominada por Temperatura de Néel (Tn). Nas
temperaturas T¢ e Tn 0s spins eletronicos passam de um estado ordenado para um estado
desordenado [49].

Os materiais ferromagnéticos e ferrimagnéticos que se encontram na dimensdo
macroscopica (bulk) e em temperaturas menores que T apresenta regifes nas quais 0
alinhamento dos spins é 0 mesmo. Essas regides sdo conhecidas por dominios magnéticos.
[50]. No material como um todo, esses dominios podem se orientar de maneira aleatoria de
forma que o vetor da magnetizacdo de um dominio se anule com o vetor magnetizagdo dos
dominios vizinhos. A formagao desses multidominios magnéticos ocorre “com 0 intuito de
minimizar a energia magneto estatica, que é a energia que surge devido a formacéo de um
campo magnético exterior. ” [51] Porém, ao serem submetidos & presenga de um campo
magnético externo, os spins tendem a se alinhar no mesmo sentido do campo do aplicado
[51].

Dentre 0s materiais nanoestruturados destinados a aplicacGes biotecnoldgicas, 0s
materiais a base de Oxidos de ferro tém se destacado. Os 6xidos de ferro mais utilizados
sdo a Magnetita (FesO4) e a Maghemita (y-Fe203). A magnetita (FesO4) faz partes de classe
de ferrita cubica dos metais de transi¢cdo do bloco d, que apresenta estrutura do tipo
espinélio inverso, a qual foi escolhida para ser usada neste trabalho [52], [53], [54].

Conforme seja a ocupacdo dos cations nos sitios cristalinos, tetraédricos (Tq) ou
octaédricos (On), tem-se que nos arranjos de estrutura do tipo espinélio os ions cations
bivalentes ocupam sitios tetraédricos e 0s ions cations trivalentes ocupam sitios
octaédricos. Na estrutura do tipo espinélio inverso o arranjo dos ions cations trivalentes,
dar-se com a metade deles ocupando sitios octaédricos e a outra metade ocupando sitios

tetraédricos e os atomos divalentes ocupam sitios octaédricos.
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A Fig. 3.5 apresenta a célula unitaria de uma estrutura do tipo espinélio inversa, as
esferas brancas representam os atomos de oxigénio; os sitios octaédricos e tetraédricos sdo
representados pelas cores alaranjado e azul, respectivamente [55]. Cada célula unitaria
apresenta 32 ions de oxigénio que se organizam em um empacotamento cubico de face
centrada. Existem oito sitios tetraédricos e 16 sitios octaédricos ocupados, 0s sitios Tq € On

compartilham seus vértices e os sitios On, por sua vez, compartilham entre si as suas arestas.

Fig. 3.5. Representacdo esquematica da estrutura cristalina espinélio inversa. Os sitios
octaédricos e tetraédricos sdo representados pelas cores alaranjado e azul, respectivamente
Figura adaptada da referéncia [55].

A literatura mostra varias abordagens, sejam elas fisicas ou quimicas, para a sintese
de nanoparticula de oxido de ferro. Esses métodos de sintese s&o criticos no que se refere

na determinacdo do tamanho, distribuicdo, estrutura, morfologia e composi¢do das

nanoparticulas além da funcionalizacdo da superficie delas [53],[56].
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As tentativas de gerar nanoparticulas de magnetita resultaram no desenvolvimento
de inimeras técnicas de sintese, entre elas pode-se citar [57]. i) Sintese da nanoparticula de
magnética pela coprecipitacdo quimica. [58] [59]; ii) Método pela decomposicao térmica
[60]; iii) Método da Microemulsdo [61]; iv) Pir6lise a laser [62] v); Método Sol-Gel [63].
Neste trabalho foi feita opcdo pelo método da coprecipitacdo quimica. A literatura
apresenta varios trabalhos que descreve a sintese e caracterizacdo desse tipo de composigédo

[64], [65].[66],[67],[68],[69],[70],[71].

Dentre os métodos de sintese, 0 método de coprecipitacdo € sem duvidas, a rota de
sintese mais simples e eficiente para a obtengdo de nanoparticulas magnéticas. Nessa
metodologia, uma mistura estequiométrica de ions Fe (I1) e Fe (111), em meio aquoso, sdo
utilizados como fonte de ferro, que em condicGes alcalinas produzem nanoparticulas de
oxidos de ferro [72].

A forma, a composi¢do e o tamanho das nanoparticulas magnéticas dependem
muito do tipo de sal utilizada na sintese, como exemplo, cloreto, sulfato, dentre vérios,
razdo de Fe (Il) e Fe (I11), valor de pH, temperatura de reagéo, agente estabilizante e forca
ibnica do meio reacional. A literatura indica, que a termodindmica mostra que uma
completa precipitacdo das nanoparticulas de magnetita, ocorre em condicGes de pH entre 8
e 14 e com uma razao estequiométrica de Fe (1) e Fe (111) de 1:2 em meio ndo oxidante,
ou seja, atmosfera de argdnio ou nitrogénio.

O processo de coprecipitacdo, para a sintese de nanoparticula de magnetita e seu
uso como parte de agente terapéutico apresenta algumas vantagens, entre elas pode-se citar
que esse método gera grande quantidade de nanoparticulas e, em geral, a distribuicdo de
tamanho ¢é relativamente estreita, estabilidade quimica, facilidade da rota sintética, baixo

custo dos reagentes, biocompatibilidade e a possibilidade de funcionalizacdo de sua
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superficie com uma grande quantidade de agentes terapéuticos, desde moléculas pequenas,
passando por polimeros, dendrimeros até entidades bioldgicas como aminoéacidos,
proteinas e anticorpo [73].

As nanoparticulas magnéticas visando a aplicacdo biologica sdo geralmente
constituidas por um nucleo de magnetita (FesO4) e por um invdlucro que permite a fixagdo
de farmacos, acido nucleico e proteinas. Entre materiais usados nos invélucros os
polimeros em geral tem se destacado. Os Polimeros usados nestes sistemas, como 0
dextrana, PVA/MA, polietileno glicol (PEG) e o dendrimero (PAMAM) devem apresentar
propriedades biocompativeis, além de possuirem grupos ativos, nos quais possam ser
ligados, as moléculas de interesse a serem transportadas pela estrutura [14]. Portanto
encontra-se hoje na literatura uma série de trabalhos que desde as trés Gltimas décadas, tem
explorado a sintese desses materiais e a combinacdo de estruturas, usando diferentes
metodologias, visando a obtencdo de estruturas mais eficientes dos pontos de vista
bioldgico, farmacolégico e médico.

A estrutura sintetizada nesse trabalho foi usada para carrear complexo de rodio (I1).
Em estudos pioneiros, realizados por Katsaros e colaboradores [24] na década de 70,
mostraram que o carboxilato de rédio (I1) j& apresentava promissora atividade antitumoral
in vivo em algumas linhagens de células tumorais, das quais pode-se citar L1210 e sarcoma
180 e P388. [24]. [74]. [75]. O mecanismo de acdo do carboxilato de rodio (1), junto ao
DNA ¢ similar ao da cisplatina, onde a guanina do DNA, liga-se preferencialmente na
posicdo equatorial do complexo e a adenina, liga-se na posi¢do axiais, do complexo de

rédio (I1). [76], [77].
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3.5 - Dendrimero Poli(amidoamina) (PAMAM)

O dendrimero poli(amidoamina) (PAMAM) representa uma nova geracdo de
polimeros que tem despertado grande interesse dos pesquisadores de varias areas. [78] Sdo
polimeros sintéticos com grandes cadeias com estrutura quimica muito bem definida. Sua
estrutura apresenta trés partes distintas que séo: (a) o nacleo, (b) as geragdes ou camadas,
formadas por unidades repetidas e radialmente ligadas ao nucleo e (c) grupos terminais

funcionalizados ou ndo (Fig. 3.6) [79], [80].
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Fig. 3.6. Esquema representativo da estrutura do dendrimero PAMAM até G3. (Figura
adaptada da referéncia [81].

A origem etimologica da palavra dendrimero vem do grego onde o prefixo “dendro”
significa arvore e o sufixo “meros” parte, ou seja, partes de uma arvore devido ao grande
numero de ramificagGes na estrutura da molécula, caracteristica essa, responsavel pela

funcionalidade dos dendrimeros. Sendo assim, pode-se ligar em sua superficie, tanto no
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sentido qualitativo quanto quantitativo, moléculas, farmacos e metalofarmacos. A
quantidade de grupos periféricos, tamanho e peso molecular do dendrimero séo
caracteristicas que determinam sua geracdo. A geracdo do dendrimero é determinada a cada
novo mondmero adicionado, isso faz com que seu diametro aumente linearmente
(aproximadamente 1 nm, a cada geragdo) e seu grupos superficiais aumente

exponencialmente, ou seja dobra a cada geracao (Fig. 3.7) [82].

Core G=0 G=22.0 nm G=33.1nm

G=440nm

Fig. 3.7 - Representacao esquematica do tamanho do dendrimero a cada geragdo: do nucleo,
molécula de Etilenodiamina, até a geracdo 7. Figura adaptada das referéncias [82],[83].
A versatilidade dos dendrimeros, como plataforma nanométrica para drug delivery
é devido algumas caracteristicas especiais como: forma esférica bem definida, dimensdes
nanometricas, além de uma baixa polidispersividade. Eles sdo muito semelhantes a
importantes proteinas do nosso organismo, como a insulina, hemoglobina, Citocromo C,
dentre varias outras, sendo por isso conhecidos também por proteinas sintéticas. Uma
comparacdo entre as duas estruturas € mostrada na Fig. 3.8. Seu sucesso e importancia
como sistema nanométrico de liberacdo de farmacos se deve, além das caracteristicas

mencionadas, ao fato de se apresentarem inertes para 0 organismo humano, demostrando
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baixa toxicidade e imunogenicidade. A literatura cientifica mostra em varios estudos em
que as atividades bioldgicas de muitos principios ativos foram potencializadas ou
modificadas quando foram encapsulados, complexados ou ligados aos dendrimeros, isto

nas Ultimas duas décadas. [78], [83], [84].
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Fig. 3.8. Esquema comparativo em escala de uma série de geragdes de dendrimeros
PAMAM com uma variedade de proteinas do corpo humano. Figura adaptada da referéncia
[83].

