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RESUMO

Em funcdo da limitag&o na deteccdo de tumores malignos primarios com
agentes de contrastes (ACs) com quelatos de Gd**, a agéncia “Food Drug
Administration” liberou hd dez anos o uso de nanoparticulas (NPSs)
superparamagnéticas de FesOse y-Fe203, “SPIONs” em pesquisas e testes
clinicos nos Estados Unidos e Europa. Para esse proposito, as “SPIONs”
devem ser recobertas com materiais orgdnicos ou inorganicos,
metabolizadas pelo organismo, ser biocompativeis e apresentarem baixa
citotoxicidade. O presente trabalho teve como objetivo sintetizar pelo
método de co-precipitacdo, caracterizar e testar in vitro “SPIONs” de
Fes0,4 recobertas pelo bio-oligdmero pheomelanina (FesOs@Pheo) para
aplicacBes em nanomedicina. As “SPIONs” constituindo as NPs de
FesOs@Pheo foram caracterizadas por técnicas fisico-quimicas, tais
como, espectroscopia de infravermelho, termogravimetria, espalhamento
de luz dindmico, espectrofotometria por fotoelétrons de raios X,
microscopia eletrbnica de transmissdo, magnetizacdo por amostra
vibrante, analise elementar, espectrometria por absorcdo atbmica, e
difracdo de raios-X de p6. Os resultados comprovaram que apesar de certa
limitacdo quanto a monodispersividade e valor de magnetizacao das
“SPIONs”, o método de co-precipitagcdo conseguiu atender as exigéncias
para aplicagdes biomédicas. Uma vez que, as NPs de Fes0.@Pheo
apresentaram indice de polidispersividade abaixo do limite (PDI < 0,2), e
o tamanho do “core” (10-13 nm) mostrou que as NPs séao
superparamagnéticas e que as mesmas foram estabilizadas via ligagdo
covalente entre o dxido de ferro (Fe-O) com os grupos catecolatos e tidis
da pheomelanina em meio aquoso. Além disso, 0s resultados associados
as medidas de tempo de relaxamento Ti e T, apontaram que as NPs
exibiram potencial como AC negativo T (elevado valor de relaxividade
transversa, ou seja, r, = 218 mMs* em relagdo a r; = 1,6 mM-1s?) para
o diagndstico de cancer de mama usando imagem por ressonancia
magnética (IRM). E, por fim, os testes in vitro das NPs de Fe3Os@Pheo
atenderam as condicGes de baixa citotoxicidade (viabilidade celular até
100 ppm) em células MCF-7. Além disso, as caracteristicas de
biocompatibilidade também foram atingidas e comprovadas pelos
resultados apresentados nos ensaios in vitro de “uptake” nessas células.

Palavras-chave: nanoparticulas superparamagnéticas; FesO.; imagem
por ressonancia magnética.



ABSTRACT

Due to the limitation on the early malign tumour detection with contrast
agents (CAs) with quelates of Gd®*, the regulatory agency “Food Drug
Administration” authorized about ten years ago the utilization of
superparamagnetic iron oxide nanoparticles (“SPIONs”) of Fe3sO4and y-
Fe20s, “SPIONs” for research and clinical studies. For this goal, the
SPIONs must be coated with organic or inorganic materials, metabolized
by the organism, to present biocompatibility and low cytotoxicity. In such
a way, the current work aimed to synthesizing by cooprecipitation
approach, characterizing and testing in vitro “SPIONs” of Fe3O4 coated
by the bio-olygomer pheomelanin addressed to the nanomedicine
applications. The“SPIONs” nanoparticles (NPs) of magnetite coating
pheomelanin (FesOs@Pheo) were thoroughly characterized by physical-
chemistry techniques such as, infrared spectroscopy, thermogravimetric,
dynamic light scattering, X-ray photoelectrons spectroscopy,
transmission electronic microscopy, vibrating sample magnetization,
elemental analysis, absorption atomic spectrometry and powder X-ray
diffraction. Even though that some results showed some limitations
(saturation magnetization, and low monodispersivity) our “SPIONs” of
FesOs@Pheo prepared by cooprecipitation method could reach the
requirements for biomedical applications. So that, the NPs of
Fes0.@Pheo exhibited a polidispersivity index lower than the borderline
(PDI < 0,2), and the core size (10-13 nm) demonstrated that the NPs are
superparamagnetics and those were stabilized via covalente or
electrostatic bonding iron oxide (Fe-O) onto the surface with cathecolate
and thiol groups of the pheomelanin in aqueous medium. Besides, the
results related to the measurements of relaxation time T, e T, pointed out
that the NPs exhibited a potential feature as T, negative CA (high value
of transverse relaxivity, such as, r, = 218 mMs in comparison to the
longitudinal relaxivity, r; = 1,6 mM-s?) due to breast cancer diagnostic
using magnetic resonance imaging (IRM). And, in brief, the tests in vitro
of NPs of Fe;O.@Pheo served to the low-cytotoxicity requirements
(cellular viability up to 100 ppm) in cells MCF-7. In addition, the
demands of biocompatibility were reached once that are proved by the
results given by the assays in vitro de “uptake” in the MCF-7.

Keywords: superparamagnetic  nanoparticles; FesOs;  magnetic
ressonance imaging.
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1 INTRODUCAO

Cancer é 0 nome dado a um conjunto de mais de 100 tipos
diferentes de doencas que tém em comum o crescimento desordenado de
células anormais com potencial invasivo, e recebe a denominacdo de
neoplasia especificamente quando se trata de tumores malignos
(COLEMAN et al., 2008; SILVA, 2014). Em particular, o cancer de
mama € o tipo de cancer que mais acomete as mulheres em todo 0 mundo,
tanto em paises em desenvolvimento quanto em paises desenvolvidos.
Cerca de 1,67 milhGes de casos novos dessa neoplasia foram registrados
no ano de 2012, em todo 0 mundo, o que representa 25% de todos 0s tipos
de cancer diagnosticados nas mulheres (SILVA, 2014). O céancer de
mama constitui a segunda causa de morte por cancer nos paises
desenvolvidos, atrds somente do de pulmé&o, e a maior causa de morte por
cancer nos paises em desenvolvimento (SILVA, 2014). E, no Brasil, as
maiores incidéncias de cancer de mama (nimero de casos / 100.000
habitantes) estdo presentes nas regides Sul e Sudeste (71,0), superando
até mesmo a média nacional (56,1) (SILVA, 2014). Nos ultimos 40 anos,
a sobrevida vem aumentando nos paises desenvolvidos e, atualmente, é
de 85% em cinco anos, enquanto, nos paises em desenvolvimento,
permanece com valores entre 50% e 60% (SILVA, 2014). Em
comparacgao com outros tipos de cancer (estbmago, pancreas, intestino),
0 de mama pode ser considerado um céncer de relativamente bom
prognostico, se diagnosticado e tratado oportunamente. No entanto, o que
se nota, é que as taxas de mortalidade por cancer de mama continuam
elevadas no Brasil, muito provavelmente porque a doenca ainda é
diagnosticada em estagios avancados (SILVA, 2014). Apesar de a
mamografia constituir uma das principais modalidades radiodiagndsticas
recomendadas para investigacdo de cancer de mama (principalmente em
mulheres acima de 50 anos), essa técnica € menos sensivel para mulheres
mais jovens (abaixo de 40 anos) e para aquelas que apresentam
predisposicdo genética com histérico familiar (genes BRCAL e BRCA2)
ao cancer de mama (LORD et al., 2007). Assim, tem sido registrado um
aumento do nimero de casos de cancer de mama em mulheres jovens por
apresentarem falsos negativos (4-34%) em exames mamograficos, uma
vez que caracteristicas radioldgicas (baixa resolucéo de contraste) podem
ndo ser detectadas para cancer de mama no estagio precoce desta doenca
(LEE, C. H.; WEINREB, 2004). Por outro lado, o rastreamento de cancer
de mama vem sendo incentivado nos Estados Unidos e Europa nos
altimos anos com o uso complementar da técnica de imagem por
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ressonancia magnética (IRM) (APTE et al., 2013) especialmente para
mulheres de alto risco por apresentar melhor sensibilidade de detec¢do
guando adicionado com mamografia (> 90%) (LORD et al., 2007). Sendo
assim, a investigacdo de tumores primarios é feita por IRM, e 0 método
empregado é pela pesquisa do linfonodo sentinela (SESTIER et al., 2002)
para deteccdo precoce de cancer de mama e outros érgdos. Utilizam-se
agentes de contrastes (ACs), que sdo complexos de gadolinio (Gd®*),
estabilizados por quelatos a fim de que esses quando injetados
intravenosamente no paciente, possam auxiliar no exame de IRM, para
realgamento do contraste da imagem nos tecidos da mama (CARAVAN,
2006; LEE, N.; HYEON, 2012; PETER CARAVAN, 1999). No entanto,
0 uso de AC a base de gadolinio para a investigacdo de tumores primarios
de mama apresenta certa limitagdo, por ndo ser especifico uma vez que
este permite o realce no contraste (diminui o tempo de relaxamento
longitudinal T;) de forma generalizada para patologias e inflamacdes,
indicando falsos positivos para tumores de mama (CARAVAN, 2006).
Além disso, em 2007, o FDA emitiu um alerta a comunidade meédica
referente aos ACs de IRM a base de gadolinio que eram responsaveis pela
sindrome nefrogénica sisttmica (FSN), causada por um processo
associado a toxicidade desse lantanideo em pacientes que apresentam a
funcdo renal diminuida ou debilitada, devido ao comprometimento em
sua excre¢do (PENFIELD; REILLY, 2007).

Em funcdo da limitacdo na deteccdo de tumores primarios com
ACs com quelatos de Gd**, o FDA liberou ha dez anos o uso de
nanoparticulas superparamagnéticas de oxido de ferro (conhecidas do
inglés “SPIONSs”) recobertas por polimeros para pesquisas e testes
clinicos nos Estados Unidos e Europa como ACs de IRM para
investigacdo de tumores malignos (YOFFE et al., 2013). As NPs
superparamagnéticas de 6xido de ferro podem ser projetadas para serem
“direcionadas” a tecidos biologicos especificos (ZHANG, L. et al., 2007)
ou tumores malignos, a fim de atuar como AC realcadores com preciséo,
principalmente quando ligados a receptores ou agentes bioldgicos
(ZHANG, L. et al., 2007). Ao contrario dos compostos de Gd®*, as
“SPIONs” sdo metabolizadas pelo organismo por meio de proteinas
transportadoras de ferro presentes no plasma sanguineo e armazenado na
forma de ferritina (GROTTO, 2008). Estas “SPIONs” geralmente sdo
constituidas por nucleos de 6xido de Fe (magnetita, Fe3O4, ou maghemita,
yFe203) e podem ser recobertas com polimeros biocompativeis, tornando-
se um ferro fluido ou fluido magnético (REDDY et al., 2012a), (VEISEH
et al., 2010), (XU, H. et al., 2007) constituido de inumeros ligantes.
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Dentre estes ligantes, a literatura destaca como material de recobrimento
de “SPIONs” de magnetita e maghemita: alcool polivinilico (PVA),
dextrana, carboxidextrana (EASO; MOHANAN, 2013a), quitosana e
polietileno glicol (PEG); (RUIZ-HERNANDEZ et al., 2008), (GUPTA;
GUPTA, 2005), (KIM, J. Y.; HARISINGHANI, 2004). Estes apresentam
a menor citotoxicidade, sdo hidrofilicos, permitem maior tempo de
circulacdo sanguinea, boa biocompatibilidade e menor chance de gerar
algum efeito de imunogenicidade, podendo ser testados facilmente in
vitro e in vivo em modelos animais (REDDY et al., 2012a).

Dentro desse contexto, a proposta da tese é justificada pela grande
atencdo dada pela comunidade cientifica em Nanomedicina, na produgéo
de sondas tumorais de IRM com a aplicacdo de nanomateriais para
diagnostico do cancer de mama usando materiais de recobrimento que
satisfacam as condic¢des apresentadas anteriormente (TEJA; KOH, 2009).

E importante considerar que o grupo de pesquisa do laboratdrio do
professor Szpoganicz vem trabalhando ha mais de dez anos com
compostos de melanina e acido huimico, onde registram estudos a respeito
da interacdo entre metais divalentes (Zn(ll) e Cu(ll) e trivalentes (Fe(lll))
com os hio-oligbmeros contendo os seguintes grupos: catecol, &cido
carboxilico, quinona-imina (COSTA et al., 2012; SZPOGANICZ et al.,
2002; THIAGO G. COSTAA, 2015). As melaninas responsaveis pela
coloracdo escura de pele e cabelos sdo chamadas de eumelaninas, e
aquelas responsaveis pelas coloracbes mais claras sdo chamadas de
pheomelaninas, onde também sdo encontrados grupamentos contendo
enxofre como tidis e tiofendis (TONG YE, 2008). Uma vez que estudos
anteriores (THIAGO G. COSTAA, 2015) mostraram que é possivel
realizar modificacdes quimicas que permitam as melaninas diversas
funcdes e caracteristicas Unicas como quelacéo seletiva de ions metalicos,
atividades antioxidantes distintas, diferentes solubilidades em agua, a
pheomelanina se apresentou como potencial material estabilizante
atendendo as caracteristicas hidrofilicas e de biocompatibilidade para
aplicacBes biomédicas.

Sendo assim, estabeleceu-se como desafio (Figura 1) e como
proposta inédita a sintese de nanoparticulas superparamagnéticas de
Fe3O4 utilizando como material de recobrimento o bio-oligbmero
pheomelanina. De modo que 0 método de preparacgdo das nanoparticulas
magnéticas (NPMs) rotuladas FezO4@Pheo a ser escolhido foi o de co-
precipitacdo por apresentar-se como uma metodologia envolvendo sintese
em meio aquoso utilizando procedimentos ambientalmente favoraveis
uma vez que dispensou o uso de solventes organicos. A outra razdo é por
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dispensar etapas mais demoradas ou complexas de sintese, possibilitar um
elevado rendimento e apresentar relativo controle de tamanho das NPs.
De modo que para os propdsitos biomédicos e farmacéuticos, plataformas
magnéticas devem atender a certas exigéncias: tamanho muito reduzido
(abaixo de 20 nm, (TEJA; KOH, 2009), valor elevado de magnetizagdo
de saturacdo (Ms), coercividade nula, serem hidrossollveis. Dessa forma,
essas nanoparticulas puderam ser projetadas para atuar como um agente
de contraste (AC) negativo (reducdo do tempo de relaxacdo transversal
T,) para células de cancer de mama humano (MCF7).
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Figura 1 - Esquema ilustrativo da proposta da tese envolvendo (A) a
preparacdo de NPMs de FesO4 recobertas por pheomelanina e (B) o
efeito da reducdo de tempo de relaxacdo transversal T, utilizado como
AC negativo de IRM para diagnostico de cancer de mama.
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2 ESTADO DA ARTE
2.1 NANOMATERIAIS

Basicamente consideramos um material toda substancia que
apresenta propriedades Gticas, magnéticas, mecanicas, cataliticas,
elétricas etc. e que a ele estd conferida uma funcdo em particular.
Tomando como um exemplo, o ferro (Fe), pertencente ao grupo 8B da
tabela periddica, constitui um metal de transicdo bivalente (Fe(ll) e
trivalente (Fe(l11)) (SHRIVER, 1999). Esse metal pode formar complexos
quelatos e é facilmente identificado por formar solucgGes coloridas, além
de exibir propriedades acentuadas de magnetismo. Em consequéncia de
seu comportamento quimico, o ferro dificilmente é encontrado na forma
livre na natureza, e € apresentado geralmente na forma de pirita FeS,
hematita Fe,O3 e magnetita Fe;O, (VOGEL, 1981). Além disso, a
importancia bioldgica do ferro estd associada ao transporte de oxigénio
para as ceélulas, estando presente nas heméacias (responsaveis pela
coloragdo vermelha do sangue) formadas pelas moléculas de
hemoglobina que contém este elemento (LEHNINGER, 1995).

Na busca de um material novo a ser fabricado, Zarbin (ZARBIN,
2007) destaca que a Quimica de Materiais se encarrega primeiramente de
compreender qual é a propriedade que o material deve possuir (no caso
particular do ferro, o ferromagnetismo), para que seja usado em
determinada aplicacéo especial (dispositivos magnéticos). E a partir desta
escolha inicial, infere-se a respeito da composi¢do quimica e da
propriedade que o material devera possuir para tal fim. Assim, procedem-
se as investigacdes a respeito da rota de preparacdo (sintese) capaz de
produzir com a maxima eficiéncia aquele material que atendera as
caracteristicas estruturais e composi¢ao quimica desejadas.

A Nanoquimica foi criada por volta do inicio da década de 1990,
como a area que define a utilizacdo de todo o conhecimento (tedrico e
pratico) em Quimica para preparar, caracterizar e estudar as propriedades
e aplicagdes de nanomateriais em diferentes tamanhos, formas,
composicoes, estruturas, cargas e funcionalidades, com rigoroso controle
de cada um destes pardmetros. Uma vez que todas as propriedades dos
nanomateriais exibidas (Gticas, elétricas, magnéticas, de transporte,
cataliticas etc.), da forma pela qual as conhecemos, manifestam-se a partir
de um determinado tamanho, chamado de critico, pode-se afirmar que a
Nanoquimica acabou rompendo o paradigma apresentado pela Quimica


http://www.infoescola.com/elementos-quimicos/oxigenio/
http://www.infoescola.com/sangue/hemacias/
http://www.infoescola.com/sangue/hemoglobina/

33

de Materiais. Isso significa dizer que nanomateriais sdo materiais cujas
dimens6es na faixa de 1 a 100 nm exibem propriedades quimicas e fisicas
diferentes dos mesmos materiais em dimensdes “bulk” ou massivos,
volumosos. Por exemplo, o tamanho critico para propriedades éticas de
um determinado nanomaterial pode ser 20 nm, enquanto que para as
propriedades magnéticas pode ser 80 nm. Além disso, quando abaixo do
tamanho critico, as propriedades do material dependem também da forma
das particulas, ou seja, nanoparticulas esféricas com diametro de 5 nm
tém propriedades diferentes daquelas encontradas para 0 mesmo material,
porém, na forma de bastdo com 5 nm de comprimento. Muito antes de
surgirem os primeiros trabalhos associados a produgéo de nanomateriais,
cerca de quase 50 anos atras, foi o Fisico Norte-Americano Richard
Feymann quem previu que a nanotecnologia futuramente iria despontar
como uma das descobertas cientificas mais revolucionarias na sociedade
envolvendo a preparacdo de materiais em escala atbmica e molecular que
levaria mais tarde & construcdo de novos dispositivos tecnoldgicos
(FEYMANN, 1960), tais como sistemas OLEDs, nanosensores,
cosméticos e pecas no setor automobilistico mais leves, e resistentes ao
calor ou ao tempo de uso etc.

Particularmente, ha duas décadas muitos pesquisadores na area de
Nanoguimica vém desenvolvendo estudos com a preparacdo de
nanoparticulas magnéticas (principalmente magnetita) e um estudo
classico presente na literatura é o da bactéria magnetotatica, que se alinha
ao campo magnético da Terra por meio de grdos de magnetita que sédo
produzidos no seu interior por um processo fisico denominado de
biomineralizacdo (EFFENBERGER, 2012). Além disso, as
nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro (11 e I11) nos Gltimos dez anos
tém sido extensivamente estudadas para aplicaces biomédicas, tais como
magneto hipertermia, “drug-delivery”, biosensores, separagdo de
proteinas e principalmente como agentes de contrastes (ACs) para IRM.
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2.2 PROPRIEDADES MAGNETICAS DOS MATERIAIS “BULK” E
DAS NANOPARTICULAS DE OXIDO DE FERRO

O que pode justificar o crescente estudo e desenvolvimento de
pesquisas associadas as nanoparticulas de 6xido de ferro (FesO4 ou y-
Fe,03) para diversas aplicagdes tecnoldgicas por pesquisadores é 0 seu
carater associado ao tamanho critico das particulas exibindo a
propriedade de superparamagnetismo. Esse efeito constitui uma condigdo
diferenciada das nanoparticulas em relacdo aos materiais magnéticos
“bulk” (K.THANH, 2012; LEE, N.; HYEON, 2012; SERGE YOFFE,
2013) e permite que sejam aplicados em diversos setores da sociedade
contemporanera.

Porém, para compreender o superparamagnetismo, é necessario
antes ter clareza a respeito das principais diferengas encontradas nas
propriedades magnéticas entre os materiais tipo “bulk” e as
nanoparticulas metélicas ou Oxidos metalicos que podem apresentar
tamanhos de dezenas de nandmetros (10-° m).

Primeiramente, materiais ferromagnéticos na dimenséo de “bulk”,
tais como, ferro, niquel, cobalto e alguns terras raras (gadolinio,
disprosio) exibem uma magnetizacdo espontanea (AMSTAD et al.),
devido ao forte ordenamento dos spins dos elétrons desemparelhados do
momento dipolar atbmico que se alinham paralelamente entre eles,
constituindo um vetor de magnetizacdo efetivo (VME ou Mo). Mesmo
apos a retirada desse campo magnético aplicado (H) na presenca do
material, nota-se que o alinhamento desses momentos dipolos magnéticos
se mantém em uma regido chamada de dominio magnético (CULLITY,
2002) e a teoria de Weiss de ferromagnetismo apontou a existéncia de
multidominios, como é mostrado na Figura 2, sendo que cada um dos
dominios magnéticos pode apresentar diferentes orientagcGes dos seus
VMEs. Nota-se também que dentro do dominio, 0 campo magnético é
intenso e, em uma amostra “bulk”, 0 material serd geralmente
desmagnetizado porque os muitos dominios irdo se cancelar entre si,
devido a condicdo de buscar a energia livre minima de equilibrio do
sistema (KITTEL, 1978).
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Figura 2 - Presenca de dominios magnéticos em imas de elevado
campo magnético construidos de neodimio-ferro-boro (Nd-Fe-B).
(Adptacédo da referéncia (K. THANH, 2012)).

De acordo com a literatura (MORRISH, 1965), a energia livre
total de um material ferromagnético devido ao alinhamento e
ordenamento dos spins dos elétrons dos atomos de ferro, por exemplo, é
composta por um conjunto de varios termos de energia livre F, sendo dada
pela Equacéo (1):

Fr=Fy +Fot+ Fx+ Fot Fe+ Fo )

Onde F+ ¢é a energia livre total dos espécimes ferromagnéticos
em um campo magnético aplicado H, e o primeiro termo, Fu, corresponde
a energia de magnetizacdo das mesmas no campo H. O segundo termo,
Fo, é autoenergia da magnetizacdo do proprio campo ou energia
magnetoestatica, devido a interacdo do campo magnético criado pela
magnetizacdo em alguma parte da amostra nas outras partes da mesma
amostra, e a reducao dessa energia implica principalmente na criacao de
dominios magnéticos. O terceiro termo, Fk, corresponde a energia de
anisotropia cristalina e esta associado a uma condi¢do experimental onde
¢ observada que a magnetizagdo espontanea (M) dos materiais
ferromagnéticos tende a permanecer ao longo de certos eixos
cristalograficos, denominados de eixos faceis preferencialmente
ocorrendo em cristais de simetria cubica (KITTEL, 1978). O quarto
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termo, F, indica a energia magnetoestritiva ou de anisotropia
magnetoelastica e corresponde a uma satil mudanca nas dimens6es ou na
forma do cristal quando magnetizado, e esse fendmeno foi observado por
Joule em 1842, O sexto termo, Fe, é dado pela energia livre de troca e
representa 0 modo como o acoplamento dos spins dos elétrons entre pares
de 4tomos em uma rede cristalina ocorre (MORRISH, 1965), sendo que
matematicamente é possivel expressar uma Hamiltoniana de energia que
descreve como se da essa interacdo entre seus pares de atomos vizinhos
de acordo com a Equacéo (2).

H=-2%1J;.Si.5j 2)

Onde J;; corresponde & constante de troca de Heisemberg para os
dois elétrons de cada dtomo, Si e Sj correspondem respectivamente a
soma total dos spins dos atomos localizados na posi¢do i e j da rede
cristalina de um material magnético.

Por fim, o Gltimo termo da equagdo (1), Fo, representa qualquer
contribuicdo associada a energia livre total, por exemplo, a presenca de
defeitos ou ndo-homogenidade do material cristalino.

Desse modo materiais ferromagnéticos “bulk”, tais como ferro,
cobalto e niquel tendem a minimizar sua energia interna por desdobrar
espontaneamente 0s seus dominios magnéticos em duas ou mais regides
de contorno entre dois (Figura 3b) ou mais arranjos (Figura 3c) para seus
momentos de dipolos magnéticos, denominados paredes de dominios. Por
outro lado, pode ser mostrada que a energia livre total Fr para os dois
dominios é geralmente menor que para um simples dominio (Figura 3a),
devido a presenca da energia livre associada a energia magnetostatica Fp.
(MORRISH, 1965)
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Figura 3 - Algumas configuragdes hipotéticas de dominios
magnéticos de material “bulk” ferromagnético e na condigdo de
monodominio (A) em constituindo as paredes de dominios (B) e (C)
(imagem adaptada da referéncia (MORRISH, 1965)).

Entdo, o comportamento magnético dos materiais é dado pelo vetor
de magnetizacdo efetiva (VME ou Mo), que representa o somatorio dos
momentos de dipolos magnéticos dentro dos dominios magnéticos dos
seus atomos individuais ou de seus vizinhos, conforme é descrito na
Figura 4.
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Figura 4 - Diferentes comportamentos dos momentos de dipolos
magnéticos representando os cinco tipos de propriedades magnéticas
dos materiais (adaptado de (CUNHA, 2014)).

Dessa forma, experimentalmente é possivel determinar os cinco
tipos principais de propriedades magnéticas dos materiais “bulk” ao
exibir magnetizacdo espontanea (M) zero (diamagnetismo indicado na
Fig.5), transitéria (paramagnetismo indicado na Fig.6) ou permanente
(ferromagnetismo, ferrimagnetismo e antiferromagnetismo indicados na
Fig.7) em funcdo de um campo magnético aplicado H, dado pelo
comportamento das curvas de magnetizagdo indicada pela histerese
magnética. Além disso, a magnetizacdo pode ser entendida como
momento magnético dividido pela unidade de volume do material, ou
associada a uma caracteristica intrinseca de todo material, sua
susceptibilidade magnética x ((MORRISH, 1965), é dada pela equag&o 3.

x= M/H 3

Materiais diamagnéticos sdo aqueles que ndo possuem dipolos
magnéticos permanentes, ou seja, cujos atomos tém camadas eletronicas
completas. E assim, a magnitude do momento magnético induzido pelo
campo externo é extremamente pequena e sua direcdo é oposta a dire¢do
do campo aplicado H e apresentam susceptibilidade magnética y na faixa
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de -10%a -10°, a qual nédo varia com a temperatura e seu comportamento
esta descrito na Fig.5. Sdo diamagnéticos os gases inertes, muitos metais,
elementos ndo metalicos (B, Si, P e S), muitos ions e seus sais, moléculas
diatbmicas (Hz e N), compostos organicos e agua (LORRAIN;
KOUTCHMY, 1998).

‘*_H

Alnham-ge ne sentide
0posSic ac campe
susceptibiidade
magnética pequena @
negativa

Figura 5 - Grafico da susceptibilidade 7y para os materiais
diamagnéticos em que a magnetizacdo M apresenta comportamento
inverso e negativo a dire¢do do campo magnético aplicado
H.(CUNHA, 2014)

Nos materiais paramagnéticos, os atomos individuais possuem
momentos magnéticos, mas suas orientagdes ao acaso resultam em
magnetizacdo nula para um grupo de atomos. Por isso, 0os materiais
paramagnéticos tém susceptibilidade magnética positiva, com ordem de
grandeza entre +10° e +10° (SI), e exibem magnetizacdo transitoria de
acordo com a Figura 6. A tendéncia ao alinhamento encontra oposicao na
agitacdo térmica, assim, a susceptibilidade paramagnética y €
inversamente proporcional a temperatura (T) (CUNHA, 2014). O
paramagnetismo pode ser observado em numerosos materiais, tais como:
alguns metais (por exemplo, Cr e Mn), alguns gases diatdmicos (por
exemplo, Oz e NO), ions de metais de transicéo, terras raras e seus sais e
oxidos de terras raras (CUNHA, 2014).
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Figura 6 - Grafico da susceptibilidade y para os materiais
paramagnéticos em que a magnetizagdo M apresenta comportamento
transitério e a magnetizacdo efetiva (Mo) é zero quando se retira o
campo magnético H. (CUNHA, 2014)

J4 o0s materiais ferromagnéticos possuem uma caracteristica
marcante que é conhecida como magnetizagdo espontanea M, ou seja, eles
apresentam uma magnetizacdo ndo nula, mesmo na auséncia de campo
externo aplicado H, (RIFFLE et al., 2002), (SINNECKER et al., 2000).
Nos materiais ferromagnéticos, os spins estao todos alinhados numa dada
direcdo, mesmo na auséncia de um campo externo H, e podem apresentar
valores de y tdo elevados como 10° (cerca de 1 bilhdo de vezes superior
aos paramagnéticos). Além disso, a magnetizagcdo espontdnea M em
materiais ferromagnéticos acaba atingindo um maximo para T = O K, e
cai a zero para uma temperatura Tc, denominada de temperatura de Curie,
acima da qual estes materiais tornam-se paramagnéticos (BHANDARY
CULLITY, 1962). Os principais exemplos de materiais ferromagnéticos
sdo: ferro a (CCC), cobalto, niquel e gadolineo. Algumas ligas e
compostos de manganés, tais como MnBi e Cu:MnAl, também
apresentam ferromagnetismo,(SINNECKER et al., 2000).

O antiferromagnetismo, como o ferromagnetismo, é originado pela
interacdo entre os spins (denominada interacdo de troca), mas esta tende
a alinhar os momentos magnéticos (spins) em direcBes opostas, assim 0s
momentos vizinhos se cancelam mutuamente (Figura 7). O
comportamento da magnetizagdo em funcdo do campo é semelhante a de
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um paramagneto, mas as origens deste comportamento para um
antiferromagneto sdo totalmente diferentes, pois este é um estado
ordenado de longo alcance, enquanto o paramagnetismo é um estado
desordenado (KITTEL, 1978). Varios compostos de metais de transi¢do
apresentam comportamento antiferromagnético: MnO, CoO, NiO, Cr,0s,
MnS, MnSe e CuCl; (MORRISH, 1965). A susceptibilidade dos materiais
antiferromagnéticos ¢ da mesma ordem de grandeza dos materiais
paramagnéticos e diminui com o aumento de temperatura (RIFFLE etal.,
2002).

Assim como 0s materiais antiferromagnéticos, os ferrimagnéticos
também apresentam forgas entre os atomos adjacentes que forcam os
momentos de dipolos magnéticos atdmicos a se alinharem de modo
antiparalelo, porém, os momentos ndo sao iguais (Figura 7). Este tipo de
material apresenta uma forte resposta a campos magnéticos externos,
como é o caso dos oxidos de ferro, tais como a magnetita e as ferritas de
cobalto e niquel (MORRISH, 1965). Os materiais ferrimagnéticos
também apresentam temperatura critica, denominada temperatura de
Curie (Tc), ou seja, com 0 aumento da temperatura o material passa para
0 estado paramagnético. E em particular, a magnetita (FesOs) na forma
“bulk” ¢ ferrimagnética entre a temperatura de Curie, @C = 850 K (585°C)
(FLAVIA DOS SANTOS COELHO, 2005). A susceptibilidade dos
materiais ferrimagnéticos é da mesma ordem de grandeza dos materiais
ferromagnéticos e diminui com o aumento de temperatura.
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Figura 7 - Grafico da susceptibilidade y para os materiaiS
ferromagnéticos (ferro, cobalto, niquel etc.) (a), ferrimagnéticos
(6xido de ferro) (b) e antiferromagnético (c) em que a magnetizacao
M apresenta comportamento elevado e positivo a dire¢cdo do campo
magnético aplicado H. (CUNHA, 2014)

As ferritas podem ser representadas pela férmula geral MFe;0s4,
onde M é um elemento metéalico divalente (Fe?*, Co%*, Mn?* etc). A
estrutura cristalina das ferritas € do tipo espinélio, inicialmente descrita
no caso do mineral MgAl,04,(K.THANH, 2012) no qual os ions aluminio
(AP*) ocupam os sitios octaédricos e os ions magnésio (Mg?*) os sitios
tetraédricos de uma estrutura de simetria cubica do tipo face centrada
(fcc), conforme ilustrada na Figura 8.
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Figura 8 - Estrutura cristalina da célula unitaria (cfc) do spinélio, onde
A: ocupacdo sitio tetraédrico Mg?* e B: ocupacao sitio octaédrico Al3*
(FERREIRA, 2009).