O PAMAM, sintetizado nos anos 80, por Tomalia e colaboradores, apresenta
algumas caracteristicas quimicas e fisicas excelentes, tais como: faceis métodos de sintese,
facil manipulacdo, baixa toxicidade, mimetizam em tamanho e peso Vérias proteinas
importantes do organismo e apresenta grande ndmero de grupos superficiais. Os
dendrimeros PAMAM podem se ligar (conjugar), encapsular, absorber e alvejar varios

grupos de moléculas de diversas naturezas. As ligacGes podem ser desde covalente com 0s

grupos periféricos do dendrimero ou ainda interagdes intermoleculares nas ramificagfes ou
21



no seu nucleo interno. A natureza da ligacdo depende das caracteristicas fisico-quimicas
da molécula de interesse e dos grupamentos funcionais presentes no dendrimero. Por
exemplo, farmacos hidrofobicos podem ser ligar ao nucleo ou ramificagées do PAMAM,
facilitando seu carreamento, pelo dendrimero, através dos tecidos e células do corpo
humano. A liberacdo do farmaco pelo PAMAM, pode ser feita de forma especifica para
determinado sitio de acdo. Por exemplo, um estudo de dindmica molecular desse tipo de
dendrimero com grupos amino terminais mostrou que sua conformacgdo pode passar de
globular para estendida em funcdo do pH do meio. Sendo assim em pH fisioldgico o
PAMAM-NH: apresenta estrutura globular, pois somente as aminas dos grupamentos
terminais, com pKa =9 - 11, apresentam-se protonada. J& em pH &cido, como do interior
do citoplasma celular (pH= 5) as aminas que estdo no interior do dendrimero ficam
protonada, pois apresentam pKa = 5, nesse pH acido, as aminas protonadas no interior e na
superficie do PAMAM se repetem e o dendrimero adquire uma conformacéo estendida,
rompendo o citoplasma e liberando o farmaco. A multivaléncia do PAMAM permite
multifuncionalidades, no que diz respeito a carrear farmacos através dos tecidos e células
do corpo humano. Consequentemente 0 PAMAM pode aumentar a solubilidade aquosa de
moléculas hidrofdbicas, porque ele pode hospedar em seu interior varias moléculas do
farmaco. Estudos mostram que esta interacdo parece favorecer a penetracdo transdérmica
de farmacos hidrofébicos. Por exemplo, verificou-se que alguns dendrimeros, dentre os
quais o PAMAM, agem como promotores de absor¢do cutanea de farmaco, para tal eles
promovem a desorganizacao do estrato corneo, e assim aumentando a absorcao cutanea.
Também foi verificado que o de dendrimero (PAMAM) de baixa geracdes G2, G4 e G6,
em baixas concentragdes, podem atravessar o extrato cérneo e penetrar a pele. J& 0

PAMAM geracdo G4, com grupos funcionais do tipo hidroxila, é capaz de aumenta a
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penetracdo da protoporfirina 1X (PplX), in vitro, assim como aumentar a atividade
fototoxica da PplX em culturas de células [83], [85].

A sintese do dendrimero PAMAM, apresenta as seguintes etapas: usa-se como
nucleo o mondmero etilenodiamina, no qual, em seguida serd ligado por uma adicdo de
Michael, o acrilato de metila (G0,5) e posteriormente acrescenta-se outra etilenodiamina
as terminagdes do acrilato de metila (G1), e assim sucessivamente (G2, G3, G4...). A Fig.
3.9 representa um esquema da sintese do dendrimero PAMAM, pela adi¢do de Michael

entre a Etilenodiamina e o Acrilato de metila, método conhecido por divergente [86].

. tﬂ&hﬁx«} OM::E: H ‘w} H

Hz

Fig, 3.9 - Esquema da sintese do Dendrimero PAMAM, por adi¢do de Michael entre a
Etilenodiamina e Acrilato de Metila. Figura adaptada da referéncia [86].
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3.6 - Polietileno Glicol (PEG)

O polietileno glicol de férmula molecular minima H(OCH,CH2),OH, sdo polimeros
obtidos a partir da reacdo de polimerizacdo de Oxido de etileno. Os polimeros obtidos
vao desde liquidos viscosos até materiais solidos, isso é claro dependendo de sua massa
molar. [87],[88]. Durante as Gltimas décadas diversificou-se muito a utilizagdo do PEG
e de seu hidrogel, como agente de funcionalizacdo da superficie de nanoparticulas, as
quais sdo utilizadas como dispositivo de liberagdo controlada de drogas (drug delivery),
bem como veiculos para que as células promovam a regeneracdo de tecido e
diferenciagéo celular [89].

Atualmente, o PEG é usado na area biomédica, por ser biocompativel, atéxicos,
solivel em &gua e na maioria dos solventes organicos. Além disso possui boa
estabilidade térmica, baixa volatilidade e é considerado um produto ndo i6nico. A sua
6tima biocompatibilidade aliada as propriedades acima, principalmente sua grande
solubilidade em &gua, tem estimulado o desenvolvimento de muitos sistemas de hidrogel
para aplicacdo na medicina regenerativa. O PEG apesar de apresentar uma grande
estabilidade apresenta-se higroscépico, propriedade essa que aumenta com a diminuicdo
da massa molar do polimero sintetizado. Isto ocorre porque aumenta relativamente o
namero de hidroxilas terminais [84], [90]. Devido a esta propriedade tem aumentado
muito seu uso em aplicacdes, quimicas, biomédicas e industriais. O PEG promove uma
ndo opsonizacdo dos biomateriais, quando estdo circulando pela corrente sanguinea,
levando a maior tempo de circulacdo do farmaco carreado e consequentemente
melhorando a biodisponibilidade [90], [91]. O polietilenoglicol por essas propriedades
é aprovado pela FDA, que ganhou entdo grande atencdo, por parte dos pesquisadores,

para a modificacdo de superficie de complexos nanoestruturados, como o dendrimero
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PAMAM [91]. Portanto a conjugacao do PEG no PAMAM ndo apenas aumenta 0 espaco
de sua cavidade para carreamento de farmacos, como também reduz o fluxo
descontrolado de farmacos durante a viagem pelo sistema circulatério, reduza a carga
superficial positiva do PAMAM e mantem a concentracdo apropriada do farmaco nos
sitios de acdo, por sustentar a sua liberacdo controlada [90]. A interacdo ndo especifica
entre as proteinas séricas e PAMAM também ¢é evitada pelo PEG. O que impede a
captacdo do PAMAM pelo sistema reticulo-endotelial, reduzindo a depuracéo renal e
consequentemente melhorando a meia-vida circulante da nanoestrutura [91]. Um
esguema representativo de um sistema drug delivery PAMAM/PEG esta representada na

Fig. 3.10.
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Fig. 3.10 - Esquema representativo da funcionalizacdo da superficie do PAMAM pelo
PEG. Figura adaptada da referéncia [92].
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Capitulo 4

Procedimentos Experimentais

O complexo de Tetrakis-Acetato de DiRadio (1) (DIRh(II)) e as nanoparticulas de
magnetita funcionalizadas com ATPS (MAP) e os sistemas nanoestruturados MAPP
(sistema MAP funcionalizado com dendrimeros PAMAM e PEG), MAPPRh
(nanoparticulas MAPP complexado com DIRh(II) foram sintetizados na Universidade
Federal de Goias. Os testes bioldgicos foram realizados na Universidade de Brasilia.

As caracterizacdes morfoldgicas, estruturais e magnéticas foram realizadas na
Universidade Federal de Goidas (MET e RMN) e na Universidade de Brasilia (Raman,

FTIR, UV-Vis e magnetizacédo)

4.1 - Reagentes

Todos os reagentes utilizados neste trabalho sdo de grau analitico e foram utilizados
como adquiridos, sem purificacdo. O cloreto de ferro (1) tetrahidratado FeCl, 4H,0 (99%)
e o0 cloreto de ferro (I11) hexahidratado, FeCls 6H.O (97%-100%) utilizados como
precursores da nanomagnetita foram adquiridos da Acros Organisc e Vertec
respetivamente, a solugdo de amonia 28-30% foi adquirida da Merck Millipore. Os
reagentes PAMAM G4 (99,8%), o 3-Aminopropiltrietoxisilano (APTS) (99,7%), utilizado
para funcionalizar a magnetita, O cloreto de rodio 111 Trihidratato, utilizado como precurso
do Tetrakis-Acetato de Dirddio (1), os monomeros etilenodiamina CaHgN2 (99,7%) e
acrilato de metila C4HgO2 (98,9%), utilizados na sintese do PAMAM G1, G2, G3e G4 e o0
Polietileno glicol (PEG) utilizado para funcionalizar a nanomagnetita-APTS-PAMAM
foram adquiridos a partir da Sigma-Aldrich (Br), anticorpo trastuzumab, Zedora 150mg p6

liofilizado, lote; BF18006737, adquirido junto a Nova Comercio de medicamentos
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especiais LTD, SP . Os espectros de RMN de H e *C foram registrados no solvente

indicado no espectrémetro BrukerAvance I11 500.13 MHz.

4.2 - Amostras

4.2.1 - Sintese do complexo Tetrakis-Acetato de DiRédio (I11) [Rhz (O2CCHz)4 2H20].
A uma massa de RhClI3.3H,0 (4.3 g, 16 mmol) foram adicionados 80 mL de etanol

com agitacdo manual até completa dissolucéo do sal. Esta solucdo foi misturada com outra
solucéo de acetato de sddio (4.9 g, 60 mmol) dissolvida em 80 mL de acido acético glacial.
O sistema foi aquecido sob refluxo por 2 horas sob agitacdo magnética. A formacdo do
complexo pbde ser evidenciada pela coloracdo do meio a qual mudou de vermelho-vinho
para verde escuro e a formacdo de um precipitado. A mistura foi filtrada em um funil de
placa porosa N° 4 e recristalizado utilizando metanol. O solvente foi aquecido até reducéo
de 2/3 do volume, resfriado a temperatura ambiente e o béquer colocado no freezer por 12
horas. Os cristais verdes foram coletados, lavados 3 vezes com metanol gelado e secos na

estufa a 80°C por 16 horas. Rendimento: 1,1 g (2.5 mmol), 31.3%. [23].

4.2.2 - Sintese das Nanoparticulas de magnetita (FesO4) funcionalizadas com ATPS —
Amostras MAP
As nanoparticulas de magnetita foram sintetizadas pelo método de coprecipitacao
em meio alcalino dos ions de Fe (II) e Fe (111) [93],[94]. Em um baldo de fundo redondo
(1000mL), em atmosfera de argdnio, acoplado a um agitador mecanico, dissolveu-se 6.80¢g
de FeClz.6H-0 e 2,509 de FeCl,.4H,0 (proporcio de 2,72Fe3*:1Fe?") em 600 mL de agua
deionizada tipo MIIIi-Q, e gotejou-se lentamente uma solucdo de amonia 28%, com

agitacdo mecanica de 1200 rpm, em temperatura ambiente, até o pH 12. Manteve-se a
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agitacdo por mais 30 minutos, em seguida, as nanoparticulas de magnetita foram separadas
magneticamente e lavadas trés vezes com agua e etanol e secas em VAcuo a temperatura
ambiente por dois dias.

Para o revestimento das NPs de FesOs com APTS e metacrilato, 2,0 g de
nanoparticulas secas de FezO4 foi dispersada em 100 ml de uma mistura de etanol e 4gua
de Milli-Q ([Fe] = 0,0862 mol/L), na proporcao de 4:1 respectivamente, sendo em seguida,
sonificada por 30 minutos. Depois do qual acrescentou-se ATPS em excesso (8mL) e o
sistema foi aquecido a 80°C e finalmente agitado por 48 horas. Terminado o tempo o
sistema foi deixado em repouso até resfriar-se a temperatura ambiente, ap6s o qual foi
lavado trés vezes com metanol e seco por 24 horas em temperatura ambiente. As amostras

obtidas nesta fase foram denominadas MAP.

4.2.3 — Funcionaliza¢do das amostra MAP com o dendrimero PAMAM — Amostras

MAPP.