Dependendo do tipo de ifons (Fe?*, Co%, Mg?*, Mn?* etc.),
conforme dito anteriormente, o espinélio pode ser classificado como
direto, inverso ou misto. No caso especial, em um espinélio inverso, os
fons metalicos divalentes M?* ocupam uma parte dos intersticios
octaédricos (B), os ions Fe* a outra parte e também os intersticios
tetraédricos (A). No estado ferrimagnético da magnetita, 0s momentos
magnéticos dos atomos de ferro nos sitios tetraédrico e octaédrico sdo
alinhados antiparalelamente. No entanto, no sitio octaédrico ha duas
vezes mais atomos de ferro que no sitio tetraédrico, o que induz o
aparecimento de um momento magnético efetivo (FLAVIA DOS
SANTOS COELHO, 2005). Logo, na estrutura cibica da magnetita,
conforme mostra a Figura 9, o cation Fe?* ocupa intersticios octaédricos
e 0 cation Fe*® ocupa os intersticios tetraédricos e octaédricos, sendo que
0 anion O% é magneticamente neutro.
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Figura 9 - Em destaque os cétions Fe** ocupando os sitios tetraédricos
(vermelho) adjacente aos cations Fe** ocupando os sitios octaédricos
(amarelo) compartilhando um atomo de oxigénio para a estrutura da
magnetita de acordo com a referéncia (FRIAK; SCHINDLMAYR;
SCHEFFLER, 2007).

Entdo, cada um dos sitios da magnetita (FesO4) pode formar uma
sub-rede magnética dada pelos seus spins. Por outro lado, na maghemita,
os ions ferro sdo distribuidos nos sitios octaédricos (Oh) e tetraédricos
(Td) da estrutura espinélio, mas a maghemita (y-Fe;Os) difere da
magnetita pela presenca de vacancias catidnicas dentro do sitio octaédrico
(LAURENT, S. et al., 2008). Entéo, a descricdo da estrutura cristalina da
ferrita de Fe?* tipo magnetita, FesO4, € a formula cristalografica que
melhor representa as nanoparticulas em estudo, e apresenta estrutura
clbica do spinélio inverso (FRIAK et al., 2007), (FERREIRA, 2009) e
seu grupo espacial FA3m com um parametro de rede de 8,394 A° é
mostrada na Figura 10.
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Figura 10 - A estrutura cristalina da célula unitaria ctbica de face
centrada (cfc) do espinélio da magnetita (Adaptada de (FRIAK et al.,
2007)). Em vermelho, estdo os ions de Fe** e Fe?* ocupando os sitios
tetraédricos e em amarelo, os ions de Fe® ocupando os sitios
octaédricos.

Além disso, é facil notar que os fons Fe3* nas posicoes octaédricas
e tetraédricas, e em temperatura ambiente apresentam ordenamento de
seus spins alinhados antiparalelamente e permitem o acoplamento
antiferromagnético pela constante interacdo de troca (J) conforme
apresentado anteriormente na Figura 4 anulando o0s seus spins entre seus
atomos vizinhos, e deixando dois spins desemparelhados apontando no
sentido contrario dos atomos de Fe?* no sitio octaédrico na sub-rede
magnética conforme mostra a Fig.11.

Figura 11 - llustracdo esquematica apontando o comportamento dos
momentos magnéticos de Fe;04 (Adaptado de (CUNHA, 2014)).
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Isso resulta em um momento dipolo magnético de 4,0 pg (Us =
magnétons de Bohr) (MORRISH, 1965). No entanto, nota-se que 0s sitios
restantes dos fons FeZ* residem nos intersticios octaédricos, sendo estes
fons responsaveis pela magnetizacdo espontanea (M), ou, ainda, pelo
comportamento magnético do material, exibindo o ferrimagnetismo,
conforme pode ser visto na Figura 11, uma vez que deixa vacancias nos
intersticios tetraédricos, permitindo que haja interacdes dos spins
magnéticos em direcdes paralelas, resultando em magnetizacéo total ndo
nula.

No entanto, atualmente o maior interesse envolvendo
nanoparticulas de Fes04 (magnetita) reside no fato de que elas apresentam
um efeito denominado superparamagnetismo, que sera discutido agora.
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2.3 EFEITO DO SUPERPARAMAGNETISMO

Conforme visto anteriormente, materiais ferromagnéticos e
ferrimagneticos possuem uma caracteristica marcante que é conhecida
como magnetizacdo espontanea, exibindo estados ordenados com
multidominios magnéticos. A existéncia de multiplos dominios contribui
para reduzir a energia livre do sistema, correspondendo a energia
magnetostatica, Fp (MORRISH, 1965). Por outro lado, considerando que
materiais ferromagnéticos sejam reduzidos em tamanho das particulas
com dimensdes menores que um dominio magnético (cerca de 0,05 mm),
estas deixam de apresentar o comportamento ferromagnético e passam a
exibir o efeito de superparamagnetismo (LUIZ C. A. OLIVEIRA, 2013).
Este efeito foi destacado por Chubukov (CHUBUKOV; FRENKEL,
1995), segundo o qual uma particula de material ferromagnético, abaixo
de um tamanho de particula critico (abaixo de 15 nm) apresentaria um
monodominio magnético ou “single-domain”, ou seja, uma particula com
um estado de magnetizacdo uniforme em qualquer campo. Isso significa
afirmar que nessa condicdo, a quantidade de energia para produzir a
parede de dominio se torna maior do que a reducdo da energia
magnetostatica, desfavorecendo a formacdo de multidominios. Logo,
nanoparticulas de magnetita com um diametro inferior ao critico,
apresentam apenas um dominio magnético (monodominio). Assim, todos
0s momentos dipolos magnéticos de cada atomo presente no dominio,
acabam se somando (U=Hat.N, onde 4 é 0 momento magnético e N é o
nimero de 4tomos magnéticos), constituindo um momento de dipolo
magnético muito maior que 0s momentos magnéticos atdmicos
individuais, dando origem ao termo superparamagneto(EFFENBERGER,
2012) onde a Figura 12 aponta esse efeito observado.
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Figura 12 - Diferentes comportamentos magnéticos apresentados por

materiais “bulk” ferromagnéticos e nanoparticulas
superparamagnéticas (LEE, N.; HYEON, 2012).

A direcdo dos momentos dipolares magnéticos |1 é determinada por
uma energia anisotropia uniaxial, E(0), a qual significa que os estados de
orientagdo de seus spins dados pelo seu vetor de magnetizacdo efetivo
(Mo) em uma nanoparticula sdo separados através de uma barreira de
energia. Isso indica que esta energia tende a manter a magnetizagdo em
uma dire¢do cristalografica particular, chamada direcao facil ou eixo facil
(KITTEL, 1978). Mais precisamente falando, a dire¢do facil dita onde a
magnetizacdo M ird apontar de forma espontanea na auséncia do campo
magnético aplicado H e esta associada com uma constante de anisotropia
magnetocristalina que depende de estrutura do cristal, dada por K
conforme a Equacdo (4).

E(6) = V(Ko + Kisen?0 +Kzsen‘0 + ...) (4)

Al temos que 6 ¢ o angulo formado entre a magnetizagio M € 0
eixo facil de anisotropia e V é o volume das nanoparticulas. E,
considerando o caso para as hanoparticulas magnéticas de magnetita com
anisotropia uniaxial, a energia E(0) fica simplificada na seguinte
expressdo, de acordo com a Equacdo (5).

Es =KV (®)
De modo que é possivel estabelecer trés perfis no estado de

orientagdo dos spins de uma particula quando sujeita a acdo de um campo
magnético aplicado H conforme pode ser visto na Figura 13.
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Figura 13 - Mudanca da magnetizacdo M em uma particula através da
barreira de energia de anisotropia sob a acdo de um campo magnético
aplicado H (a) apontando para baixo, (b) nenhum campo e (c)
apontando para cima. (K.THANH, 2012).

Entdo, apds a aplicagdo de um campo H para baixo ou para cima
(Figura 13a e Figura 13c) se o estado de orientagdo aponta na dire¢do do
campo, torna-se energeticamente favordvel e o sistema ird
consequentemente mudar sua configuracdo para “spin-down” ou “spin-
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up”, respectivamente. Por outro lado, apds a remocao do campo (H=0), o
sistema ird retornar ao equilibrio fazendo com que a particula possa
apresentar duas possiveis configurac@es (Figura 13b) (K. THANH, 2012).
E se a particula apresentar um tamanho reduzido a ponto de demonstrar
dimensdo de uma nanoparticula de magnetita (FesOs) com um
monodominio, entdo em H = 0, o tamanho critico da nanoparticula sera
tal que a energia térmica (ksT) ira superar a energia de barreira anisotropia
Eg causando na magnetizagdo M, uma flutuacdo de um estado de
orientacdo para outro, conforme a equacéo (6) indica. Uma vez que cada
particula possui um tempo de relaxamento caracteristico que é
essencialmente o tempo médio para reverter 0 momento magnético de um
minimo de energia para outro, conforme Figura 13b, denominado de
tempo de relaxamento t de Néel-Arrhenius (EFFENBERGER, 2012)

T=T10EXP (Es/ ksT) (6)

Ai temos que 7 é o tempo de relaxamento de Néel-Brown, Eg € a
barreira de energia de anisotropia (= KV) que separa diferentes
configuragdes angulares de momento magnético da particula e kg é a
constante Boltzmann, logo ksT é a energia térmica disponivel para vencer
a barreira. Mais ainda, 7o € um fator pré-exponencial e é dependente de
varios parametros tais como, temperatura, magnetizacdo de saturacdo
(Ms) ou campo aplicado, e a faixa de valores dessa constante esta entre
10° e 103 s. De acordo com a Equacdo (6), nota-se que ao diminuir a
temperatura T, o tempo de relaxamento  aumenta, e o sistema aparenta
estar estatico, pois, o tempo de relaxamento médio  do sistema é maior
gue o tempo caracteristico da medida o, ¢ o sistema € dito “bloqueado”,
pois, cada particula tera seu momento dipolo magnético total, i sem
energia térmica suficiente para vencer a barreira de energia Eg e reverter
o0 sentido dos spins. E a temperatura passa a ser um parametro importante
que estabelece o comportamento desse regime, e denomina-se
temperatura de bloqueio, pela qual as particulas ainda possuem energia
suficiente para modificar a direcdo do seu momento magnético.
Denomina-se de regime superparamagnético aquela condicdo em que se
estabelece o0 relaxamento magnético proposto por Néel-Brown
(K.THANH, 2012) e esse termo foi empregado pela primeira vez por
Bean e Livingston (EFFENBERGER, 2012) para particulas muito
pequenas. E o efeito de superparamagnetismo foi originado da observacdo
de que a flutuag&o térmica da magnetizacdo M ir4 levar o comportamento
das nanoparticulas magnéticas a uma situacdo muito semelhante & dos
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paramagnetos. Porém, a exce¢do aqui, é que as nanoparticulas possuirdo
um vetor de magnetizacdo efetivo (Mo) com varias ordens de grandeza
superior dos materiais paramagnéticos.

Por outro lado, € possivel estabelecer o perfil de
superparamagnetismo das nanoparticulas de magnetita (FesOa)
experimentalmente pela curva de magnetizacdo (M) versus campo
magnético aplicado (H), isso sera discutido com mais detalhes na secdo
sobre caracterizacao fisico-quimica.

24 METODOS DE PREPARAQAQ DE NANOPARTICULAS
SUPERPARAMAGNETICAS DE OXIDO DE FERRO (Fe30, OU
Y-Fe203)

Nas duas Ultimas décadas, a sintese de nanoparticulas
superparamagnéticas de d6xido de ferro, conhecidas normalmente em
inglés como “SPIONs”, tem despertado elevado interesse por
pesquisadores no mundo todo ndo sé para estudos cientificos, mas
também para uso industrial, especialmente nas &reas de medicina,
associadas as seguintes aplicacdes biomédicas: a nanocatalise(LARA et
al., 2015), a separacéo de proteinas e células (SHEN et al., 2013), sistemas
de “drug-delivery” (ZHOU et al., 2014), e principalmente na area de
desenvolvimento de agentes de contrastes particulados em imagem por
ressonancia magnética (APTE et al., 2013),(LEE, N.; HYEON, 2012;
ZOTTIS etal., 2015). Particularmente para area de IRM, é importante dar
muita atencdo ao fato de que as NPMs devem possuir geralmente certa
monodispersividade, elevada cristalinidade e valor de magnetizacdo de
saturacdo (Ms) o suficiente que apresente um sinal de RM, ndo apresentar
citotoxicidade e serem biocompativeis (BATEER et al., 2014),
(KHARISOV et al., 2014), (SUN, S. N. et al., 2014). Além disso, de
preferéncia espera-se que essas NPs tenham aproximadamente um
tamanho total (considerando o didmetro do “core” e do recobrimento)
abaixo de 100 nm, um controle de tamanho uniforme (diferenca maxima
de 5-10%) e sejam estabilizadas em ambiente aquoso ou em condigdes
fisioldgicas (LAURENT, S. et al., 2008) a fim de que possam atender as
condigBes exigidas para as aplicacdes indicadas anteriormente.

Existem inimeros métodos para a obtengao dessas NPMs de éxido
de ferro descritas na literatura, destacando-se principalmente as revisoes
apresentadas por Gao e colaboradores (QIAO; YANG; GAO, 2009) e
Frank Gu (SERGE YOFFE, 2013), as quais apontam basicamente que 0s
dois principais métodos sdo divididos em fisicos, tais como moagem
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mecanica ou conhecidos como “top-down”, e 0s quimicos, como “botton-
up”. Estes ultimos envolvem tecnologias de preparacdo de NPs
superparamagnéticas e sdo divididos em duas categorias de rotas
sintéticas por via imida: a) hidroliticas e b) ndo-hidroliticas, sendo que as
hidroliticas, como o nome sugere, estabelecem métodos associados a
hidrélise de ions ferrosos e férricos, tais como, co-precipitacdo
(MASSART, 1981), (MASSART et al., 1995), método de microemulsédo
(SERGE YOFFE, 2013), sintese sol-gel (AMSTAD et al., 2009),
processos hidrotérmicos/solvotérmicos (MA, M. et al., 2012),(SUN, S. et
al., 2003) e sonoquimica (HEE KIM et al., 2005). Por outro lado, para
rotas de sintese ndo hidroliticas, o processo é associado a pirélise de
compostos organicos de ferro, destacando a decomposicdo térmica
(ZHANG, B. et al., 2013); (GU, L. et al., 2012) e o método poliol
(etilenoglicol, como solvene organico) (LAURENT, S. et al., 2008).

Apesar de existirem varios métodos de preparagdo de NPMs de
oxido de ferro, serdo abordados somente os métodos que permitem com
que as particulas magnéticas sintetizadas, possam ser dispersas em meios
liquidos e de acordo com a literatura (K.THANH, 2012), (LU, A.-H,;
SALABAS; SCHUTH, 2007) os mais utilizados por apresentarem
elevado grau de rendimento para a aplicacdo biomédica sdo a co-
precipitacdo, decomposicdo térmica e microemulséo, que serdo descritos
nas secOes seguintes, quando sera apresentado de modo sucinto suas
principais vantagens e desvantagens bem como as limitacGes associadas
a cada rota sintética envolvendo a preparacdo de NPMs de Fe30..

2.4.1 Decomposicao térmica

O método de preparacdo de NPMs de FesO4 por decomposicdo
térmica constitui uma rota sintética ndo hidrolitica, por utilizar um
ambiente de reacdo com uso de solventes organicos de elevado ponto de
ebulicdo (PARK et al., 2004);(LOPEZ-CRUZ et al., 2009) (difenil éter,
benzil éter, a 260°C e 298°C, respectivamente) e surfactantes (acido
oleico) e co-surfactantes (oleilamina) e alguns alcoois primarios como
agentes redutores (1,2-hexadecanodiol) servem para auxiliar na disperséo
e estabilizacdo evitando o problema de agregagdo das NPs. A preparacao
é realizada a temperaturas elevadas (100 — 400 °C), pois utiliza complexos
surfactante-metal, tais como: oleato de ferro (PARK et al., 2004) ou
compostos organometalicos que incluem ligante polidentado, como o
ferro (111) acetilacetonato (Fe(acac)s) (SUN, S.; ZENG, 2002) (SUN, S.
et al., 2003) ou o ferro pentacarbonil Fe(CO)s (YUN TACK;
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KYOUNGJA; KYU-SIL, 2008) na presenca de um solvente organico. Em
geral, produz NPs cristalinas e com elevado grau de monodispersividade,
com valores de M;s préximos do éxido de ferro na concentragdo de “bulk”
(K.THANH, 2012).

O método de sintese de NPs superparamagnéticas de dxido de ferro
por decomposicdo térmica tornou-se extremamente popular desde a sua
invencdo, em 2002 (SUN, S.; ZENG, 2002), e € geralmente o preferencial
relatado na literatura por muitos pesquisadores (YOFFE et al.,
2013),(GUARDIA et al., 2010) por apresentar um excelente controle de
tamanho das NPs de magnetita. De fato, os estudos de Hyeon e
colaboradores (PARK et al., 2004) comprovaram que a temperatura de
reacdo constitui um dos principais fatores que permite estabelecer
condigBes para que se tenham NPs superparamagnéticas de 6xido de ferro
com melhor monodispersividade para que seja possivel diferenciar os
processos de nucleagdo e de crescimento desses nucleos para o controle
de tamanho. Nesse estudo, os autores observaram que a etapa de
nucleacdo, que se inicia entre 200 a 240°C, é governada pela dissociacéo
de um ligante oleato (&cido oleico, decanoico, laurico etc.) e a fase de
maior crescimento ocorre proximo a 300°C (PARK et al., 2004).

Porém, apesar dessa rota sintética apresentar muitas vantagens, ha
algumas limitacdes e desvantagens das NPs superparamagnéticas
preparadas por esse método, principalmente no que se refere sua
utilizacdo para aplicacGes biomédicas, como agentes de contrastes para
imagem por ressonancia magnética (YOFFE et al., 2013). Uma vez que
as particulas magnéticas sdo hidrof6bicas devido ao recobrimento pelo
acido oleico (devido a elevada cadeia de carbonos, de grupos alquis),
sendo estabilizadas e dispersas em solventes organicos tais como tolueno,
cloroféormio e hexano. Consequentemente, ndo podem ser utilizadas
devido a elevada citotoxicidade desses solventes organicos (QIAQ et al.,
2009). Sendo assim, faz-se necessario realizar uma outra etapa de
modificacdo e pds-preparacdo da superficie dessas NPMs de Oxido de
ferro hidrof6bicas para hidrofilicas, denominada de “ligand-exchange”
ou troca de ligante (XU, Y. et al., 2011) envolvendo diversos grupos de
fons organicos associados a polimeros ou mondmeros (carboxilatos,
silanos, aminos, fosfonatos etc.) de modo que possam ser dispersos em
agua ou solventes aquosos (BARRERA et al., 2009). Porém, a dificuldade
é garantir com certeza se houve a transferéncia garantida para 0 meio
hidrofilico, em meio aquoso, pois, esse processo demanda certa
dificuldade pela inexisténcia de mecanismos concretos que visem
funcionalizagdo com polimeros ou moléculas que apresentem sucesso
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com relacdo a baixa citotoxicidade e biocompatibilidade com células a
fim de que atendam as exigéncias para serem desenvolvidas em escala
industrial para aplicac@es biomédicas (LEE, N.; HYEON, 2012); (QIAO
etal., 2009).

O outro inconveniente nesta técnica é o uso de alguns reagentes
toxicos a seres vivos e ao meio ambiente (ferro pentacarbonil) e a
exigéncia de temperatura ndo inferior a 200°C durante o processo de
sintese, acarretando maior cautela com e os procedimentos de purificacéo
se mostram extremamente complicados, isso somado ao baixo
rendimento obtido devido a necessidades de uso dos reagentes em grandes
quantidades (QIAO et al., 2009).

2.4.2 Solvotérmico

A sintese de NPMs de oxido de ferro pelo método solvotérmico
ganhou recentemente popularidade por permitir que as nanoparticulas
formadas em sua maioria possam apresentar superficie hidrofilica, (HO
et al., 2011) e hidrofdbica (ZHANG, B. et al., 2013) de acordo com a
aplicagdo desejada e com o solvente utilizado, mostrando ser um método
versatil e pratico. Outra vantagem apontada nesse método em relacdo aos
anteriores é a auséncia de procedimentos e etapas mais complexas para
0s processos de sintese de NPMs, sem a necessidade de atmosfera
controlada durante a reacdo do meio (PEREZ-MIRABET et al., 2013).
Além do que, com esse método, ha geralmente a utilizacdo de processos
mais limpos e sem uso de solventes organicos de elevada toxicidade, uma
vez que dispensa processos de separacao e filtracdo mais demorados e
complexos. Estudo desenvolvido com sintese de NPs de FesO4 indicou
gue os tamanhos podem ser controlados na faixa de 7,5-190 nm levando
em consideracdo alguns parametros experimentais, tais como o tempo de
reacdo, a concentracdo inicial do reagente, o tempo de reacdo e a razdo
molar do reagente protetor etc. (YAN et al., 2007). A literatura destaca o
uso de diversos ligantes (dextrana (MA, M. et al., 2012), PEG e/ou SDS
(LIU, X. et al., 2008), acido oleico) que podem ser solubilizados em
solventes (tais como, metanol anidro, etilenoglicol (YAN et al., 2007),
oleilamina e n-hexano (ZHANG, B. et al.,, 2013), trietilenoglicol
(PEREZ-MIRABET et al., 2013)) em temperatura ambiente ou abaixo de
60°C. A presenca de acetato de sédio no meio é necessaria, uma vez que
é responsavel por manter o pH alcalino, apos isso, séo adicionados sais
de Fe** (cloreto em sua maioria, por ser menos toxico (LIU, X. et al.,
2008) que compostos de ferro, por exemplo, o pentacarbonil (PEREZ-
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MIRABET et al., 2013)). Sendo que todo o meio de reagdo é transferido
para um copo de teflon (volume de 40 até 100 mL), e 0 mesmo é selado
em um autoclave de aco inoxidavel (MA, M. et al., 2012) em um forno
tipo mufla ou similar, com controle de temperatura (100 -200 °C) e tempo
(6—72h) (PEREZ-MIRABET et al., 2013) (LIU, X. et al., 2008). Apesar
de 0 método solvotérmico poder ser considerado o mais versatil entre os
outros anteriormente discutidos por ser executado com uma variedade de
reagentes de partida, e condigdes de reacdo, o controle de tamanho ainda
se torna um dos grandes obstaculos nessa metodologia, e também acaba
interferindo na qualidade dos padrfes de cristalinidade das NPMs, e no
baixo rendimento dos produtos, condi¢des necessarias para serem usadas
em aplicagBes médicas (K.THANH, 2012).

2.4.3 Co-precipitacéo

A co-precipitacio é o método mais usado para NPs
superparamagnéticas comercialmente disponiveis devido a facilidade do
processo envolvido e a biocompatibilidade relativa do produto resultante.
Sendo assim, Gao e colaboradores (QIAO et al., 2009) destacam que esta
rota sintética hidrolitica atualmente é uma das mais utilizadas e, além
disso, aponta que cerca de 90% dos agentes de contrastes em IRM
constituidos por éxido de ferro (magnetita ou maghemita), produzidos
comercialmente e aprovados para uso clinico sdo provenientes deste
método.

Historicamente, relata-se que em se tratando de método de co-
precipitacdo voltado a aplicagbes como agentes de contraste em IRM,
merecem destaque os trabalhos desenvolvidos por Massart, ha mais de 30
anos (MASSART, 1981; MASSART et al., 1995), (KEKKONEN et al.,
2009) sendo um dos métodos mais utilizados para a producao de NPMs
de o6xido de ferro por pesquisadores até hoje. Considerado por muitos
autores como o pioneiro nesse tipo de rota sintética hidrolitica, por
apresentar preparacdo controlada de NPs superparamagnéticas de oxido
de ferro, usando sais de FeCls e FeCly, e obteve-se particulas de FesOa
relativamente esféricas e seu didmetro médio caracterizado por DRX foi
de 8 nm (MASSART, 1981). Além disso, Massart procedeu estudos dos
principais pardmetros associados ao controle de crescimento e a
polidispersividade das particulas de Fe3O. sintetizadas, e suas ideias
permitiram o desenvolvimento de varios estudos envolvendo pardmetros
quimicos associados as condi¢des de sintese e obtengéo das NPMs.
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Atualmente sdo realizadas algumas adaptacdes desse método,
destacando o procedimento pela primeira vez adotado por Qu e
colaboradores (QU et al., 1999) onde foi realizada a reducdo parcial de
uma solucéo aquosa de sais de Fe(l11) e foram formadas NPMs de Fe3Os,
confirmadas por difratometria de raios X de p0, didmetro médio do “core”
de 10 nm.

Conforme anteriormente destacado, a técnica de co-precipitacéo é
uma das rotas sintéticas hidroliticas mais simples e a0 mesmo tempo mais
eficientes para obtencdo de duas classes importantes de NPMs de 6xido
de ferro (FesO4 ou y-Fe;03) destinadas para aplicagGes biomédicas.

Nesse método, a obtencdo de particulas de FesOs envolve
geralmente uma mistura aquosa de hidrato de sais férricos (FeCls.6H20
ou Fez(S04)s ou Fe(NQO3)3-9H,0) e ferrosos (FeCl,.4H20 ou FeSO4.7H,0
ou Fe(NO3)2.6H.0) em solucdo &cida em meio aquoso e se inicia com a
adicdo de uma base (NaOH, KOH ou NH4OH), para aumentar o pH da
solucdo entre 8 e 14 (GUPTA; GUPTA, 2005),(LAURENT, S. et al.,
2008), de acordo com o que mostra na Equago (7) de forma generalizada
tem-se:

Fe**(aqy + 2Fe%*(aq) + 80H(aq) —p FesOs(s) + 4H20¢q) (7

Normalmente, a relagdo molar recomendada para os cations de
Fe3* e Fe’* é de 2:1, respectivamente (KEKKONEN et al., 2009)
conforme é possivel observar na Equacdo (7). Uma vez que estudos
anteriores envolvendo a influéncia da razéo estequiométrica de Fe*/Fe?*
entre 10 e 2 desenvolvidos ha mais de dez anos por Jolivet e colaboradores
(JOLIVET et al., 1992) demonstraram que por co-precipitacdo, sob
atmosfera de nitrogénio, o tamanho médio e a polidispersividade
aumentavam proporcionalmente com as razdes estequiométricas de
Fe(lll) e Fe(1l). Em paralelo, um estudo por Alibeigi e Vaezi(ALIBEIGI;
VAEZI, 2008) sugeriu que ao usar razao acima de 2,0 levaria as particulas
a ficarem muito grandes, extrapolando o limite de tamanho para exibir
superparamagnetismo. Além disso, a literatura (LARA et al., 2015;
MASSART, 1981; PAUL et al., 2004), (QIAO et al., 2009) destaca que
a razdo de Fe®*/Fe?* mantida em 2:1 participa de forma efetiva e
influencia fortemente no controle de tamanho e na monodispersividade
das NPMs e pode indicar que ao variar essa condigdo experimental, foi
possivel produzir NPMs de Fe3O4 com tamanho de “core” entre 10 a 50
nm. De modo que Laurent e colaboradores (LAURENT, S. et al., 2008)
relatam que nanoparticulas superparamagnéticas sintetizadas bem
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sucedidas foram possiveis de ser obtidas somente quando obedeceram
razGes entre 0,4 e 0,6 para que possam atender as aplicacdes biomédicas,
principalmente como agentes de contrastes por IRM.

Dado que termodinamicamente as particulas de magnetita (Fe30a)
sujeitas a oxidacdo pela presenca de oxigénio podem apresentar limitada
estabilidade sendo oxidadas e transformadas em maghemita (y-Fe2Oz)
conforme é descrita na Equacao (8), alguns parametros podem permitir
com que esse efeito possa ser reduzido.

Fes04+ 2H* —8 > y-Fe203+  Fe?* + HOwg  (8)

Um desses parametros associado as condi¢des experimentais, de
sintese, é o controle do pH da solugéo onde estéo os ferrofluidos, uma vez
que os processos de oxidacdo envolvem transferéncias de ions ou
elétrons. Por isso, em solucdo contendo FezO4 mantida sob condicGes de
atmosfera inerte, as superficies dos fons Fe?* sdo desorvidas como
complexos hexa-aquo e por outro lado, em condi¢des alcalinas (pH entre
9 e 14), o processo de oxidacao da magnetita pode ocorrer de forma mais
controlada dado pelas reagBes de reducdo-oxidacdo da superficie de
FesOs. De modo que métodos espectroscopicos (FT-IR, XPS)
combinados com cristalograficos (DRX) podem contribuir para
identificacdo da fase do dxido de ferro, dessas NPMs, sendo caracterizada
pela maghemita (y-Fe>Oz) ou magnetita (FesO4) (LAURENT, S. et al.,
2008). Além disso, o ajuste no pH da solucdo durante a sintese foi
apontado por Thanh (THANH; GREEN, 2010) como parametro que
permite controlar o tamanho das NPMs de tal modo que a medida que se
aumenta o pH e a forca ibnica do meio, ocorre uma diminuicdo do
tamanho do “core” das particulas de Fe3O4 podendo variar no intervalo
entre 15a2 nm.

Outros parametros que foram investigados com relagédo
a sua condicao de preparacdo influenciam no tamanho das nanoparticulas
magnéticas e envolveram a temperatura de reacéo, e o borbulhamento de
nitrogénio na solucdo, sendo que foi destacado que a temperatura durante
a co-precipitacdo é conhecida em afetar o tamanho e a Ms das
nanoparticulas magnéticas resultantes (MURBE; RECHTENBACH,;
TOPFER, 2008), onde foi demonstrado que o aumento da temperatura na
reacdo de 25 a 70°C implicou em um aumento do tamanho médio de 16 a
39 nm e também de seus valores de Ms de 76 a 88 emu/g (quando
comparado com 92 emu/g para a magnetita “bulk”). Porém, o mesmo
estudo observou que quanto maior o tamanho médio das NPs, maior a
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coercividade (magnetizacdo remanente), 0 que comprometeu a
propriedade de superparamagnetismo. Por outro lado, muitos
pesquisadores na literatura apontam que o uso de uma temperatura
elevada na reacdo influencia na formacdo do cristal e faz com que
particulas de magnetita menores sejam produzidas (LAURENT, S. et al.,
2008).

Apesar de ser realizado em larga escala e apresentar baixo custo,
esse procedimento € limitado por apresentar alguns problemas,
principalmente na distribuicéo e uniformidade do tamanho das particulas,
apontando padrdes baixos de cristalinidade, quando comparados com
outros métodos. Outra condicdo & que 0 processo de sintese exige
atmosfera controlada a fim de evitar a oxidacdo das particulas de FesO. e
também dos fons Fe?* em solucdo que ndo reagiram ainda, pois a
superficie exterior das NPs superparamagnéticas rapidamente oxida-se
em vy-Fe;0s3, e acaba reduzindo o valor de Ms das particulas (GUPTA,;
GUPTA, 2005), (LU, A.-H. et al., 2007).