Para a funcionalizagdo com o dendrimero PAMAM, pesou-se 1,69 de nanoparticula
de magnetita funcionalizada com ATPS (MAP) e suspendeu-se em 40 mL de metanol
anidro sob sonicacdo por 30 minutos. Em seguida adicionou-se 4 mL de acrilato de metila,
e deixou-se o sistema sobre agitagdo a 50°C por uma semana. Em seguida, as
nanoparticulas, foram separadas magneticamente e lavadas trés vezes com metanol anidro
e posteriormente secadas a temperatura ambiente por 24 horas. Em seguida, 1,4g de
nanoparticula de magnetita funcionalizada com ATPS e metilacrilato e suspendeu-se em
60 mL de metanol anidro, sendo o sistema, sonificado por 30 minutos. Em seguida
adicionou-se 5 mL de etilenodiamina, e em seguida a solugédo foi agitado por 24 horas a
temperatura ambiente. Logo apds, o sistema foi deixado sob agitacdo a 50°C por uma

semana, proporcionando a formagéo da primeira geracdo do dendrimero PAMAM (G1).

28



As NPMs revestidas com PAMAM (G1) foram separadas magneticamente e lavadas trés
vezes com metanol anidro antes de secar por 24 h a temperatura ambiente. Uma série de
geracdes do PAMAM (G2, G3 e G4) foi preparada seguindo o mesmo procedimento;
usando 50 vezes o excesso de volume de metil acrilato nas etapas G1.5, G2.5e G3.5e 125
vezes 0 excesso de volume de etilenodiamina em rela¢do a quantidade de grupos amino
nas etapas G2, G3 e G4 (amostra MAP) [93],[94]. Em uma segunda etapa, 0,5 g das NPMs
revestidas com PAMAM (G4) foram suspensas em 100 mL de metanol seco e agitadas a
temperatura ambiente durante 40 min. Em seguida, 6 g de PEG dimetil éster foram
adicionados e a mistura foi agitada por duas semanas a 60 °C para formar ligacbes amida
entre os grupos amina primaria (-NHz2) de PAMAM e o grupo éster de PEG dimetil éster.
Finalmente, o produto resultante (amostra MAPP) foi separado magneticamente e lavado
trés vezes com metanol e depois deixado para secar em baixo vacuo [26]. Em seguida, 25
mg de amostras de MAPP foram suspensas em 100mL de agua Milli-Q para a solucao

estoque por sonicagéo (2,5x10-2 g/mol - pH=5,6) (Sol. 1)

4.2.4 - Imobilizacdo do complexo [Rh2(O2CCHs)s nas amostras MAPP — Amostras

MAPPRh.

A imobilizagdo de DiRh(Il) na amostra de MAPP foi realizada primeiramente
dissolvendo 25 mg de DiRh(Il) em 50 mL de &4gua Milli-Q para a solugdo estoque (1,0
mmol) (Sol.2). Em seguida, foram retirados 1800 uL da solucdo estoque de MAPP (Sol.1),
que foi adicionado juntamente com 1800 pL da solucdo Sol. 2, em Erlenmeyer contendo
50 mL de agua Milli-Q, em seguida deixado em agitacdo em mesa Shaker a 37° por 12

horas.

29



Para comparacdo um sistema similar ao sistema MAPPRh, contudo este sem a
presenca de nanoparticulas de magnética, foi produzido e utilizado nos ensaios bioldgicos
(PPDIRNh).

4.3 — Experimentos biologicos in vitro.

4.3.1 - Linhagens de células utilizadas nos testes in vitro.

No estudo in vitro, utilizou-se de células de adenocarcinoma mamario murino (4T1)
e células de adenocarcinoma humano mamario (MCF7). As células MCF7 sdo células de
cancer de mama responsivas a estrogenos, as células dessa linhagem sdo originarias de
efusdo pleural de carcinoma ductal invasivo [95]. J& as células da linhagem 4T1, sdo células
de adenocarcinoma mamario derivado de tumor de camundongos BALB/c, e € um 6timo
modelo para realizar estudos comparativos in vitro e in vivo, uma vez que pode ser
cultivado in vitro e € facilmente transplantavel in vivo [96]. Desta maneira, essas duas

linhagens 4T1 e MCF7 foram escolhidas para comparagéo nesse estudo.

4.3.2 - Internalizagdo dos sistemas MAPP e MAPPRh em células 4T1 e MPF7

As células 4T1 e MCF7 foram cultivadas por 24 h a uma concentracéo inicial de
5x10*células por pogo em microplaca de 24 pogos. Em seguida o meio celular foi removido
e 1 mL dos sistemas MAPP, MAPPRh (nas concentra¢des de 20 mM de Fe) conjugadas
com um marcador fluorescente foi adicionado. Apds 15 minutos o meio contendo as
nanoparticulas foi descartado e as células foram lavadas com PBS. Para estudar o efeito
das nanoparticulas magnéticas nos ensaios bioldgicos o complexo de DiRh(Il) foram
complexados com nanoparticulas de PAMAM (sem nanoparticulas de Fe3Os) (amostra
PPDIiRh). A teor de DiRh(I1) nas amostras MAPPRh e PPDiRh forma de 250 pg/mL. Apds

a incubacdo dos sistemas com os marcadores foram fixadas com alcool 70% em
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temperatura ambiente por 30 minutos. Em seguida as células tiveram o ndcleo marcado
com DAPI (4",6-diamidino-e-fenilindol) e as imagens da internalizacdo foram obtidas

utilizando o microscopio de fluorescéncia EVOS.

4.3.3 - Viabilidade Celular

Todos os testes de viabilidade celular foram feitos utilizando o método de avaliagdo
colorimétrica de brometo de 3 (4,5 dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil-tetrazolio (MTT), descrita
por Mosmann (1983) [97].Ap0s os tratamentos propostos, as células foram expostas a
solucdo de MTT em meio de cultivo. Essa solucdo em células viaveis interage com as
desidrogenases mitocondriais como a succinil desidrogenase, promovendo a reducdo do
reagente MTT a um composto denominado formazan, caracterizado pela coloragao purpura
e pela insolubilidade em meios hidrofilicos. A viabilidade celular é indicada pela
quantificacdo da producdo de cristais de formazan de acordo com a presenca de
desidrogenases ativas. A partir da medida do espectro de absorbancia com comprimento
de onda de 595 nm, obtido em espectrofotdmetro conjugado a leitora de microplacas, a
producéo de formazan foi quantificada e, portanto, determinada a viabilidade celular

As células 4T1 e MCF7 foram cultivadas por 24 h a uma concentracéo inicial de
1x10* células por pogo em placa de cultura com 24 pogos e mantidas durante a noite em
incubadora com atmosfera tmida (80%) a 37°C e 5% de CO». Os sistemas nanoestruturados
MAPPRh, PPDiRh (auséncia particulas de magnetita) e solu¢es de DiRh(Il) livre com
concentracOes variando de 0 - 50 uM — referente ao DIRh(I1) foi adicionado. Para efeito
de comparacdo, o sistema MAPP (auséncia de DiRh(Il)) também foi testado. A
concentragdo do sistema MAPP foi calculado de modo a manter o teor de Fe das
nanoparticulas de magnética equivalente ao encontrado para a amostra MAPPRh (20 mM

de ferro). Em seguida, as células foram mantidas em incubadora. Ap0s o tempo de
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incubacdo com os tratamentos supracitados, as células foram lavadas com PBS e sua

viabilidade foi medida pelo método colorimétrico MTT descrito na referéncia [97].

4.3.4 - Avaliacdo do perfil da via de morte desencadeada pelos sistemas MAPP e
MAPPRh em células 4T1 e MPF7

A verificagdo das vias morte das células 4T1 e MCF7 ap0s tratamento como 0s
sistemas MAPPRh e PPDIiRh foi realizado de acordo com um protocolo descrito na
literatura [98]. Os ensaios envolvendo os experimentos de via de morte foram realizados
com concentragdes dos sistemas MAPPRh e PPDIiRh iguais 50 uM.

Para deteccdo e quantificacdo do numero de células em processo de apoptose ou
necrose, foi realizada a avaliacao do perfil de marcacgéo para alaranjado de acridina e iodeto
de propideo AO/PI descrita na referéncia [99]. Desta forma, as imagens foram obtidas e a
avaliacdo foi realizada em relacdo as cores referentes a marcagédo, sendo: contagem de
células verdes (viaveis), contagem de células amarelas/laranjas (apoptose) e contagem de
células vermelhas (necrose). O marcador AO faz marcacao tanto de células viaveis quanto
de células mortas, ja 0 marcador Pl cora apenas células mortas, ou seja, que perdeu a
integridade da membrana. Neste contexto, as formas de identificacdo foram divididas em
trés estagios representados na Fig. 4.1, sendo:

(A) - Célula viavel — marcacdo em verde uniforme tanto o nicleo quanto citoplasma;

(B) - Célula em apoptose — membrana plasmatica parcialmente degradada, o que permite a
entrada do PIl. Formacéo de corpos apoptdticos com a fragmentacdo e a condensacao da
cromatina (seta branca). As células apresentam uma colora¢éo alaranjada.

(C) - Células necrotica — a célula fica uniformemente marcada de vermelho, isso se da pela

alteracdo na membrana que permite a entrada do PI.
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Fig. 4.1: Fotomicrografia das células da linhagem 4T1 marcadas com alaranjado de
acridina (AQ) e iodeto de propideo (PI) analisadas em microscépio de fluorescéncia EVOS.
A) célulaviavel; B) célula apoptética (as setas indicam a formac&o dos corpos apoptéticos);
e C) célula necrética. Figura adaptada da referéncia [100] .

4.3.5 — Testes Estatisticos

Os dados foram avaliados por meio de estatistica paramétrica ou ndo paramétrica
de acordo com a distribuicdo da normalidade. Para os dados paramétricos foi realizada
ANOVA (anélise de Variancia) seguido do teste Tukey-Kramer.

4.4 — Caracterizacdo Morfologica, Estrutural e Magnética

4.4.1 - Difratometria de raio-X.

O difratograma de Difracdo de Raios X (DRX) foram obtidos pelo método do p6 em
um equipamento Shimadzu modelo XRD 6000 utilizando a radiagdo Cu-K Cu (A= 1,54056
A), 40 KV e 30 mA. Os difratogramas foram obtidos na configuragio 0 - 20 no intervalo

de 10° - 80° com um passo de 0,05° e com uma velocidade de varredura de 0,5° por minuto.

4.4.2 — Microscopia Eletronica de Transmissao
A morfologia das nanoparticulas foi avaliada por microscopia eletrénica de
transmissdo (TEM) e TEM de alta resolugdo (HRTEM) em um microscépico JEOL, modelo

JEM-2100, equipado com acessorio EDS, operado a 200 kV.
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4.4.3 — Diametro hidrodinamico e potencial zeta.

Os diametro hidrodindmico (DoLs) e 0 potencial zeta (§)) dos sistemas MAP, MAPP
e MAPPRh e DIRN(II) livre foram avaliados em suspensfes coloidais por meio de
espalhamento de luz dindmico (DLS), em um equipamento Zetasizer Nano- ZS® ZEN3600

(Malvern Instruments, UK). O potencial zeta foi calculado pela equagdo de Henry (Eqg. 4.1).