No entanto, 0 método de co-precipitacdo projetado por Massart
(MASSART, 1981) para sintese de nanoparticulas de y-Fe.Os permitiu
que fossem investigadas melhorias para prevenir a aglomeracéo dessas
particulas. E assim, os recobrimentos envolvem uma ampla faixa de
espécies monoméricas, tais como, aminoacidos, a-hidroxiacidos (acidos
glucdnicos, tartarico e citrico), acido dimecarptosucinico (DMSA)
(LAURENT, S. et al., 2008). Mais ainda, a literatura destaca que 0s
efeitos de anions organicos, tais como os ions hidroxi carboxilatos e
carboxilatos pode ser compreendido por dois mecanismos competitivos.
O primeiro é a quelacdo dos ions metalicos que pode prevenir a nucleacéo
e consequentemente levaria a producdo de NPs maiores, uma vez que 0
nimero de nicleos formados seria pequeno e, entdo, o sistema estaria
sendo dominado pelo crescimento das particulas. Por sua vez, quando
aditivos organicos forem adsorvidos nos nucleos e os cristais estiverem
em crescimento, este pode ser inibido, o qual favorecera a formagdo de
pequenas unidades (LU, A.-H. et al., 2007).

Por fim, observa-se que as diferentes rotas sintéticas associadas
a estabilidade coloidal das NPMs apresentam pontos fracos ou fortes,
dependendo do que se deseja obter, tais como, a funcionalidade ou a
aplicagdo a que se destinam. Porém, independente do método adotado
para a producdo de NPs superparamagnéticas de magnetita ou maghemita
€ importante notar que todas estéo associadas ao controle dos parametros
associados a estabilidade coloidal que sdo: a repulsdo eletrostatica e a
estérica, as fungBes orgéanicas dos estabilizantes utilizados para o
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recobrimento e também as condicdes de polaridade do solvente(THANH,;
GREEN, 2010), (LU, A.-H. et al., 2007).

2.5 SOLUBILIDADE EM AGUA E ESTABILIZACAO DE NPMS
POR MOLECULAS POLIMERICAS

Estudar a forma de controlar a intensidade dessas for¢as torna-se
peca-chave para a preparacdo de NPs estaveis em solucdo, como os
ferrofluidos, que sdo definidos na literatura como suspens@es estaveis de
NPMs em um meio liquido, o qual pode ser tanto polar como a agua, ou
ndo polar como o hexano (THANH; GREEN, 2010),(K.THANH, 2012).
Em particular, para a obtencdo de NPMs de Fes;O4 para aplicacdes
biomédicas, a solubilidade dessas particulas em &gua é fundamental e
significa que podem formar ferrofluidos termodinamicamente estaveis
resultando do equilibrio entre forcas repulsivas e atrativas (LU, A.-H. et
al., 2007). Essas forgas atrativas podem ser originadas das forcas de van
der Waals, dipolares e forcas dipolares magnéticas (LAURENT, S. et al.,
2008), (THANH; GREEN, 2010),(LEE, N.; HYEON, 2012),(K.THANH,
2012) enquanto que as forcas repulsivas sdo dadas pelas repulstes
eletrostatica, estérica e eletroestérica (THANH; GREEN, 2010),
(K.THANH, 2012),(LU, A.-H. et al., 2007). Desse modo nota-se que as
forcas repulsivas auxiliam no processo de estabilizagdo dos ferrofluidos,
e conforme é indicado (Figura 14) existem basicamente trés tipos
principais, sendo por repulsdo eletrostatica, estérica e eletroestérica,
sendo as duas primeiras as mais utilizadas como método de estabilizacdo
para a sintese de NPMs de 6xido de ferro como destacados por muitos
autores na literatura (GALLO; LONG; ABOAGYE, 2013);(YOFFE et
al., 2013);(QIAQ et al., 2009).

Figura 14 - Nanoparticulas estabilizadas por repulsdes (a)
eletrostaticas, (b) estéricas e (c) eletro estéricas (Adaptacdo de(LARA
etal., 2015)).

As forgas de repulsdo eletrostaticas em (a) sdo originadas quando
a superficie das NPMs apresenta cargas elétricas devido a adsorcdo de
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ions ou pela ionizacdo de grupos tais como hidroxila presentes na
superficie de 6xido de Fe (LAURENT, S. et al., 2008). Neste caso, as
NPMs possuem multicamadas, que se repelem por possuirem superficies
de cargas iguais, provocando uma forca de repulsdo Coulémbica entre
cada particula, podendo evitar a aglomeracdo (HIERREZUELO et al.,
2010). Nota-se (Figura 14a) que alguns dos contra-ions devem
especificamente adsorver proximos a superficie e formar uma subcamada
interior, denominada camada de Stern (QIAO et al., 2009), onde as
moléculas de agua sdo altamente estruturadas por uma capa de solvatacdo
de cargas superficiais. Em particular, no caso dos Oxidos de ferro, os
atomos de ferro superficiais atuam como &cidos de Lewis e acabam
coordenando com moléculas que doam o par de elétrons ndo
compartilhado (grupos hidroxila, amina, carboxilatos etc.(THANH;
GREEN, 2010),(K.THANH, 2012)). Portanto, em solu¢des aquosas, 0s
atomos de Fe coordenam-se com &gua, que se dissocia para deixar a
hidroxila adsorvida na superficie de 6xido de ferro, e a ligagéo entre Fe-
OH pode ser identificada pela técnica de FT-IR. Uma vez que estes grupos
hidroxila sdo anfdteros, podem reagir com acidos ou bases, e entéo,
dependendo do pH da solugdo, (LEFEBURE et al., 1998) a superficie da
magnetita sera positiva ou negativa. Medidas por potencial Zeta permitem
determinar o ponto isoelétrico (P.1), ou seja, o valor de pH em que a carga
na superficie é zero. Para o caso das magnetitas, o P.l é observado em pH
6,8 (BACRI et al., 1990) significando que a densidade de carga de
superficie (¥) é muito pequena, e as particulas ndo sdo mais estaveis em
agua. Geralmente, as NPs de magnetita, preparadas por co-precipitacdo
sendo estabilizadas por repulsdo eletrostatica, se apresentam
positivamente carregadas na superficie do 6xido de ferro(LU, A.-H. et al.,
2007),(MASSART, 1981),(MASSART et al., 1995). Entretanto, a
estabilidade coloidal das NPMs em torno de pH neutro ndo € o suficiente
para que sejam Uteis como agentes de contrastes administrados 1V
(intravenosamente), pois, elas devem também ser suficientemente
estaveis em meios onde a forga idnica seja proxima das condigdes
fisiolégicas (em torno de 170 mM) para tampdo fosfato salina
(PBS)(QIAQ et al., 2009),(K. THANH, 2012). Logo, se a for¢a ibnica do
meio aquoso for aumentada para além desses valores citados, a dupla
camada elétrica ou de Stern seria suprimida em torno das particulas
carregadas e consequentemente poderia levar a precipitacdo ou floculagéo
das particulas magnéticas dos ferrofluidos (QIAO et al., 2009). Por fim,
observa-se que para aplicacOes biomédicas, a estabilizagdo por repulsdo
eletrostatica ndo é muito adequada, pois, qualquer variagdo da forca
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ibnica anteriormente destacada leva & instabilidade coloidal das NPMs de
Fe30,.

Por outro lado, a literatura aponta que os polimeros apresentam
preferencialmente a condicdo de estabilidade por repulsdo estérica
(Figura 14b), principalmente porque as NPMs estabilizadas estericamente
ndo sdo influenciadas pela forca ibnica ou variacfes sensiveis ao pH do
meio (GALLO et al., 2013; QIAQO et al., 2009). Assim, esse método
consiste em recobrir ou usar um estabilizante na superficie das NPs de
Fe304 com moléculas poliméricas hidrofilicas, neutras ou carregadas a
fim de que possa evitar a degradagdo, aglomeracdo e a oxidacdo dos
ferrofluidos em solugdo aquosa (YOFFE et al., 2013). Além disso, a
literatura aponta varios métodos e abordagens desenvolvidas para revestir
NPs de 6xido de ferro com polimeros, incluindo recobrimento in situ e
pos-sintese. No primeiro método, NPs de éxido de ferro sdo recobertas
durante a sintese pelo polimero. Nesse caso, € relatado a preparagdo de
NPs superparamagnéticas de FezOs4 recobertas por PVP (alcool
polivinilicoil pirolidona) que se apresentaram estaveis e solGveis em agua
e em diferentes solventes organicos preparadas por decomposicao térmica
(QIAO et al., 2009). Mais ainda, é destacado na literatura por co-
precipitacdo, a preparacdo de NPMs de FesO4 recobertas por dextrana
para serem aplicadas como agentes de contraste em IRM (LAURENT, S.
etal., 2008). J& no segundo método de estabilizacdo, o recobrimento pds-
sintese consiste em enxertar o polimero (surfactantes poliméricos) nas
NPMs recém-sintetizadas e, nesse caso, a estabilizacdo adotada envolveu
repulsdo eletroestérica (Figura 14c) em que ha a existéncia dos dois tipos
de forcas repulsivas ao mesmo tempo(GALLO etal., 2013), (LAURENT,
S. etal., 2008).

Quanto aos tipos de recobrimento por polimeros, tem sido dada
atencdo especial a biopolimeros ou polimeros hidrofilicos de modo que
apresentem boa biocompatibilidade, baixa citotoxicidade com tecidos,
6rgdos e células a fim de permitirem aplicacbes biomédicas em IRM
(YOFFE et al., 2013), e que serdo destacados a seguir.

A dextrana é um polimero de polissacarideo (formado por muitas
moléculas de glicose) composto exclusivamente pela unidade
monomérica a-D-glucopiranosil composta de cadeias variando seu
comprimento e ramificacdo (3-2000 kDa) com uma cadeia linear de uma
ponte glicosidica a-1,6(EASO; MOHANAN, 2013b). Estudos
demonstram que o tamanho adequado das cadeias de dextrana permite
melhores interacfes polares (principalmente quelagdo e ligacdo de
hidrogénio), com superficies de dxido de ferro, favorecendo o controle de
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tamanho das NPs e sua estabilidade coloidal com magnetita (LAURENT,
S. et al., 2008). Pois, apesar de que energeticamente as ligacbes de
hidrogénio séo fracas por natureza, a energia total dessas ligacGes sobre
0 comprimento de uma molécula do polissacarideo pode ser muito
elevada devido ao grande nimero de grupos hidroxila por molécula, o que
explicaria sua estabilidade com NPMs de FezOs4 (EASO; MOHANAN,
2013b). Além disso, derivados de dextrana (carboximetil-dextrana,
carboxi-dextrana) e outros polissacarideos tais como, amido apresentam-
se como principal escolha como materiais de recobrimento de NPs de
FesO4 ou y-Fe;O3 para aplicacdes biomédicas por apresentarem boa
biocompatibilidade e baixa citotoxicidade (THANH; GREEN, 2010).

Outro biopolimero polissacarideo, a carboximetil celulose (CMC)
recentemente tem ganhado bastante atencdo tendo seu uso sido relatado
como material para recobrimento de NPs superparamagnéticas de oxido
de ferro via oxidagdo de Fe(lll), com adi¢do do biopolimero para uso em
sistema “drug-delivery” de rodamina (MALLICK et al., 2015). Por ser
um biopolimero hidrofilico e, entdo, permite o encapsulamento de
farmacos hidrofilicos (LEMARCHAND; GREF; COUVREUR, 2004),
sendo um polieletrdlito aniénico (devido a presenga de numMerosos grupos
carboxilicos) e também por possuir quantidade enorme de grupos
hidroxila nas unidades do aclcar, esse polissacarideo pode ser
considerado por muitos autores um agente de recobrimento capaz de
apresentar boa afinidade com interacdo de NPs de o6xido de ferro,
considerando também o baixo custo para a producdo em larga escala
(BUTUN et al., 2011).

Ja a quitosana é um polimero de polissacarideo catidnico natural
encontrado no exoesqueleto de crustaceos, alcalino, atoxico, hidrofilico,
biocompativel e biodegradavel. Atualmente tem sido relatada a
preparacdo de NPMs encapsuladas em quitosana para aplicacdes
biomédicas (BHATTARAI et al.,, 2007),(SIPOS, 2003), como por
exemplo, NPs superparamagnéticas de 6xido de ferro encapsuladas e
estabilizadas por repulsao estérica pelo método de co-precipitacdo. Essas
NPs de FesOs recobertas por quitosana em vdrias concentracdes
apresentaram didmetro hidrodindmico inferior a 130 nm e puderam ser
utilizadas como agentes de contraste para IRM (SANJAI et al., 2014).

Outro polimero que merece destaque é o PEG (polietilenoglicol),
um polimero hidrofilico, solivel em &gua, biocompativel e cujo uso
relatado tem sido o de aumentar a biocompatibilidade das dispersGes de
oxido de ferro e o tempo de circulagdo no sangue (QIAQO et al., 2009),
(LAURENT, S. et al., 2008), (YOFFE et al., 2013). Um estudo
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desenvolvido por Estelrich (GARCIA-JIMENO; ESTELRICH, 2013)
mostrou que PEG pode interagir com a magnetita por meio de ligacdes
dipolares do cation de ferro entre o grupo éter do polimero e a carga
positiva das NPs superparamagnéticas de magnetita.

PVA (alcool polivinilico) é um polimero hidrofilico,
biocompativel, e seu revestimento para a superficie da particula impede
sua aglomeragéo, dando origem a NPs monodispersas (SCHOPF et al.,
2005), e outros estudos mostraram ser possivel modificar a superficie das
NPMs por precipitacdo de sais de ferro em solugdo aquosa de PVA para
formar dispersdo estavel (LEE, J.; ISOBE; SENNA, 1996).

Porém, apesar de o0s polimeros destacados anteriormente
possuirem forte apelo como material de recobrimento para NPs de 6xido
de ferro (FesOs e y-Fe,0s) para aplicagcbes biomédicas, a literatura
destaca que os dispersantes dos polimeros sdo geralmente volumosos, e
aumentam  consideravelmente o tamanho hidrodindmicos da
nanoparticulas, deixando as mesmas incompativeis para as aplicaces
biomédicas que necessitam de didmetros pequenos (KORPANY et al.,
2013).

Por fim, nota-se que h4 um crescente e forte interesse na area de
nanotecnologia  envolvendo a  sintese de  nanoparticulas
superparamagnéticas com a utilizacdo de biomateriais alternativos a fim
de que possam atender as condicfes apresentadas como recobrimento de
oxido de ferro para aplicacdes biomédicas e biotecnoldgicas, incluindo as
areas de “drug-delivery” (MALLICK et al., 2015), realcamento de
contrastes em IRM (LEE, N.; HYEON, 2012), magneto hipertermia e
bioseparacdo (HAYASHI et al., 2013) (SHEN et al., 2013).

2.6 DERIVADOS DE CATECOIS COMO ESTABILIZANTES DE
NPS SUPERPARAMAGNETICAS DE OXIDO DE FERRO

Em relacéo a preparagdo de NPM’s de magnetita alguns trabalhos
merecem destaque principalmente no que se refere aos estudos de
ancoramento com derivados de grupos catecolatos, tais como dopamina e
seus grupos terminais (amino, carboxilato etc.) que apresentaram
didmetro do “core” na faixa de 10 a 20 nm e que puderam ser dispersos
em meio aquoso (YUEN et al., 2012). Além disso, foi descrito uma
sintese de NPs de Fe3O4 (didmetro médio de 19,2 nm) recobertas por
dopamina em que, sob condi¢des com pH baixo, uma carga efetiva
positiva poderia ser induzida nos grupos amino gerando repulsdes
eletrostaticas, as quais puderam fazer com que as NPMs fossem
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estavelmente dispersas em agua a fim de serem utilizadas em aplicacoes
biomédicas (YUEN et al., 2012). Outros pesquisadores vém estudando
estabilizantes alternativos para as NPs superparamagnéticas de magnetita,
tais como, grupos de polimeros. Um exemplo na literatura é dado com o
polimero poli(etileno glicol) (PEG) com o peso molecular de 5 kDa
ancorado com oito diferentes grupos derivados de catecdis, sendo que
destes, os ligantes PEG5-nitroDOPA e PEG-5-nitrodopamina em seus
dispersantes apresentaram elevada estabilidade coloidal e sem alteracdo
no diametro hidrodindmico (na média de 26 nm) determinado por DLS
(AMSTAD et al., 2009). Além disso, eles evidenciaram que dopaminas e
DOPA possuem elevada afinidade como grupo de ancoramento via
ligacdo eletrostatica ou eletroestérica com o grupo catecol para
estabilizacdo de Fe3z04 e resultaram em boa estabilidade coloidal em meio
fisioldgico.

Um estudo que merece destaque desenvolvido em 2009 por
Nagesha e colaboradores (NAGESHA et al., 2009). Nele, foram
preparadas NPMs de 6xido de ferro por método de decomposicéo térmica
via troca de ligante do surfactante &cido oleico por dopamina (Figura 15).
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Figura 15 - Esquema apresentado para preparacdo de NPMs de Fe304
estabilizadas com surfactante e troca de ligante com dopamina.
(Adaptado de Nagesha e colaboradores(NAGESHA et al., 2009)).

Foi possivel evidenciar que ndo houve alteracdo do tamanho das
NPs superparamagnéticas de 6xido de ferro apds a troca do ligante
hidrofdbico para hidrofilico, conforme mostrado nas imagens de MET
(NAGESHA et al., 2009) (Figura 16). Um outro derivado de catecol, o
4,5-dihidroxi-1,3-4cido benzenodisulfonico (Tiron), foi estudado para
estabilizacdo de NPMs de Oxido de ferro (Fes0.) por meio de repulséo
eletrostatica usando método de co-precipitacdo com troca de ligante de
acido oleico para dopamina e dopamina/Tiron em nanoparticulas
superparamagnéticas dispersas em meio aquoso (KORPANY et al.,
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2013). Foi observado que a estabilidade coloidal das NPMs de Fe3O.
recobertas por dopamina/Tiron foi fortemente dependente do pH alcalino
com valores elevados de potencial zeta negativos, indicando que as
particulas possam ser (teis para aplicaces biomédicas em condicdes
fisiologicas (KORPANY et al., 2013).

Por outro lado, outros bio-oligbmeros presentes na natureza, tais
como os acidos humicos (AHs), apresentam elevada afinidade com NPs
de Fe304 de modo que Liu e colaboradores (LIU, J. F.; ZHAO; JIANG,
2008) produziram NPMs para serem aplicadas como removedores de ions
de metais pesados. Evidencia-se que a pheomelanina e os AHs também
sdo constituidos de grupos funcionais fendlicos (catecol), hidroxilas,
carboxilas e quinonas que podem permitir a estabilizacdo com Fe3*
(ILLES; TOMBACZ, 2006).
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Figura 16 - Micrografias de NPs de 6xido de ferro estabilizadas por
(@) &cido oleico e apds (b) troca de ligante NPs estabilizadas por
dopamina. (Retirado de estudo de Nagesha (NAGESHA et al., 2009)).

Hé& décadas, registram-se os estudos desenvolvidos pelo grupo do
Prof. Bruno Szpoganicz, a respeito da interacdo de metais bivalentes
(Cu(Il) e Zzn(ll)) e trivalentes (Fe(lll)), com biopolimeros ou bio-
oligbmeros  conhecidos como melaninas e 4&cidos hdmicos
(SZPOGANICZ et al., 2002), (STAINSACK et al., 2003) que permitiram
grandes avangos na area de Quimica Inorganica de biomateriais. Em um
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estudo proposto por Thiago e colaboradores (COSTA et al., 2012);
(COSTA et al., 2014), comprovou-se a similaridade estrutural entre as
melaninas e substancias himicas, através de caracterizacdo por SAXS,
complementadas com novas informag6es morfoldgicas dadas por meio de
microscopia eletronica de varredura (MEV) elucidada por microscopia
eletrbnica de varredura (THIAGO G. COSTAA, 2015).

Em particular, atualmente, a melanina se apresenta como um bio-
oligbmero ou um biopolimero, agregando-se entre trés a dez unidades
monoméricas contendo trés grupamentos funcionais distintos e
majoritérios: acidos carboxilicos, quinona-iminas e difendis (em sua
maioria catecol) (THIAGO G. COSTAA, 2015). Mais ainda, esses
oligbmeros constituidos por macromoléculas que em sua estrutura,
apresentam grupos catecois, que puderam ser determinados por métodos
associados ao equilibrio de metais em solu¢des aquosas, revelaram
valores de pKa associados aos seus respectivos grupos majoritarios que
podem interagir melhor com metais (THIAGO G. COSTAA, 2015),
(COSTA et al., 2012). Além disso, esses estudos com a melanina
conduzidos pelo grupo do Prof. Bruno Szpoganicz possibilitaram um
melhor entendimento e também confirmaram os resultados apresentados
por Sarna e colaboradores (SARNA et al., 1976) que os ions Fe(lll)
parecem mostrar mais especificidade que outros metais (Zn?* e Cu?*) na
ligagdo com a melanina.

Em particular, a literatura apresenta que a melanina é amplamente
existente em animais e plantas (XIN et al., 2015),(BILINSKA, 2001),
(CHEDEKEL et al., 1987), sendo composta principalmente de duas
classes, a eumelanina (marrom-escuro) e pheomelanina (vermelha-
amarelada) que sdo derivadas da dopaquinona e da cisteinil-dopa (TONG
YE, 2008), respectivamente conforme mostra a Figura 17.



69

0|
HO

dopaquinona cisteinil-dopa

Figuira 17 - lustracdo mostrando a dopaquinona e a cisteinil-dopa
como percursores dos bio-oligdmeros eumelanina e da pheomelanina
(Adaptado da referéncia (TONG YE, 2008)).

O principal grupo de monbémeros da eumelanina sdo 5,6-
dihidroxindol (DHI) e 5,6-dihidroxindol-2-&cido carboxilico (DHICA),
enguanto que para a pheomelanina, (Cys-DOPA), observa-se a adi¢do do
aminoéacido cisteina ap6s a formacdo da L-dopaquinona e para 0 Sucesso
desta reacdo necessita-se de moléculas de baixo peso molecular contendo
grupamentos tidis ou hidroxilicos, originando possiveis grupos de
compostos intermediarios, tais como benzotiazina e benzotiazbis
(THIAGO G. COSTAA, 2015), (BILINSKA, 2001),(WILCZOK et al.,
1987),(TESEMA,; PHAM; FRANZ, 2008) como mostra a Figura 18.
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Figura 18 - Unidades dos principais mondmeros que contribuem para
a formacdo do biopolimero pheomelanina (Adaptado da referéncia
(TESEMA et al., 2008)).

Deziderio e colaboradores (DEZIDERIO et al., 2004) destacam
gque melaninas estdo presentes em muitos diferentes lugares no corpo
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humano, tais como na pele, cabelos, no ouvido interno, no cérebro e por
isso tém tido bastante destaque na literatura por exibir varias propriedades
fisicas, bioldgicas e quimicas importantes tecnologicamente. Entre as
propriedades encontradas estdo a fotoprotecdo (DEZIDERIO et al.,
2004), protecdo radiolégica (SCHWEITZER et al., 2010), (HOWELL et
al., 2008), antioxidante e no sequestro de radicais livres(SAVA et al.,
2002), (YAN LIU; CLIFFORD R. BOWERS, 2005), atividade
antitumoral (CHARKOUDIAN; FRANZ, 2006).

Dentro desse contexto, principalmente biomateriais para
aplicagdes biomédicas que apresentem baixos custos de producédo, que
ndo sejam citotoxicos, que sejam acessiveis e permitam modificacGes
com grupos quimicos, para estabilizacdo com NPMs de 6xido de ferro,
constitui uma das linhas de pesquisa do grupo do prof. Szpoganicz, ha
cerca de cinco anos.

Por essa razdo, € importante destacar que o uso da pheomelanina
como biopolimero ou bio-oligbmero apresentando propriedades fisicas,
quimicas e biol6gicas interessantes e que ainda ndo havia sido relatada
nenhuma publicagio em nivel internacional como material de
recobrimento, culminou na inspiracdo para preparacdo das NPs
superparamagnéticas de 6xido de Fe3O4 para 0 uso como um potencial
agente de contraste por IRM.

Para isso, é necessario compreender quais as principais técnicas
envolvidas no processo de caracterizaces fisico-quimicas associadas as
nanoparticulas magnéticas estabilizadas por pheomelanina, o que por si
sO, torna-se um grande desafio uma vez que este bio-oligbmero néo
apresenta estrutura definida na literatura.

2.7 TECNICAS ) DE CARACTERIZAQAO DAS
NANOPARTICULAS SUPERPARAMAGNETICAS DE FE30s4
PARA APLICACOES MEDICAS

Dependendo do método de preparacdo das NPMs de FesOs €
necessario estabelecer varias técnicas de caracterizagdes fisico-quimicas
que permitirdo inferir a respeito dos valores de seus tamanhos médios,
fase, cristalinidade, diametro total em solucdo, carga superficial apds
recobrimento com maior precisdo do que simplesmente levando em
consideragdo os resultados apresentados por uma Unica técnica. Dentre
esses parametros, da-se destaque ao tamanho e a forma das particulas,
pois, estdo relacionados com 0s momentos dipolares magnéticos |1 e com
sua resposta frente ao campo magnético aplicado H. Uma vez que o
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diametro do “core” das NPMs de Fe3O4 também pode influenciar no valor
obtido da magnetizacdo efetiva (Mo) e consequentemente na taxa de
relaxacdo T, e T1, respectivamente, transversal e longitudinal para o sinal
de IRM, implicando na qualidade do agente de contraste (AC) (ULMAN,
1996). A carga presente na superficie das NPMs e a natureza do ligante
influencia indiretamente na sua estabilidade coloidal em meio biolégico,
e se relaciona com o tipo de funcionalizagdo da superficie do biopolimero
e como esse ird influenciar no perfil de toxicidade biol6gica das NPMs
(REDDY et al., 2012a).

2.7.1  Morfologia, fase e determinacio do didmetro de “core” de
NPMs (MET, MET-AR, DE, MAV, DRX)

A microscopia eletrbnica se utiliza de feixe de elétrons, que devido
a suas propriedades ondulatérias, um fino feixe dessas particulas interage
com uma amostra em condicdes apropriadas e define um alto poder de
resolugdo espacial, justificando seu uso na identificagdo de estruturas que
envolvam dimensdes com cerca de 1000 bilionésimos de um metro (10
nm), sendo que o feixe de elétrons é gerado por uma aceleracdo de
elétrons através de uma diferenca de potencial (tensdo). Assim, os
elétrons migram da regido catddica, constituida por um filamento de
tungsténio (W) ou hexaboreto de lantanio (LaBs), € chegam na regido
anddica, sendo aquecido por uma corrente elétrica, pelo efeito termidnico.
ApoOs incidir a amostra, o feixe primario interage com os atomos do
material e provoca espalhamento e emisséo de varios tipos de radiacdo,
que incluem elétrons secundarios, elétrons retroespalhados e raios X
caracteristicos (WILLIAMS.;; CARTER., 2009). Para as analises das
amostras no microscépio eletrénico por transmissao (MERT et al., 2013),
a tensdo de aceleracdo aplicada vai determinar a velocidade dos elétrons
no feixe que serd colimado pelas lentes condensadoras, da mesma forma
que ocorre no MEV. Em se tratando de NPMs com estrutura espinélio
(caso das fases magnetita e maghemita), o uso de MET possibilita inferir
a respeito do tamanho médio do “core” das NPMs de oxido de ferro, e
também permite determinar a distribuicdo de tamanho e morfologia das
nanoparticulas, apontando seu carater de mono ou polidispersidade
conforme pode ser visto nas Figuras 19a e 19b. Além disso, € possivel
realizar a investigacdo a respeito da estrutura cristalina, bem como
identificar os seus planos de difracdo e compara-los com os padrdes
cristalograficos ja existentes da magnetita (FesO.) usando o MET para a
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andlise de difracdo de elétrons (SAED) (Figura 19c) a fim de comparar
com os resultados de difracdo de raios X de p6 (DRX) das amostras
conforme os planos de difracdo associados a fase de FesO4 (Figuras 19¢
e 19d) que serdo melhor explicados no decorrer dessa se¢éo.

A preparacdo das amostras das nanoparticulas magnéticas, na
maioria das vezes, é relativamente simples, porém, a maneira ou 0 modo
de preparacdo pode interferir nos resultados pelo fato de que podem
induzir agregacdo das NPMs e consequentemente levar a erros de
interpretacdo dos dados. Para nanoparticulas magnéticas hidrofilicas em
po, o material é disperso em um solvente, dgua, alcool etilico ou alcool
isopropilico e a suspensdo formada de ser sonicada por alguns minutos.
Uma ou mais gotas dessa suspensdo sdo depositadas em um suporte,
denominado grade e, ap6s evaporagdo, do solvente, as amostras estdo
prontas para analise. Ja para as NPMs hidrofdbicas os solventes utilizados
sdo todos apolares e devem ser de carater volateis a ponto de ficarem no
minimo 24 horas em estufa a vacuo para secagem das amostras.
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Figura 19 - Micrografia por MET (A) histograma de nanocristais de
magnetita com diametro médio de 9,9 nm (B). Padrdo de difracdo de
elétrons (C) e de DRX de p6 de nanocristais de magnetita
(D).(Adaptado da referéncia (YU et al., 2004)).

Uma das técnicas mais utilizadas para caracterizacéo da estrutura
cristalina e fase das nanoparticulas magnéticas constitui a difracdo de
raios X de p6 (DRX ou PDRX) em ambas as fontes de radia¢do
(convencionais ou em sincrotron). A andlise por DRX é recomendada e
apresenta elevada precisdo para NPMs que tenham didmetro de “core” no
minimo entre 4-5 nm, onde o cristal devera ter tamanho suficiente para
que os raios X possam difratar e revelar a estrutura cristalina da célula
unitéria do nanocristal (THANH; GREEN, 2010). Entéo, a técnica visa
plotar um grafico (Figura 19d) com a intensidade dos raios X versus o
angulo de Bragg, que representa o angulo no qual os raios X se chocam
no cristal. Onde é detectada a maxima interferéncia identificada pelos
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picos de relexdo associados aos planos de difracdo com o seus indices de
Miller (hk,I). Esse perfil da amostra obtido através de um difratograma é
entdo comparado com um padréo de DRX de fase cristalina referente aos
seus planos de difracdo catalogados em um banco de dados cristalografico
internacional e constitui uma impressao digital por meio de um cartdo
JCPDS. Assim, os resultados obtidos de um difratograma permitem obter
varias informagdes importantes associadas as caracteristicas das NPMs
de déxido de ferro. Por exemplo, a quantidade e proporcdo do éxido de
ferro formado na amostra pode ser estimada comparando com as
intensidades dos picos experimentais e do padrdo da amostra. Além disso,
a equacdo de Bragg (Equacéao 9) permite estimar o valor do pardmetro de
rede associado a uma célula unitéria tipo cubica, geralmente apresentada
em 6xidos metalicos (ferritas de Fe, Co, Mn etc.) e podem ser comparadas
com os seus padrdes de DRX.

dha=A/2sen 6 9
Com a = dh Vi2+k2+I?

Onde, A é o comprimento de onda, a é 0 parametro de rede cubica
e hkl sdo os indices de Miller. Além disso é possivel identificar
incorporagBes estruturais que podem ser estimadas pelos desvios na
posicdo dos picos de DRX, tais como, o grau de substituicido de Fe3* por
outros cations trivalentes (Figura 20). Porém, a principal informacé&o a ser
obtida do perfil das intensidades dos picos de DRX é o diametro médio
do cristal que é calculado geralmente através do alargamento das linhas
do difratograma usando a férmula de Scherrer (Equacdo 10), o qual
descreve a largura corrigida de uma linha de DRX em um angulo # como
uma funcdo do tamanho médio do espalhamento no cristal perpendicular
ao plano hkl.

D =K1/ Bcos 0 (10)
Com p = VB2 + h? (11)

Onde B ¢ a largura real do pico de raios X na sua meia-altura, e K
é o fator de forma (igual a 0,89 para uma forma esférica).

A largura verdadeira pode ser corrigida da largura experimental
pela Equacédo (11), onde B e b sdo as larguras a meia altura do pico mais
intenso da amostra e de uma amostra de referéncia bem cristalizada.
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Geralmente as NPMs utilizadas para aplicacdes biomédicas devem ser
monocristalinas, e o tamanho do cristalito D correspondera a primeira
aproximacao para o tamanho das NPs.
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Figura 20 - PadrGes de DRX de p6 de nanoparticulas de MFe;O4
preparadas em solucdo de estabilizantes de cadeias longas: M = Mn
(@), Fe (b), Co (c), Ni (d) e Zn (e). (Adaptado da referéncia (THANH,;
GREEN, 2010)).

Entretanto, a férmula de Schererr apresenta certa limitagdo com
relacdo a informacdo mais precisa a respeito do didmetro médio das
nanoparticulas para ser complementada com as analises por MET, visto
que o seu resultado pode ser subestimado, ja que a Equagéo (10) ndo leva
em conta a presenca do material de recobrimento ou também dos
possiveis defeitos estruturais da superficie da magnetita ou maghemita
devido a processos oxidativos envolvendo o tipo de rota sintética
escolhida. A diferenca no resultado se d4 em funcéo do alargamento dos
picos devido a presenca desses defeitos estruturais na amostra.

Assim, a determinacéo do grau de cristalinidade, a fase do 6xido
de ferro, bem como o didmetro do “core” deve ser complementada com
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as técnicas de Espectroscopia Mossbauer (DI MARCO et al., 2007), MET
e VSM para amostras em pé. Além disso, caso seja desejado determinar
0 estado de oxidacédo do ferro nas nanoparticulas a literatura recomenda a
técnica de XPS pelas medidas das linhas de emissdo das camadas
eletronicas dos ions ferrosos e férricos detectados nos espectro
(K.THANH, 2012).

2.7.2 Caracterizagdo da estrutura quimica

Quando se deseja investigar a estrutura das NPs de déxido de ferro
recobertas por moléculas organicas agindo como ligantes (polimeros,
macromoléculas etc.) bem como, além disso, a natureza de interagdes
entre os nucleos de 6xido de ferro e as estruturas moleculares associadas
dentro do compdsito (isto é, associagdo quimica e/ou adsor¢do fisica) as
técnicas sugeridas sdo a Andlise Termogravimétrica (TGA) e a
Calorimetria Diferencial por Varredura (DSC) onde a temperatura de
decomposicdo do ligante esta asssociada ao grau de recobrimento do
mesmo nas NPs de 6xido de ferro (REDDY et al., 2012b). E possivel
também correlacionar esses dados com outra técnica envolvendo uma
identificacdo dos grupos quimicos, como a espectroscopia por
infravermelho (1V), (LAURENT, SOPHIE et al., 2008) bem como o tipo
de interacdo existente na molécula (interacdes fracas, como ligacGes de
hidrogénio ou fortes, como covalentes). A regido do infravermelho do
espectro eletromagnético é a regido onde esta localizada a maior parte da
energia das vibragcdes moleculares, e assim grupos funcionais ou atomos
presentes nas NPs recobertas por polimeros ou diferentes ligantes
(LEFEBURE et al., 1998) podem apresentar frequéncias caracteristicas
(4000 a 400 cm?), associadas aos diferentes modos vibracionais.
Polimeros e mondmeros usados como estabilizadores de NPs de 6xido de
ferro apresentam grupos funcionais com suas respectivas bandas de
absorcdo, tais como, v(O - H), entre 3200 e 3600 cm?, o(N - H), entre
3300 e 3500 cm?, »(C = 0), entre 1640 e 1870 cm, entre outros. Sendo
assim, os espectros de infravermelho (FT-IR) podem dar informacdo a
respeito das bandas de absor¢do caracteristicas associadas as NPMs de
magnetita e de maghemita e até mesmo pode ser possivel por essa anélise
apontar diferencas entre tamanho e fases do 6xido de ferro presentes
dependendo da rota sintética, conforme ilustra a Figura 21. Observa-se
gue os espectros apontam diferentes formas de acordo com o tamanho das
NPMs de y-Fe,Oz (5 e 14 nm) preparadas por co-precipitacdo, onde se
nota que as que apresentam didmetro de “core” maior estdo parcialmente
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ordenadas, o que é revelado pelas multiplas bandas de absorcdo da rede
cristalina (800-200 cm™) (TARTAIJ et al., 2003), enquanto que as mesmas
com 5 nm apresentam significante reducdo no nimero de bandas de
absorgéo na rede, explicada pelo maior grau de desordem dos momentos
dipolares magnéticos dos atomos de ferro (MORALES et al., 1994).
Além disso, o espectro comum apresentado na literatura para NPMs de
6xido de ferro aponta que as principais bandas de absorcao sdo os dois
modos de vibracdo das ligacoes Fe-O em 630 e 576 cm™ revelando a
estrutura do espinélio desordenado. Ja as bandas na faixa de 820-830 cm
! revelam a existéncia de grupos hidroxil e correspondem ao modo de
deformacéo axial simétrica vs (Fe-OH) (K. THANH, 2012).
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Ifigura 21 - Espectros de infravermelho para NPs de magnetita é
maghemita preparada por diferentes métodos de co-precipitacdo e em
diversos tamanhos. (Adaptado da referéncia (K. THANH, 2012)).
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Por outro lado, a técnica de XPS possibilita ainda investigar a
composicdo dos grupos organicos pertencentes ao biopolimero
pheomelanina associado a seus atomos e comprovar que os resultados
apresentados sdo coerentes com os dados experimentais de espectroscopia
por infravermelho (FT-IR).

Com relagdo as informacgdes que podem ser retiradas do espectro
de XPS, a primeira é a sua configuracéo eletrdnica, apresentado pelos dois
estados de coordenacdo do ferro, constituidos pelos cations com suas
duplas valéncias (Fe?* e Fe®) e orbitais atdmicos (3d® e 3d°),
respectivamente. Uma vez que de acordo com a Teoria de Campo
Cristalino, os compostos de ferro podem ser descritos como tendo um
“spin” alto ou “spin” baixo, podem representar diferengas sutis entre o
estado eletrénico desses cétions apds interagirem com um feixe de raios
X e resultar em efeito fotoelétrico, sendo que Fe** tem sempre um spin
alto, pela presenca de elétrons desemparelhados nos orbitais d, o que se
reflete na identificacdo de um multipleto dividido, o qual obedece nas
tabelas uma notagdo espectroscopica dada por: Fe(2psr) e Fe(2p1r) (Jian
Lu etal., 2009), que é associado a sua configuragdo eletrdnica e estrutura
atdbmica. Por outro lado, os compostos com Fe?* podem apresentar
configuragdo de “spin” alto ou “spin” baixo, dependendo da natureza do
ligante associado ao seu composto (SHRIVER, 1999). Sendo assim, aqui
reside o segundo parametro importante, o qual esta relacionado com sua
configuracdo eletronica e seu estado de oxidagdo, sendo a forma ou a
caracteristica do pico no espectro de XPS, a literatura demonstra que esses
compostos podem ser discriminados através da presenca ou auséncia de
picos “satélites” indicando que os diferentes o6xidos de ferro na forma
pura ou mista podem apresentar perfis distintos em seu espectro
(BIESINGER et al., 2011). A terceira informacéo retirada do espectro dee
XPS a respeito do estado de oxidagdo dos compostos de Fe?* e Fe®* é a
sua energia de ligacdo. Pois, quando os raios X interagem com a amostra
de NPMs, um elétron do 4tomo de ferro (Il e 111) acaba absorvendo essa
energia proveniente de fétons X (Av), e se caso a energia dos fotons
incidentes for maior que a energia de ligacéo (EI) dos atomos de ferro, o
elétron acaba sendo ejetado da superficie da amostra com uma energia
cinética Ec. Essa energia cinética é medida pelo espectrometro através da
contagem dos elétrons que sao ejetados constituindo um pico fotoelétrico,
em funcéo do intervalo da El, associado a cada orbital atdmico particular
presente na amostra (CUNHA, 2014).
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2.7.3 Caracterizacao das propriedades Magnéticas das NPs de 6xido
de ferro

As propriedades magnéticas de NPs de Fe3O4 e y-Fe,O3 podem ser
determinadas pela curva de magnetizacdo ou, também, por algo
conhecido por muitos pesquisadores como o ciclo de histerese. Essa curva
¢ uma somatoria de todos 0s processos reversiveis e irreversiveis de
magnetizacdo total (M) da amostra fruto das variagcGes positivas e
negativas dos valores do campo magnético aplicado (H) conforme €
indicado na Figura 22, onde a caracterizagdo do ciclo da histerese de
particulas magnéticas é usada por muitos pesquisadores para definir seu
magnetismo (ferrimagnetismo, ferromagnetismo, superparamagnetismo)
e resposta magnética, isto é, magnetizacdo intrinseca (0s momentos
dipolares magnéticos atdmicos) e remanescéncia, conforme Figura 22
(YANG et al., 2008). Além disso, as curvas da magnetizagdo sdo
propostas para investigar o tamanho de cristal do 6xido do ferro e a
largura da distribuicdo de tamanho de cristal.
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Figura 22 - Principais parametros associados ao ciclo de histeresse de
materiais magnéticos e 0 acompanhamento da variagdo do campo
magnético aplicado (H), retirado da referéncia (COELHO, T. C.,
2011)

Aplicando-se um campo magnético (H) no sentido direto (valor
positivo de H), na amostra inicialmente desmagnetizada, em que se tem a
primeira resposta, denominada de curva virgem (linha pontilhada) da
Figura 22. Este seguira a curva até atingir um patamar constante chamado
magnetizacdo de saturacdo (Ms), quando todos os spins dos ions de ferro
se encontram alinhados com o campo externo. Entdo, Ms constitui um
parametro importante a respeito do comportamento magnético do
material, e quanto maior for o valor de Ms, maior serd o sinal de IRM
apresentado pelas nanoparticulas magnéticas de FesOs (LEE, N.;
HYEON, 2012). Essa grandeza geralmente € medida em unidades
eletromagnéticas por grama de material (emu g?') de ferro. A fase
magnetita apresenta maior interesse para aplicacbes biomédicas, por
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possuir um valor de Ms superior & maghemite (y-Fe2O3). Com relacéo a
Figura 22, a curva no sentido inverso (valores negativos de campo H), se
a amostra apresentar um valor de magnetizagéo residual e ndo conseguir
recuperar o seu estado de desmagnetizacao, ap6s a retirada do campo H
ela apresentard uma magnetizacdo remanente ou remanéncia (Mr), onde
0 material permanece magnetizado quando a curva atinge H=0 (quando a
curva de magnetizacdo passa pela ordenada). Seguindo a curva no sentido
inverso (valores negativos de H), até passar pelo eixo das abscissas, onde
se tem o estado de desmagnetizacdo do material (M = 0) em que se tem
um valor de campo H que deve ser aplicado, denominado de campo
coercivo (-Hc). Ainda com a continuacdo da variagdo do médulo do
campo se obtém novamente uma regido de saturacdo. E repetindo o ciclo
no sentido inverso, ocorre uma curva fechada que é o chamada ciclo de
histerese (RIFFLE et al., 2002),(RIBEIRO, 2008). A curva de histerese
de fato representa perdas energéticas durante o processo de magnetizagdo
apos a aplicagdo de um campo magnético H, e a drea da curva de histerese
esta associada com essas perdas. Por isso, materiais com “pouca ou
nenhuma histerese” exibirdo menores valores de campo coercivo (H), e
de remanéncia (Mr), e representam perdas minimas na magnetizago. E
nesta categoria que se encontram as particulas superparamagnéticas de
Fes04, pois, elas representam perdas minimas da M associadas aos
processos reversiveis, indicando curva de magnetizacdo com histerese
nula, conforme pode ser visto na Figura 23. Os valores despreziveis de
Mr e Hc das particulas de FesOs evidencia seu efeito de
superparamagnetismo, e representa uma propriedade nova e interessante,
uma vez que evita a agregacdo das particulas na solucédo coloidal, em
ambas as situagdes, quando em armazenamento e ap6s administracdo
intravenosa (NEUBERGER et al., 2005), ja que, ap6s supressdo do campo
magnético aplicado (H), as particulas deixam de apresentar a interacdo
magnética, e se comportam como materiais paramagnéticos.
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(a) (b)

magnetizagdo magnatizacic

!

campo aplicado /campo aplicado

Figura 23 - Curvas de magnetizacdo associados a (a) processos
reversiveis presentes em NPs superparamagnéticas com Hc nulo e (b)
processos irreversiveis caracterizando a formacdo de uma histerese,
presente em materiais ferromagnéticos. (Adaptado da referéncia
(COELHO, T. C., 2011))

Por fim, as curvas de magnetizacdo podem ainda revelar resultados
associados ao diametro médio do “core” das NPs de Fe3zOs € serem
complementadas com as analises obtidas por DRX e MET e além de dar
informac@es sobre estruturas magnéticas das amostras. Uma vez que a
literatura apresenta que seja possivel realizar uma estimativa do tamanho
do “core” que nanoparticulas de magnetita e maghemita podem exibir o
efeito de superparamagnetismo a partir de 12 nm e 17,5 nm,
respectivamente (K. THANH, 2012). Conforme é apresentada pela Figura
23a, um estudo envolvendo NPMs de FesO. recobertas por &cido
decandico, onde de acordo com a temperatura de aquecimento de sintese,
foram preparadas NPs com tamanhos distintos (13-180 nm), e concluiu-
se que somente as que tiveram didmetro de 13 nm apresentaram
comportamento de superparamagneto, uma vez que apresentaram
histeresse nula, dado pelo seu valor de campo coercivo (Hc=0) e de
remanéncia (Mr=0) em temperatura ambiente (T = 300 K) conforme é
apresentado na Figura 24.
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Figura 24 - Curvas de magnetizagdo associados a tamanhos médios
das NPMs de Fe304 com (a) processos a baixissimas temperaturas (5
K) em (b) medidas de Hc e Mr em T =300 K. Figura retirada de
referéncia (GUARDIA et al., 2010).
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2.7.4 Caracterizacdo da Carga da Superficie (potencial zeta) e
didmetro hidrodindmico

Quando se planejam NPMs funcionalizadas para serem utilizadas
como agentes de contraste para IRM, a administracdo por via intravenosa
é desejada, nesse caso as NPMs encontram um ambiente fisioldgico
ligeiramente alcalino (pH 7,4) e uma forca ibnica relativamente elevada
(acima de 100 mM). Nessas condicGes, o problema de agregacdo das
particulas pela presenca de seus dipolos magnéticos, pode ocorrer (devido
as interagdes atrativas dipolo-dipolo magnético ou de van der Waals)
(REDDY et al., 2012a). Para compensar esses efeitos, quando se pensa
em estabilidade das NPMs in vivo e in vitro, é necessario que a solucdo
coloidal apresente: i) repulsdo eletrostatica entre as superficies
adequadamente carregadas; (ii) interacdes particula-particula hidrofilicas
e (iii) existéncia de uma camada adequada (barreira estérica) sob a
superficie da particula de oxido de ferro (11 e 11l) (REDDY et al., 2012a).

Geralmente, particulas solidas adquirem uma carga na superficie
guando entram em contato com uma solucdo do eletrolito aquoso e para
compensar a existéncia dessa carga, condi¢cOes de eletroneutralidade
permitem que ocorra a distribuicdo de um ion na area em torno das NPs,
resultando na dupla camada elétrica (XU, R., 1998). Desse modo, 0o
potencial no plano/superficie que separa a regido da dupla camada elétrica
aderida a superficie da particula magnética (camada de cisalhamento) é
geralmente denominado potencial zeta ({) (REDDY et al., 2012a).

Entdo, medidas experimentais para determinagdo do potencial
podem permitir que se saiba a respeito da densidade de carga da superficie
das NPMs, e a localizacdo do plano de cisalhamento. De modo que a
natureza da estrutura da superficie pode influenciar sua estabilidade in
vitro e in vivo das NPs em solucdo fisiol6gica (XU, R., 1998). As curvas
de potencial { (mV) versus pH das NPMs de 6xido de ferro podem ser
apresentadas conforme é ilustrada na Figura 25, pois o estudo da evolugéo
do potencial zeta pode ser usado para comparar o PIE (ponto isoelétrico)
de nanoparticulas de FesO. sintetizadas em relacdo as NPMs com a
superficie modificada por diferentes materiais de recobrimento, tais como
APS (3-aminopropiltrimetoxisilano) permitem inferir a respeito de sua
estabilidade em meio liquido (com potencial zeta apresentando valores na
faixa de +60 ou -60 mV).
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Figura 25 - Curvas de potencial zeta versus pH de NPs de maghemita
sem recobrimento, com NPs de maghemita com superficie aminada
(APS:  3-aminopropiltrimetoxisilano) e NPs de maghemita
encapsuladas em ligacdo cruzada com coroa de dextrana. (Adaptado
da referéncia (K. THANH, 2012)).
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2.8 TECNICA DE IMAGEM POR RESSONANCIA MAGNETICA

A imagem por ressonancia magnética (APTE et al., 2013) se
mostra como uma ferramenta associada ao radiodiagndstico rotineiro nas
clinicas médicas hoje e os primeiros exames realizados por essa
modalidade surgiram no pais, no final da década de 1980 (MAZZOLA,
2009). A IRM possui certas vantagens em relagdo as outras modalidades
(tomografia computadorizada (TC), cintilografia) uma vez que essa
técnica de aquisicdo de imagem é nado-invasiva, pois, ndo usa radiacao
ionizante e apresenta excelente resolucdo espacial (capacidade de
identificar objetos com tamanhos da ordem inferior a 0,5 mm). Além
disso, a resolucdo de baixo contraste (habilidade de identificar diferencas
na imagem nos tecidos que possuem densidades muito proximas) dos
tecidos moles € bastante elevada e resulta em perfeitas informagdes
anatbmicas (CARAVAN, 2006).A técnica se constitui no uso do vetor
indugdo magnético estatico (B,) aos protons de H! da dgua presentes nos
tecidos que estdo precessando com uma frequéncia (10 Hz) e que se
alinham na mesma direc&o do de Bo. Em seguida, aplica-se um pulso de
radiofrequéncia (RF), que apresentara uma frequéncia de Larmor ou de
ressonancia (64 a 128 mHz para 1,5 a 3,0 T, respectivamente) e 0s
hidrogénios méveis (prétons de H* presentes nos liquidos) dos diferentes
tecidos irdo ser excitados de acordo com sua absor¢do ressonante
especificalVO®EL)  constituindo um sinal de ressonancia magnética
(RM)(YOFFEetal., 2013) ' Sendo assim, quando o pulso de RF é desligado, os
vetores de magnetizacdo efetiva (VME) ou Mo dos prétons de H* que
estavam em precessdo, retornam aos seus estados de equilibrio (em
alinhamento paralelo ao eixo de Bo). Assim, o tempo que leva para 0s
protons de H! alcancarem esse estado, denomina-se tempo de
relaxamento, que se baseia na (taxa de absorcao especifica) SAR de cada
tecido sendo examinado, e da intensidade de Bo. Esses tempos sdo
constituidos por dois componentes do VME: tempo de relaxamento
longitudinal, T1 e tempo de relaxamento transversal, T,. Logo, se forem
executadas sequéncias de pulsos com determinadas ponderacGes, €
possivel obter os diferentes contrastes na IRM (em uma mesma regido
anatémica) associados aos tempos de relaxamento Ti e T, em funcdo da
intensidade do sinal tecido-dependente apresentado pelas diferentes
densidades de protons.
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2.8.1 Tempos de relaxacdo longitudinal (T1) e transversal (T2) dos
prétons (gadolinio)

Os valores T1 e T, fazem as diferencas de contraste nas imagens de
RM compostas e estdo associados ao fendmeno de relaxacdo dos
hidrogénios livres resultantes das caracteristicas dos tecidos ap6s a
retirada do pulso de 90°.

O tempo T, matematicamente é definido pela constante de
decaimento exponencial, pelo qual a intensidade do sinal decai a 37% da
magnetizacdo transversal (M) (ap6s a aplicagdo do pulso de 90°)
conforme pode ser visto na Equacdo (12). Por outro lado, 0 modo de
relaxacdo T, representa a troca de energia entre os prétons de H* e a
interacdo entre os seus vizinhos, dita como relaxacdo spin-spin. E as
interacdes spin-spin provavelmente ocorrem quando as moléculas estéo
se movimentando lentamente em comparacdo com a frequéncia de
Larmor (). A estrutura molecular da amostra magnetizada e
caracteristicas da molécula de agua ligadas fortemente afetam seu valor
de decaimento T, Fisicamente a perda de coeréncia (defasagem) reduz a
magnetizacdo transversa, sendo bastante influenciada por alteragdes
locais do campo magnético associado a seus spins.

Myy(t) = Mo.e ~ /7 (12)

Onde Myy(t) é a magnetizagdo transversal no tempo t para qualquer
amostra, e no tempo inicial (t=0), o sinal é maximo tal que M,,(t=0)=Mo.
E quando o tempo t=T», entdo tem-se e* = 0,37, logo, My,= 0,37Mo. Desse
modo, os tecidos com tempo T» curto representam relaxacdo rapida, no
caso de moléculas que se movem lentamente, tais como, proteinas e
lipidios comumente encontrados em tecidos da gordura, resultando em
perda de sinal de IRM. Enquanto que em T, mais longos, a relaxagdo é
mais lenta, e para moléculas com elevado taxa de decaimento molecular,
no caso de moléculas com agua livre, implica em maior sinal de IRM, e a
curva de Mxy versus tempo ¢é dada pela Figura 26.
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Figura 26 - Curva representando decaimento exponencial da
magnetizacdo transversal (Myy(t)) e sua relacdo com a relaxagdo
transversal T, em diferentes tecidos em funcdo da densidade de
prétons. Adaptado da referéncia (LEE, C. H.; WEINREB, 2004).

Por outro lado, o tempo de relaxacdo T; matematicamente é
definido como o aumento da magnetizacdo longitudinal M;, do vetor de
magnetizagdo Mo pelo qual a intensidade do sinal é recuperada a 63% da
magnetizagdo longitudinal (M;) (apés a aplicagdo do pulso de 90°) no eixo
z (na dire¢do de Bo) conforme pode ser visto na Equacéo (13). Mais ainda,
0 modo de relaxacdo T representa a relaxacdo longitudinal ou spin-rede
(lattice) e indica a liberacdo de energia entre os prétons de H' e a rede
(correspondendo ao arranjo molecular e a estrutura da camada de
hidratacdo). Por isso, essas trocas de energia pelas interacfes spin-rede
provavelmente ocorrem quando 0s campos magnéticos flutuam em
frequéncia préximas em comparacdo com a frequéncia de Larmor (&L),
de modo que no caso geral, os diferentes tecidos terdo T; aumentados com
0 aumento do teor de 4gua e T mais curtos com teor macromolecular (isto
é, proteinas, lipidios etc.). Fisicamente, a perda de coeréncia (defasagem)
reduz a magnetizacdo transversa, sendo bastante influenciada por
alteragdes locais do campo magnético, conforme pode ser visto na Figura
27.

Mz(t) = Mo. (1- e ~ /™) (13)

Ai temos que M,(t) é a magnetizacdo longitudinal no tempo t para
qualquer amostra, e no tempo inicial (t=0), o sinal € maximo tal que
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M,(t=0)=Mo. E quando o tempo t=T, entdo tem-se 1-e* = 0,63, logo,
M;= 0,63Mo. De modo que tecidos com tempo Ti curto, representam
relaxacdo rapida, em que as moléculas de agua estdo parcialmente ligadas
a moléculas maiores tais como proteinas, onde essas moléculas estdo
rotacionando em uma taxa préxima a da frequéncia de Larmor (w.). Ja
para T longo, a relaxacéo dos prétons de H! é mais lenta, para ambos 0s
s6lidos e liquidos onde moléculas estdo provavelmente rotacionando em
taxas tanto inferiores ou superiores a frequéncia de Larmor (wv).

8 Relaxacho T,
Mo
100%

P
T, curto

(200 ms)

63%

M.(t)

-

T, longo (1000 ms)
W v
200 500 1000 1500 2000
Tempo (ms)

Figura 27 - Curva representando recuperacdo da magnetizacdo
longitudinal (M,(t)) e sua relacdo com a relaxacéo longitudinal T; em
diferentes tecidos em funcdo da densidade de prétons (Adaptado de
(LEE, C. H.; WEINREB, 2004)).

Nesse caso a Figura 28 ilustra um exemplo dos efeitos no
contraste da imagem de RM associados a tecidos de cranio com
ponderagdo em Ty e T,. De modo que os tecidos (Figura 28a) com Ty curto
apresentam hipersinal ou elevado brilho e T1 longo possuem hiposinal ou
area escura. Enquanto que os tecidos (Figura 28b) com T, curto
apresentam hiposinal ou baixo brilho resultando em area escura, e T
longo possuem hipersinal ou elevado brilho nas imagens de RM.
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Efeito relaxagao Efeito relaxagao
longitudinal T, transversal T,

Figura 28 - Efeitos da relaxacdo Ti1 e T2 nos tecidos presentes no
crénio associados as diferentes alteracfes nos contrastes da imagem
por IRM, exibindo hipersinal em A) T; curto (gordura, tecido
muscular) e em B) T, longo (fluido cérebro espinhal, substancia
cinzenta e branca) (LEE, C. H.; WEINREB, 2004).

2.8.2 Uso dos agentes de contrastes positivos e negativos em IRM

Embora a IRM possa trabalhar efetivamente sem quaisquer
acessOrios, na pratica é muitas vezes preferivel para melhorar a
capacidade de geracdo de imagens fazer uso de um agente de contraste
(AC), que age alterando momentos de relaxamento de prétons de H* nos
tecidos (SHAPIRO et al., 2004) e aumentando a intensidade de sinal da
RM. Além disso, 0 AC auxilia na melhoria da sensibilidade da IRM pois,
realca o contraste da regido de interesse (ROI) ao alterar os tempos de
relaxacdo dos prétons de H* (SHAPIRO et al., 2004). Eles podem ser
compostos paramagnéticos, superparamagnéticos ou ferromagnéticos e
geralmente sdo divididos em duas categorias associadas aos seus efeitos
nas relaxagdes longitudinal (T1) e transversal (T-), sendo classificados em:
positivos e negativos. Se a 4gua esta presente em uma concentragdo muito
superior que a do AC, o mesmo deve agir cataliticamente para relaxar os
prétons da agua, de modo a observar um efeito no contraste da imagem
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(PETER CARAVAN, 1999). Assim a habilidade de um AC em alterar a
taxa de relaxacdo apdés a introducdo do AC é representada
quantitativamente pela sua relaxividade, r1 ou r; (Equacdo 14), onde o
subscrito se refere também a taxa de relaxacdo longitudinal (1/T1) ou
transversal (1/T>), respectivamente.

ri2 =A(1/T12) [[M] (14)
Al temos que [M] é a concentragdo do ion metalico.

De modo que os ACs que reduzem o tempo de relaxagdo T; e
consequentemente aumentam o brilho da imagem (hiperintenso ou
hipersinal) nos hidrogénios moveis, sdo conhecidos como contrastes
positivos. Os compostos paramagnéticos com elevado nimero de elétrons
desemparelhados incluindo o Gd**, Mn?*, e o Fe®* sdo projetados para
responder como ACs tipo T1 ou positivos por causa do efeito ter sido
induzido pelas interagdes entre os protons de H! das moléculas de 4gua e
0s spins dos elétrons dos ACs (LEE, N.; HYEON, 2012), (KIM, B. H. et
al., 2011). Em particular, os complexos de gadolinio tais como, Gd-
DOTA, tendo sete elétrons desemparelhados em seu “core” de Gd** que
consequentemente irdo perturbar a relaxacdo dos protons ligados na dgua,
e conseguem encurtar o tempo de relaxacdo longitudinal T1, € aumentam
a intensidade do sinal na IRM, realcando as imagens com ponderacao T
e sao amplamente usados como ACs positivos, e sdo ilustrados na Figura
21 (CARAVAN, 2006). Entretanto, os complexos de Gd** apresentam
varias desvantagens para seu uso clinico. Pois, eles geralmente possuem
curto tempo de circulacédo devido a sua rapida excrecdo através da urina,
o qual prejudica a aquisigdo de imagem de alta resolugdo pois, requer um
maior tempo no exame de IRM (PENFIELD; REILLY, 2007). Além
disso, eles ndao podem facilmente ser funcionalizados com varios
materiais funcionais (anticorpos, biomoléculas etc.). Outro ponto
negativo é que, os ions livres de gadolinio, quando sao liberados dos seus
quelatos e passam a ser transportados na corrente sanguinea, sao
conhecidos por apresentarem muita toxicidade no organismo.Causando
reacOes adversas, tais como, dor, edema de glote, eritema na pele
acompanhado com prurido (coceira excessiva), alopecia (perda de pelo)
bem como sintomas de nausea gastrointestinal, vomitos, diarreia e dor
abdominal severa de acordo. A longo prazo, também se apresenta um
guadro mais severo em que progressivamente tem-se o endurecimento das
juntas, dor e enfraguecimento muscular, dores Gsseas severas etc
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(BROOME, 2008). E em relacdo a isso, o FDA emitiu um alerta a
comunidade médica referente aos ACs de IRM a base de gadolinio que
eram responsaveis pela sindrome nefrogénica sistémica (FSN), a qual é
uma sindrome muito grave e foi conhecida por ter sido causada por um
processo associado a toxicidade desse lantanideo em pacientes que
apresentam a funcdo renal diminuida ou debilitada, devido ao
comprometimento em sua excre¢cdo (PENFIELD; REILLY, 2007).
Dentre os casos relatados ao FDA em 2007, destacam-se 0s 21 casos com
[Gd(DTPA)(H,0)]* seu quelato (gadopentetato dimeglumina) e 85 casos
com (Gd-DTPA-BMA) seu quelato (gadodiamida) em que todos
pacientes com insuficiéncia renal cronica ao serem administrados
intravenosamente com um desses dois ACs, desenvolveram a sindrome
FSN (PENFIELD; REILLY, 2007).

I\j/\Ni\\ | N\_\mt
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0:{¢ ~.\._éd:¥<§\=o iN~{ " 8 "}'I\;}*NH
0o 1:304:770) o 1 QA ,Q:"-:Oléo \
OH, OH,
[Gd(DTPA)(HZO)]Z' [Gd(DTPA-BMA)(H,0)]

Figura 29 - ACs positivos que apresentaram a sindrome nefrogenica
sistémica (FSN) devido as complicagdes decorrentes da toxicidade do
Gd** (Adaptada da referéncia (PETER CARAVAN, 1999)).

Por outro lado, os Oxidos de ferro séo inerentemente
paramagnéticos e produzem seus efeitos predominantementes pelo
encurtamento do tempo de relaxacdo transversal T, e consequentemente
ird aumentar a relaxividade r», conforme é apresentado na Equacao (15)
de acordo com a literatura (LAURENT, S. et al., 2008).