é;: Ug3n (41)
2eq f(Ka)

Em que { ¢é o potencial zeta, Ug é a mobilidade eletroforética, n ¢ a viscosidade, €4 € a
constante dielétrica do dispersante e f(ka) é a funcdo de Henry. Foi utilizado o valor de 1,5
conforme aproximacao de Smoluchowski. [101][148]

Os didmetros hidrodindmicos das NPs nas dispersdes coloidais foram calculados

por meio da equacéo de Stokes-Einstein (Eq. 4.2).

Do = KT (4.2)
DLS = —31TnD

onde Dy, s € o didmetro hidrodinamico, D é o coeficiente de difusdo translacional, Kg é a
constante de Boltzmann, T ¢ a temperatura absoluta e 1 ¢ a viscosidade do meio de

dispersdo. As medidas foram realizadas em triplicatas a 25°C.

4.4.4 — Espectroscopia de absorc¢ao optica (OA) na regido do UV-Vis e na Regido do
infravermelho médio (FTIR)
Os espectros de absorcédo dptica (OA) foram realizados em suspensées coloidais por

meio de espectrdmetro UV-Vis-NIR de feixe duplo (Shimadzu UV 2600). Os espectros de
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Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) foram realizados em
um espectrometro Vertex 70 modelos (Bruker). Para as medidas de FTIR amostras
previamente secas em vAacuo a temperatura ambiente em seguida foram maceradas com
KBr seco e limpo (1%), originando pastilhas de KBr. Os espectros de infravermelho, foram
obtidos na regido de 4000 — 400 cm™, com resolucdo de 4 cm™, via analise média de 96
scans.
4.4.5 — Espectroscopia Raman

Os espectros Raman foram registrados com um espectrémetro Horiba LabRAM
Evolution® a temperatura ambiente usando excitagdo de laser A = 532 nm (3 mW) focada
nas amostras por um microscépio OLYMPUS com uma objetiva de 50 x. Para as medidas
as amostras foram previamente secas em vacuo a temperatura ambiente.
4.4.5 — Medidas de Magnetizagao

A caracterizagdo magnética foi realizada utilizando um magnetémetro comercial
Superconducting Quantum Interference Device (SQUID) (Quantum Design, modelo
MPMS3). Ciclos de histerese com campo magnético de até + 70 kOe mais curvas
refrigeradas a campo zero (ZFC) e refrigeradas a campo (FC) foram registradas na faixa de
temperatura de 5 a 300 K.
4.4.6 — Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de RMN de H foram obtidos no Laboratério de RMN do 1Q-UFG

utilizando um espectrometro Bruker Avance 111 500 de 11,75 T (500,13 MHz para o 1H),
em uma sonda BBI para analises em solucdo, de 5 mm com gradiente de campo na direcdo
z. Os espectros foram realizados em triplicata, a 25°C. Os espectros de RMN de H foram
registrados em uma janela de 20 ppm com 64K de pontos, utilizando como solvente dgua

deuterada.
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Capitulo - 5

Resultados e Discussao.

5.1 - Caracterizacdo Morfologica e estrutural das amostras

5.1.1 - Difracéo de Raios X

Os padrbes de difragdo de Raios X (DRX) das amostras de MAP, MAPP e
MAPPRh sdo mostrados na Fig. 5.1. Como observado, os picos de difracdo sdo
identificados com os planos de reflexdes de Bragg (111), (220), (311), (400), (422), (511),
(440), (620) e (533) da fase espinélio Fe3O4 de acordo com (JCPDF card n° 39-0315).
Nenhum pico extra nos padrdes de DRX foi identificado, sugerindo a auséncia de fases
secundarias. A constante de rede a = 8,352 A foi determinada para todas as amostras.
Quando comparada com o valor da magnetita bulk (8,396 A) o valor baixo obtido sugere a
existéncia da fase maghemita nas amostras sintetizadas. No entanto, a consisténcia das
constantes de rede avaliadas indica que a presenca de PAMAM ou DiRh(I)@PAMAM
respectivamente, nas amostras MAP ou MAPP, afetam minimamente o parametro
estrutural. O Didmetro médio do cristalito (Dxrp), calculado usando a equagéo de Scherrer

[102], para amostras MAP, MAPP e MAPPRA, foi estimado como Dxpr = 9,5 + 0,3 nm.
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Figura 5.1 - Padrdes de difracdo de raios X das amostras (i), (ii), (ii).

As distribuicbes de tamanho de particula das amostras MAP, MAPP e MAPPRh
também foram investigadas usando espalhamento dinamico de luz (DLS). A partir dos
experimentos DLS, os seguintes valores de diametro médio (Dpis) foram obtidos: 11 + 2
nm, 265 + 100 nm e 820 £ 100 nm para as amostras MAP, MAPP e MAPPRh,
respectivamente. Os potenciais zeta medidos (&) foram zero para amostras MAP e
MAPPRh e 65 £+ 10 mV para amostra MAPP. Observe que o valor Dp.s da amostra MAP
estd proximo dos valores Dprx € Drewm, este Gltimo mostrado na Fig. 5.2 (c). O valor de
DpLs obtido para a amostra MAPP é consistente com o valor relatado por Pourjavadi et al,
que estudaram um sistema semelhante [94]. Comparado com a amostra MAP, 0 aumento

do valor do potencial zeta para a amostra MAPP ndo apenas revela que o PAMAM foi
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carregado com sucesso na superficie do MAP, mas também suporta a imagem de que as

porc¢des de amina dos dendrimeros do PAMAM estdo apontando para o meio aquoso [103].

5.1.2 - Microscopia eletrénica de alta resolucédo

A caracterizacdo das amostras quanto a forma e ao didmetro meédio das
nanoparticulas de magnetitas foi realizada por meio de microscopia eletronica de
transmissdo (TEM). A Figura 5.2 mostras micrografias TEM das amostras MAP (a - b) e
MAPPRh (d). Imagens TEM da amostra MAP (Fig. 5.3 (a)) mostram nanoparticulas com
formato quase esférico e formando aglomerados. Uma imagem HRTEM da amostra MAP
é mostrada na Fig. 5.2 (b) e revelou distancias interplanares de 0,295 e 0,252 nm, que
correspondem aos planos de difragdo (220) e (311) da fase espinélio, respectivamente. As
micrografias de TEM da amostra MAP foram usadas para construir um histograma de
tamanho de particula, a partir do qual os pardmetros morfoldgicos foram extraidos (ver Fig.
5.2 (c)). O histograma de tamanho de particula foi modelado (linha vermelha sélida na Fig.

5.2 (¢)) usando uma funcéo de distribuicdo log-normal, fornecendo um tamanho médio de
particula (Dtem) de 9,5 nm e um indice de polidispersao (Grem) de 0,27. O Drem extraido

é consistente com o tamanho médio de cristalito determinado a partir da analise de dados
de XRD, sugerindo assim uma boa cristalinidade das nanoparticulas de 6xido de ferro.
Levando-se em conta que DiRh (Il) é ligeiramente dispersivel em agua, uma
solucdo aquosa de DiRh(I1) (1,0 mmol) também foi examinada por DLS. A partir do
experimento DLS com DiRh (1), foi encontrado Dpis = 280 £ 60 nm. A fim de investigar
ainda mais a presenca de aglomerados de DiRh(Il), como sugerido por medicdes DLS,
foram registradas micrografias TEM e HRTEM da solucdo DiRh(lIl), conforme mostrado
na Fig. 5.2 (e) e sua insercdo, respectivamente. A imagem HRTEM (insercdo da Fig. 5.2

(e)) mostra nanoparticulas cristalinas de DiRh (1I), com formato quase esférico e tamanho
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~3 nm, cerca de duas ordens de magnitude menores que o diametro medio (280 + 60 nm)
revelado por a medi¢do DLS. Muito provavelmente, o DLS de DiRh (Il), em solucédo
aquosa, esta medindo grandes aglomerados formados pelo complexo. A anéalise EDS foi
empregada para investigar a composicao quimica da amostra MAPPRh e da solucédo DiRh
(1), como mostrada nas Figs. 5.2 () e (g), respectivamente. Os espectros de EDS revelaram
apenas a presenca de Fe, Rh e Cu para a amostra MAPPRh (ver Fig. 5.2 (f)) e Rh e Cu para
a solugdo DiRh (II) (ver Fig. 5.2 (g)). Exceto pelo pico relacionado ao cobre (devido a
malha de suporte), ndo h& elementos adicionais observados dentro do limite de deteccdo
do instrumento. De fato, os dados EDS indicam fortemente que as nanoparticulas
magneticas revestidas com PAMAM foram carregadas com sucesso com DiRh (1) na

amostra MAPPRh.
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Fig. 5.2 - (@) Imagem TEM da amostra MAP. (b) Imagens HRTEM da amostra MAP. (c)
Histograma de tamanho de particula para a amostra MAP obtida das imagens TEM e o
ajuste correspondente (linha sélida vermelha) a funcéo lognormal. (d) imagem TEM da
amostra MAPPRh e (e) DiRh (Il) a amostra foi preparada a partir da dispersdo das
particulas e seguida medida em vacuo. A insercdo em (e) mostra as imagens HRTEM de
nanoparticulas cristalinas de DiRh (11). Em (f) e (g) sdo mostrados os espectros EDS da
amostra MAPPRh e DiRh (I1), respectivamente.
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5.1.3 - Estudo das interag8es entre o DiRh(Il) e o dendrimeros PAMAM

5.1.3.1 - Espectroscopia UV-Vis

O espectro de absorcao UV-Vis da solucdo DiRh (1) (linha sélida azul na Fig. 5.3)
mostrou duas bandas caracteristicas em ~ 585 nm (banda I) e ~ 450 nm (banda I1). A banda
I foi atribuida a transi¢ao n* (Rh — Rh ) — o* (Rh — Rh) (5¢g — 4a2y), que é sensivel a
natureza dos ligantes axiais [104]. Por sua vez, a banda Il esta relacionada a transferéncia
de carga ligante-metal (LMCT), caracteristica de complexos Rh(ll) contendo ligacdes Rh—
Rh. Além do mais, a banda Il pode ser atribuida a transi¢do n* (Rh — Rh) — ¢* (Rh — O)
(5eg — 4b2y) e é conhecida por ser insensivel a ligantes axiais [104].

O carregamento de DiRh (Il) na estrutura MAPP produz uma mudanca de cor
perceptivel de amarelo-esverdeado para marrom-avermelhado claro com a banda |
deslocando hipsocrémico de Amax ~ 585 nm para ~ 490 nm. De acordo com relatos na
literatura, produtos de coloragdo azul ou verde geralmente estdo relacionados a presenca
de doadores de oxigénio, vermelho ou violeta estdo relacionados a presenca de doadores
de nitrogénio e bordd ou laranja & presenga de doadores de enxofre ou fosforo [45].
Portanto, o deslocamento observado da banda I é provavelmente causado pela estabilizacdo
dos niveis de n* (Rh — Rh) em DiRh(Il) devido a interacdo do orbital axial da ligagdo (Rh
—Rh) com ligantes doadores de pares de elétrons contendo nitrogénio do ndcleo interno da
estrutura o dendrimeros PAMAM [105]. Isso significa que a energia orbital * (Rh — Rh)
é menor na amostra MAPPRh do que no DiRh (II) livre, levando a uma transicdo com
maior energia, conforme observado nos espectros UV-Vis correspondentes apresentados

na Fig. 5.3 (linhas continuas verde e azul, respectivamente).
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Fig 5.3 - Espectro UV Vis das amostras MAP, MAPP e MAPPRh e solugéo de DiRh (11).