Ribs) = 1/ Tigns) = 1/ Tigiam) +ri.C; i=12 (15)

Ai temos que Ri(obs) € a taxa de relaxacdo global do sistema
aquoso (s, Tiiam) € 0 tempo de relaxagéo do sistema antes da adicéo do
agente de contraste, C é a concentracdo do centro paramagnético (mmol
L1), e ri é a relaxividade (s mmol™ L).
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Agentes de contrastes (ACs) de 6xido de ferro tém adicionado
vantagens ao possuirem um caminho bem reconhecido de seu
metabolismo e excrecéo, diferentemente do gadolinio que na forma livre
acaba sendo prejudicial ao organismo, sendo que sua distribuigdo no meio
fisiolégico depende do tamanho das particulas e das propriedades fisicas
do recobrimento (SERGE YOFFE, 2013). Além disso, o risco de
superdosagens de ferro pode ser descartado, uma vez que sua degradacao
é feita com entrada no plasma, esse elemento quimico serd processado
pelo corpo (BARRETT et al., 2006). Em particular, nanoparticulas
superparamagnéticas de éxido de ferro (SPIONs) foram pela primeira vez
estudadas como ACs em humanos (HOGEMANN-SAVELLANO et al.,
2003). E essas SPIONs sdo compostas geralmente por um “core” de Fe3O4
policristalino com dextrana (comercialmente conhecido Feridex), como
de silicio (nome comercial ferumoxil), originando particulas com um
didmetro de 50 a 300 nm. Ap6s administragdo intravenosa, as SPIONs
recobertas por dextrana, sdo capturadas por células fagociticas dentro do
RES (sistema endotelial reticular), aproximadamente 82,6% migram para
o figado e os outros 6.2-7.6% véao para 0 baco e o restante é eliminado
pelo sistema de excre¢do (ROSEN et al., 2012). De fato, os tumores
contém células fagociticas em menor nimero ou apresentam quase
nenhuma atividade fagocitaria, entdo irdo brilhar mais intensamente
(hipersinal) que os tecidos adjacentes, os quais sdo capturados pelo AC
(LAURENT, S. et al., 2008). Nesse caso, estudos clinicos demonstraram
que nanoparticulas tipo SPIONs de FesOs recobertas por dextrana
(Feridex AMI-25) podem detectar tumores hepéticos e de baco com
elevada acuracia de acordo com estudo apontado na literatura (ROSEN et
al.,, 2012), de forma que as particulas AMI-25 quando injetadas
intravenosamente facilitaram muito a detecc¢do de tumores com tamanho
reduzido em imagens com ponderacdo T, em comparagdo a imagens
adquiridas sem qualquer AC. Pois, levou a reducdo no sinal em T, e
consequentemente apresentou apds um certo tempo de administragéo do
AC, um escurecimento do parénquima saudavel do figado conforme é
ilustrado na Figura 30.
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Figura 30 - Deteccdo de metastase em baco (A) antes e (B) apés 60
minutos de injecdo de particulas superparamagnéticas de FesO.
recobertas por dextrana (AMI-25 SPIONSs). E possivel notar que a
grande maioria do tecido do bago (lado direito da imagem em (B))
ficou escurecido ou “reduziu sinal da IRM na relaxagéo transversal T2)
devido ao acimulo de nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido
de ferro, enquanto que as metastases estdo claramente visiveis como
0s pontos claros (hipersinal) indicado pelas setas amarelas. (Adaptado
de (ROSEN et al., 2012)).
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O estudo clinico também revelou que as particulas magnéticas de
Fe304 permitiram que fosse aumentado o nimero de lesdes identificaveis
em cada paciente quando comparado com outros métodos de diagndstico
por imagem, tais como, ultrassonografia, tomografia computadorizada
com realce por contraste iodado e IRM sem uso de contraste. Uma vez
que as NPMs melhoram o contraste por reduzir o tempo de relaxacdo de
T,, para que elas sejam AC negativos eficientes, as SPIONs devem evadir
do sistema imune do corpo humano (serem invisiveis) tal que nao sejam
eliminadas da corrente sanguinea. Entdo, a literatura destaca que existem
dois mecanismos principais em que as nanoparticulas
superparamagnéticas podem ser prematuramente removidas da
circulacdo, tanto via captacdo pelo RES ou através dos mecanismos de
eliminacdo pelos rins. O Sistema Reticular-Endotelial é um sistema de
defesa composto pela combinagdo de células como mondcitos;
macréfagos circulantes e macrdfagos fixos presentes em tecidos como as
células de Kupffer que séo encontrados no figado, como os macréfagos
presentes nos alvéolos pulmonares, os osteoclastos (macréfagos presentes
nos 0ssos) e 0s macrdfagos existentes em glanglios linfaticos; também
fazem parte deste sistema de captacdo ndo especifica as células
endoteliais especializadas que estdo presentes na medula 6ssea, no baco e
nos ganglios linfaticos (CHAMP; HARVEY; FERRIER, 2006).

Logo, a literatura apresenta que quanto aos ACs para IRM
especificos de tumores hepaticos e bacos exige-se que as SPIONs sejam
prontamente opsonizadas pelo plasma (quando séo reconhecidas pelas
células que estdo no sistema RES) e assim, possuam elevado tamanho
hidrodinamico, tenham superficie carregada positivamente e hidrofébica
(COROT et al., 2006). Porém, também ¢ possivel adquirir imagens de
outros tecidos cancerosos do RES tais como aqueles localizados nos
linfonodos e na medula éssea ao usar pequenas SPIONs tais como
Ferumoxtran-10 (AMI-227) (CORQT et al., 2006), (LAURENT, S. et al.,
2008). Isso representa que o diametro hidrodindmico das nanoparticulas
é um dos fatores primordiais com relacdo ao caminho em que essas serdo
eliminadas, sendo que particulas com tamanho maiores que 200 nm
rapidamente serdo eliminadas via RES (LAURENT, S. et al., 2008),
enquanto que particulas com didmetro hidrodindmico entre 10 e 150 nm
terdo o maior tempo de circulagdo, sua &rea superficial reduzida, e abaixo
de 10 nm serdo rapidamente eliminadas pelo sistema renal. Por fim, a
literatura destaca que um tamanho limite de 150 nm é uma condicdo que
ird estabelecer a capacidade das nanoparticulas superparamagnéticas de
oxido de ferro serem extravasadas da corrente sanguinea por transcitose
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(macromoléculas sendo transportadas através das células endoteliais).
Assim, 0 método escolhido para a preparacédo das NPMs pode influenciar
muito nos seus resultados para aplicacdes médicas como ACs negativos
na identificacdo de tumores primarios.

Outro parametro associado a eficiéncia das NPMs de Fe3O4 como
ACs negativos, é a magnetizacdo de saturacdo (Ms), pois, pode ser
considerado proporcional ao nivel de realce do contraste, uma vez que
valores mais altos de Ms produziriam melhoria de contraste na imagem
formada por IRM (YOFFE et al., 2013), significando reducdo acentuada
nos tempos de relaxamento T,. Para comparacgdo, os valores de M;
especificos para maghemita e magnetita em grande volume em 300 K séo
76 e 92 emu/q, respectivamente (HONG et al., 2007).

No entanto, o valor de Ms das NPs superparamagnéticas de 6xido
de ferro depende de muitas varidveis durante a sintese de particulas,
incluindo a temperatura de reacdo, alcalinidade, concentracdo do
reagente, tamanho e morfologia das particulas (MURBE et al., 2008).
Mesmo sabendo que o 6xido de ferro € um material ndo toxico, que
geralmente é liberado no corpo para formar a hemoglobina do sangue
(LAURENT, S. et al., 2008), elevadas doses de ferro sdo indesejaveis
porque elas aumentam a probabilidade de toxicidade no organismo
(DURAN et al., 2008). Assim, ¢ preferivel minimizar a administracio de
oxido de ferro usando particulas com valores elevados de Ms para alcancar
o0 contraste eficiente para aplicacdes de IRM, o que dependera do método
de sintese empregado para preparacdo das NPs superparamagnéticas, o
qual pode influenciar no tamanho das NPs, cristalinidade e suas
propriedades magnéticas.

2.9 ENSAIOS IN VITRO DAS NPMS DE Fe304

Um aspecto importantissimo que deve ser considerado para a
preparacdo de NPMs de 6xido de ferro se refere ao efeito de captagdo ndo
especifica. Este tipo de captacdo ocorre em virtude do tamanho das
particulas que sdo removidas de circulagdo por fagocitose realizada por
células do Sistema Reticular-Endotelial (JULIANO; STAMP, 1975). De
modo geral, a remocao da metade da dose de nanoparticulas injetadas em
Vasos sanguineos ocorre nos primeiros trinta minutos e esta remogédo
ocorre pela agdo do sistema fagocitario mononuclear e durante os cinco
dias seguintes as nanoparticulas vado sendo incorporadas pelos
macrofagos e pelas células vermelhas do sangue (POULIQUEN et al.,
1991). Conforme visto, as NPMs de maior tamanho s&o removidas da
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circulacdo sanguinea mais rapidamente. O recobrimento polimérico de
nanoparticulas com dimensdes em torno de 100 nm contribuiu de maneira
significativa para garantir que elas fossem mantidas em circulagdo por
mais tempo comparativamente aquelas com maiores dimensfes em
modelo invivo (SRIVASTAVA et al., 2011) (YADAV et al., 2011). Uma
forma de avaliar ou prever os efeitos toxicos das NPMs a fim de elucidar
seus mecanismos de acdo envolvidos na captacao é através da realizagdo
de ensaios in vitro sendo que um dos mais conhecidos e utilizados na
literatura (K. THANH, 2012) é denominado MTT. Nesse teste, 0 ensaio
objetiva a avaliacdo da citotoxicidade das NPMs estabilizadas pelos
diferentes materiais de recobrimento (polimeros, monémeros, materiais
inorganicos etc.) através do ensaio MTT que corresponde a uma reacgao
de redugdo enziméatica do sal de tetrazélio ou brometo de [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio) (MTT) por enzimas
mitocondriais (MOSMANN, 1983). A toxicidade, metabolismo e
farmacocinética de NPMs de oxido de ferro injetadas intravenosamente
tem sido bem estudadas (ROSEN et al., 2012), (K. THANH, 2012). Nesse
caso, em modelos animais nenhum efeito adverso foi observado em
concentragdes de Fe de até 100 mg Kg, e mesmo uma injecdo de 600 mg
Kg* néo foi fatal, de modo que as nanoparticulas foram eliminadas pelos
macrofagos no sistema reticulo endotelial (RES) (LEE, N.; HYEON,
2012). Pois, os ions Fe?*/Fe* sdo incorporados na ferritina (responsavel
pelo armazenamento) e/ou hemosiderina como um “pool” de ferro e
finalmente se apresenta com funcgdes biolégicas tais como, na producao
de células sanguineas vermelhas. Em estudos desenvolvidos por Hyeon
(KIM, B. H. etal., 2011; LEE, N.; HYEON, 2012) estabeleceu-se pelo
ensaio in vitro, de MTT na proliferacdo de MCF-7 (células para cancer de
mama humano), que nao foi observado resposta citotéxica das NPMs de
oxido de ferro recobertas com PO-PEG (PEG derivatizada com dxido de
fosfina) com concentracéo de Fe até 100 ug mL* para aplicacdo como
AC positivo, o qual exibiu um elevado valor de relaxividade longitudinal
ry de 4,78mM* s (KIM, B. H. et al., 2011).

Por outro lado, outro teste in vitro importante é o da captacdo ou
“uptake”das NPMs de oxido de ferro método de “Prussian blue”, de um
ensaio bioldgico onde estruturas celulares contendo ferro podem ser
evidenciadas e visualizadas utilizando pigmentos inorganicos como o
azul da Prussia. Este pigmento se combina com ferro ou com NPMs de
oOxido de ferro permitindo sua visualizagdo em amostras de tecidos ou em
culturas celulares (MAGNITSKY et al., 2011). Em estudo realizado com
células de glioma (C6), a maioria de células (96%) apresentou citoplasma
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corado de azul pelo método de “Prussian blue” apds 4 h de incubagdo com
nanoparticulas magnéticas (100 pg/ml de Fe) enquanto que células
neurais normais ndo apresentaram esta coloragdo no citoplasma nas
mesmas condic¢fes de tratamento e tempo de incubacdo (WAN et al.,
2007).

Por fim, esses testes biolégicos com ensaio in vitro estdo
associados com esta proposta de trabalho a fim de avaliar a potencialidade
das NPMs de FesO4 recobertas por biopolimero pheomelanina como um
AC negativo para evidenciar localizagdo por IRM em células MCF-7.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL: Preparar, caracterizar e realizar testes in vitro de
nanoparticulas magnéticas de Fe;O. estabilizadas pelo biopolimero
pheomelanina a fim de verificar sua citotoxicidade e captacdo em células
MCF-7 como potencial agente de contraste para imagem por ressonancia
magnética em tumores de mama.

3.1 ESPECIFICOS
- Sintetizar usando método de co-precipitacdo das NPMs de FesOa
estabilizadas com o biopolimero pheomelanina;

- Caracterizar as NPMs de Fe3O4 estabilizadas por pheomelanina, pelas
técnicas de difracdo de raios X de p6 (DRX), espectroscopia no
infravermelno com transformada de Fourier (FTIR), analise
termogravimétrica (TGA), microscopia eletrdnica por transmissdo (MET -
100 kV), difragdo de elétrons (SAED), espectrometria de absorcéo
atbmica com atomizacdo em chama (FAAS), espectroscopia por
dispersdo de energia dispersiva de raios X (EDX), analise elementar,
espectrofotometria por fotoelétrons de raios X (XPS), magnetizacdo por
amostra vibrante (VSM), espalhamento de luz dinamico (DLS);

- Realizar medidas de sinal usando IRM a fim de determinar os tempos
de relaxamento longitudinal (T1) e transversal (T2) em NPMs de FesO4
estabilizadas por pheomelanina para verificar seu potencial como sondas
tumorais;

- Realizar testes de citotoxicidade potencial das NPMs de Fe3O4
estabilizadas por pheomelanina através do método do sal de tetrazélio
(MTT) in vitro empregando células tumorais da linhagem MCF-7,
expostas a diferentes concentracdes de Fe das nanoparticulas magnéticas;

- Realizar testes de captacdo ou “uptake” das NPMs de FezOs
estabilizadas por pheomelanina através do método de identificacdo
colorimétrico de azul da Prussia in vitro empregando células tumorais da
linhagem MCF-7, expostas a diferentes concentragdes de Fe.
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4 MATERIAIS E METODOS

O fluxograma da Figura 31 abaixo descreve de uma forma
simplificada a metodologia a ser aplicada durante o desenvolvimento
deste trabalho.

DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

SINTESE DE NPMS@PHEO

L J
CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS

NANOMATERIAIS (FT-IR, TGA, DRX,
VSM, MET, SAED, EDS, DLS, XPS

AMNALISE DAS PERSPECTIVAS COMO
POTENCIAL AGENTE DE CONTRASTE
PARA IRM

TESTES IN VITRO
PROPORCAD 8:1

PHEO (MTT, “UP-TAKE”)

Figura 31 - Fluxograma da metodologia a ser aplicada.
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4.1 REAGENTES

Os regentes utilizados no desenvolvimento desta tese adquiridos
comercialmente foram utilizados sem purificacdo prévia e ndo
necessitaram de outros procedimentos especiais: EHEC = etil hidroxietil
celulose (Bermocol, Azonobel), cloreto de ferro (Ill) hexahidratado
(FeCls.6.H,O 97% (Dinamica)), cloreto de ferro (Il) (FeClz, 98%)
(Aldrich), dimetil sulféxido (DMSO) (Aldrich) hidréxido de aménio
(NHsOH) (Aldrich), 3,4-dihidroxi-L-fenilalanina (L-Dopa) (Aldrich),
acido folico (Aldrich), N-Hidroxisucinimida (NHS) (Aldrich), N,N'-
Diciclohexilcarbodiimida (DCC), acetona (Vetec), etanol 99,5%
(Aldrich), trietilamina (Et3N) (Aldrich) enzima tirosinase em poé
liofilizado extraida de fungos na concentragdo maior que 1000 unidades
por mg de solido, L-cisteina (Aldrich), &cido hidroclérico (HCI) (Vetec),
hidréxido de potassio (TEJA; KOH) (Vetec), DMEM (Meio de cultura
das células) (Dubecoo), hidrogénio fosfato de soédio mono/di bésico
(VETEC), diciclohexil carbodiimida (Aldrich). A pheomelanina foi
preparada em colaboracéo pelo Quimico, Dr. Thiago Guimardes Costa e
foi gentilmente cedida para a realizacéo dos procedimentos experimentais
envolvendo as sinteses inorganicas para a execucdo do recobrimento das
NPMs de Fe30a.

4.2 SINTESE DA PHEOMELANINA

A pereparacdo da pheomelanina foi baseada em metodologia de
Chedekel e colaboradores (CHEDEKEL et al., 1987), e envolveu a reacéo
de L-Dopa com o aminoacido L-cisteina na presenca da tirosinase agindo
como catalista. Brevemente, a preparagdo envolveu a solubilizacdo de L-
Dopa (0,36 mmol) em solugdo aquosa de tampdo fosfato (PBS) (0,1 mol
L-1), pH = 7.4 a 310 K. Apb6s a completa dissolucdo do reagente
precursor, adicdo da tirosinase e do aminoacido, 0 meio de reagdo foi
mantido sob agitacdo magnética por 48 horas e entéo, 5,0 mL de HCI (1,0
mol L-1) foi adicionado para precipitar o produto final marrom. Entéo, o
produto foi centrifugado a fim de se obter um sélido, o qual foi purificado
para recristalizacdo em meio quente usando &gua destilada / acetona para
eliminacdo de residuos de L-DOPA e cisteina ndo polimerizada.
Finalmente, o solvente que permaneceu no produto e na solugdo, foi
lavada duas vezes em &gua deionizada, e mantida em congelamento
durante a noite, para a liofiliza¢&o.
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4.3 SINTESE DAS NANOPARTICULAS MAGNETICAS DE OXIDO
DE FERRO (Fe30s) RECOBERTAS POR PHEOMELANINA

Em primeiro lugar, a solu¢do de pheomelanina foi preparada em
um béquer (80 mL), contendo 100 mg de pheomelanina (correspondendo
0,5 mmol em relagdo ao percursor L-Dopa ou L-3,4-
dihidroxifenilalanina) solubilizada em 30 mL de agua deionizada com
agitacdo magnética e um volume de 10 mL da solucdo alcalina (0,1 mol
L de KOH) foi gotejado lentamente até atingir o pH 9.0. Entéo, o sistema
de reacdo foi mantido sob agitacdo durante 24 horas. As nanoparticulas
magnéticas de oOxido de ferro (NPMs) recobertas por pheomelanina
(FesO4@Pheo) foram sintetizadas pelo método de co-precipitacdo com
modificagdes (MASSART, 1981), (MASSART et al., 1995) e estdo
ilustradas na Figura 32.
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METODOLOGIA

Producao das

Adaptagio: Massart, R., et al., Journal of Mag.

and Magnetic Mat,,. 149{1-2), 1-5, 1995,
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Figura 32 - Descricdo esquematica da metodologia empregada para a
preparacdo de NPMs de FezOs@Pheo.

Foram preparadas solu¢es de 4,0 mmol (1,233 g) de FeClz.6H;0
e 2,0 mmol (0,253 g) de FeCl; diluido em 500 pL de solugdo HCI (1 M)
(pH 4,0) e mantidos fechados em frascos previamente purgados com N
por dois minutos para evitar oxidacdo. Em seguida, as duas solucGes
acidas de Fe?* e Fe®* foram transferidas a um baldo de fundo chato com
trés saidas (250 mL) com 100 mL de 4gua deionizada e aquecidas a 90
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°C. Na sequéncia, 10 mL de solucéo de hidroxido de amdnio (vol. 25%)
foram injetados rapidamente no baldo de reacdo e imediatamente ap6s 40
segundos, a solucdo de pheomelanina foi adicionada ao sistema de reacéo,
sendo este mantido sob agitagdo vigorosa por 30 min, em atmosfera inerte
de N». Foi observada uma imediata alteracdo na coloracdo da solucédo
(marrom escuro/preto) indicando a formacéo das NPMs de dxido de ferro
estabilizadas pela pheomelanina (Fes0.@Pheo). O meio de reacdo foi
entdo resfriado até atingir temperatura ambiente e as nanoparticulas foram
rapidamente separadas por decantacdo magnética com iméa de neodimio e
lavadas por vérias vezes (minimo de quatro) com agua deionizada até
atingir a neutralizagao da solucéo (pH = 7.0). Finalmente, as NPMs foram
mantidas sob condi¢cdes de congelamento (- 20 °C) a fim de serem
liofilizadas para as caracterizag@es fisico-quimicas futuras.

4.2 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA
4.2.1 Anélise Elementar

A analise elementar constitui um método de analise qualitativa dos
teores de carbono, hidrogénio, nitrogénio e enxofre e foram realizadas em
um analisador elementar modelo Flash EA 1112 series CHNS Marca:
Thermo Electron Corporation no Laboratorio de Andlise e Caracterizagdo
Quimica da Pontificia Universidade Catdlica do Rio de Janeiro.

4.2.2 Anédlise de Espectrometria no infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR).

As analises espectroscdpicas de infravermelho foram realizadas na
regido de 4000-400 cm utilizando um espectrofotdmetro JASCO FT/IR
4100 no Laboratério de Materiais do Atelié de Conservacao-Restauragio
de Bens Culturais Méveis — ATECOR da Fundacdo Catarinense de
Cultura com 64 varreduras para cada amostra, com uma resolugdo de 4
cm? da linha base. Para a obtencdo dos espectros de infravermelho
(FTIR) das amostras no espectrdmetro de infravermelho (IV), uma
quantidade de 100 mg de KBr foi triturada em gral de 4gata e pastilhas
desse p6 foram obtidas por compressdo de até 7 Kgf e, ap0s, foi feita a
leitura de background para obtencéo da linha base. Em seguida, 2mg da
amostra foram adicionados a 200 mg de KBr e novamente esta mistura
foi triturada em gral de 4gata, onde se repetiu o processo para obtencéo
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de uma pastilha colorida (marrom claro) e procedeu-se a leitura do
espectro.

4.2.3 Andlise Termogravimétrica (TGA)

As analises termogravimétricas (TGA) foram realizadas em um
equipamento TGA-50 Shimadzu da Cental de Andlises do Departamento
de Quimica da UFSC no intervalo de temperatura entre 25 e 900 °C com
uma taxa de aquecimento de 10 °C/ min. Amostras de 5-10 mg foram
inseridas em cadinho de platina sob atmosfera inerte de N2 (50 mL min

1)'
4.2.4 Espectrometria de energia dispersiva de Raios-X

Também chamada de microanalise por energia dispersiva — EDS,
consiste na incidéncia de um feixe de elétrons sobre o complexo metélico,
0s elétrons mais externos dos 4&tomos e 0s ions constituintes séo excitados,
mudando de niveis energéticos. Ao retornarem para sua posicao inicial,
liberam a energia adquirida que é emitida em comprimento de onda no
espectro de raios-x. Um detector instalado na cdmara de vacuo do MEV
mede a energia associada a esse elétron (LIDE, 2006). O experimento foi
realizado no equipamento de microscopia eletrénica de varredura modelo
JEOL JSM-6390LV no Laboratoério Central de Microscopia Eletrénica da
UFSC. As amostras foram preparadas seguindo a metodologia e
procedimentos adequados para a analise por microscopia eletrénica por
varredura (MEV).

4.2.5 Analise por Microscopia Eletronica de Transmissao (TEM) e
Difracao de Elétrons de Area Selecionada (SAED)

As imagens das amostras pelas analises por microscopia eletronica
por transmissdo e de difracdo de elétrons de area selecionada (SAED)
foram coletadas em um microscépio JEM-1011 (100 kV) no Laboratério
Multiusuério do Centro de Microscopia Eletronica da UFSC (LCME-
UFSC). A preparacdo das amostras para andlise envolveu uma
concentracdo de NPMs com cerca de 200 ppm sendo dispersas em
CH3OH e sendo posta em sonicagdo por 2 minutos. Posteriormente, foi
coletada uma aliquota de 4 L, de cada amostra, e esta foi gotejada por 4
vezes em um grid de cobre (FCF200-Cu). Os grids de cobre de todas as
aliquotas foram colocados em um dessecador de vidro sob vacuo por 24
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hs e submetidos a analise em um microscépio eletrdnico de transmissao
JEM-1011 (100 Kv).

4.2.6 Difracao de Raios X de P6 (DRX)

Para as analises de difracdo de raios X de pé (DRX) das amostras
foi utilizado um Difratdbmetro de raios-x modelo X Pert PRO Multi-
Purpose, PanAnalytical do Laboratério Multiusuarios de Difracdo de
Raios X do Departamento de Fisica da UFSC onde ha a fonte de raios X
de radiagio Ka de Cu (1 =1,5418 A), e com tensdo e corrente méaxima,
respectivamente de 45 kV e 40 mA com uma taxa de varredura de °/min
de 260 na faixa de 10 a 90° com passos de 0,05°. Para a analise de fases
das amostras em reflexdo e transmissdo, Rietveld, incluindo detector
proporcional X Celerator, com monocromador curvo de feixe difratado
para radiagdo de Cu e detector proporcional de Xe com auxilio de
software da Philips X" Pert Plus e método de Rietveld, utilizados para
célculo de tamanho médio do cristalito. Para outras amostras, as medidas
foram obtidas em um difratdmetro Siemens D500 do Instituto de Fisica
(UFRGS) usando radiagdo de Cu Ka (ACuKo = 1,5418 A°) em uma taxa
de varredura de ° min do angulo 20 na faixa de 20 a 80° com passos de
0,05° (40 kV, 40 mA).

4.2.7 Medidas de Magnetizagédo por Amostra Vibrante (VSM)

As medidas de magnetizacdo de saturacdo (Ms) das amostras (5
mg) foram obtidas de NPMs de FesOs@Pheo secas, na forma de po,
pressionadas e mantidas em um suporte cilindrico, em um magnetémetro
de amostra vibrante (VSM) Modelo Microsense EV9) do Laboratério
Multiusuario de Magnetizacdo do Departamento de Fisica da UFSC. A
faixa de varredura dos momentos magnéticos foi executada pela alteracéo
do campo magnético de 20,000 Oe (2T) to -20,000 Oe (-2 T) em 300 K,
sendo que as andlises foram realizadas em duplicata. A leitura das
amostras foi feita por meio da interpretacdo da curva de histerese visando
obter valores de magnetizacdo de saturagdo (Ms) em emu/g em funcéo do
campo magnético aplicado (H).
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4.2.8 Medidas de concentracédo de ferro por FASS

A concentracdo de ferro presente nas amostras foi determinada
usando um espectrdmetro por absorcdo atbmica com atomizacdo por
chama (FASS) modelo PinAAcle 900T, PTAS11120701 Perkin Elmer,
EUA da Cental de Analises do Departamento de Quimica da UFSC. A
quantidade utilizada na preparacdo das amostras variou entre 10 a 20 mg
de amostra. As amostras foram dissolvidas em solucdo de &cido
perclérico concentrado para leitura no FAAS de acordo com metodologia
adaptada (FARAJI et al., 2012).

4.2.9 Técnica de Espectroscopia por Fotoelétrons de Raios X (XPS)

Os espectros de XPS foram coletados em espectrometro de raios
X modelo Thermo Scientific™ ESCALAB™ 250Xi do Laboratorio
Instituto de Quimica da Universidade Federal Fluminense e o instrumento
foi equipado com uma fonte de raios X monocromaticos de Al Ka (1486.6
eV). As amostras foram analisadas na forma de pé seco e a fonte de
radiacdo foi focalizada em ponto focal de 900 um por um canhdo de
elétron. Os espectros foram adquiridos com um passo de energia de 1 eV
enquanto que os picos Fe2p, Ols e Cls foram adquiridos com um passo
de energia de 0.05 eV.

4.2.10 Espalhamento de Luz Dindmico (DLS) e Potencial Zeta

As medidas de didmetro hidrodinamico, estabilidade dos
ferrofluidos e carga superficial foram realizadas em um analisador
Zetasizer 3000HSA Malvern do LaCBIO do Departamento de Quimica
da UFSC, equipado com laser He/Ne de comprimento de onda de 633 nm.
As amostras em p6 foram dispersas em diferentes solucdes tampéo (PBS
pH = 7,4; &cido citrico pH = 4,0; TRIS pH = 8,0) de modo que foram
centrifugadas (4000 x 10 min), filtradas usando filtro (0,2 pm) nas
concentrag@es finais de 50 e 100 ppm, e mantidos por 10 min em banho
de ultrassom. Sendo que todas andlises foram realizadas em triplicata e
concomitantemente foram obtidas o valor do didmetro hidrodindmico
(dw) e do potencial zeta () das NPMs de FezOs@Pheo. O teste de
estabilidade coloidal foi realizado considerando que as medidas por DLS
nas amostras foram repetidas levando em conta os seguintes periodos, 1°
dia, 3° dia e 7° dia) em solugdo tampédo PBS pH 7,4 nas concentra¢des de
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50 e 100 ppm, sendo que antes de cada leitura, todas as solucBes foram
sonicadas por 10 min.

4.2.11 Preparagao do “phantom” de gel Agar para analises por IRM

A preparacdo de suspensGes de NPMs de Fez;O.@Pheo no
“phantom” de gel agar foi realizada até 48 h apds a aquisicao das imagens
por IRM e seguiu 0 método previamente descrito (JAIN et al., 2008) com
pequenas modificagdes. Brevemente, suspensdes de NPMs em diferentes
concentrac@es (0, 5, 10, 25 e 50 ug ml* ou em mmol L) foram analisadas
por FASS para obtengdo das concentracdes de ferro em cada suspenséo.
Sendo que estas suspensdes foram mantidas em PBS (tampéo fosfato pH
= 7,2). Uma solucdo de gel &gar de 2,5% p/v foi preparada pelo
aquecimento de 250 mg de agar em 10 mL de PBS em 80°C por 20 min.
Para preparar os géis, 160 pl da solugdo foram misturadas com 840 uL da
suspensdo das NPMs em cada concentracdo, e esta solucdo foi pré-
aquecida a 60°C para prevenir a gelificacdo enquanto a mistura ocorresse.
Posteriormente, o gel agar e as suspensdes de NPMs foram misturadas
sob aquecimento dentro de tubos de microcentrifugas (1,5 mL) sendo
esses tubos eram virados de cabeca para baixo por vérias vezes seguidas.
Uma aliquota de 250 pl da mistura foi entdo rapidamente transferida para
outro tubo microcentrifuga e permitido resfriar a temperatura ambiente,
sendo em seguida, purgado em N; e deixado em descanso para andlise
posterior por IRM.

4.2.12 Medidas das caracteristicas de aquisicdo de imagem das
NPMs em “phantom” gel agar por IRM

Apobs a preparacdo, os tubos contendo suspensfes de NPMs de
oxido de ferro em gel agar (250 pL) foram posicionados proximos ao
isocentro em um “scanner* de IRM modelo Sigma Excite 1.5 T - General
Electric em uma clinica da Grande Floriandpolis dentro de uma bobina
transmissora-receptora de cabeca com quadratura com um vetor indugéo
magnético aplicado B; homogéneo para obtencdo das imagens por IRM.
Para a manipulacéo, visualiza¢do e analise das imagens de IRM foi usado
um software livre (Weasis DICOM viewer, Eclipse Public License - v
1.0). Para estimar o tempo de relaxagdo no plano transverso (T) para
cada amostra, imagens coronais (TH = 2 mm) foram adquiridas em varios
tempos de eco na faixa de 10 até 240 ms com um tempo de repeticéo (Tr)
de 10000 ms. Similarmente, o tempo de relaxacdo longitudinal (T1) para
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cada amostra foi medido ao variar Tr entre 100, 200, 400, 800, 1600,
3200, 6400 e 10000 ms enquanto que se manteve constante 0 Te em 10
ms. Apoés a aquisicdo das imagens por IRM, a intensidade da imagem em
uma mesma area circular (pixel) para cada uma das amostras foi medida
dentro de regides manualmente desenhadas (ROIs) pelo programa
“Weasis”. E em seguida, as taxas de relaxacao longitudinal e transversal,
respectivamente, R1 (1/T1) e R (1/T2) foram calculadas por uma curva de
correlacdo com uma fungdo mono-exponencial para estimar a curva entre
a Intensidade de sinal versus tempo (Te ou Tr) com dados coletados por
um programa de graficos (Origin 8.0 software). A Equacao (16) apresenta
a funcéo que permitiu estimar a curva da taxa de relaxacao transversal R»
(1/T2) para a intensidade do sinal (I(t) versus a concentragéo de ferro [Fe].

I(t) = 1(t=0)*exp(-Te/T2) (16)

Onde I(t=0) é medida pela magnetizacdo transversal (My,) pelas
andlises por VSM.

As estimativas da curva para dependéncia linear, o grafico das
taxas de relaxacgdo longitudinal e transversal, respectivamente, 1/T1 e 1/T»
como uma func¢éo da concentracdo de ferro das NPMs, foi obtido usando
as seguintes equaces para relaxividade longitudinal e transversal (r1 e ro,
respectivamente) como uma fun¢éo da concentracdo de ferro.

1T = 1/T1,0 + rl[Fe] (17)
Onde:

1/T1 é a taxa de relaxacédo longitudinal da amostra.
1/T10é a taxa de relaxacdo longitudinal do controle.

J4, para a equacdo que relaciona a intensidade do sinal (I(t)) com o
tempo de relaxamento longitudinal (T1) é dada pela seguinte expressdo:

I(t) = 1(t=0)*(1- exp(-Tr/T1)) (18)
Onde: 1(t=0) é a magnetizagdo longitudinal (M) das NPMs.

Por outro lado, é possivel determinar a taxa de relaxagdo
transversal R, usando a seguinte expressao:
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1/T, = l/Tzvo + I’z[FE] (19)

Onde 1/T; é a taxa de relaxacdo transversal da amostrae 1/T2o é a
taxa de relaxacdo transversal do controle.