O pico emergente no espectro UV-Vis da amostra MAPPRh (~283 nm) pode ser
explicado levando em consideracdo a sensibilidade da banda | a natureza dos ligantes
axiais. Dubicki e Martin [106] encontraram uma dependéncia bastante moderada da energia
da banda | no pardmetro Dqg (cm™) (Dq: desdobramento da energia do campo cristalino)
para ligantes axiais (L. =1, Br~, ClI~, H,0, NCS~, NH3) . Assim, 0 aparecimento de um pico

em ~283 nm ¢é provavelmente devido a transigédo eletronica o (Rh-L) — o* (Rh-Rh), onde

L esta associado ao terminal do dendrimero PAMAM.

42



5.1.3.2 - Espectroscopia FTIR

As interacOes entre o dendrimero PAMAM e o complexo de DiRh (II), apds o
revestimento das NPMs de magnetita pelo dendrimero foram examinadas por
espectroscopias FTIR, Raman e RMN.

Os espectros de FTIR das amostras MAP (i) e DiRh (11) livres (ii) e MAPP (iii) e
MAPPRNh (iv) sdo mostrados na Fig. 5.4. Na parte inferior da Fig. 5.4, é mostrado o espectro
da amostra MAP (i), o qual apresenta evidencias das bandas dos grupos hidroxilas ligadas
a superficie da nanoparticula localizados em torno de 1630 e 3400 cm™ [107],[108]. As
bandas em torno de 440, 585 e 635 sdo caracteristicas dos oxidos de ferro. Sendo que as
bandas localizadas em torno de 440 e 585 cm™ podem ser atribuidas aos modos de
estiramento das ligagbes Fe**-O%, nos sitios tetraédricos e ligagdes Fe?*-O% ' nos sitios

octaédricos, respectivamente [109].
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Fig. 5.4 - Espectros de FTIR das nanoestruturas: MAP (i), DiRh (I1) livre (ii), MAPP (iii)
e amostra MAPPRh (iv).
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O espectro de absorcao do complexo de DiRh (1) exibe bandas intensas em 1440 e
1585 cm™, que podem ser atribuidas aos modos de estiramento simétrico (vs) e
antissimétrico (vas) da ligagdo COO". Como esperado, a separagdo (A = 145 cm™) entre
vs(COO") e vas(COO") indica a presenca de coordenacdo de ponte bidentada [110]. Em
complemento, bandas de absorcéo associadas a pontes de acetato e grupos metil pode ser
observadas. Os modos vibracionais do acetato podem ser encontrados em 603, 628 e 701
cm? e na faixa de 2800-3000 cm™. Essas vibragBes estdo associadas aos modos de
alongamento no plano B(CO0™), fora do plano y(CO0™), deformacdes §(0C0) e §(C — H),
respectivamente. Os modos vibracionais dos grupos metil  estdo em 1355 cm
(65(CH3)) e 1415 cm™ (5,5(CH3)). Bandas atribuidas aos modos de estiramento 0 — H de
ligantes axiais de agua presentes na posi¢do axial do DiRh(Il) sdo claramente observadas
em torno de 3255, 3400 e 3500 cm™ [111].

O espectro de FTIR da amostra MAPP (ii) na Fig. 5.5 (c), mostra bandas de
absorcdo caracteristicos d¢ PAMAM, com bandas em 1380 (t), 1440 (3) e 1470 (p) cm™
associados a ligacGes CH,, (tor¢ao CH,, deformacdo e tesoura CH,, respectivamente) e 1561
e 1642 cm™ atribuidos a amida-Il e amida-1, respectivamente. Na regifo de alta energia
(2900 — 3500 cm™!) emergem bandas vibracionais de estiramento simétrico e antissimétrico
do CH, e N—H em 2850, 2950, 3285 e 3408 cm, respectivamente. O pico em 3084 cm™*

esta associado a banda harménica da amida-I1 [16],[112].
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Fig. 5.5 - (a—e) AmpliacGes dos espectros de FTIR em diferentes faixas espectrais.

Mudangas importantes nos espectros de FTIR sdo observadas ao carregar o
complexo de DiRh(Il) no dendrimero PAMAM (veja a Fig. 5.5 (a —e)). Uma comparacéo
entre os espectros de FTIR do DiRh(Il) livre (linha solida preta) e da amostra MAPPRh
(linha sélida verde) mostra que as energias vibracionais de todos os modos de acetato séo
desviados para 0 menores energias apos o carregamento do DiRh(Il) nos dendrimeros
PAMAM (Fig. 5.4 e 5.5 (c)). O modo fora do plano y(CO0™) é excecdo (Fig. 5.5 (a)). A
tendéncia de deslocamento para menores energias indica o enfraquecimento das ligacGes
0 — C — 0 do DiRh(lII) apés o carregamento nos dendrimeros PAMAM.

Ao comparar os espectros de FTIR da amostra MAPP (linha s6lida vermelha — Fig.
5.5) com o da amostra MAPPRh (linha solida verde — Fig. 5.5), observa-se um desvio para
o vermelho dos modos v(CH,) e v(N — H) da amida-I de 2943 para 2939 cm™ e de 3287
para 3282 cm™, respectivamente (ver Fig. 5.5 (d) e (e)). Além do mais, verifica-se também
que apo6s o carregamento do DiRh (11) a banda amida-11 desloca-se para maior nimero de

onda (1559 para 1565 cm™) enquanto a energia da banda amida-1 permanece inalterada
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(1645 cm™) (Fig. 5.5 (c)). Observa-se também que a razdo de intensidade entre a banda
amida-I/amida-Il (I//ly)) varia de cerca de 1,0 na amostra MAPP para cerca de 0,4 na
amostra MAPPRh.

A banda amida-1 ocorre devido aos modos vibracionais v(C = 0), enquanto a banda
amida-11 ocorre devido aos modos vibracionais §(C — N — H) e v(C — N) [113]. Mudangas
nas energias vibracionais ou nas intensidades dessas bandas estéo relacionadas a mudancas
nas estruturas secundarias das moléculas. A energia vibracional inalterada da amida-I
(ligacdo dupla de oxigénio) sugere que os ions Rh (Il) interagem principalmente com
nitrogénio em vez de oxigénio. Esta observacéo é consistente com a analise de dados UV-
Vis e indica que durante o carregamento do DiRh (I1) no dendrimero PAMAM, o ultimo
atua como um ligante multidentado tridimensional, interagindo com ions Rh (I1) por meio
de duas ou mais ligagOes de coordenacdo de nitrogénio (amida e amina). Mais
especificamente, os ions Rh (11) do DiRh (Il) interagem com pares de elétrons livres de
atomos de nitrogénio em amida-Il e amina primaria presentes nos grupos terminais dos

dendrimeros PAMAM.

5.1.3.3 - Espectroscopia Raman

A hipotese reportada acima € apoiada por dados de espectroscopia Raman. Os
espectros Raman das amostras MAPP e MAPPRh e do complexo DiRh (II) livre sdo
mostrados na Fig. 5.6 (i) — (iii), respectivamente. O espectro Raman mostrado na Fig. 5.6
(iii) foi registrado ap6s secagem em vacuo de 5 mL de solucdo DiRh (I1) (1,0 mmol),
previamente preparada. O espectro Raman da amostra MAPP (Fig. 5.6 (i)) mostra a
presenca de bandas Raman caracteristicas em cerca de 200, 310, 490, 585, 675 e 715 cm™.
As primeiras cinco bandas estdo em boas concordancia com cinco modos Raman épticos

ativos (A + Eg + 3T2g) da estrutura espinélio cubica inversa (grupo espacial (Fd3m) da
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fase magnetita [114]. O ombro em 715 cm™ esté relacionado & oxidagao parcial de ions Fe

(1) em Fe (I11) e sugere a presenca de fase maghemita, provavelmente na superficie do

nucleo de magnetita. Este resultado estd em acordo com os dados de DRX avaliados

anteriormente.
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Fig. 5.6 - Espectros Raman das amostras MAPP (i), MAPPRNh (ii) e com complexo DiRh
(1) livre. A insercdo mostra uma ampliacdo dos espectros Raman da amostra MAPPRh

(linha verde) e DiRh (I1) livre (linha preta).

O espectro Raman da amostra MAPPRh (Fig. 5.6 (ii)) mostra claramente as bandas

Raman correspondentes a fase de 6xido de ferro que sdo picos estreitos e sobrepostos,

centrados em torno de 177, 200, 225, 343 e 950 cm™. O espectro Raman do DiRh (11) livre

na Fig. 5.6 (iii) mostra bandas em torno de 175, 184, 268vw, 328sh, 335, 351, 950 e 960

cm™. Bandas mais fracas, também s3o observadas em torno de 587, 628 e 731 cm™, as
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quais sdo atribuidas aos modos no plano, fora do plano e modos de deformacéo do acetato
(6(0C0)) [45].

Clark e Hempleman mostraram que para DiRh(I1) anidro o modo Raman v(Rh—Rh)
ocorre em torno de 355 cm™, enquanto 0s modos v.s(Rh—0) e v{(Rh—0) aparecem em torno
de 331 e 338 cm, respectivamente [111]. Por outro lado, verificou-se que a presenca do
ligante axial (L) no DiRh (Il) modifica a energia vibracional do modo v(Rh—Rh). Nestes
casos ele pode ser encontrado na regifo de 285 — 320 cm™, enquanto os modos vibracionais
v(Rh—-0) aparecem na regido de 320 — 350 cm™. Por exemplo, os espectros Raman dos
complexos [Rhz(O,CCHz)a(L)2] (L = PPHs, AsPhs, SbPhs, S(CH.Ph),) mostraram que as
energias vibracionais do modo v(Rh—Rh) podem ser encontradas em torno de 286, 297,
306 e 315 cm™ respectivamente [115], [116],[117],[118]. Além do mais, foi demonstrado
gue as energias vibracionais desses modos estdo diretamente relacionadas ao comprimento
da ligacdo Rh—Rh, tornado a distancia dgy,_gp, decrescente de acordo com L = PPH3 > AsPhs
> SbPh; > S(CH2Ph), [2,4505, 2,427, 2,421, 2,406 A], seguindo a expressdo v(cm™1) =
2069 — 729 X dgp_gn, ONde v é a energia vibracional do modo v(Rh—Rh) e dgy_rn € @
distancia Rh—Rh . Este comportamento foi explicado em termos das propriedades das
ligacbes mais fraca dos ligantes axiais, como refletido pelo aumento da distancia Rh-L,
para L mais pesado [119]. Por esta razdo, com a energia vibracional do modo v(Rh—Rh)
avaliada para um determinado ligante L, é possivel estimar o comprimento da ligacdo Rh—
Rh. Portanto, levando em consideragido que os modos v(Rh—Rh) estdo localizados em torno
de 351 e 343 cm para as amostras DiRh(11) e MAPPRh, respectivamente (ver inser¢io na
Fig. 5.6), é possivel estimar que o comprimento da ligacdo Rh—Rh é da ordem de 2,36 A
para DiRh(Il) e 2,37 A para a amostra MAPPRh. O (ltimo valor esta dentro da faixa
esperada para grupos CN atuando como doadores para atomos metalicos [120]. Assim, o

deslocamento para menores energias, observado para o modo v(Rh—Rh), na amostra
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MAPPRNh, sugere fortemente que a interacdo entre o DiRh(Il) e os dendrimeros PAMAM,
ocorre por meio dos atomos de nitrogénio. O notavel alargamento da banda juntamente
com seu desvio para o vermelho reflete uma flutuacdo significativa das forcas de ligacao
Rh-Rh. Este ultimo provavelmente resulta de uma forte desordem nos ligantes axiais no

DiRh(1).

5.1.3.4 - Espectroscopia RMN

A Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) tem sido uma importante ferramenta para
caracterizar a natureza das interacdes entre 0s grupos funcionais da matriz hospedeira e 0s
diferentes tipos de hospedes. A atribuicdo do deslocamento quimico de cada proton do
composto a ser estudado em comparagdo com seus constituintes livres pode ser Gtil para
definir a zona de interacdo entre o hospedeiro e o hdspede. Ao fornecer uma sonda
espectroscépica direta das perturbagdes para grupos funcionais dentro do dendrimero, que
estdo proximos da nanoparticula encapsulada, a RMN tem sido uma ferramenta importante
para caracterizar a estrutura e as propriedades fisicas dos dendrimeros [121]. Por exemplo,
a RMN foi usada para investigar o grau de PEGuilagdo do dendrimero PAMAM
[122],[123] ou a interagcdo quimica hospedeiro-hospede o entre PAMAM dendrimeros e
acido micofendlico [121]. A natureza das interacdes entre grupos funcionais internos do
dendrimero PAMAM e ions metalicos também foi investigada [124].

Assim, a fim de investigar a interacdo molecular e quimica hospedeiro-hdspede entre
o dendrimero PAMAM e o complexo DiRh (1), foi utilizada a espectroscopia de *H RMN
(Fig. 5.7). Para maior clareza, a Fig. 5.8 apresenta a representagdo esquematica proposta
para a amostra MAPPRh. A Fig. 5.7 (a - i) apresenta o espectro de 'H NMR para o
complexo DiRh (I1) livre, que mostra sinal caracteristico do grupo metil (pico H) em & =

1,97 ppm [125]. Observe que o sinal correspondente do grupo metil do complexo DiRh(Il)
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apos seu carregamento no dendrimero PAMAN (amostra MAPPRh) (Fig 5.8 (a - iii)) muda
ligeiramente para campos mais altos (6 = 1,96 ppm), sugerindo um possivel interacdo entre

o complexo DiRh (11) e o dendrimero PAMAN.

2.6 2.5

T T T

—— MAPPRh
—— MAPP
—— DiRh (1)

1 1 1 I 1 1 1 : 1 1 : 1
3.28 3.24 2.88 2.84 2.76 2.72 2.68 2.64 2.48 2.44

pPpm pPpm ppm ppm pPpm

Fig. 5.7 — (a) Espectros de *H NMR para o complexo DiRh (11) livre (i) e para os sistemas
nanoestruturados MAPP (ii) e MAPPRNh (iii). Os paineis (b — f) mostram ampliacfes em
torno dos deslocamentos quimicos dos diferentes picos de ressonancia.

O espectro de *H NMR da amostra MAPP (Fig. 5.7 (a - ii)) mostra sinais
caracteristico do PAMAN e do PEG. Os grupos metoxila terminais da cadeia PEG (pico
G) sdo encontrados & = 3,24 ppm [126]. Os sinais de hidrogénios de metileno PEG que
aparecem entre 3,5 — 4,0 ppm, ndo sdo mostrados aqui. Estes resultados confirmam a

ligacdo covalente de porcdes de PEG ao PAMAM [127].
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Fig. 5.8 - Representacdo esquematica proposta para a amostra MAPPRh

Os sinais caracteristicos para os hidrogénios metileno do dendrimero PAMAM
aparecem com deslocamentos quimicos variando de 2,0 a 3,3 ppm. No espectro de *H RMN
do PAMAM existem cinco tripletos (Fig. 5.7 - picos a, b, ¢, d e €), atribuiveis ao grupo
metileno da cadeia do PAMAM [128]. E também observado um singleto (pico k) em & =
2,73 ppm, o qual foi atribuido ao grupo metileno do monémero da etilenodiamina residual
da sintese [129]. O pico em & = 2,47 ppm (pico a) corresponde aos hidrogénios de metileno
préximos aos grupos carbonila do dendrimero (-NCH.CH,CO-). Picos em 6 = 2,65 e 2,84
ppm (picos b e d) sdo atribuidos aos hidrogénios de metileno adjacentes a amina terciaria
pelo lado mais interno (-CONHCH2CH2N-) e pelo lado mais externo (-NCH>CH2CO-),

respectivamente. Por fim, os picos ¢ (8 = 2,76 ppm) e e (5 = 3,27 ppm) sdo atribuidos aos
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hidrogénios de metileno perto das amidas de superficie (-CONHCH2NH,) e aminas
secundarias (-CONHCH2CH:N-), respectivamente [128].

O espectro de *H NMR da amostra MAPPRh apresenta picos com caracteristicas
semelhantes aos encontrados para a amostra MAPP. No entanto, observa-se nas ampliacGes
mostradas nos painéis (a - f) da Fig. 5.7, que apds o carregamento do complexo DiRh(II)
na amostra MAPP os deslocamentos quimicos dos tripletos a, b, d e do singleto G
permanecem constantes (em ppm), enquanto os deslocamentos quimicos dos tripletos c e
e sofrem deslocamento para menores campos. A constancia do pico G é explicada
considerando a ndo interagdo entre o complexo DiRh(11) e a cadeia de PEG, como esperado.
Por outro lado, a constancia dos picos a, b e d indica que o complexo DiRh(Il) ndo interage
diretamente com grupos carbonila, assim como com a amina terciaria do dendrimero.

Os deslocamentos quimicos para menores campos, observados para 0s picos C € e
sugere a existéncia de dois sitios de interacdes entre o0 complexo DiRh(11) e o0 dendrimero
PAMAM. Ou seja, o complexo DiRh(I1) interage com o par de elétrons livre dos atomos
de nitrogénio da amida Il e com as aminas primarias presentes nas porcoes terminai na
superficie das NPs. Confirmando assim, os resultados das espectroscopias UV-Vis, FTIR

e Raman.

5.1.4 - Propriedades Magneticas.

A Fig. 5.9 mostra os ciclos de histerese (magnetizacdo versus campos aplicado) das
amostras MAP, MAPP e MAPPRh nas temperaturas de 300 K (a) e 5 K (b). As insercdes
das Fig. 5.9 (a) e (b) mostram uma visdo ampliada das curvas de histerese em uma janela
mais estreita de campo aplicado (M x H), ao redor da origem. O comportamento de M x H

mostrado nas Fig. 5.9 (a) e (b) sugere que todas as amostras apresentam comportamento
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superparamagnético a 300 K e blogueada a 5 K. Os parametros magnéticos extraidos estdo
resumidos na Tabela I. Observa-se que a magnetizagcao remanescente (M,.) da amostra MAP
é 50% maior que M, das amostras MAPP e MAPPRh. Enquanto isso, 0 campo coercitivo
(H,) da amostra MAPPRh é cerca de duas vezes maior que o H, das amostras MAPP e
MAPPRh. A magnetizacdo de saturacdo da amostra MAP ¢ de cerca de 92 emu/ga5K, o
que € consistente com o valor esperado para FezO4 na forma bulk (Mg = 92 emu/g) [130].
A 5 K, os valores de Mg das amostras MAPP e MAPPRh sdo 71 e 65 emul/g,
respectivamente. Valores reduzidos de Mg nas amostras MAPP e MAPPRh, a 5 K, séo
devidos a presenca de componentes ndo magnéticos de PAMAM e DiRh(I1)@PAMAM,
respectivamente. Além disso, observa-se que, enquanto as curvas de magnetizacdo das
amostras MAP e MAPP se aproximam rapidamente da saturacdo, a amostra MAPPRh
apresenta uma tendéncia mais lenta a saturagdo, conforme mostrado nas Figs. 5.9 (a) e (b).

Levando-se em conta que no estado superparamagnético (300 K) a resposta
magneética do sistema é a soma de cada monodominio magnético (todos os spins apontando
na mesma dire¢do), cada nanoparticula possuindo um momento magnético (n), a

magnetizacdo média (M) de um conjunto de gréos superparamagnéticos sob a acdo de um
campo magnético (H) pode ser descrito por:

(M) = j uLCGO) f(wdp 6.1
0

onde L(x) = coth(x) — 1/x é a funcdo de Langevin de primeira ordem, x = uH/kg T €
3
u= MV = MS%”(%"‘) . Ms é a magnetizacdo de saturacdo e dm é 0 didmetro da particula

magnética, assumida como esférica. E bem conhecido que em amostras reais o tamanho da

particula (dm) segue uma fungao de distribui¢do. Da mesma forma, 0 momento magnético
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segue uma funcdo de distribuicdo. As imagens de microscopia eletrénica indicam que a
distribuicdo de tamanho em sistemas granulares geralmente segue uma funcdo de
distribuicdo log-normal. Portanto, para realizar os calculos, conforme indicado na Eq. (5.1),

onde foi utilizada a distribuicao log-normal dos valores de u [131].

2 5.2
FGo) = _In (u/%)) (5.2)

ex
o\ 2m p( 202

onde uo € o sdo, respectivamente, a mediana e a largura da distribuicdo log-normal, que
pode ser obtida por meio de ajustes apropriados das curvas experimentais. As linhas
solidas, mostradas na Fig. 5.9 (a), sdo ajustes das curvas de magnetizacdo a 300 K usando
as Egs. 5.1 e 5.2. A 300 K, ocorre uma semelhanca muito boa entre conjuntos de dados
experimentais e calculados para as amostras MAP, MAPP e MAPPRh com paradmetros o
=19800us (6 =1,83), 17200us (6 = 1,84) ¢ 4200us (c = 1,87), respectivamente. A iNSercao
da Fig. 5.9 (a), no lado superior esquerdo, mostra as funcdes de distribuicdo log-normal
(f(w)) dos momentos magnéticos obtidos a partir das curvas de magnetizacdo ajustadas.