4.2.13 Ensaio MTT (teste in vitro) para citotoxicidade contra células
MCF-7

Para a execucdo do estudo foram utilizadas células da linhagem
tumoral MCF-7 (carcinoma de mama humano) procedentes do banco de
células do Rio de Janeiro. As células foram cultivadas e mantidas a 37°C
em uma atmosfera de CO; (5%) com 95% de umidade em meio DMEM
suplementado com solugdo PBS (10%), penicilina (100 U/mL) e
estreptomicina (100 pg/mL). A citoxicidade potencial in vitro das
nanoparticulas foi avaliada no Laboratério de Bioguimica Experimental
do Departamento de Bioquimica da UFSC usando o método do sal de
tetrazélio (MTT) (Brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélio] (MOSMANN, 1983), empregando células tumorais da
linhagem MCF-7, expostas a diferentes concentracbes das NPMs. Estas
concentragcbes foram preparadas em meio de cultivo em condigdes
assépticas dentro de cabine de protegdo bioldgica (VECO, modelo
Bioprotector VLFS-12M). Inicialmente no ensaio foram utilizadas placas
multipocos (96 pogos) onde foram semeadas as células da referida
linhagem na densidade de 1 x 10* células por pogo. Ap6s incubagdo por
24 h, em confluéncia, 0 meio contendo as células foi removido e
substituido por uma suspenséao preparada com o meio de cultivo DMEM
fresco e NPMs em diferentes concentragdes (5, 10, 25, 50, 75 e 100 ppm),
sendo expostas por 24 h. Todas as suspensdes, tanto das NPMs de 6xido
de ferro quanto das suspensfes preparadas com meio de cultivo DMEM
foram submetidas a agitacdo em vortex (Biomixer, modelo QL 901) por
1 min antes de serem utilizadas. Como controle negativo as células foram
incubadas em meio de cultura no qual foi adicionada uma quantidade
equivalente do veiculo tampdo fosfato salina 100 mmol L' NaCl
(Phosphate Buffered Saline - PBS), empregado no preparo da suspensdo
de NPMs. Em seguida, as células foram entdo lavadas duas vezes com
PBS e incubadas por 2 h com MTT (0.5 mg mL!). Na sequéncia, 0 meio
contendo o MTT foi removido, sendo imediatamente adicionados 100 pl
de DMSO (0,25%), e os cristais de formazan foram solubilizados apés
agitacdo por 10 minutos em agitador de placas multipogos (CIENTEC,
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modelo Kline CT 150), foi efetuada a leitura com auxilio de um leitor de
placas (540 nm, 27 °C) (TECAN, Infinit M 200), seguida da avaliagdo
espectrofotométrica das placas para determinar a viabilidade celular
(MOSMANN, 1983). Os ensaios foram realizados em trés experimentos
distintos, sendo que cada concentragéo foi testada em triplicata. Esses trés
experimentos independentes foram conduzidos, e os resultados foram
apresentados por um grafico representando a viabilidade celular em
funcédo da concentracdo de ferro das NPMs.

4.2.14 Ensaio de “uptake” das NPMs de FesOs@Pheo com células
MCF-7

Células em cultura captam nanoparticulas dispersas ou em
suspensdo no meio de cultivo. Isto pode ocorrer por diferentes
mecanismos em virtude das dimensGes nanométricas das nanoparticulas.
Particulas maiores podem ser incorporadas por fagocitose (ZIMMER et
al., 1995) ou pode haver endocitose mediada por receptor (KUMAR et
al., 2012). Estruturas celulares podem ser evidenciadas utilizando o
pigmento inorganico ferrocianeto férrico (azul da Prissia). Esse pigmento
se combina com nanoparticulas de ferro como as nanoparticulas de 6xido
de ferro superparamagnéticas permitindo sua visualizagdo em amostras
de tecidos (MAGNITSKY et al., 2011).

O ensaio in vitro utilizado constitui o denominado “uptake” onde
se pretende avaliar a captacdo das NPMs de Fe3O4 pelas células MCF-7.
De modo que as nanoparticulas empregadas foram suspensas em PBS (pH
7,4) na concentracdo inicial de 200 ppm e mantidas por 2a 4 h em banho
ultrassénico mantido aquecido a 37 °C. Este procedimento foi efetuado
até obter-se a suspensdo completa das nanoparticulas (FesOs@Pheo) sem
formacdo de precipitado. As suspensfes obtidas foram submetidas a
atmosfera inerte (gas nitrogénio) e mantidas congeladas (-20° C) até o
momento de sua utilizagdo. Para o tratamento das células, as suspensdes
contendo as nanoparticulas foram descongeladas e mantidas por 1 h em
banho ultrassbnico sem aquecimento. Uma aliquota da suspensdo foi
adicionada ao meio de cultura para obterem-se a concentracfes testadas.

Em seguida, seguiu-se a preparagao dos corantes empregados nas
suspensdes das nanoparticulas e para isso, foram dissolvidos 2 g de
orceina em uma solugdo contendo 55 ml de &gua destilada utilizando
agitador magnético sob aquecimento (fervido por 10 min). Apds
resfriado, acrescentou-se 45 ml de acido acético glacial e esse foi
misturado bem e mantido sob temperatura ambiente. A prdxima etapa
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envolveu a adicdo das quantidades de células (5 x 10* para placas de 12
pocos) contendo o meio completo empregando 100 mL da suspensdo
celular, 100 ml de tripan e 800 ml de meio, sendo posteriormente,
transferidos para os pocos (12) contendo as células. Apds, as mesmas
foram incubadas por 24h ou tempo suficiente para atingir 80% de
confluéncia (KUMAR et al., 2014). As imagens obtidas de células MCF-
7 empregando microscopia de campo claro em aumento de 40 vezes
puderam ser visualizadas. As células foram mantidas em meio DMEM
contendo concentragdes crescentes de ferro das nanoparticulas de
FesO4@Pheo preparadas em DMEM por um periodo de 4 h, sendo o
controle negativo, 0 meio de cultura com PBS (YOU et al., 2007). A
coloragdo com “Prussian blue” permitiu uma boa visualizagdo das
nanoparticulas (em azul) enquanto que a orceina acética corou o nlcleo e
citoplasma de tons de vermelho.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 SINTESE DAS NPMS DE FesO, ESTABILIZADAS POR
PHEOMELANINA (Fe3s0s@PHEOQ)

Estudos de interacdo entre melaninas e o ion ferro(lll) foram
realizados em trabalhos anteriores, por técnicas de titulacdo
potenciométrica em que as melaninas (eumelanina e pheomelanina)
puderam ser caracterizadas elucidando seus grupos majoritarios que
apresentaram, respectivamente os seguintes valores de pKa 3,3; 6,83;
8,29, 10,99 e 14,28 correspondentes aos acetatos, quinonas-iminas, tidis
e aos catecis com duas constantes de desprotonagdo (COSTA et al.,
2012), (THIAGO G. COSTAA, 2015). Esses grupos existentes neste
biopolimero também foram evidenciados por estudos envolvendo
andlises espectroscopicas associadas a estudos de degradacdo quimica
realizados por Liu e colaboradores (LIU, Y. et al., 2005), e tém sido
utilizados para investigacdo direta a respeito da estrutura da
pheomelanina e eumelanina.

Conforme destacado na reviséo teorica, na literatura sdo descritos
varios métodos de sintese de NPMs envolvendo processos “bottom-up”,
em que ocorre a formacdo de NPMs de éxidos metalicos na presenca de
sais inorganicos (Fe®*, Fe?*) sob a acdo de redutores organicos (oleatos,
carboxilatos, acetatos, sulfatos) (LAURENT, S. et al., 2008). De modo
que se buscou neste trabalho produzir nanoparticulas que possam ser
mantidas em meio hidrofilico (estabilizadas em solucdo aquosa ou em
meios bioldgicos).

Um estabilizante foi utilizado, a pheomelanina, que atua como
agente de recobrimento para as NPMs de Fe;O4 e também serve para
evitar que essas NPs se aglomerem e causem consequentemente um
microembolismo das células no organismo quando administradas
intravenosamente (LAURENT, S. et al., 2008).

Foi possivel produzir essas NPMs de FesOs recobertas por
pheomelanina (FesO.@Pheo) usando um método de sintese por co-
precipitacdo que se mostrou, dentre as outras opgdes existentes, uma
forma mais segura, com um custo muito baixo e principalmente
ambientalmente mais favoravel ao dispensar rotas que pudessem exigir
solventes organicos mais perigosos e que consumissem um tempo maior
de preparagdo ou que envolvesse mais de uma etapa na producdo dessas
NPMs para atuarem como agente de contraste (AC) em imagem por
ressonancia magnetica (APTE et al., 2013).
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Com relagdo a sintese das NPMs de Fe3O. recobertas por
pheomelanina a proporcéao estequiométrica utilizada neste trabalho foi de
8:1 correspondendo respectivamente, 8,0 mmol de Fe3* para 1,0 mmol de
L-Dopa (3,4-dihidroxi-L-fenilalanina). A razdo de ter sido utilizada a
concentracdo molar do seu percursor é dada pelo fato de que segundo
argumentado anteriormente (TESEMA et al., 2008), (LIU, Y. et al,,
2005), a pheomelanina atualmente ndo possui um modelo definitivo de
sua estrutura quimica. Isso faz com que consequentemente, ndo seja
possivel se assegurar de forma precisa do valor de seu peso molecular ou
informacao mais precisa a respeito de sua composi¢do molecular. Alguns
autores (THIAGO G. COSTAA, 2015), (TESEMA et al., 2008) destacam
que ha vérios tipos de métodos empregados, e dependendo do tipo, estes
podem influenciar na estrutura final desse biopolimero.

Uma vez que a sintese de FesOs@Pheo foi realizada em meio
alcalino, onde a pheomelanina foi solubilizada e mantida em condic@es
em que o pH se encontrasse acima de 9,0, é possivel inferir entdo que os
grupos majoritarios associados a desprotonagdo para estabilizacdo com
Fe®* podem ser caracterizados pelos catecolatos e com Fe?* pelos tidis.
Logo, neste trabalho, as NPMs de FesOas recobertas por pheomelanina
foram produzidas de forma bem sucedida por meio da estabilizacdo de
oxido de Fe (Fe-O) com os grupos catecolatos e hidroxilas presentes neste
bio-oligbmero, por meio de interagdes covalentes ou eletrostaticas,
associadas as condicbes de pH do meio de reacdo em solucéo alcalina,
mostrando que independentemente de haver uma segunda desprotonagédo
do catecolato (conforme evidenciado em estudos anteriores (THIAGO G.
COSTAA, 2015), (SZPOGANICZ et al., 2002) presente na pheomelanina
em pH acima de 10), é importante notar que houve estabilizacdo com a
superficie do “core” das NPMs evidenciando o recobrimento ¢ este foi
apontado pelos resultados envolvendo as caracterizagdes fisico-quimicas
(FT-IR, XPS, DLS).

5.2 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO DAS NPMS
RECOBERTAS POR PHEOMELANINA (Fez0,@PHEO)

De acordo com o que foi apresentado anteriormente, 0s compostos
formadores do biopolimero pheomelanina (Cys-Dopa) sdo constituidos
pelas unidades benzotiazina e benzotiazdis mostrados na Figura 18, bem
como grupamentos majoritarios como catecol, quinonas-iminas e acidos
carboxilicos. De modo que a Figura 33 ilustra o espectro de infravermelho
com suas frequéncias de vibracdo associadas &s bandas caracteristicas
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atribuida aos modos vibracionais das ligagBes entre os atomos que
constituem, respectivamente as NPMs recobertas por pheomelanina
(FesOs@Pheo, na Figura 33a) em comparacdo com 0O espectro de
infravermelho da pheomelanina pura (Figura 33b).
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Figura 33 - Espectro de infravermelho referente as principais
frequéncias de absorgdo correspondentes as amostras em p6 de (A)
NPMs de Fe3;04 estabilizadas pela pheomelanina (FesO4@Pheo) e de
(B) bio oligdmero pheomelanina pura.
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De modo que a Tabela 1 apresenta as principais frequéncias de
absorcéo atribuidas aos varios modos vibracionais (BILINSKA, 1996),
(COSTA et al.,, 2012), (MAITY; AGRAWAL, 2007), das ligacGes entre
0s atomos presentes no espectro das Figuras 33a e 33b.

Tabela 1 - Frequéncias de absorcdo na regido do infravermelho de
amostras em p6 de pheomelanina pura e NPMs recobertas por
pheomelanina (Fes04@Pheo).

Pheomelanina NPMs de Bandas de
FesO4@Pheo absorgédo
(v: estiramento;
0. deformacéo
angular)
3500 cm'? 3438 cm? v(0 - H) para H
(BILINSKA, (THIAGO G. ligados a grupos
1996) COSTAA, OH
2015)
1800-1700 1633 cm'? v(C = 0) para
cm? (MAITY; grupos COOH
(COSTA et AGRAWAL, (livre) ou
al., 2012) 2007) v(0O — H) para H,0
1100 cm'? 1045 cm'? v(C - 0) e (O-H)
(BILINSKA, (MAITY; para grupos COOH
1996)(Bilinska AGRAWAL, (livre)
etal., 1992; 2007)
(THIAGO G.
COSTAA,
2015)
840 cm? 792 cmt v(C - H) para
(PIERCE; grupos aromaticos
RAST, 1995)
700-641 cm™ 628 cm? v(C - S) para
(BILINSKA, grupos
1996) benzotiazobis
- 594cm?; 620  v(Fe-O) (vibragdo
cmt de estiramento no
(MAITY; sitio tetraédrico)
AGRAWAL,

2007)
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De acordo com as frequéncias de absorcdo caracteristicas da
Tabela 1 é possivel inferir que os grupos majoritarios da pheomelanina
(Figura 33b), tais como, acidos carboxilicos, catecGis protonados e
quinona-iminas protonados (BILINSKA, 1996), (COSTA et al., 2012);
(THIAGO G. COSTAA, 2015) constituem o material de recobrimento
das nanoparticulas magnéticas de FesO, (Figura 33a). Uma vez que a
tabela apresentou as frequéncias de absorcao associadas, respectivamente
aos estiramentos v(O — H) em 3438cm?, »(C = O) em 1633 cm, aqui
nesta regido, também pode ser associado a identificacdo de estiramento
v(O - H) pela presenca de H,O ligada (MAITY; AGRAWAL, 2007).
Além disso, evidencia-se a presenca de grupos benzotiazéis, pelo
aparecimento de uma banda deslocada abaixo com um pico inferior a 700
cm* (Figura 34) associado ao estiramento »(C-S) em 628 cm™ presentes
em grupos benzotiazois, que constituem os percursores da pheomelanina
(Bilinska, et al, 1992). Além disso, notou-se presenca no espectro da
Figura 33b de um pico com uma banda forte em 1400 cm, e que pode
ser atribuida aos modos vibracionais correspondentes aos estiramentos
v(C-0) pela presenga de CO; (do ar) ou também em v(NH.*) para residuo
de hidroxido de amdnio (MAITY; AGRAWAL, 2007) nas amostras das
NPMs de Fe3zO4 recobertas por pheomelanina.

Ja, para as bandas de absorcdo caracteristicas das NPMs de
FesOa, observou-se os picos no espectro (Figura 34) em o(Fe-O)
(vibracdo de estiramento no sitio tetraédrico) em 593 cm™ e em 620 cnm
!, correspondentes ao Fe?* e Fe3* do espinélio inverso da estrutura relativo
4 magnetita, e esses resultados estdo em concordancia com a literatura
(MAITY; AGRAWAL, 2007).
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Figura 34 - Espectro de infravermelho referente aos modos
vibracionais atribuidos ao estiramento da ligagdo C-S e Fe-O
respectivamente, associados aos grupos benzotiazéis e de magnetita
estabilizados com NPMs de Fe;04 (FesO1@Pheo).

5.3 ANALISE ELEMENTAR (C, H, N, S)

As quantidades de carbono, hidrogénio, nitrogénio, enxofre e
oxigénio presentes na pheomelanina (cys-DOPA) e nas NPs de
Fe30:@Pheo estdo apresentadas na Tabela 2. Observou-se que a presenca
do biopolimero cys-DOPA recobrindo as NPMs € evidenciada pela
presenca do percentual nas concentracbes de enxofre e dos atomos de
carbono, hidrogénio e nitrogénio. Uma vez que foi comprovada a
presenca dos grupos majoritarios benzotiazois e quinona-iminas e
catecdis com a determinacdo de 4&tomos de S, onde o indice percentual de
material organico na amostra foi de aproximadamente 6,6%.
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Tabela 2 - indice de componentes atdmicos determinados por analise
elementar.

Amostra % C % N %H %S % O*
ref

Cys-Dopa Este 41,8 16,26 4,7 18,6 18,64
trabalho

Pheomelanina 1 45,8 7,7 4,3 16,0 26,2

Fe;O,@Pheo  Este 3,86 1,25 0,87 0,60 -
trabalho

1- (THIAGO G. COSTAA, 2015)

5.4 ANALISE TERMOGRAVIMETRICA (TGA)

A curva de TGA permite determinar o grau de recobrimento da
pheomelanina, uma vez que dados da literatura indicam que a cys-DOPA
apresenta uma perda de massa maior que outras melaninas sintetizadas e
modificadas apresentadas em estudos anteriores (THIAGO G. COSTAA,
2015), de modo que a andlise termogravimétrica pode auxiliar e
complementar a caracterizagdo de alguns grupamentos presentes no
biopolimero. A Figura 35 ilustra a curva termogravimétrica bem como
sua associacdo as perdas de massas correspondentes as suas temperaturas
especificas permitindo uma estimativa do grau de recobrimento das
NPMs de FesO4 pelo material organico (VOGEL, 1981). Pode entdo ser
observado que na temperatura préximo a 100°C uma perda de massa de
até 12,2% (1,325 mg) é correspondente a massa de agua adsorvida na
superficie das NPMs de oOxido de ferro (SIMONOVIC et al., 1990)
indicado por um pico endotérmico na curva de TGA (GOMEZ-MARIN;
SANCHEZ, 2010)10). Além disso, a Figura 35 aponta que ha um pico
exotérmico correspondendo & méaxima perda de massa (em 500° C) de 7,3
% (0,810 mg), que foi atribuido ao grau de recobrimento da pheomelanina
sobre a superficie das NPMs de FesO.. Esse resultado apresentou
concordancia com a literatura (XIN et al., 2015); (THIAGO G. COSTAA,
2015), (GUARDIA et al., 2010). Uma vez que esse bio-oligbmero
apresenta ao menos trés fases distintas de perdas de massa (6-62,5%)
termicamente entre 280 e 500 °C, os quais estdo associados com 0s
seguintes grupos quimicos: indol-quinonas, benzotiazdis e benzotiazinas
(GOMEZ-MARIN; SANCHEZ, 2010), (DEZIDERIO et al., 2004), (XIN
etal., 2015).
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Conclui-se entdo que a analise termogravimétrica (7,3%) e 0s
dados experimentais obtidos pela andlise de CHN (Tabela 2) que
apontaram ser de 6,4 %, (correspondendo a soma total dos indices de
composicdo atbmica de C, H, N e S, excluindo o percentual de O na
amostra) apresentaram relativa consisténcia pela presenca de material
organico do biopolimero pheomelanina na amostra comprovando que a
preparacdo das NPs de FesOs@Pheo foi bem sucedida neste trabalho.

100 4
— g5 12.2% de perda de agua
&
" -+
"
T 90
=
E
<
© 7.3% de perds
- grupos
& pheomeianing
80
4
75 T T v T T T

0 200 400

600 800

Temperatura (grau Celsius)
Figura 35 - Curva termogavimétrica relacionando o percentual de
perda de massa com o0 grau de recobrimento do biopolimero

pheomelanina sob as NPMs de Fe3Oa.
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55 ESPECTROSCOPIA POR ENERGIA DISPERSIVA DE RAIOS X
(EDX)

Os resultados de EDX apresentados na Tabela 3 apontam os
valores encontrados para o percentual de a&tomos de carbono, oxigénio,
enxofre e ferro, respectivamente com 12,04%, 55,53%, 0,54% e 31,88%.
Sendo possivel inferir qualitativamente de que os percentuais presentes
de material organico podem corresponder aos grupos quimicos dos
compostos presentes no bio-oligbmero pheomelanina, como material de
recobrimento das NPMs de Fe3O4. Além disso, os resultados indicam
também que o percentual de enxofre esta em concordancia com os dados
experimentais obtidos pela andlise elementar (CHN, com 0,60% de S)
relatados a Tabela 2.

Tabela 3 - Valores encontrados por espectroscopia por energia
dispersiva de raios X (EDX) de NPMs recobertas por pheomelanina.

C-K O-K S-K Fe-K
Contagens 299 12590 532 15324
peso (%) 5.11 31.39 0.62 62.89
atomo (%) 12.04 55.53 0.54 31.88
Erro (%) +/-1.69 +/-0.79 +/-0.11 +/-0.47

5.6 ESPECTROMETRIA POR ABSORCAO ATOMICA (FASS)

Os dados de espectrometria por absor¢do atdmica por atomizacéo
por chama (FASS) seguiram adaptacdo de metodologia descrita por
Shariati e colaboradores (FARAJI et al., 2012) que envolveu a digestdo
das amostras brutas (valor médio de massa 20,4423 mg) das NPMs de
Oxido de FesOs em meio de é&cido perclérico concentrado sob
aquecimento. As analises foram realizadas em triplicata na Central de
Anélises (Departamento de Quimica — UFSC), sendo que os valores
encontrados para o indice de Fe presente nas NPMs serviram para os
valores corrigidos na determinacdo dos valores de Ms obtidas por VSM e
das taxas de relaxividade longitudinal (1/T1) e transversal (1/T2) por IRM
que estdo apresentados nas secdes seguintes. O percentual de quantidade
de Fe presente nas NPMs de FeszO4 recobertas pelo biopolimero pode ser
visto conforme Tabela 4.
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Tabela 4 - Percentual de quantidade de Fe presente nas NPMs de
Fe;04.

Amostra % Fe
Fes0,@Pheo! 59,8
F€3O42 50,5

1- Proporgdo estequiométrica de Fe3*/ L-DOPA de 8:1 em 4,0
mmol (1,223 g) de FesCls.6(H20)

2 — sintese de NPMs de Fe304 sem recobrimento (1,8 mmol de

FesClz.6(H20))

Nota-se que o valor de indice de Fe das NPMs sem recobrimento
foi cerca de 10% inferior as NPMs de Fes;Os estabilizadas por
pheomelanina. Esse dado experimental é facilmente explicado pelo fato
de que as nanoparticulas magnéticas ndo seguiram um padréo rigoroso
durante a preparagao na sintese em meio aquoso, o que resultou em NPMs
de FesO4/Fe;0s3, justificando o valor inferior de Fe em comparagéo com
as NPMs de FesOs recobertas por pheomelanina. Porém, vale destacar
também que o percentual de massa de Fe presente nas amostras de NPs
de FesO.@Pheo obtido por FASS (59,8%, Tabela 4) foi préximo aos
valores estimados com os dados de TGA (58,2%, considerando a soma
das quantidades de oxigénio estas resultaram em cerca de 80,36% de
perda em massa), atribuida aos constituintes da magnetita cuja formula é
composta por atomos de oxigénio e ferro (LIDE, 2006). Os valores de Ms
obtidas por VSM e as taxas de relaxividade longitudinal (1/T1) e
transversal (1/T2) foram corrigidas com os valores encontrados para o
indice de Fe presente nas NPMs.

5.7 ANALISE POR  MICROSCOPIA ELETRQNICA DE
TRANSMISSAO (TEM) E DIFRACAO DE ELETRONS DE
AREA SELECIONADA (SAED)

As andlises por microscopia eletrénica de transmissdo (TEM-100
keV) mostraram ser muito Uteis, pois, apresentaram duas informacoes
importantes associadas a sintese e preparacdo das nanoparticulas
magnéticas (NPMs) de Fes;O4 recobertas por pheomelanina. A primeira
delas é a caracteristica morfoldgica, que é considerado um fator
importante envolvendo o crescimento dessas NPs uma vez que pode
acabar influenciando em suas propriedades magnéticas, tais como,
magnetizacdo de saturacdo e anisotropia (K. THANH, 2012). O segundo
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fator crucial associado ao crescimento das particulas € a distribuicdo de
tamanho ou monodispersividade, o que implica consequentemente na
estabilizac¢do dos ferrofluidos. Uma vez que a estabilizacdo de NPMs em
meio aquoso é uma condicdo necessaria quando se busca aplicagGes
biomédicas, os resultados da anélise de TEM-110 keV mostrados nas
Figuras 36a e 36b representam que as NPMs estabilizadas por
pheomelanina possuem certo grau de monodispersividade dentro do
esperado e didmetro do “core” médio de 10 m (Figura 36¢). Consequéncia
do processo de estabilizacdo estérica do tipo ibnica (K. THANH, 2012),
proveniente dos grupos catecolatos (CHARKOUDIAN; FRANZ, 2006)
do biopolimero da pheomelanina mediada pela desprotonacdo em meio
alcalino (pH > 9,0) permitindo a estabilizacdo com a superficie de dxido
de ferro (Fe-O) por meio de ligagdo covalente atuando como uma barreira
estérica e servindo para prevenir agregacao excessiva das NPs em meio
aquoso. Esses resultados apresentaram complementaridade com outros
estudos relatados anteriormente onde NPMs de FesO4 com didmetro de
“core” entre 2 a 8 nm com geometrias esféricas estabilizadas por &nions
organicos (carboxilatos e ions hidroxi carboxilatos) em que o controle de
tamanho foi obtido pela formacdo de coroas hidrofilicas organicas
(PANKHURST et al., 2009).
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Figura 36 - Micrografias das NPMs de 6xido de ferro recobertas por
pheomelanina (FesO,@Pheo) em (A e B) mostrando relativa
monodispersividade e elevada cristalinidade e em (C) histograma da
distribuicdo de tamanho para o didmetro médio do “core”de Fe3Oa.

Esses resultados apontaram ser muito parecidos comparativamente
com outros trabalhos envolvendo a preparacdo de NPMs de FesOs
recobertas por dopamina para serem utilizadas em aplicacbes biomédicas
(KORPANY et al., 2013). Porém, encontrou-se de forma ja esperada pela
prépria caracteristica do método de co-precipitacdo, um certo grau de
polidispersividade uma vez que o processo de estabilizacdo dessas NPs
estd associado a uma aglomeracdo espontdnea. Sendo assim, a
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estabilidade desssa particulas é fortemente dependente de forcas atrativas
(de curto alcance constituindo as forcas de van der Walls, e de longo
alcance, as forcas dipolares magnéticas) e repulsivas (eletrostatica devido
a carga na superficie das NPs e estérica entre as superficies recobertas por
polimeros PEG, dextrana etc (K.THANH, 2012). Mais ainda, a
aglomeracdo dessas particulas nos resultados por TEM é também
explicada pela prépria dificuldade envolvendo a etapa de preparacdo das
amostras. Quando colocadas em meio aquoso sob os grids de cobre (200
mesh), durante o processo de preparo, COm um excesso na concentracdo
das solucbes em que as NPMs estdo diluidas, pode levar a certa
precipitacdo ou acimulo em uma regido do grid que recebeu uma area
com um maior numero de particulas devido a problemas na distribui¢&o
da gota sob a superficie do grid. Além disso, os resultados neste trabalho
apontaram que morfologicamente as NPMs de FezO4 recobertas por
pheomelanina rotuladas FesOs@Pheo apresentaram esfericidade,
monodispersividade e distribuicdo de tamanho com qualidade igual ou
superior em relagdo a outros estudos relatados na literatura envolvendo
polimeros (Figura 36). Em destaque, Habib e colaboradores (HABIBI,
2014) prepararan NPMs de FesO4 estabilizadas por carboximetil celulose
(Fes04@CMC) utilizando como método de sintese, a co-precipitacdo
modificada onde envolveu a estabilizacdo do biopolimero CMC pos-
sintese das NPMs e seguida de ultrassonicacdo durante 1 hora. A Figura
37d revelou que essas NPMs apresentaram didmetro médio do “core” de
35 nm. Além disso, outros estudos com sinteses de NPMs estabilizadas
por biopolimero carboximetil dextrana (Fes0.@CMD) pelo método de
co-precipitacdo modificada mostraram que didmetro superior a 20 nm de
“core” de nm implica em sedimentagdo. A fim de evitar esse problema,
foram produzidas NPMs de 6xido de ferro “multi-core” de modo que se
usou solugdo de NaHCO3 (1,0 mol L) para precipitacéo alcalina e, ap6s
a formacdo de NPMs de éxido de ferro, as mesmas foram lavadas e
mantidas estabilizadas em solucdo &cida (pH entre 2,0 e 3,0) para a
estabilizacdo com CMD. A Figura 37b mostra que houve a producgéo de
“clusters” com didmetro das particulas entre 40 a 80 nm, conforme
relatado (DUTZ et al., 2009). Por outro lado, considerando outros
métodos de sintese, apresentando a mesma morfologia em comparacao
com o desenvolvido neste estudo, Florence e colaboradores (LARTIGUE
et al., 2012) realizaram estudos com a preparacdo de NPMs de y-Fe;Os
estabilizadas por citrato usando método de poliol em que o didmetro de
“single-core” dessas particulas foi de aproximadamente 10 nm, conforme
é apresentado na Figura 37c.
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Figura 37 - Imagens de TEM de baixa resolucédo de NPMs de Fez04
recobertas por (A) pheomelanina, (B) carboxi metil dextrana (CMD)
(DUTZ et al., 2009), (C) dietilenoglicol (DEG) e citrato (LARTIGUE
et al., 2012) e (D) carboximetil celulose (CMC) (HABIBI, 2014).

Com relacéo aos dados experimentais anteriormente destacados,
observa-se que é possivel inferir que a sintese por meio do método de co-
precipitacdo para a preparacdo de NPMs de FesO. recobertas por
pheomelanina (Figura 37a) se mostrou eficaz, j& que, foi possivel gerar
NPMs com tamanho médio abaixo de 15 nm, 0 que permite que essas
particulas possam exibir efeitos de superparamagnetismo (LEE, N.;
HYEON, 2012), propriedade importante quando se deseja que essas
possam ser utilizadas como ACs em IRM na investigacdo de tumores,
conforme é destacado na Tabela 5.
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Tabela 5 - Diametro médio dos “cores” de NPMs de Fe304 por
diferentes métodos de co-precipitacao.

Nanoparticulas Diametro médio do Referéncia

magnéticas “core”

Fe;04@Pheo 10 nm Este trabalho

Fes0,@CMD (“clusters ou multi- DUTZ etal., 2009
core”) 60 nm

y-Fe:0s@DEG-citrato 10 nm LARTIGUE et al.,

2012
Fes0,@CMC 35nm (HABIBI, 2014)

CMD - carboximetil dextrana
DEG — dietilenoglicol
CMC — carboximetil celulose

5.8 DIFRACAO DE ELETRONS DE AREA SELECIONADA (SAED)

A identificacdo da estrutura cristalina das fases das NPMs de
magnetita (FesOs) e maghemita (y-Fe2Os) pode ser feita através da
determinacdo dos planos de difragdo, revelando os arranjos atdmicos
presentes nas amostras de NPMs. Para as medidas do espagcamento d, um
perfil de integragdo correspondente aos picos de difracdo foi realizado
usando um “software” Digital Micrograph junto com a ferramenta
denominada PASAD que serve para a caracterizacdo de amostras
nanocristalinas.

A Figura 38 apresenta os picos identificados associados aos
planos de difracdo de elétrons das NPMs recobertas pela pheomelanina
determinados por SAED. Um modelo matematico (PASAD) foi
empregado a fim de comparar esses valores experimentais por meio de
uma superposi¢cdo de pontos em comparagdo com os padrdes dos planos
de difracdo da ferrita de FesO4 (Figura 39).
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Figura 38 - Padrdes indexados da amostra de NPs de Fe;O4@Pheo e
0s principais planos foram identificados.
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Figura 39 - Superposicdo de padrdo de ferritas e os valores
experimentais obtidos por SAED.
Tabela 6 - Valores do espagamento interplanar-d de SAED para as
NPMs de Fe;O.@Pheo obtidas através de TEM (100kV) em relacéo
ao padrdo da magnetita.