A diferenca significativa nos perfis de distribuicdo de momento magnético (amostra
MAPPRh versus amostras MAP e MAPP) mostrados na Fig. 5.9 (a) indica claramente que
o tamanho médio da particula associado a amostra MAPPRh é menor do que os tamanhos
médios da particula determinados para amostras MAP e MAPP. Como consequéncia, para
a amostra MAPPRh a curva M x H tende a saturacdo mais lentamente do que para as

amostras MAP e MAPP.
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Fig. 5.9. Curvas M xH das amostras MAP (simbolos azuis), MAPP (simbolos vermelhos)
e MAPPRh (simbolos verdes) registradas em (a) 300 K e (b) 5 K. Inser¢Ges do lado direito
inferior dos painéis (a) e (b) mostram amplia¢6es das curvas de magnetizacdo na regido de
baixo campo magnético. As linhas solidas no painel (a) mostram os ajustes das curvas M
xH usando as Egs. (5.1) e (5.2). A insercdo do lado esquerdo superior no painel (a) mostra
as distribuicdes de momentos magneticos acessados a partir dos ajustes.
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De acordo com a Eq. 5.2, 0 momento magnético médio é dado por {p) = po exp

(c?/2). Se consideramos que os grdos possuem formato esférico, é possivel obter o perfil
de distribuicdo de tamanho e o tamanho magnético médio dos grdos. Os valores de
(D) mag € (o) encontrados para as amostras MAG MAPP e MAPPRNh (11) foram 16,5 nm
(0,24), 16,1 nm (0,24) e 9,8nm (0,22) respectivamente. Observe que o tamanho magnético
médio das nanoparticulas magnéeticas na amostra MAPPRh é proximo ao tamanho fisico
obtido a partir de medic¢des de microscdpio eletronico de transmissdo (TEM) (ver Fig. 5.2
(c)). Este resultado sugere a auséncia de acoplamento dipolo-dipolo na amostra MAPPRh,
devido a repulsdo esférica entre as particulas, que é potencializada pela presenca do
complexo DiRh (I1) ligado ao dendrimero PAMAM. Além do mais, os maiores valores de
(D) mag encontrados para as amostras MAG e MAPP confirmam que o revestimento
ATPS (na amostra MAG) ou o revestimento ATPS@PAMAM (na amostra MAPP) nédo
sdo suficientes para garantir a ndo interacdo magnéticos entre as NPMs.

As propriedades superparamagnéticas das amostras MAP, MAPP e MAPPRh
também foram confirmadas estudando a dependéncia da temperatura da magnetizacao
usando curvas de resfriamento de campo zero (ZFC) e de resfriamento com campo (FC),
obtidos com H = 100 Oe (ver Fig. 5.10). As curvas FC e ZFC apresentam caracteristicas
de irreversibilidade, tipicas do processo de blogueio de um sistema superparamagnético. O
méaximo das curvas ZFC em Tmax € geralmente interpretado como cruzamento entre
estados blogueados e comportamento superparamagnético, que depende significativamente
da estrutura nucleo/casca. Alguns grupos de pesquisa utilizam o méximo da curva ZFC
como temperatura de bloqueio, enquanto outros consideram a existéncia de uma
distribuicdo de barreira de energia (distribuicdo de temperatura de blogueio), dada por

[132].
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Fig. 5.10 - (a) Curvas de ZFC e FC), obtidas em H = 100 Oe para (i) amostras de MAP, (ii)
MAPP e (iii) MAPPRh. (b) Distribuicao de temperatura de bloqueio obtida a partir (d(Mzrc
- Mrc))dT) dos dados experimentais (simbolos) ajustados por uma funcdo de distribuicéo
log- normal (linhas tracejadas).

As distribuicdes experimentais de temperatura de blogueio sdo determinadas a partir

da Eqg. 5.3 (ver Fig. 5.10 (b)). Os dados ajustados com uma funcdo de distribuicdo

lognormal sdo mostrados pelas linhas tracejadas na Fig. 5.10 (b). Apesar de ndo obter bons
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ajustes experimentais, os ajustes indicaram valores de {Tg ) iguais a 54, 49 e 37 K para

as amostras MAP, MAPP e MAPPRNh, respectivamente.
Diferentes valores de coercividade (Hc), observados a 5 K (ver Fig. 5.9 (b) e Tabela
1), podem ser explicados levando em consideragdo o fato de que a coercividade € muito

sensivel a variagdo de tamanho de NPMs [133]. Os tamanhos magnéticos médios ((D) )

das amostras MAP e MAPP, maiores do que o tamanho magnético médio da amostra
MAPPRh, é uma indicacdo clara de interacdo dipolo-dipolo magnético mais forte nas
amostras MAP e MAPP, quando comparado a amostra MAPPRh. Portanto, valores mais
baixos de Hc estimados para as amostras MAP e MAPP sugerem que a forte interacao
Interparticulas deve favorecer a rotagdo de spin incoerente, levando a campos coercitivos
baixos. Assim, o maior valor de H¢, conforme determinado para a amostra MAPPRh, deve
refletir uma reverséo coerente entre NPMs néo interativas.

Tabela 1. Parametros obtidos das medidas magnéticas das amostras MAP, MAPP e
MAPPRh (Il). Ms: magnetizacdo de saturagdo, Hc: coercividade, Mr: Magnetizacdo

remanescente, (D) ,,,,= tamanho magnético meédio, (T). temperatura média de bloqueio.
K. anisotropia magnética efetiva.

Amostra  Temperature M, H. M, (D) maa  (Tgr) K. rf
(K) (emu/g) (QCe) (emu/g) (nm) (K) (I/m3)
MAP 5 93 135 18 16.5 54  15x10°
300 82 0 0 -
MAPP 5 71 130 12 16.1 49 16 x10°
300 60 0 0 -
MAPPRh 5 65 290 12 9.8 37 35x10°
300 52 0 0 -

A constante de anisotropia magnética efetiva (K.sf) € um parametro chave para

entender a resposta magnética de NPMs ao campo magnético aplicado externamente. Na

verdade, (K.rr) pode ser estimado a partir do valor de Hc determinado em 5 K. Assumindo

um conjunto de NPMs orientadas aleatoriamente a uma temperatura finita, 0 campo
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coercitivo é dado por: u,H. = 0.96(K,rr/Ms) [1—T/(T5)]>77[134],[135]. Os valores
calculados de K. estdo listados na Tabela I. Conforme observado, a amostra MAPPRh
com menor tamanho magnético apresenta maior constante de anisotropia quando
comparada as amostras MAP e MAPP. Como mencionado acima, na amostra MAPPRh as
NPMs se comportam de forma ndo interagentes, enquanto nas amostras MAP e MAPP as
NPMs interagem fortemente. Esses resultados indicam que a interacdo particula-particula
afeta a anisotropia magnética conduzindo a valores de K,rr mais baixos em comparagéo
com o sistema néo interagentes, como a amostra MAPPRh. Vale ressaltar que, em um
estudo recente, foi relatado que a forma das particulas pode afetar o valor da constante de
anisotropia efetiva[136]. Embora tenhamos encontrado uma correla¢do entre interacao
magnética e anisotropia efetiva, ainda é necessario saber o papel exato desempenhado pelas

particulas em interacdo e sua relagdo com o mecanismo de reversdo magnética.
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5.2 - Testes Bioldgicos

5.2.1 - Perfil de internalizagdo celular pelo método de microscopia de fluorescéncia
Para o estudo da internalizagdo dos sistemas nanoparticulados, 5x10* células 4T1 e
MCF7 foram plaqueadas em 24 pocos. Apds 24 horas, para adesdo das células o
sobrenadante foi descartado. Em seguida, foram adicionados os sistemas MAPP e
MAPPRh e encubadas por 24 horas, de acordo com os procedimentos descritos na Se¢éo
4.3.2. Para estudar o efeito do caroco de magnetita nos ensaios bioldgicos, um sistema
contendo somente nanoparticulas de PAMAM@PEG associadas com complexo de
DiRh(1l) (sem magnetita - PPDiRh(Il) ) também foi testado. As imagens obtidas com
microscopia confocal destes ensaios sdo mostrados na Fig. 5.11 (a) e (b) para as células
4T1 e MCF7, respectivamente. Nos painéis (i — iv) sdo mostrados as imagens obtidas para
0s ensaios com as células controle (i), MAPP (ii), MAPPRh (iii) e PPDiRh(II) (iv). Os
ensaios mostraram que para ambas as linhagens de células analisadas a internalizagdo
(marcagédo em verde) dos sistemas MAPPRh e PPDiRh(I1) foi muito superior ao observado
para o sistema MAPP. Este resultado pode estar relacionado ao carater de ndo opsonizagao
do PEG, tornando as nanoparticulas de MAPP mais furtivas que as de MAPPRh e

PPDIRh(II).
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4T1 MCF7

Fig. 5.11 - Andlise de colocalizardo dos sistemas NPMs em células 4T1 (a) e MCF7 (b)
para as células: controle (i) e apds exposicdo aos sistemas MAPP (ii), MAPPRh (iii) e
PPDIRh(I) (iv). A marcacdo em verde representa o fluoroforo contido no sistema de NPMs
e azul refere-se o ntcleo marcado com DAPI.

61



5.2.2 - Citotoxicidade dos sistemas DiRh(I1) livre, MAPP, MAPPRh e PPDiRh.
A citotoxicidade dos sistemas nanoparticulado MAPP, MAPPRh e PPDIRh e do

complexo DiRh(II) livre contra células 4T1 e MCF7 foi avaliada pelo ensaio MTT (ver
secdo 4.3.3). As Figuras 5.12 (a) e (b) mostram a viabilidade celular das células 4T1 e
MCF7, respectivamente. Ambos 0s conjuntos de células foram tratadas com os sistemas
MAPPRh e PPDiRh com concentra¢6es variado de 0 - 50 uM — referente ao DiRh(I1). Para
comparacdo, o complexo de DiRh(Il) livre bem como o sistema nanoparticulado MAPP
(auséncia de DiRh(Il)) também foram testados. Apds 24 horas de incubacdo, as células
foram lavadas e sua viabilidade celular foi determinada a fim de obter as concentracdes
citotdxicas que ocasionaram 50% de mortes das células (1C50). Os resultados obtidos sdo
apresentados na Fig. 5.12, em (a) para as células 4T1 e (b) para as células MCF7. Da Fig.
5.12 é possivel notar que, no intervalo de concentracdo estudado, ndo houve morte celular
com intensidades estatisticamente significativa (p < 0,05), para ambos 0s conjuntos de
células, quando expostas aos sistemas DiRh(Il) livre (circulos pretos) e MAPP (circulos
vermelhos). Contudo, quando as células foram expostas aos sistemas MAPPRh (circulos
verdes) e PPDiRh (circulos laranjas), foram observadas diminui¢es significativas na
viabilidade celular de maneira dependente da concentracdo de DiRh(ii). Este resultado
confirma claramente a capacidade das nanoparticulas de PAMAM carregadas com o
complexo DiRh(ii), contendo ou ndo nanoparticulas de magnetita, de matar células

tumorais.
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Fig. 5.12 - Viabilidade celular (a) 4T1 e (b) MCF7 24 horas ap0s exposicdo a diferentes
concentracdes dos sistemas DiRh(I1) livre, MAPP, MAPPRh e PPDiRh. O simbolo * indica
diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05).
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E bem conhecido da literatura que os sistemas nanoparticulados podem ser
projetados para ter circulacdo sustentada, proporcionando um retencdo aprimorada na
corrente sanguinea [137], capacidade de atingir o tecido tumoral e liberar quimioterapicos
de forma controlada [138]. Em decorréncia dessas vantagens a utilizagdo de sistemas
nanoparticulados no tratamento de enfermidades tem proporcionado uma melhor eficacia
terapéutica utilizando doses menores dos ativos farmacéuticos [139]. O uso de sistemas
nanoparticulas para a entrega de drogas apresentam vantagens sobre a administracdo
convencional. Por exemplo, a quimiorresisténcia da terapia com cisplatina esta relacionada
ao reparo extensivo do DNA modificado com cisplatina no ndcleo da célula, por meio do
reparo por excisdo de nucleotideos (NER) [140]. A entrega de metalofarmacos as
mitocondrias para atacar o genoma mitocondrial sem maquinaria NER pode levar a uma
terapia racionalmente projetada para canceres metastaticos e quimiorresistentes e pode
superar os problemas associados ao tratamento convencional com cisplatina [140]. A falta
de NER nas mitocondrias e a mutag¢ao aprimorada do mtDNA no cancer agressivo dao uma
forte raz8o para direcionar o metalofarmaco dentro da matriz mitocondrial para fornecer
uma opcao terapéutica eficaz. Neste sentido, 0 passo mais importante para atacar o mtDNA
requer que o fArmaco seja direcionado as mitocondrias e, melhor ainda, que permanega no
interior dela. Marrache et all [141] mostrou que a cisplatina quando carregada em
nanoparticulas de poli(acido latico-co-glicdlico) (PLGA) permitiu a entrega de cisplatina
dentro das mitocondrias de células de neuroblastoma, resultando em aproximadamente 17
vezes mais atividade do que a cisplatina livre. Além do mais, Carneiro et. all [142] verificou
que para células 4T1 e MCF7, quando expostas ao citrato de rhodium (I1) livre, por um
periodo de 24 horas, apresentam valores de 1C50 de 440 e 483 uM, respectivamente. Este

Gltimo resultados estd de acordo com o fato de que ndo houve intensidade de mortes
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estatisticamente significativa, para ambas linhagens celulares, quanto expostas ao
complexo DiRh(II) livre no intervalo de concentragdo aqui estudado (0 — 50 uM).

Carneiro et. all [142] também mostrou que, quando carregadas em
magnetolipossomas, 50 uM o citrato de rdédio (11) induziu uma queda de 46% da viabilidade
celular das células 4T1 e de 25% nas células MCF7.

Com os resultados obtidos em relacéo ao efeito citotdxico dos sistemas MAPPRh e
PPDIiRh nas células 4T1 e MCF7, foi calculado o IC50 para ambas as linhagens celulares.
Foi encontrado que a exposi¢do das células 4T1 aos sistemas nanoestruturados MAPPRh e
PPDIRh (24 horas), levaram a valores de IC50 de 2,2 e 31,9 uM, respectivamente.
Adicionalmente, os valores de IC50, encontrados para as células MCF7 foram de 0,7 e 11,4
puM, quando expostos aos sistemas nanoestruturados MAPPRh e PPDIiRNh, respectivamente.
Note que, embora o citrato de rodio (1) empregado no trabalho de Carneiro et. all [142]
seja levemente diferente do acetato de rodio (II) empregados no presente trabalho, a
reducdo da viabilidade celular aqui obtida foi significativamente maior.

Neste contexto, a maior eficiéncia dos sistemas nanoparticulados contendo
DiRh(Il), produzidos neste trabalho, pode estar relacionado a presenca do dendrimero
PAMAM e a sua maior eficiéncia em atingir o nucleo das células 4T1 e MCF7. Contudo,

para confirmar esta hipotese mais estudos se fazem necessarios.

5.2.3 — Via de morte celular

Como foi verificado pelos ensaios de MTT, os tratamentos com 0s sistemas
MAPPRh e PPDiRh foram altamente citotdxicos. Deste modo, verificar se as mortes que
ocorrem nos ensaios bioldgicos, foram por apoptose ou necrose. Os procedimentos

adotados nesta etapa podem ser encontrados na secédo 4.3.4.
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Os ensaios realizados, como mostrado nas Figs 13 (a) e (b), para as células 4T1 e
MCF7, respectivamente, demostrou que os danos causados pelo tratamento com o0s
sistemas MAPPRh e PPDiRh superaram a capacidade de autorreparo das células estudadas,
o que finalmente causou a morte das células. Por meio das imagens obtidas ap6s a marcagédo
AO/PI (Fig. 5.13), foi possivel fazer uma quantificacdo relativa entre as células em
apoptose (laranja) ou em necrose (vermelhas).

A Fig. 5.14 mostra que o tratamento com os sistemas MAPPRh e PPDiRh levam a
uma maior proporcdo de células apoptoticas (barras laranjas) que necréticas (barras
vermelhas) para as células 4T1 e MCF7 (Fig 5.14 (a) e (b), respectivamente).

Foi verificado que as células MCF7 sdo mais resistentes ao tratamento com 0s
sistemas nanoparticulados do que as células 4T1. Verificou na Fig. 5.14, que 23% e 10%
das células MCF7 (5 % e 8% das células 4T1) sdo viaveis apds tratamento com os sistemas
MAPPRh e PPDIRh, respectivamente. Um comportamento semelhante ocorre para o teor
de células necroticas. Neste caso, 18% (MAPPRh) e 8% (PPDiRh) das células MCF7
sofreram morte por necrose, enquanto somente 4% (MAPPRh) e 8% (PPDiRh) das células
4T1 morreram por esta via. Vale ressaltar que, quando tratadas com o sistema MAPPRNh,
91% das células 4T1 e 59% das células MCF7 sofreram apoptose. Por outro lado, quando
tratadas com o sistema PPDIRh, a teor de células que sofre apoptose sdo de 84% e 82%
para as células 4T1 e MCF7, respectivamente. Apresentando assim, maiores propor¢oes

significativas (p < 0,001) de apoptose quando comparadas com células em necrose
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4T1 MCF7

Fig. 5.13 — Marcacéo pelo método AO/PI das celulas (a) 4T1 (b) MCF7 apos 24 horas da
aplicacdo dos diferentes sistemas nanoparticulados: controle (i) e apds exposicdo aos
sistemas MAPPRh (ii) e PPDiRh (ii). A marcacdo em verde representa células viaveis,
amarelo/laranja células em processo apoptotico e células vermelhas representa necrose
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Fig 5.14 — Quantificacdo relativa do nimero de células (a) 4T1 e (b) MCF7 que, ap6s
tratamento com os sistemas MAPPRh e PPDIiRh(1l), séo viaveis (barras verde) e sofreram

morte por apoptose (barras laranjas), necrose (barras vermelhas).
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Capitulo 6

6.1 - Conclusoes

Neste estudo, um novo nanocarreador magnético baseado no complexo de
tetraacetato de DiRaodio(ll) (DiRh(I1)) carregado em nanoparticulas de magnetita
revestidas com dendrimeros PAMAM foi sintetizado com sucesso. A caracterizacdo
estrutural indica a formacao de nanoparticulas de magnetita com tamanho médio de ~ 9 nm
e nenhuma alteracdo nas propriedades estruturais foi determinada apds os revestimentos
PAMAM e PAMAM@DIiRh(II). Mudancas nas caracteristicas vibracionais da amostra
MAPPRh, determinadas a partir dos espectros FTIR e Raman, sugerem fortemente que 0s
ions Rh(Il) interagem com pares de elétrons livres de atomos de nitrogénio na amida-11 e
aminas primarias de porcdes terminadas na superficie do dendrimero PAMAM. Esse
resultado é consistente com os resultados da espectroscopia UV-Vis que revelam um desvio
para o azul da banda relacionada a transi¢do to 7* (Rh — Rh) - ¢* (Rh — Rh) (de 585
nm para 490 nm), sugerindo que a energia do orbital 7* (Rh — Rh) ¢é reduzida devido a
interacdo dos ions Rh(11) com porgdes terminais da superficie do dendrimero PAMAM. As
evidéncias da interacdo dos ions Rh(Il) com grupos terminados em PAMAM é confirmada
pelo surgimento de uma banda em 283 nm associada a transicdo eletronica o
(Rh — L)-0c* (Rh — Rh). Medida de magnetizacdo demonstram que a presenca de
revestimento PAMAM@DIiRh(Il) em nanoparticulas de magnetita levam a mudancas
significativas no comportamento magnético de nanoparticulas de magnetita revestidas com
ATPS ou ATPS@PAMAM. Verifica-se que a presenca de DiRh(Il) é responsavel pelo
forte enfraquecimento da interacdo dipolo-dipolo magnético.

Ensaios in vitro, usando o método MTT, realizados em células de carcinoma

mamario murino (4T1) e adenocarcinoma mamario humano (MCF7), mostraram que 0s
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sistemas noanoestrurados MAPPRh e PPDiRh(Il) apresentam elevada atividade
citotoxidade em ambas as linhagens celulares, sendo O 1C50 observado para o sistema
MAPPRh 15 vezes menor que o observado para o sistema PPDiRh(Il). Em contrapartida,
foi encontrado que o sistema MAPP, assim como o complexo de DiRh(ll) livre, ndo
apresentaram citotoxidade estatisticamente significativa no intervalo de concentracdo
estudado. Os estudos do perfil de internalizagdo dos sistemas MAPP, MAPPRh e PPDIRh
em células 4T1 e MPF7 mostraram que para ambas as linhagens celulares a internalizagdo
dos sistemas MAPPRh e PPDiRh(Il) foi muito superior ao observado para 0 sistema
MAPP. Este resultado pode estar relacionado ao carater de ndo opsonizagdo do PEG,
tornando as nanoparticulas de MAPP mais furtivas que as de MAPPRh e PPDiRh(Il). Por
fim, foi identificado a apoptose como o principal mecanismo de morte celular apds
tratamento com os sistemas MAPPRh e PPDiRh(Il). Este resultado foi mais pronunciado
para a células 4T1 quando comparado com as células MCF7. Foi observado que, quando
tratadas com o sistema MAPPRh, 18% das células MCF7 e 4% das células 4T1 morrem
por necrose. Por outro lado, ndo foi verificado diferencas estatisticamente significativas do
teor de necrose nas células tratadas com o sistema PPDiRh(I1).

Portanto, os resultados aqui apresentados sugerem que sistemas nanoparticulados a
base de dendrimeros PAMAM carregados com complexo de acetato de DiR6dio (11) devem
ser considerados uma plataforma adequada e eficaz para sistemas de liberacéo de drogas

que operam mais especificamente em células tumorais.
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6.2 - Perspectivas de trabalhos futuros

- Produzir sistemas a nanoestruturado MAPPRh e PPDiRh(Il) funcionalizados com

anticorpos monoclonais de modo a aumentar suas especificidade.

- Investigar o perfil de liberagdo do complexo DiRh(Il), em tampdo com pH levemente

acido e em meio de cultura, tendo em vista sua aplicacdo bioldgica.

- Investigar o perfil de incorporacéo dos sistemas nanoestruturado MAPPRh e PPDiRh(I1)
e identificar a colocalizardo subcelular para as organelas lisossomos, reticulo endoplasmatico

mitocondrias e ndcleo.

- Testar a eficécia dos sistemas a nanoestruturado MAPPRh e PPDiRh(Il) em sistemas in

Vivo.
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