Plano hkl FesOs@Pheo* FesO, (padrao)**
(111) - 4,85
(220) 2,965 2,967
(311) 2,508 2,532
(400) 2,079 2,099
(511) 1,606 1,616
(440) 1,464 1,485

* resultados de TEM-100kV de acordo com a Figura 37a.
** (ZHU et al., 2011)
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Observando os resultados apresentados pela medida por SAED, e
analisando os valores experimentais, comparativamente com outras
NPMs na literatura, nota-se que os planos (22 0),(311),(400),(511)
e (4 4 0) em cada amostra, refletiram uma fase em que ha estrutura de
spinélio inverso correspondendo a célula unitéria tipo cubica (Masciocchi
et al., 2013). Esses valores apontaram que as estruturas nanocristalinas
das NPMs séo dificeis de serem de estabelecidas com precisao, pois, 0s
planos de difracdo de elétrons das NPs de oOxido de ferro, na fase
maghemita (y-Fe203) ou magnetita (FesO4) sdo muito sensiveis ao estado
de oxidacdo e ao tamanho das NPs, o que torna esses picos muito
coincidentes com uma minima diferenga (cerca de 1%) entre 0s seus
pardmetros de rede cristalina (K.THANH, 2012). De modo que foi
possivel obter essa informagao através das analises de difracdo de raios X
de pd das amostras, que serdo apresentados na préxima secao.

59 DIFRACAO DE RAIOS X DE PO (DRX)

A caracterizagdo das estruturas cristalinas das NPMs de 6xido de
ferro recobertas pelo biopolimero pheomelanina foram obtidas pela
andlise usando difratometria de raios X de p6 (DRX) em que o
alargamento dos picos de reflexfo de difragdo de raios X representa a
caracteristica de nanocristalinidade das amostras. A Figura 40 representa
o perfil de cristalinidade das NPMs de 6xido de ferro, associado aos picos
de difracdo correspondente a estrutura de espinélio com a célula unitaria
cUbica, caracteristica de ferritas magnéticas, tais como Fe3O4, y-Fe20s,
CoFex04 (VAIDYANATHAN,; SENDHILNATHAN;
ARULMURUGAN, 2007), MnFe;04 (K. THANH, 2012).
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Figura 40 - Planos de difracdo correspondendo a perfil de magnetita
nas amostras obtidas pelas analises de DRX pelo pico mais intenso
(311).

Os picos de reflexdo que aparecem na Figura 40 identificados
pela base internacional de dados de padrbes de DRX (JCPDS), sdo dados
pelos valores de 26 = 30,2°; 35,5°; 43,3°; 53,7°; 57,2°% 62,7°, que sdo
indexados aos planos de difracdo de raios X, correspondendo aos indices
de Miller (hkl), respectivamente (220), (311), (400), (422), (511) e (440).
Esses dados estdo em concordancia com os resultados da literatura (Dodi
et al., 2015; Masciocchi et al., 2013) onde foram registrados os referidos
angulos: 18,6° 30,4°; 35,7°; 43,2°; 53,7°; 57,3 62,8° e 0s planos (111),
(220), (311), (400), (422), (511) e (440) respectivamente correspondendo
a caracteristica de uma rede unitéria cubica de face centrada da magnetita
(Fes0a4). Além disso, a Figura 39 mostra que todos os picos das NPMs
recobertas por pheomelanina estdo em boa concordancia com a estrutura
cUbica [espag¢o de grupo: Fd-3mS] (LIDE, 2006) conhecido como o
padrdo do cristal de FesO4 (JCPDS: 88-0315) (ZOTTIS et al., 2015)
indicando que as amostras apresentaram elevado grau de cristalinidade
com uma fase de 100% de Fe3O4 presente no nlcleo das NPs. Mais ainda,
o0 parametro de rede cristalino (a) correspondente a célula unitaria cubica
de face centrada (cfc) dada por uma estrutura de spinélio inverso, relativo

100
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as ferritas magnéticas foi calculado. O pico mais alargado e intenso
corresponde ao plano de difracdo (311) e é esse que foi considerado para
calcular o valor do parametro de rede da célula unitaria. De modo que o
valor calculado para o parametro a = 8.3632 A foi estimado via método
de Rietveld aplicado aos dados de DRX (0.2522 nm para (311)) e este
dado se mostrou consistente com o valor de 8,3181 A° levando em
consideracdo o espagamento do plano (311) de 0.2508 nm obtidas
empregando as analises por SAED (Tabela 5). De acordo com a largura a
meia altura das reflexdes de (311), o didmetro médio das particulas
nanocristalinas de Fes3O4 foi calculado em 12,7 nm pelas analises
quantitativas do método de Rietveld e o “software” TOPAS (COELHO,
A. A., 2003). Esses resultados estdo em concordancia com o que foi
evidenciado a respeito do diametro médio das NPMs de FesO4 calculado
pelas anélises de TEM-100 kV, que apresentou valor proximo a 10 nm.

Uma técnica ndo convencional, mas muito Gtil foi a analise por
XPS, que permitiu investigar a composicdo quimica presente sobre a
superficie das NPMs, para confirmar a fase dos dxidos de ferro uma vez
que estados de oxidagdo podem influenciar nos sinais do difratograma e
consequentemente podem implicar em certas duvidas, porém, os
resultados de DRX foram convincentes ao apontar que as amostras
apresentaram estrutura cubica de espinélio.
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5.10 ESPECTROSCOPIA POR FOTOELETRONS DE RAIOS X
(XPS)

A andlise do espectro obtido pela técnica de XPS, figura 41,
permite trazer basicamente trés informacgdes importantes, comentadas
posteriormente, a respeito da composicdo quimica da superficie em uma
amostra constituida por oxidos de ferro (11 e I11).
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Figura 41 - Andlise por XPS para as NPMs recobertas por
pheomelanina.

Analisando com bastante cuidado, o espectro de XPS no gréfico
da figura 41, é possivel observar que a amostra é constituida
principalmente dos elementos quimicos Fe e O com uma pequena
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qguantidade de N, correspondendo aos resultados anteriormente
apresentados pelas andlises de CHN (Tabela 1) e EDX (Tabela 2).

Além disso, essa técnica possibilitou ainda investigar a
composicdo dos grupos organicos pertencentes ao biopolimero
pheomelanina associado a seus atomos e comprovar que os resultados
apresentados sao coerentes com os dados experimentais de espectroscopia
por infravermelho (FT-IR) mostrado na Figura 32.

Entdo, de maneira geral é possivel inferir que seja possivel
determinar qualitativamente a composi¢do e o0 estado de oxidacdo dos
atomos de ferro, obtendo informacdo de sua El, resultando em uma
impresséo digital das NPMs.

Sendo assim, a Figura 42a mostra o espectro de XPS padréo de
maghemita (y-Fe20s) e na Figura 42b, o espectro da magnetita (FesOa),
com alta resolugéo revelando os picos de Fe(2psr) e Fe(2p1r) associados
a estrutura espinélio inverso, apresentados na literatura (GU, H. et al.,
2005), (LU, J. et al., 2009). Os niveis de Fe(2psz) e Fe(2pip) sdo
respectivamente correspondentes aos valores de energia de ligagdo,
710.35 ¢ 724.0 eV para y-Fe2Os e 711.29 e 724.82 eV para Fe3O4 (LU, J.
etal., 2009).

4 71035 724 % e s

710 720 730 710 720 730
Enegia de Ligacdo(eV) Enegia de Ligacdo(eV)
Figura 42 - Espectros de XPS de alta resolucéo de padrdes para Fe2p

de NPMs nas fases y-Fe;O3 (a) e Fes04 (b) por estudos de Jian e
colaboradores. (LU, J. et al., 2009).

Por outro lado, observa-se que nos estudos desenvolvidos por
Biesinger e colaboradores (BIESINGER et al., 2011) ao efetuarem
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calculos tedricos para resolver estruturas de bandas em um conjunto de
oxidos de metais de transicdo de valéncia (I1) e (111) demonstraram que
esses picos presentes nas configuracdes Fe(2psz) apresentam valores
muito proximos de El para a magnetita e maghemita e sdo dependentes
do grau estequiométrico do composto, e acabam influenciando no formato
dos picos no espectro de XPS, acarretando em algumas mudancgas nos
valores das energias de ligagdo em comparacao com os relatados por Jian
e colaboradores (LU, J. et al., 2009), sendo esses reportados na Tabela 7.

Tabela 7 - Estimativas de parametros caculos tedricos para espectro
XPS de Fe2ps2 em 6xidos de ferro.

Composto (eV) — valor tedrico (eV)- valor
(Biesinger et al., experimental
2011). (Sherwood., 2002)
v-Fe20s 711,35 710,8
FesOq4 709,75 7104

As analises por XPS apresentadas pela Figura 42 das particulas
mostraram dois picos a mais em 709.5 e 724.9 eV, atribuida a Fe?*yps2 €
FeZ*5p112, respectivamente, os quais estdo relacionados com a fase de
magnetita (FesO4), 0 que estd em concordancia com a literatura onde,
aponta que os picos desviam para valores de energia de ligacdo mais altos
e ficam mais alargados para Fe;Os devido a aparéncia de Fe?*(psr) €
Fe?*2p1/2) associado a um desdobramento por multipletos (TIAN et al.,
2011).
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Figura 43 - Espectro de XPS para as NPMs recobertas por
pheomelanina.

Adicionalmente, inspecionando mais cuidadosamente com uma
melhor ampliagdo (Figura 44) os dados extraidos do grafico do espectro
pela analise por XPS, pode-se notar a aparéncia de dois suaves picos
satélites (circulos azuis) identificados respectivamente na regido de 718,5
e732,1eV.
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Figura 44 - Espectro de XPS apontando a existéncia de dois picos
satélites em 718,5e 732,1 eV.

Esse comportamento dos picos caracteristicos das regides do Fezp
no espectro de XPS ilustrado na Figura 44, estd em coeréncia com estudos
anteriores relatados onde foram preparadas NPMs de Fe;O; tipo “core-
shell” com SiO2 sob tratamento com ultrassonicagdo (GU, H. et al., 2005).
Nesse estudo, os resultados dos espectros de XPS para Fey, reportados
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mostraram principalmente compostos de Fe pelos picos de Fezpi2 em
torno de 724 eV e de Fezpzp em torno de 710 eV e foram acompanhados
pela existéncia de denominados satélites “shake-up” (Figura 45) pelas
setas em dois picos em torno de 718 eV e 732 eV. Além disso, esses
resultados apontaram que as posi¢des exatas dos picos para o espectro de
XPS para Fez, foram de Fe3*2ps, para 711,4 eV e Fe?*2ps, para 709.3,
indicando que a fase presente das NPMs era Fe3Os4. Porém, o
aparecimento dos satélites “‘shake-up” (circulos azuis na Figura 44) revela
a existéncia de uma fase oxidada de ferro, presentes na superficie das
NPMs de FesOs uma camada de maghemita (y-Fe2Os), 0 que
correspondeu com os dados experimentais de XPS obtidos neste trabalho,
anteriormente mostrados na Figura 44.

15000 -
14000 - 732 eV

“
13000 / 718 eV
12000 /

“
11000
10000

9000
4

8000 -

Intensidade de Fotoelétrons (u.a)

L

7000 <

v v v T v

A4 L)

J v L) 1) L) L)
735 730 728 720 718 710 705
Energladeligacdo(eV)

Figura 45 - Espectro de XPS de Fe2p de NPMs revestidas por SiO;
sob tratamento por ultrassom (Adaptado da referéncia (GU, H. et al.,
2005)).

O gréfico apresentado na Figura 45 indica o espectro por XPS do
pico de Oss da energia de ligacdo proxima a 529 eV, atribuido a ligacéo
de Fe-O associado a FesOa. Esses resultados estdo de acordo com dados
experimentais anteriormente relatados na literatura (GU, H. et al., 2005),
(TIAN etal., 2011).
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Figura 46 - O espectro de XPS para as ligacdes de Fe-O.

Na sequéncia, com relacéo as posicdes do pico do carbono (Cis)
no espectro de XPS, observa-se que a energia de ligacdo de 284.6 eV é
atribuida a ligacdo Fe-C (TIAN et al., 2011) apresentada na Figura 47.
Mais ainda, este dado também esta associado com o valor relatado na
literatura a uma estrutura grafitica (anel aromatico), possivelmente devido
a estrutura do biopolimero melanina (DEZIDERIO et al., 2004), (XIN et
al., 2015). Além disso, este resultado reflete também informagdes a
respeito do recobrimento da superficie organica sobre as NPMs de Fe3O04,
sendo indicada pelos anéis aromaticos no pico Cis do espectro de XPS, o
qual variou entre 286 e 288 eV devido a ligacdo de C-O e a energia de
ligacdo do fenol e carboxilato presentes no biopolimero pheomelanina,
observado em NPMs de éxido de ferro recobertas por dopamina
(ZHANG, M. et al., 2010). Esses dados experimentais também estdo em
concordancia com o espectro de XPS de alta resolugdo para estudo da
superficie da dopamina-melanina (BERNSMANN et al., 2009), que
mostraram picos de Cis (286 eV), O (532,5 eV) correspondendo aos
grupos organicos.

Sendo assim, é possivel inferir que a estabilizacdo das NPMs
possivelmente ocorra via ligagdo covalente tipo coordenada com o centro
metalico do ferro e os grupos majoritarios da pheomelanina, sendo que 0s
atomos de oxigénio, compdem os vértices da rede clbica cristalina da
magnetita, principalmente entre a ligacdes do catecolato e o Fe®*.
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Figura 47 - Espectro de XPS para energia de ligacdo C1s.

Conclui-se, entdo, que a partir dos resultados apresentados pelas
andlises de XPS nos espectros das energias de ligacdo de Fe2p (Figuras
43 e 44), Oy (Figura 46) e Cys (Figura 47) foi possivel observar que o
perfil apresentado para as NPMs de Oxido de ferro recobertas por
pheomelanina revelaram que o “core” das NPs ¢é constituido de FezO4, €
a presenca de picos satélites revelou que a superficie apresenta ferro no
estado oxidado (y-Fe2Os) devido & metodologia de sintese. Porém,
evidenciou-se que o biopolimero pheomelanina se apresenta como
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recobrimento orgéanico dessas NPMs de Fe3zO4 pode apresentar diferencas
nos valores de magnetizacdo de saturacdo (M;) da amostra, 0 que sera
destacado a seguir.

511 MEDIDAS DE MAGNETIZACAO POR AMOSTRA
VIBRANTE (VSM)

Nas medidas por VSM, as NPMs de FesO4 foram deixadas sob
oscilacdo em uma dada frequéncia (80 Hz) e a bobina de detec¢do mediu
a tenso induzida, fornecendo entdo uma curva denominada de histerese,
apontando valores negativos e positivos do campo magnético aplicado
(H) (NIAZI A, 2000). Um parametro importante que permite obter
informagGes associadas ao comportamento magnético da amostra pela
curva obtida na Figura 48 ¢ a magnetizacéo de saturacéo (Ms), sendo que
a Ms é essencialmente o valor limite no qual a curva de magnetizagdo
reverte na regido onde o valor de campo magnético é elevado, e essa
situacdo ¢ alcangada quando todos os momentos magnéticos no material
estdo alinhados com o campo aplicado H.
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Figura 48 - Analise por VSM de NPMs de FesO,4 recobertas por

pheomelanina.

Se o0 volume do material for reduzido, como no caso das NPMs,
uma situacdo no qual ocorre uma mudanca de multidominio para
monodominio magnético, as propriedades magnéticas deixam de
apresentar as que ocorrem na forma de materiais “bulk”, e apresentam o
efeito chamado de superparamagnetismo. O valor padrdo para particulas
magnéticas de Fe3O4 ndo recobertas esta registrado na literatura em uma
faixa entre 92-100 emu g* a 300K (LEE, N.; HYEON, 2012); (ROSEN
et al.,, 2012) e para outros materiais magnéticos os valores estdo
mostrados na Tabela 8. De modo que a literatura (K.THANH, 2012);
(LEE, N.; HYEON, 2012) destaca que as nanoparticulas com perfil
superparamagnético apresentam curva de histerese nula, valor de Ms
elevado, Mr e Hc com valores baixos ou despreziveis.
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Tabela 8 - Magnetizacdo de saturacdo (Ms) de NPMs de alguns
materiais ferrimagnéticos medidos a 300 K. (Adaptagdo da referéncia
de (COLOMBO et al., 2012)).

NPMs Ms (Am? Kg?)
Fe304 98
Y-F6203 82

MgFe204 31
MnFe;04 110
CoFe;04 94
NiFe;04 56

Com as anélises por VSM apresentadas na Figura 47, foi possivel
estimar o didmetro do “core” das NPMs de Fes3Os recobertas por
pheomelanina sendo abaixo de 15 nm, o que demonstrou que essas NPMs
possuem baixo valor de Hc e Mr e principalmente a curva de
magnetizacdo com histerese nula, revelando assim um comportamento
superparamagnético (LEE, N.; HYEON, 2012). Fazendo a comparacao
dos valores obtidos de Msem relacdo a outros publicados em estudos
recentes foi possivel observar que as NPMs de FesOs recobertas por
pheomelanina apresentaram valores muito proximos aos obtidos por
outros autores, sendo destacados na Tabela 9.

Todos os valores destacados na Tabela 9 obtidos para M;
envolveram a preparagdo de NPMs de 6xido de ferro, com fase magnetita
com diferentes estabilizantes, envolvendo, por exemplo, materiais tais
como dopamina (SMOLKOVA et al., 2015), acido himico (GHOSH et
al., 2011) e sintetizados por método de co-precipitacdo com adaptacdes
muito semelhantes aos desenvolvidos neste trabalho.
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Tabela 9 - Magnetizacdo de saturagdo (Ms) de NPMs de Fe;O4
recobertas com diferentes estabilizantes em funcdo do didmetro de
“core”.

NPM Didmetrodo Ms (emu/g)  Referéncia
“core”

Fes0.@Pheo 10-12 52,5 Este trabalho

Fes0,@O0leato 8,9-12,2 65,39 (MENG et al.,
2013)

Fe;0,@écido 10 70 (GHOSH et al.,

hamico 2011)

Fes;O,@dopamina 9-10 56 (SMOLKOVA
etal., 2015)

Fe;O.@alginato 5-10 52 (MA, H. L. et
al., 2007)

Fes04 12,2 98 (K. THANH,
2012)

y-Fe20s3 17,5 82 (K.THANH,
2012)

Nota-se, entdo, que o estabilizante contribuiu para a redugdo do
valor de Ms, e mesmo assim, o valor encontrado neste estudo foi
considerado razoavel e dentro do esperado. Por isso, o sucesso do realce
de contraste negativo € atribuido ao recobrimento da pheomelanina,
envolvendo este biopolimero hidrossoltvel, o qual serd mostrado nas
préximas secdes.

5.12 ANALISE DE ESPALHAMENTO DE LUZ DINAMICO (DLS)
E POTENCIAL ZETA (Z)

A técnica de espalhamento de luz dindmico (DLS, do inglés
Dynamic Light Scattering) foi empregada para a obtencdo do didmetro
médio hidrodindmico (dw) das nanoparticulas, em um espectrometro
Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, UK) mantendo-se a
temperatura constante em 25° C com variacdo de £ 1 °C. As medidas
foram feitas todas em triplicata e as concentracdes das nanoparticulas
magne ticadas solugdes tampéo (pH 7,2 e 8,0) variando de 50 a 100 ppm
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foram filtradas e por uma seringa com filtro de acetato de celulose 0,20
pm foram realizadas de acordo com as caracteristicas técnicas do
equipamento (Laser He-Ne de A = 633 nm e a detec¢do é feita em um
nico angulo de 173°). Os resultados complementaram as caracterizagdes
fisico-quimicas das NPMs de Fes3Os recobertas por pheomelanina
(FesOs@Pheo) a respeito da biodistribuicdo a fim de que sejam
preparadas para aplicacdes biomédicas, particularmente como agentes de
contrastes para diagndstico por IRM. O didmetro hidrodindmico médio é
dado pelo tamanho total das nanoparticulas em solucdo, isto &,
considerando o didmetro do “core” das NPMs de Fe3O4 adicionando-se a
espessura da camada do material de recobrimento, no caso do
biopolimero pheomelanina. A literatura destaca que a biodistribuigdo das
nanoparticulas depende fortemente dos seus didmetros hidrodindmicos
levando em consideragdo os surfactantes ou polimeros estabilizantes
(K.THANH, 2012). Por exemplo, as nanoparticulas com um didmetro
hidrodindmico superior a 100 nm sdo rapidamente removidas da
circulacdo pelo processo de fagocitose ativa atraves do RES (sistema
endotelial de eliminagdo). Porém, NPs extremamente pequenas com um
didmetro hidrodindmico inferior a 5 nm podem passar pela filtracéo renal
e podem ser excretadas pela urina. Consequentemente, as nanoparticulas
deveriam apresentar um tamanho hidrodindmico 6timo na faixa de 50 a
150 nm, significando que essas NPMs apresentardo tempos de circulacdo
no sistema circulatério longo, dando tempo o suficiente para que seja
realizada a aquisi¢cdo de imagem por IRM (COLOMBO et al., 2012).

Sendo assim, a técnica forneceu o diametro hidrodinamico
aparente (dn) das NPMs de FesOs@Pheo conforme é apresentado na
Figura 49.
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Figura 49 - Anélise por DLS de NPMs de Fes;O4 recobertas por
pheomelanina com o didmetro hidrodindmico médio (90,75 nm) e
o indice de polidispersividade (PDI) (0,179) em solucdo tampdo
(pH =8,0).

As medidas por DLS indicaram que as NPMs recobertas por
pheomelanina (FesOs@Pheo) puderam ser mantidas em meio aquoso,
sendo que estabilizadas em solucdo tampao pH 8,0 proximo as condicbes
fisiolégicas. Além disso, as mesmas apresentaram  boa
monodispersividade (PDI = 0,179), pois, 0 du médio de 90,75 nm
apresentou valores compativeis com a faixa desejada (20 a 100 nm) das
NPMs para as aplicagcBes biomédicas (REDDY et al., 2012a). Todas
amostras possuem boa estabilidade coloidal e distribuicdo de tamanho
aceitavel (PDI < 0,2), com excecdo daquelas que foram dispersas em
tampdo acido citrico ( pH = 4,0). E dessa forma, ndo foi possivel
determinar o dH médio dessas amostras devido & sedimentacdo das NPMs
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e impossibilidade de determinar a curva de correlacdo de Stokes-Einstein.
De modo que o valor obtido para as NPMs de FesO4@Pheo estabilizados
em tampdo alcalino (pH 8,0) foi de 0,179, e apresentou-se dentro do
esperado em comparagdo com outros estudos envolvendo distintos tipos
de recobrimentos poliméricos associados ao método de sintese de NPMs
de dxido de ferro por co-precipitacdo, dados pela Tabela 10.

Tabela 10 - Valores de didmetro hidrodindmico e potencial zeta de
varios tipos de NPMs.

NPM Diametro Potencial Referéncia
hidrodindmico Zeta (mV)
(dH)
Fe;04@Pheo 90,75 nm -38,1+ 0.6 Este trabalho
(pH =8,0)
Fes:0s@AH 100 nm -40,0 (ILLES;
TOMBACZ,
2006)
Fe;0:@Q 130 nm +35,83 + (SANJAI et al,
0.4 2014)
(PH = 6,0)
Fe;0.@AC 150 nm -395+6,8 (JEDLOVSZKY-
(pH~7,0) HAIDU et al,
2012)
Feridex 140 nm -31,30+0,8 (JAIN et al,
(PBS) 2008)

AH — acido hiimico
.Q - quitosana
AC — 4cido citrico

O potencial zeta € uma funcdo da densidade de carga superficial
e apresenta muitas informagdes importantes a respeito da natureza das
particulas dispersas no meio e também sua condi¢éo de estabiliza¢do entre
0 biopolimero de pheomelanina e as NPMs de FezOa. Pois, em solugédo
havendo a presenca de uma carga liquida das NPs de 6xido de ferro, esta
pode dar indicativo a respeito de que forma os ions na sua vizinhanga
podem ser afetados em funcéo de seu valor de pH e seu ponto isoelétrico
((PIE), em que a carga na superficie é nula em determinado valor de pH).
Indicativos desta estabilizacdo associados ao potencial zeta sdo dados na
literatura, destacando-se que os valores associados a estabilizacdo das
NPMs com seus materiais poliméricos de recobrimento pelo processo de
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repulsdo estérica devem estar nos valores limites de + 60 mV ou — 60 mV
(K.THANH, 2012).

As andlises envolvendo o potencial Zeta permitiram determinar a
carga da superficie e a natureza dos biopolimeros como pheomelanina, e
0 valor obtido para as solugdes de suspensdo de NPMs de Fe3O4
recobertas com esse biopolimero, em solucdo tampéo (pH = 8,0) sendo
de — 38,1 mV corresponde ao resultado que indicou a estabilizacdo das
suspensdes coloidais, conforme é mostrada na Figura 50 e na Tabela 10
onde aponta os valores calculados para o potencial Zeta envolvendo dados
na literatura, em comparacgao com o obtido neste resultado.
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Figura 50 - Anélise da superficie Potencial zeta das NPMs de Fe304
recobertas por pheomelanina (FezOs@Pheo) (potencial { de -38,1 mV)
estabilizadas em solugdo tampéao em pH = 8,0.

O potencial ¢ pode indicar que os catecolatos desprotonados
presentes no biopolimero pheomelanina constituem grupos majoritarios
que participam na estabilizagdo das NPs de Fe3Oa, cuja presenca desses
grupos, foi comprovado anteriormente com as caracterizagbes fisico-
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guimicas (infravermelho, XPS e TGA). Outros estudos (ILLES;
TOMBACZ, 2006) com biopolimeros acidos himicos foram usados
como modelo de investigacdo a respeito da influéncia do pH do meio no
processo de adsorcdo em NPMs de magnetita. Sendo que, as mesmas sdo
positivamente carregadas abaixo de pH ~ 8, e possuem cargas negativas
na superficie para valores acima desse pH. De modo que para baixos
valores de pH, a protonacdo dos sitios da superficie (Fe—OH) da lugar
agora para a formagcéo dos sitios Fe-OH*2. Sendo assim, a mobilidade dos
valores associado ao potencial ¢ diminui com o aumento do pH e seus
sinais se invertem a valores negativos, como mostrado na Tabela 10.
Além disso, em pH ~ 8, o qual pode ser identificado como ponto
isoelétrico (PIE) da magnetita, acima desse ponto, a desprotonagéo de Fe
— OH tem lugar para a formacéo na superficie, os sitios Fe—O—. Em suma,
observou-se que a camada polianibnica de acido himico (AH) com um
excesso de cargas negativas pode contribuir para prevenir a adesdo de
particulas de magnetita (instabilidade dos ferrofluidos devido a atracdo
eletrostatica) e melhora a estabilizacdo combinada envolvendo repulsdo
eletrostatica e estérica das NPMs de 6xido de ferro, como foi evidenciado
um aumento do dn em particulas de hematita (VERRALL; WARWICK;
FAIRHURST, 1999) e de magnetita (LEE, N.; HYEON, 2012 (ILLES;
TOMBACZ, 2006) em mais de 10 vezes, quando essas estavam sem a
presenca de AH como recobrimento.

Serd visto na secdo a seguir, como o dn e outros fatores podem
influenciar nas caracteristicas envolvendo os processos de realce dos
agentes de contrastes positivo (reducdo da relaxividade longitudinal Ty) e
de contrastes negativos (reducdo da relaxividade transversal T») nas
NPMs de Fe3O4 recobertas pelo biopolimero pheomelanina.

5.13 MEDIDAS DO EFEITO DE REDUCAO DO SINAL T; E T, POR
IRM DAS NPMS DE Fe;0s@PHEO EM “PHANTOM” GEL
AGAR

De modo a avaliar os efeitos do realgamento no sinal de IRM, as
solucdes aquosas das NPMs recobertas por pheomelanina em diferentes
concentrac@es de Fe (determinadas por espectroscopia atdbmica por chama
(FASS)) foram mantidas em um “phantom” constituido de gel agar para
evitar agregacdo das NPMs de Fe3O4 recobertas por pheomelanina. Esse
“phantom” serviu para permitir a localizagdo do sinal de IRM, e foi
preparado de acordo com os procedimentos apresentados nos Materiais



151

e Métodos, no Capitulo 4. Sendo assim, as taxas de relaxacéo foram entéo
medidas em um “scanner” clinico de IRM de 1,5 T de acordo com certas
sequéncias de pulsos recomendadas na literatura (LEE, N.; HYEON,
2012) de modo que os procedimentos estdo descritos a seguir.

Apbs a preparagdo do “phantom” e das suspensdes de NPMs de
FesO4s@Pheo, mantidas em gel-dgar e em PBS (pH 7,2), os tubos
contendo cerca de 250ul. foram posicionados préximo ao isocentro em
um “scanner” de IRM Sigma Excite 1.5 T - General Electric 1.5 T MRI
dentro de uma bobina transmissora-receptora de quadratura de cabeca
com um campo homogéneo B; a fim de serem adquiridas as imagens por
IRM. O “software” hospedeiro (Weasis DICOM “viewer”, Eclipse Public
License - v 1.0) foi usado para as visualizagdes/analise das imagens
adquiridas.

Para estimar o tempo de relaxacdo transverso (T2) para cada
amostra, imagens coronais com espessura de corte (Ty = 2 mm) foram
adquiridas em varios tempos de eco (Te) de 10 a 240 ms com um tempo
de repeticdo (Tr) de 10000 ms de acordo com procedimentos
anteriormente relatados na literatura (LEE, N.; HYEON, 2012).

De forma similar, o tempo de relaxacdo Ti para cada amostra foi
medido variando o Tr entre os seguintes valores: 100, 200, 400, 800,
1600, 3200, 6400 e 10000 ms enquanto foi mantido o valor de Te
constante em 10 ms. Apo6s a aquisicdo das imagens, as magnitudes das
intensidades das imagens foram medidas dentro das regifes de interesse
(ROIs) manualmente desenhadas pelo “software” Weasis para cada uma
das amostras de NPMs@Pheo.

As taxas de relaxacdo longitudinal e transversa, respectivamente,
R1 (1/T1) e Rz (1/T,) foram calculadas considerando uma estimativa para
uma curva mono-exponencial de dados da intensidade de sinal versus
tempo (usando o “software” Origin 8.0). De modo que a estimativa da
curva para as taxas de relaxacdo longitudinal e transversal Ry (1/T1) e Rz
(1/T2), respectivamente, pela intensidade (I(t)) em funcdo de Tr e Te para
cada concentracéo de ferro [Fe] das amostras (LEE, N.; HYEON, 2012)
sdo dadas pelas seguintes equagdes:

I(t) = 1(t=0)*(1- exp(-Tr/T1)) (20)
Onde: 1(t=0) € a magnetizacdo longitudinal (Mo) das NPMs.

I(t) = 1(t=0)*exp(-Te/T2) (21)
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Onde: 1(t=0) é a magnetizacéo transversal (Mx,y).

A Figura 51 mostra a estimativa da curva da taxa de relaxacdo
transversal Rz (1/T2) dos prétons da agua nas suspensdes de NPMs de
FesO.@Pheo pela intensidade ((I(t)) em funcdo de Te para as cinco
concentraces de ferro [Fe], correspondendo respectivamente a 0,02;
0,04; 0,10 e 0,20 mmol L. Nota-se que a curva representou um
decaimento exponencial associado a reducéo de sinal T» de IRM. Essa
reducdo da taxa de relaxacdo T- é observada na Figura 51 e quando as
concentragdes das NPMs aumentam nas suspensdes do “phantom” gel
agar, a intensidade do sinal (I(t)) (média da intensidade dos sinais obtidos
dos ROIs) diminui cada vez mais, deixando a curva I(t) x Te mais
acentuada indicada por uma queda mais brusca para valores mais
elevados de concentracao de ferro [Fe].
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Figura 51 — Ajuste da curva associada a taxa de relaxacao T, pela

intensidade do sinal (I(t)) versus (TE) para cada valor de concentragédo
de ferro [Fe] obtido das analises de FASS.

Este comportamento da curva de relaxacdo T, também foi
encontrado quando Labhasetwar e colaboradores (JAIN et al., 2008)
sintetizaram por co-precipitacdo NPMs de FesO, estabilizadas por acido
oleico e estudaram as propriedades de relaxacdo em IRM e de “drug-
delivery” encapsulando o quimioterapico doxorubicina. Nesse caso eles
evidenciaram que quanto maior a inclinagdo da curva de relaxacao T,
maior é a reducdo do sinal e consequentemente melhor se apresenta o
efeito de realce como agente de contraste negativo T, (propriedade
importante para investigacdo de tumores primarios). Esse efeito foi bem
destacado na literatura por Hyeon e colaboradores (LEE, N.; HYEON,
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2012), quando mostraram que NPMs sob a acdo de um campo magnético
externo podem induzir ndo homogeneidades no campo magnético local,
o qual consequentemente pode acelerar a taxa de defasagem da frequéncia
de precessdo de Larmor dos prétons da agua em seu entorno. Esse efeito
fisico pode explicar por que o aumento da concentracdo de Fe presente
pode afetar 0 aumento da reducdo de sinal na relaxagéo transversal T,
uma vez que esse processo reflete na perda de energia devido a interacéo
de spin-spin no meio aquoso (LEE, N.; HYEON, 2012). Isto pode ser
notado na Figura 52 onde se observa que a intensidade do sinal das
imagens ponderadas em T- alteraram consideravelmente o contraste das
amostras, associado a reducdo do sinal seguindo o aumento com a
concentracdo de ferro [Fe].

[FelmM CTRL 0,02 0,04 0,1 0,2

na/ms [ -1

220 0

Figura 52 - Intensidade do sinal de IRM ponderada em T, versus
concentracdo de Fe.

Além disso, o efeito da reducédo do sinal em T (51.5,57.3, 74.1 e
82.2%) em comparacdo com o controle (solugdo de gel &gar)
correspondendo a 0,02; 0,04; 0,10 e 0,20 mM da concentracdo de [Fe],
respectivamente, é observado na Figura 53.
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Figura 53 - Realce do efeito de reducgdo de T, das NPMs recobertas
por pheomelanina.

Observou-se que essa redugdo no sinal no tempo de relaxagéo
transversal T> nesse trabalho obtida com as NPMs de Fe3O4 recobertas
por pheomelanina (Fes0s@Pheo) apresentou um resultado superior ao
obtido em outros trabalhos desenvolvidos por Tilley e colaboradores
(HERMAN et al., 2011) envolvendo NPMs de Fe3zO4 nas concentragdes
correspondentes a 2,0; 5,0 e 10,0 pg (Fe) mL™2, respectivamente, 0s quais
reduziram o sinal de T, ponderada por 12, 27 e 41% em relacdo ao
controle. Além disso, evidenciou-se que as taxas de relaxacdo 1/T1 (R1) e
1/T2 (R2) possuem uma relacdo de linearidade proporcional com a
concentracao de ferro [Fe]. Sendo assim, foi possivel esbocar um gréafico
gue mostra a relagdo entre as taxas de relaxacdo 1/T; (Figura 53a) e 1/T»
(Figura 53b) obedecendo as Equacdes (22) e (23) de uma reta em fungéo
da concentracdo de ferro [Fe], sendo a inclinagdo da reta como a
relaxividade longitudinal e transversal (ri e rz), respectivamente, dadas
pelas equagbes a segulir:

Para a taxa de relaxacdo longitudinal Ry (1/T1), obtem-se:
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1T, = 1/T1,o + I‘1[Fe] (22)

Onde:
1/T1 é a taxa de relaxacéo longitudinal das amostras;
1/T1,0é a taxa de relaxacdo longitudinal do controle.

Similarmente da mesma forma para a taxa de relaxacao transversal R,
(1/Ty):

1/T, = 1/T2,o + I’z[Fe] (23)
Onde:

1/T, é a taxa de relaxacdo da amostra

1/T,0é a taxa de relaxacdo do controle.

As Figuras 54a e 54b mostram uma dependéncia linear e o ajuste
da curva forneceu boas correlagdes (R? = 0,9989 para r1 e 0,9473 para r»,
respectivamente). Os resultados em que a relaxividade transversal r, (218
mM-1s1) foi muito superior a relaxividade longitudinal r; (1,6 mM ),
indicou que as NPMs de FesOs recobertas por pheomelanina
apresentaram caracteristica como realce de agente de contraste T
negativo (R, = 136) para IRM. Mais ainda, neste estudo o valor de R; foi
cerca de 20 vezes maior que as NPMs de Fe304 recobertas por quitosana,
e também pode ser notado que o valor de r» foi trés vezes superior ao
obtido com NPMs recobertas por quitosana, como é mostrado na Tabela
11. Por outro lado, os valores de r, neste estudo foram cerca de trés vezes
superior comparado com outros resultados para NPMs@POA (um
copolimero constituido pelo surfactante ndo-iénico PF127/acido oleico)
com uma superficie hidrofobica, enquanto os valores de R, foram os
mesmos com relacéo a este trabalho (QIN et al., 2007).
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Figura 54 - (A) taxas de relaxagdo T1 (1/T1) e (B) taxas de relaxacdo
T, (amostra) - T, (controle) plotadas contra concentragéo de ferro para
as nanoparticulas de magnetita em solucdo aquosa para obter as
relaxividades longitudinal (r1) e transversal (r2), respectivamente.

Neste trabalho destaca-se que as NPMs de FezO4 recobertas por
pheomelanina puderam combinar alta performance e hidrofilicidade,
verificando que elas podem ser promissores candidatos como realgador
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de contraste negativo T, para IRM. E vélido notar que o Ms (Tabela 9)
possui os valores muito proximos ao apresentado neste trabalho em
comparagao com outros estudos envolvendo as NPMs de Fez04 usando o
mesmo método de sintese que foi empregado neste trabalho. Entdo, o
sucesso do realce do contraste negativo em T» pode ser atribuido ao
recobrimento do biopolimero pheomelanina. Mais ainda, como uma
funcdo do didmetro do “core” de dxido de ferro e do recobrimento
(espessura e composicao quimica), o efeito do encurtamento T- das NPMs
de FesO4 pode ser estimado fundamentado pela teoria de esfera externa
da mecanica quantica (TONG et al., 2010) que serd visto na proxima
secdo deste capitulo.

5.14 TEORIA SOBRE O EFEITO DE REDUGAO DO SINAL DE T2
NAS NPMS DE Fez04@PHEO

A literatura destaca que o efeito de encurtamento de tempo de
relaxacdo T, das nanoparticulas magnéticas pode ser explicado
basicamente por dois importantes fatores, tais como a difusdo
translacional das moléculas de agua e o gradiente de campo magnético
gerado pelas nanoparticulas magnéticas. Pois, esse gradiente de campo
magnético induzido pelas NPMs acelera a taxa de defasagem da
frequéncia de precessdo de Larmor dos “spins” dos protons proximos a
agua, favorecendo entdo uma perda mais rapida da energia de interacdo
“spin-spin” (LEE, N.; HYEON, 2012); (TONG et al., 2010). Entéo,
considerando que a relaxividade transversal T> de NPMs de 6xido de ferro
seja dada por:

R (1/T2) = (25612y%/ 405)\V*Ms? a2/ D (1 + L / a) (24)
V* = (47 13) No M

Onde :
v € a razdo giromagnética do proton;

V*¢ a fracdo de volume do “core” do 6xido de ferro;
Ms é a magnetizacdo de satura¢do do “core” do 6xido de ferro;

a € o raio do “core” do 6xido de ferro;
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D é a difusibilidade das moléculas de 4gua no meio;
L é a espessura da camada de recobrimento do polimero.

Entdo, é possivel inferir que nessa teoria o efeito da reducéo do
sinal da relaxacdo T, é dado por duas situacdes muito particulares, sendo
no primeiro caso, em que as NPMs sdo recobertas por matriz polimérica
impermeavel, impedindo a difusdo da agua em seu interior, e assim, a
Equacdo (24) pode ser expressa de forma mais simples, a qual é dada por:

R: (LT2) ~ 1/ (1+ L/a) (25)

Lembrando que L é a espessura da camada de recobrimento do
polimero, e a é o diametro do “core” das NPMs de ¢xido de ferro. Onde
L= dH —a.

Por outro lado, considerando o segundo caso em que as NPMs de
oxido de ferro estiverem recobertas por uma matriz polimérica que se
espalha por toda solugdo e entdo permite que agua se difunda nela, entdo,
obtem-se para a Equacéo (24) uma expressdo mais simples dada por:

R, (T2~ 1/D* (26)

Onde D* representa o coeficiente de difusdo efetivo das moléculas
de agua.

Essa situacdo ndo se reflete ao caso da pheomelanina por constituir
um biopolimero como uma macromolécula estavel que ndo constitui uma
matriz polimérica que ira se espalhar uma vez que ela acaba formada uma
“capa” de hidratacdo onde os protons da molécula de agua estdo em
contato direto com a segunda esfera de coordenacgdo, enquanto que 0s
grupos catecolatos estdo ligados diretamente com as NPMs na primeira
esfera de coordenacéo.

Da Equacdo (25) nota-se que 0 aumento da espessura do
recobrimento do polimero favorecera a diminuicdo da relaxividade T,
demonstrando que o resultado se reflete nos valores apresentados na
Tabela 11.

Logo, € possivel analisar esse efeito se considerarmos uma
comparagdo entre as NPMs de FeszO4 recobertas por pheomelanina e
outras recobertas com o biopolimero quitosana de acordo com a Tabela
11. De modo que substituindo na Equacao (25) o didmetro do “core” do
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oxido de ferro das NPMs recobertas por quitosana (11 nm) obtidas por
Sajonsamg e colaboradores (Sajonsamg et al., 2014), e o didmetro
hidrodindmico (dw) de 130 nm de acordo com a Tabela 11, resultando em
um L =119 nm. Sendo assim, o valor estimado para a relaxividade (1/T>)
para essas nanoparticulas seguindo a Equacdo (25) foi de 0,0846.
Enquanto que para este estudo, considerando o didmetro médio do “core”
(a =10 nm) e a espessura da camada de recobrimento da pheomelanina
(L = 80 nm) entdo, obtem-se para o valor de 1/T, cerca de 0,111, o que
comparativamente representa um resultado quase duas vezes superior a
relaxividade R; em relacdo as particulas de FesOs estabilizadas por
quitosana.

Tabela 11 - Comparativo com diferentes didmetros hidrodindmicos e
relaxividade de NPMs.

Recobrim. Didam.t r R2 Referéncia
(YANG (ra/r1)
etal)
Pheo 90 218,02 1,60 136 Este trabalho
AC? 150 155,7 35 445 (JEDLOVSZKY-
HAJDU et al.,
2012)
APA? 172 2324 39 596 (JEDLOVSZKY-
HAJDU et al.,
2012)
Quitosana 130 6431 9,44 6,8 (SANJAI et al,
2014)
Pluronicao® 71 63,4 1,33 47,7 (QINetal., 2007)
F127/A0
Lactoferrina (XIE et al., 2011)
75 75,6 - -

aAcido citrico e acido poliacrilico. P°Copolimero F127/Acido oleico
(medido a 37°C).
®Diametro hidrodindmico médio.

Conforme visto anteriormente 0 dy das NPMs em solucéo €
sempre maior que o do “core” de Oxido de ferro, devido & presenca da
camada da pheomelanina hidratada. Um aumento no didmetro
hidrodindmico também pode ser explicado pelo efeito de aglomerag&o das
NPMs de 6xido de ferro, constituindo assim uma instabilidade coloidal.
E essa instabilidade associa-se as forcas atrativas eletrostaticas,
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principalmente devido a natureza magnética das particulas de 6xido de
ferro. Isto é evidenciado quando em medidas de DLS, geralmente
determina-se que o dy de NPMs de FesO4 néo recobertas pode chegar até
1500 nm em solucdo aquosa devido a esse efeito de aglomeracdo das
particulas magnéticas principalmente em pH préximos ao fisiolégico,
mais uma vez associada a sua carga elétrica na superficie.

Por fim, a Equacdo (7) representa que a relaxividade R, é bastante
influenciada pelo acoplamento dipolar, que é dada por uma interacdo de
curto alcance “spin-spin” entre as moléculas de agua e as NPMs. Isto
significa que dizer que quanto menor for a camada polimérica de
recobrimento revestindo as NPMs de FesO., maior serd a defasagem da
frequéncia de precessdo de Larmor dos “spins” dos prétons proximos a
agua, favorecendo entdo uma perda mais rapida da energia de interagdo
“spin-spin”, e consequentemente maior sera a reducdo do sinal em To,
favorecendo entdo o aumento do efeito de contraste negativo do agente
de contraste nos tecidos.

Assim, é importante notar que a Equacdo (5) apresenta
informagGes importantes que podem tornar possivel uma andlise para
inferir a respeito dos parametros associados as propriedades fisicas
envolvendo a relaxividade 1/T», tais como a magnetizacdo de saturacdo
(Ms) do didmetro do “core” do 6xido de ferro, morfologia, etc.

De modo que é possivel tracar um paralelo entre a expressao
tedrica (5) para o aumento de relaxividade R, com os dados experimentais
envolvendo estudos associados e ja relatados na literatura para reforcar
que as NPMs de FesO4 recobertas por pheomelanina foram bem sucedidas
exibindo as propriedades como agente de contraste negativo,
caracteristica fundamental quando se deseja realizar investigacdo de
tumores.

A Figura 55 aponta dois graficos associados as medidas por VSM
para a magnetizacdo versus o campo magnético aplicado (H) em que o
valor de magnetizacdo de saturagdo (Ms) para NPMs de FesOs4 sem
revestimento (curva azul Figura 55A) encontrado foi de 49 emu g e apds
encapsulagdo do “core” de NPMs de FesOs com quitosana (curva
vermelha, Figura 55A), o valor de Ms diminuiu para 17 emu g*. De modo
que em comparacdo com o valor encontrado para Ms (52,5 emu g?*) das
NPMs de FesO.@Pheo (Figura 55B), as mesmas apresentaram um valor
cerca de trés vezes superior ao destacado anteriormente, refletindo em um
aumento da relaxividade R» teoricamente nove vezes maior, se
desconsiderarmos os outros pardmetros envolvidos na Equagéo (5).
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Figura 55 - Curvas de Magnetizacdo de NPMs de Fes3Os nuas
(vermelho) e recobertas (azul) por quitosana (SANJAI et al., 2014)
(A) e de NPMs de Fe;04 recobertas por pheomelanina (FesO4@Pheo).
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As concentracdes de ferro utilizadas nas NPMs@quitosana
(Figura 56a) nos estudos desenvolvidos por Sajonsamg e colaboradores
(SANJAI et al., 2014) foram ligeiramente diferentes para o teste de efeito
de reducdo sinal T1 e T em IRM (0; 0,06; 0,12; 0,25; 0,50 e 1,0 mmol L
1), porém, notou-se que para as concentraces de ferro das NPMs de
Fes04@Pheo (0; 0,02; 0,04; 0,1 e 0,2 mmol L) houve consideravel efeito
de realce na reducdo do tempo de relaxacéo transversal T» (Figura 56b).

. »
. :
S 4

0,00 006 0,12 025 0,50 1,00
Concentracdo de ferro (mmol L?)

0,00 0,02 0,04 0,10 0,20

T2/ms '

220 0
Figura 56 - (A) Resultados de IRM de ponderagéo T; e T, em solugédo
gel agar 3% com suspensao de NPMs de Fe;O.@quitosana (Adaptado
de (SANJAI et al., 2014)) e em (B) Resultados de IRM de ponderagéo
T, em solucdo gel &gar 2,5% com suspensdo de NPMs de
Fe;04@Pheo.




164

Por outro lado, quanto ao didmetro do “core” tanto as NPMs de
FesO.@Pheo quanto as preparadas com recobrimento por quitosana
apresentaram o mesmo valor aproximadamente (10 nm) e, entdo, isso ndo
influenciaria diretamente no efeito de reducéo do sinal em T, conforme é
apresentado na Equacéo (5).

Assim, lembrando que a teoria de esfera externa da Mecénica
Quantica afirma que um gradiente de campo magnético local induzido
pelo “core” das NPMs de 6xido de ferro acelera a taxa de defasagem da
frequéncia de precessdo de Larmor dos “spins” dos protons proximos a
agua, é possivel inferir que para o recobrimento com o biopolimero
feomelanina h4 uma perda mais rapida da energia de interagdo “spin-spin”
favorecendo um valor mais elevado para Rz, e confirmando o efeito de
reducdo do sinal em To.

Mais ainda, a literatura apresenta que caracteristicas morfologicas
associadas & mé qualidade na distribui¢do de tamanho do “core”, e nédo
uniformidade das NPMs, além de presenca de aglomerados pode gerar
alteracdo na relaxividade 1/T, (Cheon et al., 2012) e isso pode ser
evidenciado pelos resultados de MET. Uma vez que quando se tem NPMs
de Fe304 para aplicagdes biomédicas, a estabilizacdo coloidal é um dos
fatores cruciais, e esté associada com o didmetro hidrodindmico das NPs.
Enquanto que as NPMs de Fe3;0; recobertas por guitosana (Sajonsamg et
al., 2014) apresentaram um dy (130 nm) maior, em que sua estabilizacdo
por meio dos seus grupos amino sobre a superficie do “core” de Fe3Oa,
via ligacdo de hidrogénio e formacdo de ligacdo covalente coordenada,
deixou também a formacdo de sitios de coordenacdo Fe-OH ou até
possivel estabilizagdo com certa presenca de “clusters” e aglomerados,
conforme é mostrado nas Figuras 58b e 59d. Por outro lado, o “core” das
NPMs ¢ constituido pela primeira esfera de coordenacdo onde em sua
superficie ha a presenca dos sitios de coordenacao das ligagbes de Fe-OH
e de Fe-O, interagindo por ligacdo covalente com 0s grupos quimicos
catecolatos de forma bidentada ou monodentada (associado a condi¢fes
de pka) do biopolimero pheomelanina, sendo que a segunda esfera de
coordenacdo constitui ligacdes cruzadas entre as cadeias poliméricas da
pheomelanina, e nela irdo predominar moléculas de &gua interagindo por
meio de forcas dipolares e de ligagfes de hidrogénio com a primeira
esfera de coordenacdo destacada anteriormente e consequentemente
gerando NPMs com monodispersividade superior, conforme é visto nas
Figuras 57a e 58c.
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Figura 57 - Resultados de MET de NPMs preparadas por co-
precipitacdo de FesOs@pheomelanina estabilizadas em pH 8,0 (a) e
de NPs de Fe;O.@quitosana estabilizadas em pH 6,0 (retirado de
referéncia (SANJAI et al., 2014)) (b).
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Figura 58 - Resultados de MET de NPMs preparadas por co-
precipitacdo apontando melhor distribuicdo de tamanho das NPs de
FesO.@pheomelanina estabilizadas em pH 8,0 (c) em comparacéao
com NPMs preparadas por co-precipitacdo de Fe;O.@quitosana
estabilizadas em pH 6,0 (retirado de referéncia (SANJAI et al., 2014))

).

Recordando agora da teoria de esfera externa da Mecéanica
Quantica que afirma que um gradiente de campo magnético induzido pelo
“core” das NPMs de oxido de ferro acelera a taxa de defasagem da
frequéncia de precessdo de Larmor dos “spins” dos protons proximos a
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agua, levando em conta que haja uma perda mais rapida da energia de
intera¢do “spin-spin”’(TONG et al., 2010).

5.15 TESTE IN VITRO DE CITOTOXICIDADE POR MTT DAS
NPMS DE Fe;04 RECOBERTAS PELO BIO-OLIGOMERO
PHEOMELANINA

As NPMs de Fesz0. recobertas por pheomelanina (FezOs@Pheo)
foram estabilizadas em meio aquoso, entdo as recém-sintetizadas
nanoparticulas foram postas a analise de citotoxicidade para células
MCF-7 usando o ensaio de MTT (MOSMANN, 1983). Os resultados
indicaram viabilidade celular de 100% na presenca das NPMs de
FesO4@Pheo até a concentracdo de 0,2 mmol L [Fe] e viabilidade
celular em torno de 75% para concentracdo superior a 0,4 mmol L [Fe]
(Figura 59). De modo que a Fig. 60 aponta os resultados do ensaio in vitro
de MTT nas amostras associadas ao controle (sem solugdo de NPMs) e
nas amostras com diferentes concentragcbes molares (0,02; 0,04; 0,10;
0,20; 0,30 e 0,40 mmol L) correspondendo respectivamente a 5, 10, 25,
50, 75 e 100 ppm as concentra¢des de Fe das suspensbes de NPMs de
Fes04. Entdo, pode se inferir que as NPMs de FesOs recobertas por
pheomelanina exibiram baixa citotoxicidade e boa biocompatibilidade
sugerindo que sdo seguras para posteriores estudos in vitro e in vivo, 0s
quais ja estdo em andamento pelo nosso grupo de pesquisa. Esses
resultados com o biopolimero pheomelanina também demonstraram ser
consistentes com os dados encontrados na literatura envolvendo outros
tipos de recobrimento para atender a esta proposta de trabalho, tais como
no recobrimento das NPMs de dxido de ferro por carboximetil celulose
(CMC) (PAUL et al., 2004), polietileno glicol (PEG)(SUN, C.; SZE;
ZHANG, 2006, glutationa reduzida (GSH), (XU, Y. et al., 2011) e
dextrana (DEX) (EASO; MOHANAN, 2013a).
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Figura 59 - Ensaio por MTT das NPMs de Fe304 recobertas por
pheomelanina mostrando viabilidade celular em MCF-7 em fungdo da
concentracao de ferro.

Por fim, os resultados encontrados com essas nanoparticulas
magnéticas recobertas pelo biopolimero pheomelanina puderam ser
comparados com outros tipos de polimeros que geralmente sdo utilizados
como estabilizantes, mostrando que a pheomelanina ndo apresenta
citotoxicidade celular e pode ser utilizada como material de recobrimento.
Por fim, uma importante observacao a ser feita, é que se utilizou as células
MCF-7 em funcdo de que as células tumorais possuém muitos
transportadores de ferro e se as NPMs de FesO4 apresentaram baixa
citotoxicidade para esse tipo de células, seriam menos toxicas para as
células normais (MCF-10), dispensando o ensaio por MTT para essas.

516 TESTE IN VITRO DE “UPTAKE” DAS NPMS DE Fe3O4
RECOBERTAS PELO BIO-OLIGOMERO PHEOMELANINA

Cabe destacar que a carga residual devida ao revestimento das
nanoparticulas pode ser um ponto critico a ser considerado quando se
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busca aumentar a absorcdo das mesmas. As nanoparticulas magnéticas
revestidas com pheomelanina apresentaram cargas negativas na
superficie e, tais cargas podem ter interagido com dominios catiénicos
presentes na membrana plasmatica das células tumorais MCF-7. Estudos
demonstraram que nanoparticulas aniénicas de Oxido de ferro
apresentaram elevados niveis de internalizacdo através de fortes
interacdes inespecificas com poucos dominios catidnicos presentes na
membrana plasmatica (SHI et al., 2007);(VERMA; STELLACCI, 2010).
Com relacdo ao posicionamento de nanoparticulas estas podem
permanecer aderidas a superficie externa da célula; ou quando
interiorizadas as nanoparticulas podem permanecer no citoplasma, na
regido perinuclear ou no nucleo ou em ambos (VERMA; STELLACCI,
2010); (WILLS et al., 2013).

No caso das nanoparticulas revestidas com pheomelanina
observou-se que estas apresentaram distribui¢do heterogénea, tendo sido
encontradas tanto no citoplasma quanto na regido perinuclear e no nucleo
(Tabela 12). De fato, as nanoparticulas superparamagnéticas podem se
concentrar no citoplasma de células MCF-7, mas também podem ser
observadas na regido nuclear, conforme estudo de Kumar e colaboradores
(KUMAR et al., 2014). Estes autores empregaram a coloragdo com
“Prussian blue” para demonstrar a captacdo das nanoparticulas. Esta
captacdo foi comprovada através de microscopia confocal de
fluorescéncia empregando o fluoréforo DAPI (2-(4-Amidinofenil)-6-
indolecarbamidina diidrocloreto) que se liga fortemente as regibes do
DNA que aparecem na cor azul nas imagens obtidas das células MCF-7,
em cultura.

Adicionalmente, as NPMs de oOxido de ferro podem ser
internalizadas através de endocitose mediada por receptor, ou seja, a
internalizacdo ocorre através de mecanismos de transporte ativo
realizados por proteinas transportadoras presentes na membrana celular
como no caso dos receptores de transferrina (TFR1 e TRF2) e da proteina
transportadora de metais (DMT1) (SCHAIBLE; KAUFMANN, 2004).
Portanto, no caso das nanoparticulas de ferro revestidas com feomelanina
a internalizacdo destas também pode estar ocorrendo por endocitose
mediada por receptores, pois as células MCF-7 possuem quantidades
maiores de receptores de transferrina (TRF) comparativamente as células
normais (HOGEMANN-SAVELLANO et al., 2003). Desta forma,
estudos bioquimicos complementares devem ser conduzidos de maneira
a elucidar os mecanismos de transporte envolvidos.
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Tabela 12 - Células MCF-7 mantidas (4h) em meio DMEM contendo
concentracOes crescentes de nanoparticulas de FesO.@Pheo (1 — 50
ppm) (coradas de azul pelo “Prussian blue”). O ndcleo e citoplasma
(em vermelho). Imagens adquiridas em microscopia de campo claro
(40X).

Concentracdo das nanoparticulas de Fe;Os@Pheo no meio
Controle DEMEN [ppm]

negativo 125 250

As imagens obtidas de células MCF-7 empregando microscopia de
campo claro em aumento de 40 vezes podem ser visualizadas (Tabela 12).
As células foram mantidas em meio DMEM contendo concentragdes
crescentes de nanoparticulas de Fes04@Pheo preparadas em DMEM por
um periodo de 4 h. A coloracdo com “Prussian blue” permitiu uma boa
visualizacdo das nanoparticulas (em azul) enquanto que a orceina acética
corou o nicleo e citoplasma de tons de vermelho (observada na imagem
com concentracdo de 6,25 ppm das NPMs de Fe;Os@Pheo). Nas
concentragBes de 12,5 e 25 ppm pode-se perceber que as nanoparticulas
preencheram praticamente todo o citoplasma das células. No entanto, na
concentracdo de 50 ppm nédo foi mais possivel distinguir os limites do
citoplasma das células pois as nanoparticulas se acumularam na matriz
extracelular (Tabela 11). Por outro lado, (KUMAR et al., 2012),(KUMAR
et al., 2014) observaram a captagao de nanoparticulas de ferro apds 8 h de
exposicdo das células, enquanto na presente pesquisa bastaram apenas 4
horas para observar-se a captagdo efetiva de nanoparticulas magnéticas
de Fe304 recobertas com o biopolimero pheomelanina (Fe;O4@Pheo).

Portanto, os estudos preliminares para a determinacgdo da captacéo
(up-take) revelaram que para a visualizacdo as melhores concentragdes
foram em 1 e 3 ppm, as demais concentracfes utilizadas apresentaram
excesso de nanoparticulas que interagiram inclusive com a matriz celular
dificultando a visualizagdo da captacdo.

Por fim, pode ser concluido que apds o tempo de exposicdo (4 h)
durante o qual as células foram expostas as nanoparticulas; as imagens
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obtidas revelaram que houve captacdo e também acUmulo de
nanoparticulas no citoplasma e no espaco extracelular (matriz
extracelular) ap6s metade do tempo reportado na literatura (KUMAR et
al., 2014) para ensaios de captagdo com MCF-7.
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6 CONCLUSOES

Este estudo apresentou o desenvolvimento de um potencial
nanomaterial constituido por nanoparticulas superparamagnéticas
formado por um “core” de magnetita (FesOs) € recoberto pelo
biopolimero pheomelanina de forma que pode atender aos objetivos
propostos no trabalho e os resultados apresentados estiveram em
concordancia com os tipos de materiais de recobrimento ja destacados na
literatura.

Com relacéo a preparagdo das NPMs de FesO4@Pheo, conclui-se
que foi possivel obter essas usando um método de sintese por co-
precipitacdo que se mostrou dentre as outras opgles existentes
(decomposicao térmica, solvotérmica, microemulséo), uma forma mais
segura, com um custo muito baixo e principalmente ambientalmente mais
favoravel ao dispensar rotas que pudessem exigir solventes organicos
mais toxicos e que consumissem um tempo maior de preparagdo ou que
envolvesse mais de uma etapa na producdo dessas NPs. Apesar de que as
NPMs preparadas pelo método de co-precipitacdo apresentaram baixa
monodispersividade em comparacdo com o de decomposicdo térmica
(PARK et al., 2004), mesmo assim, as NPMs de 6xido de ferro recobertas
por pheomelanina se apresentaram dentro do esperado ao exibir indice de
polidispersividade abaixo do limite (PDI inferior a 0,2). Além disso, foi
comprovado que o tamanho do “core” (10-13 nm) permitiu inferir que as
nanoparticulas exibissem comportamento superparamagnético e que as
mesmas foram estabilizadas via ligacdo de coordenacdo com o 6xido de
ferro (Fe-O) com os grupos catecolatos e tidis associados a uma
desprotonacgdo em pH alcalino (9,0-10) durante a sintese em meio aquoso.

Em relacdo as caracteristicas como AC negativo para IRM
envolvendo as suspensdes das NPMs de FesO4@Pheo, comprovou-se que
as nanoparticulas apresentaram o efeito de reducéo de sinal no tempo de
relaxamento transversal (T2) além de apresentarem relaxividade
transversal (r.=218 mM.s*) com valor superior ou igual em relagéo as
outras NPMs preparadas (JEDLOVSZKY-HAJDU et al., 2012) pelo
mesmo método desenvolvido neste trabalho.

Por fim, o método proposto nesta tese para obtencdo de
nanoparticulas magnéticas de FesOs@Pheo que atendessem ao propdsito
de poderem ser utilizadas para aplicagfes biomédicas foi plenamente
bem-sucedido (dy < 150 nm). Uma vez que os resultados associados aos
testes in vitro das nanoparticulas se mostraram promissores e atenderam
as condigdes de baixa citotoxicidade em células MCF-7. Além disso, as
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caracteristicas de biocompatibilidade também foram atingidas e
comprovadas pelos resultados apresentados nos ensaios in vitro de
“uptake”, onde se concluiu que o tempo de exposicdo (4 h) durante o qual
as células foram expostas as nanoparticulas, e as imagens obtidas
revelaram que houve captacdo e também acUimulo das NPs de
FesO0s@Pheo no citoplasma e no espaco extracelular (matriz extracelular)
apo6s metade do tempo reportado na literatura (KUMAR et al., 2014) para
ensaios de captacdo com MCF-7.

6.1 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Visto que as nanoparticulas superparamagnéticas de FesOa
recobertas pelo biopolimero pheomelanina foram obtidas por um método
de sintese por co-precipitacdo onde foi bem sucedido dentro de sua
limitacdo, como perspectivas futuras destacam-se os estudos envolvendo
preparagao de nanoparticulas com diferentes proporgdes estequiométricas
entre 0 Fe%* e o percursor da pheomelanina (L-DOPA) a fim de verificar
possiveis influéncias nos didmetros hidrodindmicos, magnetizacdo de
saturacdo, e valores de relaxividade transversal e longitudinal.

Além de que como trabalhos futuros e perspectivas futuras podem
apontar estudos envolvendo os testes in vitro com as células MCF-7
envolvendo a localizacdo do sinal de imagem por ressonancia magnética
e subsequentes testes in vivo com modelos animais.

E valido considerar também que seja interessante realizar a
preparacdo das NPs de Fes04@Pheo através do método de decomposicédo
térmica seguida de troca de ligante para melhorar as condicdes de controle
de tamanho, pardmetro fundamental quando se deseja NPMs para
aplicacBes biomédicas.

Por fim, este biopolimero pheomelanina demonstra apresentar
forte potencial para realizagdo de modificacdes e funcionalizagGes na area
de Quimica Organica empregando métodos de ativagdo com
biomoléculas ancoradas em NPMs e tornando-as mais especificas para
aplicacdes biomédicas. Uma vez que 0 mesmo apresenta grupos quimicos
diversos mediados por condic¢Ges de desprotonagdo (&cidos carboxilicos,
catecolatos, tiéis, quinona-imina) para reagdo com outros grupos
terminais (amido, amino, carboxilico etc.).
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